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présenté par communications orales ou affichées lors de congrès scientifiques nationaux et 
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Moret M., Vidal H., Moulin P., Lagarde M., and Calzada C. (2010). Increased Lipid 

Peroxidation in LDL from Type-2 Diabetic Patients. Lipids 45, 723-731. 

 

► Calzada C., Colas R., Guillot N., Guichardant M., Laville M., Véricel E., and Lagarde, M. 

(2010). Subgram daily supplementation with docosahexaenoic acid protects low-density 

lipoproteins from oxidation in healthy men. Atherosclerosis 208, 467-472. 

 

► Nous avons également deux articles en préparation : 

 

●  L’un sur le protocole clinique ECLIPSE exposé dans ce manuscrit montrant les 

modifications lipidiques et oxydatives subies par des LDL de sujets ayant développé 

un syndrome métabolique ou un diabète de type-2 et leurs effets activateurs sur des 

plaquettes de volontaires sains.  

 

●   L’autre concernant la caractérisation en lipides et peroxydes lipidiques des HDL 

de patientes atteintes d’abetalipoprotéinémie et leurs effets sur l’activation des 

plaquettes sanguines. 

 

 

 



AVANT-PROPOS 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

6 

COMMUNICATIONS ORALES 

 

 

► Colas R., Cugnet-Anceau C., Moret M., Guichardant M., Vidal H., Moulin P., Lagarde M. 

and Calzada C. Low-density lipoproteins from patients with a metabolic syndrome or type-2 

diabetes activate platelets. 9th Congress of the International Society for the Study of Fatty 

Acids and Lipids (ISSFAL). 29 may-2 june 2010, Maastricht, NETHERLANDS. 

 

► Calzada C., Véricel E., Colas R., Khanna G., Lagarde M. and Moulin P. Oxidatively 

modified high-density lipoproteins inhibit human platelet aggregation. 9th Congress of the 

International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL). 29 may-2 june 2010, 

Maastricht, NETHERLANDS. 

 

► Calzada C., Colas R., Guillot N., Laville M., Véricel E. and Lagarde M. Effects of 

increasing doses of docosahexaenoic acid on low-density lipoprotein redox status and 

oxidizability in human volunteers. 8th  Congress of the International Society for the Study of 

Fatty Acids and Lipids (ISSFAL). 17-22 may 2008, Kansas City, USA. 

 

 

CONFERENCES INVITEES 

 

 

► Calzada C., Colas R., Ponsin G., Véricel E., Moulin P. and Lagarde M. Platelet-low-

density lipoprotein interaction : from in vitro experiments to clinical studies. The 6th Euro Fed 

Lipid Congress. Oils, Fats and Lipids in the 3rd Millennium: Challenges, Achievements and 

Perspectives. 7-10 september 2008, Athens, GREECE. 

 

 

 

 

 

 

 



AVANT-PROPOS 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

7 

COMMUNICATIONS AFFICHEES 

 

 

► Colas R., Luquain-Costaz C., Guichardant M., Cugnet-Anceau C., Moret M., Vidal H., 

Moulin P., Lagarde M., Calzada C. Marqueurs spécifiques de peroxydation lipidique dans les 

lipoprotéines de faible densité de diabétiques de type-2. 10ème journée de l’Institut 

Multidisciplinaire de Biochimie des Lipides (IMBL). 21 juin 2010, Villeurbanne, FRANCE. 

 

► Colas R., Luquain-Costaz C., Guichardant M., Cugnet-Anceau C., Moret M., Vidal H., 

Moulin P., Lagarde M., Calzada C. Marqueurs spécifiques de peroxydation lipidique dans les 

lipoprotéines de faible densité de diabétiques de type-2. 36ème édition de la Société 

Francophone du Diabète (SFD).16-19 mars 2010, Lille, FRANCE. 

 

► Colas R., Pruneta-Deloche V., Costaz C., Guichardant M., Lagarde M., Calzada C. 

Composition et peroxydation lipidiques des LDL séparées par ultracentrifugation ou par 

FPLC. 9ème journée de l’Institut Multidisciplinaire de Biochimie des Lipides (IMBL). 10 

novembre 2009, Marseille, FRANCE. 

 

► Colas R., Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., Calzada C. Caractérisation et 

implication des lipoprotéines de faible densité (LDL) de diabétiques de type 2 dans 

l'hyperactivation des plaquettes sanguines humaines. 13ème journée de l’EDISS. 11 mars 2009, 

Villeurbanne, FRANCE.  

 

► Colas R., Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., Calzada C. Caractérisation et 

implication des lipoprotéines de faible densité (LDL) de diabétiques de type 2 dans 

l'hyperactivation des plaquettes sanguines humaines. 8ème journée de l’Institut 

Multidisciplinaire de Biochimie des Lipides (IMBL). 15 janvier 2009, Villeurbanne, 

FRANCE.  

 

► Colas R., Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., Calzada C. Caractérisation et 

implication des lipoprotéines de faible densité (LDL) de diabétiques de type 2 dans 

l'hyperactivation des plaquettes sanguines humaines. Journée de l’IFR 62. 4 décembre 2008, 

Lyon, FRANCE. 



AVANT-PROPOS 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

8 

► Colas R., Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., Calzada C. Caractérisation et 

implication des lipoprotéines de faible densité (LDL) de diabétiques de type 2 dans 

l'hyperactivation des plaquettes sanguines humaines. 5ème congrès de la Nouvelle Société 

Française d’Athérosclérose (NSFA). 12-14 juin 2008, Biarritz, FRANCE. 

 

► Calzada C., Colas R., Ponsin G., Véricel E., Moulin P. and Lagarde M. Activation des 

plaquettes sanguines humaines par des lipoprotéines de faible densité glycoxydées in vitro et 

isolées de diabétiques de type 2. 34ème édition de la Société de la Langue Française pour 

l’Etude du Diabète et des Maladies métaboliques (ALFEDIAM). 25-28 mars 2008, Bruxelles, 

BELGIQUE.  

 

► Calzada C., Colas R., Ellis S., Ponsin G., Véricel E., Moulin P. and Lagarde M. 

Relationship between fatty acid composition of low density lipoproteins and platelet 

activation in type-2 diabetes. 48th International Conference on the Bioscience of Lipids 

(ICBL). 4-8 September 2007, Turku, FINLAND. 

 
 
 
 
 



SOMMAIRE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

9 

SOMMAIRE 
 

REMERCIEMENTS .................................................................................................... 2 

AVANT-PROPOS....................................................................................................... 5 

SOMMAIRE................................................................................................................ 9 

ABREVIATIONS ...................................................................................................... 13 

RESUME .................................................................................................................. 15 

SUMMARY............................................................................................................... 16 

LISTE DES TABLEAUX ET FIGURES .................................................................... 17 
I. Liste des tableaux :..................................................................................................................................... 17 
II. Liste des figures :....................................................................................................................................... 17 

INTRODUCTION ...................................................................................................... 19 

BIBLIOGRAPHIE ..................................................................................................... 22 

LE SYNDROME METABOLIQUE.................................................................................................................. 23 
I. Définitions : ................................................................................................................................................. 23 
II. Prévalence :................................................................................................................................................ 24 
III. Implication des différents facteurs de risques dans le syndrome métabolique :................................ 25 

III.1. Obésité abdominale et conséquences inflammatoires :................................................................. 25 
III.2. Résistance à l’insuline :................................................................................................................... 26 
III.3. Intolérance au glucose :................................................................................................................... 27 
III.4. Dyslipidémie : ................................................................................................................................... 28 
III.5. Hypertension : .................................................................................................................................. 28 

IV. Conséquences sur les maladies cardiovasculaires et le diabète de type-2 :......................................... 29 

LE DIABETE ...................................................................................................................................................... 31 
I. Définition : ................................................................................................................................................... 31 

I.1. Diabète de type-1 :............................................................................................................................... 31 
I.2. Diabète de type-2 :............................................................................................................................... 32 

II. Mécanismes de la toxicité du glucose :.................................................................................................... 32 
II.1. Auto-oxydation du glucose :............................................................................................................. 33 
II.2. Glycation et produits avancés de glycation :................................................................................... 34 
II.3. Protéine kinase C :............................................................................................................................. 36 
II.4. Voie des polyols :............................................................................................................................... 37 
II.5. Voie des hexosamines :...................................................................................................................... 38 

III. Conséquences vasculaires :..................................................................................................................... 39 

LE STRESS OXYDANT .................................................................................................................................... 40 
I. Définition : ................................................................................................................................................... 40 
II. Les espèces réactives oxygénées initiant la peroxydation lipidique non enzymatique :...................... 41 



SOMMAIRE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

10 

III. La peroxydation lipidique : ..................................................................................................................... 42 
III.1. Mécanisme :...................................................................................................................................... 42 

III.1.a. Initiation : ................................................................................................................................. 42 
III.1.b. Propagation : ............................................................................................................................ 42 
III.1.c. Terminaison : ............................................................................................................................ 43 

III.2. Exemples de produits formés :........................................................................................................ 43 
IV. Défenses antioxydantes :.......................................................................................................................... 45 

IV.1. Antioxydants enzymatiques :.......................................................................................................... 45 
IV.2. Antioxydants non enzymatiques :................................................................................................... 47 

IV.2.a. Antioxydants liposolubles :......................................................................................................47 
IV.2.b. Antioxydants hydrosolubles :.................................................................................................. 48 

V. Stress oxydant et maladies métaboliques :.............................................................................................. 50 

LES PLAQUETTES SANGUINES ................................................................................................................... 54 
I. Origine et structure : .................................................................................................................................. 54 

I.1. Membranes :........................................................................................................................................ 54 
I.2. Cytosquelette :..................................................................................................................................... 55 
I.3. Cytoplasme :........................................................................................................................................ 55 

II. Physiologie :............................................................................................................................................... 55 
II.1. Adhésion :........................................................................................................................................... 55 
II.2. Activation : ......................................................................................................................................... 57 

II.2.a. Récepteurs couplés aux protéines G et signalisation : ............................................................ 58 
II.2.b. Changement de forme :............................................................................................................. 59 
II.2.c. La cascade de l’acide arachidonique :...................................................................................... 59 
II.2.d. Synthèse de protéines :.............................................................................................................. 65 
II.2.e. Sécrétion plaquettaire :............................................................................................................. 65 
II.2.f. Activité procoagulante des plaquettes :.................................................................................... 66 

II.3. Agrégation :........................................................................................................................................ 66 
III. Plaquettes et stress oxydant :.................................................................................................................. 68 
IV. Plaquettes et maladies métaboliques :.................................................................................................... 69 

LES LIPOPROTEINES ..................................................................................................................................... 71 
I. Métabolisme général des lipoprotéines :................................................................................................... 71 
II. Les LDL : ................................................................................................................................................... 74 

II.1. Composition : ..................................................................................................................................... 74 
II.2. Glycation et stress oxydant dans les LDL :..................................................................................... 77 

II.2.a. Glycation : .................................................................................................................................. 77 
II.2.b. Stress oxydant :.......................................................................................................................... 78 
II.3. Modification des LDL dans le syndrome métabolique et le diabète :....................................... 79 

II.3.a. Syndrome métabolique :....................................................................................................... 79 
II.3.b. Diabète de type-1 et de type-2 :............................................................................................ 80 

II.4. LDL et plaquettes :............................................................................................................................ 80 
II.4.a. LDL natives et plaquettes :....................................................................................................... 81 
II.4.b. LDL oxydées et plaquettes :......................................................................................................83 
II.4.c. Oxydation des LDL par les plaquettes activées :.................................................................... 85 

OJECTIFS DE LA THESE................................................................................................................................ 87 

MATERIEL ET METHODES .................................................................................... 88 

MATERIELS....................................................................................................................................................... 89 
I. Réactifs :...................................................................................................................................................... 89 
II. Appareils : .................................................................................................................................................. 89 

METHODES ....................................................................................................................................................... 91 

METHODES RELATIVES AUX LDL ET PLASMA............... ...................................................................... 91 
I. Isolement des LDL :.................................................................................................................................... 91 



SOMMAIRE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

11 

I.1. Ultracentrifugation séquentielle à temps courts : ............................................................................ 92 
I.2. FPLC : .................................................................................................................................................. 92 

II. Dosage des protéines :............................................................................................................................... 94 
III. Dosage du cholestérol total :................................................................................................................... 94 
IV. Dosage des triacylglycérols :.................................................................................................................... 95 
V. Composition en acides gras des classes lipidiques :................................................................................ 96 

V.1. Extraction lipidique : ......................................................................................................................... 96 
V.2. Séparation des classes lipidiques par chromatographie sur couche mince :................................ 96 
V.3. Transméthylation des acides gras des classes lipidiques :.............................................................. 97 
V.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse :.......................................................................... 97 

VI. Quantification des lysophosphatidylcholines, des sphingomyélines et du cholestérol non estérifié par 
HPLC couplée à un DDL :............................................................................................................................. 99 
VII. Quantification des acides gras monohydroxylés totaux : .................................................................. 100 

VII.1. Extraction lipidique : .................................................................................................................... 100 
VII.2. Extraction des acides gras monohydroxylés totaux :................................................................. 101 
VII.3. Analyse par HPLC couplée à un détecteur UV :....................................................................... 101 

VIII. Quantification de la 8- iso-prostaglandine F2α totale :...................................................................... 102 
VIII.1. Extraction lipidique : .................................................................................................................. 102 
VIII.2. Purification et dérivation de la 8- iso-prostaglandine F2α : ....................................................... 102 
VIII.3. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de masse équipé 
d’une trappe d’ions : ............................................................................................................................... 103 

IX. Dosage du dialdéhyde malonique :....................................................................................................... 105 
IX.1. Dérivation et extraction :............................................................................................................... 105 
IX.2. Analyse par HPLC couplée à un détecteur fluorimétrique : ...................................................... 105 

X. Dosage de la vitamine E :........................................................................................................................ 106 
X.1. Extraction :....................................................................................................................................... 106 
X.2. Analyse par HPLC couplée à un détecteur fluorimétrique : ....................................................... 107 

XI. Dosage immuno-enzymatique de l’insuline :....................................................................................... 107 
XII. Détermination de la taille des LDL :................................................................................................... 108 

METHODES RELATIVES AUX PLAQUETTES ........................................................................................ 110 
I. Isolement et numération des plaquettes :............................................................................................... 110 

I.1. Isolement des plaquettes :................................................................................................................. 110 
I.2. Numération des plaquettes :............................................................................................................. 110 

II. Dosage des protéines :............................................................................................................................. 110 
III. Mesure de l’agrégation plaquettaire :.................................................................................................. 111 
IV. Interactions des LDL avec les plaquettes :.......................................................................................... 111 

IV.1. Conditions d’incubation : .............................................................................................................. 111 
IV.2. Conditions de lyse plaquettaire :................................................................................................... 112 

V. Analyse par immuno-empreinte de l’état de phosphorylation de la p38 MAPK et de la phospholipase 
A2 cytosolique :............................................................................................................................................. 112 

V.1. Electrophorèse :............................................................................................................................... 112 
V.2. Electro-transfert : ............................................................................................................................ 113 
V.3. Traitements des membranes de nitrocellulose :............................................................................ 113 
V.4. Révélation :....................................................................................................................................... 113 

VI. Dosage immuno-enzymatique du thromboxane B2 : ........................................................................... 114 

PROTOCOLE CLINIQUE ECLIPSE............................................................................................................ 116 

ANALYSES STATISTIQUES ......................................................................................................................... 118 

RESULTATS ET DISCUSSION ............................................................................. 119 

COMPARAISON DE DEUX METHODES DE SEPARATION DES LDL. ............................................... 120 
I. Composition lipidique des LDL :............................................................................................................. 120 

I.1. Classes lipidiques des LDL :............................................................................................................. 120 
I.2. Composition en acides gras des classes lipidiques :........................................................................ 121 

I.2.a. Esters de cholestérol :............................................................................................................... 121 



SOMMAIRE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

12 

I.2.b. Triacylglycérols :....................................................................................................................... 122 
I.2.c. Phosphatidylcholines :............................................................................................................... 123 
I.2.d. Phosphatidyléthanolamines :................................................................................................... 124 
I.2.e. Sphingomyélines :...................................................................................................................... 125 

II. Paramètres du stress oxydant :.............................................................................................................. 126 
II.1. Acides gras monohydroxylés :........................................................................................................ 126 
II.2. 8-iso-prostaglandine F2α : ................................................................................................................ 127 
II.3. Dialdéhyde malonique :.................................................................................................................. 127 
II.4. Vitamine E : ..................................................................................................................................... 128 

III. Discussion :............................................................................................................................................. 128 

ETUDE DE LA CARACTERISATION DES LDL ET DE LEUR IMPL ICATION DANS 
L’ACTIVATION PLAQUETTAIRE VIA  UN STRESS OXYDANT ET/OU UN ECHANGE LIPIDIQUE 
(ECLIPSE)......................................................................................................................................................... 131 

I. Paramètres cliniques et traitements en cours :...................................................................................... 132 
II. Composition lipidique des LDL : ........................................................................................................... 134 

II.1. Principales classes lipidiques :........................................................................................................ 134 
II.2. Composition en acides gras des classes lipidiques des LDL :...................................................... 135 

II.2.a. Esters de cholestérol :.............................................................................................................. 135 
II.2.b. Triacylglycérols : ..................................................................................................................... 136 
II.2.c. Phosphatidylcholines :............................................................................................................. 136 
II.2.d. Phosphatidyléthanolamines :.................................................................................................. 137 
II.2.e. Sphingomyélines :.................................................................................................................... 138 

II.3. Taille des particules de LDL : ........................................................................................................ 143 
III. Paramètres du stress oxydant :............................................................................................................. 144 

III.1. Acides gras monohydroxylés totaux :........................................................................................... 144 
III.2. Dialdéhyde malonique :................................................................................................................. 145 
III.3. Vitamine E : .................................................................................................................................... 146 

IV. Effet des LDL sur les plaquettes :......................................................................................................... 147 
IV.1.  Effet des LDL sur la p38 MAPK plaquettaire :.......................................................................... 147 
IV.2. Effet des LDL sur la cPLA2 plaquettaire : ................................................................................... 148 
IV.3. Effet des LDL sur la production basale de TxB2 plaquettaire : ................................................. 149 
IV.4. Effet des LDL sur l’agrégation plaquettaire : ............................................................................. 150 

V. Corrélations : ........................................................................................................................................... 151 
VI. Discussion :............................................................................................................................................. 153 

VI.1. Caractérisation des LDL : ............................................................................................................. 153 
VI.2. Effet des LDL sur les plaquettes :................................................................................................. 157 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES ..................................................................... 160 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.................................................................. 165 
 
 



ABREVIATIONS 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

13 

ABREVIATIONS 
 
 
AA          Acide arachidonique  
ADP   Adénosine diphosphate 
AG   Acide gras 
AGE   « Advanced Glycation End-products » 
AGOH      Acide gras monohydroxylé 
AGL     Acide gras libre 
AGPI    Acide gras polyinsaturé 
Apo   Apolipoprotéine 
ATP   Adénosine triphosphate 
BHT    Butyl-Hydroxy-Toluène 
BSA    « Bovine Serum Albumin » (albumine bovine sérique) 
CRP     « C-Reactive Protein »  
DAG   Diacylglycérol 
DDL     Détecteur à Diffusion de Lumière 
DMA     Diméthylacétal 
EC     Esters de Cholestérol 
EDTA   « Ethylenediamine tetraacetic acid » 
ERO   Espèces Réactives oxygénées 
FADH2/FAD  Flavine Adénine Dinucléotide réduit/oxydé 
FPLC   « Fast performance Liquid Chromatography » 
GC    « Gas Chromatography » (Chromatographie en phasse gazeuse) 
GC/MS    « Gas Chromatography-Mass Spectrometry  » (Chromatographie en 

  phase gazeuse couplée à un spectromètre de masse) 
GLUT   « Glucose Transporter » (transporteur de glucose) 
GPx    Glutathion Peroxydase 
GSH/GSSG   Glutathion réduit/oxydé 
HbA1c   Hémoglobine glyquée 
4-HNE    4-hydroxy-nonénal 
HDL    « High Density Lipoproteins » (lipoprotéines de haute densité) 
HETE    Acide hydroxy-eicosatétraénoïque 
HODE    Acide hydroxy-octadécadiénoïque 
HpETE   Acide hydroperoxy- eicosatétraénoïque 
HPLC    « High Performance Liquid Chromatography » 
IDL   « Intermediary density lipoproteins » (lipoprotéines de densité  

  intermédiaire) 
IL   Interleukine 
IMC   Indice de masse corporel 
IRS   « Insulin Receptor Substrate » 
8-iso-PGF2α    8-iso-prostaglandine F2α 
LDL        « Low Density Lipoproteins » (lipoprotéines  de basse densité) 
LOX-1    « Lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor-1 » 
LOXs   Lipoxygénase 
LPA    « Lysophosphatidic acid »  
LPC    Lysophosphatidylcholine 



ABREVIATIONS 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

14 

MAPK    « Mitogen Activated Protein Kinase » 
MDA    « Malondialdehyde » (dialdéhyde malonique)    
NADH,H+/NAD+ Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit/oxydé   
NO    Monoxyde d’azote 
PBS     « Phosphate Buffer Saline » 
PA    Pression artérielle 
PAF   « Platelet Activating Factor »    
PAI-I    « Plasminogen Activator Inhibitor-I » 
PC     Phosphatidylcholine 
PDGF   « Platelet Derived Growth Factor » 
PE     Phosphatidyléthanolamine 
PECAM-1    « Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 » 
PKC    Protéine kinase C 
PF4     Facteur Plaquettaire 4 
PG    Prostaglandine 
PGHS    Prostaglandine H synthase 
PI   Phosphatidylinositol 
PL    Phospholipides 
PLA2    Phospholipase A2 

PLC    Phospholipase C 
PS   Phosphatidylsérine 
RAGE   Récepteur aux AGE 
RL   Radical libre 
sdLDL   « small and dense LDL » (LDL petites et denses) 
SM    Sphingomyéline 
SOD   Superoxyde dismutase 
SR    « Scavenger Receptor » (récepteur éboueur) 
TBA    « Thiobarbituric acid » 
TBARS   « Thiobarbituric Acid Reactive Species» 
TBS    « Tris Buffer Saline » 
TBS-T    « Tris Buffer Saline-Tween » 
TG    Triacylglycérol  
TGF-β   « Transforming growth factor-β »  
TNF-α   « Tumor Necrosis Factor-α » 
Tx    Thromboxane    
VLDL    « Very Low Density Lipoproteins » (lipoprotéines  de très basse  

  densité) 
vWF   « von Willebrand Factor » (facteur von Willebrand) 
 
 



RESUME 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

15 

RESUME 
 

 

 Le diabète de type-2 et le syndrome métabolique sont associés à une augmentation du  

stress oxydant et du risque cardiovasculaire. L’hyperactivation plaquettaire et les 

dyslipoprotéinémies sont deux causes majeures de l’athérothrombose. Nous avons montré que 

des lipoprotéines de basse densité (LDL) issues du plasma de diabétiques de type-2 activent 

les plaquettes sanguines. L’objectif principal de notre étude a été d’établir le profil en lipides 

et peroxydes lipidiques de LDL provenant de volontaires ayant un syndrome métabolique 

(SM), un diabète de type-1 (DT-1) ou de type-2 (DT-2), comparativement à celui de 

volontaires sains (V). Un autre objectif a été de déterminer leur impact sur l’activation 

plaquettaire. Seules les LDL des groupes SM et DT-2 ont des anomalies lipidiques telles que : 

augmentation des triacylglycérols, diminution des esters de cholestérol et de l’acide 

linoléique. Les LDL des groupes SM, DT-1 et DT-2 présentent un stress oxydant, démontré 

par l’augmentation des produits de peroxydation lipidique comme les acides gras hydroxylés 

et le dialdéhyde malonique, ainsi que par la diminution des plasmalogènes (sous-classe de 

phospholipides à éthanolamine). Comparativement aux plaquettes incubées avec les LDL de 

V, les plaquettes incubées avec les LDL des autres groupes sont activées comme le montre 

une exacerbation de la cascade de l’acide arachidonique (p38 MAPK, phospholipase A2 

cytosolique, thromboxane A2). Ainsi, dans les états pré-diabétique et diabétique de type-2, les 

LDL subissent des modifications lipidiques et oxydatives, puis activent les plaquettes. Nos 

résultats suggèrent que les peroxydes lipidiques des LDL induisent l’hyperactivation 

plaquettaire.  

  

Mots-clés : 

 

LDL, plaquettes sanguines, acides gras hydroxylés, diabète de type-2, syndrome métabolique, 

athérothrombose, stress oxydant, peroxydation lipidique, p38 MAPK, thromboxane A2. 
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SUMMARY 
 

 

 Type-2 diabetes and metabolic syndrome are associated with increased oxidative stress 

and cardiovascular risk. Platelet hyperactivation and dyslipoproteinemia are two major factors 

favoring atherothrombosis. We have shown that low-density lipoproteins (LDL) from type-2 

diabetic patients activate platelets from healthy volunteers. The primary objective of our study 

was to establish the lipid and lipid peroxide profile of LDL isolated from plasma of volunteers 

with a metabolic syndrome (SM), of type-1 (DT-1) or type-2 (DT-2) diabetic patients 

compared to LDL from healthy volunteers (V). The second objective was to explore their role 

in platelet activation. Only LDL from MS and DT-2 groups have lipid abnormalities 

(increased triacylglycerols and decreased cholesteryl esters, decreased linoleic acid). LDL 

from SM, DT-1 and DT-2 groups show oxidative stress as assessed by increased lipid 

peroxide derivatives (hydroxylated fatty acids, malondialdehyde) and decreased 

plasmalogens. Compared to platelets incubated with LDL from the V group, platelets 

incubated with LDL from other groups are activated as shown by the enhancement of the 

arachidonic acid signalling cascade (p38 MAPK, cytosolic phospholipase A2, thromboxane 

B2). Thus, in a pre-diabetic state and in type-2 diabetes, LDL undergo lipid and oxidative 

modifications and activate platelets. Our results show that lipid peroxides in LDL could be the 

common denominator underlying platelet hyperactivation.      

 

 

 

  

Keywords : 

 

LDL, blood platelets, hydroxylated fatty acids, type-2 diabetes, metabolic syndrome, 

atherothrombosis, oxidative stress, lipid peroxidation, p38 MAPK, thromboxane A2. 
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 Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité en Europe (Muller-

Nordhorn et al., 2008) et dans le monde selon les données de l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS). L’athérothrombose est à l’origine de la plupart des accidents cardiovasculaires. 

Elle résulte de l’association de deux phénomènes, l'athérosclérose et la thrombose. La 

formation de plaques d'athérome dans les artères est principalement due à la constitution 

progressive de dépôts lipidiques résultant de l'infiltration pariétale des lipoprotéines de basse 

densité (LDL), suivie de leur oxydation. La formation d'un thrombus, constitué d’agrégats 

plaquettaires consolidés par un réseau de fibrine,  peut obstruer totalement une artère dont la 

lumière a été progressivement rétrécie par le développement athéromateux. Dans les cas les 

plus graves, ce processus peut conduire à l'infarctus du myocarde ou à un accident vasculaire 

cérébral. Les risques d’athérothrombose sont particulièrement accrus chez les diabétiques et 

les sujets ayant un syndrome métabolique. 

 Le diabète (type-1 et type-2) est associé à une hyperglycémie et à un stress oxydant 

accru. Le syndrome métabolique est un désordre complexe associé à une obésité abdominale, 

une hyperglycémie, une hypertriglycéridémie, un taux d’HDL-cholestérol bas et/ou une 

pression artérielle élevée (au moins trois de ces critères sont requis). Il peut évoluer vers un 

diabète de type-2. Ces deux états sont associés à une hyperagrégabilité des plaquettes 

sanguines (Vaidya et al., 2009; Véricel et al., 2004). 

 Bien que l’athérothrombose résulte de nombreux facteurs, deux d’entre eux sont 

primordiaux: les dyslipoprotéinémies et l’activation plaquettaire, tous deux interagissant dans 

un contexte de stress oxydant augmenté. Bien que les LDL oxydées jouent un rôle 

fondamental dans la formation de la plaque d’athérome, elles peuvent être présentes dans la 

circulation sanguine et contribuer à l’hyperactivation plaquettaire. Il existe des interactions 

entre lipoprotéines et plaquettes, incluant à la fois des interactions directes et des transferts de 

lipides (Engelmann et al., 1996; Ibrahim et al., 2009). Une étude au laboratoire a montré que 

des LDL de diabétiques de type-2 activent des plaquettes de volontaires sains alors que des 

LDL de volontaires sont sans effet (Calzada et al., 2007). Il n’existe par contre aucune donnée 

sur l’effet de LDL issues de sujets présentant un syndrome métabolique sur les plaquettes. 

 

 L’objectif principal de mon travail de doctorat a été de caractériser le contenu en 

peroxydes lipidiques et en lipides de LDL provenant de personnes pré-diabétiques ou ayant 

développé un diabète (types-1 ou 2) et de déterminer le potentiel activateur de ces LDL sur 

des plaquettes de volontaires sains.  
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 Ce mémoire comporte quatre sections : 

 

 • une première partie bibliographique introduisant les notions de syndrome 

métabolique et de diabètes, puis des chapitres sur le stress oxydant et les plaquettes sanguines 

et enfin un chapitre sur les LDL et leurs interactions avec les plaquettes dans le contexte de 

ces pathologies. 

 

 • une seconde partie décrivant les matériels et méthodes utilisés lors du travail 

expérimental. 

 

 • une troisième partie exposant les résultats et les discussions. Elle comporte d’une 

part la comparaison entre deux méthodes d’isolement des LDL -l’ultracentrifugation versus la 

« Fast Performance Liquid Chromatography » (FPLC)- et d’autre part les résultats du 

protocole clinique baptisé ECLIPSE. Ceux-ci comprennent la caractérisation en lipides et 

peroxydes lipidiques de LDL isolées du plasma de volontaires sains ou ayant un syndrome 

métabolique ou de patients diabétiques de type-1 ou 2 ainsi que les effets de ces LDL sur des 

plaquettes de volontaires sains. 

 

 • une quatrième et dernière partie conclusive et ouvrant sur plusieurs perspectives. 
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LE SYNDROME METABOLIQUE 

 

 

I. Définitions : 

 

  Le syndrome métabolique est une constellation de facteurs de risques 

cardiométaboliques décrit pour la première fois il y a 90 ans (Kylin, 1923). En 1988 apparaît 

la notion de syndrome X (Reaven, 1988). Il inclut l’obésité abdominale, la résistance à 

l’insuline, l’intolérance au glucose (ou l’hyperglycémie), l’hypertension et la dyslipidémie. 

L’association de ces facteurs de risque est liée à une augmentation du risque de développer un 

diabète de type-2 et des maladies cardiovasculaires. Afin de faciliter son diagnostic, plusieurs 

groupes d’études ont établi des critères pour le définir (Tableau 1).  
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Groupe d’étude Définition 

Organisation Mondiale de la 

Santé 

(Alberti and Zimmet, 1998) 

- Diabète de type-2 ou tolérance au glucose diminuée ou glycémie 
circulante modifiée ou résistance à l’insuline 

+ 
2 ou plus des 4 anormalités suivantes : 
- Obésité : IMC > 30 ou ratio taille/hanche > 0,9 (H) / 0,85 (F) 
- Dyslipidémie : TG ≥ 1,7 mM ou HDLc < 0,9 mM (H) / 1,0 mM (F) 
- Hypertension : PA ≥ 160/90 mm Hg 
- Microalbuminérie : taux excrétion d’albumine > 20 mcg/min 

« National Cholesterol 

Education Program’s Adult 

Treatment Panel (ATP) III »  

(2001)* 

3 ou plus des 5 anormalités suivantes : 
- Obésité abdominale : tour de taille ≥ 102 cm (H) / 88 cm (F) 
- Hypertriglycéridémie : TG ≥ 1,7 mM 
- Faible HDLc : HDLc < 1 mM (H) / 1,3 mM (F) 
- Hypertension : PA ≥ 130/85 mm Hg 
- Glycémie à jeun : ≥ 6,1 mM 

« American Heart 

Association »  (Grundy et al., 

2004) 

3 ou plus des 5 anormalités suivantes : 
- Obésité abdominale : tour de taille ≥ 102 cm (H) / 88 cm (F) 
- Hypertriglycéridémie : TG ≥ 1,7 mM ou traitement 
- Faible HDLc : HDLc < 1 mM (H) / 1,3 mM (F) ou traitement  
- Hypertension : PA ≥ 130/85 mm Hg ou traitement 
- Glycémie à jeun : ≥ 5,6 mM ou traitement 

Fédération Internationale du 

Diabète 

(Alberti et al., 2005) 

Obésité abdominale : tour de taille ≥ 94 cm (H) / 80 cm (F)  
(avec spécificités ethniques)  

+ 
2 ou plus des 4 anormalités suivantes : 
- Hypertriglycéridémie : TG ≥ 1,7 mM ou traitement 
- Faible HDLc : HDLc < 1 mM (H) / 1,3 mM (F) ou traitement  
- Hypertension : PA ≥ 130/85 mm Hg ou traitement 
- Glycémie à jeun : ≥ 5,6 mM ou diabète de type-2 

Définition unifiée 

(Eckel et al., 2010) 

3 ou plus des 5 anormalités suivantes : 
- Obésité abdominale : dépendante des populations et des pays 
- Hypertriglycéridémie : TG ≥ 1,7 mM ou traitement 
- Faible HDLc : HDLc < 1 mM (H) / 1,3 mM (F) ou traitement  
- Hypertension : PA ≥ 130/85 mm Hg ou traitement 
- Glycémie à jeun : ≥ 5,5 mM ou traitement 

Tableau 1 : Principales définitions du syndrome métabolique. 
*, Etude réalisée par un comité d’experts.  F, femme H, homme; HDLc, cholestérol des lipoprotéines 
de haute densité; IMC, indice de masse corporel; PA, pression artérielle; TG, triacylglycérol. 
 

II. Prévalence : 

 

 La prévalence du syndrome métabolique est en augmentation dans les sociétés 

occidentales. Cependant, la comparaison entres les études de prévalence est difficile aux vues 

des différents critères du syndrome métabolique retenus pour chacune. Elle varie en fonction 

de l’âge, du sexe, des populations et de l’ethnie (Azizi et al., 2003) (Figure 1). Aux Etats-
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Unis, une étude a montré que le syndrome métabolique, suivant les critères de diagnostic 

définis par l’« Adult Treatment Panel » (ATP) III, augmente avec l’indice de masse corporel 

(IMC). Il est présent à 4,6%, 22,4% et 59,6% chez des hommes de poids respectivement 

normal, en surpoids et obèses (Park et al., 2003). La prévalence atteint 80% pour des 

individus nordiques (Suède et Finlande) atteints de diabète de type-2 (Isomaa et al., 2001).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Prévalence du syndrome métabolique dans différents pays selon les critères 
définis par l’ATP III. 
Traduit de Cameron (Cameron et al., 2004). 
 

III. Implication des différents facteurs de risques dans le syndrome métabolique : 

 

 III.1. Obésité abdominale et conséquences inflammatoires : 

 

 Des données indiquent que le syndrome métabolique est précédé par un excès de tissu 

adipeux viscéral (Cameron et al., 2008). C’est un paramètre clinique très intimement lié au 

syndrome métabolique (2002; Carr et al., 2004), lui-même associé à un état pro-

inflammatoire (Sutherland et al., 2004). Une balance énergétique positive conduit au stockage 
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de l’excès d’énergie dans les adipocytes qui montrent alors une hypertrophie et une 

hyperplasie. Le tissu adipeux étant un organe endocrine, son expansion induit une sécrétion 

accrue de médiateurs pro-inflammatoires et pro-athérogéniques comme la leptine, la résistine, 

le « Tumor Necrosis Factor α » (TNFα), l’interleukine (IL) -6, la « C-Reactive Protein » 

(CRP) et le « Plasminogen Activator Inhibitor-I » (PAI-I) ainsi qu’une sécrétion diminuée 

d’adiponectine (Trayhurn and Wood, 2004; Wassink et al., 2007). De plus, des anormalités 

fonctionnelles des adipocytes apparaissent, notamment un stress du réticulum endoplasmique 

et des mitochondries, conduisant au développement d’une insulino-résistance (de Ferranti and 

Mozaffarian, 2008). L’inflammation contribue elle aussi à ce phénomène puisque des niveaux 

élevés de cytokines pro-inflammatoires conduisent à la résistance à l’insuline (Saltiel and 

Kahn, 2001). L’IL-6 est associée à une inhibition de la signalisation de l’insuline dans des 

myotubes humains (Rieusset et al., 2004). 

   

 III.2. Résistance à l’insuline : 

 

 L’insuline est une hormone hypoglycémiante produite sous forme d’un précurseur, la 

pro-insuline, par les cellules β des ilôts de Langerhans du pancréas. L’insuline mature est 

composée de deux chaînes polypeptidiques (la chaîne A de 21 acides aminés et la chaîne B de 

30 acides aminés)  reliées par deux ponts disulfures. Sa sécrétion est principalement contrôlée 

par la concentration en glucose plasmatique. Elle joue un rôle dans un ensemble de 

mécanismes métaboliques. Sa fonction principale est le contrôle de la capture et de 

l’utilisation du glucose dans les tissus périphériques par l’intermédiaire de transporteurs 

passifs de glucose (GLUT) (Zhao and Keating, 2007). Cet effet hypoglycémiant  est facilité 

par sa capacité à inhiber la néoglucogenèse et la glycogénolyse tout en stimulant la 

glycogenèse hépatique. Ces effets  sont neutralisés par des hormones hyperglycémiantes 

s’opposant à l’insuline comme le glucagon (produit par les cellules α des ilôts de Langerhans 

du pancréas). Elle possède également un effet anti-lipolytique au niveau des adipocytes 

(Manganiello et al., 1991). Lorsqu’un défaut d’action de l’insuline apparaît, il en résulte une 

hyperinsulinémie à jeun pour maintenir l’euglycémie.  

 La résistance à l’insuline est en partie due à des facteurs innés génétiques (Bogardus et 

al., 1989) et à des facteurs acquis avec le style de vie occidental comme par exemple le 

manque d’activité physique et la sédentarité. En effet, il est connu que l’activité physique 

augmente la sensibilité à l’insuline (Perseghin et al., 1996). L’obésité favorise la résistance à 
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l’insuline. Les acides gras libres (AGL) sont libérés en abondance dans la circulation sanguine 

du tissu adipeux élargi et insulino-résistant et leur clairance est diminuée (Bjorntorp et al., 

1969) contribuant à augmenter les taux d’AGL circulants chez les obèses. Ces derniers 

contribuent à la résistance à l’insuline des muscles squelettiques (Boden et al., 1994) tandis 

que leur diminution l’améliore (Santomauro et al., 1999). Les AGL favorisent la résistance à 

l’insuline du foie en inhibant l’action anti-glycogénolytique de l’insuline, contribuant à 

augmenter la production hépatique de glucose (Boden et al., 2002). Ils contribuent à 

l’accumulation intracellulaire de lipides, associée à la résistance à l’insuline des muscles 

squelettiques et au dysfonctionnement des cellules β (Schaffer, 2003). En effet, les AGL  

pénètrent facilement dans la cellule et leur accumulation contribue à une augmentation de leur 

ré-estérification en TG mais aussi à une augmentation des diacylglycérols (DAG) produits. 

Ces derniers activent la protéine kinase C (PKC) qui diminue la phosphorylation des « Insulin 

Receptor Substrate » (IRS-1/2), diminuant ainsi la capture de glucose (Boden, 2008) (Figure 

2). Enfin, les AGL diminuent la transcription des gènes codant pour GLUT4 et diminuent la 

stabilité de leur ARNm (Armoni et al., 2005; Long and Pekala, 1996). 

 Cependant, il est important de souligner que l’augmentation des AGL induit 

paradoxalement une sécrétion compensatoire d’insuline ainsi qu’une diminution de sa 

clairance afin de maintenir l’euglycémie. Seuls les individus dont la compensation est 

insuffisante deviennent hyperglycémiques, expliquant ainsi pourquoi seulement 50% des 

obèses insulino-résistants développent un diabète de type-2 (Boden, 2005).  

   

 III.3. Intolérance au glucose : 

 

 Les défauts d’action de l’insuline dans le métabolisme du glucose entraînent des 

déficiences de la capacité de l’hormone d’une part à supprimer la production hépatique et 

rénale de glucose, et d’autre part à induire la capture et l’utilisation du glucose dans les tissus 

insulino-sensibles. La relation entre insulino-résistance et intolérance au glucose est bien 

connue : afin de compenser ses défauts d’action, l’organisme est capable de modifier la 

sécrétion et/ou la clairance de l’insuline (Byrne et al., 1995) pour maintenir une glycémie 

normale. Lorsque la sécrétion d’insuline commence à diminuer et devient insuffisante pour 

maintenir l’euglycémie, l’organisme devient intolérant au glucose et des phases 

d’hyperglycémie apparaissent, notamment en périodes post-prandiales (Figure 4, page 32).  

 



BIBLIOGRAPHIE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

28 

 III.4. Dyslipidémie : 

 

 Dans des conditions de résistance à l’insuline, le flux d’AGL allant du tissu adipeux 

vers le foie augmente et favorise la synthèse hépatique de triacylglycérols (TG). Il en résulte 

des modifications du métabolisme des lipoprotéines. On constate alors une augmentation de la 

production des lipoprotéines de très basse densité (VLDL) larges, riches en TG (Figure 2) et 

promptes à former des LDL petites et denses (sdLDL) appauvries en esters de cholestérol 

(EC) et enrichies en TG, ainsi qu’une diminution des lipoprotéines de haute densité (HDL). 

Le catabolisme des lipoprotéines à apolipoprotéines (apo) B est diminué alors que celui des 

HDL à apoA-I est augmenté (Chan et al., 2004).   

 

 III.5. Hypertension : 

 

 L’hypertension peut être induite par l’état de résistance à l’insuline (Ferrannini et al., 

1987) durant lequel l’effet vasodilatateur de l’insuline est perdu (Tooke and Hannemann, 

2000). Par contre, les effets de l’insuline sur la réabsorption du sodium (Kuroda et al., 1999) 

et l’activité du système nerveux sympathique sont maintenus (Egan, 2003).  

 Les AGL peuvent également induire une relative vasoconstriction (Tripathy et al., 

2003). En effet, au niveau des cellules endothéliales, la perfusion d’insuline augmente la 

production de monoxyde d’azote (NO) (vasodilatateur) mais l’élévation d’AGL empêche 

cette augmentation (Baron, 2002) en activant la PKC et la nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate oxydase (NAD(P)H oxydase) et en inhibant IRS-1/2  (Boden, 2008) (Figure 2).  
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Figure 2 : Rôle des AGL circulants dans les différentes composantes du syndrome 
métabolique. 
Modifié à partir de Boden (Boden, 2008). AGL, acide gras libre; DAG, diacylglycérol; eNOS, 
« Endothéliale Nitric oxide Synthase »; ERO, espèces réactives oxygénées; GLUT4, « Glucose 
Transporter type-4 »; IRS-1/2, « Insulin Receptor Substrate-1/2 »; NAD(P)H oxydase, nicotinamide 
adénine dinucléotide phosphate oxydase; NO, monoxyde d’azote; PKC, protéine kinase C ; PI3 
Kinase, phosphatidyl inositol 3 kinase; TG, triacylglycérol; VLDL, lipoprotéine de très basse densité. 
 

IV. Conséquences sur les maladies cardiovasculaires et le diabète de type-2 : 

 

 Plusieurs méta-analyses montrent que le syndrome métabolique est associé à une 

augmentation des événements cardiovasculaires (Ford, 2005; Gami et al., 2007) et qu’il 

entraîne des risques accrus de développer des maladies cardiovasculaires mais aussi un 

diabète (Grundy et al., 2004). Une étude montre que des hommes d’âge moyen avec un 

syndrome métabolique ont 4 fois plus de risque de mourir que des hommes sains (Lakka et 
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al., 2002), une autre que des hommes ayant 4 ou 5 composantes du syndrome métabolique ont 

4 fois plus de risque de développer des maladies coronariennes et 24 fois plus de risque de 

faire un diabète (Sattar et al., 2003). La plupart des patients diabétiques ont présenté une 

insulino-résistance et un syndrome métabolique avant l’apparition de leur diabète (Reaven, 

2005). En effet, une insulino-résistance, une hyperinsulinémie, une dyslipidémie et une 

obésité précèdent l’apparition du diabète de type-2 dans 75 à 85% des cas (Meigs et al., 2007) 

et environ la moitié des nouveaux cas de diabètes étaient porteurs du syndrome métabolique 

(défini selon le NCEP) (Wilson et al., 2005).  

 



BIBLIOGRAPHIE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

31 

LE DIABETE 

 

 

I. Définition : 

 

 Le diabète désigne une maladie qui apparaît lorsque l’organisme ne parvient plus à 

utiliser ou à stocker convenablement le glucose. Il peut provenir d'une incapacité, partielle ou 

totale, du pancréas  à fabriquer l'insuline (type-1) et/ou d'une inaptitude des cellules des tissus 

périphériques à utiliser l'insuline pour absorber le glucose (type-2). Dans les deux cas, les 

cellules sont privées de leur principale source d'énergie, le glucose, qui s'accumule dans le 

sang provoquant une hyperglycémie. 

 Le nombre de personnes développant un diabète augmente en raison de 

l’augmentation de la population, du vieillissement, de l’urbanisation et de la prévalence de 

l’obésité et de l’inactivité physique. En 2000, la prévalence mondiale (type-1 et type-2 

confondus) était de 2,8 % et atteindrait 4,4 % en 2030 (Figure 3) (Wild et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Prévalence globale du diabète par âge et par sexe en 2000 et nombre estimé 
d’adultes qui auront le diabète dans le monde en 2030 par groupe d’âge.  
Traduit de Wild  (Wild et al., 2004). 
 

 I.1. Diabète de type-1 : 

 

 Le diabète de type-1 ou insulino-dépendant concerne environ 10 % de tous les 

diabétiques. Il peut se manifester à tout âge, mais apparaît le plus souvent durant l'enfance ou 

au début de l'âge adulte, d'où son appellation ancienne de « diabète juvénile ». Il peut se 

développer de manière asymptomatique durant une longue période. Les individus qui en sont 
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atteints produisent très peu ou pas du tout d'insuline en raison d'une réaction auto-immune qui 

détruit partiellement ou entièrement les cellules β de leur pancréas. 

 

 I.2. Diabète de type-2 : 

 

 Le diabète de type-2 ou non insulino-dépendant survient lorsque l’organisme 

développe une résistance à l'insuline au niveau des tissus périphériques et perd sa capacité à 

absorber et à métaboliser le glucose. Pour compenser, les cellules β pancréatiques sécrètent 

davantage d’insuline. Cependant, elles finissent par s’épuiser et en sécréter de moins en moins 

jusqu’à ne plus en produire, conduisant à une production excessive de glucose hépatique. La 

diminution de la sensibilité tissulaire à l’action de l’insuline ou résistance à l’insuline précède 

souvent le diabète de type-2 de plusieurs années (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : De la résistance à l’insuline au diabète de type-2. 
 

II. Mécanismes de la toxicité du glucose : 

 

 L’hyperglycémie est considérée comme l’élément initiateur des dommages tissulaires 

diabétiques visant notamment les cellules endothéliales des capillaires de la rétine, les cellules 

mésangiales des glomérules rénaux, les neurones et les cellules de Schwan des nerfs 

périphériques. En effet, ces cellules n’étant pas capables de maintenir constantes leurs 
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concentrations en glucose, en condition d’hyperglycémie, il en résulte une augmentation de sa 

concentration intracellulaire. Le glucose est capable d’interagir avec les molécules qui 

l’entourent. Les effets délétères de l’hyperglycémie peuvent être expliqués par plusieurs 

mécanismes biochimiques dont l’auto-oxydation du glucose, les produits avancés de glycation 

ou « Advanced Glycation End-products » (AGE), l’activation de la protéine kinase C, la voie 

des polyols et la voie des hexosamines (Nègre-Salvayre et al., 2009).  

  

 II.1. Auto-oxydation du glucose : 

 

 La chaîne respiratoire mitochondriale est composée de quatre complexes 

protéiques nommés I, II, III et IV (Figure 5). En conditions normales, lorsque le glucose est 

métabolisé via le cycle des acides tricarboxyliques, il génère des donneurs d’électrons. Le 

principal est le nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH,H+), donnant des électrons 

au complexe I, et l’autre est le flavine adénine dinucléotide réduit (FADH2), formé par la 

succinate déshydrogénase, donnant des électrons au complexe II. Les électrons ainsi récupérés 

sont transférés au coenzyme Q puis au complexe III, au cytochrome c, au complexe IV et 

finalement à l’oxygène moléculaire, ainsi réduit en eau. L’énergie de ces électrons est utilisée 

pour pomper des protons à travers la membrane mitochondriale via les complexes I, III et IV. 

Ceci génère un potentiel de membrane, utilisé par l’adénosine triphosphate (ATP) synthase 

pour produire de l’ATP ou par les « uncoupling protein » (UCP) pour générer de la chaleur.  

 Dans des conditions où les concentrations de glucose intracellulaire augmentent, une 

plus grande quantité de glucose est métabolisée, fournissant plus de donneurs d’électrons. Le 

potentiel de membrane augmente jusqu’à un seuil critique où le transfert des électrons au 

complexe III est bloqué (Korshunov et al., 1997). Ces derniers sont alors données à l’O2, un à 

un, par le coenzyme Q conduisant à la formation d’anion superoxyde (O2
.-).  
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Figure 5 : Production d’anion superoxyde par la chaîne respiratoire mitochondriale  dans 
des conditions hyperglycémiques. 
Traduit de Brownlee (Brownlee, 2005). ADP, adénosine diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; 
ATP synthase, adénosine triphosphate synthase; Cyt c, cytochrome c; FAD/FADH2, flavine adénine 
dinucléotide oxydée/réduite; NAD+/NADH,H+ , nicotinamide adénine dinucléotide oxydé/réduit; O2

.-, 
anion superoxyde; UCP, « uncoupling proteins ». 
 

 II.2. Glycation et produits avancés de glycation : 

 

 La glycation des protéines est un processus de condensation non enzymatique du 

glucose avec des protéines pour former des adduits covalents stables. Il s’ensuit des 

altérations structurales et fonctionnelles. Dans des conditions physiologiques, le glucose en 

solution existe sous deux formes en équilibre, cycle pyranose stable ou aldéhyde à chaîne 

ouverte (Bunn and Higgins, 1981). La réaction découverte par Maillard met en jeu le 

groupement aldéhyde du glucose (ou de ses dérivés comme le glycoaldéhyde ou le 

méthylglyoxal) et les groupements amines des protéines (lysines, hydroxylysines, arginines, 

histidines ou acides aminés N-terminaux), les lipides et les acides nucléiques (Shinohara et 

al., 1998). Considéré comme précurseur d’AGE, il forme une base de Schiff réversible sur les 

groupements amines. Ces produits subissent ensuite un réarrangement d’Amadori conduisant 

à des céto-amines, bien plus stables. Ces dernières peuvent subir d’autres modifications avant 

de se fragmenter (ex: carboxyméthyllysine) ou de se réarranger en dicarbonyles (ex : 3-

desoxyglucosone, qui peut, à son tour, réagir avec d’autres groupements amines), conduisant 
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à une famille hétérogène de composés connus sous le nom d’AGE (Figure 6). Ces derniers se 

forment dès le développement embryonnaire à un taux constant, mais lent (Hernebring et al., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6 : Réaction de Maillard conduisant à la formation des produits de glycation 
avancés. 
AGE; « Advanced Glycation End-products ». 
 

 Au cours du diabète, cette formation est largement accélérée en raison de 

l’hyperglycémie. Trois mécanismes semblent expliquer les dommages cellulaires (Figure 7).  

 Les précurseurs d’AGE peuvent entraîner la modification de protéines intracellulaires 

structurales (protéines du cytosquelette et de myéline des nerfs périphériques, protéines de la 

cornée et du cristallin). Les AGE peuvent alors conduire à la synthèse de certaines protéines 

(Brownlee, 2005).  
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 Ils peuvent également diffuser en dehors de la cellule et modifier des molécules de la 

matrice extracellulaire comme le collagène ou la fibronectine (Charonis et al., 1990), causant 

des dysfonctions cellulaires.  

 Enfin, ces précurseurs peuvent aussi modifier des protéines circulantes du sang comme 

l’hémoglobine A1c (HbA1c) (Koenig et al., 1976), l’albumine, les protéines membranaires 

érythrocytaires ou encore les apolipoprotéines B100 (Tames et al., 1992). Ces protéines 

modifiées se lient alors à des récepteurs aux AGE (RAGE) (Li et al., 1996)  qui induisent 

l’expression de cytokines inflammatoires (TNFα, IL-1,...), de facteurs de croissance et de 

molécules d’adhésion (« Vascular Cell Adhesion Protein » (VCAM)) (Abordo and 

Thornalley, 1997; Kirstein et al., 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Mécanismes délétères induits par l’augmentation des précurseurs d’AGE. 
Modifié à partir de Brownlee (Brownlee, 2005). AGE, « Advanced Glycation End-products »; RAGE, 
récepteurs aux AGE. 
 

 II.3. Protéine kinase C : 

 

 L’hyperglycémie intracellulaire augmente la synthèse de DAG qui active différentes 

isoformes de la PKC (β, δ et α). L’activation de la PKC a des effets sur l’expression de 

nombreux gènes et altère le fonctionnement de plusieurs réponses physiologiques (Figure 8).  
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Figure 8 : Conséquences de l’activation de la PKC par l’hyperglycémie. 
Modifié à partir de Brownlee (Brownlee, 2005).DAG, diacylglycérol; eNOS, « endothelial nitric oxide 
synthase »; ET-1, endothéline-1; NAD(P)H oxydase, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
oxydase; NF-κB, « Nuclear Factor-κB »; PKC, protéine kinase C; PAI-1, « Plasminogen Activator 
Inhibitor-I »; TGF-β, «Transforming Growth Factor-β »; VEGF, « Vascular Endothelium Growth 
Factor ».  
 

 II.4. Voie des polyols :  

 

 La voie des polyols fait intervenir l’aldose réductase (Figure 9). Cette enzyme réduit 

les aldéhydes toxiques pour la cellule en leurs alcools inactifs correspondants. Quand les 

concentrations intracellulaires en glucose augmentent, l’aldose réductase réduit aussi le 

glucose en sorbitol, ensuite oxydé en fructose par la sorbitol déshydrogénase. Durant cette 

réaction, du NADPH,H+ est consommé (Lee and Chung, 1999). Or, ce dernier est nécessaire 

à la régénération du glutathion, puissante molécule antioxydante (cf. Le stress oxydant, 

§IV.2.b., p. 48). Il en découle une diminution de sa régénération et donc une diminution des 

défenses antioxydantes. 
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Figure 9 : Voie des polyols en conditions d’hyperglycémie.  
Traduit de Brownlee (Brownlee, 2005). ERO, espèces réactives oxygénées; GSH/GSSH, glutathion 
réduit/oxydé; NADPH,H+/NADP+, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit/oxydé. 
 

 II.5. Voie des hexosamines : 

 

 Lorsque les concentrations de glucose intracellulaire sont élevées, la majorité de ce 

dernier est métabolisé via la glycolyse. Cependant, une partie du fructose-6 phosphate est 

détourné de cette voie et est converti en glucosamine-6 phosphate par la glutamine fructose-6 

phosphate aminotransférase. Celui-ci est ensuite converti en uridine diphosphate N-

acétylglucosamine qui va modifier différents facteurs de transcription conduisant à 

l’expression de gènes et à la synthèse de protéines tels que « Transforming Growth Factor-β » 

(TGF-β) et  « Plasminogen Activator Inhibitor-I » (PAI-1) (Du et al., 2000) (Figure 10). 
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Figure 10 : Voie des hexosamines en conditions d’hyperglycémie. 
Traduit de Brownlee (Brownlee, 2005). ARNm, acide ribonucléique messager; GFAT, 
glutamine fructose-6 phosphate aminotransférase; PAI-1, « Plasminogen activator inhibitor-
1 »; TGF-β, « Transforming Growth Factor-β »; UDPGlcNAc, uridine diphosphate N-
acétylglucosamine. 
 

III. Conséquences vasculaires : 

 

 L’augmentation de l’HbA1c de 5,5 % à 9,5 % multiplie les risques de maladies 

microvasculaires (rétinopathies, néphropathies et neuropathies) par dix et les risques de 

maladies macrovasculaires (infarctus du myocarde, artériopathies périphériques et accidents 

vasculaires cérébraux)  par deux (UKPDS, 1998).  
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LE STRESS OXYDANT 

 

 

I. Définition : 

 

 Un radical libre (RL) peut être défini comme toute espèce chimique capable d’une 

existence indépendante et contenant un ou plusieurs électrons non appariés. Cette 

configuration le rend très réactif. C’est un puissant oxydant.  

D’une manière plus large, les espèces réactives oxygénées (ERO) sont des dérivés du 

métabolisme de l’oxygène (Tableau 2). Elles peuvent être de nature radicalaire ou non mais 

sont ubiquitaires, très réactives et ont un temps de demi-vie très court. Elles réagissent avec 

les molécules environnantes de leur site de formation. Il existe également des espèces 

réactives nitrogénées (comme le monoxyde d’azote, le dioxyde de nitrogène ou le 

peroxynitrite) que nous ne détaillerons pas ici.  

Espèces réactives oxygénées 

Espèces radicalaires Espèces non radicalaires 

radical superoxyde, O2
.- peroxyde d’hydrogène, H2O2 

radical hydroxyle, .OH ion hypochlorite, ClO- 

radical peroxyle, ROO. ozone, O3 

radical alkoxyle, RO. oxygène singulet, 1O2 
 

peroxynitrite*, ONOO- 

Tableau 2 : Principales espèces réactives oxygénées radicalaires et non-radicalaires. 
D’après Evans (Evans and Halliwell, 1999). *, le peroxynitrite peut être considéré à la fois comme 
espèce réactive oxygénée et nitrogénée.    

 

Le stress oxydant est défini par un déséquilibre entre la production et l’inactivation des 

ERO. Il peut donc être dû à une augmentation de la production d’ERO, à une diminution des 

défenses antioxydantes ou aux deux à la fois. A faible niveau, les ERO sont indispensables 

dans de nombreux processus biochimiques comme la signalisation intracellulaire (Bae et al., 

1997), la différenciation cellulaire, l’arrêt de croissance, l’apoptose (Ghosh and Myers, 1998), 

l’immunité (Tohyama et al., 2004) et la défense contre les microorganismes. Cependant, à 

fort niveau, ils contribuent au dysfonctionnement cellulaire en réagissant avec les 

macromolécules cellulaires, induisant la peroxydation lipidique, l’altération de l’ADN ou 

encore la modification des protéines (Dean et al., 1997) et des sucres. Nous nous attarderons 
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ici uniquement sur le processus délétère de la peroxydation lipidique non enzymatique (Pré, 

1991).  

 

II. Les espèces réactives oxygénées initiant la peroxydation lipidique non enzymatique : 

 

La principale espèce à être produite est l’anion superoxyde (O2
.-), espèce oxygénée 

primaire produite par les organismes aérobie dans la mitochondrie (cf. Les diabètes, §II.1., 

p.33). En dépit de sa faible réactivité en milieu aqueux, O2
.- est pourtant responsable de 

perturbations biologiques importantes. En effet, par dismutation, fortement accélérée en 

présence de superoxyde dismutases, il est à l’origine du peroxyde d’hydrogène (H2O2), bien 

plus stable et diffusible.  

 

 

La présence de métaux de transition réduits (Men+) (Fe2+/Fe3+, Cu+/Cu2+) permet la 

conversion, selon la réaction de Fenton (décrite avec le fer), de H2O2 en radical hydroxyle 

(.OH), extrêmement réactif.  

 

 

 Le radical hydroxyle .OH peut également être produit par la réaction d’Haber-Weiss 

catalysée par Men+.  

 

 

 De par sa demi-vie très courte (T1/2 = 10-9 seconde), .OH ne peut parcourir que 3 nm 

mais il est considéré avec le radical hydroperoxyle (HOO.), comme l’initiateur de la 

lipoperoxydation (Pré, 1991). 

Par la suite, les radicaux alkoxyles (RO.) (T1/2 = 10-6 seconde), peroxyles (ROO.)  (T1/2 

= 7 secondes) (Pryor, 1986), acyloxyles (RCOO.), acylperoxyles (RCOOO.), aryloxyles et 

arylperoxyles sont produits. La diversité des espèces radicalaires apparaissant au cours de la 

lipoperoxydation résulte du fait que les molécules engagées deviennent à leur tour des RL très 

réactifs.  

   

 

 

H2O2 + Men+ .OH + OH- + Men+1

 
H2O2 + O2

.- .OH + OH- + O2
Me

2 O2
.- + 2H+ H2O2 + O2
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III. La peroxydation lipidique : 

 

 La peroxydation lipidique consiste en la modification oxydative des lipides. Elle peut 

être enzymatique (contrôlée) (cf. Les plaquettes, §II.2.c., p.59) ou non enzymatique. Nous 

détaillerons ci-dessous cette dernière. Il a été montré qu’elle induit une perturbation des 

structures, une altération de l’intégrité, de la fluidité et de la perméabilité et une perte 

fonctionnelle des membranes. Elle modifie les LDL pour les rendre proathérogènes et 

proinflammatoires et enfin, elle génère des produits potentiellement toxiques, mutagènes et 

carcinogènes (Niki, 2009). 

 

 III.1. Mécanisme : 

 

 Un RL peut enlever un atome d’hydrogène à une molécule non radicalaire dans le but 

de se stabiliser. Dans ce cas, un nouveau radical est formé et peut déclencher une réaction en 

chaîne. Lors de ce processus, on distingue 3 phases : l’initiation, la propagation et la 

terminaison (Pré, 1991).  

 

  III.1.a. Initiation : 

 

 Le processus de peroxydation lipidique est initié par l’abstraction, par un radical .OH 

ou HOO., d’un atome d’hydrogène à un groupement méthylène (-CH2-) d’une chaîne d’acide 

gras polyinsaturé contenant des atomes de carbone avec des hydrogènes bisallyliques (LH). 

Un radical carbone (L.) est formé ainsi qu’une molécule d’eau (H2O). Le L. se stabilise par 

remaniement électronique pour former 2 diènes conjugués.    

 

 

 

  III.1.b. Propagation : 

 

Une molécule de dioxygène (O2) s’ajoute rapidement sur le L.  pour former un radical 

peroxyle (LOO.). 

 

 

LH + .OH L . + H2O

L . + O2 LOO .
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Le LOO. va propager la réaction en chaine avec une molécule LH voisine pour former 

un nouveau L. et un hydroperoxyde lipidique (LOOH). De cette manière, de nombreuses 

molécules d’hydroperoxydes lipidiques peuvent être formées pour chaque RL initial.  

 

 

 

 III.1.c. Terminaison : 

 

Cette étape consiste en la formation de composés stables issus de l’association de 2 

composés radicalaires. Leurs électrons non appariés s’associent rapidement pour former une 

liaison covalente stable. 

 

 

 

 La réaction peut également être stoppée à l’aide d’antioxydants (cf IV.2.a., p.47).  

 

 III.2. Exemples de produits formés : 

 

 Les LOOH, instables, sont soit réduits par les peroxydases en leur alcool 

correspondant (LOH), soit rapidement décomposés. Ils peuvent réagir avec des formes 

ionisées de métaux de transition (cuivre et fer) de structures héminiques (hème, 

méthémoglobine, cytochromes, céruloplasmine). Il s’agit d’un processus complexe 

aboutissant à la formation de radicaux LO. et LOO..    

 

 

 

 L’oxydation des AG (acides gras) insaturés ayant 3 doubles liaisons ou plus conduit à 

la formation de nombreux produits dont des endoperoxydes prostaglandine-like (comme les 

isoprostanes ou les neuroprostanes). Les isoprostanes sont des produits de peroxydation non 

enzymatique de l’acide arachidonique (AA) et l’une d’entre elles, la 8-iso-prostanglandine F2α 

(8-iso-PGF2α), est devenu un marqueur reconnu de peroxydation lipidique, (Morrow et al., 

1990). Des espèces dites de coupure peuvent également être formées par rupture de liaisons 

covalentes durant ce processus (alcanes, aldéhydes, acides). Ainsi, divers alcanes comportant 

LOO . + LH L . + LOOH

LOO . + LOO . LOOL + O 2

LOO . + L . LOOL

LOOH + Fe2+ LO . + OH- + Fe3+

LOOH + Fe3+ LOO . + H+ + Fe2+
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de 2 à 8 atomes de carbone sont retrouvés à l’état de traces dans l’air expiré (Wade and van 

Rij, 1985) (l’éthane provenant de l’oxydation des AG n-3 et le pentane de celle des AG n-6). 

De nombreux aldéhydes peuvent être formés durant la peroxydation lipidique (Kawai et al., 

2007), les plus connus étant le 4-hydroxy-2-trans-nonénal (4-HNE), le 4-hydroxy-2-trans-

hexénal (4-HHE) et le dialdéhyde malonique (MDA), provenant respectivement de 

l’oxydation des AG n-6, n-3 et des acides gras polyinsaturés (AGPI) à trois doubles liaisons 

ou plus. Ces molécules, très réactives, (Esterbauer et al., 1991) forment des composés 

d’addition stables avec les groupements thiol des résidus cystéinyl et aminés des lysines et 

histidines par la réaction d’addition de Michäel (Figure 11) (Uchida and Stadtman, 1992). 

Elles se fixent également sur les cystéines du glutathion réduit (GSH), contribuant à sa 

détoxification. Le groupement carbonyle peut aussi réagir avec les groupements aminés des 

protéines pour former des bases de Schiff. Enfin, des adduits de Michael et des bases de 

Schiff peuvent se former avec les phosphatidyléthanolamines (PE) et les phosphatidylsérines 

(PS) (Bacot et al., 2007).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Exemple d’addition de Michäel entre une histidine et un aldéhyde.  
4-HHE, 4-hydroxy-2-trans-hexénal. 
 

 Le cholestérol peut également subir la peroxydation lipidique (Murphy and Johnson, 

2008). Ses produits d’oxydation sont appelés les oxystérols (le 7-α,β-hydroperoxycholestérol, 

le 7-α,β-hydroxycholestérol, le 7-cétocholestérol et le 6-céto-5α-hydroxycholestérol étant les 

principaux). On trouve également du 27-hydroxycholestérol dans les LDL oxydées (Brown et 

al., 1997). 

 L’attaque radicalaire d’un AGPI estérifié en position sn-2 d’un phospholipide (PL) 

conduit à l’addition d’une molécule d’oxygène dans sa chaîne voir à sa fragmentation. Ces 

PL, porteur d’AGPI modifiés, sont appelés PL oxydés et sont connus pour avoir des actions 

pro-inflammatoires. L’oxydation du 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycéro-3-
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phosphorylcholine (PAPC) conduit à la formation de 1-palmitoyl-2-(5-oxovaléroyl)-sn-

glycéro-3-phosphatidylcholine (POVPC), de 1-palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycéro-3-

phosphatidylcholine (PGPC) et de 1-palmitoyl-2-(5,6-epoxyisoprostane E2)-sn-glycéro-3-

phosphatidylcholine (PEIPC) (Ashraf et al., 2009). 

 
IV. Défenses antioxydantes : 

 

 L’organisme dispose de systèmes de protection contre les ERO. Un antioxydant est un 

composé capable de combattre les dommages oxydants alors qu’il est en moindre quantité que 

les molécules qu’il protège. La protection antioxydante comprend des enzymes antioxydantes 

et de nombreux composés endogènes réagissant et inactivant les ERO. Les cellules 

maintiennent leur niveau d’antioxydants par les apports alimentaires et/ou la synthèse de 

novo.  

 

 IV.1. Antioxydants enzymatiques : 

  

 Les superoxyde dismutases.  

 

 Chez l’homme, il existe 3 types de superoxyde dismutases (SOD) : mitochondriale 

(Mn SOD), cytosolique (Cu/Zn SOD) et extracellulaire. Ce sont des enzymes catalysant la 

dismutation de O2
.- en O2 et H2O2.  

 

 

 

 La catalase.  

 

 Contrairement à O2
.- qui reste près de son site de production, H2O2 peut diffuser à 

travers les membranes et le cytosol. La catalase est une enzyme essentiellement localisée dans 

les peroxysomes, convertissant H2O2 en H2O et O2.  

 

 

 

 

2 O2
.- + 2 H+ H2O2 + O2

2 H2O2 2 H2O + O2
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 Les glutathion peroxydases.  

 

 Les glutathion peroxydases (GPx) sont des enzymes contenant un sélénium réduisant 

H2O2 ou les hydroperoxydes d’AG en leurs composés hydroxylés correspondants en utilisant 

le GSH comme co-substrat. Il existe différents types de GPx dont les GPx-1 (cytosolique), 

GPx-2 (gastro-intestinale), GPx-3 (plasmatique), GPx-4 (cytosolique, mitochondriale et 

membranaire, spécifique des hydroperoxydes estérifiés dans les PL, le cholestérol et les esters 

de cholestérol) et GPx-5 (intervenant durant la spermatogénèse).  

 

 

 

 

 

 Les glutathion transférases. 

 

 Les glutathion transférases sont des enzymes séléno-indépendantes conjuguant le GSH 

à un grand nombre de composés électrophiles (médicaments, agents cancérigènes,...). Cette 

addition permet leur métabolisation puis leur excrétion.  

 

 La glutathion réductase. 

 

 La glutathion réductase utilise le NADPH pour régénérer le GSH à partir du GSSG. Le 

NADPH est produit par la glucose-6-phosphate déshydrogénase.  

 

 Les peroxyredoxines. 

 

 Les peroxyredoxines (Prx) constituent une autre famille de peroxydases constituée de 

six membres, dont cinq (Prx I-V) possèdent deux sites catalytiques à base de cystéines (Rhee 

et al., 2005). Séléno-indépendantes, ces peroxydases réduisent un grand nombre de molécules 

comme l’H2O2 et utilisent la thioredoxine (Trx) comme réducteur. Ces enzymes réduisent 

également les hydroperoxydes d’alkyl, le peroxynitrite et les hydroperoxydes dérivés de PL 

ou d’AG. Elles possèdent à la fois des fonctions antioxydantes et sont impliquées dans la 

signalisation intracellulaire. 

ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H2O

H2O2 + 2 GSH 2 H2O + GSSG
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 IV.2. Antioxydants non enzymatiques : 

 

  IV.2.a. Antioxydants liposolubles : 

 

Les tocophérols et tocotriénols (vitamine E).  

 

 Il s’agit d’une famille de molécules comprenant les α-, β-, γ- et δ-tocophérols (Tableau 

2) ainsi que les α-, β-, γ- et δ-tocotriènols. Ces molécules sont constituées d’un noyau 6-

chromanol sur lequel est greffée une chaîne phytyle saturée (tocophérols) ou non 

(tocotriènols) (Tableau 3). Etant liposoluble, la vitamine E se localise dans les membranes et 

les lipoprotéines. Ces dernières en sont les premiers transporteurs. Ces molécules, dont l’α-

tocophérol (α-TOH) est l’isomère majoritaire, sont de très bons piégeurs de radicaux LO. et 

LOO. avec lesquels ils réagissent pour former un hydroperoxyde (LOOH) ou un hydroxyde 

(LOH) lipidique ainsi qu’un radical α-tocophéryle (α-TO.). La réaction en chaîne de 

lipoperoxydation est ainsi interrompue.  

 

 

 

 

L’ubidécaquinone (Coenzyme Q10).  

 

Cette molécule appartient à une famille de composés liposolubles synthétisés par 

l’Homme, connus sous le nom d’ubiquinones. Ces dernières sont composées d’une structure 

benzoquinone et de 1 à 12 unités isoprènes. L’ubidécaquinone (Tableau 3), avec 10 unités 

isoprènes, est la forme prédominante chez l’Homme. On la trouve dans les membranes 

cellulaires ainsi que dans les lipoprotéines. Elle existe sous 3 états d’oxydation (CoQ10H2, 

CoQ10H
., CoQ10). Bien que présente en moindre quantité que l’α-TOH dans les LDL, 

CoQ10H2 est capable de réduire α-TO. en α-TOH.  

 

 

 

LOO . + α-TOH LOOH + α-TO .

LO . + α-TOH LOH + α-TO .

CoQ10H2 + α-TO . CoQ10H. + α-TOH

CoQ10H. + α-TO . CoQ10 + α-TOH

H2O2 + Trx(SH)2 2H2O + TrxS2
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 Les caroténoïdes.  

 

 Ce sont des composés naturels non synthétisés par l’Homme comprenant plus de 500 

composés différents identifiés parmi lesquels on trouve les carotènes (α-carotène, β-carotène -

majoritaire-, lycopène,...) (Tableau 3) et les xanthophylles (zéaxanthine, lutéine...). Leurs 

propriétés antioxydantes proviennent de leurs nombreuses doubles liaisons conjuguées qui 

leur permettent de neutraliser l’oxygène singulet (1O2) et d’inhiber les réactions radicalaires 

avec les radicaux peroxyles (Krinsky and Yeum, 2003).  

 

  IV.2.b. Antioxydants hydrosolubles : 

 

L’ascorbate (Vitamine C).  

 

L’Homme ne peut pas synthétiser l’ascorbate (Tableau 3) qui doit donc être apporté 

par son alimentation. Il est considéré comme la première ligne de défense antioxydante contre 

les radicaux présents dans la phase aqueuse en raison de sa capacité à donner un électron puis 

un proton à de nombreux substrats. Par exemple, l’α-TO. est réduit par l’ascorbate en α-TOH. 

La vitamine E est ainsi régénérée (Packer et al., 1979).  

 

 

 Le radical ascorbyle est ensuite réduit grâce aux systèmes enzymatiques dépendants 

du glutathion, recyclant ainsi le pool d’ascorbate disponible. 

 

L’urate.  

 

L’urate (Tableau 3) est produit par l’oxydation de l’hypoxanthine ou de la xanthine 

catalysée par la xanthine oxydase et la xanthine déshydrogénase. A pH physiologique, il est 

présent sous forme monoanionique et peut directement capturer l’oxygène singulet, les 

radicaux hydroxyles et peroxyles (Ames et al., 1981). Au cours de cette réaction, l’urate est 

transformé en radical d’urate, réduit par la suite par l’ascorbate.   

 

 

 

α-TO . + ascorbate α-TOH + radical ascorbyle
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La bilirubine.  

 

La bilirubine (Tableau 3) est un produit terminal de dégradation de l’hème. C’est un 

puissant agent réducteur, majoritairement lié à l’albumine, le rendant hydrosoluble. La 

bilirubine libre et liée réduisent l’α-TO. et inhibent la peroxydation lipidique du plasma et des 

LDL (Neuzil and Stocker, 1994), agissant comme une seconde ligne de défense derrière 

l’ascorbate.  

 

 Le glutathion.  

 

 Le GSH est un tripeptide (L-γ-glutamyl-L-cystéinylglycine) (Tableau 3) synthétisé 

par les cellules. C’est un antioxydant important de par son rôle de cofacteur de nombreuses 

enzymes comme les glutathion-peroxydases et transférases et les déshydroascorbate 

réductases (régénérant l’ascorbate) (Pompella et al., 2003). C’est aussi un puissant agent 

réducteur piégeant les radicaux hydroxyles et l’oxygène singulet. L’oxydation du GSH  

conduit à la formation du glutathion oxydé (GSSG). Sa régénération fait intervenir la GSSG 

réductase et nécessite du NADPH (produit grâce à la glucose 6-phosphate déshydrogénase de 

la voie des pentoses phosphate).    

 

 Acide alpha-lipoïque.  

 

 L’acide α-lipoïque (Tableau 3) est un cofacteur du complexe pyruvate 

déshydrogénase. Il se situe principalement au niveau des mitochondries. C’est également un 

antioxydant naturel capable d’agir en milieu hydrophile comme hydrophobe. Il participe au 

réseau de défense antioxydante cellulaire en augmentant les concentrations de GSH 

intracellulaires (Han et al., 1997). D’autre part, il neutralise les radicaux hydroxyle, l’HOCl et 

l’oxygène singulet, chélate les métaux de transition, réduit la peroxydation lipidique et 

prévient la glycation de l’albumine du sérum. Sa forme réduite, l’acide dihydrolipoïque, est 

capable de régénérer la vitamine C (Packer et al., 1995). 

 

 

 

 



BIBLIOGRAPHIE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tableau 3 : Formules et concentrations plasmatiques des principaux antioxydants. 
D’après Sies et Teichert (Sies and Stahl, 1995; Teichert and Preiss, 2002). 
 

V. Stress oxydant et maladies métaboliques : 

 

 Syndrome métabolique.   

 

 Les composantes du syndrome métabolique, obésité, résistance à l’insuline, 

hypertension, sont associées à un stress oxydant (Hopps et al., 2010; Urakawa et al., 2003) 

qui pourrait jouer un rôle important dans les pathologies liées au syndrome métabolique 

comme les maladies cardiovasculaires et le diabète de type-2 (Ceriello and Motz, 2004). Ceci 

suggère que le stress oxydant pourrait être un événement précoce dans ces maladies plutôt 
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1-2Glutathion

5-20Bilirubine

160-450Acide urique
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Acide 
ascorbique
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qu’une conséquence ou un élément isolé. Les patients ayant un syndrome métabolique ont une 

diminution des défenses antioxydantes (diminutions de la vitamine C, de l’α-tocophérol et de 

l’activité de la SOD plasmatique) et une augmentation de la peroxydation lipidique (niveaux 

élevés des « Thiobarbituric acid Reactive Species » (TBARS) sériques) et protéique 

(augmentation des protéines carbonylées) (Armutcu et al., 2008; Palmieri et al., 2006).  

 Parmi les différentes composantes du syndrome métabolique, l’obésité est associée à 

un stress oxydant et notamment à une augmentation des concentrations sériques de TBARS et 

urinaires de  8-isoPGF2α (Furukawa et al., 2004). La résistance à l’insuline est étroitement 

associée au stress oxydant. Comme nous l’avons vu (Syndrome métabolique §III.1., p.25), la 

résistance à l’insuline augmente le flux d’acide gras libre libérés par les adipocytes. Suite à 

l’augmentation des AGL circulants et des acétylCoA produits par β-oxydation, sont formés du 

NADH et de FADH2, donneurs d’électron au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale. 

Leur augmentation va conduire à la surproduction d’ERO (O2
.-) au niveau mitochondrial (Les 

diabètes §II.1., p.33) et aux mécanismes délétères précédemment décrits (Figure 12). Il a été 

montré que les ERO sont impliqués dans la progression de la résistance à l’insuline ainsi que 

dans le dysfonctionnement des cellules β (Evans et al., 2002) conduisant au diabète. Le stress 

oxydant, mais d’une manière plus large, l’adiposité et la résistance à l’insuline, composantes 

clé du syndrome métabolique, sont impliqués dans le développement de l’hypertension (Yanai 

et al., 2008). 

  

 Diabète de type-1 et de type-2.   

 

 L’hyperglycémie chronique induit un stress oxydant (Dandona et al., 1996) favorisant 

une augmentation de la production d’ERO chez les patients diabétiques de type-1 et 2 et une 

chute des défenses antioxydantes cellulaires (diminution des concentrations plasmatiques 

d’urate et de vitamine C) (Maxwell et al., 1997). Les diabétiques de type-2 ont une 

augmentation de l'oxydation des lipides (Davi et al., 1999) et des protéines qui pourrait être 

corrélé à leur contrôle glycémique (Davi et al., 2005; Martin-Gallan et al., 2003). Plusieurs 

études montrent que l’incubation de cellules endothéliales ou musculaires lisses avec des 

concentrations croissantes de glucose induisent une augmentation du stress oxydant (Ceriello 

et al., 1996; Du et al., 2000).  

 Au niveau mécanistique, l’hyperglycémie induit une augmentation de NADH et de 

FADH2 entraînant une surproduction des ERO mitochondriaux (cf. Les diabètes, §II.1., p.33). 
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Ce stress oxydant va alors activer les différentes voies délétères précédemment décrites 

(Figure 12). De plus, l’augmentation du glucose intracellulaire va activer la voie des polyols 

et contribuer à la diminution des défenses antioxydantes. Le stress oxydant favorisant la 

résistance à l’insuline et la diminution de la sécrétion d’insuline (Evans et al., 2002) et donc 

in fine l’hyperglycémie, nous voyons ici que les notions d’hyperglycémie, de résistance à 

l’insuline et de stress oxydant sont intimement liées.  
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Figure 12 : Mécanisme unificateur de la résistance à l’insuline, de l’hyperglycémie et du 
stress oxydant. 
Modifié à partir de Brownlee (Brownlee, 2005). 
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LES PLAQUETTES SANGUINES 

  

 

I. Origine et structure : 

 

Les plaquettes sont de petites cellules anucléées de forme discoïde (2 à 3 µm de 

diamètre pour 1µm d’épaisseur, 6 à 8 µm3) circulant dans le sang et participant à l’hémostase. 

Leur rôle est de stopper la perte de sang après une lésion vasculaire. Elles se forment dans la 

moelle osseuse par fragmentation du cytoplasme des mégacaryocytes (Behnke and Forer, 

1998). Elles sont dépourvues d’ADN mais contiennent des ARNm provenant des 

mégacaryocytes (Newman et al., 1988) ainsi que la machinerie nécessaire à la traduction 

(Kieffer et al., 1987). La numération plaquettaire normale est de 150000 à 400000 par µL de 

sang. Leur durée de vie est de 7 à 12 jours. Les plaquettes les plus jeunes sont les plus réactives 

chez des patients souffrant de maladies cardiovasculaires (Schneider et al., 2008; Thattaliyath 

et al., 2005). La rate séquestre en continu mais de manière transitoire environ 1/3 des 

plaquettes circulantes. Les plaquettes vieillies sont phagocytées par les macrophages de la rate 

et du foie.  

 

 I.1. Membranes : 

 

 La membrane plasmatique est majoritairement composée de phospholipides (65 à 

70%) dont ceux chargés négativement, comme la PS et la phosphatidylinositol (PI), sont 

confinés au feuillet interne où ils peuvent servir du substrats à différentes phospholipases 

(Chap et al., 1977). Parmi les phospholipides, on distingue 4 classes majeures : les 

phosphatidylcholines (PC) (55 %), les PE (21 %), les PS (7 %) et PI (15 %) (Guichardant and 

Lagarde, 1983). La position sn-1 est généralement occupée par un acide gras saturé comme 

l’acide palmitique (16:0) ou l’acide stéarique (18:0) ou monoinsaturé alors que la position sn-

2 est occupée par un acide gras polyinsaturé, principalement l’AA (20:4n-6) ou l’acide 

linoléique (18:2n-6). On trouve également dans une moindre mesure des lipides neutres (20 à 

25 %) (cholestérol et acides gras non estérifiés) et des glycolipides (2-5 %). 

 L’AA est l’acide gras polyinsaturé majeur avec 20 % de l’ensemble des acides gras 

plaquettaires (Marcus et al., 1969). Il est estérifié en position sn-2 des phospholipides, 

principalement les PC et les PE, et représente l’un des substrats les plus importants dans la 
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synthèse de médiateurs biologiques. Il est à noter que l’acide arachidonique non estérifié n’est 

présent, dans la plaquette à l’état de repos, qu’en très faible quantité (Burgoyne and Morgan, 

1990).    

 Les plaquettes possèdent un important réseau membranaire : l’un connecté avec le 

milieu extracellulaire par de profondes invaginations, le système caniculaire ouvert, et l’autre 

uniquement intracellulaire, le système tubulaire dense. Ce dernier est l’équivalent du 

réticulum endoplasmique lisse dans les autres types cellulaires. Il contient les réserves de 

calcium ainsi que les enzymes impliquées dans la synthèse de prostaglandines. 

 

 I.2. Cytosquelette : 

 

 Un cytosquelette très développé, composé de microtubules et de microfilaments 

d’actine et de myosine, stabilise la bicouche lipidique, maintient la forme discoïde des 

plaquettes quiescentes et permet le changement de forme des plaquettes durant l’activation.  

 

 I.3. Cytoplasme : 

 

 On trouve un grand nombre d’organites dispersés dans le cytoplasme incluant des 

granules, des mitochondries, des particules de glycogène, des lysosomes et des peroxysomes. 

Les granules α ainsi que les granules denses sont des granules de stockage spécifiques des 

plaquettes. Les granules α contiennent des protéines comme le fibrinogène, le facteur 

plaquettaire 4 (PF-4), la β-thromboglobuline (β-TG), le « Platelet Derived Growth Factor » 

(PDGF), la fibronectine, la thrombospondine, PAI-1 et le facteur von Willebrand (vWF). Les 

membranes des granules α contiennent GPIIb/IIIa, la P-sélectine et le « Platelet Endothelial 

Cell Adhesion Molecular-1 » (PECAM-1). Les granules denses sont riches en sérotonine, 

adénosine diphosphate (ADP), ATP, Ca2+ et Mg2+.  

 

II. Physiologie : 

 

 II.1. Adhésion : 

 

 La rupture de l’intégrité de l’endothélium vasculaire entraîne l’exposition de différents 

composants de la matrice vasculaire (différents types de collagènes -I, III, IV, V, VI, VIII, 
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XII, XIII et XIV- (Barnes and Farndale, 1999), du vWF, de la fibronectine, de la laminine, de 

la fibuline et de la thrombospondine) au flux sanguin, favorisant l’interaction entres les 

plaquettes et la paroi vasculaire.  

Dans des conditions de forces de cisaillement élevées (présentes dans les petites 

artères, les artérioles et les artères sténosées), le vWF circulant (10 µg/mL de plasma) est 

essentiel à l’étape d’adhésion initiale (Figure 13). Sa liaison au collagène exposé entraîne un 

changement conformationnel qui lui permet, entre autres, d’interagir avec le récepteur 

plaquettaire GPIbα (ou GPIb/V/IX) (signalisation « outside-in ») (Ruggeri, 2000) (25000 

copies/plaquette). Cependant, cette interaction active le récepteur intégrine GPIIb/IIIa (αIIbβ3) 

(60000 à 80000 copies/plaquette + stock plaquettaire supplémentaire) (Kasirer-Friede et al., 

2004) et diminue la vélocité des plaquettes permettant à GPVI de se lier au collagène. La 

glycoprotéine GPVI joue un rôle central dans l’adhésion des plaquettes au collagène et leur 

activation (signalisation « outside-in ») (Nieswandt et al., 2001). Il initie la cascade de 

signalisation conduisant à la libération d’ADP et de TxA2, messagers secondaires, et active 

via des signalisations « inside-out » le récepteur glycoprotéique GPIIb/IIIa (αIIbβ3). Cette 

glycoprotéine lie, entre autres, le fibrinogène et le vWF, stabilisant l’adhésion des plaquettes à 

l’endothélium. De même, une signalisation « inside-out » augmente l’affinité de GPIa-IIa (ou 

αIIβ1) pour le collagène (2000 à 4000 copies/plaquette) (Nieswandt and Watson, 2003).  

 Dans des conditions de forces de cisaillement plus faibles (présentes dans les veines et 

les grosses artères), l’adhésion plaquettaire au collagène se déroule principalement via le 

récepteur GPIa-IIa (α2β1) (Saelman et al., 1994). Dans une moindre mesure, la fibronectine, la 

laminine, la vitronectine et la thrombospondine contribuent à l’adhésion plaquettaire stable en 

se liant respectivement aux récepteurs GPIc-IIa, GPIc’-IIa (α6β1), αVβ3 et GPIV.  
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Figure 13 : Adhésion et activation plaquettaire lors d’une lésion de l’endothélium en 
conditions de forces de cisaillement élevées.  
ADP, Adénosine diphosphate; GP, glycoprotéine; TxA2, Thromboxane A2; vVF, facteur von 
willebrand.. 
 

Le collagène exposé et le vWF immobilisé sur du collagène peuvent donc être 

considérés comme des agonistes primaires du processus d’adhésion permettant de former une 

monocouche de plaquettes activées.  

 

 II.2. Activation : 

 

 Après l’étape initiale d’adhésion à la matrice extracellulaire, le processus d’hémostase 

nécessite le recrutement d’autres plaquettes pour former un clou hémostatique. Les plaquettes 

activées par l’adhésion, libèrent ou produisent de nombreux médiateurs autocrines et 

paracrines, subissent un changement conformationnel et libèrent leur calcium intracellulaire.  
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  II.2.a. Récepteurs couplés aux protéines G et signalisation : 

 

 Les protéines G sont constituées d’un complexe trimèrique composé d’une sous-unité 

α liant spécifiquement les nucléotides guanyliques et de deux sous-unités β et γ. L’occupation 

des récepteurs couplés aux protéines G stimule le remplacement du GDP lié à α par du GTP 

qui conduit à la dissociation de ses composants. Le GTP est hydrolysé et le complexe ternaire 

se reforme. Le thromboxane (Tx)  A2, l’ADP, la thrombine, l’épinephrine et la sérotonine 

activent les plaquettes via ces récepteurs couplés à des protéines G pour finalement conduire à 

l’activation de GPIIb/IIIa (αIIbβ3) (Hodivala-Dilke et al., 1999). 

 

 Le TxA2 est synthétisé par les plaquettes activées. Dans les plaquettes, il existe 2 

variants d’épissage du récepteur au TxA2 : TPα (majoritaire) et TPβ (Habib et al., 1999; 

Hirata et al., 1991; Raychowdhury et al., 1994). Ils sont couplés aux protéines Gq (Shenker et 

al., 1991) et G12/13 (Offermanns et al., 1994) activant respectivement la phospholipase C 

(PLC) -β  et « Rho guanine-nucleotide exchange factors » (RhoGEF). 

 L’ADP, stocké dans les granules denses, est sécrété lors de l’activation. Il se lie aux  

récepteurs P2Y1 et P2Y12 couplés respectivement à Gq et Gi (Murugappa and Kunapuli, 2006), 

P2Y12 étant le récepteur majeur (Dorsam and Kunapuli, 2004). L’activation de P2Y1 

augmente le niveau de Ca2+ intracellulaire et celle de P2Y12 inhibe l’adénylate cyclase, 

causant une diminution  d’AMPc. En absence de ces récepteurs, la réponse à la thrombine et 

au TxA2 est réduite.  

 La thrombine est la protéase clé des processus de coagulation et un puissant activateur 

plaquettaire. Elle est rapidement générée à partir de la prothrombine circulante à la surface 

des plaquettes activées (Heemskerk et al., 2002) et clive le fibrinogène en fibrine. Les 

plaquettes possèdent 2 récepteurs à la thrombine : « protease-activated receptor » 1 et 4 

(PAR1 et PAR4) (Kahn et al., 1999). PAR1 et PAR4 sont couplés aux protéines G12/13 

(Offermanns et al., 1994), Gq et Gi. Les sous-unités α de G12 et G13 se lient aux RhoGEF, 

probablement impliqués dans le changement de forme des plaquettes. Gq et Gi conduisent à 

l’augmentation du Ca2+ intracellulaire et à la diminution d’AMPc. 

 D’autres ligands des récepteurs aux protéines G ont été identifiés mais ce sont des 

activateurs faibles des plaquettes qui potentialisent la réponse plaquettaire aux autres 

agonistes. L’épinéphrine potentialise les effets des autres stimuli en agissant sur le récepteur 
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adrénergique α2A couplé à Gi (Yang et al., 2000) mais est incapable d’activer seule les 

plaquettes. La sérotonine active le récepteur 5-hydroxtryptamine 2A (5-HT2A) couplé à Gq.  

 

  II.2.b. Changement de forme : 

 

 Le changement de forme est la réponse initiale des plaquettes aux agonistes tels que la 

thrombine, l’ADP ou le TxA2. C’est un processus très rapide, basé sur la réorganisation du 

cytosquelette (Hartwig, 1992; Wurzinger, 1990), durant lequel de nouveaux filaments 

d’actine sont formés conduisant à la formation d’un réseau sous-membranaire et à la 

formation de filopodes. De plus, la stimulation des processus de contraction, basés sur 

l’actomyosine, résulte en la centralisation des granules denses et α. Enfin, la dépolymérisation 

des microtubules permet le passage d’une forme discoïde à une forme sphérique. Ce 

changement de forme, induit par des concentrations d’agonistes inférieures à celles requises 

pour la dégranulation et l’agrégation, est considéré comme un pré requis pour une sécrétion 

efficace du contenu des granules.    

 

  II.2.c. La cascade de l’acide arachidonique : 

 

 L’AA est un acide gras polyinsaturé de la famille des ω-6 (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Structure et nomenclature de l’acide arachidonique. 
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Libération de l’acide arachidonique des phospholipides membranaires : 

 

 Les phospholipases C.  

 

 Les PLC (β, γ et δ) sont des enzymes spécifiques des phosphoinositides 

(phosphatidylinositol (PI), phosphatidylinositol phosphate (PIP), phosphatidylinositol 

bisphosphate (PIP2)) qu’elles convertissent en inositol phosphates (respectivement inositol 

phosphate (IP), inositol bisphosphate (IP2) et inositol trisphosphate (IP3)) et en DAG. Sept 

isoformes sont présentes dans les plaquettes et dans l’ordre décroissant suivant 

γ2>β2>β3>β1>γ1>δ1>β4 (Lee et al., 1996). Leur localisation peut être cytosolique ou 

membranaire (Cockcroft and Thomas, 1992). En réponse à divers agonistes, elles sont 

activées soit par des protéines G (Brass et al., 1987) soit par des tyrosine kinases (Blake et al., 

1994). Elles convertissent alors le PIP2 en IP3 et en DAG (Berridge and Irvine, 1984). En se 

liant à des récepteurs du système tubulaire dense, IP3 joue un rôle critique dans la 

mobilisation du Ca2+ intracellulaire (Irvine, 1990) dont la concentration passe de 100nM à 

1µM. DAG est, quant à lui, responsable de la translocation membranaire et de l’activation de 

la PKC qui va contribuer à l’activation d’αIIbβ3 (Shattil and Brass, 1987) et à la libération 

d’AA  (Halenda and Rehm, 1987). La PKC-δ est nécessaire pour l’activation d’αIIbβ3 et 

l’agrégation stimulée par le collagène. Elle déclenche l’activation des voies ERK et p38 

« Mitogen Activated Protein Kinase » (MAPK) (Yacoub et al., 2006) (Figure 15).  

 

 Les p38 MAPK.  

 

 Les p38 MAPK (α, β, γ et δ ou respectivement SAPK2A, 2B, 3 et 4) font partie de la 

superfamille des sérine/thréonine protéines kinases (Pearson et al., 2001). La cascade 

classique d’activation de cette famille commence par une petite protéine G (Ras ou Rho) qui 

stimule  MAPKKKK (ou MKKKK) qui va activer la MAPKKK conduisant à l’activation de 

la MAPKK. Cette dernière active la MAPK qui phosphoryle les Ser et Thr de nombreux 

substrats. Les plaquettes sanguines contiennent les MAPK suivantes : ERK1/2 (ou p42/p44 

MAPK) (Papkoff et al., 1994), JNK1 (Bugaud et al., 1999) et les p38 MAPK α, β, γ et δ 

(Börsch-Haubold et al., 1999). Ces dernières sont activées par phosphorylations de la Thr180 

et de la Tyr182 en réponse à de nombreux stimuli de stress  endogènes et exogènes dont 

l’hyperglycémie, le stress oxydant, le stress osmotique, les cytokines proinflammatoires, les 
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protéines « heat shock » et les UV (Tibbles and Woodgett, 1999). Au cours de l’activation 

plaquettaire, la thrombine (Kramer et al., 1995), le collagène (Saklatvala et al., 1996), l’ADP 

(Dangelmaier et al., 2000), le vWF (Canobbio et al., 2004) et le TxA2 (Saklatvala et al., 

1996) peuvent activer les p38 MAPK. L’un de leurs substrats majeurs est la phospholipase A2 

IV A (Börsch-Haubold et al., 1998) (Figure 15).  

 

 La PLA2 IV A.  

 

 La PLA2 IV A fait partie de la superfamille des phospholipases A2 (PLA2) comprenant 

les sPLA2 sécrétées, les cPLA2 cytosoliques, les iPLA2 indépendantes du Ca2+, les « platelet 

activating factor » (PAF) acétylhydrolases et les PLA2 lysosomales (Burke and Dennis, 2009). 

Ces enzymes  catalysent l’hydrolyse spécifique de la liaison ester en position sn-2 des PL 

pour former un acide gras libre et un lysophospholipide. Les cPLA2 possèdent une dyade 

catalytique Ser/Asp et ont besoin de Ca2+ (concentration submicromolaire) pour leur activité. 

Parmi les cPLA2, la PLA2 IV A (ou cPLA2 α) (85 kDa), présente dans les plaquettes sanguines 

(Kramer et al., 1986), clive préférentiellement les PL contenant l’AA (Clark et al., 1991). 

Pour être active, elle doit être transloquée à la membrane et phosphorylée. Tout d’abord, la 

présence de Ca2+ et son interaction avec un domaine de liaison aux lipides (CaLB) permet sa 

translocation du cytosol à la membrane (Evans et al., 2001). Cependant, sa liaison avec des 

messagers lipidiques secondaires comme le PI(4,5)P2 ou le céramide 1-phosphate augmentent 

son activité catalytique indépendamment du Ca2+ (Mosior et al., 1998) et son temps de 

résidence à la membrane (Subramanian et al., 2007). Ensuite, la phosphorylation de la Ser505 

par la p38 MAPK est le deuxième facteur essentiel à l’activation de la PLA2 IV A (Börsch-

Haubold et al., 1998). Une fois transloquée et activée, elle libère l’AA des PL membranaires 

(Figure 15).  
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Figure 15 : Mécanismes conduisant à la libération de l’acide arachidonique des 
phospholipides membranaires par la phospholipase A2 cytosolique lors de l’activation 
plaquettaire. 
PLC, phospholipase C; PIP2, phosphatidylinositol (4,5) bis phosphate; DAG, 1,2-diacylglycérol; IP3, 
inositol 1,4,5-trisphosphate; PKC, protéine kinase C; MAPK, « mitogen-activated protein kinase »; 
cPLA2, phospholipase A2 cytosolique; Ca2+, calcium; AA-PL, acide arachidonique estérifié dans un 
phospholipide; AA, acide arachidonique non estérifié; PGHS-1, prostaglandine H synthase;12-LOX, 
12-lipoxygénase;  TxA2, thromboxane A2.. 
 

Peroxydation enzymatique de l’acide arachidonique : 

 

 L’AA est métabolisé en différentes molécules biologiquement actives par les voies des 

prostaglandine H synthase (PGHS), 12-lipoxygénase et époxygénase.  

 

 La voie de la prostaglandine H synthase.  

 

 La PGHS (70kDa) est une enzyme ubiquiste bifonctionnelle possédant une activité 

cyclooxygénase et une activité hydroperoxydase. Elle est spécifique des AG à 20 carbones 

possédant 3 doubles liaisons en 8, 11 et 14 (tels l’acide dihomo-γ-linolénique, l’AA et l’acide 

eicosapentaénoïque) et permet la production de différentes prostaglandines (PG) selon le type 

cellulaire où elle s’exprime (Smith et al., 1991). Il existe deux isoformes de PGHS: PGHS-1, 

constitutive et PGHS-2, inductible. Les plaquettes n’expriment que PGHS-1 (Vane et al., 
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1998). L’AA non estérifié est métabolisé par PGHS-1, de manière régio- et stéréo-isomère 

spécifique (Schneider et al., 2007), en PGG2 (activité cyclooxygénase) puis en PGH2 (activité 

hydroperoxydase) (Figure 16). PGH2 est converti en TxA2 par la thromboxane synthase 

(Needleman et al., 1976). Au cours de la réaction, de l’acide heptadécatriénoïque et du MDA 

(Haurand and Ullrich, 1985) sont produits simultanément. Contrairement au TxA2, ces 

derniers peuvent également être produits non enzymatiquement.  Le TxA2  diffuse ensuite à 

travers la membrane plasmique pour agir de manière autocrine ou paracrine sur les cellules à 

proximité de son lieu de production. C’est un métabolite ayant une demi-vie d’environ 30 

secondes, rapidement hydrolysé en TxB2 inactif (Hamberg et al., 1975). Il provoque diverses 

réactions physiopathologiques dont l’activation, le changement de forme, l’agrégation et la 

sécrétion plaquettaires promouvant la formation du thrombus. 

 La PGH2 peut également être prise en charge par diverses prostaglandine synthases 

pour former les prostaglandines primaires PGE2, PGD2 et PGF2α. 
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Figure 16 : Peroxydation enzymatique de l’acide arachidonique dans les plaquettes 
sanguines par la PGHS-1.  
Pour les PGF2α, E2, D2, TxA2 et B2, la suite de la structure est identique à celle de la PGH2. MDA, 
dialdéhyde malonique; PGHS-1, prostaglandine H synthase-1 ;PG, prostaglandine; TxA2/B2 , 
thromboxane A2/B2 ; HHT, acide heptadécatriénoïque. 
   

 La voie des lipoxygénases.  

 

 Les lipoxygénases (LOXs) sont des enzymes catalysant l’addition stéréospécifique 

d’une molécule d’oxygène sur des AGPI de structure 1,4-cis,cis pentadiène pour former des 

hydroperoxydes d’AG. Ces derniers sont ensuite réduits par la glutathion peroxydase 

cytosolique en AGOH. Il existe 3 isoformes de LOXs nommées selon le carbone de l’AA où a 

lieu l’addition (Spector et al., 1988): les 5-, 12- et 15-LOX. Les plaquettes ne contiennent que 

la 12-LOX (Hamberg and Samuelsson, 1974). Elle convertit l’AA non estérifié en acide 

12(S)-hydroperoxy-eicosatétraénoïque (12(S)-HpETE) réduit en acide 12(S)-hydroxy-

eicosatétraénoïque (12(S)-HETE) par la glutathion peroxydase cytosolique. De faibles 
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concentrations de 12-HpETE activent la PGHS-1 (Calzada et al., 1997) et la 12-LOX (Croset 

and Lagarde, 1985).  

 

 La voie des époxygénases du cytochrome P450.  

 

 Ces enzymes catalysent la formation d’époxydes par insertion d’un atome d’oxygène 

au niveau d’une double liaison de l’AA non estérifié pour former des acides 

époxyeicosatriénoïques ensuite hydrolysés par des époxydes hydrolases en acides 

dihydroxyeicosatriénoïques (Spector et al., 2004). Mineurs au niveau des plaquettes (Lagarde, 

1988), certains des produits formés régulent négativement le Ca2+ intracellulaire en réponse 

au collagène (Zhang et al., 2008) et inhibent l’agrégation plaquettaire (Heizer et al., 1991).  

 

  II.2.d. Synthèse de protéines : 

 

 Bien que les plaquettes n’aient pas de noyau et d’ADN, elles contiennent des ARNm 

hérités des mégacaryocytes et peuvent synthétiser des protéines. A titre d’exemple, les 

plaquettes contiennent l’ARN pré-messager (pré-ARNm) du facteur tissulaire (TF), facteur 

essentiel dans la cascade de coagulation conduisant à la formation de thrombine et de fibrine. 

Lors de l’activation, le pré-ARNm est épissé et permet la production de TF (Schwertz et al., 

2006).  Plus généralement, durant l’activation, un mécanisme d’épissage de pré-ARNm, 

signal dépendant, permet la synthèse de novo de protéines dont IL-1β, PAI-1, COX-1 et le 

« B-cell lymphoma » (Bcl-3) (Weyrich et al., 2009).  

 

  II.2.e. Sécrétion plaquettaire : 

 

 La dégranulation est un mécanisme important amplifiant l’activation plaquettaire 

(Reed et al., 2000). Elle se déroule en 2 temps. On observe d’abord la libération du contenu 

des granules denses et α puis la libération du contenu des lysosomes. La libération d’ADP, de 

sérotonine et de calcium des granules denses est un événement-clé dans les fonctions 

plaquettaires et dans le recrutement de nouvelles plaquettes. La translocation des protéines 

d’adhésion présentes dans les granules α (P-selectine, GPIIb/IIIa) perpétue et amplifie le 

processus d’adhésion. 
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  II.2.f. Activité procoagulante des plaquettes : 

 

 L’activation plaquettaire et l’activation de la cascade de coagulation sont des 

processus complémentaires et imbriqués. La sécrétion plaquettaire fournit des facteurs de 

coagulations additionnels (fibrinogène). Lors d’une activation forte, les plaquettes contribuent 

à la formation de la thrombine par le complexe prothrombinase. L’exposition de la 

phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la membrane plasmique des plaquettes est 

essentielle à leur activité procoagulante (Heemskerk et al., 2002).  

 

 II.3. Agrégation : 

 

 L’agrégation est l’étape qui conduit en quelques minutes à l’accumulation de 

plaquettes formant le thrombus blanc. Cette accumulation est basée sur de multiples 

interactions plaquettes/plaquettes et est médiée par des substrats d’adhésion liés aux 

membranes des plaquettes.  

 Il existe trois mécanismes distincts pouvant initier l’agrégation plaquettaire en 

fonction des conditions de forces de cisaillement. A des forces inférieures à 1000 s-1, le 

fibrinogène engagé à la surface des plaquettes adhérentes interagit avec le récepteur 

GPIIb/IIIa des plaquettes circulantes permettant la formation de ponts interplaquettaires. Les 

agonistes solubles produits par la suite permettent un changement de forme et une 

augmentation de l’activation de GPIIb/IIIa stabilisant le thrombus. A des forces comprises 

entre 1000 s-1 et 10000 s-1, GPIIb/IIIa et GPIbα  interviennent en liant le fibrinogène et le 

vWF. Au-delà de 10000 s-1, seuls GPIbα et le vWF (soluble et immobilisé) sont requis 

(Jackson, 2007).  

 Quel que soit l’élément déclencheur (ADP, thrombine, collagène ou vWF), 

l’agrégation plaquettaire est régulée dans sa phase finale par l’activation du récepteur 

GPIIb/IIIa, protéine la plus abondante à la surface des plaquettes. C’est un α/β hétérodimère 

de 1008 (α) et 762 (β) acides aminés. Chaque sous-unité comprend un petit domaine 

cytoplasmique, un domaine transmembranaire et un large domaine extracellulaire permettant 

la liaison, en présence de cations divalents (Ca2+, Mg2+ et Mn2+), des ligands dont le 

fibrinogène, le vFW (liant les plaquettes ensemble), la vitronectine et la fibronectine 

(modulant l’agrégation). L’activation de GPIIb/IIIa nécessite un changement conformationnel 

des deux sous-unités le composant, passant ainsi d’une faible affinité à une forte affinité pour 
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ses ligands (Figure 17). De nombreux agonistes plaquettaires interagissent avec sa partie 

cytoplasmique. Parmi eux, la taline, une protéine cytosolique abondante (3% de la totalité des 

protéines plaquettaires) composée de deux sous-unités (taline-H et taline-R), est capable, une 

fois exposée, de lier les intégrines à l’actine du cytosquelette, initiant le réarrangement du 

domaine extracellulaire. Trois voies permettent cette activation: d’une part, l’augmentation du 

Ca2+ cytosolique active la calpaïne qui clive la taline, d’autre part, l’activation de Rab1 via la 

PKC facilite l’association de « Rab1 Interacting Adaptator Molecule » (RIAM) à la taline et 

permet sa liaison à GPIIb/IIIa et enfin, les sites de liaison de la taline peuvent être exposés 

suite à sa liaison à PIP2 (Ma et al., 2007). Une fois activé (signalisation « inside-out »), 

GPIIb/IIIa est à son tour capable de déclencher un signal (signalisation « outside-in »). Sa 

liaison avec du fibrinogène conduit à la phosphorylation de son domaine cytoplasmique, 

déclenchant la formation de nombreux complexes avec des protéines du cytosquelette et de 

signalisation, conduisant par exemple à l’activation de la PI-3 kinase et à celle de GPIa-IIa 

(α2β1), liant le collagène. Cette boucle de rétro-contrôle positive contribue à la stabilisation du 

thrombus.  

 Cependant, l’activation de GPIIb/IIIa peut être réversible. Ainsi, l’activation 

plaquettaire via P2Y12 provoque une activation transitoire de GPIIb/IIIa passant par les PI-3 

kinases β et γ et Rab1b. GPIIb/IIIa peut également être inactivé de manière secondaire par une 

exposition prolongée à des concentrations élevées de Ca2+. Les plaquettes n’adhèrent plus, 

retrouvent une forme sphérique et exposent leurs PS au niveau du feuillet membranaire 

externe. Dans un thrombus, seule une sous-population de plaquettes développe ce phénotype. 

Dites pro-coagulantes, elles offrent un accès optimal aux facteurs de coagulation 

plasmatiques. 

Par contre, la stimulation par des agonistes forts (collagène et thrombine) conduit à des 

agrégats plaquettaires moins susceptibles de se disloquer (Cosemans et al., 2008). 
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Figure 17 : Schéma des différentes voies d’activation de GPIIb/IIIa  plaquettaire.  
Modifié à partir de Ma (Ma et al., 2007) et Cosemans (Cosemans et al., 2008). Ca2+, Calcium; PKC, 
Protéine kinase C; PI, Phosphatidylinositol; PIP2, phosphatidylinositol bisphoshate; PS, 
phosphatidylsérine; RIAM, « Rab1 Interacting Adaptator Molecule ». 
 

III. Plaquettes et stress oxydant :  

 

 Les plaquettes ont la capacité de produire des ERO. L’activation des plaquettes par des 

agonistes s’accompagne d’une explosion de la consommation d’oxygène (Bressler et al., 

1979) et d’une augmentation transitoire du glutathion oxydé (Burch and Burch, 1990). Les 

plaquettes quiescentes ou activées génèrent des anions superoxyde (Marcus et al., 1977). De 

plus, les plaquettes stimulées par le collagène libèrent du H2O2 (Pignatelli et al., 1998) et des 

radicaux HO. (Pratico et al., 1999). Les sources d’ERO incluent la cyclooxygénase, la 

lipoxygénase (Singh et al., 1981) et la NADPH oxydase (Seno et al., 2001) dont l’activation 

stimule la libération d’anions superoxyde. Ces derniers augmentent alors le recrutement de 

plaquettes sur le site de formation du thrombus (Krotz et al., 2002). 

 Les ERO modulent les fonctions plaquettaires. Il a été montré que des plaquettes 

exposées aux ERO générés par le système xanthine/xanthine oxydase agrègent et libèrent leur 

contenu en sérotonine et qu’une exposition chronique sensibilise la réponse plaquettaire à la 
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thrombine (Handin et al., 1977). En cohérence avec ces observations, la SOD inhibe 

l’adhésion et l’agrégation de plaquettes stimulées par la thrombine (Salvemini et al., 1989). 

 Des concentrations micromolaires d’H2O2 stimulent l’agrégation plaquettaire en 

augmentant la formation de cGMP via la guanylate cyclase, alors que des concentrations 

millimolaires d’H2O2 l’inhibent (Ambrosio et al., 1994; Rodvein et al., 1976). D’ailleurs, 

l’agrégation plaquettaire induite par le collagène est associée à une production d’H2O2 

plaquettaire qui pourrait agir comme un messager secondaire en libérant de l’acide 

arachidonique via les PLA2 et PLC et en augmentant la formation de thromboxane A2 

(Pignatelli et al., 1998). H2O2 facilite la phosphorylation du récepteur GPIIbIIIa, 

indispensable à l’adhésion et l’agrégation plaquettaire (Irani et al., 1998). Des concentrations 

nanomolaires de 12-HpETE potentialisent l’agrégation des plaquettes stimulées par le 

collagène et activent la cascade enzymatique de l’AA (p38 MAPK, cPLA2, PGHS) (Calzada 

et al., 2001; Coulon et al., 2003). 

 Le stress oxydant apparaît donc comme intimement lié à la physiologie plaquettaire.  

 

IV. Plaquettes et maladies métaboliques : 

 

 De nombreuses études montrent que les plaquettes de diabétiques (type-1 et 2) sont 

hyperagrégables (Bensoussan et al., 1975; Manduteanu et al., 1992) même en l’absence de 

complications cardiovasculaires (Véricel et al., 2004). L’hyperactivation plaquettaire est 

associée à une augmentation du TxA2 dans les plaquettes non stimulées de patients 

diabétiques (type-1 et 2) (Véricel et al., 2004; Ziboh et al., 1979). De plus, les plaquettes de 

diabétiques expriment à leur surface plus de GPIb et GPIIb/IIIa (Tschoepe et al., 1990), 

indiquant l’augmentation de la liaison des protéines d’adhésion (dont le vWF et le 

fibrinogène) à ces récepteurs. L’hyperglycémie augmente la production d’ERO  dans les 

plaquettes humaines, en particulier la production d’anion superoxyde, potentialisant 

l’agrégation des plaquettes stimulées par le collagène et la libération de PDGF (Yamagishi et 

al., 2001). L’hyperglycémie induit la glycation non enzymatique des protéines de surface, 

diminuant la fluidité de la membrane et augmentant l’activation plaquettaire (Winocour et al., 

1992). L’induction de l’hyperglycémie et de l’hyperinsulinémie chez des sujets non 

diabétiques augmente la sensibilité des plaquettes (Vaidyula et al., 2006). De façon cohérente, 

l’amélioration du contrôle glycémique de diabétiques de type-2 diminue cette sensibilité 

(Yngen et al., 2006). 
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 Quelques études récentes indiquent que les plaquettes de sujets ayant un syndrome 

métabolique sont hyperactives (Vaduganathan et al., 2008; Vaidya et al., 2009) et ont un 

volume plaquettaire augmenté (Tavil et al., 2007). Parmi les facteurs associés au syndrome 

métabolique, l’hypertension artérielle diastolique est associée à une plus grande sensibilité des 

plaquettes à l’ADP (Nityanand et al., 1993). L’obésité abdominale est associée à une 

hyperactivation plaquettaire objectivée par l’augmentation de l’excrétion urinaire du 11-

dehydro-TxB2 (Davi et al., 2002) et la moindre sensibilité aux anti-agrégants plaquettaires 

(Anfossi et al., 2009). La résistance à l’insuline des personnes susceptibles de faire un diabète 

et la déficience en insuline altèrent les fonctions plaquettaires. En effet, l’insuline diminue 

l’agrégation des plaquettes induite par divers agonistes (collagène, ADP, épinéphrine et PAF)  

(Westerbacka et al., 2002). Ainsi, une résistance à l’insuline ou l’absence d’insuline 

contribuent à augmenter la réactivité plaquettaire.  

 
.  
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LES LIPOPROTEINES 

 

 

I. Métabolisme général des lipoprotéines : 

  

 Les graisses alimentaires et les lipides endogènes synthétisés par le foie doivent être 

transportés entres les tissus et les organes pour y être métabolisés. Ce transport plasmatique 

est assuré par les lipoprotéines. Ce sont des macromolécules de taille et de composition 

variables mais dont la structure générale est identique. Elles sont constituées d’un cœur 

lipidique hydrophobe (TG et EC) entouré d’une monocouche de lipides polaires (PL et 

cholestérol libre). Des protéines structurales spécifiques appelées apolipoprotéines sont 

insérées dans la monocouche et assurent d’une part la cohésion du complexe lipoprotéique et 

sa solubilisation et d’autre part son devenir métabolique (co-facteurs et/ou activateurs 

d’enzymes, ligand des protéoglycanes endothéliaux, ligands de récepteurs). Les lipoprotéines 

sont généralement classées selon leurs densités, leurs tailles ou leurs compositions protéiques 

(Tableau 4).  

 

Lipoprotéines Chylomicrons VLDL  IDL  LDL  HDL  

Densité (g/mL) < 0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,21 

Taille (nm) 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12 

Protéines (%) 2 8 14 22 45 

Lipides (%) 98 92 86 78 55 

Principaux lipides TG TG TG Cholestérol PL 

Principales 
apolipoprotéines 

B-48, C-I, II et 
III, E 

B-100, C-I, II 
et III, E 

B-100, E B-100 
A-I, II et IV, 
C-I et III, E 

Temps de demi-vie 6 minutes 6 heures - 4 jours 6 jours 

Tableau 4 : Caractéristiques physiques et biochimiques des lipoprotéines du plasma 
humain. 
Adapté d’après le « Traité de nutrition artificielle de l’adulte » (Cano et al., 2007). HDL, « High 
Density Lipoproteins; IDL, « Intermediary Density Lipoproteins »; LDL, « Low Density 
Lipoproteins »; PL, phospholipides; TG, triacylglycérols; VLDL, « Very Low Density Lipoproteins ». 
 

 Les lipides, émulsifiés grâce aux sels biliaires, sont hydrolysés dans le duodénum en 

monoglycérides, acides gras, cholestérol et lysophospholipides par les enzymes pancréatiques 

(lipases, phospholipases et cholestérol estérases) pour être absorbés par les entérocytes. Dans 

ces derniers, les lipides sont synthétisés de nouveau par la voie de Kennedy pour les 



BIBLIOGRAPHIE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

72 

phospholipides et par la voie de Clark et Hubscher pour les TG. Les chylomicrons sont 

synthétisés par les entérocytes avec une partie très riche en TG, peu d’EC et une monocouche 

de PL et de cholestérol libre. Enchâssées dans cette monocouche, on trouve les 

apolipoprotéines B-48 et C-III. Ces chylomicrons sont drainés via le système lymphatique 

jusqu’au sang veineux où ils s’enrichissent en apolipoprotéines C-II et E. La lipoprotéine 

lipase (LPL), reconnaissant l’apoC-II, hydrolyse très rapidement leurs TG. Les particules de 

chylomicrons sont alors déstabilisées et libèrent des HDL naissantes composés de PL, de 

cholestérol, d’apoC et d’apoA. Les chylomicrons résiduels, enrichis en apoB-48 et E, se 

reforment autours des molécules d’EC et de TG et sont dégradés par le foie qui les capte grâce 

à des récepteurs reconnaissant l’apoE.  

 La synthèse des VLDL est réalisée de façon continue par le foie. Ce sont des particules 

riches en TG contenant les apoB-100, C-I, C-II, C-III et E. Leur dégradation plasmatique est 

identique à celle des chylomicrons. La diminution du contenu en TG conduit à la libération 

des apoC. Les VLDL résiduelles, appelés « Intermediary density lipoproteins » (IDL), 

peuvent alors suivre deux voies métaboliques. Une grande partie est internalisée puis 

dégradée par les hépatocytes grâce aux récepteurs B/E reconnaissant l’apoE et l’apoB-100. 

Une quantité plus faible est dégradée dans la circulation par la lipase hépatique pour former 

des LDL. Le plasma de personnes normolipidémiques a une concentration  en LDL d’environ 

1 mg protéine/mL. Ces dernières transportent environ 60 % de l’ensemble du cholestérol 

circulant dans le sérum (Myant, 1990). Par la suite, les LDL sont captées par les mêmes 

récepteurs que les IDL au niveau hépatique mais aussi au niveau des cellules périphériques 

(Brown and Goldstein, 1979), où elles délivrent leur cholestérol (Figure 18).         

 Les HDL naissantes ont une structure discoïdale composée d’une couche unique 

repliée sur elle-même de PL, de cholestérol et d’apolipoprotéines. Leur origine est mixte. 

Elles peuvent être soit tissulaires, sécrétées par le foie, et essentiellement composées d’apoE, 

soit plasmatiques, formées lors de la déstabilisation des chylomicrons et des VLDL, et sont 

principalement composées d’apoA-I et C. Les HDL discoïdales s’enrichissent en cholestérol 

provenant des cellules périphériques. Ce dernier est estérifié grâce à la « Lecithin Cholesterol 

Acyl Transferase » (LCAT), le faisant passer de l’enveloppe au cœur des HDL qui deviennent 

ainsi des HDL3. En s’enrichissant en cholestérol, les HDL3 deviennent des HDL2, plus 

grandes et moins denses. Ces dernières sont dégradées par les hépatocytes grâce aux 

récepteurs reconnaissant l’apoA-I. Le cholestérol transporté au foie est éliminé dans la bile.  



BIBLIOGRAPHIE 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

73 

Deux protéines de transfert permettent des échanges entres les différentes 

lipoprotéines. La « Cholesterol Ester Transfer Protein » (CETP), associée aux HDL, catalyse 

le transfert du cholestérol estérifié des HDL2 vers les lipoprotéines riches en apoB100 

(VLDL, IDL et LDL) et celui inverse des TG.  La « Phospholipid Transfer Protein » (PLTP) 

assure le transfert des PL, du cholestérol, de l’α-tocophérol et des lipopolysaccharides entres 

les lipoprotéines.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Métabolisme des lipoprotéines.  
CETP, « Cholesterol Ester Transfer Protein »; HDL, « High Density Lipoproteins; IDL, 
« Intermediary Density Lipoproteins »; LCAT, «Lecithin Cholesterol Acyl-Transferase »   LDL, « Low 
Density Lipoproteins »; LPL, lipoprotéine lipase; VLDL, « Very Low Density Lipoproteins » 
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II. Les LDL : 

 

 II.1. Composition : 

 

Les LDL ont un diamètre  compris entre 19 et 25 nm et leur masse moléculaire varie 

de 1,8 à 2,8 MDa. Leur densité se situe entre 1,019 et 1,063. Leur cœur est composé 

d’environ 1600 molécules d’esters de cholestérol et 170 molécules de triacylglycérols. Il est 

enveloppé dans une monocouche comprenant 700 molécules de phospholipides 

(principalement des phosphatidylcholines et une petite quantité de 

phosphatidyléthanolamines, sphingomyélines et lysophosphatidylcholines) ainsi que 600 

molécules de cholestérol (Figure 19). Les têtes polaires des PL sont localisées à la surface de 

la particule et contribuent à la solubilité des LDL en milieu aqueux (Esterbauer et al., 1992). 

Environ la moitié de leurs acides gras sont polyinsaturés, principalement l’acide linoléique 

(18:2n-6) et en plus petites quantités, les acides arachidonique et docosahexaénoïque 

(Esterbauer et al., 1992) (Tableau 5). Ceux-ci sont protégés contre l’attaque des radicaux 

libres et de l’oxydation par différents antioxydants. On trouve majoritairement l’α-tocophérol 

(6 molécules par LDL) mais aussi, en plus petites quantités, le γ-tocophérol, le β-carotène, 

l’ α-carotène, le lycopène, la cryptoxanthine, la cantaxanthine, la lutéine, la zéaxanthine, le 

phytofluène et l’ubiquinol-10 (Esterbauer et al., 1992). La présence dans les LDL de 

plasmalogènes à PE (1-O-alkényl-2-acyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamines) (Vance, 1990), 

aux propriétés antioxydantes (Zoeller et al., 1988), pourrait également contribuer à leur 

résistance à l’oxydation. Les concentrations en acides gras polyinsaturés et en antioxydants 

sont très variables d’un individu à l’autre (Esterbauer et al., 1992).  
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Figure 19 : Principaux lipides présents dans les LDL. 
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Catégorie Formule Nom commun ou IUPAC 

16 :0 acide palmitique 

18 :0 acide stéarique 

20 :0 acide arachidique 

22 :0 acide béhénique 

Acides Gras Saturés  

(AGS) 

24 :0 acide lignocérique 

16:1n-7 acide 9-cis-hexadecénoïque 

16:1n-9 acide palmitoléique 

18:1n-7 acide 11-cis-octadecénoïque 

18:1n-9 acide oléique 

20:1n-9 acide eicosénoïque 

22:1n-9 acide érucique 

Acides Gras Mono-Insaturés 

 (AGMI) 

24:1n-9 acide nervonique 

18:2n-6 acide linoléique 

18:3n-3 acide α-linolénique 

18:3n-6 acide γ-linolénique 

20:3n-6 acide di-homo-γ-linolénique 

20:4n-6 acide arachidonique 

20:5n-3 acide eicosapentaénoïque 

22:5n-3 acide docosapentaénoïque 

Acides Gras Poly-Insaturés 

 (AGPI) 

22:6n-3 acide docosahexaénoïque 

Tableau 5 : Classification et nomenclature des acides gras des LDL.   
 

 Enchâssée dans la monocouche amphiphile, l’apoB-100 est la principale 

apolipoprotéine des LDL. Elle est synthétisée dans le réticulum endoplasmique rugueux de 

l’hépatocyte puis associée aux lipides endogènes grâce à la « Microsomal Triglyceride 

Transfer Protein » (MTTP) avant d’être excrétée avec les VLDL. Il s’agit d’une protéine non 

échangeable, très peu soluble dans la phase aqueuse, dont un seul exemplaire est présent par 

lipoprotéine. L’apoB-100 compte parmi l’une des protéines monomériques les plus grandes 

avec 4536 acides aminés. Sa glycosylation (mannose, galactose, glucosamine et acide 

sialique) représente entre 8 % et 10 % de sa masse moléculaire d’environ 550 kDa (Esterbauer 

et al., 1992). L’apoB-100 est la seule lipoprotéine des LDL ayant une densité comprise entre 

1,0271 et 1,0393. Cependant, pour des densités inférieures et supérieures, on trouve de l’apoE 
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(ratio apoE/apoB-100 allant de 1:60 à 1:8) et de l’apo[a] (ratio apo[a]/apoB-100 allant de 1:29 

à 1:17), protéine majeure de la lipoprotéine[a]. De l’apoC-III est présente à l’état de traces 

pour des densités supérieures à 1,0358 (Chapman et al., 1988). Une analyse protéomique des 

LDL révèle la présence des apolipoprotéines B100, C-II, C-III (3 isoformes), E (4 isoformes), 

A-I, A-IV, J et M (3 isoformes) ainsi que d’amyloïde sérique A-IV (2 isoformes), de 

calgranuline A et de lysozyme C (Karlsson et al., 2005). Certaines apolipoprotéines 

échangeables sont plus spécifiquement présentes dans les sdLDL comme les apoE, C-I, C-III 

et A-I (Davidsson et al., 2005). 

 Les PAF acétylhydrolases (PLA2 VII et VIII) font partie de la superfamille des PLA2 

(cf. §II.2.c.γ La PLA2 IV A). Elles hydrolysent la liaison ester en sn-2 du PAF, médiateur de 

l’inflammation, afin de l’inactiver (Prescott et al., 2000). Les PAF-AH plasmatiques (PLA2 

VII) circulent pour les 2/3 avec les particules de LDL (une enzyme pour mille particules) et 

pour 1/3 avec une sous-fraction de HDL contenant l’apoE (Stafforini et al., 1987). Elles sont 

principalement secrétées par les macrophages (Elstad et al., 1989). Malgré leurs affinités pour 

les résidus acétyle ou les chaînes courtes, elles perdent cette restriction lorsque l’acide gras 

(AG) estérifié en sn-2 est oxydé. Ainsi, les PAF-AH plasmatiques sont capables d’hydrolyser 

les hydroperoxydes (Kriska et al., 2007) et les F2-isoprostanes (Stafforini et al., 2006) 

estérifiées dans des PL et permettent ainsi la libération de dérivés d’acides gras réactifs dans 

la phase aqueuse, évitant qu’ils ne modifient les LDL et n’influent sur leur fonction et leur 

turnover. La destruction de ces PL oxydés permet d’éviter leur reconnaissance par les 

récepteurs au PAF (Marathe et al., 1999) et par le CD36 (Podrez et al., 2002). 

 

 II.2. Glycation et stress oxydant dans les LDL : 

 

  II.2.a. Glycation : 

 

 L’hyperglycémie conduit à une glycation des lipoprotéines (VLDL et LDL) et en 

particulier de l’apoB100. Le pourcentage d’apoB glyquée est augmenté (8 % vs 4 %) et 

corrélé au pourcentage d’HbA1c chez les diabétiques (Tames et al., 1992). Cependant, la 

glycation des LDL est déjà présente chez des sujets non diabétiques (3,6 %) (Younis et al., 

2009) et des patients hyperlipidémiques non diabétiques  (Akanji et al., 2002).  Les résidus 

lysine de l’apoB100 sont la cible majeure et une glycation de 2 à 5 % diminue le catabolisme 

des LDL de 5 à 25 % (Steinbrecher and Witztum, 1984). Récemment, il a été montré  que, 
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chez des individus non diabétiques, 85 % de l’apoB plasmatique glyquée se trouve dans les 

LDL, 68 % de cette dernière se trouvant dans les sdLDL qui sont plus sensibles à la glycation 

que les LDL moins denses (Younis et al., 2009). Les AGE liés à l’apoB sont augmentés et 

favorisent la susceptibilité des LDL à l’oxydation (Bucala et al., 1993). La partie protéique 

n’est pas la seule à subir la glycation. Ainsi, les PL possédant un groupement amine (dont PE 

et PS) sont également une cible. La glycation et l’oxydation des LDL sont étroitement 

associés (glycoxydation) et probablement des phénomènes concomitants. Même en absence 

d’oxygène ou d’ERO, des RL peuvent être générés par la glycation elle-même à partir du 

glucose et des produits d’Amadori-PE (Oak et al., 2000), favorisant ainsi une oxydation 

avancée (Sobal et al., 2000).  

 

  II.2.b. Stress oxydant : 

 

 L’oxydation des LDL est un processus complexe (cf. Le stress oxydant, §II et §III) 

durant lequel les protéines ainsi que les lipides subissent des modifications oxydatives et 

forment de nombreux produits plus ou moins stables (Figure 20). La décomposition des 

peroxydes lipidiques génère des aldéhydes et des cétones qui se lient de façon covalente aux 

résidus lysine et histidine de l’apoB (Uchida et al., 1994). Les radicaux hydroxyle, 

hydroperoxyle et superoxyde induisent la fragmentation de l’apoB; le radical hydroxyle 

génère aussi des pontages intra- et inter- moléculaires entre apoB (Bedwell et al., 1989; 

Hashimoto et al., 2002).   

 Le processus d’oxydation est interrompu par des antioxydants.  
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Figure 20 : Evénements majeurs ayant lieu durant l’oxydation des LDL. 
D’après Esterbauer (Esterbauer et al., 1992). L., radical d’acide gras; LH, acide gras possédant des 
hydrogènes bisallyliques; LO., radical alkoxyle; LOO., radical peroxyle; LOOH, hydroperoxyde 
d’acide gras; X., radical pouvant soustraire un hydrogène à un LH.  
 

 II.3. Modification des LDL dans le syndrome métabolique et le diabète : 

 

  II.3.a. Syndrome métabolique : 

 

 La résistance à l’insuline a des effets sur la taille des lipoprotéines ainsi que sur la 

concentration des différentes sous-classes des LDL, avec une augmentation des sdLDL 

(Garvey et al., 2003) (Tableau 6). Lorsque la triglycéridémie est supérieure à 2 mM, on 

observe une augmentation des concentrations de sdLDL (de Graaf et al., 1993; Manzato et al., 

1993). Or, ces concentrations des sous-classes de LDL semblent prédictives du risque 

cardiovasculaire (Blake et al., 2002). Le potentiel athérogène des sdLDL semble lié à 

différentes propriétés physicochimiques et métaboliques de ces particules dont une affinité 

diminuée pour leur récepteur (Campos et al., 1996; Galeano et al., 1994), augmentant leur 

temps de résidence plasmatique, et une plus grande susceptibilité à subir des modifications 

oxydatives (de Graaf et al., 1991; Tribble et al., 1992). Le syndrome métabolique est associé 
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à une augmentation des concentrations sériques de LDL oxydées (Holvoet et al., 2004) et 

l’accentue chez les sujets obèses avec syndrome métabolique (Van Guilder et al., 2006).  

 

  II.3.b. Diabète de type-1 et de type-2 : 

 

 Les anomalies lipidiques rencontrées lors du diabète de type-1 semblent liées au 

contrôle glycémique. Cependant, les sdLDL sont augmentées chez les diabétiques de type-1, 

indépendamment du contrôle glycémique (Guy et al., 2009).  

 Le diabète de type-2 est associé à un ensemble d’anormalités des lipides plasmatiques 

et des lipoprotéines incluant notamment une augmentation des concentrations de sdLDL 

(Haffner, 2003) (Tableau 6). Lors du syndrome métabolique et du diabète de type-2, les 

sdLDL sont enrichies en apo-CIII, dont le contenu est corrélé à l’affinité pour le versican, un 

protéoglycane artériel (Davidsson et al., 2005). Les diabétiques de type-2 montrent une plus 

grande susceptibilité à l’oxydation de leur LDL (Rabini et al., 1994), corrélée à leur degré de 

glycosylation (Bowie et al., 1993).  

LDL (nmol/L)  
Insulino-sensibles 

(n = 56) 

Insulino-résistants 

(n = 46) 

Diabétiques de 

type-2 (n = 46) 

Totales 1201,5 ± 367,0 1435,0 ± 399,3* 1593,4 ± 504,4* 

Larges 589,3 ± 324,5 533,6 ± 357,3 385,4 ± 417,8* 

Intermédiaires 237,5 ± 315,6 213,3 ± 270,7 385,2 ± 424,5* 

Petites (sdLDL) 365,6 ± 397,5 668,4 ± 599,1* 805,0 ± 711,7* 

Tableau 6 : Concentrations des sous-classes de LDL chez des patients insulino-sensibles, 
insulino-résistants et diabétiques de type-2 déterminées par résonance magnétique 
nucléaire.  
D’après Garvey (Garvey et al., 2003). Moyenne ± SD, *, P < 0,05 par rapport aux patients  insulino-
sensibles. 
   

 II.4. LDL et plaquettes : 

 

. Une plaquette humaine non stimulée contient environ 1500 sites de liaison aux LDL 

(Koller et al., 1982). Les lipoprotéines influent sur les fonctions plaquettaires (Surya and 

Akkerman, 1993) et les voies de signalisation activées ont été en partie caractérisées. 

L’incubation des plaquettes sanguines avec des LDL induit une hypersensibilité des 

plaquettes à ses agonistes, augmentant leur adhésion, la sécrétion de leurs granules ainsi que  

leur agrégation.  
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  II.4.a. LDL natives et plaquettes : 

 

Les plaquettes contiennent un récepteur aux LDL appelé ApoE-R2’ (Lutters et al., 

2003) différent du récepteur classique des cellules extrahépatiques (Pedreno et al., 1992). La 

reconnaissance se fait à grâce au site-B de l’apoB des LDL (Relou et al., 2002). Il n’est pas 

encore connu si les LDL natives s’y lient simplement et restent à la surface des plaquettes ou 

si elles sont internalisées par endocytose. Les LDL altèrent les fonctions plaquettaires en 

induisant la resynthèse ou le remodelage des PL de la membrane cellulaire par insertion de PL 

circulants dans les LDL, changeant ainsi leur composition membranaire en PL (Engelmann et 

al., 1996). Elles activent ApoE-R2’, déclenchant une cascade de signalisations via au moins 4 

voies (Akkerman, 2008) (Figure 21) : 

 

 Cascade de l’acide arachidonique.  

 

 La p38 MAPK, en amont de la cPLA2, est rapidement activée par phosphorylation. 

Cependant, la production de TxA2 est lente et insuffisante pour déclencher l’agrégation et la 

sécrétion indépendamment d’autres facteurs activateurs. Par contre, elle est suffisamment 

forte pour augmenter les réponses des plaquettes aux agonistes (ADP, collagène, thrombine) 

(Korporaal et al., 2004).  

 

 PECAM-1.  

 

 Les LDL activent la protéine de 130 kDa PECAM-1 (=CD31) (10000 

copies/plaquette). Il s’agit d’un récepteur régulant négativement la signalisation. Son 

activation inhibe la voie p38 MAPK en recrutant la phosphatase PP2A déphosphorylant soit 

directement la p38 MAPK soit une kinase en amont, la MKK3  (Relou et al., 2003).  

 

 FAK.  

 

 Une troisième voie est l’activation de la kinase d’adhésion focale (FAK, « Focal 

Adhesion Kinase ») (Hackeng et al., 1999). Il s’agit d’une tyrosine kinase ne possédant pas de 

récepteurs et servant de protéine d’ancrage pour le « Growth factor receptor-bound protein-
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2 » (Grb2) (protéine adaptatrice) et une sous-unité de la PI-3 kinase dans différentes voies de 

signalisation (Hanks and Polte, 1997; Hitchcock et al., 2008).  

 

 Rab1b.  

 

 Une quatrième voie de signalisation conduit à l’activation de la petite GTPase Rap1b 

(Hackeng et al., 2000) dont un des rôles est d’activer GPIIb/IIIa (Stork and Dillon, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Différentes voies d’activation des  plaquettes par les LDL natives. 
Adapté d’après Akkerman (Akkerman, 2008). ADP, adénosine diphosphate; cPLA2, phospholipase A2 
cytosolique; FAK, « focal adhesion kinase »; LDL, « low density lipoproteins »; p38 MAPK, «  p38 
mitogen-activated protein kinase »; PECAM-1, «Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 »; 
PP2A, phosphatase PP2A;  TxA2 , thromboxane A2.    
 

 L’activation plaquettaire via la p38 MAPK prend fin après 10 minutes avec 

l’activation de PECAM-1. Ainsi, l’état de quiescence des plaquettes circulantes est maintenu 

par un équilibre entre la voie d’activation (p38 MAPK) et celle  d’inhibition (PECAM-1). 
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II.4.b. LDL oxydées et plaquettes : 

 

 Les LDL oxydées ne sont pas seulement présentes dans l’intima de la paroi artérielle 

mais peuvent aussi se retrouver dans la circulation sanguine comme le montre la présence 

dans le plasma d’anticorps dirigés contre des épitopes spécifiques des LDL oxydées (Bellomo 

et al., 1995). Les plaquettes peuvent donc être en contact avec ces LDL oxydées qui induisent 

un changement rapide de forme et l’agrégation des plaquettes (Maschberger et al., 2000). 

Différents récepteurs peuvent intervenir dans la reconnaissance des LDL oxydées (Figure 

22).   

 

 CD36 et SR-A.  

 

 Le récepteur CD36 (ou GPIV) (12000/plaquette) est une glycoprotéine 

transmembranaire de 88 kDa exprimée dans de nombreux types cellulaires dont les 

macrophages, les plaquettes  et les cellules endothéliales (Asch et al., 1987; Febbraio et al., 

2001). De la famille des récepteurs éboueurs B (SR-B, « scavenger receptor type B »), il joue 

un rôle important dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques tels que le 

métabolisme lipidique (transport d’AG), les réponses immunitaires innées, l’angiogenèse, 

l’athérogenèse, le diabète (Febbraio et al., 2001) et l’activation plaquettaire (Aiken et al., 

1990). Le récepteur SR-A, exprimé dans les plaquettes, les monocytes et les macrophages, est 

un trimère de 77 kDa liant les LDL oxydées et acétylées (Suzuki et al., 1997). Le CD36 

plaquettaire est associé à des tyrosine kinases de la famille Scr (Huang et al., 1991). Il 

reconnaît de nombreux ligands dont la thrombospondine-1 (Asch et al., 1992), le collagène 

(Tandon et al., 1989), les acides gras à longue chaîne, les diacylglycérides microbiens et les 

LDL oxydées (Febbraio et al., 2001; Hoebe et al., 2005; Silverstein and Febbraio, 2000; Volf 

et al., 1999). Dans les macrophages, les LDL glyquées sont également reconnues par CD36 et 

SR-A (Brown et al., 2007). L’activation combinée de CD36 et SR-A conduit à l’activation de 

la p38 MAPK plaquettaire par les LDL oxydées (Korporaal et al., 2007). Les ligands de 

CD36 transportés par les LDL oxydées ne sont pas totalement caractérisés mais sont d’origine 

lipidique. En effet, des LDL oxydées délipidées ne sont pas reconnues par CD36 alors que des 

liposomes de phospholipides anioniques se lient au CD36 (Nicholson et al., 1995; Rigotti et 

al., 1995; Ryeom et al., 1996). Il a été montré récemment que des glycérophosphocholines 

oxydées (Podrez et al., 2002) se lient au CD36 et induisent l’activation plaquettaire 
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(activation de l’intégrine αIIbβ3 et augmentation de l’expression de la P-sélectine en surface) 

(Podrez et al., 2007). Des études récentes montrent que l’hyperlipidémie in vivo et les LDL 

oxydées in vitro activent JNK2 via MKK4 dans les plaquettes murines en se liant au CD36 

(Chen et al., 2008).  

 

 LOX-1.  

 

 LOX-1 (« lectin-like oxidized LDL receptor-1 ») est un récepteur de la famille SR-E 

d’environ 50 kDa, exprimé dans les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules 

musculaires lisses et les plaquettes (Chen et al., 2001; Sawamura et al., 1997). LOX-1 

contribue à l’activation des GPIIb/IIIa et GPIa/IIa (intégrines αIIbβ3 et αIIβ1), dans des 

plaquettes stimulées par l’ADP (Marwali et al., 2007). LOX-1 est exprimé à la surface des 

plaquettes activées suite à sa translocation à la membrane lors de la fusion des membranes des 

granules α avec la membrane plasmique (Chen et al., 2001). Il joue un rôle dans les plaquettes 

activées mais pas dans les plaquettes quiescentes et lie entre autres les LDL oxydées (Chen et 

al., 2001).  

 

 LPA-R.   

 

 LPA-R est un récepteur couplé à une protéine G, spécifique de l’acide 

lysophosphatidique (LPA) (Lin et al., 2010). Des LDL modérément oxydées contiennent du 

LPA et induisent, via ce récepteur, le changement de forme des plaquettes, la phosphorylation 

de Syk, la translocation de Scr, Fyn et Syk au cytosquelette et l’augmentation du Ca2+ 

intracellulaire (Maschberger et al., 2000). 

 

 SR-BI.  

 

 Le récepteur éboueur SR-BI (CLA-I) fait partie de la classe B de la grande famille des  

CD36. Ce récepteur lie les HDL et est impliqué dans la captation sélective des EC par les 

hépatocytes. Il stimule aussi le flux de cholestérol libre entre les cellules et les lipoprotéines 

(Ma et al., 2010). Il lie aussi les VLDL, les LDL (natives, acétylées ou oxydées) et les HDL 

(natives et oxydées) (Calvo et al., 1997; Valiyaveettil et al., 2008). Des études récentes ont 

montré que SR-BI, exprimé dans les plaquettes (Imachi et al., 2003), joue un rôle important 
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dans la thrombose dans des conditions hyperlipidémiques (Ma et al., 2010). Il est également 

impliqué dans l’activité anti-thrombotique des HDL oxydées (Valiyaveettil et al., 2008).  

 

 CD68.  

 

 Marqueur lysosomial, le récepteur éboueur de classe D (CD68) est exprimé à la 

surface des plaquettes activées (Nofer et al., 2004). Dans les macrophages, CD68 lie les LDL 

oxydées (Lougheed et al., 1997) mais il n’est pas connu si cette liaison joue un rôle dans 

l’activation des plaquettes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 22 : Activation plaquettaire par les LDL oxydées.  
ADP, adénosine diphosphate; CD, « Cluster of Differenciation »; cPLA2, phospholipase A2 
cytosolique; LDL, « Low density Lipoproteins »; LPA-R, récepteur au lysophosphatidate; SR, 
récepteur éboueur; LOX-1, « lectin-like oxidized LDL receptor-1 »; p38 MAPK, «  p38 mitogen 
activated protein kinase » ; TxA2 , thromboxane A2. 
 

II.4.c. Oxydation des LDL par les plaquettes activées : 

 

 Il a été montré que les plaquettes activées par de fortes doses de thrombine modifient 

oxydativement les LDL. Ces LDL oxydées induisent alors l’accumulation d’EC dans les 
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monocytes/macrophages (Fogelman et al., 1980). Une étude récente confirme que les 

plaquettes stimulées par le collagène modifient oxydativement les LDL via la production 

d’anion superoxyde par la NADPH oxydase. Il en résulte une augmentation de leur capture 

par les monocytes (Carnevale et al., 2007). Ces résultats in vitro sont confirmés par des 

expériences ex vivo montrant que des plaquettes de patients hypercholestérolémiques oxydent 

davantage les LDL que celles de volontaires sains et augmentent le contenu en EC des 

monocytes.  
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OJECTIFS DE LA THESE 

 

 

 Les LDL constituent une population hétérogène de particules dont les AGPI, 

représentant la moitié de la totalité des AG, sont les cibles initiales de la peroxydation 

lipidique non enzymatique. L’isolement des LDL du plasma est donc une étape cruciale dans 

les études portant sur leurs modifications oxydatives. Il a été rapporté que 

l’ultracentrifugation séquentielle, méthode d’isolement la plus largement utilisée, pouvait 

causer la perte de certaines apolipoprotéines et de lysophospholipides, alors que la FPLC ne 

modifiait pas la structure des lipoprotéines. La première partie de mon travail de doctorat a eu 

pour objectif de comparer ces deux méthodes d’isolement afin d’utiliser par la suite la 

méthode la moins dommageable pour les LDL. Nous avons d’une part analysé et quantifié les 

classes lipidiques des LDL et leur composition en AG et d’autre part déterminé différents 

marqueurs complémentaires de la peroxydation lipidique. 

 

 L’athérothrombose est à l’origine de la plupart des accidents cardiovasculaires. Or, les 

risques d’athérothrombose sont particulièrement accrus chez les diabétiques ainsi que chez les 

sujets ayant un syndrome métabolique. Bien que l’athérothrombose résulte de nombreux 

facteurs, deux d’entre eux sont primordiaux: les dyslipoprotéinémies et l’activation 

plaquettaire, tous deux interagissant dans un contexte de stress oxydant augmenté. Les LDL 

oxydées sont notamment impliquées dans le développement de l’athérosclérose et présentes 

dans la circulation sanguine. Nous avons montré que des LDL de diabétiques de type-2 

activent les plaquettes alors que des LDL de volontaires sont sans effet. La caractérisation 

sommaire des LDL n’avait pas permis d’identifier les facteurs activateurs des LDL. De plus, à 

notre connaissance, il n’existe aucune donnée sur l’effet de LDL issues de sujets présentant 

un syndrome métabolique sur les plaquettes. La seconde partie de mon travail est une étude 

clinique baptisée ECLIPSE dont l’objectif a été d’une part de caractériser le contenu en 

lipides et peroxydes lipidiques de LDL isolées du plasma de volontaires sains ou ayant un 

syndrome métabolique ou de patients diabétiques de type-1 ou 2 et d’autre part de déterminer 

le potentiel activateur de ces LDL sur des plaquettes de volontaires sains. 
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MATERIELS 

 

 

I. Réactifs : 

 

 Tous les réactifs utilisés proviennent de Sigma-Aldrich à l’exception de ceux 

spécifiés ci-dessous :  

 

 - Anticorps p38 MAPK, phospho-p38 MAPK et phospho-cPLA2, Cell Signaling 

Technology.  

 - Cholestérol RTU et TG PAP 150, Biomérieux. 

 - Colonne Nucleosil C18 (5 µm, 4,6 x 250 mm), colonne Nucleosil C18 (5 µm, 4 x 150 

mm), Macherey-Nagel.  

 - Colonne Oasis, colonne silice, colonne X Bridge C18 (3,5 µm, 4,6 x 150 mm),  

Waters.  

 - Gels d’électrophorèse Critérion XT MOPS 12% Bis-Tris, tampon migration, 

BioRad.  

 - 8-isoPGF2α, 8-isoPGF2α-d4, ester méthylique de PGF2α, 15-HEDE, mélanges 

d’HETEs et  d’HODEs, Cayman.  

 - Kit ELISA d’insuline, Dako.  

 - Kit ELISA thromboxane B2 Biotrak, kit de détection « ECL Advance », colonne 

Superose 6 HR 10/30, GE Healthcare. 

 - Membrane de nitrocellulose, Schleicher & Schuell.  

 - Tampon de décrochage « stripping buffer », Gene Bio-Application Ltd. 

 - Tubes « Ethylenediamine tetraacetic acid » (EDTA) 10 mL, BD Vacutainer. 

 

II. Appareils : 

 

 - Agrégomètre Dual Aggro-meter Chrono-log 

 - Balances Mettler 

 - Centrifugeuse GR4,11 Jouan 

 - Centrifugeuse 4K15 Sigma  

 - Chromatographie en phase gazeuse série HP6890 modèle G1530 Hewlett Packard 
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 - Détecteur fluorimétrique SFM Kontron  

 - FPLC HR workstation Biorad 

 - HPLC 320 system Kontron  

 - HPLC 1100 Series Agilent 

 - HPLC 1100 Series Hewlett Packard 

 - Model 2110 collecteur de fraction Biorad 

 - Spectrophotomètre Kontron Instruments  

 - Système chromatographique FPLC Biorad  

 - Ultracentrifugeuse optima, rotor 100.3 Beckman Coulter  

 -  pH-mètre Radiometer Copenhagen/Tacussel  

 - Système d’électrophorèse Mini-Protean II et d’électrotransfert Mini-Trans Blot 

Biorad 

 - Système d’imagerie ImageMaster VDS-CL (logiciel ImageQuant) Amersham 

Pharmacia  
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METHODES 

 

 

METHODES RELATIVES AUX LDL ET PLASMA 

 

 

 En introduction à cette partie, je tiens à préciser que le plus grand soin a été apporté à 

la préparation des échantillons, de façon à éviter l’auto-oxydation du plasma, des LDL et de 

leurs différents extraits. Lors de chaque étape requérant des temps d’attente, les échantillons 

ont été mis à l’abri du dioxygène de l’air en remplaçant ce dernier par de l’azote. De l’EDTA, 

un chélateur d’ions divalent, a systématiquement été rajouté aux LDL afin d’éviter leur 

oxydation par des ions divalents métalliques comme le Cu2+ ou le Fe2+. Enfin, du « Butyl-

Hydroxy-Toluène (BHT), antioxydant synthétique, a été ajouté afin de prévenir l’auto-

oxydation des échantillons.   

 

I. Isolement des LDL : 

 

Concernant l’étude comparative des deux méthodes d’isolement des LDL, le sang de 

donneurs de l’EFS est recueilli par ponction veineuse sur anticoagulant CPD (acide citrique 

15,6 mM, citrate de sodium 89,4 mM, phosphate monosodique 16,1 mM, dextrose 128,7 mM, 

pH 5,6) à raison d’1 volume de CPD pour 7 volumes de sang. Le sang est immédiatement 

centrifugé à 1800 g durant 10 minutes à 20°C afin d’obtenir du plasma auquel 1mM d’EDTA 

et 10 µM de BHT sont ajoutés. Le plasma est utilisé immédiatement. 

Concernant le protocole clinique ECLIPSE (cf. Protocole clinique ECLIPSE, p.116), 

après avoir consulté un médecin et signé le formulaire de consentement, le volontaire à jeun est 

pris en charge par une infirmière de l’unité 11 (Fédération d'Endocrinologie Maladies 

métaboliques Diabète Nutrition) des Hospices Civils de Lyon qui recueille le sang par ponction 

veineuse sur tube sec avec EDTA. Le sang est immédiatement centrifugé à 1800 g durant 10 

minutes à 20°C afin d’obtenir du plasma auquel 10 µM de BHT sont ajoutés. Le plasma est 

aliquoté et conservé à -80°C jusqu’à utilisation. 
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 I.1. Ultracentrifugation séquentielle à temps courts : 

 

 La séparation des lipoprotéines par ultracentrifugation à temps courts (Tong et al., 

1998) est basée sur leurs différences de densité. Leurs propriétés de flottaison sont différentes 

en fonction de la densité du milieu.  

Le plasma est ultracentrifugé à 100000 g durant 3h30 à 15°C pour faire flotter un 

anneau, contenant les VLDL (0,95<d<1,006), qui est retiré. La densité du plasma est alors 

ajustée de 1,006 à 1,063 g/mL à l’aide de KBr. Nous réalisons une deuxième 

ultracentrifugation à 100000 g pendant 5h à 4°C afin de prélever l’anneau contenant les LDL 

(d<1,063). Ces dernières sont mises à dialyser dans 2 L de PBS 1X (NaCl 136,8 mM, KCl 2,6 

mM, KH2PO4 1,71 mM, Na2HPO4 8 mM, pH 7,2), EDTA 1 mM, deux fois pendant 3h à 

température ambiante et une nuit à 4°C. Elles sont ensuite conservées à -80°C jusqu’à 

utilisation, à l’exception du volume nécessaire à l’interaction avec les plaquettes sanguines qui 

est conservé à 4°C durant quelques jours (7 jours au maximum).  

   

 I.2. FPLC :  

 

 La séparation des lipoprotéines par FPLC (Figure 23) (Zambon et al., 1996) est basée 

sur leur différence de taille. Il s’agit d’une chromatographie gel exclusion qui permet leur 

séparation par ordre de taille décroissante.  

 Le plasma est filtré (0,22µm) pour éliminer les débris cellulaires et les chylomicrons 

puis injecté sur une colonne Superose 6HR. Un tampon Tris pH 7,4 (Tris-HCl 10 mM, NaCl 

150 mM, EDTA 2mM, 0,02% d’azide de sodium) circulant à un débit de 0,3 mL/min pour une 

pression de 150 psi permet l’élution des lipoprotéines. L’élution des échantillons est suivie par 

détection de la DO à 280 nm. Des fractions de 0,3 mL sont alors collectées. Leurs contenus en 

TG et cholestérol sont dosés (cf. §III et §IV, p.94) afin de différencier les différentes classes de 

lipoprotéines (Figure 24). Une fois les différentes fractions contenant les LDL identifiées (19-

33), elles sont concentrées sur un filtre Amicon (cut-off 30000 kDa) lors d’une centrifugation à 

4000 g de 10 minutes. Les LDL sont conservées à -80°C jusqu’à utilisation.  
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Figure 23 : Schéma récapitulatif du système FPLC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Profil des fractions de lipoprotéines séparées par FPLC en fonction de leur 
contenu en triacylglycérols et en cholestérol.   
Après avoir effectué un dosage enzymatique, la densité optique à une longueur d’onde de 500 nm a été 
mesurée.  D.O., densité optique; VLDL, « Very Low Density Lipoproteins »; LDL, « Low Density 
Lipoproteins ; HDL, « High  Density Lipoproteins ». 
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II. Dosage des protéines : 

 

Le contenu protéique des LDL est déterminé par une réaction colorimétrique selon la 

méthode de Lowry (Lowry et al., 1951). Celle-ci combine une réaction du biuret et une du 

réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, à base de phosphomolybdate et de phosphotungstate, 

réagit avec les tyrosines et les tryptophanes pour donner une coloration bleue qui s’ajoute à 

celle du biuret (NH2-CO-NH-CO-NH2), formant un complexe entre deux liens peptidiques 

consécutifs en présence de cuivre en milieu alcalin. Le complexe résultant absorbe fortement 

dans le bleu. La lecture du dosage s’effectue par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 

750 nm. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes 

d’albumine bovine sérique (BSA).  

 

III. Dosage du cholestérol total : 

 

Le contenu en cholestérol des LDL est déterminé par une réaction enzymatique selon la 

méthode d’Allain (Allain et al., 1974). Celle-ci consiste à hydrolyser les esters de cholestérol à 

l’aide de cholestérol estérase pour former du cholestérol et des acides gras non estérifiés.  

 

 

 

Le cholestérol, en présence de dioxygène, est oxydé par la cholestérol oxydase en 

cholestène-4,one-3 et peroxyde d’hydrogène. 

  

 

 

 

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogène se combine au phénol et à 

l’amino-4 antipyrine pour former de la quinonéimine, absorbant de  492 à 550 nm.   

 

 

 

 

 

Ester de cholestérol
Acide gras

+
Cholestérol

Cholestérol estérase

2 H2O2
+ 

Phénol
+

Amino-4 antipyrine

4 H2O
+

Quinonéimine

Peroxydase

Cholestérol
+

O2

Cholestène-4,one-3
+

H2O2

Cholestérol oxydase



MATERIELS ET METHODES 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

95 

10µL d’échantillon sont incubés avec 1 mL de réactif pendant 10 minutes à température 

ambiante. La lecture du dosage s’effectue par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 

500 nm. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes de 

cholestérol.   

 

IV. Dosage des triacylglycérols :  

  

Le contenu en TG des LDL est déterminé par une réaction enzymatique selon la 

méthode de Fossati (Fossati and Prencipe, 1982). Celle-ci consiste à hydrolyser les 

triglycérides en glycérol et acides gras non estérifiés à l’aide d’une lipase.  

 

 

 

Le glycérol, en présence d’ATP, est phosphorylé par une glycérokinase pour donner du 

glycérol-3-phosphate.  

 

 

 

 

Ce dernier est oxydé en dihydroxyacétone et en peroxyde d’hydrogène par la glycérol-

3-phosphate oxydase.  

 

 

 

 

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogène se combine au 4-aminoantipyrine 

et au 3,5 dichloro-2-hydroxybenzène sulfonate pour former de la quinonéimine, absorbant de  

492 à 550 nm.  
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10µL d’échantillon sont incubés avec 1 mL de réactif pendant 10 minutes à température 

ambiante. La lecture du dosage s’effectue par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 

500 nm. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes de TG.  

 

V. Composition en acides gras des classes lipidiques : 

 

 La composition en acides gras des principales classes lipidiques des LDL (PC, PE, SM, 

TG et EC) est déterminée suite à l’analyse par chromatographie gazeuse (GC) des acides gras 

méthylés de chacune de ces classes. Une première étape d’extraction des lipides est nécessaire 

avant de séparer les classes lipidiques par différentes chromatographies sur couche mince 

(CCM). Une fois celles-ci séparées, une étape de transméthylation des acides gras est réalisée 

permettant de les rendre volatiles avant leur injection en GC. 

 

 V.1. Extraction lipidique : 

 

 400 µL d’eau sont ajoutés à 100 µL de LDL (~3 mg/mL) ainsi que différents standards 

internes: 30 µg de diheptadécanoyl-glycérophosphocholine, 20 µg de cholestéryl-

heptadécanoate, 10 µg de triheptadécanoyl-glycérol et 3 µg de diheptadécanoyl-

glycérophosphoéthanolamine. On extrait les lipides par  1,5 mL d’éthanol et 3 mL de 

chloroforme en présence de 50 µM de BHT. L’échantillon est centrifugé à 600 g durant 10 

minutes. On récupère la phase organique inférieure qui est évaporée sous azote et conservée à -

20°C. Une seconde extraction est effectuée sur la phase aqueuse (éthanol/chloroforme, 1:2, v/v, 

BHT 50 µM) et laissée à décanter une nuit. La seconde phase organique est poolée à la 

première, évaporée sous azote puis conservée à -20°C. 

 

 V.2. Séparation des classes lipidiques par chromatographie sur couche mince : 

 

 Trois migrations sont réalisées de manière à séparer les principales classes de PL ainsi 

que les EC et les TG. 

 Les échantillons secs sont repris avec de l’éther diéthylique/méthanol (9:1, v/v) puis  

déposés sur une plaque de silice (gel 60, 20x20 cm) préalablement éluée par du méthanol. La 

phase mobile très apolaire, composée de chloroforme/méthanol (80:8, v/v) permet de séparer 

les  lipides chargés (Rf = 0) des lipides neutres (Rf  TG+EC = 0,9). Les lipides sont révélés en 
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lumière UV après vaporisation de dichlorofluorescéine (0,02%, éthanol/eau, 95:5, v/v). La 

silice contenant les EC/TG est grattée puis les lipides sont extraits 3 fois par de 2 mL d’éther 

diéthylique/méthanol (9:1, v/v). Une centrifugation à 600 g de 10 minutes est réalisée, la phase 

liquide est prélevée et évaporée sous azote. Les échantillons secs sont repris avec de l’éther 

diéthylique/méthanol (9:1, v/v) puis  déposés comme précédemment sur une autre plaque de 

silice afin de séparer les TG des EC. Le solvant de migration utilisé est un mélange 

d’hexane/éther/acide acétique (80:20:1, v/v) (Rf  TG = 0,56 et Rf  EC = 0,92). Pour séparer les 

classes de PL (SM, PC et PE) n’ayant pas migré (Rf = 0) sur la première plaque, on utilise un 

solvant de migration plus polaire : chloroforme/méthanol/eau (63:27:4, v/v) (Rf  SM = 0,16; Rf  

PC = 0,26; Rf  PE = 0,56). Les zones de silice contenant les différentes classes lipidiques, 

révélées par la vaporisation de dichlorofluorescéine et l’observation en lumière UV, sont 

grattées.  

 

 V.3. Transméthylation des acides gras des classes lipidiques : 

 

 Cette étape permet de séparer les acides gras du squelette où ils sont estérifiés, tout en 

les rendant volatils afin de permettre leur analyse en GC. La réaction chimique de 

transméthylation, en présence d’un catalyseur (le trifluorure de bore), permet de rompre la 

liaison ester pour en former une autre avec un groupement méthyle.  

On ajoute à la silice 250 µL de toluène/méthanol (40:60, v/v) et 250 µL de 

BF3/méthanol (1,3 M, 10% dans le méthanol). Les échantillons sont placés dans un bain sec à 

100°C pendant 1h30 (Morrison and Smith, 1964). La réaction est arrêtée dans la glace 5 

minutes puis 1,5 mL de carbonate dipotassique 5% (K2CO3) est ajouté pour neutraliser l’acidité 

du milieu. L’extraction des acides gras méthylés est réalisée deux fois par 2mL d’isooctane. 

Une centrifugation à 600 g de 10 minutes permet de séparer la phase aqueuse de la phase 

organique. Cette dernière est récupérée et évaporée sous azote. Les échantillons sont repris 

dans un volume défini d’isooctane pestipur de manière à être suffisamment dilués pour leur 

analyse. 

 

 V.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse : 

 

 Les AG, dérivés sous forme d’esters méthyliques, sont analysés dans un 

chromatographe en phase gazeuse (HP6890 G1530) (Figure 25). 1 µL est injecté via un 
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injecteur split/splitless (T = 230°C) dans une colonne capillaire SGE (60m x 0,25 mm). La 

température du four augmente régulièrement de 50°C à 140°C à raison de 20°C/minute puis de 

140°C à 250°C à raison de 2°C/minute. Les acides gras sont portés à ébullition et entraînés 

dans la colonne BPX 70 recouverte intérieurement d’un film de phase stationnaire (25µm) par 

de l’hydrogène et interagissent avec la phase stationnaire selon leur polarité. Ils sont séparés en 

fonction de leur point d’ébullition et de leur affinité avec la phase stationnaire. La détection est 

réalisée par un détecteur à ionisation de flamme (T = 250°C). Le flux de la colonne arrive dans 

un brûleur alimenté en air et hydrogène. La combustion produit des ions responsables du 

courant ionique qui est transformé en tension avec un électromètre pour donner un signal. La 

réponse est proportionnelle au nombre de carbones présents dans les molécules détectées. Les 

différents acides gras sont identifiés selon leur temps de rétention comparativement à des 

standards injectés seuls (Figure 26). Le standard interne nous permet de quantifier chaque 

acide gras ainsi que la classe dont il est issu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Schéma récapitulatif d’un appareil de chromatographie en phase gazeuse. 
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Figure 26 : Profil chromatographique après séparation par chromatographie gazeuse des 
esters méthyliques d’acides gras des phosphatidylcholines des LDL. 
 

VI. Quantification des lysophosphatidylcholines, des sphingomyélines et du 

cholestérol non estérifié par HPLC couplée à un DDL : 

 

 La quantification des LPC, SM et du cholestérol non estérifié est réalisée grâce à une 

HPLC couplée à un détecteur à diffusion de lumière (DDL). Après une séparation des 

molécules d’intérêt sur HPLC, celles-ci sont nébulisées en petites gouttelettes et transportées 

devant un faisceau de lumière. Les variations de l’intensité lumineuse permettent de quantifier 

les molécules ayant interrompu le faisceau.  

  

 Suite à l’extraction lipidique des LDL (20 µL, ~3 mg/mL), les extraits lipidiques sont 

repris dans du chloroforme/méthanol (2:1, v/v) et injectés dans une HPLC (Figure 27) équipée 

d’une colonne S3W Spherisorb 3 µm (4,6 x 100 mm) (Seppanen-Laakso et al., 2001). La 

méthode a été optimisée pour séparer et quantifier le cholestérol non estérifié, les SM et les 

LPC. Un gradient composé de trois mélanges différents de solvants permet la séparation de ces 

classes d’intérêt. Le premier mélange est de l’hexane/tétrahydrofurane (99:1, v/v), le second, 
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du 2-propanol/chloroforme (4:1, v/v) et le troisième du 2-propanol/eau (1:1, v/v). Le débit de 

solvant est fixé à 1,5 mL/min. En sortie de colonne, les composés entrent dans le DDL (Sedex 

55) dont la température est fixée à 45°C. Ils sont nébulisés en fines gouttelettes, éluées par le 

gaz vecteur (air) à une pression de 2,5 bars et passent devant un faisceau lumineux. Les 

variations de son intensité induites par le passage des composés sont traduites en un signal. 

Une gamme étalon de chaque lipide est alors utilisée pour les quantifier.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Schéma récapitulatif d’un appareil de chromatographie en phase liquide. 
 

VII. Quantification des acides gras monohydroxylés totaux : 

 

 Les acides gras monohydroxylés sont soit estérifiés à certaines classes lipidiques 

composant les LDL soit non estérifiés. Afin de quantifier l’intégralité des acides gras 

monohydroxylés (AGOH) contenus dans les particules de LDL, nous effectuons une hydrolyse 

des liaisons esters des PL, EC et TG en condition basique. Une double purification, sur colonne 

« Oasis » et par CCM, est alors nécessaire avant de séparer et quantifier les différents AGOH 

par HPLC couplée à un détecteur UV.  

 

 VII.1. Extraction lipidique : 

 

250 µL d’eau sont ajoutés à 250 µL de LDL (3 mg/mL) ainsi que 924 pmoles d’acide 

15-hydroxy-eicosadiénoïque comme standard interne. La phase aqueuse est acidifiée à pH 3 à 

l’aide d’acide acétique. On extrait les lipides par  1,5 mL d’éthanol et 3 mL de chloroforme en 
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présence de 50 µM de BHT. L’échantillon est centrifugé à 600 g durant 10 minutes. On 

récupère la phase organique inférieure qui est évaporée sous azote et conservée à -20°C. Une 

seconde extraction est effectuée sur la partie restante (éthanol/chloroforme, 1:2, v/v, BHT 50 

µM) et laissée à décanter une nuit. La seconde phase organique est poolée à la première, 

évaporée sous azote puis conservée à -20°C. 

 

 VII.2. Extraction des acides gras monohydroxylés totaux : 

 

Les AGOH estérifiés sont hydrolysés. Pour cela, l’extrait sec est repris dans 950 µL 

d’éthanol. Il subit une hydrolyse basique en présence de 50 µL de KOH 10 M et 50 µM de 

BHT pendant 20 minutes à 60°C. 10 mL de tampon Borax Phosphate pH 8,2 (Borax 27,5 mM, 

KH2PO4 45 mM) sont ajoutés avant le dépôt sur une colonne « Oasis » préalablement lavée par 

6 mL de méthanol et équilibrée par 6 mL d’eau. Il s’agit d’une colonne mixte C18 et 

échangeuse d’anions permettant de retenir les espèces anioniques hydrophobes (les AGL et les 

AGOH) et d’éliminer la majorité du cholestérol issu de l’hydrolyse des esters de cholestérol 

présents dans les LDL. La colonne est lavée par 8 mL de NH4OH 2% puis 8 mL de méthanol. 

Les molécules d’intérêt sont éluées par 8 mL d’acétonitrile/2-propanol (60:40, v/v) acidifié par 

5% d’acide formique. Le solvant est évaporé sous azote. L’échantillon est repris avec de l’éther 

diéthylique/méthanol (9:1, v/v) et déposé sur une plaque de silice préalablement éluée par du 

méthanol. Le solvant de migration hexane/éther diéthylique/acide acétique (60:40:1, v/v) 

permet de séparer les AGOH (Rf = 0,3) des acides gras non estérifiés (Rf = 0,6). Les AGOH 

sont extraits trois fois par 2mL de méthanol. Une centrifugation à 600 g de 10 minutes permet 

d’éliminer la silice. Le solvant est récupéré et évaporé sous azote.  

 

 VII.3. Analyse par HPLC couplée à un détecteur UV : 

 

 Les AGOH sont repris avec de l’acétonitrile/eau pH 3 (3:7, v/v) et analysés par HPLC 

sur une colonne C18 XBridge (3,5 µm, 4,6 x 150 mm). Un gradient de solvant composé 

d’acétonitrile/eau pH 3 (1:9, v/v) (A) et d’acétonitrile (B) permet l’élution des composés 

injectés (t = 5 min, 0% B; t = 10 min, 30% B; t = 30 min, 40% B; t = 50 min, 60% B; t = 65 

min, 100% B). Le débit du solvant est fixé à 1 mL/min. En sortie de colonne, les composés 

passent dans un détecteur UV. Les AGOH, possédant une double liaison conjuguée, absorbent 

à 235 nm.  
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VIII. Quantification de la 8- iso-prostaglandine F2α totale : 

 

La 8-isoPGF2α est présente sous forme non estérifiée et estérifiée dans les LDL. Une 

hydrolyse des liaisons esters en condition basique est nécessaire afin de la quantifier dans son 

intégralité. Une triple purification, sur colonne « Oasis » puis sur colonne de silice et enfin par 

CCM, est nécessaire. La molécule est également dérivée afin de la rendre volatile pour la 

quantifier par GC/MS. 

 

 VIII.1. Extraction lipidique : 

 

 L’extraction lipidique se déroule de la même manière que celle décrite au paragraphe 

VII.1. 16 ng de 8-isoPGF2α-d4 sont ajoutés comme standard interne. 

 

 VIII.2. Purification et dérivation de la 8- iso-prostaglandine F2α : 

 

 Les isoprostanes estérifiées sont hydrolysées puis purifiées sur colonne « Oasis » de 

manière identique au paragraphe VII.2. Le solvant d’élution de la colonne « Oasis » est 

évaporé. Le résidu lipidique obtenu est repris par 8 mL d’acétate d’éthyle/hexane (1:1, v/v) 

puis passé sur une colonne de silice préalablement équilibrée par 5 mL d’acétate d’éthyle. La 

colonne est lavée par 5 mL d’acétate d’éthyle pour éliminer les acides gras non estérifiés. Les 

isoprostanes sont éluées par 5 mL d’acétate d’éthyle/méthanol (1:1, v/v). Le solvant est 

évaporé. Le groupement carboxyle est dérivé par 100 µL d’un mélange d’acétonitrile contenant 

7% de α-bromo-2,3,4,5,6-pentafluorotoluène et 20% de N,N-diisopropyléthylamine durant 20 

minutes à 37°C. Après évaporation, l’échantillon est repris par de l’acétate d’éthyle et déposé 

sur une plaque de silice précédemment éluée par du méthanol. Le solvant de migration 

chloroforme/éthanol (93:7, v/v) permet de séparer les isoprostanes dérivées (Rf = 0,22). Ces 

dernières sont extraites deux fois par 2mL d’acétate d’éthyle /méthanol (4:1, v/v). Une 

centrifugation à 600 g de 10 minutes permet d’éliminer la silice. Le solvant est récupéré et 

évaporé sous azote. Les groupements hydroxyle de la molécule sont dérivés par 100 µL de 

N,O-bis-(triméthylsilyl)trifluoroacétamide une nuit à température ambiante.  
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 VIII.3. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre 

de masse équipé d’une trappe d’ions : 

 

 Les échantillons, dérivés sous forme d’ester pentafluorobenzylique et d’éther 

triméthylsilylés, sont analysés dans un chromatographe en phase gazeuse (Trace Ultra GC-

Thermo Electron) couplé à un spectromètre de masse équipé d’une trappe d’ions (Polaris Q-

Thermo Electron). 2 µL sont injectés via un injecteur split/splitless chauffé à 250°C dans une 

colonne de silice capillaire (60 m x 0,25 mm) recouverte d’un film de phase stationnaire 

(Solge-1MS-SGE) (0,25 µm). La température du four contenant la colonne est maintenue à 

57°C pendant 4 minutes avant d’atteindre 260° C (40°C/minute) puis 300°C (8°C/minute) pour 

y être maintenue pendant 20 minutes. Après cette séparation, les molécules arrivent dans un 

spectromètre de masse à trappe ionique par une interface maintenue à 300°C (Figure 28) où 

elles sont ionisées (énergie = 70 eV) et fragmentées par le gaz réactant (méthane). La 

température de la source est de 200°C. L’analyse GC-MS3 est réalisée par ionisation chimique 

en mode négatif. L’hélium sert de gaz vecteur (2mL/minute) et de gaz « damping » (1,2 

mL/minute). Le système de spectrométrie de masse équipé d’une trappe ionique permet de 

stocker les ions. Ainsi, les ions de M/Z sélectionné (M/Z = 569) restent dans la trappe où ils 

sont de nouveau fragmentés. Les ions fils sélectionnés (M/Z = 483) sont conservés et à leur 

tour fragmentés avant d’être libérés (M/Z = 255) pour arriver au niveau du détecteur. Ce 

dernier a pour rôle de détecter les ions proportionnellement à leur nombre et d’amplifier le 

courant correspondant pour le rendre détectable par l’électronique du système. Le standard 

interne possède un rapport M/Z augmenté de 4 en raison des 4 deutériums (M = 2 g/mol) 

remplaçant 4 hydrogènes (M = 1 g/mol) à 573 puis 483 et enfin 259 (Figure 29).  
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Figure 28 : Schéma récapitulatif du système de spectrométrie de masse équipé d’une trappe 
d’ions.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Spectre de masse de la 8-isoPGF2α après séparation par chromatographie en 
phase gazeuse couplé à un spectromètre de masse équipé d’une trappe d’ions. 
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IX. Dosage du dialdéhyde malonique : 

 

Ce dosage est basé sur la réaction du MDA avec deux molécules d’acide 

thiobarbiturique (TBA) en milieu acide et à chaud. Après extraction et séparation par HPLC en 

phase inverse, le complexe MDA-TBA2 est détecté par fluorimétrie (Therasse and Lemonnier, 

1987).   

 

 IX.1. Dérivation et extraction : 

 

Pour ce dosage, une gamme étalon est réalisée avec des quantités croissantes de 

précurseur du MDA, le 1,1,3,3-tétraméthoxypropane (0, 5, 10, 20, 40 et 80 pmol). 50 µL de 

LDL (~ 3 mg/mL) auxquelles nous ajoutons 350 µL d’eau sont placés dans un tube. On ajoute 

aux LDL ou au TMP, 40 µL de BHT 5 mM, 100 µL d’acide acétique 16,5 N et  200 µL de 

TBA 10 mM, dissous dans un tampon phosphate (KH2PO4 0,1 M, pH 3). Les échantillons sont 

placés 1h à 95°C. La réaction est stoppée dans la glace 5 minutes. Le milieu est acidifié avec 

10 µL d’HCl 6N pour favoriser l’extraction du complexe MDA-TBA2 par 2 mL d’acétate 

d’éthyle. Après une centrifugation de 10 minutes à 1800 g, la phase organique supérieure est 

récupérée et évaporée sous azote.  

 

 IX.2. Analyse par HPLC couplée à un détecteur fluorimétrique : 

 

 L’extrait est alors repris par 200 µL de méthanol/eau (1:9, v/v) puis analysé par HPLC 

en phase inverse couplée à un détecteur fluorimétrique. Le complexe MDA-TBA2 est séparé 

sur une colonne Nucléosil greffée de C18 (5 µm, 250 mm x 4,6 mm) parcourue par le solvant 

méthanol/eau (2:8, v/v) à un débit de 0,8 mL/min. Le détecteur fluorimétrique va exciter le 

complexe MDA-TBA2 sortant de la colonne à une longueur d’onde de 515 nm qui va alors 

émettre à 553 nm (Figure 30).    
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Figure 30 : Profil chromatographique après séparation par chromatographie en phase 
liquide du complexe MDA-TBA2  des LDL. 
 

X. Dosage de la vitamine E : 

 

Nous avons déterminé les concentrations des deux isomères de la vitamine E présents 

dans les LDL: l’ α-tocophérol et le γ-tocophérol. Après une extraction, ces derniers sont 

séparés par HPLC en phase inverse et détectés par fluorimétrie. 

 

 X.1. Extraction : 

 

490 µL d’eau sont ajoutés à 10 µL de LDL (~3 mg/mL). Nous ajoutons 200 pmoles de 

δ-tocophérol comme standard interne. Les différents isomères de vitamine E sont extraits par 

500 µL d’éthanol et 2 mL d’hexane. Le mélange est centrifugé à 1800 g durant 10 minutes à 

4°C. La phase organique supérieure est prélevée. La phase aqueuse restante est soumise à une 

seconde extraction par 2 mL d’hexane suivi de la même centrifugation. La seconde phase 

organique est poolée à la première et évaporée sous azote.  
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 X.2. Analyse par HPLC couplée à un détecteur fluorimétrique : 

  

L’extrait est repris par 300 µL de méthanol/eau (85:15, v/v) et analysé par HPLC en 

phase inverse couplée à un détecteur fluorimétrique. La colonne Nucléosil greffée de C18 (5 

µm,  150 mm x 4,6 mm) est parcourue par le solvant méthanol/eau (95:5, v/v) à un débit de 1 

mL/min permettant l’élution des différents isomères de vitamine E du plus polaire au plus 

apolaire. Le détecteur fluorimétrique excite les isomères sortant de la colonne à 295 nm qui 

vont alors émettre à 340 nm (Figure 31). L’α-tocophérol et le γ-tocophérol sont quantifiés 

grâce au standard interne.  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Profil chromatographique après séparation par chromatographie en phase 
liquide des isomères de la vitamine E  des LDL. 
 

XI. Dosage immuno-enzymatique de l’insuline : 

 

L’essai, non compétitif, est basé sur l’utilisation de deux anticorps monoclonaux dirigés 

contre l’insuline. L’incubation simultanée de l’échantillon avec un anticorps anti-insuline 

couplé à une enzyme dans un puits revêtu d’un autre anticorps anti-insuline conduit à la 

formation d’un complexe. L’enzyme réagit ensuite avec le substrat chromogène 

tétraméthylbenzidine (TMB) et permet de quantifier l’insuline (Figure 32). 
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Le kit combine l’utilisation d’insuline, d’un anticorps anti-insuline immobilisé sur une 

microplaque de 96 puits et d’un second anticorps anti-insuline couplé à une peroxydase. Une 

gamme étalon permet de déterminer des quantités d’insuline de l’échantillon.  

25 µL de plasma ou d’étalon sont mis dans chaque puits. On ajoute 100 µL d’anticorps 

anti-insuline conjugué à une peroxydase. Une gamme croissante de standards est réalisée. La 

plaque est mise à incuber 1h à température ambiante sous agitation. On ajoute 100 µL de 

substrat pour l’enzyme et une nouvelle incubation de 10 minutes sous agitation à température 

ambiante est réalisée. La réaction est alors stoppée avec 100 µL de solution d’arrêt pour 

bloquer l’activité enzymatique et la D.O. est mesurée à 450 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Schéma récapitulatif du dosage immuno-enzymatique non-compétitif de 
l’insuline. 
Ac, anticorps; TMP, tétraméthylbenzidine. 

 

XII. Détermination de la taille des LDL : 

 

 Les analyses ont été conduites par Mme Martine BROYER, membre du laboratoire des 

dyslipidémies et de cardiobiologie (dirigé par le Dr. Agnès SASSOLAS) au centre de biologie 

et pathologie Est du  Groupement Hospitalier  Est des Hospices Civils de Lyon.  

 

 L’électrophorèse(SpiraGel) sur gel en gradient de polyacrylamide permet la 

détermination de la distribution en taille des LDL plasmatiques. L’analyse densimétrique du 

profil de distribution des lipoprotéines colorées au bleu de Coomassie donne des informations 

sur leurs diamètres apparents moyens et leurs abondances relatives. 

 On ajoute 750 µL d’une solution de KBr (d = 1,33) à 250 µl de plasma. Nous réalisons 

une ultracentrifugation (Ultracentrifugeuse Sorval Discovery M150SE) à 884000g durant 
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2h30. 150 µl de surnageant (comprenant les lipoprotéines totales) (d < 1,21) sont recueillis. 10 

µL d’échantillon (~2 mg/mL) ou de calibrateur (HMW GE Healthcare) ou de pool témoin sont 

déposés sur le gel de polyacrylamide (1,5-25%). L’électrophorèse est réalisée dans un tampon 

de migration (Tris 90 mM, acide borique 80 mM, EDTA-Na2 3 mM, pH 8,3) à 4°C, à une 

tension constante de 70 V durant 1h puis de 150 V pendant 24h. Le gel est coloré (bleu de 

Coomassie G250 0,46 mM, acide perchlorique 2,88%) durant 2h puis décoloré (acide acétique 

7,5% et méthanol 5%)  durant 12h. La lecture est réalisée à l’aide d’un analyseur 

d'image ChemiDoc XRS BioRad et du logiciel « Quantity One ». 

 



MATERIELS ET METHODES 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

110 

METHODES RELATIVES AUX PLAQUETTES 

 

 

I. Isolement et numération des plaquettes : 

 

 I.1. Isolement des plaquettes : 

 

Les plaquettes sont isolées selon la méthode de Lagarde, M. (Lagarde et al., 1980). Le 

sang, fourni par l’EFS, est prélevé par ponction veineuse sur anticoagulant CPD à raison d’1 

volume de CPD pour 7 volumes de sang. Il est centrifugé à 200 g durant 17 minutes à 20°C. 

Nous récupérons le plasma riche en plaquettes (PRP) (phase supérieure) que nous acidifions à 

pH 6,4 à l’aide d’acide citrique 0,15 M afin d’éviter l’agrégation spontanée des plaquettes. Le 

PRP, réparti dans des tubes à ailettes de 7 mL, est alors centrifugé à 900 g durant 12 minutes à 

20°C. Le surnageant, c'est-à-dire le « plasma pauvre en plaquettes » (« PPP »), est enlevé avec 

précaution et chaque culot plaquettaire est repris par 5 mL de tyrode-HEPES (NaCl 137 mM; 

KCl 12,7 mM; NaHCO3 11,9 mM; NaH2PO4, H2O 0,41 mM; MgCl2, 6 H2O 1 mM; HEPES 

5mM; glucose 5 mM, pH 7,35). Les plaquettes sont laissées 1h à reposer avant toute autre 

manipulation.  

 

I.2. Numération des plaquettes : 

 

 Le nombre de plaquettes est déterminé à l’aide d’une cellule de Thomas et d’un 

microscope optique. Les plaquettes sont diluées au 1/100ème et déposées sur la cellule pour le 

comptage.  

 

 II. Dosage des protéines : 

 

 Pour déterminer la concentration en protéines des plaquettes, nous utilisons la méthode 

de Bradford (Bradford, 1976). Cette méthode est basée sur la fixation non covalente du 

colorant bleu de Coomassie G250 sur les acides aminés basiques (principalement l’arginine) et 

aromatiques en milieu acide. Cette complexation provoque un transfert de son pic d’absorption 

qui passe de 465 nm à 595 nm. Le dosage s’effectue par spectrophotométrie à une longueur 
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d’onde de 595 nm. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et 

croissantes de BSA.  

 

III. Mesure de l’agrégation plaquettaire : 

  

 De façon à s’assurer de la fonctionnalité des plaquettes, nous réalisons un test 

d’agrégation par la méthode turbidimétrique de Born,G.V. (Born, 1962) qui consiste en la 

mesure, dans un agrégomètre, de l’augmentation de la transmission d’un faisceau lumineux au 

travers de la suspension plaquettaire après ajout d’un agoniste. La suspension plaquettaire 

(400µL) est pré-incubée 2 min à 37°C puis l’agoniste est ajouté (2µM d’AA) sous agitation 

(1000 tours/min). Le changement de transmission est détecté par une cellule photoélectrique de 

l’agrégomètre, lui-même couplé à un enregistreur nous permettant de suivre la cinétique de 

l’agrégation. L’agrégation est mesurée durant 4 minutes à 37°C.    

 

IV. Interactions des LDL avec les plaquettes :  

 

Afin de tester la capacité d’activation des plaquettes par les LDL des quatre groupes, 

ces dernières sont incubées avec des plaquettes de volontaires sains. Différents marqueurs 

d’activation plaquettaire sont ensuite étudiés.  

 

IV.1. Conditions d’incubation : 

 

 Avant de mettre les LDL en présence des plaquettes, il est nécessaire de réaliser une 

dernière dialyse de 3h dans 2L de PBS 1X sans EDTA. Cette étape permet d’éliminer ce 

chélateur d’ions divalents qui piègerait le calcium, ion nécessaire aux divers mécanismes 

d’activation plaquettaire. Les plaquettes à concentration physiologique sont incubées en 

absence ou en présence de LDL (1mg/mL) de témoins sains, de volontaires présentant un 

syndrome métabolique, de diabétiques de type-1 ou de type-2 pendant 2 heures à 37°C. A la fin 

de l’incubation, 50 µL sont prélevés et stockés à -80°C pour le dosage du TxB2.  
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IV.2. Conditions de lyse plaquettaire : 

 

Après une centrifugation de 5 minutes à 13000 g, le surnageant est éliminé et remplacé 

par 500 µL de solution de lyse (Trizma 20 mM, Triton-X100 1%, MgCl2 5mM, EGTA 2mM, 

pH=8 en présence d’inhibiteurs de phosphatases : Na4P2O7, 10 H2O 40mM, NaF 50 mM, 

Na3VO4 100µM et d’inhibiteurs de protéases : AEBSF 2mM, aprotinine 3µM, leupeptine 

43µM, pepstatine 29µM). Les tubes sont vortexés puis laissés 30 minutes dans la glace. Après 

une centrifugation de 5 minutes à 13000 g, aucun culot ne devant être observé, des fractions 

aliquotes de 50µL sont prélevées (pour les dosages de la concentration en protéines 

plaquettaires, des p38 MAPK totale et phosphorylée et des cPLA2 totale et phosphorylée) et 

conservées à -80°C.    

 

V. Analyse par immuno-empreinte de l’état de phosphorylation de la p38 MAPK et de la 

phospholipase A2 cytosolique : 

 

Suite au dosage protéique, les mêmes quantités de lysat plaquettaire sont utilisées. Les 

protéines sont dénaturées par ajout d’un tampon de dénaturation et chauffage à 100°C durant 5 

minutes. La réaction est stoppée dans la glace avant dépôt. 

 

 V.1. Electrophorèse : 

 

Il s’agit d’une électrophorèse en conditions dénaturantes dans laquelle les protéines 

sont séparées uniquement selon leurs tailles.  

Les dépôts (35 µg) sont réalisés sur des gels de polyacrylamide 12% Bis-Tris pré-

coulés (Bio-Rad). Des marqueurs colorés de masses moléculaires connues sont déposés afin de 

permettre la localisation de la p38 MAPK et de la cPLA2 sur la membrane. L’électrophorèse 

est réalisée dans un tampon de migration XT MOPS (Biorad) à une tension constante de 200 V 

durant 1h.  
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 V.2. Electro-transfert : 

 

Les protéines séparées sur gel sont électro-transférées sur une membrane de 

nitrocellulose dans du tampon de transfert (Trizma 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 20%) 

réfrigéré. L’éléctrotransfert dure 30 minutes à une tension constante de 100 V.   

 

 V.3. Traitements des membranes de nitrocellulose : 

 

 La membrane est alors rincée 5 minutes dans un tampon salin TBS-T (Trizma 20 mM, 

NaCl 137 mM, Tween 0 ,1%, pH 7,6) puis incubée durant 1h sous agitation dans du tampon de 

blocage (TBS-T contenant 5% de lait écrémé) afin de saturer les sites aspécifiques. Plusieurs 

rinçages successifs sont ensuite réalisés avec du TBS-T (deux rapides, un de 15 minutes et 

deux de 5 minutes) avant d’incuber la membrane une nuit à 4°C avec des anticorps 

polyclonaux de lapin  anti phospho-cPLA2 (Ser505) (dilution au 1/5000ème dans 10 mL de TBS-

T contenant 5% de BSA). Le lendemain, la membrane est de nouveau rincée (deux fois 

rapidement, une fois 15 minutes et deux fois 5 minutes) puis mise à incuber pendant 1h à 

température ambiante avec des anticorps secondaires polyclonaux de chèvre anti-Ig G de lapin 

couplés à la peroxydase de Raifort (dilution 1/10000ème dans 10 mL de TBS-T contenant 5% de 

BSA).  De nouveau la membrane est rincée (deux fois rapidement, une fois 15 minutes et 

quatre fois 5 minutes) avant d’être révélée. 

 Les anticorps fixés sont alors détachés de la membrane pendant une incubation sous 

agitation de 10 minutes dans une solution de stripping commerciale. La membrane est ensuite 

rincée cinq fois 5 minutes avec de l’eau puis est incubée comme décrit précédemment en 

remplaçant l’anticorps anti-phospho-cPLA2 par un anticorps anti-phospho-p38 MAPK ou anti-

cPLA2 ou anti-p38 MAPK.  

 

 V.4. Révélation : 

   

 La révélation est effectuée par chimiluminescence grâce au kit ECL Advance (Figure 

33). L’utilisation d’une caméra VDS et du logiciel « Image Quant » permet de quantifier 

l’intensité des bandes révélées par vidéodensitométrie.  
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Figure 33 : Schéma du principe de la détection par chimioluminescence. 
Ac, anticorps. 

 

VI. Dosage immuno-enzymatique du thromboxane B2 : 

 

L’essai est basé sur la compétition entre une quantité fixe de TxB2 couplé à une 

peroxydase et le TxB2 non couplé pour un nombre de sites limités. La peroxydase réagit 

ensuite avec le substrat chromogène  et le peroxyde d’hydrogène permettant de doser le 

thromboxane B2 (Figure 34). 

Le kit combine l’utilisation de TxB2 couplé à la peroxydase de raifort, un anticorps de 

lapin anti-TxB2 immobilisé sur une microplaque de 96 puits (préparée avec des anticorps d’âne 

anti-lapin fixés) et du TxB2 seul. Cette méthode, rapide et sensible, permet de déterminer des 

quantités de TxB2 allant de 0,5 à 64 pg/puits. Avec des quantités fixes d’anticorps et de TxB2 

couplé, la quantité de ligand couplé fixée est inversement proportionnelle à la quantité de 

ligand non couplé. 

 Les plaquettes sont lysées par trois cycles de congélation/décongélation successifs afin 

de libérer le TxB2 intraplaquettaire. Les échantillons sont dilués de 50 à 800 fois avec de l’eau, 

suivant l’état d’activation des plaquettes. Une gamme croissante de standards (TxB2 non 

couplé) est réalisée. On rajoute ensuite 50 µL d’anticorps anti-TxB2 et 50 µL de TxB2 couplé à 

la peroxydase. La plaque est mise à incuber 1h à température ambiante sous agitation. Les puits 

sont ensuite lavés 4 fois avec du tampon de lavage et 150 µL de substrat pour l’enzyme sont 

ajoutés. Une nouvelle incubation de 15 minutes sous agitation à température ambiante est 
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réalisée puis la réaction est stoppée avec 100 µL d’acide sulfurique pour bloquer l’activité 

enzymatique. La D.O. est mesurée à 450 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 34 : Schéma récapitulatif du dosage immuno-enzymatique compétitif du TxB2. 
Ac, anticorps; TMP, tétraméthylbenzidine; TxB2,, thromboxane B2.  
  

VII. Effets des LDL sur l’agrégation plaquettaire : 

 

Afin de tester les effets des LDL issues des quatre groupes sur l’agrégation plaquettaire, 

des plaquettes de volontaires sains sont incubées avec ces LDL puis stimulées par le collagène.  

Les plaquettes (400 µL) à concentration physiologique sont pré-incubées en absence ou 

en présence de LDL (100 µg/mL) de témoins sains, de volontaires ayant un syndrome 

métabolique, de diabétiques de type-1 ou de type-2 dans la cuve d’un agrégomètre (cf. II) 

pendant 5 minutes à 37°C sous agitation (1000 tours/min). A la fin de la pré-incubation, du 

collagène est ajouté (0,075 ± 0,009 µg/mL) et la cinétique d’agrégation est mesurée durant 4 

minutes. 
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PROTOCOLE CLINIQUE ECLIPSE 

 

 

 Un protocole de recherche clinique intitulé « Etude de la Caractérisation des 

Lipoprotéines de basse densité lors du diabète de type-2 et de leur Implication dans l’activation 

Plaquettaire via un Stress oxydant et / ou un Echange lipidique (ECLIPSE) » a été soumis et 

validé par l’AFSSAPS et le CPP Sud-Est IV. Il est enregistré dans la banque de données 

internationale de « ClinicalTrials.gov » sous le numéro NCT00932087. Il s’agit d’une étude 

physiopathologique monocentrique où un seul prélèvement de 60 mL de sang a été effectué sur 

des sujets à jeun dans le but principal d’identifier le(s) facteur(s) lipidique(s) déterminant(s) 

présent(s) dans les LDL de diabétiques de type-2 responsable(s) de l’activation des plaquettes 

sanguines.  

 Le promoteur de l’étude a été les Hospices Civils de Lyon (HCL) et l’inclusion des 

sujets a été réalisée par le service d’Endocrinologie-Diabétologie-Maladies métaboliques-

Nutrition du Groupement Hospitalier Est des HCL (dirigé par le Prof. P. Moulin). L’hypothèse 

principale de ce travail était que l’augmentation de la concentration des peroxydes lipidiques 

dans les LDL pouvait être un facteur déterminant dans leur capacité à activer les plaquettes et 

leur pouvoir athérothrombogène.  

 Le calcul de l’effectif a été réalisé sur les concentrations en isoprostanes plasmatiques 

de patients diabétiques. Le nombre de sujets nécessaires à inclure pour comparer un écart de 

moyenne de concentration plasmatique d’isoprostanes chez des diabétiques vs des témoins 

pour un risque α à 0,05 et un risque β à 0,20 est de 8 par groupe. Nous avons décidé de recruter 

un minimum de 10 personnes par groupe: un groupe témoin composé de volontaires sains (V), 

un groupe de volontaires ayant un syndrome métabolique (SM), un groupe de patients ayant un 

diabète de type-1 (DT-1) et un groupe de patients ayant un diabète de type-2 avec un syndrome 

métabolique (DT-2). Tous les sujets devaient être de sexe masculin, leur âge compris entre 30 

et 75 ans et ils devaient répondre à différents critères (Tableau 7). Les SM ont été sélectionnés 

selon les critères de la Fédération Internationale du Diabète (FID) où l’obésité abdominale est 

un facteur requis (Alberti et al., 2005). Cependant, la limite du tour de taille a été fixée à 102 

cm selon le critère défini par le NCEP-ATPIII (2001) et non à 94 cm comme défini par la FID. 

Les DT-1 ont été inclus lorsque leur HbA1c était supérieure à 7% et qu’ils ne présentaient pas 

de syndrome métabolique. Les DT-2 devaient à la fois avoir une HbA1c supérieure à 7% et un 

syndrome métabolique selon les critères pré-définis. 
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  V SM DT-1 DT-2 

Tour de taille ≥ 102 cm  Ѵ  Ѵ 

R
eq

ui
s 

HbA1c ≥ 7%   Ѵ Ѵ 

TG ≥ 1,69 mM  Ѵ  Ѵ 

HDL-cholestérol ≤ 1,04 mM  Ѵ  Ѵ 

PA  ≥ 130/85 mmHg  Ѵ  Ѵ 

2 
ou

 +
   

   
   

   
   

   
   

   
 

(p
ou

r 
le

s 
gr

ou
pe

s S
M

 e
t 

D
T

-2
) 

Glycémie ≥ 6,1 mM  Ѵ Ѵ Ѵ 

Tableau 7 : Critères d’inclusion des volontaires du protocole ECLIPSE.  
Ѵ = oui. DT-1, patients ayant un diabète de type-1; DT-2, patients ayant un diabète de type-2 et un 
syndrome métabolique; HbA1c, hémoglobine glyquée; HDL, « High Density Lipoproteins »; PA, 
pression artérielle; SM, volontaires ayant un syndrome métabolique; TG, triacylglycérols; V, 
volontaires sains. 
 
Nous avons introduit de nombreux critères d’exclusion afin de limiter les effets confondants 

pour l’interprétation ultérieure de nos résultats. Ainsi, les patients diabétiques prenant un 

traitement hypolipémiant (fibrates ou statines) l’ont suspendu pendant sept jours (environ 

deux temps de demi-vie des LDL) avant le prélèvement. En effet, les hypolipémiants tels que 

l’atorvastatine (Singh et al., 2008) et le fénofibrate (Rosenson et al., 2007) sont connus pour 

réduire respectivement les LDL oxydées et acides gras oxydés. Plus généralement, les 

fibrates ont de nombreux autres effets sur les lipides plasmatiques (Staels and Fruchart, 2005). 

Nous avons catégoriquement exclu les traitements suivants: les glitazones, diminuant les 

concentrations d’AGL plasmatiques (Boden et al., 2005) et les supplémentations en vitamines 

antioxydantes, améliorant la sensibilité à l’insuline (Vincent et al., 2009). La prise de tabac, 

pouvant augmenter le stress oxydant (Zhou et al., 2000) ou d’alcool en prises excessives (> 2 

verres de vin/jour ou équivalent), augmentant le stress oxydant (Meagher et al., 1999), font 

également partie des critères d’exclusion. Les patients en situation de prévention secondaire, 

augmentant entre autres le stress oxydant (Singh et al., 1994), ou sous insulinothérapie de 

type multiinjection introduite moins de 5 ans après la découverte du diabète type-2, n’ont pas 

été inclus. 
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ANALYSES STATISTIQUES  

 

 

 Pour l’étude comparative, les valeurs présentées correspondent aux moyennes ± S.D. 

(écart-type ou déviation standard). Les comparaisons des moyennes sont effectuées à l’aide du 

test non paramétrique de Mann-Whitney.  

 Pour l’étude ECLIPSE, les valeurs présentées correspondent aux moyennes ± S.E.M. 

(écart standard à la moyenne). Les comparaisons multiples de moyennes sont effectuées à 

l’aide d’une analyse de variance ANOVA suivi d’un test de PLSD Fisher. Les corrélations 

sont réalisées par régression linéaire. 
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COMPARAISON DE DEUX METHODES DE SEPARATION DES LDL 

 

 

 Les LDL sont une population hétérogène de particules tant au niveau de leur densité, 

de leur taille que de leur composition lipidique. Les AGPI, représentant la moitié de la totalité 

des AG des LDL (Gotto et al., 1986) sont les cibles initiales de la peroxydation lipidique non 

enzymatique conduisant à la formation d’un large panel de produits oxydés. L’isolement des 

LDL du plasma constitue donc une étape cruciale pour leur étude et l’oxydation artéfactuelle 

doit être évitée. L’ultracentrifugation séquentielle est la méthode la plus largement utilisée 

pour isoler les lipoprotéines (Havel et al., 1955). Cependant, il a été rapporté qu’elle pouvait 

causer la perte de certaines apolipoprotéines (Park et al., 1985) et des LPC. Parmi les 

méthodes alternatives, la FPLC, dont la séparation des particules est basée sur la taille, 

n’affecte pas la structure des lipoprotéines et est souvent utilisée en clinique lorsque les 

quantités de sang sont limitées.  

 Afin de déterminer si l’ultracentrifugation génère des LDL au contenu en lipides et en 

peroxydes lipidiques comparable à celles isolées par FPLC, nous avons traité en parallèle du 

plasma non congelé selon les deux méthodes. D’une part, nous avons analysé et quantifié les 

classes lipidiques des LDL et leur composition en AG, d’autre part, nous avons déterminé 

différents marqueurs complémentaires de la peroxydation lipidique: les AGOH, dérivés des 

principaux AGPI, le MDA, marqueur global de la peroxydation des AGPI, la 8-isoPGF2α, 

marqueur spécifique de la peroxydation non enzymatique de l’AA et la vitamine E, principal 

antioxydant des LDL.  

 

I. Composition lipidique des LDL : 

 

 I.1. Classes lipidiques des LDL : 

 

 Nous avons d’abord déterminé la composition lipidique des LDL (Tableau 8). Les 

LDL séparées par ultracentrifugation contiennent des EC, des TG, du cholestérol, des PC, des 

SM et des PE. Les EC représentent la classe majoritaire (51,8 %) et les TG une classe 

mineure (3,4 %). Le cholestérol représente 28,9 % et les PC sont la classe majeure de PL 

(11,2 %) suivis par les SM (3,7 %) et très peu de PE (0,4 %). Les résultats ne montrent 
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aucune différence de composition entre les LDL séparées par ultracentrifugation et les LDL 

séparées par FPLC.  

Ultracentrifugation FPLC 
Classe lipidique 

nmol/mg protéine % nmol/mg protéine % 

Esters de cholestérol 2661 ± 344 51,8 2450 ± 257 51 

Triacylglycérols   173 ± 111 3,4 210 ± 66 4,4 

Phosphatidylcholines 576 ± 50 11,2 587 ± 16 12,2 

Phosphatidyléthanolamines 18 ± 1 0,4 18 ± 1 0,4 

Sphingomyélines 189 ± 50 3,7 136 ± 39 2,8 

Lysophosphatidylcholines 31 ± 5 0,6   26 ± 11 0,5 

Cholestérol 1484 ± 118 28,9 1378 ± 100 28,7 

Tableau 8 : Classes lipidiques dans les LDL isolées par ultracentrifugation ou par FPLC.  
Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps courts 
ou par FPLC. La quantification des classes lipidiques a été réalisée suite à l’analyse par 
chromatographie gazeuse des acides gras méthylés (esters de cholestérol, triacylglycérols, 
phosphatidylcholines et phosphatidyléthanolamines) ou par HPLC couplée à un détecteur à diffusion 
de lumière pour les sphingomyélines, les lysophosphatidylcholines et le cholestérol. Les résultats, 
exprimés en nmol/mg protéine ou en mol%, représentent les moyennes ± S.D. de 3 sujets.  
  

 I.2. Composition en acides gras des classes lipidiques : 

 

 Pour établir un profil lipidique le plus précis possible, nous avons ensuite étudié la 

composition en AG de chaque classe lipidique. Les résultats sont exprimés à la fois en 

pourcentage molaire (mol %) et en concentration (nmol/mg protéine).  

 

  I.2.a. Esters de cholestérol : 

 

 Nous voyons (Tableau 9) que les EC sont composés de 14 % d’AG saturés (AGS), de 

26 % d’AG monoinsaturés (AGMI) et de 60 % d’AGPI dont 50 % de 18:2n-6 et 6 % de 

20:4n-6. Leur proportion ne change pas quelle que soit la méthode d’isolement utilisée.  
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ESTERS DE CHOLESTEROL  

Ultracentrifugation FPLC 
Acide gras 

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine 

16:0 12,7 ± 0,9        366,2 ± 64,6 12,8 ± 0,7        338,7 ± 53,1 

16:1n-7   4,2 ± 0,2        120,6 ± 11,7   4,0 ± 0,1        105,3 ± 10,0 

16:1n-9   0,2 ± 0,3  6,0 ± 8,6   0,4 ± 0,4          11,9 ± 11,5 

18:0   0,9 ± 0,1 22,5 ±  6,0   1,0 ± 0,1          25,0 ± 4,6 

18:1n-7   0,8 ± 0,6  19,5 ± 15,3   0,7 ± 0,6  16,2 ± 12,3 

18:1n-9 21,2 ± 2,5  562,1 ± 136,1 21,2 ± 2,5   517,4 ±  112,5 

18:2n-6  49,8 ±  3,3      1308,6 ± 92,9 49,6 ± 3,7      1201,1 ±  32,1 

18:3n-3   0,7 ± 0,2 17,7 ± 3,6   0,7 ± 0,2          16,3 ± 3,9 

18:3n-6   1,2 ± 0,4   31,5 ± 13,3   1,1 ± 0,2          28,6 ± 3,9 

20:0   0,1 ± 0,0   2,6 ± 0,3   0,1 ± 0,1  1,7 ± 1,4 

20:1n-9   0,0 ± 0,0   0,0 ± 0,0   0,1 ± 0,1  1,1 ± 1,2 

20:3n-6   0,7 ± 0,1  17,4 ±  1,0   0,7 ± 0,1          16,1 ±  1,6 

20:4n-6   5,9 ± 0,8 144,4 ± 33,2   5,8 ± 0,7        130,8 ± 26,8 

20:5n-3   1,1 ± 0,4   28,8 ± 14,9   1,1 ± 0,4  25,3 ± 11,9 

22:6n-3   0,5 ± 0,1  11,0 ±  0,9   0,5 ± 0,0  9,7 ± 0,8 

Tableau 9 : Composition en acides gras des esters de cholestérol des LDL isolées par 
ultracentrifugation ou par FPLC.  
Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps courts 
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDL puis les esters de cholestérol ont été séparés par 
chromatographie sur couche mince. La composition et la quantification ont été réalisées suite à 
l’analyse par chromatographie gazeuse des acides gras méthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou 
en nmol/mg protéine, représentent les moyennes ± S.D. de 3 sujets. 
 

  I.2.b. Triacylglycérols : 

 

 Les TG (Tableau 10) sont composés de 38 % d’AGS, de 45 % d’AGMI et de 17 % 

d’AGPI dont 12 % de 18:2n-6. Aucune différence n’apparaît selon la méthode utilisée. 
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TRIACYLGLYCEROLS 

Ultracentrifugation  FPLC  
Acide gras 

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine 

16:0 32,7 ± 3,2 162,1 ± 109,6 34,3 ± 4,4 231,2 ± 88,2 

16:1n-7   3,5 ± 0,2 17,5 ± 12,0   3,6 ± 0,2 24,2 ± 8,2 

16:1n-9   0,7 ± 0,5 2,5 ± 1,5   0,4 ± 0,6   2,0 ± 3,4 

18:0   4,9 ± 0,5 21,5 ± 12,4    5,6 ± 0,6 33,1 ± 8,0 

18:1n-7   1,7 ± 1,1 8,7 ± 9,8   0,7 ± 1,2     6,1 ± 10,3 

18:1n-9  39,2 ±  4,5 171,4 ± 101,0  36,8 ±  3,6 222,6 ± 65,0 

18:2n-6 12,1 ± 2,8  56,2 ±  40,1 12,9 ± 2,6   78,8 ± 26,6 

18:3n-3   0,9 ± 0,7 5,0 ± 5,5   1,2 ± 0,2   7,2 ± 2,4 

18:3n-6   0,3 ± 0,5 1,4 ± 1,7   0,3 ± 0,2   2,0 ± 2,4 

20:0   0,1 ± 0,1 0,5 ± 0,8   0,2 ± 0,2   0,9 ± 0,8 

20:1n-9   0,2 ± 0,2 0,8 ± 1,0   0,2 ± 0,2   1,0 ± 0,8 

20:3n-6   0,2 ± 0,2 0,9 ± 1,2   0,2 ± 0,2   1,4 ± 1,2 

20:4n-6   1,7 ± 0,7 6,7 ± 3,7   1,6 ± 0,7   8,7 ± 3,1 

20:5n-3   0,4 ± 0,8 1,6 ± 2,7   0,5 ± 0,8   2,5 ± 3,5 

22:6n-3   0,7 ± 1,1 3,0 ± 3,6   0,8 ± 1,0   4,2 ± 4,1 

24:0   0,1 ± 0,1 0,3 ± 0,4    0,1 ± 0,1   0,5 ± 0,4 

Tableau 10 : Composition en acides gras des triacylglycérols des LDL isolées par 
ultracentrifugation ou par FPLC.  
Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps courts 
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDL puis les triacylglycérols ont été séparés par 
chromatographie sur couche mince. La composition et la quantification ont été réalisées suite à 
l’analyse par chromatographie gazeuse des acides gras méthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou 
en nmol/mg protéine, représentent les moyennes ± S.D. de 3 sujets. 
 

  I.2.c. Phosphatidylcholines : 

 

 Les PC (Tableau 11), classe majoritaire des PL, sont composés de 48 % d’AGS, de 15 

% d’AGMI et de 37 % d’AGPI dont 23 % de 18:2n-6 et 6,5 % de 20:4n-6. Leur composition 

en AG est la même quelle que soit la méthode utilisée. 
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PHOSPHATIDYLCHOLINES 

Ultracentrifugation  FPLC    
Acide gras 

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine 

16:0 33,7 ± 1,1 429,7 ± 23,4 34,4 ± 1,3 438,2 ± 9,4 

16:1n-7   0,7 ± 0,1   8,5 ± 1,4   0,7 ± 0,1     8,6 ± 1,1 

18:0 14,0 ± 1,1 162,2 ± 18,4 14,4 ± 1,2   166,1 ± 18,7 

18:1n-7   1,1 ± 0,7 13,3 ± 8,4   1,1 ± 0,7   13,2 ± 8,1 

18:1n-9 12,8 ± 1,6 150,1 ± 25,4 12,7 ± 1,6   147,7 ± 22,3 

18:2n-6 23,1 ± 1,9 271,4 ± 29,6 22,7 ± 1,8   265,1 ± 21,4 

18:3n-3   0,3 ± 0,1   3,8 ± 0,9   0,3 ± 0,1     3,8 ± 0,8 

18:3n-6   0,1 ± 0,0   1,6 ± 0,3   0,1 ± 0,1     1,1 ± 0,8 

20:3n-6   3,2 ± 0,3 34,7 ± 3,0   3,1 ± 0,3   33,3 ± 2,6 

20:4n-6   6,5 ± 0,9 70,8 ± 9,2   6,3 ± 1,1     67,7 ± 10,6 

20:5n-3   1,1 ± 0,5 11,6 ± 5,5   1,0 ± 0,5   11,3 ± 5,4 

22:5n-3   0,4 ± 0,3   4,0 ± 2,8   0,4 ± 0,3     3,8 ± 2,6 

22:6n-3   2,2 ± 0,3  22,1 ± 2,1   2,1 ± 0,3   21,4 ± 2,3 

Tableau 11 : Composition en acides gras des phosphatidylcholines des LDL isolées par 
ultracentrifugation ou par FPLC.  
Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps courts 
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDL puis les phosphatidylcholines ont été séparées par 
chromatographie sur couche mince. La composition et la quantification ont été réalisées suite à 
l’analyse par chromatographie gazeuse des acides gras méthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou 
en nmol/mg protéine, représentent les moyennes ± S.D. de 3 sujets. 
 

  I.2.d. Phosphatidyléthanolamines : 

 

 Les PE (Tableau 12) sont composées de 48 % d’AGS, de 12 % d’AGMI et de 40 % 

d’AGPI dont 12 % de 18:2n-6, 15 % de 20:4n-6 et 9 % de 22:6n-3. On trouve dans cette 

classe les AG présents dans la sous-classe des 1-alkényl-2-acyl-GPE (ou plasmalogènes à 

phosphoéthanolamines) avec 6 % de 16:0 diméthylacétal (DMA), 8 % de 18:0 DMA et 2 % 

de 18:1n-9 DMA. Aucune différence significative dans leur composition n’apparaît quelle que 

soit la méthode utilisée.  
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PHOSPHATIDYLETHANOLAMINES 

Ultracentrifugation FPLC 
Acide gras 

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine 

16:0 16,8 ± 1,0 6,8 ± 0,5  17,2 ±  4,7 6,9 ± 2,0 

16:0 DMA   6,0 ± 1,4 2,3 ± 0,5   5,0 ± 1,5 1,9 ± 0,5 

16:1n-9   1,0 ± 1,8 0,4 ± 0,7   0,4 ± 0,7 0,2 ± 0,3 

18:0 16,7 ± 2,0 6,2 ± 1,0 18,7 ± 3,7 6,8 ± 1,5 

18:0 DMA   7,7 ± 2,6 2,9 ± 1,0   5,9 ± 5,1 2,1 ± 1,8 

18:1n-9   6,9 ± 1,9 2,6 ± 0,8   6,9 ± 2,4 2,5 ± 0,9 

18:1n-9 DMA   2,1 ± 0,7 0,8 ± 0,3   1,6 ± 1,4 0,6 ± 0,5 

18:2n-6 11,8 ± 3,2 4,4 ± 1,3 12,1 ± 3,7 4,5 ± 1,4 

20:3n-6   1,0 ± 0,8 0,3 ± 0,3   0,8 ± 0,8 0,3 ± 0,3 

20:4n-6 14,7 ± 0,7 5,1 ± 0,2 16,2 ± 0,5 5,5 ± 0,3 

20:5n-3   2,0 ± 0,8 0,7 ± 0,3   1,9 ± 1,6 0,6 ± 0,5 

22:1n-9   1,4 ± 1,2 0,4 ± 0,4   1,3 ± 2,3 0,4 ± 0,7 

22:5n-3   0,7 ± 1,3 0,2 ± 0,4   0,8 ± 1,4 0,3 ± 0,4 

22:6n-3   8,9 ± 3,1 2,9 ± 1,0   8,3 ± 0,5 2,6 ± 0,2 

Tableau 12 : Composition en acides gras des phosphatidyléthanolamines des LDL isolées 
par ultracentrifugation ou par FPLC.  
Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps courts 
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDL puis les phosphatidyléthanolamines ont été séparées 
par chromatographie sur couche mince. La composition et la quantification ont été réalisées suite à 
l’analyse par chromatographie gazeuse des acides gras méthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou 
en nmol/mg protéine, représentent les moyennes ± S.D. de 3 sujets. 
DMA, dimethylacétal. 
  

  I.2.e. Sphingomyélines : 

 

 Les SM (Tableau 13) sont majoritairement composées d’AGS (74 %) et de 24:1n-9 

(21 %). On trouve seulement 4 % d’AGPI. Les résultats ne mettent en évidence aucune 

différence de composition selon la méthode utilisée. 
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SPHINGOMYELINES 

Ultracentrifugation FPLC   
Acide gras 

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine 

16:0 32,2 ± 5,6   62,0 ± 25,1 29,2 ± 4,0   37,3 ± 15,3 

18:0 10,2 ± 2,5 18,5 ± 3,3 11,6 ± 2,5 13,9 ± 1,5 

18:1n-9   0,4 ± 0,5   0,8 ± 0,7   0,1 ± 0,3   0,3 ± 0,4 

18:2n-6   0,6 ± 0,6   1,0 ± 0,9   0,5 ± 0,5   0,6 ± 0,6 

20:0   5,6 ± 1,4   6,9 ± 0,9   5,8 ± 1,4 10,0 ± 0,9 

22:0 14,9 ± 4,9 26,8 ± 2,4 15,6 ± 3,5 18,6 ± 1,5 

22:4n-6   2,8 ± 4,9     7,3 ± 12,7   2,3 ± 3,9   3,9 ± 6,8 

22:6n-3   0,4 ± 0,8   1,1 ± 1,9   0,6 ± 1,1   1,1 ± 1,8 

22:1n-9   0,6 ± 0,5   1,1 ± 1,0   0,9 ± 0,8   1,1 ± 1,0 

24:0 10,8 ± 2,7 20,3 ± 7,1 11,2 ± 2,9 13,9 ± 4,9 

24:1n-9 21,1 ± 2,3   39,2 ± 11,1 21,8 ± 2,1 27,3 ± 9,1 

Tableau 13 : Composition en AG des sphingomyélines des LDL isolées par 
ultracentrifugation ou par FPLC.  
Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps courts 
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDL puis les sphingomyélines ont été séparées par 
chromatographie sur couche mince. La composition a été réalisée suite à l’analyse par 
chromatographie gazeuse des acides gras méthylés. Les résultats, exprimés en mol%, représentent les 
moyennes ± S.D. de 3 sujets. 
 

II. Paramètres du stress oxydant : 

 

 II.1. Acides gras monohydroxylés : 

 

 Les AGOH sont formés durant la peroxydation non enzymatique des AGPI. Les 

échantillons ayant subi une hydrolyse basique de leurs liaisons ester, nos résultats reflètent la 

totalité des AGOH (estérifiés ou non) présents dans les LDL. Pour chaque volontaire, nous 

avons pu détecter les acides 9-hydroxy-octadécadiénoïque (HODE) et 13-HODE, dérivés du 

18:2n-6 ainsi que l’acide 15-hydroxy-eicosatétraénoïque (HETE), dérivé du 20:4n-6. Comme 

nous le voyons (Tableau 14), les 9-HODE et 13-HODE  sont les principaux AGOH avec des 

concentrations respectives 217 et 242 pmol/mg cholestérol dans les LDL séparées par 

ultracentrifugation et des concentrations de 196 et 228 pmol/mg cholestérol dans les LDL 

séparées par FPLC. Le 15-HETE est une espèce mineure avec 35 et 28 pmol/mg cholestérol 
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dans les LDL séparées par ultracentrifugation et par FPLC. Les concentrations d’AGOH sont 

donc similaires quelle que soit la méthode utilisée. Il en est de même lorsque les AGOH sont 

exprimés en fonction de leur AG parent. 

 

 Ultracentrifugation FPLC 

9-HODE (pmol/mg cholestérol)   217 ± 140   196 ± 132 

13-HODE (pmol/mg cholestérol) 242 ± 47 228 ± 25 

HODE/mole 18:2n-6 (µmol/mol)   519 ± 162   499 ± 151 

15-HETE (pmol/mg cholestérol) 35 ± 8  28 ± 5 

HETE/mole 20:4n-6 (µmol/mol) 313 ± 95 328 ± 48 

Tableau 14 : Concentrations des acides gras monohydroxylés totaux et ratio acides gras 
monohydroxylés / acide gras parent dans les LDL isolées par ultracentrifugation ou par 
FPLC. 
 Les LDL ont été séparées du plasma non congelé par ultracentrifugations séquentielles à temps 
courts ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDL puis les liaisons ester ont subi  une hydrolyse 
basique (KOH). Les acides gras monohydroxylés totaux ont été séparées sur colonne Oasis et par 
chromatographie sur couche mince. La composition et la quantification ont été réalisées suite à 
l’analyse par HPLC couplée à un détecteur UV (234 nm). Les résultats, exprimés en pmol/mg 
cholestérol et en µmol/mol, représentent les moyennes ± S.D. de 3 sujets.  
 

 II.2. 8-iso-prostaglandine F2α : 

 

 La 8-isoPGF2α est l’une des nombreuses isoprostanes produites lors de la peroxydation 

non enzymatique de l’AA. L’hydrolyse basique des liaisons ester nous a permis de doser la 

totalité de la 8-isoPGF2α présente dans les LDL. Malgré cela, nous sommes tout de même 

restés à la limite du seuil de détection et n’avons pu la détecter que chez un seul volontaire. Sa 

concentration dans des LDL séparées par ultracentrifugation (0,064 pmol/µmol cholestérol) 

est très proche de celle dans des LDL séparées par FPLC (0,069 pmol/µmol cholestérol). 

 

 II.3. Dialdéhyde malonique : 

 

 Le MDA est un produit terminal de la peroxydation non enzymatique des LDL. On 

trouve autant de MDA dans les LDL séparées par ultracentrifugation (118 ± 9 pmol/mg 

cholestérol) que dans les LDL séparées par FPLC (131 ± 32 pmol/mg cholestérol).  
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 II.4. Vitamine E : 

 

 En tant qu’antioxydant majeur des LDL, la vitamine E constitue la première ligne de 

défense contre les radicaux peroxyles et alkoxyles. Deux isomères de vitamine E sont détectés 

dans les LDL, l’α-tocophérol et le γ-tocophérol. Nous trouvons des concentrations similaires 

d’α-tocophérol  dans les LDL séparées respectivement par ultracentrifugation et par FPLC 

(3,68 ± 0,58 vs 3,68 ± 0,72 nmol/mg cholestérol). Nous trouvons aussi du γ-tocophérol; sa 

concentration représente 10 % de celle de l’ α-tocophérol et ne change pas que les LDL soient 

isolées par ultracentrifugation ou FPLC (0,39 ± 0,14 vs 0,31 ± 0,06 nmol/mg cholestérol).  

 

III. Discussion : 

 

 Pour clarifier le rôle exact des LDL oxydées dans diverses pathologies, il est essentiel 

d’utiliser une méthode d’isolement des particules minimisant leurs modifications oxydatives 

artéfactuelles. La plupart des études sur l’oxydation des lipoprotéines utilisent  

l’ultracentrifugation séquentielle pour séparer les différentes classes de lipoprotéines selon 

leurs densités (Havel et al., 1955). Cependant, la perte d’apolipoprotéines  et l’auto-oxydation 

ont été décrites durant ce protocole  et les étapes de dialyses ultérieures (Napoli et al., 1997; 

Park et al., 1985). La FPLC, utilisée en clinique, est une méthode alternative qui n’affecte pas 

la structure des lipoprotéines. Nous avons comparé les contenus en lipides et en peroxydes 

lipidiques de LDL isolées du plasma par ultracentrifugations séquentielles puis dialysées ou 

par FPLC afin de déterminer si l’une des méthodes est plus dommageable que l’autre.  

 En accord avec la littérature (Wiesner et al., 2009), les LDL isolées par les deux 

méthodes possèdent des proportions équivalentes de leurs classes lipidiques avec 16 % de PL, 

29 % de cholestérol libre, 51 % d’EC et 4 % de TG. Les PL des LDL isolées par 

ultracentrifugation contiennent 70,8 % de PC; 23,2 % de SM; 3,8 % de LPC et 2,2 % de PE. 

Ces résultats ne sont pas différents pour les LDL isolées par FPLC (76,5 % de PC; 17,7 % de 

SM; 3,5 % de LPC et 2,3 % de PE) et sont proches de ceux rapportés dans la littérature pour 

des LDL séparées par FPLC et analysées par spectrométrie de masse (68 % de PC, 25 % de 

SM, 4 % de LPC et 1,9 % de PE) (Wiesner et al., 2009). Les plasmalogènes PE, 

particulièrement promptes à l’oxydation (Engelmann et al., 1994), représentent 31,6 % et 25 

% des PE dans les LDL isolées respectivement par ultracentrifugation et par FPLC, suggérant 

que la procédure d’ultracentrifugation suivie des dialyses n’est pas plus dommageable que la 
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FPLC. Quelle que soit la méthode utilisée, les LPC sont détectés en proportion similaire dans 

les LDL (0,5 % des lipides totaux)  rendant peu probable leur perte dans la phase aqueuse 

durant la dialyse.  

 Les AGPI, cibles primaires de la peroxydation lipidique, représentent 46 % des AG 

présents dans les différentes classes lipidiques soit 2085 nmol/mg protéine, correspondant aux 

valeurs rapportées dans la littérature (Barre, 2003; Esterbauer et al., 1992; Gotto et al., 1986). 

La détermination des concentrations donne de nouvelles informations sur les concentrations 

de chaque AG dans chaque classe lipidique. Les principaux AGPI sont les acides linoléique 

(1641 nmol/mg protéine) et arachidonique (227 nmol/mg protéine) dont 75 % sont estérifiés 

dans les EC et 20 % dans les PC. On trouve des résultats similaires dans les LDL isolées par 

FPLC, quelle que soit l’expression des résultats (mol% ou nmol/mg protéine), indiquant que 

les AGPI ne subissent pas plus de peroxydation durant l’ultracentrifugation et les dialyses que 

durant la FPLC.  

 Nous avons détecté les deux AGOH dérivés du 18:2n-6 et l’un de ceux dérivé du 

20:4n-6. La détection de ce seul HETE dans cette étude alors que nous en détectons quatre 

dans l’étude clinique, peut être expliquée par les quantités plus faibles de LDL utilisées pour 

les analyses. La mesure de ces premiers produits stables issus de la peroxydation lipidique 

non enzymatique nous indique que les HODE et HETE représentent respectivement 0,05 et 

0,03 % de leurs AG parents, soulignant la faible peroxydation lipidique dans des LDL de 

volontaires sains. Une seule étude rapporte des concentrations en dérivés hydroxylés du 

18:2n-6 et du 20:4n-6 inférieures à 0,5 nmol/mg protéine dans les LDL (Lenz et al., 1990). 

Nous apportons ici des valeurs plus précises en accord avec ces dernières. Le MDA, dérivé de 

la peroxydation lipidique non enzymatique des AGPI contenant trois doubles liaisons ou plus 

(Dahle et al., 1962; Pryor and Stanley, 1975) est communément utilisé comme index de 

peroxydation lipidique. Nos résultats montrent des concentrations similaires dans les LDL 

isolées par ultracentrifugation et par FPLC, rendant peu probable sa perte durant la dialyse 

(Esterbauer et al., 1987). Les isoprostanes sont considérées comme un marqueur de la 

peroxydation non enzymatique in vivo (Morrow et al., 1990). Une étude récente rapporte des 

concentrations de 0,25 pmol/µmol cholestérol dans des LDL isolées par ultracentrifugation et 

de 0,27 pmol/µmol cholestérol dans des LDL isolées par FPLC (Proudfoot et al., 2009). Nous 

n’avons dosé qu’une seule d’entre elles, la 8-isoPGF2α, pouvant expliquer sa détection chez 

un seul volontaire (0,06 pmol/µmol cholestérol). Concernant l’α-tocophérol et le γ-tocophérol, 
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nos résultats ne montrent aucune différence de concentrations quelle que soit la méthode 

d’isolement des LDL rendant peu probable leurs pertes durant la dialyse (Scheek et al., 1995). 

 Nos résultats indiquent clairement que les deux méthodes d’isolement sont 

équivalentes et permettent d’obtenir des LDL de même composition lipidique et de même 

contenu en peroxydes lipidiques. Nous avons donc choisi d’utiliser l’ultracentrifugation 

séquentielle pour réaliser le protocole ECLIPSE. 
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ETUDE DE LA CARACTERISATION DES LDL ET DE LEUR IMPL ICATION 

DANS L’ACTIVATION PLAQUETTAIRE VIA  UN STRESS OXYDANT ET/OU UN 

ECHANGE LIPIDIQUE (ECLIPSE)  

 

 

 Une étude conduite au laboratoire a montré que des patients diabétiques sans 

complications cardio-vasculaires présentent une hyperactivation plaquettaire associée à un 

stress oxydant accru comparativement à des volontaires sains (Véricel et al., 2004). D’autre 

part, nous avons récemment montré que des LDL isolées du plasma de diabétiques (au 

contrôle glycémique médiocre) ou glycoxydées in vitro activent les plaquettes alors que des 

LDL de volontaires sains sont sans effet sur l’activation plaquettaire (Calzada et al., 2007). 

Durant mon stage de Master 2, nous avons montré que des LDL de diabétiques de type-2 

fortement déséquilibrés alliaient une forte diminution de leur proportion en 18:2n-6 dans les 

principales classes lipidiques et une forte augmentation de leur concentration en MDA à une 

capacité accrue à induire l’activation de la cascade de l’AA dans les plaquettes. Les 

modifications observées dans ces LDL semblaient d’autant plus prononcées que les 

diabétiques avaient une dyslipidémie (élévation des TG et diminution du HDL-cholestérol) et 

un IMC élevé, laissant supposer la présence d’un syndrome métabolique. 

 La concentration en cholestérol et la taille des LDL sont les paramètres classiquement 

associés à leur athérogénicité (Witztum and Steinberg, 1991). Cependant, la modification 

oxydative des LDL et la peroxydation lipidique sont impliquées dans le processus 

d’athérosclérose et sont reconnues moduler les fonctions cellulaires. Les peroxydes lipidiques 

pourraient donc représenter d’éventuels médiateurs des effets activateurs des LDL sur les 

plaquettes. Le profil lipidique détaillé des LDL activatrices et les mécanismes impliqués dans 

l’activation plaquettaire restent à déterminer.  

 L’objectif principal de notre protocole clinique a été de corréler un profil des LDL en 

peroxydes lipidiques à leur capacité à activer les plaquettes. Notre premier objectif a été 

d’établir un profil détaillé en lipides et peroxydes lipidiques des LDL isolées du plasma de 

diabétiques de type-2 comparativement à celui de volontaires sains. Dans le but de déterminer 

les contributions respectives de l’insulino-résistance et de l’hyperglycémie, le profil des LDL 

a également été défini chez des volontaires présentant un syndrome métabolique et des 

diabétiques de type-1 à évolution lente. Notre second objectif a été de déterminer l’effet des 

différentes populations de LDL sur l’activation des plaquettes. 
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I. Paramètres cliniques et traitements en cours : 

 

 Les paramètres cliniques sont récapitulés dans le Tableau 15. Comparativement aux 

volontaires du groupe témoin, les sujets du groupe SM, légèrement plus âgés, présentent un 

syndrome métabolique attesté par un tour de taille supérieur à 102 cm, une 

hypertriglycéridémie, un taux de HDL-cholestérol bas et une hypertension artérielle. Ces 

sujets présentent également une hyperinsulinémie. La glycémie, l’index HOMA-IR et le 

pourcentage d’hémoglobine glyquée sont similaires aux valeurs contrôle. 

 Comparativement au groupe témoin, les sujets du groupe DT-1, plus jeunes, présentent 

un diabète de type-1 attesté par un pourcentage d’hémoglobine glyquée et une glycémie 

élevés. Ces sujets ne présentent aucune caractéristique d’un syndrome métabolique. 

Paradoxalement, leur insulinémie est effondrée. L’absence quasi totale d’insuline s’explique 

par l’insuline recombinante qu’ils utilisent, non détectée par notre kit ELISA. 

 Comparativement au groupe témoin, les sujets du groupe DT-2, de même âge, 

présentent d’une part un diabète de type-2 attesté par un pourcentage d’hémoglobine glyquée 

et une glycémie élevés et d’autre part, un syndrome métabolique attesté par un tour de taille 

supérieur à 102 cm, une hypertriglycéridémie, un taux de HDL-cholestérol bas et une tension 

artérielle systolique plus élevée. L’absence significative d’augmentation de la pression 

artérielle diastolique peut s’expliquer par la prise d’hypotenseurs par certains patients. Il est à 

noter que les sujets de ce groupe ont un diabète très déséquilibré, bien plus que les sujets du 

groupe DT-1, comme en témoigne leur pourcentage très élevé d’hémoglobine glyquée 

(10,4%). Malgré cela, l’insuline à jeun est similaire aux valeurs contrôles. Ceci reflète sans 

doute l’épuisement des cellules β faisant suite à une longue période d’insulino-résistance 

compensée par une sécrétion accrue.  
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Paramètre clinique V SM DT-1 DT-2 

Age (années) 50 ± 3 58 ± 2* 42 ± 2* 57 ± 3 

IMC (kg/m2) 24,3 ± 0,7 30,7 ± 1,4* 24,9 ± 0,7 30,8 ± 1,1** 

Tour de taille (cm) 92 ± 2 111 ± 3** 89 ± 3 116 ± 7** 

Glucose à jeun (mM) 5,5 ± 0,2 5,6 ± 0,1 8,2 ± 0,8* 9,0 ± 1,0** 

Insuline à jeun (µIU/mL) 5,9 ± 0,9 9,8 ± 1,8* 0,5 ± 0,2  6,5 ± 1,7 

HOMA-IR 1,54± 0,29 2,53 ± 0,52 0,25 ± 0,11 2,75 ± 0,92 

HbA1c (%) 5,4 ± 0,1 5,7 ± 0,1 7,7 ± 0,2** 10,4 ± 0,9** 

Pression artérielle 
systolique (mmHg) 

121 ± 3 144 ± 3** 123 ± 3 132 ± 6* 

Pression artérielle 
diastolique (mmHg) 

78 ± 4 88 ± 5* 72 ± 2 77 ± 3 

Cholestérol total (mM) 6,0 ± 0,4 5,2 ± 0,3 5,0 ± 0,3* 4,8 ± 0,4* 

HDL-cholestérol (mM) 1,4 ± 0,1    1,1 ± 0,1** 1,3 ± 0,1 0,9 ± 0,1** 

Cholestérol total/ HDL-
cholestérol  

4,5 ± 0,4 4,9 ± 0,3 3,6 ± 0,2* 5,3 ± 0,3* 

LDL-cholestérol (mM) 4,1 ± 0,4 3,2 ± 0,2 2,9 ± 0,3* 2,7 ± 0,4** 

VLDL-cholestérol (mM) 0,5 ± 0,1 0,8 ± 0,1** 0,4 ± 0,0 1,0 ± 0,1** 

Triacylglycérols (mM) 1,3 ± 0,1 2,2 ± 0,3** 0,9 ± 0,1 2,6 ± 0,2** 

Tableau 15 : Paramètres cliniques des volontaires ECLIPSE. 
Les diminutions significatives sont signalées en bleu, les augmentations significatives en jaune. Les 
résultats représentent les moyennes ± S.E.M. de 8 à 10 sujets par groupe et par paramètre. * P<0,05, 
** P<0,01 comparativement aux volontaires sains. 
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; HbA1c, hémoglobine A1c 
glyquée; HOMA-IR, « Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance » calculé selon (glycémie 
x insulinémie)/22,5; IMC, indice de masse corporelle calculé selon poids / (taille x taille); SM, 
volontaires ayant un syndrome métabolique; V, volontaires sains.  
 

 La liste des traitements en cours est présentée dans le Tableau 16.  
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Groupe Traitement en cours 

V Aucun 

SM Hypotenseurs (2/10), Anti-thrombotiques (1/10), Hypocholestérolémiants (1/10) 

DT-1 Hypotenseurs (3/10), Analogues d’insuline (9/10) 

DT-2 
Hypotenseurs (4/10), Anti-thrombotiques (1/10), Analogues d’insuline (2/10), Anti-

diabétiques  (5/10) 

Tableau 16 : Liste des traitements en cours des volontaires ECLIPSE.  
Entre parenthèses, nombre de sujets traités. Hypotenseurs: Isobar, Sectral, Detensiel,  Esidrex, 
Triatec, Aprovel, Hyzaar, Lercan, Coaprovel, Amlor, Eupressyl, Temerit, Odrik.Anti-thrombotiques: 
Kardegic.Hypocholestérolémiants: Ezetrol. Analogues d’insuline : Novorapid, Lantus, Humalog, 
Humalog Mix, Novomix. Anti-diabétiques : Amarel, Byetta, Diamicron, Glucophage. 
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2;  SM, volontaires ayant un 
syndrome métabolique; V, volontaires sains. 
 

II. Composition lipidique des LDL : 

 

 II.1. Principales classes lipidiques : 

 

 Après séparation par CCM des principales classes lipidiques des LDL, nous les avons 

quantifiées par GC à l’aide d’une standardisation interne  (Tableau 17). Les EC sont la classe 

lipidique majoritaire des LDL. Très apolaires, ils se trouvent dans le cœur hydrophobe des 

particules avec les TG, une classe lipidique mineure des LDL. Les PC sont la classe lipidique 

majoritaire des phospholipides des LDL. Amphiphiles, ils se trouvent dans la monocouche 

enveloppant les particules avec les PE, les SM, les LPC et le cholestérol libre. 

 Comparativement aux LDL du groupe témoin, nous voyons une diminution de la 

concentration en EC dans les LDL des groupe SM et DT-2 (respectivement -13% et -20%) 

alors que les concentrations de TG augmentent, respectivement de +50% et +72%. Les 

concentrations de PC ne diminuent significativement que dans les LDL du groupe DT-1 (-

11%). Enfin, nous voyons que les concentrations de  PE restent les mêmes dans tous les 

groupes.  

 Ne disposant pas de standards internes pour le cholestérol, les LPC et les SM, nous les 

avons séparés par HPLC couplé à un détecteur à diffusion de lumière. Après quelques 

dosages préliminaires, nous n’avons vu aucune variation de leurs concentrations entre les 

groupes. Nous n’avons donc pas poursuivi ce dosage.  
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Classe lipidique  

(nmol/mg protéine) 
V SM DT-1 DT-2 

Esters de cholestérol       2459 ± 118   2132 ± 61**  2250 ± 76   1975 ± 88** 

Triacylglycérols          140 ± 11     210 ± 19*    182 ± 16    241 ± 37** 

Phosphatidylcholines  521 ± 17     477 ± 18     463 ± 13 *    479 ± 21  

Phosphatidyléthanolamines  17 ± 2       15 ± 1      20 ± 2      18 ± 1 

Tableau 17 : Principales classes lipidiques des LDL des volontaires ECLIPSE. 
La quantification des classes lipidiques a été réalisée suite à l’analyse par chromatographie gazeuse 
des acides gras méthylés. Les diminutions significatives sont signalées en bleu, les augmentations 
significatives en jaune. Les résultats, exprimés en nmol/mg protéine, représentent les moyennes ± 
S.E.M. de 8 à 10 sujets par groupe. * P<0,05, ** P<0,01 comparativement aux volontaires sains.  
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2;  SM, volontaires ayant un 
syndrome métabolique; V, volontaires sains. 
  

 II.2. Composition en acides gras des classes lipidiques des LDL : 

 

 Nous avons ensuite analysé par GC la composition détaillée en AG de ces classes 

lipidiques. Les résultats sont exprimés à la fois en pourcentages molaires et en concentrations.   

 

  II.2.a. Esters de cholestérol : 

 

 13,5% de la totalité de leurs AG sont des AGS, dont 92% de 16:0, 24,4% sont des 

AGMI, dont 84% de 18 :1n-9 et 62% sont des AGPI, dont 84% de 18:2n-6 et 11% de 20:4n-6  

(Tableau 18, page 139).  

 Comparativement aux EC des LDL du groupe V, nous observons une diminution 

significative du pourcentage molaire des AGPI (-6%) des EC des LDL du groupe SM, 

majoritairement due à la diminution du 18:2n-6 (-11%). Parallèlement, les AGMI et AGS 

augmentent (respectivement +11% et +9%)  du fait de l’augmentation des 16:0 (+9%) et 

16:1n-7 (+68%). Quantitativement, nous observons une diminution des AGPI (-19%) dont le 

18:2n-6 (-22%) ainsi qu’une augmentation du 16:1n-7 (+47%).  

 Concernant les EC des LDL du groupe DT-1., les principaux AG ne varient pas 

significativement. Cependant, nous notons des diminutions du pourcentage molaire des 16:1n-

7 (-32%) et 20:3n-6 (-25%) et des diminutions des concentrations des AGMI (-11%) dont le 

16:1n-7 (-35%). La concentration de 20:3n-6 diminue également (-32%). 
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 Les EC des LDL du groupe DT-2 ont une composition en AG différente de celle des 

EC des LDL témoins.  Nous observons une augmentation du pourcentage molaire des AGS 

(+9%) dont le 16:0 (+10%) et une diminution des AGPI (-5%) dont le 18:2n-6 (-10%). En 

revanche, le 20:4n-6 augmente (+34%). Quantitativement, nous voyons à l’inverse une 

diminution des AGS (-12%) dont le 16:0 (-11%) et des AGMI (-13%) dont le 18:1n-9 (-13%). 

La concentration en AGPI diminue significativement (-24%) dont le 18:2n-6 (-27%).  

 

  II.2.b. Triacylglycérols : 

 

 33,3% de la totalité de leurs AG sont des AGS, dont 84% de 16:0. 47% sont des 

AGMI, dont 89% de 18 :1n-9 et 19,3% sont des AGPI, dont 73% de 18:2n-6 (Tableau 19, 

page 140).  

 Comparativement aux TG des LDL du groupe V, nous observons une augmentation du 

pourcentage molaire des AGS (+12%) des TG des LDL du groupe SM, principalement due à 

l’augmentation du 16:0 (+11%). Nous voyons une diminution des 20:5n-3 (-60%) et 22:6n-3 

(-55%). En revanche, nous n’observons aucune modification des concentrations des AG. 

 Concernant les TG des LDL du groupe DT-1, nous n’observons aucune différence de 

la majorité des AG hormis une diminution des pourcentages molaires d’AG quantitativement 

mineurs, les 20:3n-6 (-77%), 20:5n-3 (-60%) et 22:6n-3 (-75%). Aucune différence de  

composition en AG n’est à noter lorsque les résultats sont exprimés en concentration. 

 Pour les TG des LDL du groupe DT-2, nous voyons une diminution du pourcentage 

molaire des 20:5n-3 (-60%) et 22:6n-3 (-55%). Quantitativement, nous observons une 

augmentation des AGS (+56%), dont les 16:0  (+55%) et 18:0 (+63%), des AGMI (+60%) 

dont le18:1n-9 (+62%) et des AGPI (+40%) dont les 18:2n-6 (+49%) et 20:4n-6 (+50%). 

 

  II.2.c. Phosphatidylcholines : 

 

 50% de la totalité de leurs AG sont des AGS dont 67% de 16:0 et 32% de 18:0. 12,9% 

sont des AGMI dont 84% de 18:1n-9 et 37,1% sont des AGPI dont 59% de 18:2n-6 et 19% de 

20:4n-6 (Tableau 20, page 141).  

 Comparativement aux PC des LDL du groupe V, nous observons une diminution du 

pourcentage molaire du 18:2n-6 (-12%) et une augmentation du 20:3n-6 (+19%) dans les PC 

des LDL du groupe SM. Nous voyons une diminution quantitative du 18:2n-6 (-19%).  
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 Concernant les PC des LDL du groupe DT-1, les pourcentages molaires des 

principaux AG ne sont pas significativement différents de ceux des témoins, si ce n’est une 

diminution du pourcentage molaire du 20:3n-6 (-29%). Les concentrations d’AGS (-13%) 

diminuent dont  les 16:0 (-12%) et 18:0 (-18%), de même que celles du 20:3n-6 (-37%). 

 Les PC des LDL du groupe DT-2 possèdent moins de 18:2n-6 (-10%) et davantage de 

20:4n-6 (+29%) lorsque les résultats sont exprimés en pourcentage molaire. En quantité 

absolue, les concentrations des 18:0 (-12%) et 18:2n-6 (-13%) diminuent.  

 

  II.2.d. Phosphatidyléthanolamines : 

 

 Les PE comportent deux sous-classes principales, les diacyl-

glycérophosphoéthanolamines et les alkényl-acyl-glycérophosphoéthanolamines (sous-classe 

des plasmalogènes à PE). Celles-ci sont caractérisées par une liaison ester ou vinyl-éther en 

position sn-1 et une liaison ester en position sn-2. Les dimethylacétals (DMA) sont formés par 

transméthylation des chaînes alkényles.  

 38,9% de la totalité des AG des PE sont des AGS dont 42% de 16:0 (acyl et alkényl) 

et 55% de 18:0 (acyl et alkényl). 11,3% sont des AGMI dont 80% de 18:1n-9 (acyl et alkényl) 

et 49,8% sont des AGPI dont 17% de 18:2n-6, 43% de 20:4n-6 et 25% de 22:6n-3 (Tableau 

21, page 142). La somme des trois DMA (16:0 DMA, 18:0 DMA et 18:1n-9 DMA) représente 

24,3% des AG des PE. 

 Comparativement aux PE des LDL du groupe V, nous observons une diminution du 

pourcentage molaire des 16:0 DMA (-22%) et 18:0 DMA (-23%) ainsi qu’une augmentation 

du 18:0 (+38%) dans les PE des LDL du groupe SM. La somme des trois DMA représente 

18,9% de la totalité des AG et est diminuée de -22% par rapport au témoin. Nous voyons 

également une diminution de la concentration du 16:0 DMA (-27%).  

 Concernant les PE des LDL de du groupe DT-1, le pourcentage molaire du 16:0 DMA 

diminue (-22%) alors que celui du 18:0 augmente (+24%). La somme des trois DMA 

représente 20,6% de la totalité des AG et est diminuée de -15% par rapport aux témoins. Les 

concentrations des 16:0, 18:0 et 18:2n-6 augmentent respectivement de 48%, 55% et 46%.  

 Dans les PE des LDL du groupe DT-2, les pourcentages molaires des 16:0 DMA (-

47%), 18:0 DMA (-50%), 18:1n-9 DMA (-42%) et 20:5n-3 (-60%) diminuent alors que ceux 

des 16:0 (+48%) et 18:0 (+73%) augmentent. La somme des trois DMA représente 12,4% de 

la totalité des AG et est diminuée de -49%. Les concentrations en 16:0 DMA, 18:0 DMA, 
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18:1n-9 DMA et 20:5n-3 diminuent (respectivement -47%, -50%, -42% et -55%) alors que 

celles  des 16:0 et 18:0 augmentent (respectivement +62% et +96%). 

 

  II.2.e. Sphingomyélines : 

 

 La majorité des AG des SM sont des AGS (75,4%) dont 46% de 16:0, 16% de 18:0, 

6% de 20:0, 18% de 22:0 et 14% de 24:0. 21,3% sont des AGMI dont 90% de 24:1n-9 et 

3,4% sont des AGPI (Tableau 22, page 143).   

 Il n’apparaît aucune différence de composition en AG entre les différents groupes. 
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Tableau 18 : Composition en principaux acides gras des esters de cholestérol des LDL des 
volontaires ECLIPSE.  
Les diminutions significatives sont signalées en bleu, les augmentations significatives en jaune. Les 
résultats, exprimés en mol% ou en nmol/mg protéine, représentent les moyennes ± S.E.M. de 8 à 10 
sujets par groupe. * P<0,05, ** P<0,01 comparativement aux volontaires sains.  
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétique de type-2; SM, volontaires ayant un 
syndrome métabolique; V, volontaires sains.  
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Tableau 19 : Composition en principaux acides gras des triacylglycérols des LDL des 
volontaires ECLIPSE.  
La légende est identique à celle du tableau 18. Les résultats, exprimés en mol% ou en nmol/mg 
protéine, représentent les moyennes ± S.E.M. de 10 sujets par groupe. * P<0,05 comparativement aux 
volontaires sains.  
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Tableau 20 : Composition en principaux acides gras des phosphatidylcholines des LDL des 
volontaires ECLIPSE.  
La légende est identique à celle du tableau 18. Les résultats, exprimés en mol% ou en nmol/mg 
protéine, représentent les moyennes ± S.E.M. de 8 à 9 sujets par groupe. * P<0,05, ** P<0,01 
comparativement aux volontaires sains.  
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Tableau 21 : Composition en principaux acides gras des phosphatidyléthanolamines des 
LDL des volontaires ECLIPSE.  
La légende est identique à celle du tableau 18. Les résultats, exprimés en mol% ou en nmol/mg 
protéine, représentent les moyennes ± S.E.M. de 8 à 9 sujets par groupe. * P<0,05, ** P<0,01 
comparativement aux volontaires sains. 
DMA, dimethylacétals. 
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Tableau 22 : Composition en principaux acides gras des sphingomyélines des LDL des 
volontaires ECLIPSE.  
La légende est identique à celle du tableau 18. Les résultats, exprimés en mol%, représentent les 
moyennes ± S.E.M. de 10 sujets par groupe.  
 

 II.3. Taille des particules de LDL : 

 

 Nous avons déterminé la taille des LDL présentes dans le plasma des volontaires des 

différents groupes (Figure 35). Comparativement aux LDL du groupe témoin, nous 

observons une  diminution très faible mais significative du diamètre des LDL  des groupes 

SM et DT-2. Les LDL du groupe DT-1 ont pour leur part le même diamètre que les LDL des 

témoins.  
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Figure 35 : Taille des LDL des sujets ECLIPSE.   
Les résultats, exprimés en nm, représentent les moyennes ± S.E.M. de 10  sujets par groupe. ** 
P<0,01 comparativement aux volontaires sains.  
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; SM, volontaires ayant un 
syndrome métabolique; V, volontaires sains. 
 

III. Paramètres du stress oxydant : 

 

 III.1. Acides gras monohydroxylés totaux : 

 

 Pour chaque sujet, nous avons pu détecter les 9-HODE et 13-HODE, dérivés du 18:2n-

6, et les 8-HETE, 11-HETE, 12-HETE et 15-HETE, dérivés du 20:4n-6 (Figure 36) (Figure 

24). Comme nous le voyons, les 9-HODE et 13-HODE  constituent 78% des AGOH détectés 

dans les LDL. Seuls quatre des six isomères HETE sont détectés et représentent 22% des 

AGOH. 

 Comparativement aux LDL du groupe témoin, nous observons une  augmentation des 

9-HODE et 13-HODE dans les LDL de chacun des trois groupes : groupe SM (respectivement 

+62% et +55%), groupe DT-1 (respectivement +50% et +59%) et groupe DT-2 

(respectivement +52% et +50%).  

 Concernant les HETE, nous observons une augmentation du 15-HETE (+82%) dans 

les LDL du groupe DT-2 mais ne mettons en évidence aucune modification significative des 

8, 11, 12 et 15-HETE dans les LDL des autres groupes comparativement aux LDL du groupe 

témoin.  
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Figure 36 : Concentrations des acides gras monohydroxylés des LDL des volontaires 
ECLIPSE.   
Les lipides ont été extraits des LDL puis les liaisons ester ont subi une hydrolyse basique (KOH). Les 
acides gras monohydroxylés totaux ont été séparés sur colonne Oasis et par chromatographie sur 
couche mince. La composition et la quantification ont été réalisées suite à l’analyse par HPLC 
couplée à un détecteur UV. Les résultats, exprimés en pmol/mg cholestérol, représentent les moyennes 
± S.E.M. de 7 à 9  sujets par groupe. * P<0,05 comparativement aux volontaires sains.  
 DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; HETE, acide hydroxy-
eicosatétraénoïque; HODE, acide hydroxy-octadécadiénoïque; SM, volontaires ayant un syndrome 
métabolique; V, volontaires sains.    
 

 III.2. Dialdéhyde malonique : 

 

 Les concentrations en MDA augmentent dans les LDL du groupe SM (+91%), DT-1 

(+69%) et DT-2 (+96%) comparativement à celle des LDL du groupe témoin (Figure 37). 
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Figure 37 : Concentration en dialdéhyde malonique des LDL des volontaires ECLIPSE. 
Les LDL ont été incubées avec de l’acide thiobarbiturique en milieu acide. Le complexe formé avec le 
dialdéhyde malonique   a été extrait avant d’être quantifié suite à l’analyse par HPLC couplée à un 
détecteur fluorimétrique. Les résultats, exprimés en pmol/mg cholestérol, représentent les moyennes ± 
S.E.M. de 9 à 10  sujets par groupe. * P<0,05, ** P<0,01 comparativement aux volontaires sains.  
V, volontaires sains; SM, volontaires ayant un syndrome métabolique; DT-1, patients diabétiques de 
type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; MDA, dialdéhyde malonique. 
 

 III.3. Vitamine E : 

 

 L’α-tocophérol est l’isomère majoritaire et le γ-tocophérol représente environ 10% de 

l’ α-tocophérol dans les LDL (Tableau 23). Les résultats ont été exprimés classiquement par 

mg de protéines mais aussi par rapport aux lipides, du fait du caractère lipophile de la 

vitamine E.  

 Dans les LDL du groupe SM, nous voyons une augmentation du γ-tocophérol (+50%) 

exprimé en nmol/mg protéine ainsi qu’une augmentation des concentrations des deux 

isomères de tocophérol  exprimées en nmol/mol cholestérol (respectivement +29% et +67%) 

comparativement à leurs concentrations dans les LDL du groupe témoin. Il n’y a aucune 

modification de concentration de vitamine E dans les LDL des groupes DT-1 et DT-2. 

Cependant, la concentration d’α-tocophérol, exprimée en nmol/mg TG, tend (P=0,14) à 

diminuer dans les LDL du groupe DT-2. 
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  V SM DT-1 DT-2 

nmol/mg protéine 5,9 ± 0,3 6,7 ± 0,5 6,6 ± 0,4 6,0 ± 0,3 

nmol/mg cholestérol 2,8 ± 0,2 3,6 ± 0,2* 3,3 ± 0,2 3,3 ± 0,3 

α
-t

oc
op

hé
ro

l 

nmol/mg TG 21,6 ± 2,1 23,3 ± 3,8 22,9 ± 2,6 16,2 ± 1,5 

nmol/mg protéine 0,6 ± 0,1 0,9 ± 0,1* 0,7 ± 0,1 0,7 ± 0,1 

nmol/mg cholestérol 0,3 ± 0,1 0,5 ± 0,1* 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,1 

γ-
to

co
ph

ér
ol

 

nmol/mg TG 2,3 ± 0,4 3,0 ± 0,6 2,4 ± 0,4 1,8 ± 0,2 

Tableau 23 : Concentrations des différents isomères de vitamine E dans les LDL des 
volontaires ECLIPSE.  
Les isomères de tocophérol des LDL ont été quantifiés suite à l’analyse par HPLC couplée à un 
détecteur fluorimétrique. Les augmentations significatives sont signalées en jaune. Les résultats, 
exprimés en nmol/mg protéine, nmol/mg cholestérol ou nmol/mg triacylglycérol, représentent les 
moyennes ± S.E.M. de 10 sujets par groupe. * P<0,05 comparativement aux volontaires sains.  
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; SM, volontaires ayant un 
syndrome métabolique; V, volontaires sains.  
 

IV. Effet des LDL sur les plaquettes : 

 

 Dans le but d’étudier l’impact des LDL sur l’activation plaquettaire, nous avons 

incubé les LDL des différents groupes avec des plaquettes isolées de donneurs de l’EFS. 

D’une part, nous avons déterminé les effets des LDL sur la cascade de signalisation de l’AA, 

en évaluant par immuno-détection la phosphorylation des p38 MAPK et cPLA2, ainsi qu’en 

déterminant la concentration basale de thromboxane B2. D’autre part, nous avons évalué les 

effets directs de ces LDL sur l’agrégation plaquettaire induite par le collagène.    

 

 IV.1.  Effet des LDL sur la p38 MAPK plaquettaire : 

 

 La p38 MAPK est une protéine clé dans l’activation plaquettaire. Sa phosphorylation  

lui permet de phosphoryler la cPLA2 et ainsi, d’activer la cascade conduisant in fine à la 

production de TxA2. Suite à l’incubation des plaquettes en absence ou en présence des LDL 

(1mg/mL) pendant 2h à 37°C, aucun effet des LDL du groupe V n’est observable sur la 

phosphorylation de la p38 MAPK plaquettaire comparativement à des plaquettes incubées 

avec le véhicule (PBS) (Figure 38). En revanche, les LDL du groupe SM augmentent cette 

phosphorylation (+21%), de même que les LDL des groupes DT-1 (+31%) et DT-2 (+55%). 
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Figure 38 : Phosphorylation de la p38 MAPK plaquettaire en absence ou en présence des 
LDL de volontaires ECLIPSE.  
Des  plaquettes isolées de donneurs de l’EFS ont été incubées pendant 2h à 37°C en absence 
(contrôle) ou en présence de LDL de chacun des quatre groupes de volontaires. La phosphorylation 
de la p38 MAPK a été évaluée par immuno-détection. Les résultats, exprimés en pourcentage du 
contrôle, représentent les moyennes ± S.E.M. de 8 sujets par groupe. NS non significatif, * P<0,05, ** 
P<0,01 comparativement aux volontaires sains.  
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; MAPK, « mitogen 
activated protein kinase »; PBS, « phosphate buffer saline »; SM, volontaires ayant un syndrome 
métabolique; V, volontaires sains.   
 

 IV.2. Effet des LDL sur la cPLA2 plaquettaire : 

 

 La cPLA2 a un rôle crucial dans la libération de l’AA estérifié dans les PL 

membranaires, servant ensuite de substrat à la COX-1. Nous voyons que l’incubation des 

plaquettes avec des LDL du groupe V est sans effet sur la phosphorylation de la cPLA2 des 

plaquettes de volontaires sains comparativement à des plaquettes incubées en absence de LDL 

(Figure 39). Il en est de même pour les LDL du groupe DT-1 qui sont sans effet. En 

revanche, les LDL des groupes SM et DT-2 augmentent cette phosphorylation respectivement 

de +23% et +24%. 
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Figure 39 : Phosphorylation de la cPLA2 plaquettaire en absence ou en présence des LDL 
de volontaires ECLIPSE.  
Des  plaquettes isolées de donneurs de l’EFS ont été incubées pendant 2h à 37°C en absence 
(contrôle) ou en présence de LDL de chacun des quatre groupes de volontaires. La phosphorylation 
de la cPLA2 a été évaluée par immuno-détection. Les résultats, exprimés en pourcentage du contrôle, 
représentent les moyennes ± S.E.M. de 7 sujets par groupe. NS non significatif, * P<0,05 
comparativement aux volontaires sains.  
cPLA2, phospholipase A2 cytosolique; PBS, » phosphate buffer saline »; DT-1, patients diabétiques de 
type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; SM, volontaires ayant un syndrome métabolique; V, 
volontaires sains. 
 

 IV.3. Effet des LDL sur la production basale de TxB2 plaquettaire : 

 

 Le TxB2 est le catabolite stable et inactif du TxA2 plaquettaire. Sa concentration basale 

dans les plaquettes incubées seules est de 187 ± 37 pmol/109 plaquettes. Nous voyons que les 

LDL du groupe V sont sans effet sur la production basale de TxB2 de plaquettes de 

volontaires sains comparativement à des plaquettes incubées en absence de LDL (Figure 40). 

En revanche, les LDL du groupe SM augmentent sa production (+90%), de même que les 

LDL du groupe DT-1 (+110%) et DT-2 (+111%).  

 

 

0

50

100

150

P
ho

sp
ho

-c
P

LA
2

(%
 d

u
 c

on
tr

ô
le

) NS

*

0

50

150

100

Plaq
uett

es 
+ PBS (c

on
trô

le)

Plaq
uett

es 
+ L

DL du gr
ou

pe V

Plaq
uett

es 
+ L

DL du gr
ou

pe S
M

Plaq
uett

es 
+ L

DL du gr
ou

pe D
T-1

Plaq
uett

es 
+ LDL du gr

ou
pe D

T-2

NS

*



RESULTATS ET DISCUSSION 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Concentration de TxB2 plaquettaire en absence ou en présence des LDL de 
volontaires ECLIPSE.  
Des  plaquettes isolées de donneurs de l’EFS ont été incubées pendant 2h à 37°C en absence 
(contrôle) ou en présence de LDL de chacun des quatre groupes de volontaires. Le thromboxane B2 
plaquettaire a été quantifié par dosage immuno-enzymatique. Les résultats, exprimés en pourcentage 
du contrôle, représentent les moyennes ± S.E.M. de 10 sujets par groupe. NS non significatif, * 
P<0,05, ** P<0,01  comparativement aux volontaires sains.  
 DT-1, patients ayant un diabète de type-1; DT-2, patients ayant un diabète de type-2 et un syndrome 
métabolique; PBS, «  phosphate buffer saline »; SM, volontaires ayant un syndrome métabolique; 
TxB2, thromboxane B2; V, volontaires sains. 
 

 IV.4. Effet des LDL sur l’agrégation plaquettaire :  

 

 Physiologiquement, le collagène est un agoniste primaire conduisant à l’adhésion et à 

l’agrégation des plaquettes. En utilisant des concentrations de collagène induisant seulement 

une faible agrégation plaquettaire, nous avons pu tester l’impact des LDL (100µg/mL) sur la 

réponse des plaquettes au collagène. Nous observons que la pré-incubation des plaquettes en 

présence de LDL du groupe V pendant 5 minutes est sans effet sur l’agrégation des plaquettes 

en réponse au collagène comparativement à des plaquettes pré-incubées en absence de LDL 

(Figure 41). Il en est de même pour les LDL du groupe DT-1 qui sont sans effet sur 

l’agrégation plaquettaire dans les conditions testées. En revanche, l’incubation des plaquettes 
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en présence des LDL des groupes SM et DT-2 induit leur agrégation (respectivement +197% 

et +251%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Agrégation plaquettaire induite par le collagène en absence ou en présence des 
LDL de volontaires ECLIPSE.  
Suite à la pré-incubation des plaquettes isolées de donneurs de l’EFS en absence ou en présence des 
LDL de chacun des quatre groupes pendant 5 minutes à 37°C, les plaquettes ont été  stimulées par le 
collagène puis incubées pendant 4 minutes et la cinétique d’agrégation a été suivie. Les résultats, 
exprimés en pourcentage d’agrégation, représentent les moyennes ± S.E.M. de 5 sujets par groupe. NS 
non significatif, ** P<0,01  comparativement aux volontaires sains.  
DT-1, patients ayant un diabète de type-1; DT-2, patients ayant un diabète de type-2 et un syndrome 
métabolique; PBS, phosphate buffer saline; SM, volontaires ayant un syndrome métabolique; V, 
volontaires sains. 
 

V. Corrélations : 

 

 Le tour de taille est corrélé positivement à l’HbA1c, au MDA et aux TG des LDL. Il 

est corrélé négativement à la taille des LDL et aux plasmalogènes. Le pourcentage d’HbA1c 

est corrélé positivement au MDA et aux TG des LDL et négativement aux plasmalogènes. Il 

n’existe pas de corrélation entre l’HbA1c et les AGOH ou la taille des LDL (Figure 42).  
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Figure 42 : Corrélations entre paramètres du syndrome métabolique et du diabète de type-2  
et état d’oxydation des LDL. 
* P<0,05, ** P<0,01. NC non corrélé.  
 HbA1c, hémoglobine glyquée; HODE, acides hydroxy-octadécadiénoïques; LDL, « Low 
density Lipoproteins »; MDA, dialdéhyde malonique; TG, triacylglycérols.  
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 La concentration plaquettaire de TxB2, reflet de celle du TxA2, est corrélée 

positivement aux concentrations de MDA, d’HODE et de TG des LDL. Aucune corrélation 

n’est mise en évidence entre le TxB2 et  les plasmalogènes ou l’HbA1c (Figure 43).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Corrélation entre l’état d’oxydation des LDL et le thromboxane A2 plaquettaire. 
* P<0,05, ** P<0,01. NC non corrélé.  
 HbA1c, hémoglobine glyquée; HODE, acides hydroxy-octadecadiénoïques; LDL, « Low density 
Lipoproteins »; MDA, dialdéhyde malonique; TG, triacylglycérols; Tx, Thromboxane. 
 

VI. Discussion : 

 

 VI.1. Caractérisation des LDL : 

 

 Le diabète de type 2 est associé à une augmentation du risque de maladies cardio-

vasculaires. Par ailleurs, il est établi que le stress oxydant et la modification oxydative des 

LDL jouent un rôle crucial dans le développement de l’athérosclérose (Witztum and 

Steinberg, 1991) et contribuent aux complications cardiovasculaires du  diabète (Rosen et al., 
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2001).  Bien que démontré dans le DT-2, le stress oxydant a surtout été mis en évidence dans 

le plasma et la preuve de l’oxydation des LDL dans le DT-2 est essentiellement basée sur le 

taux plus élevé d’anticorps dirigés contre les résidus lysine de l’apoB modifiée  par des 

aldéhydes (Njajou et al., 2009). 

 

 Nous avons sélectionné des DT-2 présentant tous un SM (comme 86% des DT-2) 

(Alexander et al., 2003) et un contrôle glycémique médiocre (HbA1c = 10,4%). Nos résultats 

montrent que les LDL de DT-2 ont une composition lipidique et un niveau de peroxydes 

lipidiques modifiés comparativement aux LDL de V. Concernant les classes lipidiques, les 

LDL des DT-2 montrent une augmentation des TG et une diminution des EC. Ce profil est 

représentatif des sdLDL (Packard, 2003; Verges, 2009),  sous-classe de LDL augmentée dans 

le DT-2 (Mora et al., 2010) et sensible à l’oxydation (Tribble et al., 1992). La diminution du 

diamètre des LDL de DT-2 comparativement à celui des LDL de V, confirme la présence de 

sdLDL chez les DT-2. Nous montrons pour la première fois une diminution de moitié des 

plasmalogènes des PE qui constitueraient une cible préférentielle des attaques oxydatives. Il 

est en effet connu que cette sous-classe de PL contribue à la résistance des LDL à l’oxydation 

in vitro et pourrait agir comme un antioxydant (Engelmann et al., 1994; Jurgens et al., 1995). 

La composition en acides gras des principales classes lipidiques des LDL de DT-2 est 

modifiée avec une diminution du 18:2n-6 et une augmentation du 20:4n-6 dans les EC et PC 

des LDL de DT-2. A notre connaissance, une seule étude a montré une diminution du 18:2n-6 

associée à une augmentation du 20:4n-6 dans les PL plasmatiques de diabétiques de type 2 

(Pelikanova et al., 2001). L’augmentation paradoxale du 20:4n-6 (dans un contexte de 

peroxydation lipidique accrue) et la diminution conjointe du 18:2n-6 pourraient être le résultat 

de l’hyperactivation des ∆6-désaturase (catalysant la désaturation du 18:2n-6 en 18:3n-6)  et  

∆5-désaturase  (catalysant la désaturation du 20:3n-6 en 20:4n-6) dans le DT-2. Il est en effet 

connu que l’insuline augmente l’activité de ces désaturases (Brenner, 2003) et que le diabète 

de type-2 entraîne de longues périodes d’hyperinsulinémie chronique. Nos résultats montrent 

également une augmentation de différents index de peroxydation lipidique dans les LDL de 

DT-2 comparativement aux LDL de V. En accord avec la diminution du 18:2n-6, principal 

AGPI des LDL, les HODE (estérifiés et libres), produits primaires stables de peroxydation du 

18:2n-6,  augmentent de 50 %. Parmi les AGOH dérivés du 20:4n-6, seul le 15-HETE 

augmente significativement. Les concentrations de MDA, index global de peroxydation 

lipidique,  doublent dans les LDL de DT-2 comparativement aux LDL de V et confirment 



RESULTATS ET DISCUSSION 
 

Romain COLAS 
Institut National des Sciences Appliquées 
Mémoire de thèse 

155 

l’augmentation des TBARS dans le plasma de patients diabétiques (Griesmacher et al., 1995). 

L’augmentation des peroxydes lipidiques dans les LDL n’est pas associée à une diminution de 

la vitamine E dans les LDL de diabétiques, comme on aurait pu s’y attendre. L’absence de 

diminution de la vitamine E dans les LDL, déjà décrite dans le plasma (Feillet-Coudray et al., 

1999; Griesmacher et al., 1995), pourrait refléter une réponse adaptative de la vitamine E à un 

environnement pro-oxydant. Celle-ci pourrait être régénérée par d’autres antioxydants tels que 

la vitamine C (Wen et al., 2000) qui est diminuée dans le plasma de patients diabétiques 

caucasiens. 

 

 Pour établir si le stress oxydant avéré chez les diabétiques de type-2 est associé au 

syndrome métabolique et déjà présent avant l’apparition de la maladie, nous avons analysé les 

mêmes paramètres biochimiques chez des volontaires présentant un syndrome métabolique. 

De nombreuses études prospectives montrent  que le syndrome métabolique est un indicateur 

prédictif du diabète de type-2  (Lorenzo et al., 2003; Wilson et al., 2005) et de la survenue de 

maladies cardiovasculaires (Alexander et al., 2003; Ford, 2005; Lakka et al., 2002). 

Cependant, la présence d’un stress oxydant lors du syndrome métabolique est encore 

débattue. Selon les études, les concentrations plasmatiques de 8-isoPGF2α, marqueur de 

peroxydation lipidique, sont soit augmentées (Gopaul et al., 2001; Hansel et al., 2004), soit 

inchangées (Seet et al., 2010; Sjogren et al., 2005)  chez des sujets présentant un syndrome 

métabolique comparativement à des volontaires sains. En ce qui concerne les LDL de 

volontaires ayant un syndrome métabolique, les concentrations sériques de LDL oxydées sont 

soit plus élevées (Holvoet et al., 2004; Sigurdardottir et al., 2002) et associées à davantage de 

sdLDL, soit similaires à celles de témoins (Sjogren et al., 2005). 

 Les SM inclus dans notre protocole clinique présentaient une insulino-résistance, 

attestée par l’hyperinsulinémie et l’augmentation du HOMA-IR, une obésité (BMI > 30) mais 

étaient modérément dyslipidémiques (cholestérol total et LDL-cholestérol normaux, hyperTG 

modérée). L’augmentation des TG et la diminution du diamètre des LDL de SM sont en 

faveur de la présence de sdLDL. Nos résultats mettent en évidence un stress oxydant accru 

dans les LDL issues de SM. En attestent l’augmentation des HODE, l’augmentation du MDA, 

ainsi que la diminution des plasmalogènes. La diminution du 18:2n-6, principal AGPI des 

LDL, dans les principales classes lipidiques (EC et PC) est en accord avec l’augmentation des 

concentrations en HODE. Par contre, aucune modification des concentrations en HETE ni en 

AA n’a été notée dans les LDL de SM, en accord avec une étude très récente ne montrant 
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aucune modification des produits d’oxydation de l’AA, HETE totaux et 8-isoPGF2α, dans le 

plasma d’une population asiatique présentant un syndrome métabolique (Seet et al., 2010). 

Ces résultats pourraient signifier que l’AA, plus sensible à l’oxydation que le 18:2n-6, est 

converti en produits plus avancés de peroxydation comme des aldéhydes, les HETE ne 

représentant que des intermédiaires (Wiswedel et al., 2002). Nos résultats montrent également 

une augmentation des concentrations d’α- et de γ-tocophérols exprimés en nmoles par mg de 

cholestérol, dans les LDL de SM comparativement à celles de V. Cette augmentation 

paradoxale de la vitamine E reste à être expliquée en quantifiant d’autres antioxydants 

endogènes qui auraient pu régénérer la vitamine E. L’identification de la contribution 

individuelle de chaque facteur de risque du syndrome métabolique dans le stress oxydant des 

LDL est impossible à ce stade puisque chacun d’entre eux, i.e. l’insulino-résistance (Urakawa 

et al., 2003), l’obésité (Urakawa et al., 2003) et l’hypertension artérielle (Boden, 2008), est 

reconnu être associé à un stress oxydant.  

 

 Afin de définir le rôle de l’hyperglycémie dans l’augmentation du stress oxydant, nous 

avons réalisé les mêmes analyses chez des diabétiques de type-1 à évolution lente. La plupart 

des études publiées indiquent que le diabète de type-1 est associé à un stress oxydant accru. 

Une augmentation du MDA plasmatique (Dominguez et al., 1998; Erciyas et al., 2004) et une 

augmentation de la susceptibilité des LDL à une oxydation induite par le cuivre (Tsai et al., 

1994) en font état. Cependant, un groupe n’a pas mis en évidence de différence de 

composition en lipides et acides gras, antioxydants et glycation dans les LDL de diabétiques 

de type-1  (Jenkins et al., 1996) ni de susceptibilité particulière des LDL à l’oxydation in vitro 

(Jenkins et al., 2004). Les DT-1 recrutés dans notre protocole présentaient globalement une 

hyperglycémie mais un bon contrôle glycémique (HbA1c = 7.7%), étaient de poids normal et 

normolipidémiques. Du fait de la difficulté de recrutement de DT-1 relativement âgés, ils ne 

sont pas appariés pour l’âge avec les témoins (-8 ans en moyenne). Aucune modification de la 

composition en lipides et acides gras ni de la vitamine E n’a été observée dans les LDL de 

DT-1, comparativement aux LDL de V. Par contre, une augmentation des concentrations en 

peroxydes lipidiques a été mise en évidence. La plus notable concerne les concentrations 

d’HODE qui augmentent similairement à celles des DT-2 (+50%). Une augmentation du 

MDA et une diminution des plasmalogènes sont observées mais les pourcentages de variation 

sont inférieurs à ceux des LDL de DT-2 et SM.  
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 Les études préliminaires de corrélation indiquent qu’il existe une relation entre 

l’augmentation de tour de taille, présente chez les DT-2 ou SM, et divers index de 

peroxydation lipidique (augmentation du MDA et diminution des plasmalogènes) ainsi que la 

présence de sdLDL (augmentation des TG et diminution de la taille des LDL). De même, le 

pourcentage d’HbA1c, décrit comme fortement corrélé à la glycation des LDL (Lyons et al., 

1986) est corrélé négativement aux plasmalogènes et positivement au MDA et aux TG des 

LDL. Ceci indique et confirme (Hunt et al., 1990) que les LDL de diabétiques de type-1 et 2 

sont glycoxydées. 

 

 

 VI.2. Effet des LDL sur les plaquettes : 

 

 Le diabète de type-2 est associé à une hyperactivation plaquettaire (Véricel et al., 

2004), impliquée dans le processus d’athérothrombose. Les mécanismes moléculaires sous-

tendant la plus grande réactivité plaquettaire ne sont pas entièrement élucidés. Les 

lipoprotéines circulantes interagissent avec les plaquettes, notamment lorsqu’elles subissent 

des modifications oxydatives comme c’est les cas lors du diabète de type-2. Bien que les 

interactions entre LDL oxydées et plaquettes ont fait l’objet de nombreuses études, peu 

d’études existent sur l’impact des LDL issues de diabétiques ou de sujets ayant un syndrome 

métabolique, sur l’activation des plaquettes sanguines humaines. Nous avions montré que des 

LDL de diabétiques de type-2 étaient capables d’activer des plaquettes de volontaires sains 

alors que des LDL de volontaires sains sont sans effet (Calzada et al., 2007). Comme la 

plupart des diabétiques de type-2 ont un syndrome métabolique associé, nous avons aussi 

déterminé dans le présent travail les effets des LDL provenant de sujets ayant un syndrome 

métabolique sans diabète, ou un diabète sans syndrome métabolique associé, sur leur 

propension à activer les plaquettes. En effet, le syndrome métabolique et le diabète de type-1 

sont associés à  une augmentation des risques cardio-vasculaires (Brindisi et al., 2010; Ford, 

2005) et à une hyperactivation plaquettaire (Udvardy et al., 1998; Vaidya et al., 2009; Véricel 

et al., 2004). 

 

 Nos résultats confirment que les LDL de V n’ont pas d’effet sur la cascade de l’AA 

(phospho-p38 MAPK, phospho-cPLA2 et TxA2) ni sur l’agrégation plaquettaire induite par le 

collagène. Ils confirment que les LDL de DT-2 activent les p38 MAPK et cPLA2 et 
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augmentent d’un facteur 2 la formation de TxA2 plaquettaire (Calzada et al., 2007). Ils 

montrent de plus que des concentrations très faibles de LDL (1/10ème de la concentration 

physiologique) de DT-2 potentialisent fortement l’agrégation de plaquettes stimulées par de 

faibles concentrations de collagène. 

 

 Nous montrons que des LDL de SM activent les plaquettes, comme en atteste 

l’augmentation des phospho-p38 MAPK, phospho-cPLA2 et TxA2 et potentialisent 

l’agrégation plaquettaire. L’amplitude des augmentations observées est semblable à celle 

observée avec les LDL de DT-2. L’hyperglycémie et le syndrome métabolique, tous les deux 

présents chez les DT-2, ne semble donc pas avoir d’effets synergiques sur l’activation 

plaquettaire. A notre connaissance, aucune étude n’a encore décrit l’effet activateur des LDL 

issues de sujets ayant un syndrome métabolique sur les plaquettes. Une étude récente a 

cependant montré que l’incubation de plaquettes de volontaires sains avec des LDL de sujets 

obèses conduit à une activation des plaquettes, similaire à celle obtenue avec des plaquettes de 

sujets obèses (Raffaelli et al., 2009).  

 

 Nos résultats montrent que les LDL de DT-1 augmentent la phosphorylation de la p38 

MAPK et la formation de TxA2 mais n’augmentent pas significativement la phosphorylation 

de la cPLA2. Par contre, les LDL de DT-1 n’ont aucun effet sur l’agrégation plaquettaire dans 

les conditions expérimentales testées. L’explication de ces résultats contradictoires est 

difficile à ce stade. Il n’est pas exclu que les récepteurs aux LDL impliqués dans l’activation 

de la cascade de l’AA et dans celle de l’agrégation induite par le collagène diffèrent. Une 

autre explication pourrait être liée à l’absence ou à la présence plus faible de sdLDL 

comparativement aux LDL de SM et DT-2. Quelques études ont montré que les LDL de DT-1 

(dont l’état redox n’a pas été défini) potentialisent l’agrégation de plaquettes témoins 

stimulées par un agoniste (Watanabe et al., 1988) et augmentent les concentrations 

intracellulaires de calcium (Ferretti et al., 2002). 

 

 L’ensemble de nos résultats nous donne quelques pistes sur les molécules présentes 

dans les LDL responsables de l’activation plaquettaire. En effet, le TxA2, puissant agent pro-

agrégant, est corrélé positivement au MDA et aux HODE ainsi qu’aux TG des LDL. Aucune 

association entre TxA2 et les autres molécules quantifiées dans notre étude (plasmalogènes, 

AG, vitamine E, HbA1c) n’a été mise en évidence. Il est tentant de spéculer que l’activation 
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plaquettaire induite par les LDL de sujets ayant un syndrome métabolique avec ou sans 

diabète associé pourrait être attribuable aux produits de peroxydation lipidique (dont certains 

acides gras hydroxylés et aldéhydes) localisés préférentiellement dans les sdLDL. De plus, 

nos résultats corroborent les études in vitro montrant l’implication des produits de 

peroxydation lipidique et notamment des PL oxydés (Ashraf et al., 2008) dans l’activation 

plaquettaire. Parmi les plus récentes, des glycérophosphocholines oxydés (Podrez et al., 2007)  

ainsi que des lipoprotéines enrichies en PC oxydées (Hartwich et al., 2002) s’avèrent être des 

ligands préférentiels du CD36, activent les plaquettes et s’accumulent dans le plasma de 

patients hyperlipidémiques (Podrez et al., 2007). Des PL oxydés tronqués de type lysoPAF 

potentialisent l’agrégation plaquettaire via le récepteur du PAF (Chen et al., 2009).   
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La première partie analytique de notre travail nous a permis de montrer que la 

séparation des LDL par ultracentrifugation était équivalente à celle par FPLC en termes de 

composition en lipides et peroxydes lipidiques. La quantification, inédite à notre 

connaissance, des acides gras hydroxylés et plasmalogènes dans les LDL de volontaires sains, 

nous a permis d’obtenir des valeurs qui pourraient servir de référence pour attester un stress 

oxydant chez des personnes souffrant de diverses pathologies dont le diabète. 

 

La seconde partie clinique de notre travail nous a conduit à caractériser précisément le 

contenu en lipides et peroxydes lipidiques de LDL provenant de personnes susceptibles de 

développer un diabète de type-2 ou ayant développé un diabète de type-1 ou 2. Nous avons 

parallèlement  déterminé le potentiel activateur de ces LDL sur des plaquettes de volontaires 

sains. Nous avons obtenu des résultats originaux sur les LDL de sujets ayant un syndrome 

métabolique en montrant que ces LDL ont déjà subi des modifications de leur composition en 

lipides et peroxydes lipidiques, et activent les plaquettes. D’autre part, nous avons vu que, 

seule, l’hyperglycémie caractéristique du diabète de type-1, est associée à une modification 

oxydative des LDL sans altération de leurs lipides, lesquelles activent la cascade de l’AA. 

Nous avons mis en évidence une altération du profil lipidique ainsi qu’une augmentation des 

peroxydes lipidiques des LDL de diabétiques de type 2 et confirmons que ces LDL activent la 

cascade de signalisation de l’AA (p38 MAPK, cPLA2, TXB2) et stimulent l’agrégation 

plaquettaires.  Toutefois, nos résultats obtenus avec des LDL de diabétiques de type 2 

montrent que l’hyperglycémie et les anomalies métaboliques associées au syndrome 

métabolique n’agissent pas de manière synergique pour amplifier le stress oxydant subi par 

les LDL ou leurs capacités à activer les plaquettes. En conclusion, dans le syndrome 

métabolique et le diabète de type-1 ou 2,  les peroxydes lipidiques au sein des LDL pourraient 

être le dénominateur commun conduisant à l’activation plaquettaire. 

 

Les résultats les plus originaux de notre travail sont la mise en évidence d’une part 

d’un stress oxydant dans les LDL de sujets ayant un syndrome métabolique et d’autre part 

d’un effet activateur de ces LDL sur les plaquettes, comparable à celui induit par des LDL de 

diabétiques de type-2. Ces résultats donnent corps à l’utilité de dépister cette « pathologie » 

de manière précoce afin de prévenir les complications thrombotiques ultérieures. Toutefois, 

de nombreux points restent à approfondir. Le syndrome métabolique en tant que tel est une 

constellation d’anomalies métaboliques causales (insulino-résistance, obésité viscérale) et 
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consécutives (dyslipidémie, hypertension) du désordre métabolique. Bien que nos résultats 

suggèrent que l’obésité abdominale est le facteur de risque davantage associée à l’oxydation 

des LDL, la détermination du profil lipidomique au sein de cohortes présentant exclusivement 

un des facteurs de risque associé au SM permettrait idéalement de discriminer le rôle de 

chaque anomalie et de cibler à terme plus efficacement  les personnes à risque.  

 

La caractérisation du profil en lipides et peroxydes lipidiques des LDL n’a pas permis 

d’incriminer spécifiquement une molécule responsable de l’activation plaquettaire et de 

définir a fortiori un marqueur du risque athérothrombotique. Néanmoins, la détection inédite 

des différents acides gras hydroxylés estérifiés et libres dans les LDL nous a permis de 

montrer pour la première fois l’augmentation nette de ceux dérivés de l’acide linoléique 

(HODE) dans les groupes SM, DT1 et DT2. De plus, les concentrations plus élevées d’acides 

gras hydroxylés ainsi que de MDA dans les LDL sont associées à la formation accrue de 

thromboxane A2, métabolite pro-agrégant. Etant donné que les HODE totaux comprennent 

ceux estérifiés aux phospholipides, une piste importante à explorer sera celle des 

phospholipides oxydés. Il a d’ailleurs été montré que des glycérophosphocholines oxydées 

synthétiques se lient aux plaquettes via CD36 et induisent l’activation plaquettaire via αIIbβ3 

(Podrez, Nat. Med. 2007). Les phospholipides oxydés notamment dérivés du 18:2n-6 et/ou 

leurs produits de fragmentation, seront identifiés et quantifiés dans les LDL de patients et la 

capacité des dérivés d’oxydation des PL à activer les plaquettes sera ensuite déterminée afin 

de voir s’ils pourraient constituer des marqueurs prédictifs mais aussi pronostiques du risque 

athérothrombotique.  

 

 Un autre point essentiel à élucider est le mécanisme de l’activation des plaquettes par 

les LDL oxydées (et des molécules activatrices associées). Il est probable que des récepteurs 

éboueurs comme CD36, SR-A ou LOX-1 entrent en jeux puisqu’ils possèdent une forte 

affinité de liaison pour les LDL oxydées. Des anticorps bloquant les récepteurs CD36, SR-A 

ou LOX-1 seront utilisés puis éventuellement complétés par des souris knock-out pour ces 

récepteurs. De simples échanges lipidiques entre LDL et plaquettes pourraient également 

contribuer à l’activation, un transfert accru de phospholipides oxydés (comparativement aux 

phospholipides natifs)  des lipoprotéines aux plaquettes ayant été mis en évidence dans notre 

équipe (Ibrahim et al., 2009).  
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 Ce travail a été orienté vers les LDL isolément afin d’identifier leur rôle spécifique 

dans l’activation plaquettaire. Afin de se rapprocher d’une situation in vivo, les HDL, décrites 

inhiber l’agrégation plaquettaire (Calkin et al., 2009), doivent aussi être prises en compte. 

L’état redox des HDL des différents groupes d’ECLIPSE et leur impact sur l’agrégation des 

plaquettes sont d’ailleurs déterminés dans une étude ancillaire. Il reste à éclaircir les 

contributions respectives des différentes classes de lipoprotéines dans les fonctions 

plaquettaires sachant que les HDL diminuent et les LDL oxydées augmentent chez des 

patients dyslipidémiques.  

 

Dans le but de nous placer dans des conditions physiologiques, seules les LDL dans 

leur totalité ont été testées. Cependant, l’augmentation des TG dans les LDL de patients ayant 

un syndrome métabolique ou un diabète de type-2, indicatrice de la présence de LDL petites 

et denses, ainsi que la corrélation positive des TG avec la formation accrue de TXB2, nous 

questionne sur le rôle de cette sous-classe de LDL dans l’activation plaquettaire. Il nous 

faudrait déterminer si les peroxydes lipidiques des LDL ne sont pas davantage localisés dans 

cette sous-classe et déterminer leur impact sur les fonctions plaquettaires. 

 

 L’étude ECLIPSE aurait besoin d’être complétée en déterminant l’effet des LDL de 

chaque groupe de volontaires sur des plaquettes autologues, notamment pour le groupe des 

sujets présentant un SM. En effet, bien que de nombreuses études montrent que les plaquettes 

de diabétiques de type-1 et 2 sont hyperactives, seules quelques études récentes 

(Vaduganathan et al., 2008; Vaidya et al., 2009) indiquent que les  plaquettes de sujets ayant 

un SM présentent une hyper-réactivité plaquettaire associée à une moindre réponse à 

l’aspirine. Il reste à vérifier que ces plaquettes sont hyperagrégables et que la présence avérée 

de LDL modifiées oxydativement contribue à leur activation. 

 

 Nos résultats sur la composition en AG des LDL ouvrent des perspectives très 

intéressantes sur des études métaboliques in vivo. La diminution du 18:2n-6 et l’augmentation 

simultanée de l’AA dans les principales classes lipidiques des LDL pourraient refléter 

l’hyperactivation des  ∆6 et ∆5 désaturases dans les cellules hépatiques. Pour tester cette 

hypothèse, nous envisageons d’étudier le métabolisme compartimental du 18:2n-6 in vivo 
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chez l’Homme. L’ingestion d’une dose traceuse de [13C]-18:2n-6 par des volontaires sains, 

ayant un SM ou un DT-2, nous permettrait de suivre la cinétique d’incorporation de l’acide 

gras et de ses métabolites (AA et produits de peroxydation) dans divers compartiments 

(lipoprotéines, albumine et plaquettes) via l’analyse par « Gas Chromatography Combustion-

Isotope Ratio Mass Spectrometry » (GCC-IRMS) (en collaboration avec le CRNH RA). 

Ainsi, nous serions en mesure de mettre en évidence l’hyperactivation potentielle de certaines 

désaturases tout en déterminant l’importance du transfert d’acides gras et des peroxydes 

lipidiques entre les classes de lipoprotéines plasmatiques mais aussi entre lipoprotéines et 

plaquettes. 

 

 A terme, une meilleure compréhension des altérations oxydatives subies par les LDL 

en conditions pré-diabétiques ou diabétiques et de leur impact sur l’activation plaquettaire 

facilitera leur prévention, évitant ainsi potentiellement de nombreux accidents 

cardiovasculaires.    
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