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Résumé 

Mots clés : Lipidomique, Macrophages, Analyses multivariées 

 

L’athérosclérose est un phénomène inflammatoire caractérisé par un dépôt sur les artères de 

macrophages gorgés de cholestérol également appelés cellules spumeuses. Actuellement, trois 

principales molécules membranaires sont décrites comme assurant la sortie du cholestérol libre, dont 

l’ABCA1 (ATP Binding Cassette A1) qui joue un rôle physiologique important. 

 

Le but de ce travail est d’étudier l’impact de l’incorporation d’acides gras ω3 et celui de LDL 

modifiées sur la composition des phospholipides membranaires et d’établir des liens entre la 

modification de composition des phospholipides et l’altération du fonctionnement de l’ABCA1. Une 

étude lipidomique a été menée, en utilisant des méthodes de chromatographie couplées à la 

spectrométrie de masse. Les analyses ont été réalisées au moyen d’un système de chromatographie 

liquide en phase normale (NP-LC) permettant la séparation des différents phospholipides. La détection 

a été réalisée à l’aide de spectromètres de masse (MS) basse et ultra-haute résolution, ainsi que d’un 

détecteur à aérosol chargé. La chromatographie en phase gazeuse permet de connaître les proportions 

relatives d’acides gras. Ces techniques ont été utilisées pour réaliser une étude sur les paramètres de 

prétraitement (en amont du traitement des signaux analytiques), de décrire le lipidome de différents 

types de macrophages et d’établir les modifications de composition des phospholipides lors d’ajout 

chronique d’acides gras ω3 et/ou de LDL modifiées. 

 

Les résultats obtenus ont permis de définir une méthode de prétraitement de données LC-MS, 

d’évaluer la composition de trois types de macrophages et de modéliser les variations de l’efflux du 

cholestérol avec les modifications phospholipidiques observées pour les macrophages non spumeux. A 

partir de ces éléments, des thématiques communes, chimie biologie, ont pu aussi être identifiées 

comme l’analyse de « l’oxylipidome ». 

  



 

 
 

Abstract 

Keywords: Lipidomic, Macrophages, Multivariate analysis 

 

Atherosclerosis is an inflammatory disease characterized by a deposit on the arteries of 

macrophages full of cholesterol also called foam cells. Currently, three main membrane molecules are 

described as ensuring the release of free cholesterol, of which ABCA1 (ATP Binding Cassette A1) 

plays an important physiological role. 

 

The purpose of this work is to study the impact of the incorporation of ω3 fatty acids and 

modified LDL on membrane phospholipids composition and to establish the relationship between 

modification of the phospholipid composition and functionality of ABCA1. A lipidomic study was 

conducted using chromatographic methods coupled with mass spectrometry. Analyzes were carried 

out using normal phase liquid chromatography (NP-LC) allowing the separation of the different 

phospholipid classes. Detection was performed using low and ultra-high resolution mass spectrometers 

(MS) and a charged aerosol detector. Gas chromatography is used to determine fatty acids proportions. 

These techniques were used to study pretreatment parameters, to describe different macrophages 

lipidome and to establish phospholipid modifications during ω3 fatty acids chronic addition and / or 

modified LDL. 

 

The results obtained made it possible to define a method for LC-MS data pretreatment, to 

evaluate the composition of three types of macrophages, to model the variations of cholesterol efflux 

with the phospholipid modifications observed for non-foamy macrophages. From these elements, 

common themes, chemistry biology, could also be identified as the analysis of "oxylipidome". 
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Chapitre I : Généralités 

De la classification des lipides à l’analyse 

lipidomique 
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1 Les lipides 
 

Les lipides sont des constituants essentiels des êtres vivants. Ils sont souvent définis comme 

des espèces chimiques insolubles dans l'eau et solubles dans les solvants organiques1,2. Cette définition 

peut paraître réductrice au regard des propriétés de solubilité de certains lipides. En effet certains 

lipides possèdent une large partie hydrophile qui leur confère un caractère amphiphile marqué 

(glycolipides, isoprénoïdes)3,4. 

 

Récemment, un système de classification a été élaboré en se basant sur les voies de 

biosynthèse des lipides5. Ils sont alors présentés comme de petites molécules hydrophobes ou 

amphiphiles provenant de la condensation de thioesters ou d’unités isoprènes. Les notions de lipides 

simples et lipides complexes ont été proposées. Les produits résultant de l’hydrolyse d’un lipide 

simple donnent au maximum deux produits distincts. Un lipide complexe quant à lui s’hydrolyse en 

trois produits différents. De nombreuses classifications ont été établies à partir des différentes 

définitions des lipides comme les voies de biosynthèse ou les propriétés physico-chimiques6,7. 

 

Actuellement, la classification la plus utilisée est celle qui a été proposée par le consortium de 

LIPID-Metabolites And Pathways Strategy (LIPID-MAPS®)8. Elle est basée sur la biosynthèse des 

lipides. Deux groupes de lipides sont ainsi définis : le groupe des cétoacyls qui sont issus de la 

condensation d’unités thioesters (acides gras : AG, glycérolipides, glycérophospholipides, 

sphingolipides, saccharolipides et polycétides) et le groupe des isoprènes (prénols et stérols), 

respectivement biosynthétisés à partir de carbanions et de carbocations. Les lipides sont classés en huit 

catégories : les acides gras, les glycérolipides, les glycérophospholipides, les sphingolipides, les 

polycétides, les saccharolipides ainsi que les prénols et les stérols. Ces catégories sont subdivisées en 

classes, sous-classes et espèces moléculaires9. 

 

1.1 Les acides gras  

 

Les acides gras (AG) sont des acides carboxyliques (R-COOH) dont le radical R est une 

chaîne hydrocarbonée de quatre à trente-deux atomes de carbone. Elle peut être complètement saturée 

ou peut comprendre une ou plusieurs insaturations. Une nomenclature a été mise au point pour décrire 

le nombre d’atomes de carbone, le nombre et la position des insaturations. Elle s’écrit sous la forme 

Cx:y ; x correspond au nombre d’atomes de carbone et y au nombre d’insaturations. 

 



 

2 
 

La position des insaturations peut être notée de deux façons : la première est en conformité 

avec la nomenclature internationale et se note Δ a, b,…,n ; chaque lettre indiquant la position des n 

insaturations. La seconde correspond à la nomenclature biochimique et se note « ω : n ». Les carbones 

sont numérotés en partant du méthyle terminal et n correspond à la position de la première 

insaturation. 

 

Par ailleurs, en chimie organique la présence d’une double liaison fait apparaître des isoméries 

de configuration. Cette diastéréoisomérie est basée sur la nomenclature de Cahn-Ingold-Prelog10. Les 

groupements fonctionnels de part et d’autre de la double liaison sont numérotés en fonction du numéro 

atomique des substituants. Si les substituants classés numéro 1 sont du même coté que la double 

liaison, la molécule est dite de configuration « Z », s’ils sont de part et d’autre de la double liaison, la 

molécule est dite de configuration « E ».  

 

L’isomérie cis et trans est, quant à elle, basée sur l’encombrement stérique des groupements 

fonctionnels. Une molécule est dite trans si les substituants se trouvent de part et d’autre de la double 

liaison et une molécule est dite cis si les groupes prioritaires sont du même côté que la double liaison. 

Un composé cis n’est pas forcément Z, même si c’est très souvent le cas. Deux exemples d’acides gras 

et leurs différentes nomenclatures sont présentés Figure 1 : Exemples des différentes nomenclatures 

concernant les acides gras Figure 1. 

 

 

Figure 1 : Exemples des différentes nomenclatures concernant les acides gras 
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Les AG peuvent être apportés par l’alimentation ou synthétisés dans l’organisme. L’acide 

linoléique, C18:2 Δ(9,12) ou (18:2 n-6 ou ω6) et l’acide α-linolénique, C18:3 (9,12,15) ou (18:3 n-3 ou 

ω3) sont dits essentiels car il ne peuvent être apportés que par l’alimentation11. On les trouve 

principalement dans les huiles végétales (olive, tournesol, colza) ou dans certains aliments comme les 

noix. Les acides linoléique et α-linolénique sont respectivement les précurseurs notamment de l’acide 

arachidonique (C20:4 Δ 5, 8, 11, 14) et de l’acide eicosapentaénoïque (C20:5 Δ 5, 8, 11, 14, 17). Ces acides gras 

sont entre autres les précurseurs dans l'organisme de la classe des eicosanoïdes, qui sont des lipides 

oxydés pouvant être synthétisés selon trois voies enzymatiques : 1) la voie de la lipo-oxygénase à 

l’origine des leucotriènes et les acides hydroxyeicosatétraénoïques, 2) la voie de la cyclooxygénase 

aboutissant aux thromboxanes et aux prostaglandines, 3) la voie des cytochromes P-450 permettant la 

synthèse des acides hydroxyeicosatétraénoïques, époxyeicosatriénoïques et 

dihydroxyeicosatriénoïques12. Les eicosanoïdes sont des lipides qui ont de nombreuses fonctions dans 

l’organisme notamment dans l’inflammation, la contraction des muscles lisses, la régulation du 

métabolisme et de l’agrégation plaquettaire. Ils ont aussi un impact sur les maladies cardio-vasculaires 

et le diabète13–15. 

 

1.2 Glycérolipides  

 

Les glycérolipides sont des esters du glycérol. Les trois carbones asymétriques du groupement 

glycérol sont numérotés de 1 à 3 (sn : stereospecific numbering). Les trois fonctions alcool du glycérol 

peuvent être soit toutes estérifiées par trois AG (triglycérides), soit estérifiées par deux AG 

(diglycérides) ou une seule fonction alcool est estérifiée par un unique AG (monoglycérides). D’autres 

classes de glycérolipides sont caractérisées par la présence de résidus sucre liés par une liaison 

osidique entre une fonction alcool du glycérol et une fonction alcool du sucre, formant par exemple 

des mono ou des digalactosyldiacylglycérols si le sucre est un galactose, Figure 2. 

 

Dans l’organisme, les glycérolipides se retrouvent principalement dans la circulation ou sous 

forme de gouttelettes lipidiques dans les cellules. Cette classe lipidique est impliquée dans différentes 

fonctions comme la thermorégulation et le stockage d’énergie notamment16. 
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Figure 2 : Structures des différentes classes de glycérolipides  

 

1.3 Glycérophospholipides  

 

Les glycérophospholipides ou phospholipides (PL) ont pour structure commune le sn-glycérol 

3 phosphate. Il existe une grande diversité structurale pour cette famille de molécules. En effet, la 

classe de phospholipides est définie par la nature de la tête polaire fixée sur le groupement hydroxyle 

du glycérol en position sn3. Ainsi, six classes de phospholipides peuvent être rencontrées : 

phosphatidylcholine (PC), phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS), 

phosphatidylinositol (PI), phosphatidylglycérols (PG) et l’acide phosphatidique (PA). Les différentes 

structures des têtes polaires des phospholipides sont présentées Figure 3. 
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Figure 3 : Différentes structures des phospholipides 

 

Les fonctions alcool en position sn1 et sn2 peuvent être estérifiées par deux acides gras : ce 

sont des diacyl-phospholipides. Pour les PC, PE et PI un alcool gras peut se fixer par une liaison éther 

(alkyl-PL) ou par une liaison vinyl éther (alkényl-PL ou plasmalogènes) sur les fonctions alcool en 

position sn1 ou sn2, Figure 4. 
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Figure 4 : Exemple de structures d’un alkyl-acyl phospholipide (A) et structure d’un alkényl-acyl 

phospholipide (B) 

 

Pour certaines classes de PL, des résidus alcool peuvent être phosphorylés. C’est le cas par 

exemple de l’inositol des PI pouvant être phosphorylé en position 3, 4 et 5 ou du résidu glycérol des 

PG. Les glycérophosphoglycérophosphoglycérols (cardiolipines, CL) sont issus de la condensation de 

deux PG, Figure 5. 
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Figure 5 : Structures des phosphatidylglycérolphosphate, cardiolipine et phosphatidylinosotol phosphorylés 

 

Les PL sont les constituants essentiels des membranes cellulaires (cytoplasmiques et 

organites). Leur caractère amphiphile permet entre autre une organisation en bicouche assurant ainsi la 

cohésion de ces interfaces. Les PC sont les PL les plus abondants au sein des membranes 

cytoplasmiques. Il existe aussi lors de la biosynthèse des phospholipides une interconversion entre PC 

et PE, PE et PS. A l’évidence, les PL ont un rôle structural majeur mais peuvent aussi être impliqués 

dans des voies de transduction d’un signal et participer au fonctionnement des protéines insérées dans 

la membrane cellulaire17,18. 

 

1.4 Sphingolipides 

 

Les sphingolipides sont une catégorie de lipides comprenant une structure commune de type 

sphingoïde. Les bases sphingoïdes les plus répandues dans le monde animal sont la sphingosine et la 

sphinganine. Ces composés présentent une chaîne d’AG, deux fonctions hydroxyles et une fonction 
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amine. L’addition d’un AG sur la base sphingoïde grâce à la création d’une liaison amide permet de 

construire le squelette d’un céramide. A partir de ce squelette, l’addition d’un radical phosphocholine 

sur une fonction hydroxyle primaire permet de créer la structure de base d’une sphingomyéline (SM). 

Cette fonction hydroxyle peut aussi comporter des groupements osidiques divers. La condensation 

d’un céramide avec un ou plusieurs sucres donne naissance à un glycosphingolipide. La diversité de 

ces molécules se caractérise par la variabilité de la structure de la chaîne osidique qui s’ajoute à la 

variabilité sur des chaînes d’AG. 

 

Les sphingolipides sont présents dans les membranes cellulaires et principalement au niveau 

du feuillet externe de la bicouche lipidique. Leur rôle dans la cellule a été particulièrement décrit et 

cette classe de lipide est impliquée dans la survenue d’une série de maladies génétiques qui impliquent 

leur catabolisme enzymatique. Ils sont aussi impliqués dans le phénomène d’apoptose, de 

différenciation et de reconnaissance cellulaire 19–21, Figure 6. 

 

 

Figure 6 : Biosynthèse et catabolisme des sphingolipides et maladies génétiques associées
9
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1.5 Prénols 

 

Les prénols sont synthétisés à partir de précurseurs à cinq atomes de carbone, l’isopentényl-

pyrophosphate et le diméthylallyl-pyrophosphate. Les différentes classes de prénols se caractérisent 

par la longeur du squelette hydrocarboné et par leurs groupements fonctionnels. Les caroténoïdes sont 

des isoprénoïdes simples. Ils agissent comme des antioxydants et comme précurseurs de la vitamine A. 

Les quinones et les hydroquinones sont une autre classe de molécules qui contiennent une chaîne 

latérale isoprénique attachée à un noyau quinonoïde d’origine non isoprénique. La vitamine E et les 

vitamines K, ainsi que les ubiquinones en sont des exemples, comme le montre la Figure 7. 

 

 

Figure 7 : Structures de quelques prénols 

 

1.6 Stérols  

 

Les stérols possèdent une structure commune de type cyclopentanophénantrène représentée 

Figure 8. Ce tétracyle confère à cette catégorie de lipides un caractère hydrophobe important. Le 
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cholestérol est le stérol le plus abondant chez les mammifères, majoritairement retrouvé à l’état non 

estérifié dans l’organisme. Par rapport à la structure commune, le cholestérol comporte deux fonctions 

méthyle en position 10 et 13, une fonction hydroxyle en position 3 et une double liaison en position 5, 

6. Le cholestérol est un constituant majeur des membranes cellulaires. En s’intercalant entre les 

chaînes d’acides gras des PL, il contribue à la rigidification des membranes. Il est aussi le précurseur 

des hormones stéroïdiennes, de la vitamine D et des acides biliaires. Son métabolisme est soumis à de 

multiples régulations dont la perturbation est à l’origine de nombreuses pathologies, comme par 

exemple l’athérosclérose22. 

 

 

Figure 8 : Structure du Cholest-5-en-3-ol; (3β)-Cholest-5-en-3-ol ou Cholestérol 

 

1.7 Saccharolipides  

 

Ce sont des composés dont le squelette est constitué de chaînes osidiques. Les acides gras se 

greffent sur les parties hydroxyles ou amines résiduelles de la chaîne osidique. Par analogie aux 

glycérolipides ou phospholipides, le squelette glycérol est ici substitué par une chaîne osidique. Les 

saccharolipides les plus connus sont les précurseurs de glucosamines acylés composant le 

lipopolysaccharide des bactéries Gram négatif, Figure 9. 

 



 

11 
 

 

Figure 9 : Structure d’un saccharolipide, exemple Kdo2-lipide A 

 

1.8 Polycétides 

 

Les polycétides sont des molécules cycliques issues de la condensation successive de sous-

unités acétyle et propionyle. Cette catégorie de lipides se répartit en trois classes principales : les 

macrolides, les polycétides aromatiques et les polycétides non ribosomiques. Les différents squelettes 

peuvent être modifiés par glycosylation, méthylation, hydroxylation ou par différents phénomènes 

d’oxydation. Les différentes structures des classes principales sont représentées Figure 10. 

 

 

Figure 10 : Exemple de structure de trois polycétides 
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Les polycétides représentent une famille très diverse de produits naturels possédant une 

activité pharmacologique. On dénombre les macrolides et les tétracyclines, qui sont des antibiotiques 

largement utilisés encore de nos jours, un immunosuppresseur (tacrolimus), un antifongique 

(amphotéricine B) ou encore des molécules cytostatiques (famille des anthracyclines). 

 

Au travers de cette présentation rapide des différentes catégories de lipides, nous pouvons 

mesurer la diversité structurale des lipides qui est associé à une multiplicité des rôles biologiques. En 

effet, ces molécules peuvent avoir un rôle structural au niveau des membranes cellulaires, du 

métabolisme énergétique et de second messager dans les voies de transduction des voies de 

signalisation. 

 

Cette diversité s’exprime notamment au niveau des squelettes des différentes catégories de 

lipides, de la longueur du nombre et de la position des insaturations des chaînes hydrocarbonées, de la 

nature de la tête polaire du squelette principal. Le consortium LIPID MAPS fait état de 40 000 

structures référencées. De plus, il est établi qu’en fonction de l’espèce vivante étudiée, les proportions 

des différentes classes lipidiques peuvent varier qualitativement et quantitativement. 

 

A l’évidence et au regard de la diversité structurale qui engendre des propriétés 

physicochimiques très différentes, à ce jour aucune technique analytique ne peut prétendre à l’analyse 

exhaustive des composés lipidiques d’un échantillon biologique. Ainsi, pour la caractérisation des 

espèces lipidiques présentes dans un milieu biologique, il est souvent nécessaire d’associer une 

technique de préparation de l’échantillon qui permet d’extraire une ou plusieurs fractions lipidiques 

d’un milieu complexe à une technique analytique. Cette dernière fait le plus souvent appel à des 

techniques séparatives généralement couplées à la spectrométrie de masse ou à des techniques 

spectrales. Le choix d’une technique par rapport à une autre sera orienté en fonction de la nature de 

l’information recherchée et de la nature de l’échantillon étudié. Lors de ce travail de thèse, nous nous 

sommes particulièrement intéressés à deux catégories de lipides : les glycérophospholipides et les 

sphingolipides ainsi qu’à leurs modifications dans différents types de macrophages exposés à 

différentes conditions de culture. 

2 La préparation de l’échantillon 
 

La préparation de l’échantillon biologique est une étape nécessaire et déterminante à l’analyse 

des lipides3. Elle conditionne la qualité des observations effectuées et consiste à extraire les analytes 

d’une matrice. En effet, les lipides sont des molécules structurellement hétérogènes avec des propriétés 
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L’objectif de cette étape est d’extraire sélectivement les lipides en quantité détectable par la 

technique analytique. La préparation de l’échantillon est souvent considérée comme une étape 

chronophage et difficilement automatisable. Elle doit de plus être reproductible pour éliminer une 

source de variabilité entre les différents échantillons. Une technique très souvent utilisée pour extraire 

les lipides d’un échantillon est l’extraction liquide-liquide31. 

 

2.1 Extraction liquide-liquide  

 

2.1.1 Principe général 

 

L’extraction liquide-liquide est basée sur la répartition d’un composé organique entre une 

phase aqueuse et une phase organique non miscible. Cette partition repose sur le coefficient de partage 

de l’analyte entre la phase aqueuse et un solvant organique à une température donnée. Le coefficient 

de partage dépend de la solubilité de l’analyte dans chacune des deux phases. Plusieurs paramètres 

sont à prendre en compte pour obtenir des rendements d’extraction importants : propriétés acido-

basiques des molécules à extraire, nombre d’extractions successives et solubilité de l’analyte dans les 

différents solvants utilisés. Différentes étapes sont souvent nécessaires comme une agitation 

mécanique, une centrifugation pour améliorer la séparation de phases, une récupération de la phase 

organique et une évaporation de la phase organique permettant de préconcentrer les analytes avant la 

reprise des résidus secs, comme le montre la Figure 12. La préconcentration permet de solubiliser 

l’ensemble des analytes dans un faible volume de solvant, compatible avec le système analytique 

utilisé. 
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Figure 12 : Les étapes de l’extraction liquide-liquide 

 

2.1.2 Extraction liquide-liquide appliquée aux lipides 

 

L’utilisation d’un seul solvant (méthanol, acétonitrile) a été décrite pour extraire des composés 

polaires, technique d’extraction relativement simple. Son utilisation est cependant assez récente pour 

l’extraction des glycérophospholipides du plasma humain en utilisant du méthanol en large excès32,33. 

En effet, couplée à une autre méthode d’extraction (Solide phase extraction : SPE), l’extraction de 

céramides a été décrite dans le plasma humain34. Néanmoins cette méthode reste limitée aux lipides les 

plus polaires (PL ou sphingolipides) et ne permet pas d’extraire les lipides neutres (triglycérides, ester 

de cholestérol). 

 

Un compromis est donc indispensable pour solubiliser une grande partie des composés 

lipidiques dans la même phase organique : un mélange de solvants aux propriétés complémentaires est 

donc indispensable pour extraire une grande partie des composés lipidiques d’un échantillon 

biologique. Un nombre assez important de mélanges a été évalués35–39 et les méthodes d’extraction les 

plus largement utilisées sont celles de Folch40 et Bligh et Dyer41–43 avec l’utilisation respective d’un 

mélange chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v) ou chloroforme/méthanol (1 :2 ; v/v). La phase 
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méthanolique permet de solubiliser les lipides les plus polaires et le chloroforme favorise l’extraction 

des lipides neutres. La toxicité du chloroforme a poussé à développer des méthodes alternatives 

comme par exemple l’utilisation du terbutylméthyléther comme solvant fort d’extraction qui présente 

des performances comparables au chloroforme à l’exception de l’extraction des PI44–46. L’acidification 

de la phase aqueuse ou l’ajout de solutions aqueuses salines peuvent augmenter les rendements 

d’extraction des composés lipidiques. En effet, seules les espèces non chargées sont extraites dans la 

phase organique et les lipides présentant des fonctions acides faibles seront non chargés en milieu 

acide. De plus, la solubilité des composés dans la phase aqueuse diminue lorsque la force ionique de la 

solution augmente47–49. 

 

2.2 Extraction en phase solide (Solid Phase Extraction : SPE)   

 

Les mécanismes de rétention impliqués lors de l’extraction en phase solide (SPE) 

s’apparentent à ceux de la chromatographie liquide. La SPE est basée sur la rétention des composés 

sur une phase stationnaire solide. La rétention des composés d’intérêt dépend de leur affinité avec le 

support de chromatographie. Une extraction en SPE se déroule en quatre étapes. La première est le 

conditionnement du support chromatographique permettant de préparer la phase solide au dépôt de 

l’échantillon. Si le conditionnement est mal réalisé, la rétention des analytes peut être altérée. La 

deuxième étape est le dépôt de l’échantillon ou percolation. Elle permet de créer des interactions entre 

les analytes et la phase stationnaire. A la suite du dépôt, un ou plusieurs lavages sont effectués pour 

éliminer les substances interférentes. Il s’agit donc d’une étape de purification de l’échantillon. Ces 

lavages doivent se faire avec des solvants ou un mélange de solvants permettant l’élution des 

molécules interférentes sans éluer les analytes d’intérêt. Enfin, l’élution des analytes d’intérêt est 

réalisée à l’aide d’un solvant ou d’un mélange de solvants afin de rompre les interactions qui existent 

entre la phase stationnaire et les analytes, Figure 13. 
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Figure 13 : Principe général de la préparation de l’échantillon utilisant la technique d’extraction en phase 
solide 

 

La SPE est l’une des techniques les plus utilisées pour la préparation sélective des 

échantillons, en particulier à partir des matrices complexes. La diversité des propriétés physico-

chimiques des supports commerciaux est l’une des raisons pour laquelle la SPE s’avère être une 

technique très intéressante pour la purification des extraits lipidiques. Les différentes phases 

stationnaires peuvent être composées de silice vierge dont le mode de rétention est comparable à la 

chromatographie à polarité de phase normale. Ce type de phase sera utilisé préférentiellement pour la 

rétention de composés polaires. 

 

Les silices modifiées permettent de moduler les propriétés de rétention de la silice vierge en 

fonction des caractéristiques des composés d’intérêt. En effet, les supports commerciaux peuvent 

contenir des groupements aminopropyl (Si-(CH2)3-NH2), cyanopropyl (Si-(CH2)3-CN) ou phase diol 

(2,3 dihydroxypropoxypropyl). Ces phases possèdent des propriétés modérément polaires et sont 

utilisées comme une alternative à la silice vierge. D’autres supports de SPE peuvent contenir des 

groupements éthyl, octyl, octadecyl ou phényl. Ces phases présentent des caractéristiques de rétention 

apparentées aux mécanismes mis en jeu lors de la chromatographie à polarité de phases inversée. 

Enfin, des résines échangeuses d’ions peuvent être utilisées pour des analytes ionisés (amine 
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quaternaire, propylbenzènesulfonate, propylsulfonate50–54. Un arbre de décision est représenté Figure 

14 en fonction des propriétés physico-chimiques des échantillons. 

 

 

Figure 14 : Arbre de décision de l’utilisation de colonne SPE en fonction des propriétés physico-chimiques des 
échantillons

51
 

 

La méthode de SPE a été largement utilisée pour l’extraction de lipides des fluides biologiques 

pour séparer certaines catégories de lipides. Juaneda et Rocquelin55 ont publié en 1985 une méthode 

permettant de séparer les lipides neutres des lipides polaires dans un échantillon biologique. Ils ont 

utilisé un support présentant une phase stationnaire composée de silice vierge, les lipides neutres sont 

alors élués avec du chloroforme et les phospholipides sont élués avec du méthanol. 

 

Les phases stationnaires greffées par des groupement aminopropyl ont été utilisées plus 

récemment par Bateman et Jenkins56 pour isoler les lipides neutres des PL. La colonne est alors 

conditionnée avec de l’hexane, puis un mélange chloroforme/2-propanol ; les PL sont élués avec du 

méthanol. Dans cette méthode, une fraction d’élution intermédiaire (diéthyléther/ acide acétique, 

98 :2 ; v/v) est utilisée pour éluer les acide gras libres. Enfin en 1985, Kaluzny57 publie une méthode 

pour séparer les différentes classes de lipides utilisant trois supports aminopropyl, Figure 15. 
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C : Cholestérol, CE : Esters de cholestérol, TG : Triglycérides, DG : Diglycérides, MG : Monoglycérides, FA : 
Acides gras, PhL : Phospholipides 
Figure 15 : Fractionnement des classes lipidiques en utilisant  des colonnes amino-propyle

57
 

 

La SPE permet des extractions sélectives des classes de lipide et ainsi simplifie les 

échantillons biologiques avant analyse.  

 

2.3 Extraction avec les fluides supercritiques et autres techniques en 

développement 

 

Les fluides supercritiques possèdent certaines propriétés intéressantes pour l’extraction des 

composés lipidiques. En effet, l’augmentation de la pression et de la température vers les conditions 

supercritiques permettent i) une augmentation du pouvoir de solvatation des différents composés, ii) 

une relativement faible viscosité et iii) une grande diffusibilité. Le fluide supercritique le plus utilisé 

est le CO2 : il possède un couple pression et température supercritique (74 bars, 32 °C) relativement 

faible. Il est admis que la polarité du CO2 supercritique est proche du pentane et il est donc adapté à 
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l’extraction de composés hydrophobes comme les lipides. L’ajout de modificateurs comme le 

méthanol, l’éthanol, le dichlorométhane ou l’eau permet de moduler les propriétés du fluide 

supercritique et peut permettre l’extraction des composés de polarité intermédiaire, comme les acides 

aminés ou les acides nucléiques. Le CO2 supercritique est largement utilisé pour l’extraction des 

lipides contenus dans des matrices complexes comme des tissus animaux ou des plantes. Une 

comparaison de l’extraction des phospholipides par extraction liquide-liquide et extraction par un 

fluide supercritique a été menée. Elle montre que les rendements d’extraction par un fluide 

supercritique est meilleur par rapport à la méthode de Bligh et Dyer31. D’autres méthodes comme 

l’extraction assistée par micro-ondes ou ultrasons peuvent également être utilisées58,59. 

 

3 Analyses des lipides 
 

En raison de la complexité des mélanges lipidiques, l’analyse des lipides associe le plus 

souvent une technique séparative à une détection rendue difficile par des propriétés spectrales dans 

l’ultraviolet limité. 

 

3.1 Les méthodes de séparation 

3.1.1 Chromatographie en phase gazeuse 

 

Les premières analyses des lipides furent réalisées en chromatographie en phase gazeuse 

(CPG). L’utilisation des hautes températures pour vaporiser les analytes limite l’utilisation de cette 

technique. L’analyse directe des lipides par CPG est relativement peu décrite à l’exception des 

triglycérides60–62. En particulier, certains lipides comme les phospholipides sont thermosensibles et 

très peu volatils63. En effet, il est nécessaire que les analytes soient thermiquement stables et possèdent 

une pression de vapeur suffisante, ce qui n’est pas forcément le cas pour toutes les catégories de 

lipides. C’est pourquoi une étape de dérivatisation ou d’hydrolyse est souvent nécessaire. La 

principale application de la CPG couplée soit à un détecteur à ionisation de flamme (FID) ou de masse 

(impact électronique ou ionisation chimique) est l’analyse des AG méthylés64–67. Différentes méthodes 

existent pour réaliser l’étape de dérivatisation : la transestérification directe ou la saponification sont 

les techniques les plus largement utilisées pour des matrices végétales ou animales68–73. Ce sont des 

méthodes quantitatives mais qui entraînent une perte d’information structurale. La CPG permet donc 

l’analyse d’une catégorie restreinte de lipides. En chromatographie liquide haute performance, une 

gamme plus importante de lipides peut être analysée. 
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Chaque technique chromatographique permet de couvrir des gammes de polarité qui lui sont 

propres. Ainsi, les différents modes de chromatographie liquide ne couvrent pas l’intégralité du 

domaine de polarité des lipides. Une connaissance de l’ensemble des techniques est nécessaire pour 

adapter la technique de chromatographie à mettre en jeu en fonction de la polarité des lipides d’intérêt. 

 

3.1.2.1 Chromatographie à polarité de phases normale 

 

En NP-LC, la phase stationnaire est polaire tandis que la phase mobile est apolaire et le plus 

souvent organique. On distingue les phases stationnaires constituées de gel de silice vierge. Ce support 

est considéré comme un solide hétérogène. En effet, on distingue principalement trois sites participant 

à la rétention : les groupements silanols libres, les groupements silanols liés entre eux par liaison 

hydrogène et les silanols libres liés à une molécule d’eau. Le principal mécanisme impliqué dans ce 

mode de rétention est basé sur le déplacement des molécules de solvants adsorbés à la surface de la 

phase stationnaire par les molécules de solutés. La teneur en eau de la phase mobile est une donnée 

fondamentale étant donné qu’elle s’adsorbe préférentiellement aux silanols libres et modifie la 

constante de distribution des solutés. Si cette teneur en eau est maintenue constante, il est possible de 

modéliser les phénomènes de rétention selon la théorie de Snyder et Soczewinski75. Ce modèle prend 

en compte les caractéristiques du soluté, de la phase éluante et de la géométrie de la colonne 

chromatographique. La formule du facteur de rétention est présentée ci-dessous (Équation 1). 

 

����� = log �� +  � (�� + �� ��) + log
��

��
 

k’ : facteur de rétention, E0 : énergie libre d’adsorption des molécules de solutés, As : surface occupée par le 
soluté sur l’adsorbant, β : mesure de l’activité de l’adsorbant prenant en compte le nombre de groupements 
silanols libres, ε0 : énergie libre réduite d’adsorption des molécules de phase mobile par unité de surface de 
solvant adsorbé, Va : volume de phase mobile adsorbé par unité de masse, Wa : masse de silice contenue 
dans la colonne, Vm : volume total de phase mobile contenu dans la colonne 
Équation 1 : Formule du facteur de capacité en chromatographie d’adsorption proposé par Snyder et 
Soczewinski 

 

La silice vierge constitue un support pour greffer des constituants organiques polaires. Les 

phases stationnaires à base de silice greffée sont notamment les groupements aminopropyle76,77, 

cyano78, diol79–81 ou le groupement polyvinyl alcool polymérisé lié à des particules de silice82,83. Les 

parties polaires de la phase stationnaire sont solvatées par les molécules les plus polaires de la phase 

mobile. Les solutés interagissent soit avec la phase liquide polaire ou déplacent l’équilibre entre la 

phase stationnaire et la phase mobile polaire. Appliqué aux lipides, les interactions entre la phase 

stationnaire et les analytes font intervenir la partie polaire des lipides comme le montre la Figure 17. 

 



 

 

Figure 17 : Schématisation des interactions entre différentes classes de lipides et les phases 
polaires utilisées en chromatographie en phase normal
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3.1.2.2 Chromatographie à polarité de phase
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les mécanismes de rétention sont fondés sur deux théories : 

considère que la rétention des solutés est gouvernée par l’importance du 

contact entre le soluté et les chaînes de la phase stationnaire solvatées104,105. La silice est 
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Figure 18 : Schématisation des interactions entre différentes classes de lipides et les phases stationnaires 
apolaires utilisées en chromatographie à polarité de 
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3.1.2.3 Chromatographie d’interaction hydrophile 
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Le mode de séparation chromatographie d’interaction hydrophile ou HILIC présente une 

grande diversité de phases stationnaires polaires pouvant se rapprocher des phases utilisées en NP-LC 

normale (Silice vierge ou greffée par des groupements polaires tels que les groupements diol, amide 

ou amine). La phase mobile est constituée d’un mélange hydro-organique proche des mélanges utilisés 

en RP-LC113,114. Ce mode de chromatographie permet la séparation des lipides de polarité 

intermédiaire. Il présente de nombreuses applications pour la séparation des lipides par classes 

notamment concernant les glycérophospholipides et les sphingolipides115–118. En revanche, concernant 

les classes les plus apolaires, ce mode de séparation présente des limites au niveau de l’efficacité ou 

des propriétés de rétention119. 

 

3.1.2.4 Chromatographie en fluide supercritique 

 

Le CO2 supercritique est un fluide qui possède des propriétés de polarité proches de celles de 

l’hexane et permet donc la séparation des lipides les plus apolaires. Les lipides les plus polaires ne 

sont donc théoriquement pas concernés par ce mode de séparation mais l’ajout de modificateur tel que 

le méthanol permet de pouvoir séparer des lipides de polarité intermédiaire tels que les 

phospholipides120,121. L’application de la chromatographie en fluide supercritique concerne les cires, 

les céramides et les triglycérides122,123. 

 

3.1.2.5 La chromatographie bidimensionnelle  

 

L’utilisation de deux modes de séparation complémentaires ou orthogonaux présente 

l’avantage de coupler plusieurs mécanismes de rétention pouvant améliorer la capacité de séparation 

des mélanges lipidiques complexes. Le principal intérêt de l’analyse bidimensionnelle est de permettre 

d’effectuer des séparations dans un premier temps par classes lipidiques puis par espèces moléculaires 

de même classe. Ce mode de séparation peut être en ligne si les différents solvants sont compatibles 

entre eux (HILIC/RP) ou hors ligne si les différents solvants ne sont pas miscibles comme par exemple 

NP-LC et RP-LC. Le mode hors ligne présente l’inconvénient d’avoir un temps d’analyse important et 

un problème de répétabilité alors que le mode en ligne peut être automatisé et présente une meilleure 

répétabilité. Il est aussi possible de coupler un seul mode de séparation pour caractériser une classe 

lipidique124–130, comme par exemple l’utilisation en 1re et 2e dimension d’une séparation en RP-LC. 

 

3.1.2.6 Les dernières innovations en chromatographie liquide  
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La chromatographie en phase liquide est une technique majeure permettant l’analyse d’un 

grand nombre d’analytes. De nouvelles innovations technologiques ont permis d’augmenter la 

résolution des pics chromatographiques et de diminuer le temps d’analyse. Plusieurs stratégies peuvent 

être utilisées pour atteindre ces objectifs. 

 

La première stratégie en RP-LC consiste à augmenter la température lors de la séparation. En 

effet, l’augmentation de la température diminue la polarité de la phase mobile. Ainsi, il est possible de 

remplacer une part de phase mobile organique par de l’eau et d’obtenir des séparations proches de 

celles obtenues à température ambiante. De plus, l’augmentation de la température diminue la 

viscosité de la phase mobile. Conformément à la loi de Darcy, la diminution de la viscosité permet 

ainsi de diminuer la pression générée dans la colonne chromatographique (Équation 2) 

 

∆� =  
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Équation 2 : Loi de Darcy (L : longueur de la colonne, u : vitesse linéaire de la phase mobile, dp : diamètre des 
particules, η : viscosité de la phase mobile)  

 

L’augmentation de la température peut engendrer des gains de performance importants surtout 

lorsque l’on travaille à des températures supérieures à 100 °C. En effet, la diminution de la viscosité 

de la phase mobile permet l’utilisation de colonnes plus longues ou de plus faible granulométrie pour 

un gain résolutif ou permet d’augmenter la vitesse linéaire de la phase mobile. Cependant, cette 

approche est limitée par la stabilité de la phase stationnaire à haute température131–133. Certains 

matériaux ont été développés en ce sens comme le dioxyde de zirconium ou le titane mais ils ne 

présentent pas les mêmes efficacités que les colonnes remplies de silice134. Il est alors nécessaire 

d’effectuer un préchauffage de la phase mobile. De manière générale, une séparation à de très hautes 

températures reste délicate à maîtriser et peut présenter certains inconvénients. Cette méthodologie a 

été utilisée pour la séparation de classes lipidiques comme le squalène, le cholestérol et des céramides. 

Cette méthode utilise un support chromatographique Hypercarb® permettant de travailler à des 

températures supérieures à 100 °C. L’utilisation d’un système miniaturisé nécessite moins de solvants 

organiques et facilite le maintien d’une haute température dans tout le système. Cette méthode utilisée 

en mode gradient fait appel à un mélange de solvant éthanol/butanol135 à des température de travail de 

150 °C. Il est généralement admis qu’à l’heure actuelle les températures de travail se situent autour de 

60 à 90 °C136,137. 

 

Une deuxième approche pour augmenter l’efficacité et diminuer le temps d’analyse peut 

consister à utiliser des colonnes remplies de particules de silice poreuse de diamètre inférieur à 2 µm. 
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Cette technologie est connue sous le nom de chromatographie liquide à ultra-haute pression ou 

UHPLC. Le gain d’efficacité qui en résulte peut être modélisé par l’Équation 3 suivante :  
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Équation 3 : Relation entre l’efficacité (N), la longueur de la colonne (L) et le diamètre des particules (dp) 
contenues dans la colonne chromatographique 

 

L’utilisation de particules de silice de diamètre inférieur à 2 µm a pour conséquence 

d’augmenter la pression au sein du système chromatographique conformément à la loi de Darcy 

(Équation 2). En effet, la perte de charge est inversement proportionnelle au carré du diamètre des 

particules. Les innovations technologiques en chromatographie permettent de disposer de systèmes 

pouvant résister à des pressions supérieures à 1000 bars. De plus, un certain nombre de 

caractéristiques instrumentales ont dû être optimisées. En effet, les systèmes chromatographiques 

UHPLC doivent pouvoir minimiser les dispersions extra-colonne. L’utilisation de tubulures de 

diamètre de 10 µm ainsi que le développement d’injecteurs permettant de réaliser des injections 

répétables de 0,1 à 2 µL ont permis de minimiser ce phénomène138–140. Par ailleurs, le volume de délai 

existant en mode gradient peut soumettre les échantillons à une migration isocratique indésirable en 

début de gradient. Pour limiter ce phénomène, le volume de la chambre de mélange peut être réduit et 

un système de mélange haute pression des phases mobiles a été développé. Certains fournisseurs ont 

développé des mélangeurs basse pression permettant plus de flexibilité mais cette technologie 

augmente le volume de délai141. 

 

Depuis 2007, de nouveaux supports chromatographiques ont été commercialisés utilisant des 

particules de silice superficiellement poreuse. Ces supports ont été développés par Horváth puis par 

Kirkland. Ces supports sont constitués d’un cœur (core) non poreux sur lequel vient se fixer une 

enveloppe (shell) de silice poreuse. La taille des particules commercialisées peut aller de 5 µm à moins 

de 3 µm. Ces colonnes ont une efficacité proche des colonnes sub 2 µm avec une perte de charge 

beaucoup plus faible. Ces colonnes peuvent éventuellement être utilisées sur des systèmes 

chromatographiques conventionnels. Les améliorations obtenues grâce à ce type de support peuvent 

être décrites grâce à l’équation de Van Deemter (Équation 4). 
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Équation 4 : Equation de van Deemter (HEPT : hauteur équivalente des plateaux théorique ; A : diffusion 
turbulente ; B : dispersion moléculaire longitudinale ; C : résistance au transfert de masse et u : vitesse 
linéaire de la phase mobile)  
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L’avantage d’utiliser des colonnes core-shell réside dans le fait qu’il existe une réduction 

significative des phénomènes de dispersion longitudinale (B) et des phénomènes de diffusion 

turbulente (A). La diminution du terme (B) réside dans le fait que les colonnes core-shell sont mieux 

remplies par comparaison aux colonnes ayant des particules totalement poreuses. La fraction de 

volume supplémentaire est ici occupée par de la silice poreuse qui limite la diffusion coaxiale des 

analytes. La diminution de la diffusion turbulente est quant à elle, due à une distribution plus serrée 

des particules142–144. Dans le cas de l’UHPLC, c’est principalement la diminution du terme C 

(résistance au transfert de masse) qui permet d’obtenir des séparations rapides et efficaces. Enfin, 

l’influence de la température sur les paramètres de l’équation de Van Deemter est plus délicate 

d’interprétation. En effet, l’impact de l’augmentation de la température est relativement controversé 

concernant le terme A. Mais il semble établi que le terme C diminue avec l’augmentation de la 

température tandis que le terme B augmente134,145,146. 

 

Le gain en résolution lors des séparations a conduit à obtenir des pics chromatographiques 

particulièrement fins. De ce fait, la fréquence d’acquisition des détecteurs a dû être augmentée pour 

atteindre 80 à 200 Hz afin de conserver des performances acceptables en termes de quantification. 

Cette fréquence d’acquisition est atteinte pour les détecteurs UV-visible ou DEDL (détecteur 

évaporatif à diffusion de la lumière) mais pose certains problèmes pour le couplage à la spectrométrie 

de masse ultra-haute résolution notamment147–149. Enfin, l’augmentation importante de la pression 

autour de 1 400 bars provoque un échauffement résultant de la friction entre la phase mobile et la 

phase stationnaire. Cela provoque un gradient de température longitudinal et radial au sein de la 

colonne chromatographique et entraîne une difficulté à maintenir la température constante au sein du 

système. Ce phénomène peut provoquer une perte d’efficacité et pose des problèmes de répétabilité. 

La diminution du diamètre des colonnes ou le développement de four à colonne adapté à cette 

problématique peuvent être des solutions150.  

 

L’utilisation de ces nouvelles phases engendre de nouvelles possibilités dans la mise en œuvre 

d’une méthode chromatographique. La chromatographie haute résolution présente un grand intérêt 

pour diminuer le temps d’analyse et aussi pour l’analyse de mélanges complexes tels que les 

échantillons biologiques, en particulier dans le domaine de l’analyse des lipides151–154. La diversité de 

mise en œuvre de la chromatographie liquide permet de répondre de façon pertinente au défi présenté 

par l’analyse de l’ensemble des composés lipidiques. Une technique de séparation performante est 

particulièrement utile pour simplifier les échantillons complexes notamment lors du couplage au 

système de détection. 
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3.2 La détection des lipides 

 

La détection des lipides est rendue très difficile par spectroscopie ultra-violet/visible car il 

s’agit de molécules dépourvues de groupement chromophore exploitable. La mise au point du 

détecteur évaporatif à diffusion de la lumière (DEDL) à la fin des années 1970 puis du détecteur à 

aérosol chargé (CAD) en 2004 a représenté une avancée majeure pour l’analyse des lipides. 

 

3.2.1 Le détecteur évaporatif à diffusion de la lumière et le détecteur à aérosol 

chargé 

 

Ces deux détecteurs présentent un fonctionnement similaire concernant les deux premières 

étapes. En effet, la phase mobile et les analytes sont nébulisés grâce à un gaz inerte et un nébuliseur en 

sortie de colonne chromatographique. Un fin nébulisat est alors formé. Puis le nébulisat est entraîné 

par le flux du gaz vecteur vers un tube de chauffage pour évaporer la phase mobile. Enfin, dans le cas 

du DEDL, la détection du brouillard de soluté est réalisée par diffusion de la lumière. L’intensité de la 

lumière diffusée dépend de la densité et de la taille des gouttelettes ou des particules composant le 

brouillard. Dans le cas du CAD, les particules d’analytes sont chargées par le transfert de charge des 

molécules de diazote elles-mêmes chargées par une décharge Corona. Le signal résultant dépend du 

nombre de particules ou gouttelettes et de leur charge155,156. 

 

Ces détecteurs quasi-universels ont été utilisés lors de nombreux travaux pour l’analyse des 

lipides et des glucides en raison des faibles propriétés spectrales de ces molécules157–161. Ils sont 

compatibles avec une large gamme de solvants et de modificateurs. La réponse dépend de la volatilité 

des solvants de la phase mobile, elle est plus importante lorsque la phase mobile est riche en solvant 

organique. La réponse obtenue varie en mode gradient d’élution. Il est préférable d’utiliser le CAD par 

rapport au DEDL, lorsque le domaine de travail fait appel à des concentrations d’analytes faibles. Il est 

en effet plus sensible aux faibles concentrations. Avec ce type de détecteurs, l’identification des 

structures lipidiques repose sur la comparaison des temps de rétention entre un standard et les analytes 

sur les profils chromatographiques obtenus. Pour réaliser une identification structurale, la 

spectrométrie de masse est une technique de référence, Figure 19. 



 

 

Figure 19 : Schéma et principe de fonctionnement des détecteurs (A) évaporatifs à diffusion de la lumière et 
(B) à aérosol chargé 

 

3.2.2 La spectrométrie de masse

 

La spectrométrie de masse 

appareils sont composés : i) d’un système d’introduction 

chromatographique, ii) d’une source d’ionisation conduisant à l’ionisation des analytes (ions 

moléculaires), iii) d’un analyseur conduisant à la séparation des ions en fonction de leur rapport masse 

sur charge (m/z), iv) d’un détecteur et d’un système de traitement des do

représente schématiquement les différentes parties d’un spectromètre de masse. Les ions moléculaires 

peuvent être fragmentés dans la source, dans une trappe ou dans 

 

Figure 20 : Schéma d’un spectromètre de masse

 

: Schéma et principe de fonctionnement des détecteurs (A) évaporatifs à diffusion de la lumière et 

ie de masse 
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d’une source d’ionisation conduisant à l’ionisation des analytes (ions 

d’un analyseur conduisant à la séparation des ions en fonction de leur rapport masse 

d’un détecteur et d’un système de traitement des données. La

représente schématiquement les différentes parties d’un spectromètre de masse. Les ions moléculaires 

a source, dans une trappe ou dans une chambre d’ionisation

Schéma d’un spectromètre de masse 
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: Schéma et principe de fonctionnement des détecteurs (A) évaporatifs à diffusion de la lumière et 

est une technique de choix pour l’analyse des lipides. Les 

, soit après séparation 

d’une source d’ionisation conduisant à l’ionisation des analytes (ions quasi-

d’un analyseur conduisant à la séparation des ions en fonction de leur rapport masse 

nnées. La Figure 20 

représente schématiquement les différentes parties d’un spectromètre de masse. Les ions moléculaires 

une chambre d’ionisation. 
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3.2.2.1 Les sources d’ionisation 

 

Les sources utilisées en spectrométrie de masse sont basées soit sur l’ionisation en phase 

gazeuse soit sur la désorption-ionisation des analytes ou encore par un processus de désolvatation-

ionisation. Cette étape d’ionisation peut se dérouler sous vide ou à pression atmosphérique.  

 

A) Ionisation sous vide 

1 / Impact électronique  

 

L’impact électronique est la source d’ionisation la plus ancienne. Elle a été inventée par 

Dempster en 1918 puis a été perfectionnée162,163. C’est une source d’ionisation largement utilisée en 

couplage avec la chromatographie en phase gazeuse permettant l’analyse de composés volatils qui sont 

ionisés directement en phase gazeuse. Les composés doivent être thermiquement stables car la source 

fonctionne à haute température pour éviter la condensation des analytes et ainsi les maintenir à l’état 

gazeux, Figure 21. 

 

 

Figure 21 : Schéma d’une source d’ionisation à impact électronique
164

 

 

La source est constituée d’un filament chauffé producteur d’électrons. Les électrons produits 

sont accélérés vers l’anode et entrent en collision avec les molécules en phase gazeuse. L’énergie 

cinétique atteinte par les électrons est de 70 eV. 

 

M + e- → M +•+ 2e- 
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Le cation radical ainsi formé est appelé ion moléculaire. L’énergie d’ionisation d’une 

molécule est généralement de l’ordre d’une dizaine d’eV. Lors de l’ionisation, entre 10 et 20 eV sont 

transférés aux molécules. L’excédent d’énergie peut provoquer la dissociation des ions moléculaires. 

Ainsi, les ions moléculaires peuvent se fragmenter et produire des cations de masse inférieure. Cette 

source induit une fragmentation importante de sorte que l’ion moléculaire est inconstamment observé. 

 

2 / L’ionisation chimique  

 

L’ionisation chimique présente un fonctionnement similaire par rapport à l’impact 

électronique. Le principe est l’ionisation des molécules de gaz réactant (méthane, butane, ammoniac) 

par impact électronique. Les molécules de gaz réactant ionisées échangent avec les analytes des 

charges et peuvent ainsi produire des ions pseudo-moléculaires ou des adduits, Figure 22. 

 

 

Figure 22 : Schéma d’une source d’ionisation à impact électronique
164

 

 

L’ionisation chimique représente une méthode d’ionisation plus douce que l’impact 

électronique. Actuellement, la majorité des instruments commercialisés disposent de la possibilité de 

changer rapidement la source d’ionisation : de l’impact électronique à l’ionisation chimique165,166. Les 

sources d’ionisation douce les plus couramment utilisées en chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS) sont les sources à pression atmosphérique. 
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B) Ionisation à pression atmosphérique 

 

1 / L’électrospray (ESI) est caractérisé par une ionisation douce produisant peu d’ions fragments. Il est 

particulièrement adapté à l’analyse de composés de polarité moyenne avec un poids moléculaire 

important. En sortie de colonne chromatographique, la phase mobile contenant les analytes chemine 

par l’intermédiaire d’un capillaire vers la source. La formation des ions s’effectue par un processus de 

désolvatation-ionisation sous l’action d’un champ électrique intense de plusieurs kV. A l’extrémité du 

champ électrique, l’accumulation de charges forme un « cône de Taylor ». Par répulsion 

coulombienne, de fines gouttelettes se détachent du cône de Taylor pour former un nébulisat constitué 

de molécules de solvant et d’analytes chargés. Les molécules de solvant sont évaporées par un flux 

d’azote chauffé, la taille des gouttelettes diminue. Alors, une explosion coulombienne se produit 

lorsque la répulsion des charges des analytes devient supérieure à la tension de surface des 

gouttelettes : il en résulte la production d’analytes ionisés en phase gazeuse167–169, Figure 23. 

 

 

Figure 23 : Principe de l’électronébulisation
164

 

 

L’ESI présente l’avantage d’introduire des analytes en solution permettant le couplage à la 

chromatographie en phase liquide. L’ionisation est relativement douce et produit peu d’ions fragments. 

En revanche, le principal inconvénient de la source ESI est une baisse de sensibilité avec la présence 

de sels dans la phase mobile. Elle présente également des difficultés à ioniser des molécules peu 

polaires tels les lipides non polaires, les molécules solubles dans des solvants tel l’heptane ayant une 

faible affinité protonique170. La source ESI est particulièrement adaptée à l’analyse des 

phospholipides, constituants majeurs des membranes cellulaires171–173. 
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2 / L’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) s’effectue aussi en phase gazeuse. En 

revanche, les solutés présents dans la phase mobile sont nébulisés par du diazote chauffé (300-600 

°C). Ces solutés sont amenés vers une aiguille à décharge Corona et le gaz s’ionise. N2
+• réagit avec les 

molécules d’eau présentes dans l’environnement et conduit à la formation d’analytes ionisés 

positivement ou négativement (réactions analytes H3O
+ ou radical HO•). Cette source permet une 

meilleure ionisation des lipides peu polaires. Cependant, l’énergie apportée par l’aiguille Corona 

conduit à de nombreuses fragmentations dans la source174–177. 

 

3 / La photoionisation à pression atmosphérique (APPI) dont le principe d’ionisation est comparable 

à celui de l’APCI. La principale différence est que l’ionisation s’effectue non plus par une décharge 

Corona mais par des photons obtenus à partir d’une lampe à krypton qui produit une énergie comprise 

entre 9 et 11 eV. La photoionisation directe des analytes possède un faible rendement, notamment à 

cause de la présence du solvant dans lequel les analytes sont solubilisés. Un dopant est nécessaire pour 

augmenter le rendement d’ionisation (toluène et/ou acétone)178. Il peut entrer dans la composition de la 

phase mobile ou être ajouté en post-colonne. 

 

L’ensemble des sources à pression atmosphérique permet d’explorer toute la gamme de 

polarités des lipides biologiques. Le rendement d’ionisation dépend notamment des différentes classes 

lipidiques, du mode d’ionisation (positif ou négatif), de la nature des solvants dans lesquels les lipides 

sont solubilisés mais aussi de la nature de la source utilisée. Même si chaque classe lipidique a des 

propriétés différentes vis-à-vis des différentes sources à pression atmosphérique, on peut généraliser 

en disant que l’APPI est la source la plus adaptée pour l’analyse des lipides non polaires tandis que 

l’ESI et APCI conviennent mieux pour l’analyse des lipides polaires149,179,180, Figure 24. 

 

 

Figure 24 : Domaine d’utilisation des principales sources d’ionisation utilisées en couplage GC-MS et LC-
MS

181,182
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L’ionisation au laser à pression atmosphérique (Atmospheric pressure laser ionization ou 

APLI) est aussi une méthode d'ionisation à pression atmosphérique en spectrométrie de masse. De la 

lumière dans la gamme de l’ultraviolet est utilisée pour ioniser les molécules. C’est une méthode 

d’ionisation sélective et sensible pour les composés aromatiques et polyaromatiques. L’APLI est la 

source d’ionisation dont le développement est le plus récent178,183. 

 

3.2.2.2 Les différents analyseurs en spectrométrie de masse  

 

L’analyseur est la partie du spectromètre séparant les molécules selon leur rapport m/z. Les 

paramètres qui caractérisent un analyseur sont la résolution, la gamme de rapport m/z, la vitesse 

d’acquisition, la précision en masse et la compatibilité avec les différentes sources. Parmi ces 

paramètres, la résolution se définit comme la capacité d’un instrument à distinguer entre eux deux 

signaux de rapport m/z voisins. Elle est définie comme étant le rapport Δm/m. m correspond à la masse 

de l’ion considéré, Δm correspond à la différence m/z entre l’ion considéré et son voisin le plus 

proche. Δm peut être défini comme la largeur à mi-hauteur de l’ion considéré. L’exactitude en masse 

correspond à la différence entre la masse exacte et la masse mesurée, elle s’exprime en ppm (partie par 

million), Équation 5. 

 

������ �� ������ �� ����� =  
���� − ��ℎ

��ℎ
� 10� 

Équation 5 : Exactitude en masse (Mexp : masse expérimentale ; Mth : masse théorique) en partie par million 
(ppm) 

 

Il existe une grande diversité d’analyseurs qui se caractérisent par des performances assez 

variées. On distingue les analyseurs à basse résolution tels que le triple quadripôle et la trappe ionique 

ou à haute résolution tels que les analyseurs à temps de vol ou encore les analyseurs à ultra-haute 

résolution tels que les analyseurs à transformée de Fourier (analyseur par résonance cyclotronique ou 

l’Orbitrap®). Le Tableau 1 illustre la diversité des performances de différents analyseurs. 

 

 Résolution 
(m/Δm) 

Gamme maximale 
m/z (uma) 

Exactitude en 
masse (ppm) 

 

Triple quadripôle 2 000 8 000 200 Basse résolution  
Trappe ionique 5 000 6 000 200 Basse résolution 
Temps de vol 20 000 50 000 2-10 Haute résolution  

Orbitrap® 100 000 4 000 < 3 Ultra-haute 
résolution  

Résonance 
cyclotronique 

1 000 000 4 000 < 1 Ultra-haute 
résolution 

Tableau 1 : Résolution, gamme maximale et exactitude en masse de principaux analyseurs en spectrométrie 
de masse 
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1 / L’analyseur triple quadripolaire  

 

Cet analyseur est le plus répandu, son coût reste modéré par rapport aux autres technologies. 

Un quadripôle est un analyseur basse résolution, constitué de quatre électrodes de section 

hyperbolique entre lesquelles est appliquée une tension. Cette tension présente deux composantes dont 

une est constante (U), l’autre alternative (V cos ωt). Le potentiel appliqué est de signe opposé si l’on 

considère les électrodes adjacentes : il y a ainsi la création d’un champ quadripolaire184–187, Figure 25. 

Les molécules ionisées sont envoyées vers le centre du quadripôle. La modulation de la composante 

alternative du courant permet de guider les ions le long de l’axe du quadripôle. Les molécules ionisées 

ont un mouvement sinusoïdal ; celles qui entrent en résonance ont une trajectoire stable et seront 

détectées ; en revanche, celles qui n’entrent pas en résonance ont une trajectoire instable et ne seront 

pas détectées car elles heurtent les électrodes. Ces trajectoires sont gouvernées par l’équation de 

Mathieu188.  

 

 

Figure 25 : Schéma d’un analyseur quadripolaire 

 

L’association de trois quadripôles montés en série constitue un triple quadripôle. Le deuxième 

quadripôle est appelé cellule de collision, Figure 26. Le triple quadripôle permet d’effectuer des 

analyses avec différents modes d’acquisition, ce qui fait de cet analyseur un outil de choix notamment 

pour effectuer des analyses quantitatives. 
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Figure 26 : Principe d’analyseur triple quadripolaire
189

 

 

Un balayage de l’ensemble de la gamme m/z (mode Full-Scan) est utilisé pour analyser 

l’ensemble des ions produits dans la source sans fragmentation dans l’analyseur. Il permet d’obtenir la 

masse de chaque ion produit à partir d’un mélange inconnu. L’identification sera facilitée avec un 

système de chromatographie liquide en utilisant le temps de rétention de chaque composé. Ce type 

d’acquisition est peu sensible mais il constitue un passage obligé avant de réaliser des analyses plus 

ciblées. De plus, il est possible de sélectionner un ou plusieurs ions (Single Ion Monitoring ou SIM). 

Le spectromètre fonctionne ici comme un filtre de façon à ne détecter que des analytes de masse 

sélectionnée. Le gain en sensibilité est important puisque la durée de détection des ions est augmentée 

par rapport au mode Full-Scan. Le mode SIM est utilisé pour l’analyse de traces ou en toxicologie. 

 

La fragmentation des ions parents implique au préalable une activation des ions dans la cellule 

de collision. La méthode la plus répandue est la fragmentation par la collision d’un gaz inerte 

(collision induced dissociation ou CID). Cette méthode repose sur la survenue d’une collision entre les 

ions quasi moléculaires et des molécules de gaz neutre (He, N2, Ar) qui conduisent à une conversion 

de l’énergie translationnelle en énergie interne. Lorsque cette énergie interne dépasse l’énergie de 

dissociation, l’ion se fragmente. L’énergie de collision peut se faire à haute énergie (de l’ordre du 

KeV) ou à basse énergie (de l’ordre de la centaine d’eV)190,191. La spectrométrie de masse en tandem 

peut être exploitée de trois façons différentes.  

 

Le balayage d’ions fragments consiste à sélectionner un ion parent dans le premier quadripôle, 

cet ion est fragmenté dans la cellule de collision. Le dernier quadripôle peut fonctionner en mode Full-

Scan, ce qui permet d’obtenir le spectre de masse de l’ion parent et de donner un certain nombre 

d’informations sur la structure de la molécule. Dans le cas d’une analyse quantitative, le dernier 

quadripôle fonctionne de manière à ne détecter qu’un seul ou plusieurs ions fragments ou mode MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) afin d’accroître la spécificité et la sensibilité aux faibles 

concentrations. 

 

Le balayage des ions précurseurs consiste à faire fonctionner le premier quadripôle en mode 

Full-Scan tandis que le dernier quadripôle fonctionne de manière à sélectionner un seul ion fragment. 
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Par exemple, la recherche de la phosphatidyléthanolamine peut être ainsi effectuée en recherchant les 

molécules conduisant à la formation d’un fragment m/z 140 (ion phosphoéthanolamine) en ionisation 

négative. 

 

Enfin, le balayage de perte de neutre consiste à balayer en parallèle le premier et le troisième 

quadripôle en imposant un décalage en rapport m/z constant. On détecte ainsi tous les ions qui en se 

fragmentant dans la cellule de collision perdent un fragment caractéristique neutre. Ce mode de 

balayage est utilisé pour rechercher des molécules de fragmentation communes.  

 

L’analyseur triple quadripolaire est largement répandu et utilisé dans de nombreux domaines 

(analyses pharmacologiques, toxicologiques). Les différents modes d’acquisition offrent une grande 

sensibilité et permettent d’obtenir des informations quantitatives et structurales sur des analytes. 

Cependant, le triple quadripôle est un analyseur de basse résolution qui peut présenter certaines 

limites, en particulier si les analyses portent sur la caractérisation et l’identification de l’ensemble des 

molécules d’un mélange complexe telles que celles retrouvées dans les échantillons biologiques. Les 

analyseurs à temps de vol, LTQ-Orbitrap™, ou les analyseurs par résonance cyclotronique, font partie 

d’une génération plus récente, à haute ou ultra-haute résolution et donnent accès aux masses exactes et 

constituent des outils d’identification plus puissants. 

 

2 / Analyseurs à temps de vol  

 

Le principe de l’analyseur à temps de vol a été décrit en 1946 puis exploité commercialement 

en 1955192,193. Les ions sont dans un premier temps accélérés par une différence de potentiel appliquée 

entre deux électrodes et une grille d’extraction. A la sortie de cette cellule d’accélération, les ions 

possèdent tous la même énergie cinétique et pénètrent dans le tube de vol. Dans ce tube, il existe un 

vide poussé dans lequel il ne règne aucune forme de champ électromagnétique. Les ions sont séparés 

en fonction de leurs vitesses acquises. Les vitesses sont inversement proportionnelles à la racine carrée 

de leur rapport m/z. Ainsi, pour des ions ayant une même énergie cinétique, les ions les plus légers 

arrivent au détecteur plus rapidement que les ions les plus lourds, Figure 27. 
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Figure 27 : Principe de fonctionnement d’un analyseur à temps de vol
189

 

 

Des modifications ont été apportées pour améliorer la résolution de cet analyseur notamment 

avec l’ajout d’un réflectron. Il est constitué de lentilles électrostatiques sur lesquelles est appliquées un 

gradient de tension. Les ions qui entrent dans cette zone sont ralentis, s’arrêtent et font demi-tour. Pour 

un même rapport m/z, les ions présentant une énergie cinétique plus importante pénètrent plus loin 

dans le réflectron et allongent ainsi leur trajectoire, Figure 28. Ce dispositif permet la correction des 

temps d’arrivées des ions au détecteur194. Le gain en résolution se fait au détriment de la gamme de 

masse utilisable. En effet les m/z élévés pénétrent trop profondément et se perdront dans le réflectron. 
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Figure 28 : Principe d’un analyseur à temps de vol équipé d’un réflectron
164

  

 

Les analyseurs hybrides Qq-TOF (quadripôle-temps de vol), d’apparition récente, peuvent être 

considérés comme l’association d’un triple quadripôle dont le troisième quadripôle est remplacé par 

un analyseur à temps de vol. Ces appareils présentent de nombreux avantages. En effet, ils ont une 

sensibilité comparable aux triples quadripôles mais avec une résolution supérieure à 10 000 et une 

précision en masse de l’ordre de 5 ppm. Ils peuvent être couplés à des appareils de chromatographie en 

phase gazeuse ou liquide. Ils présentent aussi une vitesse d’acquisition de l’ordre de 300 ms, 

analyseurs qui sont donc compatibles avec les systèmes de chromatographie liquide les plus 

performants, tels que la chromatographie liquide ultra-haute pression pour laquelle la finesse des pics 

impose une fréquence d’acquisition du signal importante. Ces appareils sont très largement utilisés 

dans les études métabolomiques et lipidomiques195–201.  

 

3/ Analyseur de masse à résonance cyclotronique à transformée de Fourier (FT-ICR) 

 

L’analyseur FT-ICR repose sur le principe du cyclotron. La détection des ions est basée sur la 

mesure de la fréquence de rotation dans un champ magnétique intense. La cellule de détection est 

constituée de 6 plaques isolées les unes des autres. Chaque paire de plaques parallèles joue un rôle 

distinct entre le piégeage, l’excitation et la détection des ions. La cellule FT-ICR est placée dans un 

champ magnétique intense suivant l’axe parallèle aux plaques de piégeage. Les ions sont animés par 

une vitesse de rotation qui ne dépend que du rapport m/z et de l’intensité du champ magnétique.  

 

L’application d’une différence de potentiel entre les plaques excitatrices permet de mettre en 

phase tous les ions de même rapport m/z. Le champ électrique ainsi produit entre les plaques 

excitatrices induit une accélération des ions et une augmentation du rayon de la trajectoire. Il est ainsi 

possible de sélectionner par ce procédé un certain domaine de la gamme de masse mais aussi de 

procéder à des expériences de spectrométrie de masse en tandem. En effet, l’énergie apportée par les 

impulsions du champ électrique peut induire des dissociations des molécules, Figure 29. 
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Le mouvement de rotation des différents ions produit un courant détecté par les plaques de 

détection. Le signal est décrit par une sinusoïde amortie en fréquence, la transformée de Fourier de ce 

signal fournit le spectre de fréquence cyclotronique qui est converti en spectre de masse. 

 

 

Figure 29 : Principe d’un analyseur de masse à résonance cyclotronique
189

 

 

Les spectromètres de masse présentent un certain nombre d’avantages. La précision peut être 

inférieure à 1 ppm pouvant permettre une analyse élémentaire d’une molécule. La résolution peut 

atteindre 1 000 000, elle peut être mise à profit pour analyser des mélanges très complexes. Cette 

technologie offre la possibilité de réaliser des expériences de fragmentation en complément des 

mesures de la masse des ions moléculaires. Actuellement, il existe peu de démarches utilisant cette 

technique pour des applications liées à la métabolomique. En effet, le temps d’acquisition est assez 

long et ne permet pas de coupler cet analyseur avec les techniques d’UHPLC. De plus, cette technique 

nécessite l’utilisation d’un champ magnétique puissant (jusqu’à 15 Tesla) ; l’utilisation des aimants 

supraconducteurs ont un coût de maintenance et d’entretien important. Cependant, de plus en plus 

d’études présentent l’utilisation de cet analyseur parfois couplé à une méthode de chromatographie 

liquide202,203. 

 

4/ Orbitrap™ 

 

Le principe de l’analyseur Orbitrap™ a été mis au point sous forme d’une trappe 

électrostatique en 1923 par Kingdon202 puis par Knight203. Ce sont les travaux de Makarov qui ont 



 

 

contribué au développement de cette techn

compose d’une électrode creuse externe et d’une électrode en forme de fuseau

Figure 30.  

 

Figure 30 : Coupe transversale d’une cellule Orbitrap™ 

 

Un champ électrique quadri

injectés tangentiellement à ce champ électrique. Le mouvement  

trajectoire en spirale autour de l’électrode centrale. Il se compose d’un mouvement circulaire et axial. 

Ce dernier peut être décrit par l’Équation 

 

�(�) =

Équation 6 : Equation en fonction du temps du mouvement axial
(z(0) : amplitude axiale ; Ez : énergie cinétique

 

Ainsi, la fréquence axiale ne dépend que du rapport m/z. Le mouvement des ions suivant l’axe 

z génère un courant induit enregistré par le détecteur qui 

une transformée de Fourier et donne accès au rapport m/z. 

 

L’Orbitrap™ appartient au même 

des spectromètres de masse à transformé

Orbitrap™ est un appareil à très haute résolution mais ne dépasse pas l’analyseur par résonance 

cyclotronique. En effet, il a été montré que la rés

atteint 100 000 et 60 000 pour un 

hautes de rapports m/z (à partir de 800)

résolution pour un analyseur Orbitrap™ est inversement proportionnelle à la racine 

tandis que pour l’analyseur par réso

la masse, Équation 7. 

contribué au développement de cette technologie à partir des années 1990206

compose d’une électrode creuse externe et d’une électrode en forme de fuseau 

 

Coupe transversale d’une cellule Orbitrap™ 
207

 

Un champ électrique quadri-logarithmique est maintenu entre les électrodes. Les ions sont 

injectés tangentiellement à ce champ électrique. Le mouvement  des ions dans l’Orbitrap

trajectoire en spirale autour de l’électrode centrale. Il se compose d’un mouvement circulaire et axial. 

Équation 6. 

( ) = �(0) cos(ωt) + �
� ��

�
  sin(ωt) avec � = ��

ion du temps du mouvement axial des ions en mouvement dans l’
: énergie cinétique de l’ion ; q : charge de l’ion ; m : masse de l’ion)

la fréquence axiale ne dépend que du rapport m/z. Le mouvement des ions suivant l’axe 

z génère un courant induit enregistré par le détecteur qui est converti en spectre de fréquence

une transformée de Fourier et donne accès au rapport m/z.  

au même titre que l’analyseur par résonance cyclotronique

des spectromètres de masse à transformée de Fourier. Du point de vue de la résolution

à très haute résolution mais ne dépasse pas l’analyseur par résonance 

cyclotronique. En effet, il a été montré que la résolution d’un analyseur par réso

000 pour un Orbitrap™209 pour des ions m/z 400. Cependant

de rapports m/z (à partir de 800), l’Orbitrap™ offre de meilleures performance

résolution pour un analyseur Orbitrap™ est inversement proportionnelle à la racine 

nalyseur par résonance cyclotronique la résolution est inversement proportionnelle à 
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206–211. L’Orbitrap™ se 

 comme le montre la 

logarithmique est maintenu entre les électrodes. Les ions sont 

des ions dans l’Orbitrap™ adopte une 

trajectoire en spirale autour de l’électrode centrale. Il se compose d’un mouvement circulaire et axial. 

�
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des ions en mouvement dans l’Orbitrap™ 
: masse de l’ion) 

la fréquence axiale ne dépend que du rapport m/z. Le mouvement des ions suivant l’axe 

est converti en spectre de fréquences grâce à 

nance cyclotronique à la famille 

de Fourier. Du point de vue de la résolution, l’analyseur 

à très haute résolution mais ne dépasse pas l’analyseur par résonance 

olution d’un analyseur par résonance cyclotronique 

. Cependant, pour les valeurs 

performances. En effet, la 

résolution pour un analyseur Orbitrap™ est inversement proportionnelle à la racine carrée de la masse 

ment proportionnelle à 
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Équation 7 : Expression de la résolution d’un analyseur Orbitrap™ 

 

Les spectromètres de masse Orbitrap™ commerciaux sont très souvent des appareils hybrides, 

c'est-à-dire couplés à d’autres analyseurs comme le piège ionique linéaire (Figure 31). Le LTQ-

Orbitrap™ combine les avantages de la trappe linéaire (haute sensibilité, gamme dynamique élevée, 

réalisation d’analyses MSn) avec ceux d’un analyseur à transformée de Fourier (haute précision en 

masse et haute résolution). La trappe linéaire (LTQ ou linear trap quadrupole) est constituée de trois 

parties limitant la perte d’ions une fois le piégeage d’ions réalisé. Le LTQ dispose d’un mode 

d’acquisition automatique MS/MS permettant de sélectionner les ions précurseurs. Leur transfert est 

assuré de façon coaxiale depuis le LTQ par un octopôle, qui conduit les ions dans un piège 

intermédiaire : la C-Trap. Les ions sont ensuite pulsés vers l’Orbitrap™. Enfin, cet appareil est doté 

d’une cellule couplée à la C-Trap permettant de réaliser des fragmentations de plus haute énergie. 

 

 

Figure 31 : Schéma d’un LTQ-Orbitrap® 

 

Ainsi, il existe une grande diversité de mise en œuvre de la spectrométrie de masse. En effet, 

les différentes sources d’ionisation permettent de répondre aux caractéristiques physico-chimiques des 

molécules à analyser. Les innovations technologiques concernant les analyseurs ont permis de 

répondre aux besoins d’un pouvoir de résolution toujours plus grand. En effet, ils permettent de 

distinguer de nombreuses espèces contenues dans les matrices complexes comme les échantillons 

biologiques. De plus, il est particulièrement difficile d’élucider de façon certaine la structure de 

composés lipidiques. En effet, pour une même masse, il peut exister plusieurs espèces moléculaires 

différentes (chaînes d’AG, position des doubles liaisons, configuration sn1/sn2). Le choix d’un 

spectromètre de masse est de toute évidence multicritères et va dépendre du coût d’achat, des 
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caractéristiques des locaux à respecter, de la formation du personnel et de la maintenance. C’est 

pourquoi les spectromètres à transformée de Fourier sont beaucoup moins utilisés par rapport au triple 

quadripôle par exemple.  

 

Cependant, ce choix doit être principalement guidé par les objectifs des études à réaliser. 

Actuellement, l’analyse des lipides est guidée par la recherche d’un pouvoir de résolution important et 

en même temps l’obtention d’informations sur la structure des lipides. C’est pourquoi les 

spectromètres de masse hybrides à transformée de Fourier (LTQ-Orbitrap™) sont des instruments 

particulièrement efficients pour effectuer des analyses lipidomiques non ciblées. Au cours de mes 

travaux de thèse, des analyses préliminaires ont été réalisées avec un analyseur triple quadripôle et par 

la suite le spectromètre de masse hybride LTQ-Orbitrap™ a été utilisé. 

 

4 De l’analyse des lipides à la lipidomique 
 

4.1 Les biomarqueurs 

 

Un biomarqueur est défini par le National Health Institute comme étant une caractéristique 

biologique, objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus biologiques normaux 

ou pathologiques, ou de réponses pharmacologiques à une intervention thérapeutique212. La glycémie 

est un biomarqueur reconnu pour mesurer la sévérité d’un diabète et pour évaluer l’efficacité du 

traitement. Le dosage d’un biomarqueur peut correspondre à des procédures simples comme celui de 

la glycémie, du cholestérol ou d’identifier une mutation spécifique du génome.  

 

Dans une publication de 1993, l’Organisation mondiale de la santé (OMS) identifie l’enjeu de 

pouvoir prédire les effets toxiques de substances chimiques sur les êtres vivants, et souligne que les 

modèles de laboratoire sont insuffisants. De plus, l’utilisation d’enquêtes épidémiologiques 

rétrospectives pour évaluer un effet toxique sur les êtres humains présente de nombreux biais, 

notamment parce qu’il est difficile de connaître objectivement le degré d’exposition des individus213. 

L’intérêt des biomarqueurs réside dans leur capacité à être corrélés avec un effet biologique en 

fonction du degré d’exposition. La détection précoce des effets toxiques en cas d’exposition est alors 

envisageable ainsi qu’une estimation des variabilités interindividuelles. 

 

L’OMS défini trois types de biomarqueur reportés dans le Tableau 2. 
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Biomarqueurs d’exposition 
Indicateur de la présence dans un organisme d’une substance 
exogène 

Biomarqueurs d’effet 
Indicateur de l’existence d’une interaction avec l’organisme 
provoquant des effets toxiques ou non. 

Biomarqueurs de susceptibilité 
Indicateur des différences interindividuelles (innées ou acquises) 
dans la réponse à une exposition d’un xénobiotique. 

Tableau 2 : Différents types de biomarqueurs selon l’Organisation mondiale de la santé 

 

L’identification de biomarqueurs peut potentiellement apporter une amélioration de 

l’ensemble de la prise en charge thérapeutique des patients. Sur le plan du diagnostic, les 

biomarqueurs peuvent permettre la simplification des actes médicaux (coloscopie versus prise de sang) 

et donner des informations sur l’évolution de la maladie du patient au moment de son bilan pré-

thérapeutique. Cette recherche peut déterminer des critères objectifs d’efficacité d’un traitement avant 

administration et ainsi optimiser le rapport bénéfice/risque pour chaque patient ou bien découvrir de 

nouvelles cibles thérapeutiques. 

 

La Figure 32 représente les différents stades histologiques d’une tumeur colorectale dans sa 

partie supérieure. On observe que chaque modification d’aspect cytologique est caractérisée par 

l’activation de voie de signalisation ou de l’expression d’une molécule particulière. Ces modifications 

sont mises en relation avec un critère clinique, à savoir la survie globale à cinq ans.  

 

 

Figure 32 : Les différents types de biomarqueurs utilisables en médecine humaine mise en relation avec le 
processus de cancérogenèse de cellules coliques 
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Enfin, face aux coûts de développement d’un nouveau traitement, l’industrie est à la recherche 

de marqueurs permettant d’orienter leur recherche. En effet, seulement 1 à 2 médicaments sur 10 

entrant en développement seront mis sur le marché. Cette pression est augmentée par les organismes 

payeurs qui souhaitent obtenir une évaluation objective d’une meilleure efficacité avant de rembourser 

une nouvelle thérapeutique souvent plus coûteuse215. 

 

D’un point de vue analytique, un biomarqueur doit être mesuré objectivement, c’est-à-dire 

avec une précision et une reproductibilité suffisantes. De plus, il doit être évalué comme un indicateur 

de processus physiologiques ou pathologiques, ou être capable de mesurer la réponse thérapeutique à 

un nouveau traitement. Les biomarqueurs les plus couramment recherchés sont les protéines, les 

acides nucléiques (ADN et ARN), de petites molécules ou leurs métabolites. 

 

4.2 Les sciences « omiques » 

 

Etymologiquement, le suffixe « omique » a pour origine le mot « OM » tiré du sanscrit 

désignant la complétude et la plénitude. Les sciences « omiques » consistent à identifier l’ensemble 

des espèces moléculaires constitutives d’un organisme vivant et plus particulièrement les 

modifications de composition en réponse à une altération du métabolisme. Ces recherches consistent à 

caractériser l’ensemble d’un système biochimique. Les différentes disciplines comprennent 

notamment la génomique, la transcriptomique, la protéomique et la métabolomique216, Figure 33. 

 

 

Figure 33 : Différents niveaux des sciences « omiques » ainsi qu’un ordre de grandeur du nombre  d’espèces 
dans chaque classe
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Les sciences « omiques » ont considérablement modifié les méthodes d’exploration des 

phénomènes biologiques. En effet, cette approche globale génère une quantité d’informations 

gigantesque à des niveaux biologiques très variés : du séquençage de l’ADN en passant par 

l’expression des protéines ou la description des modifications des structures métaboliques. De plus, il 

n’est pas forcément utile de formuler une hypothèse de départ pour démarrer ses recherches. Il est par 

contre nécessaire de définir des groupes d’étude. Les données recueillies permettent ainsi de formuler 

des hypothèses biologiques et de les tester. Cette nouvelle approche ouvre la porte à de nombreuses 

découvertes sur les mécanismes physio-pathologiques218. 

 

La métabolomique présente certains aspects singuliers. En effet, elle est placée à la fin de la 

cascade omique, caractérisée par une grande complexité et comprenant les acides nucléiques, les 

acides aminés, les sucres et les lipides. De plus, cette diversité d’espèces moléculaires peut varier dans 

le temps et dans l’espace et rendre plus complexe le défi analytique. Pour toutes ces raisons, aucune 

méthode de bioanalytique ne peut caractériser l’ensemble du métabolome136. Cependant, l’ensemble 

des techniques précédemment exposées (chromatographie et spectrométrie de masse notamment) 

grâce à leur diversité de mise en œuvre et la possibilité de réaliser des analyses à haute fréquence 

peuvent répondre aux défis des analyses métabolomiques. 

 

Différentes stratégies analytiques sont possibles en métabolomique, comme le montre la 

Figure 34. On distingue les analyses ciblées qui ont pour objectif d’identifier la structure et de 

quantifier quelques lipides d’intérêt connus dans un mélange complexe. L’utilisation de la 

spectrométrie de masse en tandem avec la réalisation d’une fragmentation permet d’observer les ions 

fragments spécifiques d’une molécule. Les modes SRM (Selected Reaction Monitoring) et MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) sont largement utilisés pour observer les ions parents recherchés avec 

les ions fragments spécifiques. En revanche, les analyses non ciblées ont pour objectif d’apprécier la 

variabilité de composition qualitative et/ou quantitative de la totalité des lipides ou d’une fraction 

lipidique donnée dans plusieurs groupes d’échantillons. Les analyses en spectrométrie de masse 

peuvent faire suite à une séparation chromatographique, pour faciliter la lecture des spectres de masse 

ou l’échantillon peut être injecté directement dans la source ou « shotgun ». L’analyse « shotgun » 

présente l’avantage de supprimer l’étape de séparation chromatographique et peut être utilisée en mise 

au point lors d’analyses non ciblées ou ciblées.  

 

Enfin l’analyse en mise au point est utilisée pour l’étude d’une catégorie de lipides. Cette 

méthode utilise les outils cités précédemment avec différents modes d’acquisition comme la perte de 

neutre ou le scan d’un ion précurseur lorsqu’un fragment spécifique de la classe lipidique est connu. 
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L’utilisation d’une méthode de chromatographie en phase inverse peut être utilisée pour séparer les 

différentes espèces moléculaires étudiées. 

 

 

Figure 34 : Représentation schématique des différentes stratégies utilisées en métabolomique et la quantité 
de biomarqueurs potentiellement mise en évidence
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Les analyses lipidomiques ont été appliquées à de nombreuses situations pathologiques 

comme la maladie d’Alzheimer, les neurosciences ou l’oncologie219–224. Dans le domaine des maladies 

cardio-vasculaires, les approches « omiques » laissent entrevoir de nouvelles perspectives pour 

comprendre les phénomènes physio-pathologiques associés. Des publications récentes soulignent 

l’intérêt d’étudier les modifications du lipidome du macrophage, cellule qui joue un rôle très important 

dans les processus inflammatoires et la constitution d’une plaque d’athérome menant à 

l'athérosclérose225–228. 

 

Les études métabolomiques comportent plusieurs étapes et font appel à des compétences très 

diversifiées, Figure 35. Dans un premier temps, il est nécessaire de situer le contexte de l’étude pour 

établir la nature et la disponibilité de l’échantillon à analyser (cellules, tissus, fluides biologiques). Ces 

points sont déterminants pour choisir la stratégie de préparation de l’échantillon biologique et la 

technique analytique mise en jeu lors de l’étude. Enfin, l’ensemble des innovations technologiques en 

spectrométrie de masse et en chromatographie liquide ont permis d’accroître les fréquences 

d’acquisition des appareils et leur capacité d’analyse des mélanges complexes. Les données chimiques 

obtenues sont donc considérables surtout dans le cas des études non ciblées. Il est donc 

particulièrement difficile d’extraire et d’interpréter les informations pertinentes. Le traitement 

statistique des données chimiques obtenues lors des analyses métabolomiques est connu sous le nom 

de chimiométrie. 
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Figure 35 : Les différentes étapes d’une étude lipidomique et les objectifs de la chimiométrie 

 

4.3 Traitement des données des analyses lipidomiques 

 

Dans la plupart des cas, les études « omiques » permettent d’établir des comparaisons entre un 

groupe d’échantillons dit « témoin » et un groupe ayant subi une modification de son métabolisme. 

Dans ce cas, le but des analyses chimiométriques est de construire un modèle mathématique capable 

de distinguer les différents groupes d’échantillons et d’obtenir des informations sur les variables 

responsables de ces différences. Les données chimiques sont souvent représentées selon un tableau de 

valeurs ou plus précisément une matrice (Tableau 3). On indique en ligne les échantillons et en 

colonne les variables.  
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 Variable 1 Variable 2 Variable 3 … Variable n 

Échantillon 1      

Échantillon 2      

…      

Échantillon n      

Tableau 3 : Représentation générale des données chimiques 

 

Ces variables peuvent prendre différentes formes comme la mesure d’un spectre, d’une image 

ou bien l’appartenance à une classe. La structure de ces données est donc multivariée, c’est-à-dire que 

le nombre de variables est très supérieur au nombre d’observations ou d’échantillons analysés. Cette 

notation matricielle des données chimiques représente un des fondements de la chimiométrie. 

L’analyse des données obtenues par spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide ou 

gazeuse présente un certain nombre de particularités qu’il est important de connaître pour comprendre 

l’ensemble des étapes qui sont nécessaires au traitement de ces données. 

 

4.3.1 Particularités des données obtenues en chromatographie couplée à la 

spectrométrie de masse 

 

La première caractéristique est que les données obtenues en LC-MS sont caractérisées par trois 

paramètres : le rapport m/z, le temps de rétention et l’intensité de l’ion. Afin de décrire ces données 

dans une matrice à 2 dimensions, les variables sont définies comme des couples (temps de rétention ; 

rapport m/z) comme le montre la Figure 36. Pour chaque variable de chaque échantillon correspond 

une valeur d’intensité (hauteur de pic). Ainsi, d’une structure de données brutes en trois dimensions, le 

prétraitement avec la construction des couples [temps de rétention ; rapport m/z] permet de construire 

une matrice bidimensionnelle. Cette étape est bien évidemment dépendante des performances de la 

méthode et du couplage, c’est-à-dire qu’une attention particulière sera donnée aux performances de la 

technique chromatographique (largeur des pics) et à la résolution de l’analyseur utilisé pour effectuer 

la détection en masse. Par exemple, il est possible de générer un grand nombre de variables avec des 

rapports m/z très proches, correspondant à des écarts inférieurs à la résolution du spectromètre de 

masse.  
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Figure 36 : Représentation en 3 dimensions des données LC-MS et de la notation matricielle obtenue après 
prétraitement
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La définition d’un niveau à partir duquel le signal observé est considéré comme du bruit de 

fond est une étape indispensable. En effet, comme toute technique analytique, la modélisation du bruit 

influence l’interprétation statistique des données. Cette définition du bruit de fond peut se faire suivant 

deux modalités : en fonction d’un niveau d’intensité minimal attribué aux pics m/z et/ou d’une durée 

de présence minimale de l’ion. Une évaluation prudente du bruit de fond est nécessaire pour effectuer 

un premier filtre des données LC-MS. Il peut être parfois nécessaire d’évaluer la variabilité du bruit de 

fond au cours du chromatogramme pour éventuellement définir des fenêtres de niveaux de bruits ou de 

définir de façon plus globale un bruit moyen.  

 

Les méthodes d’ionisation, en particulier celles à pression atmosphérique, peuvent produire 

plusieurs ions pour une même molécule. En effet, plusieurs adduits peuvent être formés pour une 

même molécule. A titre d’exemple, une PC peut être ionisée d’au moins quatre façons différentes. On 

peut donc observer des adduits acide acétique, chloré, nitrate ou des ions fragments déméthylés. Ainsi 

pour une même molécule, on peut observer plusieurs valeurs m/z correspondant à une même molécule. 

Ces différents adduits sont formés notamment à cause de la  composition de la phase mobile (adduits 

acide acétique) ou à la présence d’éléments parasites (adduits chloré ou nitré) ou à la présence d’un 

phénomène de fragmentation des ions moléculaires dans la source. Ce dernier est particulièrement 

important pour les sources APCI ou APPI. Le principal inconvénient est que certaines variables créées 

sont redondantes et ne sont pas forcément pertinentes à analyser d’un point de vue chimique. 

Cependant, elles sont le reflet de l’ensemble du processus de séparation-ionisation-détection. La 

construction de la matrice de données à partir des données obtenues en LC-MS est appelée 

(Tr1 ; m/z1) (Tr2 ; m/z2) (Tr3 ; m/z3) … (Trn ; m/zn)

Échantillon 1

Échantillon 2

Échantillon 3

…

Échantillon n

Prétraitement des données LC-MS
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prétraitement. Cette détection automatique des espèces ionisées est connue sous le nom de 

prétraitement qui comporte un certains nombre d’étapes. 

 

4.3.2 Le prétraitement des données LC-MS 

 

Le prétraitement des données de LC-MS peut être divisé en 8 étapes comme représenté sur la 

Figure 37. De nombreux logiciels sont caractérisés par le type de format pris en charge et les 

algorithmes utilisés. Ils peuvent être payants et fournis par les constructeurs, ou gratuits. Mzmine 2 est 

un exemple de logiciel dont il est possible de modifier les algorithmes230–233. 

 

 

Figure 37 : Les différentes étapes nécessaires au prétraitement des données LC-MS
233

 

 

Dans la plupart des cas, lors d’une acquisition, le spectromètre de masse génère un fichier qui 

est le plus souvent non compatible avec ces logiciels de prétraitement. Une conversion des fichiers est 

alors indispensable. Les formats universels pris en charge par l’ensemble des logiciels sont notamment 

le « NetCDF » ou « mZML ».  

 

Entre l’import des données et leur analyse, le prétraitement consiste à obtenir un jeu de 

données comparables entre les différents échantillons issus des différents groupes permettant en 

particulier de s’affranchir de la variabilité instrumentale. 
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Après le chargement des données dans le logiciel, la première étape consiste à effectuer la 

détection des pics. Plusieurs approches sont possibles. En effet, la détection des pics peut être 

effectuée en fonction d’une fenêtre m/z (logiciel XCMS) ou suivant deux dimensions : temps de 

rétention et rapport m/z  (logiciel Mzmine). Récemment, un nouvel algorithme « Gridmass » a été 

ajouté dans Mzmine, qui est un algorithme de détection des pics en deux dimensions234. Ces logiciels 

suivent les évolutions technologiques en spectrométrie de masse comme l’utilisation des spectromètres 

à ultra-haute résolution. Ils permettent de répondre aux différentes caractéristiques du signal résultant 

des systèmes de couplage : niveau de bruit, résolution. 

 

Dans un deuxième temps, une étape d’alignement est essentielle pour pouvoir comparer les 

différents métabolites entre les échantillons. Cet alignement est nécessaire pour s’affranchir de la 

variabilité de rétention d’une analyse à une autre. Il est réalisé par le calcul d’un indice de 

vraisemblance entre les pics. Ce calcul est basé sur l’écart de masse et de temps de rétention entre les 

pics par rapport à une tolérance définie.  

 

Enfin, l’étape de remplissage des données manquantes permet de retrouver les signaux 

manquants en les recherchant dans les données brutes. Les différents algorithmes utilisables dans le 

logiciel Mzmine sont représentés dans le Tableau 4. 

 

Ces différentes étapes présentées ci-dessus sont incontournables pour effectuer le 

prétraitement des données LC-MS dans le cadre d’une étude métabolomique. Il existe également des 

étapes dites « facultatives » comme la normalisation ou le regroupement des variables issues d’un 

même isotope. L’objectif de la normalisation est d’atténuer les biais expérimentaux tout en conservant 

les variations dues aux effets biologiques.  

 

En ce qui concerne la normalisation, il existe deux méthodes principales pour normaliser les 

intensités des ions. La première consiste à utiliser des méthodes statistiques telles que la normalisation 

en utilisant l’intensité moyenne globale ou en utilisant un maximum de vraisemblance. Une autre 

approche consiste à utiliser des composés de référence pour normaliser sur l’ensemble du 

chromatogramme. Cette dernière méthode peut sembler la plus intéressante. Il est cependant difficile 

de déterminer la nature des composés à utiliser, ces derniers peuvent perturber le processus 

d’ionisation des composés d’intérêt. 

 

De plus, l’élimination des différents isotopes permet de simplifier la population de différentes 

variables contenues dans la matrice de données. Cette étape peut être intéressante lorsque la quantité 
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de données est très importante. Elle ne permet pas de s’affranchir de la redondance du signal en masse. 

En effet, les différents adduits ou fragments sont formés dans la source. Seule l’étude de la 

fragmentation des espèces moléculaires et l’identification des composés permet de connaître 

objectivement ces phénomènes. Il est donc relativement difficile de choisir une méthode de 

normalisation. La reproductibilité des extractions peut être une première réponse, tant au niveau du 

protocole qu’au niveau de la quantité de matrice biologique utilisée (volume de plasma recueilli, 

quantité de tissu, nombre de cellules). En effet, un échantillon plus concentré fera apparaître des 

tendances dans les échantillons qui se révéleront non pertinentes. 

 

Il est particulièrement important de placer des contrôles dans la séquence d’analyse. Un blanc 

d’extraction permet d’observer la présence d’impuretés, d’évaluer le niveau de bruit moyen au cours 

du chromatogramme. De plus, les mélanges de standards sont utilisés pour évaluer les temps de 

rétention pour chaque classe lipidique mais aussi pour effectuer une quantification dans les 

échantillons biologiques. Enfin, il est possible d’effectuer un échantillon moyen correspondant à un 

mélange équivolumétrique des échantillons biologiques et d’en effectuer des dilutions successives. 

L’analyse de ces échantillons permet de vérifier la relation existant entre le signal obtenu pour une 

espèce ionisée et son niveau de dilution235. 
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Les étapes fondamentales 

Détection du spectre de masse 

Centroïde Chaque ion est détecté dans chaque spectre de masse : Donnée centroïde 

Masse exacte Pour les données de haute résolution 

Maximum local Détecte tous les maximums locaux, à l’exception des signaux en dessous du niveau de bruit donné 

Recursive Threshold Adapté pour les données de haute résolution ayant beaucoup trop de bruit pour utiliser la masse exacte 

Transformation en 
ondelettes 

Les pics sont décrits en ondelettes. La 
valeur m/z finale est calculée comme 
une moyenne des valeurs entourant les 
données

236
 

 

Grid mass  Détection des pics en considérant les deux dimensions des données LC-MS
234 

Déconvolution 

Baseline cut off Simple d'utilisation 

Noise amplitude Similaire au « base line cut off » mais permet de régler l'amplitude du niveau de bruit  

Savitsky-Golay Cette méthode utilise l'algorithme de Savitsky-Golay
237,238

 

Local min search Pics reconnus s'ils remplissent les exigences minimales de hauteur et de durée 

Alignement 

Join Aligner Calcul du score de ressemblance 

RANSAC L'alignement de chaque échantillon se fait à partir de la liste des pics principaux du premier échantillon 
puis il y a une correction de tous les écarts, linéaires ou non, dans une fenêtre de temps de rétention 
définie 

Remplissage des données manquantes 

Peak finder Les pics sont alignés en fonction d'une fenêtre de temps de rétention et de masse 

Same RT et m/z Cette méthode remplit les lacunes dans chaque ligne de la liste pic en utilisant le même m/z et la même 
plage de temps de rétention que d'autres sommets de la ligne 

Les étapes facultatives 

Desisotoping Il permet d'estimer les pics en fonction de leur distribution isotopique 

Normalisation  Normalisation linéaire (intensité moyenne, intensité moyenne au carré, intensité maximale ou la 
somme de l'intensité totale). Normalisation par un étalon interne 

Tableau 4 : Différentes étapes du prétraitement disponibles sur Mzmine avec les différents algorithmes 
disponibles 
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4.3.3 Les analyses chimiométriques  

 

Les statistiques univariées sont classiquement utilisées pour déterminer des corrélations entre 

deux variables quantitatives ou pour effectuer une analyse de variance entre une variable qualitative 

(appartenance à un groupe) et une variable quantitative. Le choix des différents tests a été largement 

décrit et dépend notamment de la loi de distribution. Les données issues de la spectrométrie de masse 

couplées à la chromatographie liquide sont de natures multivariées. L’application des tests univariés 

est possible mais ne prend pas en compte les différentes corrélations qu’il peut exister entre les 

variables et peut conduire à des résultats faussement significatifs. Les statistiques multivariées 

permettent une réduction de la dimensionnalité pour visualiser l’information cachée. La chimiométrie 

regroupe les méthodes d’analyses discriminantes, des plans d’expériences et des analyses 

multivariées239–241. 

 

4.3.3.1 Les analyses multivariées 

 

Le principe est de réduire la dimensionnalité des données afin de pouvoir détecter des 

tendances au sein des échantillons. L’analyse en composante principale (ACP) est une méthode qui 

recherche une combinaison linéaire des variables de départ décrivant la dispersion des échantillons. 

Son calcul n’est pas orienté, autrement dit il est non supervisé. La combinaison linéaire des variables 

de départ est calculée pour maximiser la variance ou la dispersion entre les échantillons et en même 

temps pour minimiser la matrice résiduelle. Les composantes principales sont orthogonales les unes 

des autres et permettent le classement décroissant des sources de variance. La Figure 38 résume le 

principe du calcul de l’analyse en composante principale. 
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Figure 38 : Principe de la décomposition matricielle de la matrice de X lors d’une analyse en composantes 
principales (la notation « ‘ » représente la matrice transposée) 

 

Souvent, le calcul de deux ou trois composantes résume l’information contenue dans les 

données. Les échantillons (scores) et les variables (loadings) peuvent être projetés dans l’espace défini 

par les composantes qui montrent les directions de dispersion des échantillons et des variables qui sont 

responsables de cette organisation242–244. 

 

La méthode des moindres carrés partiels (PLS) est une variante de l’ACP dont le principe est 

de relier les données (X) à une réponse (Y). A la différence de l’ACP, la PLS est un calcul orienté 

puisque les (Y) sont connus. Le plus souvent, l’objectif de la PLS est de pouvoir prédire la réponse (Y) 

d’un deuxième set de données245–247. 

  

L’emploi des statistiques multivariées a pour but de détecter au sein de l’ensemble des 

variables explicatives des variations d’intensité responsables des différences observées entre les 

échantillons. A l’évidence, ces traitements statistiques sont appliqués sur des données qui minimisent 

le bruit de fond et les artéfacts pour ainsi éviter d’orienter à tort le calcul des composantes. Plusieurs 

outils ont été préalablement cités comme la nécessaire reproductibilité des extractions en phase pré-

analytique, l’utilisation éventuelle d’un étalon interne ou encore la nécessité de réaliser un mélange de 
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l’ensemble des groupes d’échantillons pour éventuellement corriger les variations de 

l’instrumentation. 

 

De plus, lors de l’utilisation d’outils de statistique multivariée, il est très souvent effectué une 

transformation des données de la matrice X ou mise à l’échelle. Cette étape a pour but de diminuer les 

variations observées au sein des données brutes. Le centrage des données consiste à soustraire aux 

données brutes la moyenne de chaque descripteur. Ainsi, chaque variable présente une moyenne égale 

à zéro et diminue le poids des concentrations entre les métabolites. De plus, il est possible de diviser 

chaque variable par un facteur de mise à l’échelle ou « scaling ». L’objectif est de corriger les 

différences d’intensités observées en exprimant les données en intensité relative. Le facteur de mise à 

l’échelle peut être basé sur l’utilisation d’un facteur de dispersion (écart type) ou l’utilisation d’un 

facteur relatif à la taille de l’échantillon (la moyenne par exemple). Enfin, les transformations non 

linéaires (log ou racine carré) sont possibles. Cela permet de diminuer l’hétéroscédasticité des 

différents descripteurs si l’écart type est relativement homogène248,249. Les différentes méthodes de 

mise à l’échelle et de transformation des données sont présentées, Tableau 5. 
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Nom et formule Objectif (1) Avantages (2) Inconvénients 

Centré 
�� = � − �� 

Concentrer l’analyse sur les différences et non sur les 
similitudes entre les données 

(1)- Eliminer les décalages dans les données 
(2)- Insuffisant en cas d’hétéroscédasticité dans les données 

Centré réduit 

�� =
� − ��

�
 

Comparer les variables suivant les corrélations 
(1)- Toutes les variables ont la même importance 
(2)- Augmentation des erreurs de mesure 

« Range scaling » 

�� =
� − ��

���� − ����
 

Comparer les métabolites suivant la gamme de la réponse 
biologique 

(1)- Toutes les variables ont la même importance 
(2)- Augmentation des erreurs de mesure sensibles aux échantillons 
atypiques ou « ouliers » 

« Pareto scaling » 

�� =
� − ��

√�
 

Diminuer l’importance relative des valeurs élevées sans 
modifier la structure des données 

(1)- Reste proche des données originales 
(2)- Sensible aux variations importantes 

« Vast scaling » 

�� =
� − ��

���� − ����
∗  

��

�
 

Focaliser sur les variables qui présentent de faibles 
fluctuations 

(1)- Vise la robustesse dans les données 
(2)- Insuffisant, si les variations sont importantes dans le cas des analyses 
non supervisées 

« Level scaling » 

�� =
� − ��

��
 

S’intéresser aux réponses relatives 
(1)- Intéressant pour l’identification des biomarqueurs 
(2)- Augmente les erreurs de mesure 

Transformation log 
�� = ��� � 

Corriger l’hétéroscédasticité des données par une pseudo 
mise à l’échelle 

(1)- Diminuer l’hétéroscédasticité des données, les effets multiplicatifs 
deviennent additifs 
(2)- Données avec un large écart type ou nul 

Transformation racine carré 

�� = √� 

(1)- Diminuer l’hétéroscédasticité dans les données, même avec les petites 
valeurs 
(2)- Choix arbitraire 

Tableau 5 : Différentes méthodes de mise à l’échelle utilisées pour le traitement chimiométrique des données, x représente les données brutes, x ̃ représente les 
données transformées et s l’écart type

248
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Par ailleurs, deux critères de performance sont classiquement évalués lors du calcul des 

modèles d’ACP ou de PLS. Le R² évalue la part de variance expliquée par la composante au sein du 

modèle. Son calcul est basé sur le rapport de la part de variance expliquée par le modèle et la variance 

totale. Le choix du nombre de composantes doit être en relation avec le pourcentage de variance 

expliquée apporté par l’ajout de la composante (n+1).  

 

Le deuxième paramètre associé au R² est le Q² ou capacité de prédiction. Son calcul est basé 

sur le rapport entre l’erreur de prédiction et la variance prédite par le modèle. En d’autres termes, il est 

construit sur le principe de la validation croisée. Une partie des données du set initial est utilisée pour 

construire un modèle et l’autre partie pour prédire les données restantes. Le choix du nombre de 

composantes doit se faire en rapport avec les caractéristiques du set de données (origine biologique, 

nombre d’échantillons notamment) mais aussi par rapport au gain obtenu en termes de R² et Q² 

obtenus par l’ajout d’une composante supplémentaire. Plus ces deux paramètres sont proches de 1 et 

plus le modèle est performant. De plus, il est admis que la différence observée entre R² et Q² ne doit 

pas excéder 0,3. Dans le cas contraire, le modèle est alors en sur-apprentissage. Ces deux paramètres 

ne sont pas les seuls à juger de la performance des modèles, mais ils sont largement utilisés quels que 

soient les modèles mis en œuvre (analyses multivariées, analyses discriminantes ou plans 

d’expériences)250. 

 

4.3.3.2 Les analyses discriminantes 

 

A partir des données obtenues après le prétraitement, les analyses discriminantes (DA ou 

discriminant analysis) permettent de prédire l’appartenance d’un échantillon à une classe. Les analyses 

discriminantes sont largement utilisées pour explorer les données de métabolomique. 

 

La régression PLS est d’une manière générale utilisée pour établir des relations entre une 

matrice X et une réponse Y. Ce mode de calcul est très largement utilisé lors d’un étalonnage 

multivarié où la réponse Y est quantitative. Cependant, la réponse peut être aussi qualitative, c’est-à-

dire qu’il s’agit ici d’intégrer dans la réponse Y le fait d’appartenir à une classe ou un groupe 

d’échantillon. Cela correspond à une analyse PLS discriminante. Le principe est de séparer la 

variabilité des X en deux parties (une systématique et une résiduelle). Néanmoins, une partie de la 

variance modélisée n’est pas forcément corrélée à la classe des échantillons et les composantes 

discriminantes calculées peuvent correspondre à un mélange entre la composante discriminante et non 

discriminante. 
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La correction orthogonale du signal (Orthogonal Signal Correction ou OSC) a été initialement 

développée pour le traitement des données spectrales. Le principe est d’utiliser la structure de la 

matrice Y (réponse) pour identifier dans la matrice des descripteurs X, les sources de variances qui 

sont orthogonales (non corrélées) à la réponse. Le filtre OSC élimine de la matrice X la part 

d’informations non corrélées à la matrice Y et construit ainsi une nouvelle matrice X ou Xosc. 

L’OPLS-DA est actuellement plus largement utilisée pour traiter les données de 

métabolomiques249,251–255. 

 

L’OPLS-DA est une extension de la PLS-DA intégrant le filtre OSC. Ce mode de calcul utilise 

l’information contenue dans la matrice Y pour décomposer la matrice X en deux blocs. Une première 

partie contient l’information discriminante corrélée au Y et une autre orthogonale non corrélée. La 

Figure 39 illustre les différences entre PLS-DA et OPLS-DA. En effet, la PLS-DA oriente le choix des 

composantes en fonction des sources de variances contenues dans le set de données tandis que 

l’OPLS-DA choisit la première composante de façon à séparer les échantillons en fonction de leurs 

classes. Ainsi, l’OPLS-DA est d’interprétation plus facile que la PLS-DA.  

 

 

Figure 39 : Illustration de la différence entre PLS-DA et OPLS-DA
251

 

 

Le S-plot permet de visualiser les variables ayant de l’influence sur la discrimination des 

échantillons. Cette figure combine la représentation de la covariance et de la corrélation des loading 

sur la projection de la composante discriminante. La covariance représente l’importance de la variation 

et la corrélation représente la reproductibilité. Ainsi, avec cet outil de présentation des variables 

suivant la composante discriminante, un tri des variables discriminantes ou non peut être réalisé. Leur 

sélection se fait de manière à choisir des groupes de variables qui présentent un maximum de variance 

et de covariance, autrement dit à l’extrémité de Splot251 comme le représente la Figure 40. 
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Figure 40 : Représentation S-plot d’un modèle obtenu en OPLS-DA, d’après
256

 le cadre tracé en rouge figurant 
la zone où se situent les variables discriminantes 

 

4.3.3.3 Les plans d’expériences 

 

Ils permettent de modéliser les paramètres d’un processus expérimental en minimisant le 

nombre d’essais réalisés. Ces paramètres peuvent être quantitatifs (débit de phase mobile, pourcentage 

de solvant) ou qualitatifs (présence ou non d’une agitation dans un milieu réactionnel). Pour réaliser 

un plan d’expériences, il faut définir les objectifs (optimisation ou analyse d’effets). Cela conditionne 

le choix du plan d’expériences qui correspond souvent à un compromis entre la minimisation du 

nombre d’expériences à réaliser et la précision ou la fiabilité des informations que l’on souhaite 

obtenir. Ensuite, il est nécessaire de définir les paramètres ainsi que leurs bornes, choisir la ou les 

réponses, enfin réaliser les expériences et valider le plan. Une régression linéaire multiple est calculée 

et permet d’étudier les effets principaux et selon les cas, les interactions entre les paramètres et les 

réponses choisies257. 

 

Le plan d’expériences le plus connu est le plan factoriel complet. Ce type de plan permet 

d’étudier aussi bien les effets principaux des différents paramètres que leurs interactions. Le nombre 

d’essais à effectuer est de 2n, n étant le nombre de paramètres étudiés. Le plan factoriel complet est 

difficilement utilisable lorsque n est élevé. Ce dernier a été largement utilisé pour optimiser des 

techniques de chromatographie liquide ou définir des paramètres d’ionisation en spectrométrie de 
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masse258,259. Il existe également d'autres plans d'expériences qui peuvent être employés comme 

alternative au plan factoriel complet. 

 

4.4 Identification des ions pseudo-moléculaires utilisant les données de 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

 

Les analyses multivariées sont utilisées pour effectuer un tri des variables en fonction du 

niveau d’expression dans les différents groupes d’échantillons. L’identification des ions discriminants 

constitue aussi une étape importante et délicate. En effet, plusieurs approches sont possibles et il est 

parfois souhaitable de pouvoir utiliser différentes méthodes d’analyse pour assurer une identification 

des composés.  

 

Dans un premier temps, il est possible de formuler des hypothèses concernant la classe du 

composé ou sa formule brute en utilisant le temps de rétention et la masse du composé ionisé. 

Cependant, pour un métabolite donné, il peut y avoir plusieurs molécules ionisées : adduits, ions 

pseudo-moléculaires ou ions fragments. Les différents adduits ou ions pseudo moléculaires peuvent 

présenter un intérêt car il est possible de confirmer la masse du métabolite avec plusieurs rapports m/z. 

En revanche, les ions fragments peuvent compliquer l’interprétation des données. L’identification des 

métabolites présente différents niveaux répartis en quatre catégories260. 

 

1-Composés inconnus pour lesquels aucune hypothèse structurale n’est émise 

2-Composés putativement annotés concernant les composés indisponibles commercialement 

mais dont l’identification repose sur une homologie spectrale ou physico-chimique reportée dans des 

bases de données. 

3-Composés putativement caractérisés concernant les composés dont il n’y a pas de 

structure proposée dans les bases de données mais qui présentent des caractéristiques spectrales ou 

physico-chimiques avec des composés de la même famille. 

4-Composés identifiés dont il est nécessaire au minimum d’avoir deux critères orthogonaux et 

d’avoir procédé à l’analyse d’un composé de référence dans les mêmes conditions. 

 

Au regard de ces définitions, « identifier » un composé est particulièrement exigeant. Dans le 

cadre de l’analyse des lipides, on peut remarquer que les schémas de fragmentations de ces molécules 

sont particulièrement bien décrits dans la littérature261–263 et qu’il existe un nombre important de bases 

de données disponibles en ligne, comme « Human metabolom database », « Metlin », « Massbank » 

ou « Lipidmaps ». L’identification d’un lipide pourra donc être proposée à partir du moment où il 
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existe une concordance entre les spectres expérimentaux et les spectres des bases de données. La 

diversité des lipides impose de fixer des critères d’identification, en effet pour un même rapport m/z 

peut correspondre plusieurs métabolites. Ces critères peuvent être basés sur les caractéristiques du 

système analytique. Par exemple, l’utilisation de la NP-LC permet de déterminer, la plupart du temps, 

la classe du lipide. Les performances du spectromètre de masse sont utilisées pour fixer les écarts 

tolérés entre les m/z expérimentaux et théoriques. La caractéristique de l’échantillon peut aussi exclure 

certaines hypothèses ; les lipides ayant des acides gras à nombre impair de carbone sont minoritaires 

chez les Mammifères. Enfin, pour exclure certaines structures, il est nécessaire de se focaliser sur les 

ions fragments les plus intenses.  

 

Ainsi, on observe que les études lipidomiques font apparaître un grand nombre d’étapes : 

préparation de l’échantillon, méthodes chromatographiques, couplage à la spectrométrie de masse, 

traitement chimiométrique des données, identification des métabolites, hypothèses métaboliques. 

Certains outils disponibles en ligne, comme « XCMS on line », permettent d’effectuer 

automatiquement l’ensemble du traitement des données jusqu’à l’identification des métabolites 

discriminants en consultant la base de données « Metlin »264,265. Il peut donc être intéressant de 

comparer les résultats d’XCMS avec ses propres outils pour confirmer ou compléter les études. Les 

compétences requises pour mener à bien ces études font appel à différentes disciplines, ainsi la 

collaboration interdisciplinaire lors des études lipidomiques est un prérequis. 
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Chapitre 2 : Présentation du travail de thèse 
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1 Contexte biologique de l’étude  
 

Les maladies cardio-vasculaires représentent l’une des causes majeures de morbi-mortalité 

dans les pays industrialisés. Elles sont souvent caractérisées par un processus lent et insidieux : 

l’athérosclérose. Il s’agit d’un phénomène inflammatoire caractérisé par un dépôt sur les artères de 

macrophages gorgés de cholestérol, encore appelés cellules spumeuses. Un dépôt massif peut conduire 

à l’obstruction de la lumière des artères provoquant un accident cardio-vasculaire aigu. Comme 

l’hypertension artérielle, l’hypercholestérolémie est un facteur de risque cardio-vasculaire majeur. De 

nombreuses études épidémiologiques ont montré que la réduction du cholestérol total et du 

cholestérol-LDL (Low Density Lipoprotein) diminue le risque d’infarctus du myocarde. Le 

cholestérol-LDL est la fraction la plus athérogène du cholestérol. En excès, il tend à s’accumuler dans 

la paroi artérielle et à favoriser le développement de la plaque d’athérome266,267.  

 

En revanche, les HDL (High Density Lipoprotein) plasmatiques représentent le principal 

accepteur du cholestérol en excès contenu dans les cellules et considéré comme l’un des facteurs 

principaux de protection contre les maladies cardio-vasculaires268. La sortie ou efflux du cholestérol 

libre des cellules est la première étape du transport inverse du cholestérol qui assure le retour du 

cholestérol en excès des cellules périphériques, en particulier des macrophages vers le foie, qui est le 

seul organe capable de l’éliminer. Actuellement, trois principales molécules membranaires sont 

décrites comme assurant la sortie du cholestérol libre. Parmi elles, l’ABCA1 (ATP Binding Cassette 

transporter A1) est le transporteur qui joue le rôle physiologique le plus important. 

 

L’équipe de biologie « Athérosclérose : homéostasie et trafic du cholestérol des 

macrophages » de l’unité interdisciplinaire dans le cadre de laquelle a été réalisée ma thèse a 

développé des modèles cellulaires permettant d’apprécier au sein du sérum les capacités des HDL à 

promouvoir l’efflux du cholestérol selon ces différentes voies. Ces travaux ont ainsi permis d’établir 

les relations entre l’hypertriglycéridémie de sujets asymptomatiques ou l’obésité androïde de sujets 

normolipidiques et la composition des HDL, la présence de préβ-HDL et l’efflux du cholestérol 

cellulaire269–274. 

 

Par la suite, le versant membranaire du macrophage a été exploré. L’hypothèse de travail est 

que la modification de la composition en AG des PL membranaires influence l’activité de l’ABCA1 

en modifiant les propriétés physico-chimiques des phospholipides. Cette modification pourrait en effet 

affecter l’organisation des membranes et/ou modifier leurs rôles fonctionnels comme sources d’acides 

gras servant de seconds messagers dans des voies de signalisation lipidique. 
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Cette hypothèse a tout d’abord été testée en explorant l'impact de l’incorporation membranaire 

d’AG de conformation trans sur la capacité des macrophages à céder leur cholestérol. Outre le fait que 

ces AG sont considérés comme impliqués dans l’augmentation du risque cardio-vasculaire, ils ont été 

choisis pour leurs caractéristiques structurales. En effet, l’intégration de cette catégorie d’AG 

présentant une double liaison en configuration trans rend leur chaîne carbonée aussi linéaire que celle 

des acides gras saturés et donc rigidifie les membranes. Les modèles cellulaires utilisés dans ce travail 

sont une lignée de macrophages de Souris, les J774, et des macrophages humains en culture primaire 

ou HMDM (Human Monocytes Derived-Macrophages). Dans ces deux modèles, l'incorporation 

membranaire d’acide élaïdique (C18:1 trans 9), AG trans d’origine industrielle, a pour conséquence 

une diminution de la capacité d’efflux de cholestérol via le transporteur ABCA1. L’expression et la 

localisation membranaire de ce transporteur ne sont pas modifiées mais l’activité ATPasique 

indispensable à son fonctionnement est nettement diminuée275. 

 

Ces résultats montrent que la modification de la composition en AG des PL de la membrane 

peut avoir un impact sur la fonction de l’ABCA1 et ont poussé les membres de l’équipe à poursuivre 

ces travaux en évaluant l’impact des acides gras polyinsaturés à longue chaîne (AGPI), notamment les 

AGPI ω-3. Cette catégorie d’AG est reconnue pour avoir un effet bénéfique sur la prévention primaire 

des maladies cardio-vasculaires276–278. De plus, la présence de plusieurs doubles liaisons confère à ces 

AG une structure très souple pouvant donc fluidifier la membrane. Enfin, ces AG exercent sur 

différents types cellulaires de nombreux effets en modulant la production de seconds messagers 

comme les eicosanoïdes279–281. Nous avons choisi d’apprécier les conséquences de l’incorporation dans 

les phospholipides de la membrane des HMDM, en débutant par la famille ω3 avec l’acide 

eicosapentaénoïque (C20:5, n-3) ou EPA. 

 

Pour ce faire, les cellules sont incubées 32 heures avec de l’EPA (70 µmol.L-1). Les résultats 

sont comparés à ceux obtenus avec des cellules incubées en milieu non supplémenté en EPA (groupe 

témoin). Dans ces conditions, nous observons une augmentation dans les PL de l’EPA (24,5 % versus 

1,9 %) au détriment de l’acide arachidonique (AA, C20:4 n-6) (6,6 % versus 15,1 %). Parallèlement à 

la modification de la composition membranaire, une diminution nette de 28 % de l’efflux du 

cholestérol ABCA1-dépendant est observée282.  

 

Le même type d’étude a été réalisé sur des macrophages humains rendus spumeux par une 

surcharge en LDL acétylées (75 µg.mL-1). Les cellules sont incubées 32 heures en présence de 70 

µmol.L-1 d’EPA puis 24 heures avec des LDL acétylées toujours en présence d’EPA. Les résultats du 

groupe EPA/LDL sont comparés à ceux obtenus avec des cellules surchargées en cholestérol mais 

incubées en milieux non supplémentés en EPA (groupe LDL). Dans ces conditions, nous observons 

une diminution importante de l’efflux du cholestérol ABCA1-dépendant de l’ordre de 34 %283. Là 
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encore, cette diminution n’est pas due à une modification de l'expression du transporteur. En revanche, 

l’impact de l’EPA sur la composition des PL membranaires est différent de celui constaté dans les 

HMDM non surchargés. En effet, l’augmentation de l’EPA dans les PL est plus modérée (13 % versus 

4,7 %) pour LDL ; celle-ci se produit essentiellement au détriment de l’AA dont la proportion diminue 

(5,5 % versus 13,3 %). Cette moindre incorporation de l’EPA dans les PL n’est pas due à un défaut de 

pénétration de l’AG dans les cellules car on retrouve au sein des esters de cholestérol (EC), formant 

les gouttelettes lipidiques qui s’accumulent, une part importante d’EPA et de son produit d’élongation, 

l’acide docosapentaénoïque ou DPA (C22:5 ω3) (48 %).  

 

2 Contexte méthodologique et analytique de l’étude 
 

2.1 Analyse lipidomique et interdisciplinarité 

 

La diversité moléculaire des lipides est très importante comme illustré dans le chapitre 

précédent. De ce fait l’analyse du lipidome et l’accès à l’ensemble des données structurales des lipides 

représentent un véritable défi analytique. Pour y répondre, un certain nombre de méthodologies a été 

développé que ce soit sur le plan de la détection des lipides, leur séparation ou le traitement de 

l’information. 

 

Le développement fondamental et méthodologique de l’analyse des lipides est une des 

thématiques de l’Unité « lipides système analytique et biologique » ou Lip(sys)² dans laquelle ce 

travail de thèse a été réalisé. Les techniques séparatives essentiellement chromatographiques avec 

l’étude des phases stationnaires et des systèmes de détection, le couplage à la spectrométrie de masse 

et le traitement chimiométrique des données sont les principaux axes d’étude.  

 

Les systèmes de détection des lipides comme le détecteur évaporatif à diffusion de la lumière 

ou DEDL284–287 ou le détecteur à aérosol chargé Corona23,89 (CAD) ont été particulièrement étudiés au 

sein de ce laboratoire. Ces détecteurs sont utilisés pour apprécier la séparation chromatographique des 

classes lipidiques. Le détecteur à aérosol chargé a été utilisé lors de ce travail pour effectuer la 

quantification des différentes classes lipidiques des extraits lipidiques de macrophages. Ce système de 

détection universel a été couplé à un système de séparation chromatographique à polarité de phases 

normale. Les supports chromatographiques utilisés dans ce mode de chromatographie liquide ont été 

particulièrement étudiés afin de développer des méthodes qui permettent de séparer les différentes 

classes phospholipidiques82 ou l’ensemble des classes lipidiques288,289.  
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La méthode de séparation par classes lipidiques permet de proposer, en plus de la 

quantification des classes, une identification grâce à l’observation des temps de rétention des espèces 

moléculaires. En revanche, l’interprétation des spectres de fragmentation des ions pseudo-moléculaires 

est la seule manière d’effectuer une caractérisation. Cependant, avec cette technique, les pics 

chromatographiques sont larges et les coélutions nombreuses entre les espèces moléculaires d’une 

même classe. Ces coélutions peuvent entraîner des suppressions d’ionisation. La modification des 

facteurs de réponse de chaque espèce moléculaire est multifactorielle et dépend notamment du 

spectromètre de masse, de la sous-classe du PL, de la longueur de chaîne et des concentrations 

respectives de chaque espèce290,291. 

 

Les objectifs de la thématique « lipidomique des membranes cellulaires » de l’équipe de 

chimie analytique sont de proposer des techniques séparatives couplées à la spectrométrie de masse et 

des méthodes de traitement de l’information. Cela a été initié avec la collaboration de l’unité mixte de 

recherche Chimiothérapie antiparasitaire dirigée par le Professeur Loiseau (l’UMR 8076 BioCIS). Le 

profilage LC-MS des phospholipides de souche de Leishmania donovani sensible ou non au traitement 

par l’hexadecylphosphocholine (Miltefosine) ont fait l’objet d’études lipidomiques. La comparaison 

statistique des profils obtenus pour plusieurs échantillons de chacune des deux populations permet de 

mettre en évidence les signaux caractéristiques ou les signaux sur/sous-exprimés dans chacun des deux 

groupes. L’accès aux bases de données ainsi que l’observation des spectres de fragmentation des 

phospholipides d’intérêt permettent d’identifier formellement les composés d’intérêt253,292,293. Par 

ailleurs, l’étude des propriétés des sources à pression atmosphérique a été réalisée afin de rationaliser 

leur utilisation dans le cadre des études lipidomiques180,294
. Cette expertise a été l’objet de nombreuses 

collaborations dans des domaines variés vers l’analyse de lipides295–301
. 

 

A l’évidence, la problématique de l’analyse des lipides s’enrichit des développements 

méthodologiques des équipes de chimie analytique. En effet, les différentes thématiques mises en 

avant précédemment (méthodes chromatographiques, étude des systèmes de détection, mise au point 

du couplage à la spectrométrie de masse et traitement de l’information) rendent possible l’utilisation 

de ces techniques pour des applications pharmacologiques ou biologiques. Par ailleurs, la thématique 

de l’équipe de biologie précédemment exposée permettra d’appréhender le lipidome différemment et 

d’envisager ainsi des développements de méthodes répondant aux problématiques issues de la 

modification du trafic du cholestérol afin de cartographier les voies métaboliques responsables de 

l’athérosclérose. Le projet des équipes de chimie analytique et de biologie est de construire une entité 

interdisciplinaire sur les thématiques « athérosclérose » et « lipidomique des membranes cellulaires ». 

Cette collaboration a déjà été matérialisée par le passé notamment par la mise en relation du taux de 

cardiolipine dans les cellules et l’apoptose (mort cellulaire)302,303.  
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Ce travail de thèse est donc une première étape dans la création de cette interdisciplinarité 

offrant l’opportunité d’une approche intégrée entre chimie et biologie.  

 

2.2 Aspects méthodologiques et analytiques du couplage de la 

chromatographie liquide à la spectrométrie de masse ultra-haute 

résolution  

 

La séparation des PL a été effectuée à une température de 35 °C, en utilisant une colonne 

PVA-Sil YMC Europe Gmbh (150 mm de longueur, 2,1 mm de diamètre interne, la taille des 

particules est de 5 µm). Cette méthode de séparation chromatographique a été décrite dans d’autres 

études180,253,301,304, le programme solvant est présenté Tableau 6. Le solvant A correspond à un mélange 

de n-heptane/propan-2-ol (98:2 ; v/v), le solvant B correspond à un mélange chloroforme/propan-2-ol 

(65:35 ; v/v) et le solvant C est un mélange de méthanol et d’eau (95:5 ; v/v). Dans toutes les phases 

mobiles, 1 % d’acide acétique et 0,08 % de triéthylamine sont ajoutés pour optimiser l’ionisation des 

lipides dans la source et la séparation des lipides. 

 

Temps 

(Min.) 

A:  

n-Heptane/Isopropanol  

(98 :2 ; v/v) 

B:  

Chloroforme/Isopropanol  

(65 :35 ; v/v) 

C:  

Méthanol/Eau 

(95 :5 ; v/v) 

0 98 2 0 
3 12 88 0 
16 0 60 40 
17 98 2 0 
30 98 2 0 

Tableau 6 : Gradient linéaire utilisé pour la séparation chromatographique des phospholipides 

 

Cette méthode chromatographique a été couplée à deux systèmes de détection. Le premier a 

servi lors du chapitre 3 pour établir les profils phospholipidiques Full-Scan des macrophages J774 

enrichis ou non en AG ω3. L’objectif est ici d’effectuer un criblage de la composition des 

phospholipides entre les deux groupes d’échantillons et de déterminer si les groupes peuvent se 

distinguer par leur composition. Lors de cette étude, le système chromatographique est composé d’une 

pompe 4 voies et d’un injecteur automatique (Hewlett-Packard 1050, Böblingen, Allemagne). Le débit 

est de 0,4 mL.min-1 et le volume d’injection de 10 µL. Dans cette étude, nous avons utilisé un 

analyseur de masse triple quadripolaire API 3000 (ABsciex®, Allemagne) équipé d’une source ESI et 

piloté par le logiciel Analyst®. La résolution est de 2000. Les solvants et analytes se retrouvent dans un 

capillaire d’ionisation réglé à 4000 V à une température de 280 °C en ionisation négative. La pression 
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du gaz rideau et de nébulisation ainsi que les potentiels d’entrée, de déclustérisation et focalisation 

sont indiqués dans le Tableau 7.  

 

Tableau 7 : Paramètres utilisés sur l'API 3000 lors des études Full-Scan (unité arbitraire) 

 

Les résultats obtenus ont suggéré d’une part, que l’apport d’AG ω3 dans des cultures de 

macrophages modifiait de façon significative les profils phospholipidiques et, d’autre part, que 

l’utilisation de la spectrométrie de masse basse résolution n’était pas adaptée. En effet, le traitement 

des données de basse résolution impose de considérer les deux types d’ionisation (positive et négative) 

et de différer dans le temps les expériences MS/MS afin d’identifier les métabolites discriminants. Par 

ailleurs, l’identification en ionisation négative des phosphatidylcholines nécessite une MS3 du 

précurseur déméthylé qui n’est pas possible avec un triple quadripôle. Enfin, des expériences 

préliminaires de profilage phospholipidique de macrophages humains ont montré que la quantité 

d’échantillon recueillie ne permet pas d’identifier tous les métabolites discriminants.  

 

Ainsi, le second système couplé à la méthode de chromatographie liquide permettant la 

séparation des différentes classes phospholipidiques est constitué d’une double détection. Le débit des 

effluents chromatographiques a été réduit à 0,25 mL.min-1 au détecteur Corona (Thermo-Fischer 

Scientific) pour les analyses quantitatives. De l’éthanol a été mélangé aux effluents 

chromatographiques à un débit de 0,2 mL.min-1 fourni par une seconde pompe chromatographique. Un 

débit de 0,15 mL.min-1 est envoyé vers un spectromètre de masse hybride LTQ-Orbitrap Velos Pro 

(ThermoFischer Scientific) équipé d’une source Electrospray. Les chromatogrammes d’un mélange de 

standards sont représentés Figure 41, en détection Corona et en courant ionique total. 

 

 Valeur des paramètres en 
Ionisation négative 

Pression du gaz rideau 7 

Pression du gaz nébulisation 9 

Potentiel d'entrée ± 10 

Potentiel de déclusterisation ± 40 

Potentiel de focalisation ± 400 
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Figure 41 : Analyse d’un mélange de standards de phospholipide détecté par Corona (A) et spectrométrie de 
masse (B) 

 

Cet équipement est disponible au sein du service d’analyse des médicaments et métabolites 

(SAMM), plate-forme de spectrométrie de masse qui fait partie de l’Institut Paris Saclay d’Innovation 

Thérapeutique (IPSIT). Profitant des acquis méthodologiques de l’équipe de chimie analytique ce 

service est intégré au sein d’un projet de développement d’une plate-forme d’analyse lipidomique. 

L’utilisation d’un système UHPLC bidimensionnel couplé à la spectrométrie de masse ultra-haute 

résolution offre la possibilité de réaliser des études sur un matériel de haut niveau. Ce service dispose 

aussi d’un encadrement technique et scientifique. 

 

L’observation des chromatogrammes présentés Figure 41 montre que les différentes classes 

phospholipidiques sont séparées selon une fenêtre d’élution. En effet, les différents pics 

chromatographiques sont larges et présentent une plage d’élution comprise entre 1 et 2 minutes. Ainsi, 

il existe de nombreuses coélutions entre les espèces moléculaires appartenant à une même classe. Ce 

système chromatographique offre la possibilité de proposer une première identification en se référant 

au temps de rétention. Les six premières minutes du chromatogramme correspondent à une zone 

d’élution d’autres composés que les phospholipides (lipides neutres, cholestérol). Lors de ce travail de 

thèse ces classes lipidiques n’ont pas été étudiées. De plus, l’utilisation exclusive de la source 

Electrospray ne permet pas leur ionisation. 
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Le couplage de la méthode de séparation des PL avec le spectromètre de masse hybride LTQ-

Orbitrap™ nécessite l’optimisation de certains paramètres caractéristiques qui sont détaillés ci-après. 

L’objectif de ce couplage est de permettre l’analyse et l’identification d’un grand nombre de 

phospholipides afin de réaliser des analyses chimiométriques des données Full-Scan, les ions 

discriminants étant identifiés au moyen des données disponibles de fragmentation. 

 

L’analyseur Orbitrap™ est utilisé pour effectuer le balayage Full-Scan des ions tandis que la 

fragmentation est réalisée par le système de double trappe linéaire à basse résolution. La détection de 

l’ion moléculaire en ultra-haute résolution est effectivement nécessaire puisque la précision du rapport 

m/z est un prérequis pour effectuer l’identification de chaque ion. En effet, les phospholipides sont des 

composés présentant une diversité structurale importante. Il est donc commun de rencontrer pour une 

même valeur de rapport m/z plusieurs métabolites correspondants. La détection en ultra-haute 

résolution permet de limiter le nombre de possibilités en se basant sur l’hypothèse que le rapport m/z 

de l’ion moléculaire est détecté avec une précision minimale de deux chiffres derrière la virgule. Lors 

de la consultation des bases de données en ligne ce critère de précision de l’ion moléculaire est 

fondamental. La fragmentation est, quant à elle, effectuée à basse résolution. En effet, le schéma de 

fragmentation des phospholipides est quelque chose de très bien décrit par la littérature261,263. Si 

l’ensemble des fragments caractéristiques d’une espèce moléculaire est observé, une résolution 

unitaire pour chaque fragment est suffisante. La détection en ultra-haute résolution pour les ions 

fragments est effectuée lorsque les classes lipidiques fournissent un spectre de fragmentation avec peu 

d’ions, comme par exemple les céramides ou les dérivés d’hexosylcéramide. 

 

Le balayage Full-Scan des ions moléculaires a été effectué dans une gamme de rapport m/z 

comprise entre 300 et 1800. Ce domaine correspond au rapport m/z rencontré au cours d’analyse 

phospholipidique. En effet, les PL possédant le rapport m/z le plus faible sont les classes LPE et LPC 

qui est compris, selon la base de données LipidMaps, entre m/z 350 et 600. La limitation de la gamme 

de masse analysée dans le cadre de l’analyse des phospholipides est donc adaptée. 

 

Deux paramètres sont importants à renseigner pour paramétrer les acquisitions de 

spectrométrie de masse en tandem. Le premier est le seuil de déclenchement de la sélection des 

précurseurs. Idéalement le meilleur moment pour fragmenter une espèce correspond à l’apex du pic 

d’élution chromatographique. Ce moment est dit « idéal » puisque l’on peut supposer que c’est au 

moment où l’espèce moléculaire est la plus intense que le spectre de fragmentation présente le 

meilleur rapport signal/bruit. Le deuxième paramètre correspond à la durée de l’exclusion dynamique. 

Ce paramètre correspond à la durée pendant laquelle un précurseur déjà fragmenté ne doit pas être 

sélectionné. La valeur de cette durée ne doit pas être trop courte puisqu’un même ion risque d’être 
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fragmenté plusieurs fois sans apporter aux données des informations supplémentaires et ne doit pas 

être trop longue pour qu’un ion isobare d’un précurseur de la liste d’exclusion ne risque pas d’être 

sélectionné alors qu’il ne s’agit pas de la même espèce lipidique. 

 

Ainsi lors des différentes acquisitions, le mode d’ionisation négative a été exclusivement 

utilisé pour obtenir des informations structurales sur les espèces moléculaires. La fragmentation CID 

(collision induced dissociation) est réalisée sur le top 5 des ions les plus intenses détectés lors de 

l’acquisition Full-Scan. Le seuil d’intensité est fixé à 1,0E+05. Ce seuil ne peut pas être fixé en 

calculant la dérivée (sommet des pics) des pics chromatographiques. En effet, les différentes classes 

phospholipidiques sont séparées suivant des fenêtres d’élution de l’ordre de la minute. Ce seuil a donc 

été fixé en observant l’intensité des ions constituant un pic. L’objectif est d’établir des profils 

phospholipidiques permettant d’identifier le maximum d’espèces moléculaires. Pour la MS3 ce sont les 

deux ions les plus intenses, observés lors du spectre MS2, qui sont fragmentés. Le seuil d’intensité est 

ici fixé à 500. La fragmentation du top 5 se fait 3 fois pour chaque ion sur une plage de 30 secondes, 

ils sont ensuite ignorés pendant 15 secondes pour s’intéresser au top 5 suivant. Ce mode d’acquisition 

est particulièrement intéressant pour effectuer un grand nombre de fragmentations et ainsi pouvoir 

déterminer la structure d’un maximum de PL. 

 

2.3 Aspect méthodologique de l’identification des composés lipidiques  

 

Pour les acquisitions à basse résolution, les ions identifiés correspondent aux espèces qui sont 

les plus discriminantes pour chacun des groupes. De plus, seule l’ionisation négative a été étudiée : 

ainsi les ions correspondant au PC n’ont pas été considérés lors du chapitre 3. Pour identifier les 

espèces moléculaires, les spectres obtenus en spectrométrie de masse en tandem ont été comparés aux 

spectres existant dans les bases de données LipidMaps et MassBank, après avoir effectué des 

hypothèses de structure. 

 

Avec le spectromètre de masse ultra-haute résolution plusieurs critères ont été pris en compte. 

Ainsi, les m/z des ions pseudo-moléculaires ont été sélectionnés de manière à minimiser la différence 

entre le m/z expérimental et le m/z théorique. En effet, l’utilisation d’un analyseur Orbitrap™ permet 

d’exiger des écarts entre les m/z inférieurs à 0,5 unité de masse. Autant les tolérances apportées sur 

l’ion moléculaire sont strictes autant les tolérances apportées aux ions fragments sont larges en raison 

de la détection basse résolution de la double trappe linéaire (inférieure à une unite de masse). 

 

De plus, les différents PL sont considérés comme étant « identifiés » lorsque l’ensemble du 

schéma de fragmentation proposé dans les bases de données est retrouvé expérimentalement. Cette 
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« identification » est réalisée selon deux critères orthogonaux qui sont caractérisés par le temps de 

rétention (définition de la classe lipidique) et le spectre de fragmentation. La fragmentation des PL 

peut fournir un spectre d’une dizaine d’ions fragments pour les éthers de PE, jusqu’à une vingtaine 

pour les PI. On distingue les fragments caratéristiques de la classe phospholipidique et ceux 

renseignant sur la nature des AG. De plus, l’observation de l’intensité des ions peut être utilisée pour 

sélectionner certains métabolites en fonction du rapport signal/bruit du spectre de fragmentation. Lors 

de ce travail, les 20 ions les plus intenses des spectres MS2/MS3 ont été considérés afin d’identifier les 

PL. Par ailleurs, l’observation des intensités des différents fragments lyso permet de définir la position 

des acides gras (sn1 ou sn2). Néamoins, pour prétendre à ce qu’un composé soit identifié selon la 

nomenclature, il est nécessaire de réaliser une analyse d’un composé référence. Cette analyse n’a pas 

été effectuée, non seulement à cause de la diversité des métabolites analysés au cours cette thèse, mais 

aussi à cause de l’indisponibilité de certains composés références et du temps analytique nécessaire. 

 

Lors du chapitre 4, l’identification des cardiolipines (CL) s’est effectuée en deux étapes. Une 

première analyse a permis de déterminer les ions constitutifs correspondant aux CL. Le mode 

d’acquisition des données présentées dans le paragraphe précédent ne permet pas d’identifier tous les 

composés. En effet, la fragmentation MS2 produit deux acides phosphatidiques. En cas de coélution il 

n’est donc pas possible pour l’analyseur de fragmenter tous les ions. Ainsi, chaque échantillon a été 

analysé de façon à ne cibler que les ions de CL nécessitant une identification.  

 

Les PL sont écrits comme suit : PL (18:0/18:2) quand les positions sn1 et sn2 des chaînes 

d’AG sont connues ou séparées notés CL (16:0/16:0_16:1/16:1) « _ » indique que la position n’est pas 

connue. 

 

Parfois l’utilisation des bases de données de Lipid Maps n’ont pas permis de déterminer la 

nature des ions observés. L’utilisation d’autres sources comme Human Metabolom Database (HMDB) 

ou METLIN ont été consultées afin de déterminer la nature des composés. La précision donnée par 

l’analyseur Orbitrap™ sur les ions moléculaires est dans ce cas précieuse. Le croisement des données 

de la littérature ont permis d’identifier des composés comme les gangliosides, les hexosylcéramides ou 

les sphingolipides.  

 

Ces résultats ont servi de socle à mes travaux de thèse. En effet, l’équipe de biologistes a 

exploré les mécanismes induits par l’addition d’EPA à l’origine de la diminution de l’efflux du 

cholestérol des HMDM surchargés ou non, tandis que l’équipe de chimie analytique a développé les 

outils méthodologiques pour effectuer un profilage des phospholipides. Parallèlement, je me suis 

attaché à développer certains outils analytiques présentés dans le chapitre 1 couplés à une démarche 
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rationnelle de traitement des données chimiques afin d’identifier les espèces moléculaires 

discriminantes pouvant être associées à la diminution d’efflux. Préalablement à l’acquisition de ces 

analyses lipidomiques, des étapes de mise au point se sont révélées nécessaires afin de mieux maîtriser 

les aspects multidimensionnels des données obtenues. Ainsi, mes travaux s’articulent autour de quatre 

axes de recherche présentés ci-dessous. 

 

3 Etude de l’impact du prétraitement sur les résultats des analyses 

discriminantes 
 

Ce travail a été réalisé à l’aide de macrophages de Souris J774 dont la culture est aisée et qui 

offrent l’avantage de fournir une grande quantité de matériel cellulaire dans un temps très court. 

L’objectif est de réaliser une étude non ciblée d’extraits lipidiques de macrophages cultivés en 

présence d’EPA 70 µmol.L-1 ou non. L’étude a été menée en utilisant une technique de séparation 

chromatographique à polarité de phase normale pour séparer les différentes classes de phospholipides 

couplée à un spectromètre de masse basse résolution (triple quadripôle).  

 

Préalablement à l’analyse discriminante des données, une étude sur le prétraitement des 

données LC-MS a été effectuée en utilisant le logiciel Mzmine sur les données biologiques obtenues. 

Ce traitement des données présente plusieurs étapes comprenant chacune plusieurs paramètres. Ainsi, 

un plan d’expériences a été construit pour évaluer l’influence du niveau de chaque paramètre sur le 

nombre de variables obtenues en fin de prétraitement et sur la qualité des modèles chimiométriques 

obtenus. 

 

4 Etude lipidomique descriptive de différents types de macrophages 
 

Les macrophages en culture recouvrent une grande hétérogénéité de types cellulaires pouvant 

répondre de façon très différente à un stimulus. Si la principale différence réside dans l’origine des 

cellules (murines ou humaines), l’utilisation de macrophages en primoculture versus une lignée 

transformée peut être plus pertinente. Dans ce cadre, une étude lipidomique de trois types de 

macrophages (J774, lignée de monocytes-macrophages humains THP1 et HMDM) a été réalisée pour 

objectiver les différences de compositions qui peuvent exister. De plus, une identification de 

l’ensemble des espèces lipidiques contenues dans ces échantillons a été effectuée pour montrer les 

similitudes entre ces trois modèles. 
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5 Etude de l’impact de l’incorporation d’acide gras ω3 sur les 

phospholipides de macrophages humains et mise en relation avec 

la diminution d’efflux du cholestérol 
 

L’incorporation d’EPA dans les HMDM s’accompagne d’une diminution de l’efflux ABCA1-

dépendant associée à de profondes modifications de la composition membranaire282. La composition 

en AG des PL a été obtenue par une technique de chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse (GC-MS) mais, avec cette technique, il est impossible de savoir sur quelles 

classes de lipides l’acide gras est incorporé. Or, le fonctionnement de l’ABCA1 peut être influencé par 

la composition fine des PL membranaires, notamment la teneur en PS305. Aussi, l’utilisation des 

techniques de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse m’a permis d’étudier la 

distribution des différentes classes de PL et les variations de leurs espèces moléculaires. Ce travail a 

été mené à l’aide de 11 poches de sang et deux groupes de macrophages ont été constitués : des 

HMDM supplémentés en EPA et des HMDM non supplémentés en EPA (témoins). La comparaison 

des profils lipidiques obtenus a conduit à la caractérisation d’espèces lipidiques discriminantes en 

partie responsables des variations d’efflux observées. 

6 Etude de l’impact de l’incorporation d’acide gras ω3 sur les 

phospholipides de macrophages humains spumeux et 

identification des mécanismes biochimiques de la diminution 

d’efflux du cholestérol 
 

L’incorporation d’EPA dans les macrophages humains spumeux s’accompagne également 

d’une diminution de l’efflux du cholestérol, notamment d’une moindre activité ABCA1-dépendante283. 

Dans ce modèle, l’impact de l’EPA sur la composition des PL membranaires est différent de celui 

constaté dans les HMDM non surchargés. Surtout, les mécanismes biologiques à l’origine de la 

réduction de l’efflux ne sont pas du tout les mêmes. A l’aide de 7 poches de sang, j’ai donc réalisé une 

approche lipidomique en comparant les profils lipidiques des HMDM surchargés en cholestérol et 

supplémentés en EPA (groupe EPA/LDL) à celui des HMDM surchargés en cholestérol (groupe 

LDL). Si un certain nombre de différences observées précédemment subsiste, aucune espèce 

moléculaire n’a pu être reliée aux variations d’efflux. La Figure 42 et Figure 43 présente l’ensemble 

des travaux réalisés. 
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Figure 42 : Différentes parties du travail de thèse 

 

 

Figure 43 : Stratégie analytique adoptée  
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Chapitre 3 : Etude de l’impact du 

prétraitement sur les résultats des analyses 

discriminantes 
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Abstract  

Lipidomics provides information at the molecular species level and represents a growing field compared to other 
omics. Methodological developments in liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS) separation/analysis 
techniques coupled with data processing were the keys for these improvements. Multivariate analyses and 
chemometric tools enabled to understand and manage the huge volume of generated data. Data processing 
consists of many steps. One critical step is the preprocessing or pretreatment as it generates the data matrix on 
which the statistical models will be applied. 
Using a Placket-Burman experimental design, we decided to study the weight of MZmine 2 software 
pretreatment' parameters (peak detection, alignment and gap filling). LC-MS data were generated from 
biological samples, i.e. the J774 macrophage cell line in two different culture media. This work was intended to 
assess the impact of ω3 fatty acids on the phospholipids of J774 murine macrophage membranes. Lipidomic data 
were obtained by normal-phase high performance liquid chromatography and analyzed with a triple quadrupole 
LC-MS mass spectrometer in full scan mode. 
After data pretreatment, an orthogonal signal correction-partial least squares-discriminant analysis (OSCPLS-
DA) was applied. The dimensions of pretreated matrices were compared and the number of discriminant 
variables obtained from OSCPLS-DA results was evaluated. 
Results showed that the dimensions of the pretreated matrix decreased when the chromatogram builder and 
deconvolution parameters increased. Normalizing by average intensity after deconvolution can decrease the 
variables count. 

 
Keywords 

Experimental design, lipidomics, liquid chromatography, mass spectrometry, pretreatment, J774 macrophages 

 
Highlights 

•An experimental design was processed on LC-MS pretreatment parameters using biological data 
•Variables counts are tightly influenced by chromatogram builder and deconvolution step 
•Discriminant and species count are influenced by data set, normalization and some parameters in chromatogram 
builder 
•Defining pretreatment parameters is tightly related to the characteristics of the instrument of measurement 
•Lipidomic profiles of J774 macrophages were analyzed and highlight significance of 
glycerophosphatidylinositol molecular species 
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1 Introduction  
 

The purpose of metabolomics is to characterize molecules in biological systems with a 

complexity ranging from an entire organism to a single cell. Metabolomics represents the endpoint of 

the "omics" cascade and is the closest point to phenotypes. Molecular species, primarily nucleic acids, 

amino acids, and lipids, can vary in space and time [1–3]. 

 

Lipidomics is a branch of metabolomics involving the complete characterization of lipids in a 

biological system with the goal of understanding cell signaling, membrane architecture, transcriptional 

modulation and responses to environmental changes [4, 5]. The variety of lipid structures covers a 

broad polarity domain [6, 7]. In section 1 we described the nomenclature of lipids. 

 

1.1 Nomenclature of lipids 

 

Basically lipids are defined as organic compound soluble in organic solvent. Recently, the 

Lipid Maps initiative established a modern classification. This classification is based on ketoacyls and 

isoprene groups. Lipids are organized into eight categories, which are divided into classes and 

subclasses. Nomenclature follows the International Union of Pure and Applied Chemists and the 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUPAC-IUBMB) recommendations 

(defined abbreviations, stereospecific numbering or double bound geometry). LIPID MAPS Identifier 

lists about 40 000 lipid structures [6–9].  

 

Several analytical tools have been used for lipid analysis, among which chromatography is one 

of the most widely applied [10]. Gas chromatography coupled with mass spectrometry detection (GC-

MS) is routinely used to investigate fatty acid metabolism. This technique requires sample preparation 

that currently includes pre-separation of the different lipid classes using solid phase extraction, high 

performance liquid chromatography or thin layer chromatography, due to the complexity of the 

biological samples. Furthermore, trans-esterification is usually carried out in order to increase 

volatility of the compounds by forming fatty acid methyl esters (FAME). The main drawback of GC is 

that compounds analyzed must be heat stable so they can be volatilized during injection without 

degradation [11, 12]. This approach therefore restricts analyses in GC to a certain class of lipids, in 

contrast with high performance liquid chromatography (HPLC).  

 

High performance liquid chromatography techniques are widely used and can be classified 

according to the nature and the polarity of the stationary phase. Normal-phase chromatography 
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separates lipid classes depending on different polar heads [13–18], while reverse-phase separation 

depends on fatty acid groups (hydrophobicity) and leads to the separation of molecular species within 

a given lipid class [19–21]. Furthermore, the development of two-dimensional chromatographic 

systems assembling the two retention properties orthogonally (2D-HPLC) i.e. reverse-phase 

chromatography and hydrophilic interaction chromatography (HILIC), has improved the capacities to 

separate compounds [22, 23]. In section 2 an overall of advances in lipidomic studies is presented. 

 

1.2 Lipidomic studies, features for structural molecular identification 

 

For lipidomic studies, HPLC coupled with mass spectrometry (MS) can be configured with a 

variety of implementations (different ionization sources and mass analyzers). Electrospray ionization 

is in fact characterized by a low production of fragment ions and is particularly suited for the analysis 

of intermediate polar compounds with high molecular weights. This source is therefore well suited for 

the analysis of phospholipids, the major components of cell membranes [24, 25]. Atmospheric 

pressure chemical ionization (APCI) and atmospheric pressure photoionization (APPI) are better 

suited for less polar or neutral lipids [26]. Advances in mass analyzers have improved mass resolving 

power, measurement accuracy and have provided the possibility of MSn records, in particular with a 

Fourier transform mass analyzer (Orbitrap and ion cyclotron resonance) [27]. LC-MS technologies can 

be used for a holistic approach and for focused lipidomic strategies [28, 29]. The magnitude of 

generated data is considerable, especially in the case of non-targeted analyses, explaining why 

extracting and interpreting relevant information from large datasets requires statistical analysis. Non 

targeted lipidomics allow to reveal the importance of a specific lipid molecular specie and/or to 

highlight the activity of some biomarkers. Lipidomic approaches became attractive and require an 

accurate identification of the significant lipid species. Fortunately, LC/MS platforms allow to cope 

with sample complexity but often generate multiple features (i.e; adduct ions) for a given compound. 

The latter might be present in the sample with different structures (chirality or isomerism). Therefore, 

the associated use of RT, m/z value, fragmentation pattern is essential to propose identification. 

Databases such as Human Metabolome DataBase (HMDB) and LIPID MAPS help in identifying the 

compatible structures but are still incomplete if reported to the entire lipidome. An analytical 

comparison using an authentic standard remains the accurate way to achieve confident identification of 

a specific compound [30]. Signal optimization or chromatographic performance is a critical step in 

LC-MS techniques. A large number of parameters are adjustable and it can be very time consuming to 

find an optimum. 
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1.3 DoEs role in HPLC, software, and mass spectrometry 

 

Conventionally, optimizing response consists of changing parameters one at a time. This 

approach is too long and do not consider the interaction between factors. Design of experiments (DoE) 

is a methodological approach based on a matricization of the experimental domain. It allows for 

choosing levels and combinations of experimental parameters for a controlled response. The 

advantages are to study large number of factors with the minimum of experiments. DoEs are usually 

used in LC-MS analyses to screen or optimize analytical signal [31, 32] but DoEs can also be used in 

LC-MS data processing and this is the main object of the present paper. 

 

Data processing applied to LC-MS is conventionally divided in two steps: data pre-processing 

and data analysis. LC-MS data files can be visualized as a 3D structure according to the axes of m/z 

values, retention times and intensities. Pretreatment involves transforming raw data files into a data 

matrix [33–35]. Different software applications have been developed to automate pretreatment. Some 

are commercially available (MarkerLynx), and others are available in open source access (XCMS, 

MZmine2, MetAlign). It is also possible to develop personal scripts using a digital computing and 

programming language (Matlab, R) [36]. These tools offer the possibility of conducting the three basic 

steps of LC-MS data pre-treatment, i.e. peak detection, alignment and gap filling [37].  

 

The first step, peak detection, creates a defined list of peaks based on masses and retention 

times. Intensity is associated with each retention time-mass couple. Intensity is represented by peak 

height or area. The second step is alignment, required to compare different metabolites between 

samples. The purpose is to align retention times and masses by correcting differences for the same 

molecular species in all samples. After LC-MS analysis, there may be missing data from undetected 

peaks, for example in the case of less intense responses. Missing data can evidently lead to inaccurate 

statistical interpretation: the third pretreatment step is therefore gap filling, which helps in estimating 

heights and areas for missed peaks. Data analysis is conducted after these pretreatment steps.  

 

Among applicable statistical analyses, principal component analysis (PCA) and clustering 

methods are widely used. These methods identify molecular species that may be expressed differently 

in different groups. 

 

As mentioned, data pretreatment is a crucial step in LC-MS data processing. The pretreatment 

matrix depends on the preprocessing method: different peaks can be extracted from the same dataset 

[38]. Preprocessing parameters must be selected in accordance with experimental conditions. In most 

preprocessing software, visual tools are available to evaluate pretreatment parameters, but the 
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assessment of pre-processing quality remains difficult and subjective. A DoE methodology can be 

conducted on pretreatment parameters to analyze which factors are significant. 

 

In this study, pretreatment parameters of Mzmine2 were defined using design of experiments 

(DoE). The contribution of each factor and how it influences the number of variables retained were 

determined. This method was applied to dataset issued from a biological model: J774 macrophage cell 

line cultured with an ɷ3 fatty acid.  

 

1.4 Biological impact of PUFA 

 

Macrophages play key roles in both early atherogenesis and advanced plaque progression. The 

accumulation of cholesterol-loaded macrophages in the arterial wall is the hallmark of the early 

atherosclerotic lesion [39]. Efflux of cholesterol from macrophages is a cardioprotective mechanism, 

whom importance is emphasized in vivo mouse models [40] as well as in clinical studies in humans 

[41]. The murine cell line J774 is a widely used model providing accurate and reproducible cholesterol 

efflux data [42]. Moreover, it was reported that the efflux capacity of human serum measured using 

J774 cells is a reflection of its ability to reduce cholesterol from vessel wall cells, as measured by 

intima media thickness and angiography [43]. To date, it is believed that the transporter ABCA1 is the 

most important mechanism to egress cellular cholesterol [44]. This full membrane transporter is highly 

sensitive to modifications in membrane physicochemical properties [45]. It is extensively reported that 

PUFA incorporation into membranes may alter the fluidity, organization and function of membrane 

proteins. These effects are mainly attributed to the induced changes in FA composition of membrane 

phospholipids. For example, we previously reported that transelaidic FA reduced the ABCA1-

mediated cholesterol efflux from J774 cells likely by decreasing membrane fluidity [46]. More 

recently, we showed that EPA membrane incorporation affects the fatty acid composition of PL and 

reduces ABCA1 functionality in mouse macrophages as well as in primary human macrophages 

through a protein kinase A (PKA)-dependent mechanism [47]. Thus, it appeared that the development 

of highly precise and reproducible analytical tools is necessary to identify the potential modifications 

of molecular PL species.  

 

In the present paper, data were obtained from normal-phase HPLC (NP-HPLC) coupled with a 

triple quadrupole mass spectrometer in negative full scan mode; the analysis focused on 

phospholipids. There is growing evidence that a diet rich in n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) is 

cardioprotective [48, 49]. The molecular mechanisms underlying this effect are not completely 

elucidated but PUFA incorporation into membranes may affect the fluidity, organization, function of 

membrane proteins and could also modify the molecular species of PL. In this context, a lipidomic 
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profiling of PL macrophages incubated with PUFA in order to identify the potential alterations of PL 

species appears to us of interest. 

 

2 Materials et methods  
 

2.1 Cheminals 

2.1.1 Standards 

 

The phospholipid standards used for LC-MS analyses were obtained from Sigma Aldrich (St 

Quentin Fallavier, France): diphosphatidylglycerol or cardiolipin (CL), glycerophosphatidylinositol 

(PI) (extracted from bovine liver), L-α-glycerophosphatidylethanolamine (PE), L-α-

phosphatidylcholine (PC), L-α-lysophosphatidylcholine (LPC) (extracted from egg yolk), L-α-

phosphatidyl-L-serine (PS) and sphingomyelin (SM) (extracted from bovine brain). Standards were 

run in each assay at 0.5 g.L-1 prepared in chloroform/methanol (2/1, v/v). All analytes were stored at -

20°C before analyses. 

 

2.1.2 Solvents 

The solvents used for extractions and chromatographic analyses were n-heptane, 2-propanol, 

chloroform and methanol. All solvents were HPLC-grade, obtained from VWR International 

(Strasbourg, France). 99% triethylamine and glacial acetic acid were analytical grade reagents 

purchased from Sigma Aldrich. 

 

2.2 J774 murine macrophage culture and extraction of phospholipids 

 

J774 murine macrophages were seeded in 6-well plates (250,000 cells/well) in complete 

medium (RPMI 1640 supplemented with glutamine, penicillin-streptomycin and 10% heat-inactivated 

fetal bovine serum). Cells were incubated at 37°C and in an atmosphere of 5% of CO2 until they 

reached 80-90% confluence. Then, cells were supplemented with 70 µmol.L-1 of eicosapentaenoic acid 

(C20:5 n-3 or EPA) for 34 h (EPA group) or not treated (NT group).  

 

The method for extracting lipids was adapted from that of Folch et al. [50]. Plate wells 

containing cells were washed twice with 2 mL of phosphate buffered solution (PBS) and then with 1 
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mL of ultra-pure water. The cell suspensions were then mixed with 4 mL of chloroform/methanol (2/1, 

v/v). 

 

Samples were mixed twice with a vortex mixer for 30 seconds, stored at 4°C for at least one 

hour and then centrifuged at 3000 g for 5 minutes. The lower phase containing total lipids was 

collected and evaporated to dryness under a nitrogen stream at room temperature. Residual lipids were 

resuspended in 500 µL of chloroform/methanol (2/1, v/v) for subsequent analysis. This work was 

carried out on three samples of non-treated macrophages (11 runs) and on two samples of EPA (6 

runs). 

 

2.3 LC-MS analysis procedure 

 

The chromatographic system was composed of a quaternary pump with a Hewlett-Packard HP 

1050 automatic injection system (Böblingen, Germany). Phospholipids were separated using an YMC 

PVA-Sil guard column/column (Kyoto, Japan) (10 mm and 150 mm respectively, inner diameter 2 

mm and 5 µm particle diameter). The column was thermostated at 35°C with a 560-CIL column oven 

(Bioserv, Thiais, France). The flow-rate was set at 0.4 mL.min-1 and injection volume was 10 µL. 

Solvent A was composed of a n-heptane/2-propanol (98/2, v/v); solvent B of chloroform/2-propanol 

(65/35, v/v) and solvent C of methanol/water (95/5, v/v). Acetic acid (1%) and triethylamine (0.08%) 

were added to all mobile phases to modify the ionization of phospholipids and retention time (RT). 

 

The HPLC system was coupled with an API3000 triple quadrupole mass spectrometer (TQ-

MS), (AB Sciex, Darmstadt, Germany), equipped with an ESI source in negative mode with resolution 

of 0.2. Solvents and analytes are introduced through a steel ionization needle set at -4000 V (negative 

mode) with a temperature set at 280°C. Nebulization gas and curtain gas were respectively set at 9 

(arbitrary unit: a.u) and 7 (a.u). Declustering potential was set at -40, focusing potential at -400 and 

entrance potential at -10. Mass spectra were acquired in a full-scan mode. The m/z range was fixed at 

350-1600. The acquisition software used was Analyst® (1.4.2). This protocol has been previously 

described in detail [51–53].  

 

2.4 Optimizing LC-MS pretreatment and data analysis 

2.4.1 Pretreatment with Mzmine2: 
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Data from LC-MS data were first converted from the proprietary Wiff data format into a 

common format .mzxml, using the Wiff to mzData converter (v 1.0.0.4) (AB Sciex). Data were then 

computed in the MzMine 2.20 toolbox. All algorithms for pretreatment steps are described in details in 

MZmine user manual [33, 35].  

 

After entering all the data, the next step was obtaining a mass listing from the raw data. 

Centroid calculation was used to estimate the m/z ratio according to half-peak width. There are four 

major parameters in this step: (i) noise level, corresponding to the minimum intensity level for m/z 

data, (ii) minimum time span defined by the minimum acceptable time span of m/z peaks, (iii) 

minimum peak height specified as minimum peak intensity of the chromatogram and (iv) m/z 

tolerance defined by the maximum allowed m/z distance between data points. 

 

The second step was deconvolution of the chromatogram into several peaks using an 

algorithm, removing the lowest part of the chromatogram below a user-specified baseline level. The 

remaining peaks above the baseline were recognized if they fulfilled the height and duration 

requirements according to three parameters (baseline level, minimum peak height and duration). 

 

Alignment was the third step and was used to compare metabolites between the samples. The 

software aligned peaks in different samples by matching scores: the scoring function computes 

similarity based on the similarities in m/z and RT values, Equation 1. Four parameters must be 

specified: m/z tolerance sets the range in terms of m/z for possible peaks to be aligned; absolute RT 

tolerance is the maximum difference allowed for RT; weight for RT and m/z: in the case of perfectly 

matching between 2 peaks rows (RT or m/z values), the score is assigned to the complete weight. 

 

  ������ =  ��1–
�/� ����������

�/� ���������
� × �/� ����ℎ�� + ��1 −

�� ����������

�� ���������
� × �� ����ℎ��� 

Equation 1: Matching score alignment used in join aligner in Mzmine 2 

 

For gap filling, the software uses raw data to detect missing signals. The main parameters here 

are m/z and RT tolerances, which define the window in which the algorithm should find the peak. 

Three parameters are required for this step: m/z tolerance, RT tolerance and intensity tolerance. 

Finally, the data matrix generated is an m/z-RT data couple, according to a peak height. 
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2.4.2 Design of experiment (DoE): parameters and responses 

 

A Plackett-Burman design was built using the 14 parameters of LC-MS data pre-processing. 

These parameters included the chromatogram builder, deconvolution and gap filling parameters (Table 

1). Score alignment applies for join aligner in MZmine 2 is described according to the formula. It 

includes two similar terms (m/z, RT).  

 

Weights (m/z and RT) for alignment were combined in one parameter. Center level for this 

parameter had the same value for m/z and RT. For high level, RT weight is more important. 

 

The design considered also the normalizing procedure after peak deconvolution by average 

intensity. Normalizing is in fact defined as a qualitative parameter. 

 

An experimental design was used. It was applied to the NT and EPA groups and is depicted as 

EPA/NT DoE. A total of 17 experiments were evaluated. The Plackett-Burman design was chosen to 

study the principal effects [54]. Upper, lower and center levels of the plan were chosen according to 

the analytical properties of raw mass spectral data (mass spectrometer performance, chromatographic 

techniques). Raw data were used to determine RT tolerances, noise levels and peak widths. LC-MS 

analytical properties i.e. mass spectrometer resolution were used to define the m/z tolerance range. 

Following preliminary experiments, two factors were considered: weight for m/z for alignment 

calculation and intensity tolerance for gap filling.  

 

The variables count (pretreatment matrix), the number of significant variables and the number 

of molecular species (after discriminant analysis processing) were considered as responses of the DoE. 

No repetition of experiment was set. The ultimate goal was to identify the preprocessing parameters 

that should be set in order to eliminate redundant variables and at the same time that allows 

maximizing discriminant information i.e discriminant variables and species count.  

 

2.5 Data analysis 

 

The Plackett-Burman evaluation was processed with multiple linear regression (MLR) using 

MODDE software V9 (Umetrics, Umeå, Sweden). The p-values of MLR coefficient were estimated. 

These coefficients correspond to significant changes from the center level to a selected high level 

response. The p-value was set at 0.05. A one-way analysis of variance (ANOVA) was used to estimate 

the regression model. The explained variation (R²) and accuracy of prediction (Q²) were estimated for 
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DoE. R² reflects how good models can fit the data. Q² is considering as an evaluation of the predictive 

power. Q² is considered good when > 0.5 and difference between R² and Q² is < 0.2-0.3 [55]. 

 

Simca-P 12 software (Umetrics) was used for Principal Component analysis (PCA). PCA is an 

unsupervised method and was used for exploratory analyses of J774 murine macrophages. Differences 

between samples can be studied by using PCA scores. Unsupervised methods permit to describe how 

data self-organize behaviour. After examining data using PCA, Partial-least-squares discriminant 

analysis (PLS-DA) was processed. PLS-DA is a supervised method that permits to maximize between 

group differences and to identify experimental variables that contribute to that difference. Then, an 

orthogonal signal correction partial-least-squares discriminant analysis (OSCPLS-DA) was processed 

to discriminate NT cells and treated cells. OSC is a signal preprocessing method that dissociates 

discriminant and non discriminant class information [56]. The relevant variables were selected using a 

covariance-correlation plot of the t scores and X variables obtained from OSCPLS-DA processing. 

PLS-DA coefficients were scaled and centered. 

 

Student tests were performed on the intensities of discriminant variables between NT and EPA 

groups. Statistical significances were defined for p-value < 0.01 (Figure 3). Finally, the m/z values of 

relevant variables were entered in the lipid search database (www.lipidmaps.org) to propose possible 

molecular structures, before determining them in further MS² analyses. The schematic of the workflow 

applied in the present study is illustrated in Figure 1. 

 

3 Results 
 

3.1 Optimizing LC-MS data pretreatment  

 

Polymerized poly(vinyl alcohol) on silica gel (PVA-Sil®) column was used to separate a large 

number of lipid classes including glycerophospholipids and sphingolipids. Lipidomic profiling using 

NP-HPLC and mass spectrometry has been used in several previous studies [51–53, 57, 58]. In these 

works, quantification of lipid classes and identification of molecular species of lipids have been 

conducted in biological samples. 

 

Macrophages are known to have an important role in atherosclerosis. Polyunsaturated fatty 

acids (PUFAs) have been studied in the context of the prevention of cardiovascular diseases. 
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Incorporating PUFAs in membranes modifies their composition [59]. In our work, phospholipids 

modifications in J774 murine macrophages were assessed using EPA. 

 

Descriptive statistics were presented for all DoE i.e. mean, standard deviation, minimum and 

maximum (n=17). It permits to show how response changes if pretreatment parameters are different. 

For each model, non significant pretreatment parameters were excluded (p-value > 0.05). For each 

MLR model, an ANOVA analysis was performed to compare mean squares regression with mean 

squares residual (Table 3). MLR coefficients for the 3 models, confidence intervals and p-values were 

collected for selected responses to analyze the effect of these parameters (Table 4). These coefficients 

were obtained for scaled and centered data. 

 

3.1.1 Descriptive statistics and ANOVA test  

 

Table 2 presents parameters combination for each experiments, responses and descriptive 

statistics. All responses varied when pretreatment parameters were modified. Means for variables 

count is 375.0 ± 339.8. Dispersion around the average is large for this criterion. Mean for discriminant 

variables and species counts are respectively 29.6 ± 19.55 for discriminant variables count and 14.41 ± 

5.81 for species count.  

 

All ANOVA tests were significant (p < 0.01; Table 3). In other words, F-test between mean 

squares regression and mean squares residual are significant for the three regression models. The 

explanation of variations were acceptable, with R²> 0.65 and with acceptable prediction capacity, with 

Q²> 0.49. 

 

3.1.2 Variables count 

 

Among the seven parameters of the chromatogram builder and the deconvolution steps, only 

three were significant: noise level, minimum time span and baseline level. Moreover, absence of 

normalizing enabled the variables count to be increased. Decreasing some parameters of 

chromatogram builder (noise level or minimum time span) and changing a deconvolution parameter 

(such as baseline level) led to an increase in variables' count. 
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3.1.3 Discriminant variables count 

 

We defined discriminant variables count according to the dimensions on S-plots. These S-

plots were conducted after OSCPLS-DA between two groups i.e. NT versus EPA groups. The 

variables were considered to be discriminant when correlation coefficients were higher than 0.7 and 

covariance values higher than 0.05. The discriminant variables count reflects the relationship between 

pretreatment and the matrix ability to highlight discriminant information. Compared to the number of 

variables directly issued from the pretreatment of raw data, the number of discriminant variables 

reflects the effect on statistical results. Only normalization is significant for this regression with 

positive effect (p-value =6.20E-06). Normalization by average intensity after deconvolution step can 

lead to decrease discriminant information. 

 

3.1.4 Species Count 

 

The Species Count represents the number of unique molecular species present in the 

discriminant variable set. Based on the resulting groups, the number of species to identify would vary. 

 

Two parameters are significant for this criterion. Normalization presents a positive effect (p-

value: 7.72E-04) and minimum time span (chromatogram builder parameters) has a negative effect (p-

value: 1.44E-02). Species count can decrease when normalizing and increasing the minimum time 

span in deconvolution step. 

 

To summarize, a DoE was performed to identify influent pretreatments parameters. DoE also 

allowed to adjust the parameters settings in order to eliminate redundant variables without loosing 

discriminant information. For all criteria, significant parameters belong to chromatogram builder and 

deconvolution step. These steps play a key role in pretreatment workflow. Indeed, chromatogram 

builder and deconvolution step permit to create variables' list. 

 

The linear normalizer must be used carefully to avoid missing some discriminant information. 

For this, our matrices were defined without normalization by averaging peak intensities after the 

deconvolution step. 

 

In a way to decrease redundant variables, noise level and the minimum height were set at 

1.5E+05 in the chromatogram builder step. Since this level is close to the low level of DoE. Minimum 
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time span was set at 0.3 second, corresponding to the center level in DoE. An increase of the minimum 

time span reduced the variables and species' counts. 

 

Other parameters were set in order according to the properties of our LC-MS device. RT 

tolerance was set to 1 minute, corresponding to the low level in DoE and m/z tolerance was set to 0.3 

uma. Table 1 resumes the defined levels for pretreatment parameters. The matrix on which the 

statistical analyses were processed contained 1033 variables. 

 

3.2 Application of chemometrics analysis of LC-MS data obtained from 

J774 murine cell phospholipids 

3.2.1 Chemometric analysis 

 

The first two principal components of the PCA represented more than 40% of data variability 

(36.4% and 7.3% for the two first components). The prediction capacity of the model (Q²) was 22.7%. 

The score plot of the first two components enabled to distinguish two groups according to the first 

component (NT group and EPA group). 

 

For PLS-DA, two principal components were computed and explained 99.9 % of class 

information (R²Y=0.9992) and about 42% of the X variables (R²X= 0.428). Correct prediction 

capacity was expressed by the cumulated Q² value of 0.968. Figure 2A illustrates PCA and Figure 2B 

PLS-DA score plots. OSC preprocessing operations were conducted between the NT and EPA groups. 

 

Only one latent variable was calculated and explained more than 99% of the class information 

(R²Y = 0.999). The Q² value for prediction capacity was 0.981. These models were used in order to 

detect variables characterizing the most important changes between NT and EPA groups. Figure 3 

illustrates score plots and S-plots. 

 

3.2.2 Identification of variables of interest 

 

Phospholipid' classes PI, PE, PC were the major classes with over- or under-expressed species 

(Figure 4A, 4B). For the NT group versus EPA group: (i) PI species (m/z 911.6 and 857.6) were 

overexpressed with a simultaneous decrease of PI m/z 861.9; (ii) PE species were overexpressed in NT 

the group and mainly represented by m/z 742.4, 716.6 and 700.4 and (iii) for PC species, one of them 
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(m/z 866.5) increased in the EPA group and four molecular species were overexpressed in the NT 

group (m/z 830.6, 844.2, 818.8 and 804.6). 

 

The general trend was an overexpression for PL species in all PL classes and these 

modifications were mainly found for PC, PI and PE. The overload of EPA in murine macrophages was 

in fact associated with an overexpression of PI species m/z 911.6. As a result of the large number of 

PL, only PI species (m/z 911.6) were identified using a tandem mass spectrometer. The spectra are 

shown in Supplement data Figure S1. The fragmentation of PI was studied as those previously 

described by Hsu et al., and Pulfer et al. [60, 61]. 

 

Several specific ions characteristic of the polar head of inositol groups were observed at m/z 

314.9 [glycerophosphoinositol. -H2O]-, 296.99 [glycerophosphoinositol -2H2O]-. The m/z 283.2 and 

329.2 ions corresponded to the fatty acids substituents C18:0, C22:5, respectively. The sn1 positions 

were attributed to C18:0. The neutral loss of sn1 and sn2 substituents as fatty acids (m/z 627.3 and 

581.2) and as a ketene yielded ions at m/z 599.2 or 483.3 and then the relative intensity of these ions 

enabled this attribution. 

 

4 Discussion  
 

Pretreatment is an essential step for processing LC-MS data. Unlike chemometric analysis 

which is a relatively well established methodology [62], pretreatment is specific (sometimes unique) 

for a given set of data and depends also on the proposed pretreatment software and algorithms. LC-MS 

data in this study were processed using Mzmine 2. In particular, algorithms for the deconvolution 

(baseline level algorithm) and alignment (join aligner) steps were studied. Many steps and parameters 

are implicated in pretreatment. 

 

Therefore, DoE methods were used in order to study the relationship between pretreatment 

and discriminant information that can be obtained with a biological dataset. Biological model used 

were NT versus EPA groups.  

 

In the present paper, Placket Burman design is used in a screening study on pretreatment 

parameters applied to non targeted analyses for lipidomic data. Data were collected from biological 

samples: J774 macrophages. The objective of this design was to identify pretreatment parameters that 

should be set in order to eliminate redundant variables and at the same time maintaining discriminant 

information, especially that the modifications when treating two biological datasets (treated and non-
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treated) are most of the time barely detectable. In order to set pretreatment parameters, LC-MS 

characteristics must be considered and permitted to define low and high level of DoE.  

 

To investigate pretreatment influences, variables count was chosen in order to explore which 

parameters can decrease the matrix dimensions. Discriminant variables and species' count were 

evaluated to appreciate recorded results after statistical processing. For each model, only significant 

pretreatment parameters were considered. ANOVA analyses were processed to compare mean squares 

regression and mean squares residual. ANOVA tests were significant for the three models. A measure 

of R² and Q² was also used to assess model validity; their values were acceptable since we are 

processing a biological dataset. Placket-Burmann design highlighted the importance of two 

pretreatment steps: the chromatogram builder and the deconvolution steps. The latter parameters 

define the dimensions of the pretreated matrix and should be adjusted properly to improve the 

dimensions of the pretreated matrix. 

 

Normalization after deconvolution step by average intensity was involved in all selected 

criteria. Normalization implicated a decrease in discriminant variables count. This could be explained 

by the fact that probably normalizing using average intensity is not suitable when processing 

biological dataset. In our case, we lost some discriminant information. 

 

In this study, PL classes were separated using NP-HPLC, the first step in the identification of 

molecular species by PL classes using retention times. Chromatographic peaks were broad because 

they contained many molecular species of one PL class. The alignment of matching peaks is specific 

for this technique. Other methods can be used to determine a RT offset between PL classes in terms of 

total ion intensity and molecular species retention by selecting a specific ion. 

 

The chromatographic method was coupled with a triple quadrupole mass spectrometer. This 

instrument is characterized by low resolution and an acquisition frequency of 0.4 scans.s-1 for mass 

spectrum. The m/z tolerance was therefore set at 0.3 uma for the chromatogram builder, alignment and 

gap filling sets. This value was close to system resolution. The minimum time span in the 

chromatogram builder step was set at 0.4 scans.s-1 and corresponded to maximal acquisition frequency 

of the spectrometer. The center level for minimum time span was set at 0.3 second and this parameter 

was significant for variables and species counts. 

 

After chemometric analysis, EPA and NT datasets presented some discriminant lipids. More 

precisely, some phospholipids showed high correlation and covariance after S-plot projection. 

Statistical analysis revealed 10 under- or over-expressed molecular species (2 PI, 3 PE, 5 PC). 
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Since pretreatment parameters affected the LC-MS statistical analysis, we determined whether 

the PI m/z 911.6 was over-expressed in all experiments for EPA/NT DoE. PI m/z 911.6 was not 

representative as a discriminant variable in some EPA/NT DoE experiments. This can be explained by 

the noise level of samples, the deconvolution step or the misalignment of chromatogram peaks.  

 

According to our previous design, we defined optimal pretreatment parameters and applied it 

to our biological models. 

 

5 Conclusion  
 

After EPA supplementation, the PI (18:0/22:5) was over-expressed for EPA group. 

Docosapentaenoic acid (DPA) is the elongation product of EPA and its incorporation into PL species 

was previously reported [47]. Among the six major species of PL in eukaryotes, PI only contributes 

about 2-10% of the total PL pool but plays a critical role in the regulation of several fundamental 

cellular processes. Studying specific roles of molecular PL species in the physiology of macrophages 

is currently an emerging research field. The involvement of PI and its arachidonic acid content in 

cholesterol efflux and in polarization of the macrophages, respectively, was very recently reported [63, 

64]. 

 

The experimental designs built to estimate the effect of pretreatment parameters for LC-MS 

data processing have shown the importance of certain parameters. Chromatogram builder and 

deconvolution steps are determinant pretreatment parameters. To increase the variables count, 

chromatogram builder and deconvolution steps should be adjusted properly. Normalizing showed to 

be less determinant for biological datasets. However, to adjust these parameters, the user should take 

into account the performance features of the device that permitted to record data. For example herein, 

mass spectrometer features such as resolution, acquisition frequency and chromatographic peak shape 

were considered. Preprocessing is more critical when processing biological data as the discriminant 

information could be reduced to slight modifications. Our study showed that PI molecular species are 

modified in murine macrophages cultured with EPA and confirmed the importance of the pretreatment 

step. 
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Legend for Tables and Figures  
 
TABLES 
 
Table 1: Upper, lower and center levels of pretreatment parameters and level parameters used for pretreatment 
 
Table 2: Parameters levels for each experiments and results corresponding. Descriptive statistics were presented 
for each criterion (mean, standard deviation, minimum and maximum).1 correspond to high level of pretreatment 
parameters, -1 correspond to low level of pretreatment parameters and 0 correspond to a center level. 
Chromatogram builder step (A: noise level, B: Minimum time span, C: Minimum height, D: m/z tolerance); 
Deconvolution step using baseline level algorithm (E: Minimum peak height, F: Peak duration, G: baseline 
level), alignment using join aligner algorithm (H: m/z tolerance, I: weight (RT, m/z), J: RT tolerance); Gap 
filling step (K: intensity tolerance, L: m/z tolerance, M : RT tolerance); N : Normalization (average intensity 
after deconvolution step) 
 
Table 3: ANOVA tables and fit measures (R²,Q²) for each response for EPA/NT DoE. (DF: degree of freedom, 
SS: sum of square, MS: mean square, F: the F-statistic, SD: standard deviation, p: the p-value) 

 
FIGURES 
 
Figure 1: Scheme of the different steps applied in this study 
 
Figure 2: Scores plot of LC-MS phospholipids profiles obtained from non-treated J774 macrophages (NT) and 
J774 macrophages supplemented with 70 µmol.L-1 of EPA during 34 hours (EPA) using principal component 
analysis (A) and PLS-DA (B) 
 
Figure 3 : Scores plot obtained by PLS-DA with OSC preprocessing obtained by LC-MS phospholipids profiles 
from non-treated J774 macrophages (NT) and J774 macrophages supplemented with 70 µmol.L-1 of EPA during 
34 hours (EPA) and covariance-correlation plot of the t-scores and X variables between non-treated (NT) versus 
EPA groups. Red area shows the variables that are considering discriminant (correlation superior to 0.7 and 
covariance superior to 0.05 
 
Figure 4: Analysis of m/z intensity of discriminant phospholipids between non-treated J774 macrophages (NT) 
and J774 macrophages supplemented with 70 µmol.L-1 of EPA (EPA). Results were expressed by mean 
intensity ± SEM (6 objects for EPA group and 9 objects for NT group). (A) corresponds to PI and PE 
discriminant species between the 2 groups and (B) corresponds to PC species 
 
Figure S1: MS/MS spectra of m/z 911.6 (a) and m/z 885.6 (b) and corresponding to PI species [M−H]− 
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TABLES 

 

Table 1  

 

 Step parameters Units Low level High level Center level 
Level parameters 

used 

Chromatogram 
builder 

Noise level Intensity 1.0E+05 4.0E+05 2.0E+05 1.5E+05 

Minimum time span Sec. 0.1 0.5 0.3 0.3 

Minimum height Intensity 1.0E+05 4.0E+05 2.0E+05 1.5E+05 

m/z tolerance uma 0.3 0.9 0.6 0.3 

Deconvolution 

Minimum peak height Intensity 1.0E+05 4.0E+05 2.0E+05 1.5E+05 

Peak duration Min. 0.4-0.8 0.2-1.5 0.3-1 0.3-1.5 

Baseline level Intensity 1.0E+05 4.0E+05 2.0E+05 1.5E+05 

Alignment 

m/z tolerance Uma 0.3 0.9 0.6 0.3 

Weight (RT; m/z) Min; uma (10, 20) (20; 10) (15, 15) (10, 20) 

RT tolerance Min. 1 2 1.5 1 

Gap filling 

Intensity tolerance 
Intensity 

(%) 
10 40 25 40 

m/z tolerance Uma 0.3 0.9 0.6 0.3 

RT tolerance Min. 1 2 1.5 1 

Normalizing (average intensity after peak deconvolution) No Yes No No 
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Table 2  

 

 Chromatogram builder 
step  

Deconvolution 
step  

Alignment 
Step 

Gap filling 
step 

 Responses 

Experience 
number 

A B C D E F G H I J K L M N 
Variable 

count 
Discriminant variables 

count 
Species 
count 

1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 Yes 263 10 8 
2 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 Yes 127 6 6 
3 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 No 126 45 16 
4 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 Yes 64 4 4 
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 No 446 47 16 
6 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 Yes 309 20 16 
7 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 Yes 266 14 12 
8 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 No 527 55 21 
9 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 No 65 19 10 
10 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 Yes 153 15 12 
11 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 No 1088 50 24 
12 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 No 98 35 21 
13 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 No 584 41 14 
14 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 Yes 586 16 13 
15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 Yes 86 12 12 
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 No 1192 64 16 
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 No 396 50 24 

Descriptive statistics 

Mean 375.06 29.59 14.41 
SD 339.79 19.55 5.81 
Min 64 4 4 
Max 1192 64 24 
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Table 3  

 

Variables count 

 DF SS MS F  p 

Total corrected 16 1.8E+11 115455   
Regression 4 1.4E+11 359279 105.1 <0.001 
Residual 12 4.10E+05 34180.9   
 R²=0.778 - Q²= 0.704 

Discriminant variables count 

 DF SS MS F  P 

Total corrected 16 6112,1 382   
Regression 1 4608,3 4608.4 459.6 <0.001 
Residual 15 1503,7 100.2   
 R²=0.754 - Q²=0.687 

Species count 

 DF SS MS F  p 

Total corrected 16 540.1 337.6   
Regression 2 351.3 175.6 130.2 0.001 
Residual 14 188.8 134.8   

 R²=0.650 - Q²=0.493 
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Figure S1 
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Chapitre 4 : Etude lipidomique descriptive 

de différents types de macrophages 
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1 Introduction  
 

Dans le chapitre précédent nous avons pu montrer que l’apport d’AG ω3 pouvait modifier les 

profils phospholipidiques des membranes de macrophages de Souris J774. Il s’agit d’une lignée de 

cellules de type macrophagique issues d’un sarcome murin douées d’une capacité de prolifération 

importante et relativement faciles à entretenir et cultiver. Leur utilisation est donc particulièrement 

intéressante puisque le temps nécessaire pour obtenir un grand nombre de cellules peut être estimé à 

une semaine ce qui permet donc d’obtenir une population d’échantillons significative dans un temps 

très court. Au contraire, les macrophages humains en culture primaire (human monocyte derived-

macrophages ou HMDM) sont  obtenus après un temps relativement long. En effet, 11 à 15 jours sont 

nécessaires pour différencier les monocytes, isolés du sang total d’un donneur, en macrophages. De 

plus, pour avoir un nombre suffisant de monocytes au départ, il est nécessaire de partir d’un volume de 

sang important (300 mL). L’avantage d’utiliser ce type de cellule est que les résultats sont plus 

facilement transposables à l’Homme. Ainsi, nous avons privilégié l’utilisation des monocytes-

macrophages humains plutôt que les lignées cellulaires au détriment de la rapidité d’obtention des 

résultats. Il existe aussi un modèle cellulaire « intermédiaire » que sont les THP1. Il s’agit d’une lignée 

de monocytes dérivés d’un enfant d’un an atteint de leucémie aiguë myélo-monocytaire. Ces 

monocytes ont donc l’avantage d’être d’origine humaine, d’être faciles à maintenir en culture et leur 

différenciation en macrophages demande une semaine. 

 

Il s’agit des trois modèles de macrophages les plus souvent retrouvés dans la littérature, les 

travaux utilisant les lignées cellulaires comme les J774 ou les THP1 étant les plus nombreux en raison 

de leur facilité d’obtention et d’utilisation. Jusqu’à encore très récemment, il était considéré que des 

résultats obtenus avec une lignée de cellules murines étaient transposables à tous les types de 

macrophages, y compris les macrophages humains. Il est toutefois apparu ces dernières années que les 

résultats obtenus dans un modèle n’étaient pas systématiquement équivalents à ceux obtenus dans un 

autre type de macrophages. Pour rester dans le domaine du métabolisme des lipides, il a été montré 

que des mécanismes de régulation de voies métaboliques gouvernant l’homéostasie du cholestérol 

pouvaient être différents. Ainsi, il est connu que si l’AMPc stimule la transcription du gène codant 

l’ABCA1 dans les macrophages de Souris, il n’a aucun effet dans les macrophages humains (THP1 et 

HMDM). De même, si une surcharge en cholestérol réprime l’expression du SR-BI (CLA-1 chez 

l’Homme) des macrophages murins, il n’en est pas de même dans les macrophages humains où il joue 

un rôle non négligeable dans l’efflux du cholestérol cellulaire vers les HDL. Un autre exemple est le 

rôle de l’ABCG1 chez l’Homme dans l’homéostasie du cholestérol qui est beaucoup plus ambigü que 

chez la Souris306,307. Enfin, nous avons nous-mêmes montré au laboratoire que l’incorporation d’AGPI 
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dans les PL de la membrane plasmique n’avait pas du tout la même conséquence sur l’efflux du 

cholestérol entre des J774 et des HMDM282. 

 

Les niveaux d’expression des gènes et leur régulation ainsi que celle des voies métaboliques 

aboutissant à des concentrations de métabolites produits variables selon le type cellulaire peuvent 

expliquer les différences observées entre les modèles cellulaires. Les différentes techniques pour 

l’analyse des constituants cellulaires sont devenues particulièrement performantes ces dernières 

années. Dans le domaine de la métabolomique, les techniques de chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse sont de plus en plus utilisées pour déterminer des différences de compositions 

entre deux groupes d’échantillons. Le premier groupe est souvent un échantillon témoin et le second, 

un échantillon ayant reçu ou non un stimulus, un stress ou une molécule pharmacologiquement active. 

Ces techniques couplées permettent d’accéder à un grand nombre d’informations comme la 

concentration ou la structure et la quantité de données issues de ces techniques est considérable. Ceci 

nécessite d’utiliser des méthodes de traitement de l’information servant tout particulièrement à 

détecter les sources de variance au sein de deux groupes d’échantillons. Des différences significatives 

de concentrations de certains métabolites découlent des hypothèses métaboliques pouvant expliquer 

ces changements de composition. Ces méthodes analysant les sources de variances ou chimiométrie 

sont désormais indispensables à utiliser pour effectuer une analyse globale des différences entre des 

groupes d’échantillons.  

 

A contrario, une partie des informations chimiques fournies est ignorée. En effet, il est très 

difficile d’analyser et d’identifier l’ensemble des constituants d’une cellule qui permettrait de 

construire une cartographie des témoins que les expérimentateurs vont potentiellement modifier. Cet 

état des lieux pourrait pourtant être très intéressant puisque l’utilisation de la chimiométrie nous 

fournit des informations sur les variations quantitatives des métabolites et la cartographie 

métabolomique préalable nous fournirait l’information des métabolites qui ne sont pas modifiés par le 

stimulus appliqué. Ceci permettrait sans doute de faire le tri parmi les hypothèses métaboliques et de 

les affiner. Contrairement à ce qui a été réalisé pour le génôme, il n’existe, à notre connaissance, que 

très peu de travaux ayant établi le lipidome de différents types cellulaires.  

 

Dans le contexte des thématiques de l’équipe de biologie de Lip(Sys)², il nous a semblé 

important d’établir une cartographie la plus exhaustive possible des glycérophospholipides et des 

sphingolipides des HMDM à l’état « quiescent », à savoir tout de suite après la fin de leur 

différenciation de monocytes en macrophages, tels qu’ils seront utilisés dans les chapitres suivants. 

Parmi les informations obtenues, il sera particulièrement intéressant d’apprécier la répartition des 

AGPI en C20 à l’origine de la production des différents types d’eicosanoïdes intervenant dans la 

régulation de l’homéostasie du cholestérol. L’autre objectif de ce travail est d’établir la même 
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cartographie pour les lignées cellulaires J774 et THP1. Ceci permettra d’établir les différences et les 

similitudes du lipidome entre ces trois types cellulaires. L’idée serait de fournir des arguments 

objectifs pour savoir si, selon l’hypothèse métabolique à explorer, il est possible de substituer dans les 

études à réaliser les HMDM par une autre lignée comparable. 

 

Ainsi, ce chapitre comporte plusieurs parties avec l’utilisation de deux techniques analytiques. 

La première est la chromatographie en phase gazeuse des acides gras méthylés, dont nous présenterons 

les différentes étapes de transposition de la méthode au sein du service d’analyses des médicaments et 

métabolites et le traitement des données obtenues lors des analyses par chromatographie liquide à 

polarité de phases normale couplé à un détecteur à aérosol chargé et un spectromètre ultra-haute 

résolution hybride, le LTQ-Orbitrap™. 

2 Matériel et méthodes  
 

2.1 Culture cellulaire 

 

Les monocytes humains ont été isolés à partir de sang total issu de 4 donneurs 

normolipidiques (Etablissement français du sang, EFS) par gradient de Ficoll et différenciés en 

macrophages par adhésion sur support plastique Primaria® 24 puits pendant une période de 11 jours 

dans un milieu de culture composé de RPMI 1640 auquel est ajouté 10 % de sérum de veau fœtal 

(SVF), des antibiotiques et 20 ng/mL de hM-CSF (human macrophage-colony stimulating factor).  

 

Les lignées de THP1 et de J774 ont été cultivées dans un milieu de culture standard (RPMI 

1640 avec glutamine, pénicilline-streptomycine et 10 % SVF identique à celui utilisé pour les HMDM 

dont la composition en AG est indiqué Tableau 8. Les cellules ont été incubées à 37 °C et dans une 

atmosphère avec 5 % de CO2 jusqu'à atteindre 80-90 % de confluence. 
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Acides gras Proportion relative 

C14:0 1,1 
C16:0 21,6 
C16:1 2,9 
C18:0 17,3 
C18:1 28,2 
C18:2 5,6 
C20:1 0,3 
C20:2 3,2 
C20:4 7,8 
C20:5 2,2 
C22:4 0,5 
C22:5 4,5 
C22:6 4,8 

Tableau 8 : Proportions relatives des acides gras contenus dans le sérum de veau fœtal utilisé dans les 
cultures cellulaires 

 

2.2 Produits chimiques  

 

2.2.1 Standards 

 

Les standards de phospholipides (PL) qui ont été utilisés pour les analyses LC-MS 

proviennent de chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France) : diphosphatidylglycérol ou 

cardiolipine (CL), glycérophosphatidylinositol (PI) (extrait de foie de bovin), L-α-

glycérophosphatidyléthanolamine (PE), L-α-phosphatidylcholine (PC), L-α-lysophosphatidylcholine 

(LPC) (extrait de jaune d’œuf), L-α-phosphatidyl-L-sérine (PS) et sphingomyéline (SM) (extrait de 

cerveau de bovin). Les standards ont été préparés à la concentration initiale de 0,5 g.L-1 dans un 

mélange chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v). Tous les analytes ont été conservés à une température de -

20 °C. 

 

L’huile Lipowheat® est une huile alimentaire obtenue à partir d’extraction du blé fournie par 

ROBERTET Health & Beauty (Vannes, France). Cette huile végétale a été utilisée pour valider au 

préalable la méthodologie de séparation des différentes catégories de lipides d’un échantillon. Pour les 

analyses GC-MS, un mélange de 37 AG méthylés Supelco® et du méthyle nonadécanoate ont été 

fournis par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). 

 

2.2.2 Solvants 
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Les solvants utilisés pour les extractions et les analyses chromatographiques sont le n-heptane, 

le 2-propanol, le chloroforme et le méthanol. Tous les solvants utilisés sont de qualité HPLC obtenus 

chez VWR international, la triéthylamine (99 %) et de l’acide acétique glacial ont été ajoutés dans 

toutes les phases mobiles (Sigma Aldrich®). 

 

2.3 Extraction des lipides et préparation des acides gras méthylés 

 

L’extraction des lipides a été réalisée en utilisant une méthode dérivée de la méthode de 

Folch40. Les extraits lipidiques ont été recueillis dans la phase chloroformique après une centrifugation 

à 1 000 g pendant 10 minutes à température ambiante. Les résidus lipidiques ont été évaporés à sec 

puis reconstitués dans 300 µL d’un mélange chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v). La population 

d’échantillons analysée est constituée de 4 échantillons par type de macrophages. 

 

Pour les analyses GC-MS, seule la fraction phospholipidique a été étudiée. Une colonne de 

100 mg de phase aminopropyle (Agilent Technologies®) a été utilisée pour réaliser le fractionnement 

des différentes catégories de lipides. 

 

2.4 Analyses GC/MS des acides gras méthylés 

 

Les analyses GC/MS ont été effectuées sur Trace GC Ultra gas chromatography équipé d’un 

injecteur automatique AI3000II couplé avec une trappe ionique ITQ 900 fourni par Thermofisher 

Scientific (Les Ulis, France). La séparation de chromatographie en phase gazeuse a utilisé une colonne 

TraceGold TG-polar (longueur 30 m x ID 0,25 mm x film thickness 0,2 µm). Il s’est agi de transposer 

une méthode d’analyse des AG méthylés sur l’équipement du Service d’Analyses des Médicaments et 

Métabolites (SAMM). 

 

2.5 Analyses des phospholipides par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS)  

 

2.5.1 Chromatographie liquide et analyse quantitative des classes lipidiques 
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La séparation des PL a été effectuée à une température de 35 °C en utilisant une colonne PVA-

Sil (150 x 2,1 mm ID, 120A) YMC Europe Gmbh. Le débit des effluents chromatographiques a été 

fixé à 0,25 mL.min-1 au détecteur Corona (Thermo-Fischer Scientific®, Les Ulis France) pour les 

analyses quantitatives. De l’éthanol a été mélangé aux effluents chromatographiques à un débit de 0,2 

mL.min-1 fourni par une seconde pompe chromatographique. Une série de contrôles a été analysée 

pour la quantification des classes lipidiques diluées dans les mêmes conditions que les échantillons 

biologiques. Ces échantillons ont été dilués pour obtenir des concentrations de 0,0125 à 0,5 mg.mL-1. 

La quantification des classes phospholipidiques a été réalisée sur 8 déterminations pour chaque type de 

macrophages. 

 

2.5.2 Spectrométrie de masse 

 

Les effluents chromatographiques sont introduits dans le spectromètre LTQ-Orbitrap Velos 

Pro™, ThermoFischer Scientific® (Les Ulis, France) à un débit de 0,15 mL.min-1 équipé d’une source 

Electrospray. Le mode d’ionisation négative a été utilisé pour obtenir des informations structurales sur 

les espèces moléculaires. Le balayage Full-Scan a été effectué de m/z 300 à 1 800 par la cellule 

Orbitrap™ avec une résolution de 100 000. Simultanément, les fragmentations MS2/MS3 ont été 

réalisées dans la double trappe linéaire à basse résolution avec une énergie de collision de 35 unités 

arbitraires. Les PL ont été identifiés quel que soit leur niveau d’intensité du moment que les données 

de spectrométrie de masse MS2 ou MS3 permettent l’identification des espèces moléculaires. 

 

3 Résultats 
 

3.1 Analyses GC-MS de la composition des phospholipides membranaires 

 

3.1.1 Evaluation de l’extraction en phase solide des phospholipides  

 

Les échantillons obtenus après extraction en phase liquide, inspirée du protocole de Folch, 

sont des extraits de lipides totaux40. L’objectif est d’étudier la composition des PL membranaires de 

différents types de macrophages, notamment avec une méthode de GC-MS. Elle nécessite une étape 

préalable d’hydrolyse des PL natifs. La trans-estérification étant une réaction non spécifique, il est 

donc nécessaire de séparer les PL des autres classes lipidiques avant hydrolyse. 
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Pour effectuer la purification de la fraction phospholipidique, la technique choisie est 

l’extraction en phase solide. Différentes colonnes peuvent être utilisées comme les supports constitués 

de silice vierge. Le chloroforme permet l’élution des lipides neutres et le méthanol, l’élution des PL55. 

Cette technique présente l’avantage d’être rapide puisqu’elle comporte uniquement deux étapes. 

D’autres méthodes ont été développées avec des supports à base de silice comprenant des greffons 

aminopropyles, comme celle développée par Kaluzny57. Quels que soient les supports, le principal 

critère de performance des méthodes SPE est de minimiser la présence de coélution au sein des 

différentes fractions. Elles peuvent conduire à rendre des proportions d’AG surestimées. 

 

Il est important de pouvoir disposer de méthodes d’analyse des différentes fractions afin 

d’évaluer la présence éventuelle de coélutions. De nombreuses études ont cherché à améliorer la 

qualité de la séparation des différentes classes lipidiques en se basant sur le travail de Kaluzny54,57,308–

310. Les techniques de contrôle sont principalement la chromatographie liquide sur couche mince 

(CCM), la GC-MS ou la LC. Il serait même envisageable d’évaluer la composition des différentes 

fractions par des techniques LC-MS afin de déterminer la composition en espèces moléculaires des 

différentes fractions.  

 

La purification des PL a ici été effectuée sur colonne aminopropyle 100 mg. Les protocoles de 

Kaluzny57 et de Pinkart311 ont déjà été comparés dans les travaux de Ruiz et al312 à l’aide de méthodes 

de CCM et de GC. Ils ont montré que la méthode de Pinkart conduit à une fraction phospholipidique 

présentant peu de coélutions avec les lipides neutres et les AG libres.  

 

Ce protocole a été testé en utilisant une méthode NP-LC récemment publiée288 permettant la 

séparation de différentes classes lipidiques allant des triglycérides jusqu’aux PL. L’objectif est de 

valider le protocole de SPE et la vitesse de passage des différentes phases. Un mélange type destiné à 

mimer la complexité d’un échantillon biologique a été constitué à partir d’huile végétale, de lécithine 

de soja et de cholestérol. Les différentes concentrations en mélange sont les suivantes : 0,5 g.L-1 

d’huile végétale, 1,5 g.L-1 de lécithine de soja et de 0,25 g.L-1 de cholestérol, pour un volume total de 

500 µL. Un prélèvement d'un aliquot de 50 µL est effectué pour analyse (Figure 44 (A)). Le volume 

résiduel (450 µL) est évaporé sous flux d’azote et repris dans 100 µL d’un mélange n-

heptane/chloroforme/méthanol (95:3:2 ; v/v) pour effectuer le dépôt. En plus du solvant d’activation 

effectué par 3 mL de n-heptane, le Tableau 9 indique la composition des différentes phases, le volume 

d’élution des solvants et les résultats attendus en termes de classes lipidiques récupérées. Chaque 

fraction a été évaporée sous flux d’azote et reprise avec un volume de chloroforme de 450 µL puis 

analysée. Le percolât a aussi été analysé afin d’évaluer les capacités de rétention de la colonne. Les 

différents chromatogrammes obtenues sont représentés Figure 44. 
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 Solvants 
Fractions lipidiques supposées 

être extraites 

Fraction 1 2,5 mL de chloroforme Lipides neutres 

Fraction 2 2,5 mL de diéthyléther/acide acétique (98 : 2; v/v) Acides gras libres 

Fraction 3 2,5mL de méthanol / chloroforme (6 : 1; v/v) Phospholipides 

Fraction 4 
2,5mL de méthanol / chloroforme (6 : 1; v/v) avec 

0,05mol.L-1 d’acétate de sodium 
Phospholipides 

Tableau 9 : Protocole utilisé lors de l’évaluation de la méthode de purification de phospholipides 

 

Le chromatogramme représenté Figure 44 (A) montre qu’il existe trois zones d’élution. La 

première correspond à l’élution des lipides neutres comme les glycérolipides et le cholestérol. La 

deuxième partie correspond aux glycolipides et la troisième à l’élution des PL. Le chromatogramme 

du percolât montre que la quantité de matière déposée est en adéquation avec la capacité de rétention 

de la colonne (Figure 44 (B)).  

 

La Figure 44 (C) correspond au chromatogramme de la fraction chloroformique. Elle est 

constituée de glycérolipides, de cholestérol et de composés correspondant au temps de rétention des 

AG libres. Par ailleurs, le chromatogramme de la fraction 2, Figure 44 (D) indique la présence de 

triglycérides et d’AG libres. Enfin, le mélange méthanol/chloroforme (6 :1; v/v) est constitué des pics 

de PC et PE tandis que la phase méthanol/chloroforme (6 :1; v/v) avec 0,05 mol.L-1 d’acétate de 

sodium permet l’élution des PI, Figure 44 (E et F). L’aire des pics des PL récupérés par SPE sont 

superposables aux pics de la solution mère. Les interférences des fractions phospholipidiques 

correspondent à la présence de glycolipides. 
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TG : triglycérides, Chol : cholestérol, DG: diacylglycérols, AG: acides gras libres, MG: monoacylglycérols, 
MGDG: monogalactosyldiglycérols, GlcCer : glycosylcéramides, DGDG : digalactosyldiglycérols 
Figure 44 : Chromatogrammes obtenus après analyse des différentes fractions ; (A) solution mère, (B) 
percolât, (C) fraction obtenue après élution du volume de chloroforme, (D) fraction obtenue après élution de 
la phase diéthyléther/acide acétique (98 : 2; v/v), (E) fraction obtenue après élution de la phase 
chloroforme/ méthanol (6 : 1; v/v) et (F) fraction obtenue après élution de la phase chloroforme/ méthanol 
(6 : 1; v/v) avec 0,05mol.L

-1
 d’acétate de sodium 
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A partir de ces résultats, le protocole suivant a été défini pour la préparation des échantillons 

biologiques. La colonne aminopropyle a été activée par 4 mL de n-heptane puis un volume 

d’échantillon de 100 µL a été déposé. Les lipides neutres ont été élués par 3 mL de chloroforme, la 

fraction AG libre a été éluée par 4 mL de diéthyl éther/acide acétique (98 :2 ; v/v). Ces volumes ont 

été augmentés par rapport au protocole initial. Enfin, les PL ont été élués avec 3 mL de 

méthanol/chloroforme (6 :1 ; v/v) puis avec 3 mL de méthanol/chloroforme (6 :1 ; v/v) contenant 0,05 

mmol.L-1 d’acétate de sodium. Les différents essais réalisés ont montré qu’il est nécessaire d’avoir un 

débit de phase mobile correspondant à du goutte à goutte. Ainsi, aucun vide n’a été appliqué durant 

l’extraction. Les deux dernières fractions ont été collectées, réunies et évaporées à sec puis reprises 

dans 1,6 mL de méthanol pour procéder à la trans-estérification. 

 

3.1.2 Développement de la méthode de chromatographie en phase gazeuse des 

acides gras méthylés 

 

La consultation des bases de données comme LipidWeb313 ou LipidMaps314 montre que 

l’analyse des AG méthylés est particulièrement complexe. En effet, on dénombre plus de 1000 

structures référencées qui diffèrent tant par leur longueur de chaîne que par le nombre, la position et 

les isoméries des insaturations. Les AG sont communément analysés par des méthodes de 

chromatographie en phase gazeuse sous forme d’AG méthylés. Le couplage de la GC avec la 

spectrométrie de masse informe à la fois sur les temps de rétention et la masse molaire des composés. 

Par ailleurs, l’analyse des dérivés méthylés en spectrométrie de masse n’est pas forcément adaptée à la 

détermination de la position des insaturations. D’autres méthodes que la méthylation sont plus 

adaptées. Il s’agit de greffer sur la fonction acide carboxylique, un composé contenant un atome 

d’azote. En spectrométrie de masse, la charge de la molécule est portée par un atome d’azote et non 

par l’AG. Cette stratégie permet de limiter l’ionisation ou les migrations des doubles liaisons. Trois 

principaux agents de dérivatisation sont communément utilisés : les dérivés 3-pyridylcarbinol, 4,4- 

diméthyloxazoline et les dérivés acyl-pyrrolidines64,315 (Figure 45). 
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Figure 45 : Les agents de dérivatisation pour l’analyse des acides gras en chromatographie en phase 
gazeuse

316
 

 

L’objectif est de transposer une méthode d’analyse des AG méthylés afin de déterminer les 

proportions relatives des AG des PL membranaires des différents types de macrophages utilisés dans 

le cadre de la thématique de l’équipe de biologie. Ces données seront comparées aux macrophages 

ayant subi des modifications membranaires lors de l’ajout d’AG dans le milieu de culture dans le 

chapitre suivant. L’information sur la position des insaturations n’est pas ici une donnée recherchée. 

 

Pour effectuer cette transposition, on peut envisager d’obtenir chaque standard d’AG méthylés 

pour effectuer le développement et la validation de la méthode. L’avantage est d’offrir la possibilité de 

fabriquer ses propres mélanges, d’enregistrer les spectres de masse pour chaque espèce comme spectre 

de référence et de procéder à une validation de la méthode selon les critères ICH. Néanmoins, cela est 

difficile à mettre en œuvre du fait du nombre de références, de la nécessité d’utiliser des étalons 

internes pour chaque molécule et du temps de préparation et d’analyse des échantillons. L’alternative 

choisie a été d’étudier un mélange commercial d’AG méthylés.  

 

Le FAME 37 Supelco® est un mélange de 37 AG méthylés, présenté sous forme d’une 

solution de 1 mL solubilisée dans du dichlorométhane. La composition de ce mélange, les 

pourcentages en masse de chaque AG méthylé et les abréviations utilisées pour chaque espèce, sont 

indiqués dans le Tableau 10. La concentration nominale du standard est de 1 mg.mL-1 et la 

concentration de chaque composé s’échelonne entre 200 et 600 µg.mL-1. Qualitativement, ce mélange 

peut être considéré, en première approche, comme représentatif d’un mélange biologique. En effet, sa 

composition et les résultats obtenus par l’équipe de biologie sont qualitativement proches275,282. 

Cependant le dérivé méthylé de l’acide docosapentaénoïque (C22:5) ou DPA n’est pas présent dans le 

standard. Par ailleurs, certains AG méthylés sont présents dans le standard alors que ces espèces sont 

minoritaires dans un échantillon biologique (AG méthylés impairs ou à chaîne courte). 
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Acides gras méthylés Abréviations 
Concentration (% 

masse) 
Masse 

Acide gras pairs méthylés saturés 

Méthyle butanoate C4:0 4 102,13 
Méthyle hexanoate C6:0 4 130,18 
Méthyle octanoate C8:0 4 158,24 
Méthyle decanoate C10:0 4 186,29 
Méthyle dodecanoate  C12:0 4 214,34 
Méthyle tétradecanoate C14:0 4 242,40 
Méthyle hexadécanoate C16:0 6 270,45 
Méthyle octadecanoate C18:0 4 298,50 
Méthyle eicosanoate C20:0 4 326,56 
Méthyle docosanoate C22:0 4 354,61 
Méthyle tétracosanoate C24:0 4 382,66 

Acides gras pairs méthylés monoinsaturés 

Méthyle-9Z-tetradécénoate C14:1 2 240,38 
Méthyle-9E-palmitoléate  C16:1 2 268,43 
Méthyle-9E-octadécénoate C18:1t 2 296,49 
Méthyle-9Z-octadécénoate C18:1c 4 296,49 
Méthyle-11E-eicosénoate C20:1 2 324,54 
Méthyle-13Z-docosénoate C22:1 2 352,59 
Méthyle-15Z-tetracosénoate C24:1 2 380,65 

Acides gras impairs méthylés saturés 

Méthyle undécanoate  C11:0 2 200,32 
Méthyle tridécanoate  C13:0 2 228,37 
Méthyle pentadécanoate C15:0 2 256,42 
Méthyle heptadécanoate  C17:0 2 284,48 
Méthyle héneicosanoate  C21:0 2 340,58 
Méthyle tricosanoate C23:0 2 368,64 

Acides gras impairs méthylés monoinsaturés 

Méthyle-10Z-pentadécenoate  C15:1 2 254,41 
Méthyle-10Z-heptadécenoate C17:1 2 282,46 

Acides gras pairs méthylés polyinsaturés 

Méthyle-9Z-12Z-octadécadiènoate  C18:2 c 2 294,47 
Méthyle-9E-12E-octadécadiènoate C18:2 t 2 294,47 
Méthyle-6Z-9Z-12Z-octadecatrénoate C18:3γ 2 292,46 
Méthyle-9Z-12Z-15Z-octadécatriènoate C18:3α 2 292,46 
Méthyle-11Z-14Z-eicosadiènoate C20:2 2 322,53 
Méthyle-8Z-11Z-14Z-eicosatriènoate  C20:3 n6 2 320,51 
Méthyle-11Z-14Z-17Z-eicosatriènoate C20:3 n3 2 320,51 
Méthyle-5Z-8Z-11Z-14Z-eicosatétranoate  C20:4 2 318,49 
Méthyle-5Z-8Z-11Z-14Z-17Z-eicosapentaénoate  C20:5 2 316,48 
Méthyle-13Z-16Z-docosadiènoate C22:2 2 350,58 
Méthyle-4Z-7Z-10Z-13Z-16Z-19Z-docosahexaénoate  C22:6 2 342,51 

Tableau 10 : Composition du standard d’acides gras méthylés (FAME 37 Supelco®) abréviations utilisées, et 
masse des acides gras méthylés 
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L’utilisation de la spectrométrie de masse pour analyser les AG méthylés nécessite de 

connaître l’ionisation et la fragmentation des AG méthylés. La source d’ionisation la plus couramment 

utilisée est l’impact électronique. Elle conduit à un spectre de masse riche en ions, constitué de 

nombreux fragments.  

 

L’observation du spectre de masse de l’acide palmitique méthylé montre la présence de l’ion 

moléculaire (m/z 270). Les ions signatures d’un ester méthylique sont m/z 239 et m/z 74. Par ailleurs, 

on observe une série d’ions apparentée avec un écart m/z 14 (m/z : 87 ; 101 ; 115 ; 129 ; 143 ; 157 ; 

199). Ce motif de fragmentation est caractéristique des AG méthylés saturés (Figure 46).  

 

 

Figure 46 : Spectre de masse du méthyle palmitate obtenu après impact électronique 

 

Pour les dérivés monoinsaturés, certains fragments sont communs aux spectres des dérivés 

saturés, comme la présence de l’ion moléculaire, des fragments [M-31]+ et m/z 74. Cependant, 

l’identification de ces espèces est réalisée en comparant les données obtenues avec les dérivés saturés 

(temps de rétention, m/z de l’ion moléculaire). L’information concernant la position de l’insaturation 

n’est pas accessible (Figure 47). 
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Figure 47 : Spectre de masse du méthyle palmitoleate obtenu après impact électronique 

 

Pour les dérivés polyinsaturés, les spectres de masse sont particulièrement difficiles à 

interpréter. En effet, l’ion moléculaire est de plus en plus difficile à observer au fur et à mesure que le 

nombre d’insaturations augmente. De plus, les spectres sont beaucoup plus bruités par rapport aux 

dérivés complètement saturés. Ce phénomène est particulièrement gênant lorsque les dérivés d’AG 

présentent plus de 5 insaturations64,262,263,317. 

 

L’objectif est de fournir les informations nécessaires afin de confirmer la classe de la molécule 

et sa masse. Dans ces conditions, la méthode d’ionisation ne s’est pas orientée vers l’impact 

électronique. L’ionisation chimique permet d’effectuer une ionisation plus adaptée pour caractériser 

les AG méthylés polyinsaturés. Le gaz réactant est le méthane.  

 

La Figure 48 compare les spectres de masse obtenus après ionisation chimique et impact 

électronique du dérivé méthylé de l’EPA (C20:5). La Figure 48 (B) montre les ions [M-H]+ (m/z 317) 

et [M-32] (m/z 285) ainsi que [M+C2H5]
+ et [M-C3H5]

+ respectivement m/z 345 et 367318. Ainsi, 

l’identification des dérivés d’AG polyinsaturés est facilitée avec l’ionisation chimique. Le spectre 

obtenu par impact électronique montre que l’ion moléculaire n’est pas visible (Figure 48 (A)). 

L’utilisation de l’ionisation chimique a été profitable pour identifier les coélutions durant le 

développement de la méthode. 
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Figure 48 : Spectre de masse d’un acide gras polyinsaturé (C20:5) obtenu en impact électronique (A) et en 
ionisation chimique utilisant le méthane comme gaz réactant (B) 

 

La première phase de développement consiste à explorer la qualité de la séparation des AG 

méthylés et d’identifier les espèces coéluées. Le programme du four de la méthode 1 (Figure 49 (1)) a 

pour objectif de balayer l’ensemble de la gamme de températures. La température initiale est de 40°C 

et augmente jusqu’à 175 °C à raison de 6 °C.min-1, puis augmente à 250 °C à raison de 8 °C.min-1. 

Cette température finale est maintenue 5 minutes.  

 

On observe que le premier AG méthylé à être élué est le C8:0 au temps de rétention de 8 

minutes. La température correspondante du four est de 88 °C. L’identification de l’ensemble des 

composés montre que la séparation est particulièrement efficace et résolutive. En effet, les dérivés 

d’AG saturés et monoinsaturés possèdent des temps de rétention qui permettent de distinguer ces 

molécules. Par ailleurs, il est possible avec ce système chromatographique de distinguer les isomères 

de position. En effet, les deux isomères du méthyle octadécénoate sont séparés. Il est possible de 
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distinguer ces isomères puisque leurs concentrations sont différentes. L’exploitation des spectres de 

masse a été utilisée pour identifier que les pics chromatographiques correspondent à des AG à 18 

atomes de carbone avec une insaturation. Les autres isomères de position (C18:2, C18:3 et C20:3) 

n’ont pas pu être réalisés (même concentration dans le mélange). Deux coélutions ont été identifiées : 

celle avec le C20:3 avec l’ester méthylique de l’acide arachidonique (26,67 minutes) et celle avec le 

C23:0 et l’EPA méthylé (27,21 minutes). 

 

Au vu de ces résultats, le programme du four a été modifié (Figure 49 (2)). La température 

initiale du four est cette fois de 110 °C, auquel il a été ajouté un délai de solvant de 3 minutes. En effet 

l’observation dans le chromatogramme des AG méthylés à chaînes courtes n’est pas souhaitée. Ainsi, 

la température choisie (110 °C) est proche de la température d’élution du composé du C11:0 (118°C). 

La deuxième rampe de température a été modifiée pour augmenter jusqu’à 175 °C à raison de 6 

°C.min-1 puis suivie d’une augmentation jusqu’à 185 °C à raison de 1°C.min-1. L’objectif est d’assurer 

la séparation des AG méthylés coélués. Enfin, une dernière rampe de gradient a été ajoutée de 185 à 

210 °C à raison de 5 °C.min-1. 

 

L’observation du chromatogramme présenté Figure 49 (2) et des temps de rétention des AG 

méthylés (Tableau 11), montre que l’ester méthylique de l’EPA n’est plus coélué avec le C23:0. Par 

contre le C20:4 et toujours coélué avec un des isomères du C20:3. Une fenêtre de détection SIM 

(Single Ion Monotoring) a été ajoutée au temps de rétention 17,6 minutes. Les ions suivis 

correspondent aux ions moléculaires et aux fragments [M-31]+. 

 

La séparation et le temps d’analyse de cette méthode sont considérés comme satisfaisants en 

termes de résolution des pics chromatographiques. Afin d’utiliser cette méthode pour les échantillons 

biologiques une étude de la limite de détection et de la linéarité a été effectuée.  
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Figure 49 : Chromatogramme du FAME 37 réalisé à partir du programme du four initial (1) et de la méthode 
définitive (2) 

  



 

128 
 

Abréviations acides gras 
méthylés 

Temps de rétention méthodes 
1 

Temps de rétention méthodes 
2 

C8:0 8,37  
C10:0 11,75  
C11:0 13,35 3,73 
C12:0 14,88 4,57 
C13:0 16,33 5,52 
C14:0 17,74 6,57 
C14:1 18,59 7,30 
C15:0 19,05 7,66 
C15:1 19,90 8,41 
C16:0 20,33 8,79 
C16:1 20,97 9,39 
C17:0 21,53 9,88 
C17:1 22,17 10,50 
C18:0 22,70 11,00 

C18:1 t 23,07 11,41 
C18:1 c 23,20 11,55 

C18:2c ou C18:2t 23,75 12,23 
C18:2c ou C18:2t 24,07 12,59 
C18:3γ ou C18:3α 24,54 13,40 

C20:0 24,74 13,66 
C18:3γ ou C18:3α 24 ,90 13,96 

C20:1 25,15 14,4 
C21:0 25,60 15,36 
C20:2 25,80 15,84 

C20:3 n6 ou C20:3 n3 26,34 16,93 
C22:0 26,44 17,39 

C20:3 n6 ou C20:3 n3 
26,67 17,80 

C20:4 

C22:1 26,84 18,38 

C23:0 
27,21 

19,7 
C20:5 20,07 

C22:2 27,49 20,31 
C24:0 27,96 22,22 
C24:1 28,33 23,11 
C22:6 29,33 25,25 

Tableau 11 : Comparaison des temps de rétention des acides gras méthylés du standard FAME Supelco
®
 

obtenus à partir de deux méthodes de chromatographie en phase gazeuse  
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3.1.3 Linéarité, limite de détection, étalon interne 

 

Deux gammes ont été réalisées avec 7 niveaux de dilution (100, 75, 50, 25, 13, 5 et 1 %). 

L’objectif est de déterminer la limite à partir de laquelle l’ensemble des AG méthylés sont détectables. 

La Figure 50 montre les chromatogrammes de l’échantillon FAME 37 dilué à 5 % (A) et celui dilué à 

13 % (B). On observe que cette limite se situe pour les AG méthylés à faibles coefficients de réponse 

(C22:6) à partir du point de gamme à 13%. Ainsi, la linéarité de la méthode a été vérifiée sur 4 

niveaux de dilution. Le Tableau 12 présente les coefficients de réponse pour une unité de masse, 

l’ordonnée à l’origine et la pente de la droite de régression, les coefficients de corrélation, le 

coefficient de variation pour chaque niveau. 

 

 

Figure 50 : Chromatogrammes du FAME 37 après dilution à 5 % (A) et 13 % (B) 

 

On observe que l’ensemble des coefficients de corrélation sont supérieurs à 0,8 et que la 

qualité de l’ajustement varie en fonction des AG méthylés. Les erreurs expérimentales durant la 

fabrication des gammes peuvent expliquer les valeurs des coefficients de corrélation (faible volume de 

prélèvement, solvant de dilution volatil). Par ailleurs, la répétabilité pour les trois points de gamme les 

plus concentrés (100, 75 et 50 %) est inférieure à 15 %. Pour le point le plus dilué, cette répétabilité se 

situe dans la limite des 20 % pour tous les AG méthylés sauf pour le C23:0. 
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Abréviation 
FAME 

Facteur de 
réponse 

Fonction réponse linéaire 
Y = AX+B 

CV répétabilité (%) 

A B R 25 50 75 100 

C11:0 8139 1.41E+04 -2.06E+05 0,961 5,57 2,98 9,37 1,09 

C12:0 7034 2.11E+04 -2.84E+05 0,945 5,69 2,20 8,42 1,14 

C13:0 6756 9.49E+03 -1.48E+05 0,941 14,23 4,01 6,33 1,20 

C14:0 6493 1.95E+04 -2.84E+05 0,933 8,94 3,72 7,61 0,85 

C14:1 6423 9.84E+03 -1.64E+05 0,909 11,91 3,29 6,80 0,89 

C15:0 6784 1.07E+04 -1.81E+05 0,931 7,11 11,21 8,63 0,93 

C15:1 6541 1.02E+04 -1.91E+05 0,918 8,31 7,35 10,92 3,55 

C16:0 7253 3.96E+04 -6.301E+05 0,944 12,01 1,12 8,83 0,08 

C16:1 6864 1.14E+04 -2.182E+05 0,918 11,46 7,21 11,94 1,47 

C17:0 5888 1.06E+04 -2.110E+05 0,907 13,52 6,31 2,10 0,55 

C17:1 7181 1.26E+04 -2.551E+05 0,916 17,61 6,95 5,94 0,84 

C18:0 8703 3.82E+04 -7.189E+05 0,944 5,54 2,45 11,13 0,21 

C18:1t 7930 1.48E+04 -3.132E+05 0,922 15,48 6,93 16,83 0,33 

C18:1c 5285 3.54E+04 -7.000E+05 0,939 6,39 1,26 9,83 0,63 

C18:2c ou 
C18:2t 

6583 1.39E+04 -2.073E+05 0,910 7,39 10,53 15,48 0,65 

C18:2c ou 
C18:2t 

6081 1.08E+04 -2.294E+05 0,928 4,84 4,24 11,98 1,11 

C18:3γ ou 
C18:3α 

6269 1.03E+04 -2.282E+05 0,918 10,27 5,50 13,44 1,69 

C20:0 11158 4.99E+04 -1.049E+06 0,946 3,18 3,11 10,78 0,35 

C18:3γ ou 
C18:3α 

5972 1.08E+04 -2.445E+05 0,932 18,22 3,06 10,52 0,65 

C20:1 9938 1.90E+04 -4.433E+05 0,923 16,23 8,73 2,37 0,24 

C21:0 11869 2.12E+04 -5.089E+05 0,900 19,38 9,39 6,79 0,32 

C20:2 6638 1.13E+04 -2.736E+05 0,910 14,37 8,80 3,21 1,48 

C20:3 n6 ou 
C20:3 n3 

6983 1.03E+04 -2.556E+05 0,811 13,80 4,92 12,56 1,57 

C22:0 12657 4.70E+04 -1.109E+06 0,916 16,39 6,30 4,40 0,03 

C20:3 n6 ou 
C20:3 n3 

800 7.42E+02 -8.088E+03 0,957 17,33 12,20 9,54 3,30 

C20:4 476 1.36E+03 -1.112E+04 0,915 14,12 10,81 4,53 2,96 

C22:1 11309 1.72E+04 -4.360E+05 0,881 15,18 6,76 3,53 0,62 

C23:0 12191 1.59E+04 -4.110E+05 0,840 21,72 8,82 9,27 0,87 

C20:5 4662 6.50E+03 -1.571E+05 0,906 18,38 8,81 6,68 0,27 

C22:2 6586 9.15E+03 -2.388E+05 0,882 16,28 6,12 5,60 2,09 

C24:0 11520 3.33E+04 -8.273E+05 0,862 18,25 4,58 14,51 0,64 

C24:1 11380 1.24E+04 -3.270E+05 0,840 19,72 19,20 3,17 0,05 

C22:6 5285 6.31E+03 -1.526E+05 0,873 7,82 7,15 7,87 0,59 

Tableau 12 : Linéarité et répétabilité de la méthode de séparation des acides gras méthylés 

 

3.1.4 Synthèse des acides gras méthylés pour les échantillons biologiques et 

traitement des données  
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La méthylation en ester méthylique des AG est effectuée afin de diminuer la température 

d’ébullition des AG. Pour ce faire, les lipides natifs sont hydrolysés en AG par saponification avec de 

l’hydroxyde de sodium ou de potassium puis un agent de méthylation, principalement du trifluorure de 

bore avec du méthanol, est utilisé. La réaction de trans-estérification est reconnue pour être beaucoup 

plus rapide ; ainsi l’hydrolyse et l’estérification sont réalisées en une seule étape65,317,319.  

 

Deux types de trans-estérification existent et se distinguent principalement par la nature des 

réactifs. Ainsi, il existe les méthodes dites basiques utilisant principalement du méthanoate de sodium 

et de la soude dans des conditions anhydres. Ces méthodes peuvent se dérouler à température ambiante 

mais ne sont pas adaptées pour les AG libres et sphingolipides. Les méthodes acides quant à elles 

utilisent principalement du trifluorure de bore ou de l’acide sulfurique ou chlorhydrique dans du 

méthanol. Les méthodes acides nécessitent de travailler à une température comprise entre 30 et 120 

°C. La température de la réaction dépend de la classe lipidique et de la méthode de trans-estérification 

320,321.  

 

Ainsi, pour la méthylation des PL membranaires, il a été utilisé du chlorure d’acétyle comme 

source d’acide chlorhydrique et du méthanol68,322. La fraction phospholipidique a été reprise dans 1,6 

mL de méthanol avec 100 µL de chlorure d’acétyle. Ce mélange a été porté à 80 °C pendant 25 

minutes. Les AG méthylés ont été recueillis à température ambiante par 2 mL de n-heptane évaporés à 

sec sous flux d’azote et repris dans 50 µL de n-heptane 

 

Pour l’analyse des échantillons biologiques, les coefficients de réponse sont calculés à partir 

de 3 injections consécutives du FAME 37 (100 %) en début et fin de séquences. L’utilisation d’un 

étalon interne a été envisagée à partir d’un standard de méthyle nonadécanoate, (C19:0). Les essais 

préliminaires ont montré que le C19:0 est coélué avec un des deux isomères du C18:2. L’analyse 

d’échantillons biologiques a montré que cet isomère n’était pas présent : ainsi la quantité d’étalon 

interne ajouté est de 50 µg.mL-1. Le calcul des proportions consiste dans un premier temps à identifier 

l’ensemble des AG méthylés contenus dans l’échantillon. Puis, l’aire obtenue de chaque pic 

chromatographique est divisée par les facteurs de réponse correspondants. La somme des ratios permet 

de rapporter chaque AG à un pourcentage. En effet la GC-MS est plutôt utilisée pour effectuer des 

analyses qualitatives tandis que la quantification des AG méthylés est plutôt effectuée en couplant la 

GC à un détecteur à ionisation de flamme323. 

 

Au regard des observations précédentes la méthode suivante a été utilisée.  
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Pour les analyses GC-MS, seule la fraction phospholipidique a été étudiée. Une méthode 

d’extraction en phase solide a été utilisée basée sur la méthode de Pinkart et al57,311. Une colonne de 

100 mg de phase aminopropyle (Agilent Technologies®, Les Ulis, France) a été activée par 4 mL de n-

heptane puis un volume d’échantillon de 100 µL a été déposé. Les lipides neutres ont été élués par 3 

mL de chloroforme, la fraction des AG libres a été éluée par 4 mL de diéthyléther/acide acétique 

(98 :2 ; v/v). Enfin, les PL ont été élués par 3 mL de méthanol/chloroforme (6 :1 ; v/v) puis par 3 mL 

de méthanol/chloroforme (6 :1 ; v/v) contenant 0,05 mmol.L-1 d’acétate de sodium. Les deux dernières 

fractions ont été collectées, réunies et évaporées à sec. Cinquante µg de méthyle nonadécanoate ont été 

ajoutés comme étalon interne. La trans-estérification a été effectuée par un mélange de 1,6 mL de 

méthanol et 100 µL de chlorure d’acétyle pendant 25 minutes à 80°C. Après réaction, les AG méthylés 

ont été extraits par 2 mL de n-heptane, évaporés à sec puis repris dans 50 µL de n-heptane. 

 

Les analyses GC/MS ont été effectuées sur Trace GC Ultra gas chromatography équipé d’un 

injecteur automatique AI3000II couplé avec une trappe ionique ITQ 900 fourni par ThermoFisher 

Scientific® (Les Ulis, France). La séparation de chromatographie en phase gazeuse a nécessité 

l’utilisation d’une colonne TraceGold TG-polar (30 m x ID 0,25 mm x film d’épaisseur de 0,2 µm). 

L’hélium a servi de gaz vecteur avec un débit de 1,3 mL.min-1. La température de l’injecteur a été 

réglée à 230°C comme la ligne de transfert vers la spectrométrie de masse. Le volume d’injection de 

l’échantillon est de 1 µL en split (ratio 1:25) et le programme du four a été réglé comme suit: 110 °C 

maintenus pendant 3 minutes puis une augmentation à 175°C à 6 °C.min-1, puis à 185°C à 1 °C.min-1 

et pour finir à 210°C à 5 °C.min-1. Le temps d’acquisition total a été de 26 minutes. 

 

La détection en spectrométrie de masse a été effectuée en utilisant une ionisation chimique en 

mode positif. La température de la source a été réglée à 200°C et le méthane a été utilisé comme gaz 

réactant à un débit de 1,3 mL.min-1. La détection en masse a été effectuée en mode Full-Scan avec une 

gamme de masse allant de m/z 40 à 400 avec un délai de solvant de 3 minutes. Chaque AG a été 

exprimé en pourcentage du total de l’aire des AG identifiés. Le calcul tient compte des facteurs de 

réponse de chaque AG méthylé obtenus à partir de l’analyse du mélange de 37 AG méthylés 

(Supelco®). Les données sont exprimées par la moyenne des pourcentages ± SEM (Standard Error of 

Mean) pour un AG donné. Le nombre d’analyses effectuées pour chacun des groupes est égal à 20 

(n=20). Les AG ayant un pourcentage inférieur à 1 % dans les trois types cellulaires ne sont pas 

reportés mais sont comptabilisés dans la catégorie « autres ». 
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3.1.5 Composition des échantillons biologiques 

 

La quantification des AG méthylés est présentée Tableau 13. La somme des AG saturés 

(∑AGS) est comparable pour les lignées J774 et THP1. La valeur est plus faible pour les HMDM avec 

notamment des proportions d’acide palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0) diminuées qui sont 

néanmoins les AG majoritaires parmi les AGS. 

 

La somme des AG monoinsaturés (∑AGMI) est plus importante pour les J774, avec une 

proportion d’acide palmitoléique (C16:1) augmentée par rapport aux deux autres types de 

macrophages. Les proportions d’acide oléique (C18:1) sont du même ordre de grandeur pour la lignée 

J774 et HMDM. Les THP1 présentent une proportion plus faible de C18:1. Pour les AGMI, les AG 

majoritaires sont les acides palmitoléiques (C16:1) et oléiques C18:1. 

 

Enfin la somme des AG polyinsaturés (∑AGPI) ainsi que l’index d’insaturation sont 

augmentés chez les HMDM. Les proportions d’acide arachidonique (C20:4 ou AA), d’acide 

eicosapentaénoïque (C20:5, EPA), d’acide docosahexaénoïque (C22:6 ou DHA) et d’acide dihomo-γ-

linolénique (C20:3 ou DGLA) sont aussi augmentées dans les macropahges en culture primaire. 
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Acides gras méthylés J774 THP1 HMDM 

C14:0 1,41 ± 0,11 2,38 ± 0,24 1,50 ± 0,02 
C16:0 27,02 ± 1,84 30,01 ± 0,95 23,96 ± 0,41 
C17:0 0,88 ± 0,30 1,14 ± 0,11 1,39 ± 0,19 
C18:0 24,01 ± 3,11 23,81 ± 3,40 19,26 ± 0,13 
C21: 0 2,98 ± 0,23 1,83 ± 0,33 1,11 ± 0,29 
C24:0 0,71 ± 0,10 0,697 1,373 ± 1,08 

∑AGS 57,82± 4,26 62,49 ± 3,73 46,24±2,55 
C14:1 0,82 ± 0,08 1,13 ± 0,36 0,70 ± 0,42 
C15:1 1,22 ± 0,10 0,90 ±0,16 1,94 ± 0,35 
C16:1 4,25 ± 0,23 2,27 ±0,29 2,56 ± 0,16 
C17:1 1,56 ± 0,30 0,94 ± 0,13 1,18 ± 0,15 
C18:1 17,15 ± 0,33 13,98 ± 0,61 17,16 ± 0,22 
C20:1 1,30 ± 0,33 0,79 ±0,16 0,73 ± 0,39 
C24:1 1,00 ± 0,19 0,39 ± 0,04 2,05 ± 1,48 

∑AGMI 27,62 ± 1,26 22,57 ± 1.260 22,24±1,63 
C18:2 1,53 ± 0,02 2,21 ± 0,32 2,25 ± 0,19 
C20:3 1,30 ± 0,09 0,92 ± 0,38 4,30 ± 0,42 
C20:4 3,15 ± 0,33 1,29 ±0,14 11,90 ± 0,51 
C20:5 0,85 ± 0,23 0,92 ±0,38 1,84 ± 0,18 
C22:4 3,60 ± 1,84 1,29 ± 0,15 1,23 ± 0,38 
C22:5 1,20 ± 0,19 1,30 ± 0,17 1,73 ± 0,42 
C22:6 1,57 ± 0,62 2,38 ± 0,31 3,68 ± 1,7 

∑AGPI 13,90 ± 2,42 14,94 ± 1,51 20,3 ±2.08 
(∑AGPI+∑AGMI)/∑AGS 0,71 ± 0,04 0,60 ± 0,03  0,99 ± 0.08 
UI 83,37 ± 7,24  82,53 ± 6,25 103.62 ± 8.83 

Autres 1,1 3,45 1,44 
Chaque acide gras est exprimé en pourcentage du total des acides gras observés et identifiés. Les données 
sont exprimées en pourcentage moyen ± SEM (n=20). Les acides gras de moins de 1 % dans les trois types 
cellualire en même temps ne sont pas mentionnés mais ont été utilisés pour le calcul des paramètres 
suivants : AGS : AG saturés, AGMI : AG monoinsaturés, AGPI : AG polyinsaturés, UI : index d’insaturation = 
∑(% Acides gras insaturés x nombre d’insaturation) 
Tableau 13 : Proportions des différents acides gras des membranes cellulaires de J774, THP1 et HMDM 

 

Ces résultats sont comparables aux données de la bibliographie282,324,325 et montrent que la 

répartition des AG des PL membranaires est différente en fonction du type de macrophages. Ces 

différences sont marquées entre les HMDM et les 2 lignées notamment au niveau des AGPI et plus 

spécifiquement de l’AA. Ceci est classiquement observé entre les cellules en culture primaire et le 

même type cellulaire en lignée continue quelle que soit l’espèce étudiée326. Le même SVF étant utilisé 

pour la culture des 3 types cellulaires, il ne peut être à l’origine des différences observées. C’est 

surtout l’écart de la teneur en AA des AG totaux qui est décrit dans la littérature. Cette différence 

explique que des résultats obtenus avec des lignées et de types cellulaires proches en culture primaire 

puissent ne pas être strictement identiques. Même si les travaux sur les lignées ont permis de bien 

décrire des voies biochimiques, elles n’ont pas toujours apporté quelque chose de significatif en 

physiopathologie. L’hypothèse souvent émise est qu’ayant moins d’AA au départ, cet AG est 

potentiellement moins mobilisé et donne moins d’eicosanoïdes. A ceci s’ajoute sans doute une 

utilisation préférentielle et potentiellement différente des pools d’AA des PL selon que les cellules 
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sont des lignées ou en culture primaire326. Cela justifie d’essayer d’avoir une idée la plus précise 

possible de la répartition des AG au sein des classes de PL et donc d’utiliser une technique NP-LC 

pour procéder à la séparation des différentes classes de PL sans hydrolyse préalable. 

 

 

3.2 Quantification des différentes classes lipidiques 

 

3.2.1 Chromatogramme et étalonnage 

 

L’utilisation du support chromatographique polyvinylalcool associé à un gradient d’élution 

permet de séparer 10 classes de PL, Figure 51. La zone d’élution des PL débute à partir de la 8e minute 

avec la sortie des PA et se termine à 25 minutes avec l’élution des LPC. Le début du chromatogramme 

ne sera pas étudié. Cette zone d’élution correspond à la sortie d’autres composés que les PL, comme 

les AG libres et les lipides neutres. De plus, cette méthode chromatographique a été couplée à la 

spectrométrie de masse en utilisant une source Electrospray ne permettant pas l’ionisation des lipides 

neutres. 

 

 

Figure 51 : Chromatogramme d’un mélange de standard de phospholipides (0,5 g.L
-1

) obtenus à partir du 
détecteur à aérosol chargé (CAD) 

 

Le détecteur Corona est utilisé pour effectuer la quantification des différentes classes 

phospholipidiques. 5 dilutions successives de standards commerciaux de PL ont été préparées. La 

fonction réponse résultante est exprimée en log Y (aire) en fonction du log X (concentration). Pour 

chaque classe, les différentes équations  sont reportées (Figure 52). 
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Les courbes d’étalonnage présentent un profil quasi linéaire pour la plupart des PL excepté 

pour les PA, PG et LPC. Pour le PA, le point de gamme à 12 µg.mL-1 n’est pas détectable. Les 

différentes caractéristiques des méthodes sont présentées dans le Tableau 14. 

 

On observe que la répétabilité des différentes méthodes est inférieure à 5 % hormis pour la 

concentration 0,1 g.L-1 pour la méthode PI et LPC. Par ailleurs, les écarts avec les valeurs théoriques 

sont inférieurs à 5 % pour la PA, PE, PS, LPE, PC et SM. Concernant les autres PL, certaines 

concentrations présentent des écarts importants comme la concentration 0,025 g.L-1 pour la CL, 0,1 

g.L-1 pour la PG et les concentrations 0,1 et 0,5 g.L-1 pour les LPC. A partir de l’ensemble des résultats 

la quantification des classes phospholipidiques a été effectuée sur les échantillons biologiques. 
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Figure 52 : Droite d’étalonnage des différentes classes phospholipidiques 
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Concentration  (mg/mL)  12,5E-02 12,5E-02 25 E-02 0,1 0,1 0,3 0,5 0,5 

PA 

Aire Sans objet 6,647 54,773 56,795 299,366 628,092 613,337 
X calculée Sans objet 24,73E-02 0,099 0,102 0,305 0,498 0,490 
Ecart (%) Sans objet -1,098 -0,460 1,952 1,851 -0,316 -1,868 
CV Répéta (%) Sans objet  1,693  1,11 

PG 

Aire 101,60 100,61 157,35 396,72 399,53 991,66 1495,68 1492,33 
X calculée 13,44 E-02 13,26 E-02 24,48 E-02 0,087 0,087 0,305 0,536 0.535 
Ecart (%) 7,5 6,1 -2,1 -12,9 -12,1 1,8 7,4 7,1 
CV Répéta (%) 0,947  0,685  0,217 

CL 

Aire 36,86 38,16 93,95 348,35 344,90 970,25 1447,55 1494,62 
X calculée 11,18 E-02 11,58 E-02 28,84 E-02 0,108 0,107 0,306 0,459 0,475 
Ecart (%) -10,54 -7,34 15,36 8,72 7,63 2,25 -8,01 -4,98 
CV Répéta (%) 2,49  0,71  2,29 

PI 

Aire 65 62 110 402 375 1100 1603 1599 
X calculée 13,32E-02 12,62 E-02 3,54 0,104 0,096 0,328 0,495 0,493 
Ecart (%) 6.57 1.01 -3,54 4.03 -3,81 7,94 -0,96 -1,24 
CV Répéta (%) 3,78  5,54  0,19 

PE 

Aire 45,53 44,27 89,41 367,59 365,91 1064,77 1704,37 1731,19 
X calculée 12,55 E-02 12,19 E-02 24,80 E-02 0,103 0,102 0,302 0,486 0,494 
Ecart (%) 0,36 -2,44 -0,82 3,34 2,87 0,81 -2,74 -1,20 
CV Répéta (%) 2,01  0,33  1,11 

PS 

Aire 14,92 14,95 31,19 169,22 168,83 554,17 970,65 988,59 
X calculée 12,47 E-02 12,50 E-02 23,83 E-02 0,105 0,104 0,297 0,486 0,494 
Ecart (%) -0,20 4,90 E-03 -4,70 5,07 4,86 -0,82 -2,69 -1,11 
CV Répéta (%) 0,14  0,14  1,14 

LPE 

Aire 47,17 47,07 87,80 309,48 303,74 826,87 1314,05 1314,05 
X calculée 12,53 E-02 12,51 E-02 24,96 E-02 0,100 0,098 0,299 0,500 0,500 
Ecart (%) 0,28 0,05 -0,17 0,84 -1,23 -0,09 0,17 0,17 
CV Répéta (%) 0,16  1,47  ND 

PC 

Aire 39,36 39,82 82,50 342,27 342,27 1049,37 1747,69 1745,79 
X calculée 12,30 E-02 12,44 E-02 25,30 E-02 0,101 0,101 0,301 0,495 0,494 
Ecart (%) -1,58 -0,46 1,19 1,18 1,18 0,47 -0,92 -1,02 
CV Répéta (%) 0,80  ND  0,07 

SM 

Aire 25,15 24,44 50,98 190,53 191,00 596,81 991,61 974,85 
X calculée 12,68 12,32 25,78 0,096 0,097 0,305 0,507 0,499 
Ecart (%) 1,42 -1,47 3,31 -3,10 -2,86 1,66 1,57 -0,14 
CV Répéta (%) 2,05  0,17  1,21 

LPC 

Aire 267,78 271,66 414,47 780,51 811,58 1622,17 2347,06 2304,4 
X calculée 12,80 13,12 27,35 0,082 0,087 0,293 0,557 0,539 
Ecart (%) 2,36 4,96 9,39 -17,80 -12,03 -2,25 11,48 7,98 
CV Répéta (%) 1,8  4,8  2,3 

Tableau 14 : Données complémentaires de l’étalonnage des classes phospholipidiques 
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Le détecteur Corona est un détecteur universel et sensible. Cependant, la spécificité de la 

méthode NP-LC-Corona est apportée uniquement par l’observation des temps de rétention. Profitant 

de la double détection Corona-spectromètre de masse, le spectre de masse de chaque pic 

chromatographique des échantillons biologiques a été observé pour apporter de la spécificité à la 

quantification Corona. La gamme m/z attendue de chaque classe phospholipidique a été évaluée en 

consultant la base de données LipidMaps.  

 

Par ailleurs, deux types de normalisation ont été réalisés. La première consiste à rapporter 

chaque quantité de PL aux résultats des dosages des protéines totales effectués avant extraction selon 

le protocole de Peterson327. Cette normalisation permet de rapporter la quantité de PL à la quantité de 

biomasse initialement présente. La seconde normalisation consiste à exprimer les quantités de chaque 

classe en pourcentage de la quantité totale de PL dont la spécificité a été vérifiée par chromatographie 

(temps de rétention) et spectrométrie de masse. 

 

3.2.2 Analyse des échantillons biologiques, des interférences et des co-élutions 

 

La comparaison des différents chromatogrammes permet dans un premier temps d’estimer la 

répartition des classes phospholipidiques des échantillons. Comme attendu la PC est la classe de PL la 

plus abondante dans tous les extraits de macrophages. Les autres classes sont principalement la PE et 

la PI et PS. L’observation des chromatogrammes ne permet pas de classer l’abondance de ces 

différentes classes, (Figure 53). 

 

Les CL sont aussi présentes dans les échantillons et semblent particulièrement importantes 

chez les HMDM. L’observation du courant ionique total des échantillons de HMDM montre que ce 

pic est constitué d’impuretés ou de composés non ionisables. Ces interférences et les valeurs des aires 

de CL ne permettront pas de réaliser la quantification des CL pour les HMDM. Concernant les J774 et 

les THP1 il existe un pic correspondant aux CL dont les valeurs des aires pourront être reliées à une 

concentration. Cependant, le dosage des protéines montre que la quantité de biomasse recueillie est 

deux fois plus importante pour les lignées cellulaires (J774 et THP1) que pour les cultures primaires 

de macrophages humains. 
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Figure 53 : Chromatogrammes obtenus en détection Corona d’un contrôle qualité de standards de 
phospholipides (A), d’un échantillon  biologique d’extrait de macrophages J774 (B), de THP1 (C) et de HMDM 
(D) 
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Les échantillons de HMDM présentent un pic chromatographique au temps de rétention de 

16,7 minutes. Or, les LPE ont une zone d’élution autour de 17 minutes. Ces différences ne sont pas 

forcément significatives étant donné la largeur des pics chromatographiques en NP-LC. Cependant, 

l’observation des spectres de masse correspondants montre des m/z compris entre 1150 et 1300. 

L’identification de ces ions grâce aux données de MS2 et MS3 montre que ces composés sont des GM3 

et non des LPE. Les THP1 présentent aussi dans cette zone un pic moins intense que les HMDM. 

L’aire du pic de ganglioside n’a pas été prise en compte dans l’expression des résultats puisque 

l’étalonnage correspond aux standards de LPE. Il n’est donc pas possible de rendre compte d’une 

concentration en ganglioside. Néanmoins, si on applique l’équation de l’étalonnage des LPE pour 

quantifier les gangliosides, on observe que ces espèces ne sont pas quantifiables dans les extraits de 

lipides totaux de J774 et THP1 et représentent 4 % des espèces lipidiques pour les HMDM. 

Concernant les LPC, on observe un pic chromatographique pouvant correspondre au temps de 

rétention de cette classe. Le spectre de masse correspondant est plutôt en faveur d’impuretés 

accumulées lors de la préparation de l’échantillon.  

 

Enfin, les J774 et les THP1 présentent une abondance particulière dans la zone des PG. 

L’observation des spectres de masse montre qu’il existe des coélutions entre les espèces moléculaires 

de PG et les héxosylcéramides. Comme pour les gangliosides, ces différentes espèces n’ont pas été 

prises en compte dans les résultats de la quantification relative. La Figure 54 montre les différents 

spectres de masse MS1 des espèces précédemment citées (gangliosides, hexosylcéramides, impuretés 

au niveau du pic de LPC). 
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Figure 54 : Courant ionique total d’un échantillon de THP1 (A) et HMDM (B). Pour les THP1, le spectre de 
masse correspondant au temps de rétention 10,7-11,6 montre des héxosylcéramides (1a) et des cardiolipines 
(1b). Pour les HMDM, les spectres de masse (1) représentent les espèces de gangliosides et (2) représente les 
impuretés correspondant aux temps de rétention des LPC  

 

3.2.3 Quantification des classes phospholipidiques des échantillons biologiques 

 

La PC est la classe de PL la plus abondante. En effet, elle représente 51,4 ± 5,1 % pour les 

J774 et de 47,5 % pour les THP1 et HMDM. Puis la PE représente 20 % des PL (J774 : 19,6 ± 0,8 ; 

THP1 : 22,6 ± 5,6 ; HMDM : 22,0 ± 0,9) tandis que la PS (J774 : 7,5 ± 0,9 ; THP1 : 9,5 ± 1 ; HMDM : 

7,8 ± 0,6) et la PI (J774 : 10,5 ± 1,6 ; THP1 : 8,2 ± 1,6 ; HMDM : 5,6 ± 0,5) représente autour de 10 

%. 

 

Pour les SM, on observe que les J774 et THP1 présentent une composition relative assez 

proche (5,6 ± 1,6 pour les J774 et 4,6 ± 0,6 pour les THP1) tandis que cette classe est 

significativement augmentée chez les HMDM (18,9 ± 1,3). Dans l’ensemble des compositions les PA 

et PG ne sont pas quantifiables et les CL sont détectables uniquement chez les J774 (4,6 ± 1,3) et 

THP1 (7,6 ± 1,8). 
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Il existe une certaine homologie de composition des différentes classes lipidiques sur les trois 

lignées de macrophages. En effet, la PC représente un peu moins de 50 % puis la PE autour de 20 % et 

la PI et la PS représentant chacune autour de 10 %, Figure 55.  

 

 

Figure 55 : Pourcentage de différentes classes lipidiques exprimées en mg de lipides par mg de protéines 
quantifiables par détection Corona 

 

L’étude de la composition de chaque espèce moléculaire constitutive de chaque pic 

chromatographique est nécessaire pour savoir si l’on peut expliquer la différence de composition des 

AG méthylés. 

 

3.3 Etude comparative des profils lipidiques obtenus par LC-MS LTQ-

Orbitrap™ des macrophages J774, THP1 et HMDM 

 

Pour chaque type de macrophages, la composition des différentes classes lipidiques a été 

déterminée en utilisant les données Full-Scan de l’Orbitrap™. Chaque ion a été identifié à partir du 

moment où ces données de fragmentation étaient disponibles. Les courants ioniques totaux du mélange 

de standards de PL et des extraits des lipides biologiques sont présentés Figure 56.  
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Figure 56 : Courant ionique total d’un standard de phospholipides (A) d’un extrait de J774 (B), de THP1 (C) et 
de HMDM (D) 

 

Pour les CL, l’identification des différentes espèces moléculaires a été réalisée en deux temps. 

La première acquisition a été réalisée en mode data-dépendant afin de balayer l’ensemble des ions 

correspondant aux CL. Dans un deuxième temps, cet ensemble d’ions a été analysé spécifiquement 

afin de réaliser leur fragmentation. En effet, la fragmentation d’une CL donne deux PA en MS2. La 

fragmentation en MS3 de ces deux PA permet de déterminer la composition des AG. Lorsqu’il existe 
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une coélution, l’utilisation des données issues du mode data dépendant n’est pas forcément suffisante 

pour identifier chaque espèce moléculaire. 

 

Ainsi, 165 ions ont été identifiés à partir des extraits des 3 types de macrophages. La 

répartition s’effectue entre 38 PC, 29 PI, 27 PE, 16 CL, 14 PG, 14 PS, 11 SM, 2 PA ainsi que 7 

héxosylcéramides et 7 GM3 (Tableau 15). Au regard de la quantité d’informations extraite, l’ensemble 

de ces différents ions a été classé en 3 catégories :  

1) les ions communs aux trois types de macrophages  

2) les ions spécifiques de chaque type cellulaire  

3) les ions identifiés uniquement dans 2 types cellulaires 

 

Le pourcentage de chaque ion est obtenu en déterminant l’ion majoritaire (100 %) de la classe 

lipidique correspondante. La moyenne et l’écart type sont calculés à partir de l’observation des 

intensités de 4 profils lipidiques différents pour chaque type de macrophages. 

 

 

Ions 

communs 

Ions spécifiques 
Ions présents dans deux types 

de macrophages 
Total 

J774 THP1 HMDM 
J774 et 

THP1 

THP1 et 

HMDM 

J774 et 

HMDM 

PA 0 1 1 0 0 0 0 2 

PG 2 4 2 2 4 0 0 14 

CL 5 2 2 3 3 0 1 16 

PI 12 6 3 4 3 0 1 29 

PE 10 1 5 3 4 3 1 27 

PS 6 0 0 2 2 1 3 14 

PC 14 7 4 7 6 0 0 38 

SM 5 1 2 2 0 1 0 11 

GM 3 0 0 0 5 0 2 0 7 

Hexosylcéramides 0 0 0 7 0 0 0 7 

Total 54 76 35 165 

Total J774 54 21 22 0 6 103 

Total THP1 54 26 22 7 0 109 

Total HMDM 54 29 0 7 6 96 

Tableau 15 : Synthèse du nombre d’ions identifiés par classe lipidique et par type de macrophages 
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3.3.1 Espèces lipidiques communes aux trois types de macrophages  

 

Les espèces lipidiques communes aux trois types de macrophages représentent 54 ions 

identifiés. Ils se répartissent entre 14 PC, 12 PI, 10 PE, 6 PS, 5 SM, 5 CL et 2 PG. Les différentes 

classes lipidiques sont présentées dans l’ordre décroissant du nombre d’espèces moléculaires obtenues. 

Les PL sont la première catégorie à être présentée puis les sphingolipides. Pour chaque classe, l’ordre 

de présentation est effectué selon les pourcentages obtenus en quantification Corona ; lorsqu’une 

classe n’est pas quantifiable par cette méthode c’est l’ordre d’élution qui est alors utilisé.  

 

3.3.1.1 PC 

 

Parmi les 38 ions de PC identifiés, 14 sont exprimés dans les trois types de macrophages. 

L’ion majoritaire pour les trois types est l’ion m/z 818,58 ; PC (16:0/18:1) et PC (16:1/18:0). Ces ions 

ont été classés suivant un critère quantitatif. La Figure 57 (A) présente les PC ayant une abondance 

relative supérieure à 10 % (9 ions de PC) et sont majoritairement des diacyl-PC (1 éther lipide sur 9) 

ayant des AG saturés ou monoinsaturés. Pour les ions de la Figure 57 (B), ils correspondent 

exclusivement à des éthers lipides contenant des AGPI comme C20:4, C22:5, et C22:6.  

 

D’un point de vue quantitatif, cinq ions présentent des différences d’expression entre les 

différents types de macrophages. L’ion m/z 776,58 est plus largement exprimé dans la lignée J774 (54 

%) par rapport aux THP1 et aux HMDM (respectivement 33 % et 5 %). Pour les THP1, l’ion m/z 

790,56 représente 94%, (J774 : 42 % et HMDM : 24,1 %). Pour les HMDM, l’ion m/z 792,57 (65,3 %) 

(J774 : 33 % et THP 1 : 15 %) et m/z 846,62 (HMDM : 28 %), 13 % chez les J774 et 10 % chez les 

THP1. Enfin l’ion m/z 844,60 présente des abondances relatives comparables entre les J774 et les 

HMDM et plus faibles pour les THP1. La Figure 57 (B) présente deux groupes d’espèces observables. 

La première correspond à l’espèce m/z 876,61 qui s’exprime de façon comparable entre les différents 

types de macrophages (1,6 %). Le deuxième groupe est constitué de quatre ions plus fortement 

exprimés chez les J774 et HMDM. Ce sont principalement des éthers lipides comme m/z 826,59 

représentant 8,6 % pour les HMDM ; 6,0% pour les J774 ; 3,1 % pour les THP1. L’ion m/z 852,61 

représentant 7,0 % pour les J774, 8,5 % pour les HMDM et 1,6 % pour les THP1 et l’ion 854,62 

(J774 : 5 % ; HMDM 2,9 % et THP1 0,3 %). Enfin l’ion le moins abondant de ce groupe m/z : 878,62 

représente 2,1 % pour les J774, 1,3 % pour les HMDM et 0,3 % pour les THP1. 
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Figure 57 : Phosphatidylcholines communes aux trois types de macrophages et leurs intensités relatives exprimées en pourcentage de l’ion majoritaire 
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3.3.1.2 PE 

 

Parmi les 27 PE étudiés 10 sont communes aux trois types de macrophages. On dénombre une 

majorité d’éthers lipides (7 ions) contenant une part importante d’AGPI. Pour les trois ions 

correspondant à des diacyl-PE, ces espèces contiennent principalement des AGS (C16:0/C18:0), 

AGMI (C18:1) et AGPI (C18:2). 

 

Comme ce sera le cas pour les PI, l’ion majoritaire des PE est différent en fonction des types 

de macrophages. Pour les J774 et les THP1 l’ion majoritaire est m/z 700,53 ; PE (P-16:0/18:1) et PE 

(P-18:0/16:1), (HMDM : 21,8 %). L’ion majoritaire des HMDM est un éther-PE contenant un AGPI 

correspondant à l’ion m/z 722,51 ; PE (P-16:0/20:4) et PE (O-16:0/22:5), il représente 85,7 %  pour les 

J774 et 75,6 % pour les THP1. 

 

Concernant les autres ions, trois motifs d’expression peuvent être décrits. Le premier concerne 

m/z 716,52 et m/z 724,52. Ils sont plus abondants chez les lignées de macrophages : J774 (48,2 % et 

36,3 % respectivement) et THP1 (62 % et 43 %), et représentent respectivement 18,9 % et 9,3 % chez 

les macrophages humains. Le deuxième motif est observé pour m/z 774,56 et m/z 776,55. Ces deux 

ions ont des intensités relatives proches entre les J774 et les HMDM, respectivement 30 % et 20 %. 

Pour les THP1, ces deux ions représentent respectivement 18,3 % et 14,4 % de l’ion majoritaire. Un 

troisième et dernier motif est représenté par les ions m/z 742,54 et m/z 744,55. Leur niveau d’intensité 

relative est plus important pour un type de macrophages alors qu’il est comparable pour les deux 

autres. L’ion m/z 742,54 est exprimé à hauteur de 60 % chez les J774 alors qu’il représente 26 % et 28 

% respectivement pour les THP1 et HMDM. L’ion m/z 744,55 est plus largement exprimé chez les 

HMDM (67 %) et 43 % pour les THP1 et 25 % pour les J774. Enfin, l’ion m/z 746,64 a une intensité 

comparable entre les différents types, autour de 50 % de l’ion majoritaire. La Figure 58 présente les 

différents ions et identifications réalisées pour les espèces communes entre les différents types de 

macrophages.  

 

Il est intéressant de constater les similitudes entre THP1 et HMDM concernant les 

plasmalogènes de PE possédant en sn2 des AGPI (AA, EPA, DPA et DHA). Plusieurs travaux 

considèrent en effet que ce type de PL constituerait dans les cellules un vrai réservoir d’AGPI 

rapidement mobilisables326. Ceci permet de pouvoir envisager dans de futurs travaux d’utiliser cette 

lignée de monocytes-macrophages humains dans le cadre d’étude du métabolisme des AGPI. 

. 
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Figure 58 : Phosphatidyléthanolamines communes aux trois types de macrophages et leurs intensités relatives exprimées en pourcentage de l’ion majoritaire 
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3.3.1.3 PI 

 

Parmi les 29 ions correspondant à des PI, 12 sont communs à tous les types de macrophages. 

Comme précédemment deux groupes d’ions sont envisagés, la limite de l’abondance relative étant 

fixée pour les PI à 30 %. 

 

Les ions majoritaires sont différents pour les trois types de macrophages, (Figure 59 (A)). Pour 

les J774, l’ion majoritaire est m/z 861,55 ; PI (18:1/18:1) et PI (18:0/18:2). Cet ion est présent chez les 

deux autres types de macrophages (THP1 : 48,7 % et HMDM : 44,2 %). Pour les THP1, l’ion 

majoritaire est m/z 835,53 ; PI (16:0/18:1) et PI (16:1/18:0) et représente 25 % pour les J774 et 

HMDM. Enfin, pour les HMDM l’ion majoritaire est un diacyl-PI avec un AGPI : m/z 885,55 ; PI 

(18:0/20:4) et PI (18:1/20:3) qui représente 95 % chez les THP1.  

 

Parmi les espèces représentant moins de 30 % de l’ion majoritaire (Figure 59 (B)), on observe 

plusieurs motifs d’expression. Les ions m/z 869,55 ; 883,53 et 911,56 présentent un profil d’expression 

constante pour les trois types de macrophages respectivement 6 %, 17 % et 16 %.  

 

Trois ions sont particulièrement exprimés chez les THP1 comme m/z 833,52 représentant 15 

% (J774 et HMDM : 9 %), m/z 857,52 représentant 26 % chez les THP1 (HMDM 6,3 %, J774 2,9 %) 

et m/z 859,53 représentant 17 % chez les THP1. Enfin, m/z 889,58 est plus largement exprimé chez les 

J774 et un peu moins de 10 % dans les autres échantillons. 

 

Il est important de souligner ici aussi la similitude assez forte de la composition entre les 

HMDM et les THP1 concernant les PI de type 18:0/20:4 et 18:0/20:3. Nous verrons dans le chapitre 

suivant l’impact important qu’aura la modification de composition de ces métabolites de PI dans les 

cellules incubées en présence d’EPA. Le projet qui en découle devrait pouvoir utiliser les THP1 pour 

toutes les mises au point nécessaires et ne pouvoir utiliser les HMDM que dans le cadre de la 

confirmation des résultats obtenus avec la lignée THP1. 



 

151 
 

 

Figure 59 : Phosphatidylinositols communes aux trois types de macrophages et leurs intensités relatives 
exprimées en pourcentage de l’ion majoritaire 

 

3.3.1.4 PS 

 

Parmi les 14 PS identifiées, 6 sont communes à tous les types de macrophages. L’ion m/z 

788,54 ; PS (18:0/18:1) est l’ion majoritaire pour les trois types d’extraits lipidiques analysés. D’un 

point de vue qualitatif, on observe que les PS comprenant des AGS et des AGMI sont majoritaires. 

 

On constate que les ions m/z 760,51 et m/z 786,53 sont plus fortement exprimés parmi les J774 

et THP1. Tandis que les ions m/z 836,54 ; m/z 834,53 et m/z 790,55 présentent des abondances 

relatives comparables entre les différents types de macrophages. Les espèces moléculaires ayant des 
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AGPI sont quantitativement moins abondantes que les espèces présentant des AGS, AGMI (Figure 

60). 

 

 

Figure 60 : Phosphatidylsérines communes aux trois types de macrophages et leurs intensités relatives 
exprimées en pourcentage de l’ion majoritaire 

 

3.3.1.5 CL 

 

Parmi les 16 ions de cardiolipines identifiés, seulement 5 sont communs aux trois types de 

macrophages. Seule la CL majoritaire des HMDM est présentée (m/z  1425,98 ; CL 

(16:1/18:1_18:1/18:2)). Cet ion est aussi largement exprimé dans les deux autres lignées (82 % pour 

les J774 et 75 % pour les THP1).  

 

Par ailleurs, on observe que l’ion m/z 1399,96 ; CL (16:1/18:1_16:1/18:1) est fortement 

exprimé pour les J774 et THP1 (80 %) et ne représente que 45 % pour les HMDM. A l’inverse l’ion 

m/z 1451,99 ; CL (18:1/18:2_18:1/18:2) est plus fortement représenté chez les HMDM (86 %) que 

chez les J774 (35 %) et THP1 (30 %). Les deux autres espèces présentées ont des motifs d’expression 

particuliers et représentent entre 40 et 60 % de l’ion majoritaire (Figure 61). 
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Figure 61 : Cardiolipines communes aux trois types de macrophages et leurs intensités relatives exprimées en 
pourcentage de l’ion majoritaire 

 

3.3.1.6 PG 

 

Parmi les 14 espèces de PG identifiées au cours de cette étude seulement deux ions sont 

communs à toutes les espèces. On observe que l’ion m/z 747,52 ; PG (16:0/18:1) et PG (16:1/18:0) est 

l’ion majoritaire pour les THP1 et représente 16,6 ± 5,3 % pour les J774 et 38,0 ± 1,7 % pour les 

HMDM. L’ion m/z 773,53 ; PG (18:1/18:1) est le PG majoritaire pour les J774 et ne représente que 8,4 

± 0,6 % pour les THP1 et 93,8 ± 5,2 % pour les HMDM. 

 

3.3.1.7 SM 

 

Parmi les 11 espèces de SM identifiées, seulement 5 sont communes aux trois types de 

macrophages. Il existe une majorité de squelette sphingosine (4 espèces) et seulement 1 espèce avec 

un squelette sphinganine (m/z 763,59). L’ion majoritaire est commun à tous les échantillons étudiés, 

c’est l’ion m/z 761,58 ; SM (d18:1/16:0). L’ion m/z 763,59 ; SM (d18:0/16:0), correspondant au dérivé 

sphinganine de l’ion majoritaire, présente une intensité relative importante pour les J774 (56,5 %) et 

beaucoup plus faible pour les HMDM (21,5 %) et THP1 (10,7 %).  
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Les ions m/z 871,57 et m/z 873,70 sont plus largement exprimés chez les J774 et HMDM par 

rapport aux THP1. L’ion m/z 871,57 est exprimé à hauteur de 50 % pour les HMDM et les J774 et 10 

% pour les THP1. L’ion m/z 873,70 représente autour de 30 % pour les HMDM et J774 et 11 % pour 

les THP1. Les deux autres espèces présentées (Figure 62) présentent un profil d’expression 

relativement comparable entre les différentes lignées. Les J774 présentent le pourcentage d’intensité le 

plus élevé pour les ions m/z 763,59 et m/z 845,64 respectivement 56 % et 25 % pour les J774. Pour les 

HMDM, ce pourcentage est plus faible (21,5 % et 10,5 %) et encore plus faible pour les THP1 (10,8 % 

et 5 %).  

 

 

Figure 62 : Sphingomyélines communes aux trois types de macrophages et leurs intensités relatives 
exprimées en pourcentage de l’ion majoritaire 

 

Ainsi, de nombreuses espèces lipidiques sont partagées entre les différents types de 

macrophages. Il s’agit maintenant de présenter les espèces qui pourraient être considérées comme 

spécifiques de chaque macrophage. 
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3.3.2 Espèces lipidiques spécifiques d’une seul type de macrophage 

 

3.3.2.1 Espèces lipidiques identifiées uniquement chez les macrophages J774 

 

21 ions sont uniquement présents chez les J774 qui se répartissent en 7 PC, 6 PI, 4 PG, 2 CL 1 

SM et 1 PE. Aucune PS n’est présente dans cette liste (Tableau 16).  

 

Les espèces moléculaires de PC, PI et PE, sont uniquement des éthers-PL excepté l’ion m/z 

865,57. Les PI et PE sont principalement des espèces moléculaires constituées d’AGS ou AGMI et les 

espèces moléculaires de PC se répartissent équitablement entre les différents types AG (AGS, AGMI 

et AGPI). Ainsi les caractéristiques des profils des éthers lipides permettent de caractériser les 

macrophages J774. Quatre PG sont caractéristiques des J774 qui sont en majorité des espèces 

moléculaires contenant des AGPI (m/z 771,52 ; 799,55 et 819,59) dont l’intensité représente 20 % de 

l’ion majoritaire. Par ailleurs, deux CL spécifiques des J774 représentent 40 % de l’ion majoritaire. 

Enfin un seul sphingolipide est spécifique de cette lignée. 
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Classe lipidique m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire ± 
écart type 

PC    

 830,63 PC (P-18:0/18:1) PC (O-16:0/20:2) 31,3 ± 4,1 

 750,56  PC (O-16:0/14:0) 12,8 ± 1,5 

 806,58 PC (O-16:0/18:0) PC (O-18:0/16:0) 7,9 ± 4,1 

 858,65 PC (P-18:0/20:1) PC (P-20:0/18:1) PC (O-
18:0/20:2) PC (O-16:0/22:2) 

2,6 ± 0,1 

 880,64  PC (O-18:0/22:5) PC (P-18:0/22:4) 2,6 ± 0,05 

 856,64 PC (O-18:0/20:3) PC (P-18:0/20:2) PC (O-
16:0/22:3) 

2,1 ± 0,2 

 882,65  PC (O-18:0/22:4) 1,7 ± 0,7 

PE    

 726,54 PE (O-18:2/18:1) PE (P-18:0/18:2)  
PE (P-16:0/20:2) 

39,6 ± 7,8 

PI    

 847,57 PI (P-18:0/18:1) PI (O-16:0/20:2) 26,1 ± 2,6 
 821,53 PI (O-16:0/18:1) 12,5 ± 1,0 
 849,58 PI (O-18:0/18:1) 12,5 ± 0,8 
 873,58 PI (P-18:0/20:2) PI (O-18:0/20:3) 11,0 ± 1,8 
 875,60 PI (O-18:0/20:2) 8,9 ± 0,6 
 865,57 PI (18:0/18:0) 4,6 ± 1,4 

CL    

 1430 CL(16:0/18:1_18:1/18:1) 
CL(16:1/18:0_18:1/18:1) 

46,6 ± 1,7 

 1456,02 CL (18:1/18:1/18:118:1) 39,4 ± 0,9 

PG    

 819,59 PG (18:1/22:6) 16,3 ± 4,2 
 799,55 PG (18:1/20:2) 13,6 ± 0,3 
 771,52 PG (18:1/18:2) 11,7 ± 2,7 
 801,55 PG (18:1/20:1) 5,5 ± 2,8 

SM    

 789,61 SM (d18:1/18:0) 18,4 ± 1,9 
Tableau 16 : Espèces lipidiques uniquement retrouvées chez les J774 

 

3.3.2.2 THP1 

 

26 espèces sont spécifiques des THP1 avec une majorité de PL (17 espèces moléculaires : 4 

PC, 3 PI, 5 PE, 2 CL, 2 PG et 1 PA) et 9 sphingolipides (2 SM et 7 hexosylcéramides) (Tableau 17). 

Aucune PS n’est caractéristique des THP1 dans les profils observés. 
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Quatre ions de PC sont spécifiques pour ce groupe. Ce sont principalement des diacyl-PC (3 

ions) comprenant des AGS (m/z 736,51) ou AGMI m/z 762,58 et 874,65. Le seul éther-PC spécifique 

des THP1 est un alkyl-PC possédant des AGS et AGMI. Les intensités de ces espèces s’échelonnent 

de 2,0 % pour m/z 874,65 jusqu’à 10 % pour m/z 762,58. Les trois PI sont des diacyl-PI comprenant 

des AGS ou AGMI ayant des intensités de l’ordre de 20 %. Un alkyl-PI comprenant un AGPI est 

observé et correspond à m/z 867,54, l’abondance de ce PL représente 5 %. 

 

Les PE spécifiques des THP1 sont principalement des diacyl-PE avec des AGS et/ou des 

AGMI (m/z 688,90 ; 718,53) ou comprenant des AGPI en position sn2 (m/z 790,54 et 792,55). Un 

plasmalogène (m/z 720,50) ; PE (P-16:0/20:5) est une espèce moléculaire comprenant de l’EPA 

(C20:5). Deux PG sont spécifiques des THP1 possédant des AGS et représentant 10 % pour l’ion m/z 

721,50 et moins de 2 % pour l’ion m/z 693,47. Les CL spécifiques des THP1 comprennent l’ion le 

plus abondant pour cette lignée (m/z 1373,84) et l’ion m/z 1455,94 représentant 14 %.  

 

Pour les sphingolipides, deux SM sont caractéristiques des THP1 qui représentent moins de 5 

% de l’ion majoritaire et les héxosylcéramides dont le temps de rétention est proche de celui des CL. 

Ces ions sont ici observés sous forme d’adduits chlorés. 

 

Parmi les 26 ions qui ont été observés uniquement chez les THP1, une majorité de PL 

présentent des AGS ou des AGMI (13 ions sur 17). Les espèces moléculaires présentant des AGPI 

sont principalement des PE (3 ions) et un PI. Parmi ces espèces, on observe une équitable répartition 

entre les éthers lipides et les diacyl-PL. La principale originalité des profils lipidiques des THP1 est 

caractérisée par la présence de 7 espèces d’hexosylcéramides. 
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Classe lipidique m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire ± écart 
type 

Phospholipides 

PC    

 762,58  PC (14:0/16:1) PC (14:1/16:0) 10,1 ± 4,1 
 780,57  PC (O-16:0/18:1) PC (O-18:0/16:1) 8,7 ± 0,3 
 736,51  PC (14:0/14:0) 4,0 ± 0,4 
 874,65  PC (16:0/22:1) 2,0 ± 0,5 

PE    

 688,90   PE (16:0/16:1) 36,3 ± 1,2 
 790,54  PE (18:0/22:6) PE (18:1/22:5) 27,0 ± 9,1 
 792,55  PE (18:0/22:5) 19,4 ± 4,7 
 720,50  PE (P-16:0/20:5) 18,6 ± 2,9 
 718,53  PE (16:1/18:0) PE (16:0/18:1) 4,6 ± 0,3 

PI    

 807,50  PI (16:0/16:1) PI (14:0/18:1) 20,9 ± 1,3 
 809,52  PI (16:0/16:0) 18,6 ± 1,8 
 867,54  PI (O-16:0/22:6) 5,3 ±1,1 

CL    

 1373,84  CL(14:0/18:1_16:1/18:1) 
CL(16:0/16:1_16:1/18:1 

100 

 1455,94  CL(18:1/18:1/18:118:1) 14,1 ± 0,5 

PA    

 673,48 PA (16 :0/18 :1) 17,8 ± 4,8 

PG    

 693,47  PG (14:0/16:0) 1,8 ± 0,8 
 721,50  PG (16:0/16:0) 10,5 ± 2,4 

Sphingolipides 

Sphingomyélines    

 759,57  SM (d18:2/16:0) 3,2 ± 0,2 
 875,72   SM (d18:0/24:0) 1,9 ± 0,01 

Hexosylcéramides    

 1170,76  Trihexosylcéramide (d18:1/24:0) 100  
 1058,64  Trihexosylcéramide (d18:1/16:0) 53,7 ± 15,4 
 1172,77;  Trihexosylcéramide (d18:0/24:0) 44,2 ± 5,2 
 1142,73  Trihexosylcéramide(d18:1/22:0) 27,7 ± 2,0 
 1168,75  Trihexosylcéramide (d18:1/24:1) 18,2 ± 4,6 
 1008,71  Dihexosylcéramide (d18:1/24:0) 13,9 ± 6,1 
 1022,66  Dihexosylcéramide (d18:1/24:1) 10,1 ± 3,7 
Tableau 17 : Espèces lipidiques uniquement retrouvées chez les THP1 

 

3.3.2.3 HMDM 
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Le Tableau 18 présente 29 espèces spécifiques des HMDM qui présentent aussi une majorité 

de PL 22 ions (7 PC, 4 PI, 3 PE, 3 CL, 2 PS, 2 PG et 1 PA) et 7 sphingolipides (2 SM et 5 GM3). Pour 

les classes phospholipidiques PC, PI, PE et PS, les PL caractéristiques des macrophages humains 

présentent une majorité d’espèces moléculaires ayant des AGPI.  

 

Parmi ces quatre classes, la PC présente un nombre important de PL contenant de l’acide 

arachidonique (AA) comme les ions m/z 866,59 ; 840,58 ; 824,58 ; 894,61 ou acide dihomo-γ-

linolénique (DGLA) comme les ions m/z 842,59 et 870,62. Ces ions présentent une intensité qui 

s’échelonne entre 5 et 18 %. Pour les PE, deux alkyls-PE ont été identifiés et correspondent aux ions 

m/z 772,53 et m/ z 700,53 dont les intensités sont de l’ordre de 20 %. L’ion m/z 768,55  est un diacyl-

PE dont l’abondance est de 10 %. Pour les PI, on dénombre quatre espèces caractéristiques, qui se 

répartissent équitablement entre plasmalogènes et diacyl-PI. Ces deniers sont les plus intenses (m/z 

909,55 et 913,58). Pour les plasmalogènes, ces ions ont une faible intensité : 1,2 % pour m/z 895,57 et 

moins de 1 % pour l’ion m/z 899,60. 

 

Les HMDM présente deux espèces de PS caractéristiques, c’est le seul type de macrophages 

présentant cette caractéristique. Deux espèces moléculaires comprenant des AGPI ont été observées 

comme m/z 838,56 et 840,57. Ces molécules sont minoritaires puisqu’elles représentent moins de 5 %. 

Deux espèces de PG sont caractéristiques. Ces espèces moléculaires comprennent des AGPI et même 

doublement polyinsaturés comme l’ion m/z 865,50. Ces ions sont, à la différence des PS, majoritaires 

parmi les espèces moléculaires de PG. Les CL présentent trois ions caractéristiques avec des intensités 

relatives s’échelonnant entre 80 % pour l’ion m/z 1423,96 et 30 % pour l’ion m/z 1475,99. Ces trois 

espèces ont une moitié de PA commune, (PA (18:1/18:2)). L’autre partie est constituée par un 

mélange d’AG constitué par l’association d’acide palmitoléique (C16:1), de DGLA (C20:3) et d’acide 

linoléique (C18:2). 

 

Sept sphingolipides sont caractéristiques des HMDM. Comme précédemment, peu d’espèces 

de SM sont caractéristiques, (deux espèces avec une abondance inférieure à 5 %). Les profils de 

HMDM montrent une grande diversité en GM3. Comme pour les hexosylcéramides, ces espèces n’ont 

pas été comptabilisées dans la quantification Corona, pour les raisons qui ont été évoquées 

précédemment. Parmi les espèces identifiées, on observe une majorité de GM3 avec un radical 

sphingosine (d18:1) et deux avec un radical sphinganine (d18:0). L’espèce majoritaire des GM3 est 

aussi présente chez les THP1. Cinq espèces caractéristiques sont observées avec notamment une 

espèce présentant un AG impair. 
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Classe 
phospholipidique 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire ± 
écart type 

Phospholipides 

PC    

 866,59  PC (18:1/20:4) 18,6 ± 7,5 
 840,58  PC (16:0/20:4) 17,9 ± 5,3 
 842,59  PC (16:0/20:3) PC (18:1/18:2) 14,6 ± 0,7 
 892,60 PC (18:0/22:6) PC (18:1/22:5) 8,9 ± 0,6 
 824,58  PC (P-16:0/20:4) 8,3 ± 3,0 
 894,61  PC (20:1/20:4) PC (18:1/22:4)  

PC (18:0/22:5) 
6,6 ± 0,3 

 870,62  PC (18:0/20:3) PC (18:1/20:2) 5,5 ± 2,7 

PE    

 772,53  PE (O-18:2/22:6) 22,9 ± 2,8 
 700,53 PE (O-18:2/16:0) 21,8 ± 4,7 
 768,55 PE (18:0/20:3) PE (18:1/20:2) 10,5 ± 2,6 

PI    

 909,55 PI (18:0/22:6) PI (18:1/22:5) 17,7 ± 0,6 
 913,58 PI (18:0/22:4) 9,5 ± 1,3 
 895,57  PI (P-18:0/22:5) 1,2 ± 0,7 
 899,60  PI (P-18:0/22:3) 0,6 ± 0,3 

PS    

 838,56 PS (18:0/22:4) 5,0 ± 2,1 
 840,57 PS (18:0/22:3) 0,9 ± 0,5 

CL    

 1423,96  CL (18:1/18:2_16:1/18:2) 83,7 ± 13,0 
 1449,98  CL (18:1/18:2_18:2/18:2) 66,9 ± 1,6 
 1475,99 CL (18:1/18:2_18:2/20:3) 31,2 ± 3,8 

PG    

 865,50 PG (22:6/22:6) 100 
 821,53  PG (18:1/22:5) 78,1 ± 4,8 

PA    

 701,48 PA (16:0/18:1) 56,0 ± 1,3 

Sphingolipides 

Sphingomyélines    

 733,55  SM (d18:1/14:0) 2,3 ± 0,3 
 869,67 SM (d18:2/24:1) 5,4 ± 0,6 

Gangliosides    

 1151,71 GM3 (d18:1/16:0) 63,6 ± 10,8 
 1235,80  GM3 (d18:1/22:0) 22,3 ± 3,0 
 1153,71  GM3 (d18:0/16:0) 21,6 ± 0,5 
 1265,84  GM3 (d18:0/24:0) 18,9 ± 7,7 
 1249,82  GM3 (d18:1/23:0) 7,7 ± 0,3 
Tableau 18 : Espèces lipidiques uniquement retrouvées chez les HMDM 
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Pour les trois types de macrophages le nombre d’espèces lipidiques caractéristiques est 

variable. En effet, le nombre de lipides est de 21 pour les J774, 26 pour les THP1 et 29 pour les 

HMDM. Pour le J774, les espèces caractéristiques sont principalement observées au niveau des PG et 

des éthers lipides de PI, PE et PC. Pour les THP1, la présence d’hexosylcéramide et de PL possédant 

une faible proportion d’AGPI est caractéristique de la lignée. Enfin, les HMDM présentent une 

majorité d’espèces moléculaires caractéristiques possédant des acides gras polyinsaturés au niveau des 

PL et une population d’espèces de GM3 singulière. Ainsi les 165 ions identifiés se répartissent en 54 

ions communs et 76 ions spécifiques. Les 35 ions restant ont été observés uniquement chez deux 

lignées de macrophages, ainsi trois groupes d’espèces sont définis. 

 

3.3.3 Espèces lipidiques présentes chez deux types de macrophages 

 

3.3.3.1 J774 et THP1 

 

22 ions sont exclusivement présents chez les THP1 et les J774, ils se répartissent en 6 PC, 4 

PE, 4 PG, 3 PI, 3 CL et 2 PG (Tableau 19). 

 

Les PC identifiées dans cette catégorie sont exclusivement des éthers-PC. Parmi ces ions, il 

existe une part importante d’ions composés d’AGS (m/z 778,59), d’AGMI ou comprenant de l’acide 

linoléique (C18:2) (m/z 802,59 ; 804,61 ; 832,64) et sont plus fortement exprimées chez les J774. Les 

composés ayant des AGPI sont aussi sous forme d’éthers-PC avec des quantités beaucoup plus 

modestes mais toujours plus fortement exprimées chez les J774 (m/z 828,56 : 6,1 % pour les J774 

contre 1,3 % chez les THP1 et pour l’ion m/z 850,59 5,2 % pour les J774 et seulement 1,9 % pour les 

THP1). 

 

Les PE de ce groupe présentent les mêmes caractéristiques que les ions de PC précédemment 

cités mais les abondances sont comparables entre les J774 et THP1. Le seul diacyl-PE est l’ion m/z 

714,51. Les extraits de J774 présentent pour cet ion une quantité plus importante (30 %) par rapport 

aux THP1 (15,7 %). Trois espèces de PI sont aussi présentes uniquement chez les J774 et THP1. Ces 

espèces sont principalement des alkyls-PI comprenant un acide arachidonique. L’ion m/z 871,57 ; PI 

(O-18:0/20:4) a une abondance comparable entre les J774 et les THP1, tandis que l’ion m/z 843,54 est 

plus représenté chez les THP1. 

 

Concernant les PG, seuls quatre ions sont observés dans ces deux extraits de macrophages. 

Qualitativement ce sont principalement des PG présentant uniquement des AGS (m/z 749,53) ou 



 

162 
 

AGMI monoinsaturés pour les trois autres. Deux ions ne présentent pas de différences m/z 745,56 et 

775,59. Concernant les ions m/z 719,49 et 749,53, les abondances relatives sont plus importantes pour 

les THP1. 

 

Enfin, trois CL sont présentes chez les J774 et les THP1. Les ions m/z 1371,83 et m/z 1401,98 

présentent des intensités comparables entre les deux lignées tandis que l’ion m/z 1427,99 est l’ion 

majoritaire des CL pour les J774 et largement exprimé pour les THP1. 

 

Classes 
phospholipidiques 

m/z Identification J774 THP1 

PC     
 778,59 PC (O-16:0/16:0) PC (O-18:0/14:0) 40,0 ± 12,3 4,0 ± 1,0 
 802,59 PC (P-18:0/16:1) PC (O-16:0/18:2) PC (P-16:0/18:1) 14,2 ± 3,4 4,8 ± 0,2 
 850,59 PC (P-18:0/20:5) PC (O-16:0/22:6) 5,2 ± 2,2 1,9 ± 0,3 
 804,61 PC (O-16:0/18:1) PC (O-18:0/16:1) 88,9 ± 11,2 30,2 ± 1,3 
 828,56 PC (O-16:0/20:3) 6,1 ± 1,5 1,3 ± 0,3 
 832,64 PC (O-18:0/18:1) PC (O-16:0/20:1) 19,4 ± 0,7 2,2 ± 0,6 
PE     
 672,5  PE (P-16:0/16:1) 34,8 ± 9,2 49,1 ± 4,0 
 698,51 PE (P-16:0/18:2) 36,5 ± 8,8 28,1 ± 0,2 
 728,56 PE (P-16:0/20:1) PE (P-18:0/18:1) 23,8 ± 4,9 15,8 ± 1,9 
 714,51 PE (16:1/18:1) PE (16:0/18:2) 30,0 ± 4,9 15,7 ± 1,1 
PI     
 837,54  PI (16:0/18:0) 2,4 ± 0,5 15,7 ± 1,3 
 843,54  PI (O-16:0/20:4) 2,4 ± 0,9 12,1 ± 1,7 
 871,57 PI (O-18:0/20:4) 9,6 ± 2,6 8,0 ± 0,4 
PS     
 732,48  PS (16:1/16:0) 18,1 ± 3,9 17,1 ± 3,4 
 758,58  PS (16:1/18:1) PS (16:0/18:2) 18,6 ± 1,5 8,0 ± 3,4 
CL     
 1371,83  CL (16:1/16:1_16:1/18:1)  

CL (14:0/18:2_16:1/18:1) 
26,8 ± 1,7 23,2 ± 0,4 

 1401,98  CL (16:1/18:1_16:0/18:1)  
CL (16:1/18:1_16:1/18:0) 

44,1 ± 6,0 39,5 ± 4,5 

 1427,99  CL (16:1/18:1_18:1/18:1) 100 78,3 ± 9,8 
PG     
 749,53  PG (16:0/18:0) 1,1 ± 0,6 10,2 ± 1,2 
 719,49  PG (16:0/16:1) 1,1 ± 0,7 5,5 ± 0,2 
 745,56  PG (16:1/18:1) 13,4 ± 0,2 7,3 ± 1,2 
 775,59 PG (18:0/18:1) 17,9 ± 5,9 13,1± 7,4 

Tableau 19 : Espèces phospholipidiques uniquement présentes dans les extraits de macrophages J774 et 
THP1 

 

3.3.3.2 THP1 et HMDM 

 

Seulement 7 ions sont retrouvés à la fois chez les THP1 et chez les HMDM (Tableau 20). Ce 

sont principalement des éthers-PE avec des AGPI. Les ions m/z 750,54 et 778,57 présentent des 
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abondances plus importantes chez les HMDM, au contraire l’ion m/z 752,54 est plus fortement 

exprimé chez les THP1.  

 

Par ailleurs, l’ion m/z 762,52 correspondant à une PS avec des AGS est absent des extraits 

lipidiques de J774. Cette espèce présente une abondance de 10 % chez les THP1 et de 4,5 % pour les 

HMDM. Enfin trois SM sont caractéristiques de ces types de macrophages et présentent des 

abondances relatives différentes. 

 

Classes lipidiques m/z Identification THP1 HMDM 

PE     

 750,54  PE (P-18:0/20:4) PE (P-16:0/22:4) 34,6 ±3,6 55,2± 2,8 
 752,54 ;  PE (O-18:0/20:4) PE (P-18:0/20:3) 13,6 ±0,3 5,8± 2,2 
 778,57  PE (O-18:0/22:5) PE (P-20:0/20:4)  

PE (P-18:0/22:4) 
4,1 ±0,2 10,4± 0,6 

PS     

 762,52   PS (16:0/18:0) 9,1 ± 0,9 4,5± 1,2 

Sphingolipides     

 847,64 SM (d18:0/22:0) 5,5 ±0,4 10,8 ± 2,4 
 1261,82 GM3 (d18:1/24:1) 100 85,6 ± 11,7 
 1263,83  GM3 (d18:1/24:0) 8,6 ± 4,7 100 
Tableau 20 : Espèces lipidiques uniquement présentes dans les extraits de macrophages THP1 et HMDM 

 

3.3.3.3 J774 et HMDM 

 

Six espèces de PL appartiennent à ce groupe (3 PS, 1 PE, 1 PI et 1 CL). Ce sont 

principalement des diacyl-PL excepté pour l’ion m/z 897,58. La majorité des espèces moléculaires 

comportent des AGPI et présentent des abondances différentes entre les J774 et les HMDM (Tableau 

21). 
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Classe 
phospholipidiques 

m/z Identification J774 HMDM 

PE     

 766,54  PE (18:0/20:4) PE (18:1/20:3) 26,8 ± 1,7 93,89± 0,63 

PI     

 897,58  PI (O-18:0/22:5) PI (P-
18:0/22:4) 

2,9 ± 0,24 1,3 ± 0,6 

PS     

 810,53  PS (18:0/20:4) PS (18:1/20:3) 16,3 ± 3,2 11,0 ± 4,5 
 812,54  PS (18:0/20:3) 35,8 ± 11,3 7,3 ± 1,4 
 814,56  PS (18:0/20:2) PS (18:1/20:1) 32,4 ± 6,6 2,7 ± 0,9 

CL     

 1478  CL (18:1/18:2_18:1/20:3) 3,9 ± 1,3 20,6 ± 1,6 
Tableau 21 : Espèces phospholipidiques uniquement présentes dans les extraits de macrophages J774 et 
HMDM  

 

4 Discussion et conclusion 
 

Ce travail avait pour objectif de présenter une comparaison de la composition 

phospholipidique de trois types de macrophages les plus souvent retrouvés dans la littérature.  

 

Dans un premier temps, l’analyse des AG méthylés par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse a été utilisée pour déterminer les proportions relatives des 

différents AG des PL. Cette analyse a nécessité tout d’abord de séparer les PL des autres classes 

lipidiques au moyen d’une méthode d’extraction en phase solide. Cette méthode de purification a été 

évaluée avec une méthode de NP-LC avec une détection à aérosol chargé ou Corona. Les différentes 

fractions récoltées ont montré que les PL étaient bien récupérés et surtout qu’il n’existait pas 

d’interférences avec les lipides neutres. Puis, l’analyse d’un mélange complexe d’AG méthylés a 

révélé que la source d’ionisation à impact électronique fournissait des spectres de masse difficilement 

interprétables notamment pour les AGPI. Ainsi, l’ionisation chimique reconnue pour être plus douce a 

permis d’identifier les AGPI grâce aux adduits dérivés du méthane et de l’ion moléculaire. Les temps 

de rétention et les éventuelles coélutions ont pu être détectés lors des premiers essais. La mise au point 

de la méthode a rendu possible la séparation de la plupart des différents composés mais une fenêtre de 

détection SIM a été ajoutée afin de séparer un dérivé du DGLA (C20:3) de l’acide arachidonique 

(C20:4). La technique de GC-MS mise en place au sein du SAMM a été utilisée pour déterminer les 

proportions d’AG méthylés des échantillons biologiques. Les résultats obtenus montrent que les 

macrophages de Souris J774 sont les plus riches en AGMI, que les THP1 sont les plus riches en AGS 

tandis que les macrophages humains sont les plus riches en AGPI. L’objectif de cette méthode est de 

fournir une vision globale de la composition des AG membranaires afin de déterminer s’il existe des 
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différences importantes entre les différents types de macrophages et d’orienter l’interprétation des 

données LC-MS. De plus, le protocole choisi est adapté à l’analyse d’autres fractions lipidiques 

comme notamment la composition des AG des lipides neutres. En effet, la méthode trans-

estérification en milieu acide permet la synthèse d’AG méthylés pour l’ensemble des classes 

lipidiques. 

 

La technique de chromatographie liquide utilisée représente une méthode adaptée dans le 

contexte de l’étude. En effet, la séparation par NP-LC permet non seulement de déterminer les 

proportions des classes phospholipidiques mais aussi d’élucider la structure des espèces moléculaires 

grâce à son couplage avec la spectrométrie de masse ultra-haute résolution. Le caractère universel du 

détecteur Corona et la spécificité de la détection en spectrométrie de masse ont été mises à profit au 

cours de cette étude. En effet, des coélutions ont été mises en évidence grâce à l’identification des 

composés en spectrométrie de masse.  

 

La composition des PL membranaires des différents types de macrophages ne présente pas de 

différence majeure concernant les principales classes de PL. Même si la quantité de biomasse 

recueillie pour les macrophages issus de lignées était plus importante, il faut cependant noter une 

augmentation des proportions de SM au sein des HMDM. Cela pourrait être mis en relation avec 

l’augmentation des AGPI, afin de maintenir la structure de la bicouche lipidique et de conserver ses 

propriétés physico-chimiques notamment au niveau de la fluidité membranaire. 

 

L’étude de la composition des PL par NP-LC-LTQ-Orbitrap a permis de définir 

qualitativement et quantitativement la composition des PL membranaires de trois types de 

macrophages. Ainsi, 165 ions identifiés ont été répartis en trois groupes afin de présenter une étude 

comparative. Au total l’ensemble de trois types de macrophages présente globalement le même 

nombre d’ions observés, proche de 100 (96 ions pour les HMDM, 103 pour les J774 et 109 pour les 

THP1). La moitié de ces ions sont communs aux trois types de cellules (49,5 % pour les THP1 52,4 

pour les J774 et 56,2 pour les HMDM) mais on observe des différences quantitatives. Ceci est 

particulièrement vrai pour les ions majoritaires de chaque classe phospholipidique. On peut distinguer 

les PC, PS et SM qui ont le même ion majoritaire pour les trois types de macrophages. Au contraire, 

les PE, PI, CL et PG qui ont un ion majoritaire diffèrent entre les macrophages. Qualitativement, l’ion 

majoritaire pour les HMDM présente un AGPI pour les PE, PI et PG. Les espèces moléculaires 

communes aux trois types de macrophages sont principalement des PL contenant des AGS ou AGMI 

pour les PC, AGPI pour les PE et PI, et équitablement répartis entre AGS, AGMI et AGPI pour les PS. 

 

Le deuxième groupe défini est celui des ions spécifiquement retrouvés pour un type de 

macrophages. Ces espèces moléculaires représentent pour les lignées autour de 20 % de la totalité des 
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ions identifiés (J774 : 20,4 % et THP1 : 23,8 %). Il est cependant intéressant de relever que ce 

pourcentage est plus élevé pour les HMDM (30 % des ions identifiables sur les 96). Ces ions sont pour 

une part importante des PL comprenant des AGPI pour les PC, PI, PE, PS et PG. Concernant les J774 

et les THP1, les espèces spécifiques sont principalement des éthers-PL de PI, PE et PC. La répartition 

des AG de ces classes est équitable entre les différents types d’AG. La différence majeure entre les 

ions spécifiques de chaque type de macrophages est la composition des sphingolipides. En effet, les 

HMDM ont une quantité non négligeable de ganglioside (5 espèces spécifiques et 2 identifiées dans 

les HMDM et THP1), les THP1 présentent un nombre important d’héxosylcéramide. Ces molécules ne 

sont pas observées chez les macrophages de Souris J774.  

 

Concernant les ions qui ont été retrouvés uniquement chez deux types de macrophages, le 

groupe THP1 et J774 présente le nombre d’ions le plus important (22 ions). Ce sont principalement 

des éthers-PL de PC, PI et PE comprenant en majorité des AGS et AGMI. Les deux autres groupes 

(ions partagés par HMDM et THP1 ; HMDM et J774) possèdent beaucoup moins d’ions et 

correspondent respectivement à 4,24 % et 3,63 % des ions identifiés. Ainsi, les THP1 et les J774 

partagent près de 70 % des phospholipides identifiées (70 % et 74 % respectivement). 

 

Nous avons tenté d’illustrer cela en créant une matrice à l’aide du logiciel Mzmine, pour 

traiter ces données avec une analyse en composantes principales et une PLS-DA. Le tracé des scores 

de la PLS-DA est présenté dans la Figure 63. Une tolérance plus large a été accordée au temps de 

rétention puisque l’analyse des HMDM et celles des lignées ont été différées dans le temps. 

Néanmoins, on observe que la première composante permet de séparer les cellules des lignées des 

HMDM, elle représente 40 % de la variance. La deuxième composante permet de séparer les TPH1 

des macrophages de Souris J774, la part de variance expliquée pour cette composante est de 16 %. 

Ainsi, cette figure illustre bien les observations effectuées précédemment. En effet, la composition 

phospholipidique des HMDM représente la première part de variance. Les différences de composition 

entre les J774 et les THP1 sont plus faibles et représentent la deuxième part de variance. 
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Figure 63 : Analyses en composante principale des données NP-LC-LTQ-Orbitrap™ des extraits de 
macrophages HMDM, THP1 et J774 

 

La principale réserve à émettre est que la liste des ions identifiés n’est pas forcément 

exhaustive. L’ensemble des échantillons ont été analysés selon un mode d’acquisition particulier. En 

effet, le spectromètre LTQ-Orbitrap™ fonctionne en mode data dépendant. C’est-à-dire que la double 

trappe linéaire procède à la fragmentation des ions suivant un mode d’exclusion dynamique. Ainsi les 

5 ions les plus intenses du spectre Full-Scan sont fragmentés selon le mode « collision induced 

dissociation » ou CID. Le seuil fixé est de 1,0E+05 pour déclencher une fragmentation des ions (MS²). 

Puis, les deux ions les plus intenses du spectre MS² sont fragmentés avec un seuil fixé à 500. La 

fragmentation des 5 ions les plus intenses est réalisée trois fois sur une plage de 30 secondes. Ils sont 

ensuite ignorés pendant 15 secondes pour passer aux 5 suivants. Ce mode d’acquisition est 

particulièrement adapté pour réaliser un grand nombre de fragmentations afin de procéder à 

l’identification d’un maximum d’ions dans un mélange biologique. Il est néanmoins fort probable que 

certains ions, dont l’abondance ne déclenche pas les seuils de fragmentation, n’aie pas pu être 

identifiés dans cette étude. Il est donc difficile de prétendre que la composition de chaque type 

d’échantillon est exhaustive. Les ions minoritaires ne sont pas identifiables dans les profils obtenus. 

 

Cette étude se propose de créer une base de données des espèces phospholipidiques contenues 

dans différents types de macrophages. Cette cartographie peut être utilisée de différentes manières. La 

plupart du temps, l’objectif des analyses lipidomiques est de déterminer quelles modifications de 

composition sont observables entre deux groupes d’échantillons grâce à l’analyse de données 
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multivariées. Les techniques chimiométriques construisent un modèle mathématique capable de 

distinguer les différents groupes d’échantillons et d’obtenir des informations sur les variables 

responsables de ces différences. Cette base de données des PL de macrophages peut être utilisée en 

complément des analyses chimiométriques afin de connaître les PL qui ne sont pas modifiés entre les 

deux groupes. En effet, cette information est rarement disponible, puisqu’il est particulièrement long et 

fastidieux de procéder à l’identification de l’ensemble des métabolites. Connaître les métabolites non 

modifiés peut être informatif pour exclure certaines hypothèses. 

 

Enfin, établir cette composition globale pourrait éventuellement servir d’argument afin 

d’éviter d’utiliser les macrophages humains. En effet, ces cellules sont plus physiologiques mais leur 

utilisation est soumise à de nombreuses contraintes (temps de culture cellulaire, volume de sang total à 

prélever, variabilité de la réponse cellulaire en fonction du donneur). Les lignées de macrophages sont 

au contraire très simples à obtenir, le temps de culture est court et ces cellules sont douées d’une 

capacité de division intense.  
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Chapitre 5 : Etude de l’impact de 

l’incorporation d’acide gras ω3 sur les 

phospholipides de macrophages humains et 

mise en relation avec la diminution d’efflux 

du cholestérol 
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1 Introduction  
 

La composition des plaques d’athérosclérose présentes dans les artères de gros et moyen 

calibre, varie au cours du temps mais une caractéristique commune à toutes les plaques est la présence 

d’un cœur lipidique correspondant à l’accumulation de cellules spumeuses qui sont des macrophages 

gorgés de cholestérol. La seule possibilité qu’ont ces cellules de se débarrasser de ce cholestérol est de 

le céder à un accepteur extracellulaire que sont les HDL ou les préβ-HDL. Il s’agit de l’efflux du 

cholestérol libre qui est la première étape du transport inverse du cholestérol qui assure le retour du 

cholestérol en excès des cellules des tissus périphériques vers le foie, seul organe capable de 

l’éliminer.  

 

Parmi les différents mécanismes permettant la sortie du cholestérol, le transporteur ATP 

binding casette A1 (ABCA1) est physiologiquement le plus important. Le déficit de cette protéine 

membranaire est responsable de la maladie de Tangier caractérisée notamment par l’apparition 

précoce de lésions d’athérosclérose et une concentration effondrée des HDL circulantes. Comme toute 

protéine présente dans la membrane plasmique, la fonctionnalité de l’ABCA1 dépend des propriétés 

de la membrane dans laquelle il est inséré et notamment de la composition des PL. Ainsi, on peut 

émettre l’hypothèse que la modification de la composition en acides gras des  PL membranaires des 

macrophages puisse modifier le fonctionnement de l’ABCA1 et ainsi impacter les capacités d’efflux 

du cholestérol de ces cellules. En effet, nous avons récemment démontré que l’incorporation d’acide 

gras trans diminue le fonctionnement de l’ABCA1275. Plus récemment, d’autres travaux de notre 

équipe ont rapporté que l’addition d’EPA (C20:5) dans des cultures de macrophages humains 

(HMDM : Human Monocyte-Derived Macrophage) diminuait les capacités d’efflux du cholestérol par 

un mécanisme impliquant les proteines kinases A (PKA)282. 

 

Dans ces études, les modifications de composition des phospholipides membranaires ont été 

appréciées grâce à une technique de chromatographie en phase gazeuse (GC). Cette technique permet 

l’analyse des AG membranaires après une réaction de trans-estérification. Cette réaction consiste à 

détruire les phospholipides natifs pour générer des AG méthylés, composés suffisamment volatils pour 

être analysés par GC. L’utilisation de cette méthode permet d’observer une modification relative des 

profils d’AG mais ne permet pas de déterminer la nature et la classe des PL impactés par cet ajout 

chronique d’EPA dans les cultures de macrophages. 

 

Dans ce travail, nous avons donc utilisé des techniques de chromatographie liquide couplée à 

la spectrométrie de masse permettant d’effectuer une comparaison des profils phospholipidiques 

obtenus et de caractériser les espèces moléculaires responsables des différences de comportement 
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entre les groupes d’échantillons. Notre objectif est d’établir et de comparer les profils lipidiques 

détaillés (« signature lipidique ») obtenus dans les différentes conditions expérimentales (HMDM 

supplémentés ou non en EPA) puis de les mettre en relation avec les modifications d’efflux observées 

afin de mettre en évidence l’existence potentielle d’une relation phospholipidome-fonction. 

 

2 Matériel et méthodes 
 

2.1 Culture cellulaire et mesure de l’efflux du cholestérol  

 

Les monocytes ont été isolés à partir de sang total issu de 11 patients normolipidémiques 

(Etablissement français du sang) par gradient de Ficoll puis différenciés en macrophages par adhésion 

sur support plastique Primaria® 24 puits durant une période de 11 jours dans un milieu de culture 

composé de RPMI 1640 auquel sont ajoutés 10 % de sérum de veau foetal, des antibiotiques et 20 

ng.ml-1 de hM-CSF (human macrophage-colony stimulating factor). Tous les composés utilisés sont 

dépourvus d’endotoxine.  

 

Pour étudier les effets des modifications membranaires dues à l’addition d’EPA (acide 

eicosapentaénoïque), les macrophages humains sont incubés pendant 34 heures dans le milieu de 

culture avec 70 µmol.L-1 d’EPA (Cayman, Chemical Company, Ann Harbor, MI) liés à de l’albumine 

bovine (groupe EPA ou EPA). Les cellules servant de témoins sont incubées dans le milieu de culture 

non supplémenté en EPA (groupe Témoins ou T).  

 

L’efflux isotopique est mesuré en marquant les pools de cholestérol par addition de cholestérol 

tritié (1Ci/puits) au milieu expérimental supplémenté ou non en AG. Les cellules sont ensuite 

incubées 16 heures dans du milieu sans sérum contenant 0,2 % d’albumine bovine et des agonistes 

LXR/RXR (5 g/ml de 22-hydroxy-cholestérol et 10 M d’acide rétinoïque) afin d’induire la 

surexpression de l’ABCA1. Après cette période d’équilibration, l’efflux est mesuré 4 heures après 

l’addition d’apoAI (15 g/ml) comme accepteur de cholestérol. 

 

2.2 Réactifs 

 

2.2.1 Standards 
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Les standards de PL utilisés pour les analyses de chromatographie liquide proviennent de chez 

Sigma-Aldrich® (Saint-Quentin-Fallavier, France) : diphosphatidylglycérol ou cardiolipine (CL), 

glycérophosphatidylinositol (PI) (extrait de foie de bovin), L-α-glycérophosphatidyléthanolamine 

(PE), L-α-phosphatidylcholine (PC), L-α-lysophosphatidylcholine (LPC) (extrait de jaune d’œuf), L-α-

phosphatidyl-L-sérine (PS) et sphingomyéline (SM) (extrait de cerveau de bovin). Les standards ont 

été préparés à la concentration initiale de 0,5 g.L-1 dans un mélange chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v). 

Tous les analytes ont été conservés à une température de -20°C. 

 

Pour les analyses GC-MS, un mélange de 37 AG méthylés (Supelco®) et du méthyle 

nonadécanoate (C19:0) ont été fournis par Sigma-Aldrich® (Saint-Quentin-Fallavier, France). 

 

2.2.2 Solvants 

 

Les solvants utilisés pour les extractions et les analyses chromatographiques sont le n-heptane, 

le 2-propanol, le chloroforme, le méthanol et l’eau. Tous les solvants utilisés sont de qualité HPLC et 

obtenus chez VWR international®. La triéthylamine (99 %) et l’acide acétique glacial ont été ajoutés 

dans toutes les phases mobiles (Sigma Aldrich®, Saint-Quentin-Fallavier, France). 

 

2.3 Extraction des lipides et préparation des acides gras méthylés 

 

L’extraction des lipides a été réalisée en utilisant un dérivé de la méthode de Folch40. Chaque 

puits de culture contenant les HMDM a été rincé deux fois avec du tampon avant l’addition de 300 µL 

d’eau désionisée. Chaque plaque de culture cellulaire a été congelée à -20°C puis décongelée à 

température ambiante. Sept mL d’un mélange de chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v) ont été ajoutés à la 

suspension cellulaire obtenue. Les extraits lipidiques ont été recueillis dans la phase chloroformique 

après une centrifugation à 1000 g pendant 10 minutes à température ambiante. Les résidus lipidiques 

ont été évaporés à sec puis reconstitués avec 300 µL d’un mélange chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v). 

La population d’échantillons analysés est constituée de 11 échantillons par groupe (T et EPA). 

 

Pour les analyses GC-MS, seule la fraction phospholipidique a été étudiée. Une méthode 

d’extraction en phase solide a été utilisée basée sur la méthode de Pinkart et al57,311. Une colonne de 

100 mg de phase aminopropyle (Agilent Technologies®, Les Ulis, France) a été activée par 4 mL de n-

heptane puis un volume d’échantillon de 100 µL a été déposé. Les lipides neutres ont été élués par 3 

mL de chloroforme, la fraction des AG libres a été éluée par 4 mL de diéthyléther/acide acétique 
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(98 :2 ; v/v). Enfin, les PL ont été élués par 3 mL de méthanol/chloroforme (6 :1 ; v/v) puis par 3 mL 

de méthanol/chloroforme (6 :1 ; v/v) contenant 0,05 mmol.L-1 d’acétate de sodium. Les deux dernières 

fractions ont été collectées, réunies et évaporées à sec. Cinquante µg de méthyle nonadécanoate ont été 

ajoutés comme étalon interne. La trans-estérification a été effectuée par un mélange de 1,6 mL de 

méthanol et 100 µL de chlorure d’acétyle pendant 25 minutes à 80°C. Après réaction, les AG méthylés 

ont été extraits par 2 mL de n-heptane, évaporés à sec puis repris dans 50 µL de n-heptane. 

 

2.4 Analyse des acides gras méthylés par chromatographie gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) 

 

Les analyses GC/MS ont été effectuées sur Trace GC Ultra gas chromatography équipé d’un 

injecteur automatique AI3000II couplé avec une trappe ionique ITQ 900 fourni par ThermoFisher 

Scientific® (Les Ulis, France). La séparation de chromatographie en phase gazeuse a nécessité 

l’utilisation d’une colonne TraceGold TG-polar (30 m x ID 0,25 mm x film d’épaisseur de 0,2 µm). 

L’hélium a servi de gaz vecteur avec un débit de 1,3 mL.min-1. La température de l’injecteur a été 

réglée à 230 °C comme la ligne de transfert vers la spectrométrie de masse. Le volume d’injection de 

l’échantillon est de 1 µL en split (ratio 1:25) et le programme du four a été réglé comme suit: 110 °C 

maintenus pendant 3 minutes puis une augmentation à 175°C à 6 °C.min-1, puis à 185°C à 1 °C.min-1 

et pour finir à 210 °C à 5 °C.min-1. Le temps d’acquisition total a été de 26 minutes. 

 

La détection en spectrométrie de masse a été effectuée en utilisant une ionisation chimique en 

mode positif. La température de la source a été réglée à 200 °C et le méthane a été utilisé comme gaz 

réactant à un débit de 1,3 mL.min-1. La détection en masse a été effectuée en mode Full-Scan avec une 

gamme de masse allant de m/z 40 à 400 avec un délai de solvant de 3 minutes. Chaque AG a été 

exprimé en pourcentage du total de l’aire des AG identifiés. Le calcul tient compte des facteurs de 

réponse de chaque AG méthylé obtenus à partir de l’analyse du mélange de 37 AG méthylés 

(Supelco®). Les données sont exprimées par la moyenne des pourcentages ± SEM (Standard Error of 

Mean) pour un AG donné. Le nombre d’analyses effectuées pour chacun des groupes est égal à 20 

(n=20). Les AG ayant un pourcentage inférieur à 1 % ne sont pas reportés mais sont comptabilisés 

dans la catégorie « autres ». 

  



 

175 
 

2.5 Analyse des phospholipides par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS) 

 

2.5.1 Chromatographie liquide et quantification des classes lipidiques  

 

La séparation des phospholipides a été effectuée à une température de 35 °C en utilisant une 

colonne PVA-Sil (150 x 2,1 mm ID, 5 µm) YMC Europe Gmbh. Cette méthode de séparation 

chromatographique a été décrite au cours de travaux antérieurs82,86,89,253,301,304. Le débit des effluents 

chromatographiques a été divisé à 0,25 mL.min-1 au détecteur Corona, ThermoFisher Scientific® (Les 

Ulis, France), pour les analyses quantitatives. De l’éthanol a été mélangé aux effluents 

chromatographiques à un débit de 0,2 mL.min-1 fourni par une seconde pompe chromatographique. 

Une série de contrôles a été analysée pour la quantification des classes lipidiques, diluées dans les 

mêmes conditions que les échantillons biologiques. Ces échantillons ont été dilués pour obtenir des 

concentrations s’échelonnant de 0,0125 à 0,5 mg.mL-1. La quantification des classes 

phospholipidiques a été réalisée sur 15 déterminations pour chaque groupe d’échantillons. 

 

2.5.2  Spectrométrie de masse 

 

Les effluents chromatographiques sont introduits dans le spectromètre LTQ-Orbitrap Velos 

Pro™, ThermoFisher Scientific® (Les Ulis, France) à un débit de 0,15 mL.min-1 équipé d’une source 

Electrospray. Le mode d’ionisation négative a été utilisé pour obtenir des informations structurales sur 

les espèces moléculaires. Le balayage Full-Scan a été effectué de m/z 300 à 1800 par la cellule 

Orbitrap™ avec une résolution de 100 000. Simultanément, les fragmentations MS2/MS3 ont été 

réalisées dans la double trappe linéaire à basse résolution avec une énergie de collision de 35 unités 

arbitraires. 

 

2.6 Traitement des données 

 

Les échantillons issus des 11 poches de sang sont divisés en deux sets de données. Le premier 

set « Data Set 1 » ou DS1 est constitué de 14 échantillons (7 T et 7 EPA), issus des 7 premières poches 

de sang. Le second set (DS2) est constitué de 8 échantillons issus des 4 suivantes (4 T et 4 EPA).  
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Le DS1 est utilisé pour effectuer les analyses discriminantes et construire le modèle de 

régression PLS (PLS-R) entre le pourcentage de diminution de l’efflux du cholestérol et l’intensité des 

variables discriminantes. La prédiction de l’efflux du cholestérol est effectuée avec le DS2. 

 

2.6.1 Analyses discriminantes  

 

Après le chargement des fichiers au format « .raw » dans le logiciel Mzmine 2.25, les deux 

sets de données ont été soumis aux différentes étapes du prétraitement (construction du 

chromatogramme, alignement et remplissage des données manquantes).  

 

Il en résulte, pour DS1, une matrice de données avec 1832 variables et 28 échantillons. Cette 

matrice a été utilisée pour effectuer séquentiellement une analyse en composante principale (ACP) 

pour l’analyse exploratoire des données243. Une PLS-DA a été effectuée pour observer les différents 

groupes d’échantillons246,247,249. L’évaluation des différentes composantes de chaque modèle a été 

effectuée en calculant la variance expliquée (R²) et la capacité de prédiction (Q²).  

 

Afin de déterminer les variables responsables de cette organisation, une correction orthogonale 

(OSC) a été réalisée pour éliminer les variations qui ne sont pas linéairement corrélées à l’information 

de classe entre les deux groupes254. Les variables discriminantes ont été sélectionnées en utilisant le 

diagramme de variance-covariance du modèle OSC-PLS-DA. Ces analyses chimiométriques ont été 

réalisées avec le logiciel SIMCA-P version 12 (Umetrics, Umeå, Suède). 

 

Les ions ont été identifiés en utilisant les données de MS2/MS3 obtenues par la trappe linéaire 

et comparées aux données de www.lipidmaps.org. Les PL sont écrits comme suit : PL (18:0/18:2) 

quand les positions sn1 et sn2 des chaînes d’acides gras sont connues. Un test unilatéral de Student 

avec hypothèse d’hétéroscédasticité des variances a été réalisé sur les moyennes des intensités brutes 

de chaque groupe pour chaque variable discriminante. Les différences statistiques ont été exprimées 

comme ceci : * pour une p-value < 0,05, ** pour une p-value < 0,01 et *** pour une p-value < 0,001.  

 

2.6.2 Relation entre la diminution de l’efflux radioisotopique du cholestérol en 

présence d’EPA et les modifications des profils lipidiques 

 

Pour mettre en évidence les relations qui existent entre ces deux mesures, une PLS-R a été 

effectuée. L’efflux du cholestérol est calculé en effectuant la différence entre l’efflux en présence 
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d’ApoA1, ou efflux actif, et la moyenne de l’efflux sans accepteur, ou efflux passif. L’impact de 

l’EPA sur le niveau de l’efflux du cholestérol ABCA1-dépendant est évalué en calculant le 

pourcentage de diminution d’efflux entre les cellules T et les cellules EPA. Ce pourcentage représente 

les variables Y. Les variables X sont les intensités moyennes des différentes variables discriminantes 

qui sont exprimées de manière analogue à l’expression de l’efflux du cholestérol, les Équation 8 

expriment le calcul des variables X et Y. 

 

�� = 1 −  
(������ �é���� ���)�
����������������������������

(������ �é���� �����������������������)�

 

 

��,� = 1 −  
(��������é  �� �� �������� � ���)�
�������������������������������������������

(��������é  �� �� �������� � ��������������������������������������)�

 

 
Équation 8 : Expression de la variable Y sur la poche j et de la variable X de la poche j pour la variable 
discriminante i 

 

En plus du R² et Q², les modèles de PLS-R ont été évalués en calculant la RMSEE (Root Mean 

Square Error of Estimation) pour le DS1 et la RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) pour le 

DS2, dont les formules sont présentées Équation 9. Ces paramètres permettent d’estimer la qualité de 

l’ajustement (RMSEE) ou la qualité de la prédiction du modèle de régression (RMSEP).  

 

����� =  �
∑(���� ��� − ����� ���)²

(���� − 1 − �)
 

����� =  �
∑(���� ��� − ����� ���)²

����
 

Yobs DS1 : valeur de Y observés pour le DS1 ; Ypred DS1 : Valeur de Y prédits par le modèle pour le DS1; N DS1 : 
Nombre d’observation du DS 1 ; A : nombre de composante 
Yobs DS2 : valeur de Y observés pour DS2 ; Ypred DS2 : Valeur de Y prédits par le modèle pour le DS 2; N DS2 : 
Nombre d’observations du DS2 
Équation 9 : Formule de la RMSEE et de la RMSEP 

 

Pour déterminer les espèces moléculaires d’intérêt, deux critères sont examinés. Le premier est 

le tracé des coefficients centrés réduits de la PLS-R. Il permet d’apprécier la significativité des 

coefficients et de retirer du modèle les variables les moins contributives aux variations de Y. 

Conformément aux recommandations de Wold246, chaque variable est retirée prudemment en 

observant les conséquences sur l’ajustement et la prédiction du nouveau modèle. Le modèle final est 

un compromis entre la qualité de l’ajustement et de la prédiction, il vise aussi à minimiser le nombre 

de variables latentes. Le second critère est l’observation du tracé des VIP ou « Variable influence on 

the projection ». Ces valeurs permettent de résumer la contribution de chaque variable X au modèle 
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PLS. La moyenne des VIP est égale à 1. Lorsqu’une variable présente une valeur de VIP supérieure à 

1, on peut considérer qu’elle a une influence sur les Y supérieure à la moyenne328,329. 

 

Au préalable, une OSC-PLS-DA a été effectuée avec le DS2 pour sélectionner les variables 

discriminantes. Comme précédemment décrit, le DS2 est prétraité par le logiciel Mzmine 2.25. La 

matrice résultante comporte 1826 variables et 29 échantillons. L’acquisition du set de prédiction a été 

différée dans le temps par rapport au DS1. Pour corriger les différences d’intensité observées, une 

correction du signal a été effectuée au moyen de l’algorithme PQN ou Probabilistic Quotient 

Normalization en utilisant comme référence le DS1330. Le principe comprend 4 étapes. Il s’agit de 

calculer le spectre de référence à partir de la médiane de chaque variable des échantillons du DS1. 

Dans un deuxième temps, le rapport entre les intensités des variables du DS2 (échantillons à corriger) 

et celles du spectre médian est évalué. Les facteurs de correction sont obtenus en calculant la médiane 

de ces rapports d’intensité. Enfin, les intensités des variables du DS2 sont corrigées en divisant les 

intensités brutes par les facteurs de correction précédemment obtenus. 

3 Résultats 
 

3.1 Analyses GC-MS de la composition des phospholipides membranaires  

 

L’analyse des AG méthylés, obtenus après hydrolyse des PL natifs lors de la trans-

estérification révèle une augmentation importante de la somme des AG polyinsaturés (AGPI) dans les 

macrophages incubés en présence d’EPA. Cela se manifeste notamment par une augmentation des 

proportions d’EPA (C20:5) au sein des PL et une augmentation du produit d’élongation de l’EPA 

(C22:5 ou acide docosapentaénoïque ou DPA), Tableau 22. Ceci s’accompagne d’une diminution de 

l’acide arachidonique (AA, C20:4) qui est l’AGPI le plus abondant au sein des PL des cellules-

témoins, du C20:3 (acide dihomo-γ-linolénique ou DGLA) et du C18:2 (acide linoléique ou LA).  

 

En parallèle de l’augmentation des proportions d’AGPI, est observée une diminution de la 

proportion des AG monoinsaturés (AGMI) concernant principalement le C18:1 (acide oléique, AO) 

qui est l’AGMI largement majoritaire au sein des PL des macrophages humains. Les proportions des 

AG saturés (AGS) sont comparables au sein des deux groupes. 
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Acides gras  T EPA  

C14:0 1,50 ± 0,02 1,53 ± 0,17 
C16:0 23,97 ± 0,42 27,46 ± 1,72 
C17:0 1,39 ± 0,19 1,41 ± 0,21 
C18:0 19,26± 0,13 20,93 ± 1,01 
C24:0 1,37 ± 1,08 1,42 ± 0,34 

∑AGS 46,24 ± 2,55 46,52 ± 4,02 
C14:1 0,71 ± 0,43 1,20 ± 0,93 
C15:1 1,95 ± 0,35 1,96 ± 0,36 
C16:1 2,57 ± 0,17 2,05 ± 0,27 
C17:1 1,18 ± 0,15 1,22 ± 0,38 
C18:1 17,16 ± 0,22 10,59 ± 1,02 
C20:1 0,73 ± 0,39 1,74 ± 0,87 
C24:1 2,05 ± 1,48 1,50 ± 0,68 

∑AGMI 22,24 ± 1,63 13,07 ± 4,41 
C18:2 2,26 ± 0,20 1,50 ± 0,13 
C20:3 4,31 ± 0,43 2,02 ± 0,12 
C20:4 11,91 ± 0,52 5,95 ± 0,96 
C20:5 1,84 ± 0,18 15,40  ± 1,53 
C22:4 1,23 ± 0,39 1,24 ± 0,22 
C22:5 1,74 ± 0,43 6,92 ± 0,81 
C22:6 3,68 ± 1,80 2,13 ± 0,37 

∑AGPI 20,3 ± 2,08 27,74 ± 2,82 
∑(AGMI+AGPI)/AGS 0,99 ± 0,08 0,98 ± 0,12 

UI 103,62 ± 8,83 134,41 ± 14,85 
Autres 2,56 2,92 
Chaque acide gras est exprimé en pourcentage du total des acides gras observés et identifiés. Les données 
sont décrites grâce à la moyenne des analyses ± SEM (n=20). Les acides gras de moins de 1 % ne sont pas 
mentionnés mais ont été utilisés pour le calcul des paramètres suivants : AGS: AG saturés, AGMI: AG 
monoinsaturés, AGPI: AG polyinsaturés, UI : index d’insaturation = ∑(% Acides gras insaturés x nombre 
d’insaturations) 
Tableau 22 : Proportion des différents acides gras des PL membranes des HMDM témoins (T) et HMDM-EPA 
(EPA)  

 

3.2 Analyse des données LC-MS-détecteur à aérosol chargé (CAD) 

 

Des travaux antérieurs de notre équipe ont démontré que l’addition d’EPA (70 µmol.L-1) aux 

milieux de cultures des macrophages (HMDM et lignée de macrophages de Souris J774), était 

responsable d’une diminution de l’efflux du cholestérol ABCA1-dépendant associée à une 

modification de la répartition des différents AG membranaires. Toutefois, la seule analyse des AG 

méthylés en GC-MS ne permettait pas d’analyser une éventuelle modification des classes de PL ou de 

leurs espèces moléculaires282. 
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Afin d’explorer ces modifications, nous avons choisi d’utiliser une technique NP-LC couplée à 

un CAD et à un spectromètre de masse ultra-haute résolution. Cette méthode permet ainsi la séparation 

de 10 classes de PL, Figure 64. 

 

 

Figure 64 : Profil chromatographique obtenu à partir d’un mélange de phospholipides en utilisant une 
détection Corona 

 

Le détecteur Corona permet de montrer qu’il n’existe pas de différences significatives entre les 

5 différentes classes de PL qui ont été quantifiées (Figure 64). Comme attendu les PC sont les PL 

majoritaires (47 %) suivies des PE représentant 22 % puis des PS et PI qui représentent respectivement 

7,5 % et 5,6 % des PL totaux. Les SM représentent, quant à elles, un peu moins de 18,9 % des PL 

détectés.  

 

Les LPE et LPC ne sont pas reportés dans les données de la Figure 65, bien qu’il existe un pic 

chromatographique, ce point a déjà été abordé dans le chapitre 4. En effet, l’observation des données 

de spectrométrie de masse pour le LPC montre que ce pic correspond à des impuretés et non à des 

espèces lipidiques. De la même façon, le pic chromatographique correspondant au temps de rétention 

des LPE montre des m/z compris entre 1140 et 1280. L’identification de ces composés grâce aux 

données de fragmentation montre que ces espèces moléculaires correspondent à des gangliosides 3 

(GM3). Ces espèces n’ont pas été ajoutées dans le mélange de standards de PL ce qui ne permet pas de 

réaliser leur quantification. A noter que les CL, PA et PG ne sont pas mis en évidence en utilisant les 

profils chromatographiques avec le CAD. 
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Figure 65 : Composition relative des différentes classes de phospholipides obtenus par NP-LC Corona entre 
les cellules témoins (T) et les cellules supplémentées par 70 µmol.L

-1
 d’EPA (EPA) 

 

Nous avons ensuite procédé à une analyse fine de la composition des espèces moléculaires des 

différentes classes de PL par NP-LC-LTQ-Orbitrap™ puis à l’analyse chimiométrique des données 

obtenues afin de détecter des différences potentielles entre les deux groupes de cellules.  

 

Le tracé des scores des échantillons après ACP montre que la variance expliquée (R²X) est 

respectivement de 0,459 et 0,131 pour les deux premières composantes principales. La capacité de 

prédiction est de 0,469 (Q² cumulés) (Figure 66). On observe que la deuxième composante permet de 

séparer les deux groupes tandis que la première composante exprime les différences d’intensité 

observées au sein des échantillons. L’analyse non supervisée des profils LC-MS montre qu’il existe 

des différences de composition des PL au sein de ces groupes. Pour déterminer quelles variables sont 

responsables de cette organisation nous avons alors utilisé des modèles d’analyses discriminantes. 
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Figure 66 : Tracé des scores après une analyse en composante principale (ACP) des profils LC-MS obtenus du 
DS1 

 

3.3 Les analyses discriminantes  

 

3.3.1 Analyses chimiométriques  

 

La Figure 67 (A) montre le tracé des scores obtenus après PLS-DA des profils LC-MS des 

échantillons du DS1 suivant les deux premières variables latentes. La variance expliquée (R²Y) est 

respectivement de 0,834 et 0,027 pour les deux premières composantes. La capacité de prédiction (Q² 

cumulé) est de 0,732. La première composante peut être considérée comme discriminante.  

 

La Figure 67 (B) représente le tracé des scores suivant les deux premières composantes après 

OSC-PLS-DA. La première composante présente une bonne modélisation de classe (R²Y = 0,829) 

ainsi qu’une bonne capacité de prédiction (Q² = 0,821) avec R²X = 0,422. Elle rassemble la totalité de 

l’information discriminante malgré une dispersion intra-classe importante. 

 

A partir de ce modèle, le diagramme de variance-covariance est tracé pour connaître quelles 

variables peuvent être considérées comme discriminantes. Elles sont sélectionnées à partir d’un niveau 
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de corrélation supérieur à 0,7 et d’une covariance supérieure à 0,1. Cette zone est indiquée par les 

carrés rouges dans la Figure 67 (C). L’identification des PL est réalisée à partir des données de 

spectrométrie de masse en tandem (MS2, MS3) réalisées dans la trappe ionique à basse résolution. Les 

métabolites sont identifiés en comparant les spectres expérimentaux aux spectres de référence 

disponibles sur le site www.lipidmaps.com. 

 

 

Figure 67 : Tracé des scores des échantillons de macrophages témoins et des macrophages-EPA après PLS-DA 
(A), OSC-PLS-DA (B) et S-plot correspondant (C) 
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3.3.2 Espèces moléculaires identifiées comme discriminantes 

 

Le Tableau 23 présente l’ensemble des 28 espèces identifiées comme discriminantes. Elles se 

répartissent de la façon suivante : 19 variables sont surexprimées dans le groupe EPA et 9 espèces sont 

surexprimées chez les macrophages témoins. Parmi les 19 variables on observe 9 PC dont 2 

plasmalogènes, 4 PE équitablement réparties entre diacyl-PE et plasmalogènes, 4 PI et 2 PS. Pour le 

groupe T, les espèces surexprimées correspondent à 4 PE qui sont exclusivement des éthers-PE, 3 PC 

(dont 2 éthers-PC) et 2 PI. 

 

 Adduits 
observés 

m/z ; identification Corrélation 
(%) 

Covariance 
(%) 

Surexprimés chez EPA 

 [M-CH3COO]- 864,60 ; PC (18:1/20:5)  97,4 8,0 

 [M-CH3COO]- 822,58 ; PC (P-16:0/20:5)  97,2 3,9 

 [M-CH3COO]- 866,59 ; PC (18:0/20:5) PC (16:0/22:5)  97,0 19,9 

 [M-CH3COO]- 838,56 ; PC (16:0/20:5)  96,9 14,5 

 [M-H]- 764,52 ; PE (18:0/20:5) PE (16:0/22:5) 96,8 13,7 

 [M-H]- 792,55 ; PE (18:0/22:5) 96,2 8,5 

 [M-CH3COO]- 894,60 ; PC (18:0/22:5)  95,7 7,9 

 [M-H]- 720,50 ; PE (P-16:0/20:5)  95,2 19,9 

 [M-CH3COO]- 940,60 ; PC (22:5/22:5)  94,4 2,7 

 [M-H]- 883,53 ; PI (18:0/20:5) 94,3 12,2 

 [M-CH3COO]- 912,59 ; PC (20:4/22:6) 94,1 2,8 

 [M-H]- 881,52 ; PI (18:1/20:5) 94,0 3,0 

 [M-H]- 855,51 ; PI (16:0/20:5) 93 2,9 

 [M-H]- 808,51 ; PS (18:0/20:5) PS (16:0/22:5)  92,9 4,1 

 [M-H]- 748,53 ; PE (P-16:0/22:5) PE (P-18:0/20:5) 92,4 7,4 

 [M-H]- 911,56 ; PI (18:0/22:5) 90,3 3,2 

 [M-CH3COO]- 850,59 ; PC (P-18:0/20:5) 89,7 1,7 

 [M-H]- 836,54 ; PS (18:0/22:5) 89,5 10,6 

 [M-CH3COO]- 892,60 ; PC (18:1/22:5)  89,3 4,9 

Surexprimés chez les Témoins 

 [M-CH3COO]- 826,57 ; PC (O-16:0/20:4) 95,8 4,4 

 [M-H]- 750,54 ; PE (P-18:0/20:4) PE (P-16:0/22:4)  95,5 6,2 

 [M-H]- 722,51 ; PE (P-16:0/20:4)  89,6 10,6 

 [M-H]- 887,56 ; PI (18:0/20:3) 87,6 6,3 

 [M-CH3COO]- 870,58 ; PC (18:0/20:3) PC (18:1/20:2) 85,1 2,8 

 [M-H]- 752,54 ; PE (O-18:0/20:4) PE (P-18:0/20:3) PE (O-
16:0/22:4)  

84,6 1,9 

 [M-CH3COO]- 846,62 ; PC (18:0/18:1) PC (16:0/20:1) 83,6 5,2 

 [M-H]- 885,54 ; PI (18:0/20:4) 83,2 8,2 

 [M-H]- 724,52 ; PE (O-16:0/20:4) PE (P-16:0/20:3) 82,5 2,2 

Tableau 23 : Coordonnées des variables identifiées dans le modèle cellules témoins versus EPA considérées 
comme discriminantes 

 



 

185 
 

3.3.2.1 Phospholipides discriminants dans le groupe EPA  

 

Les corrélations des variables s’échelonnent de 89,3 % à 97 % avec de fortes covariances. La 

variable qui est à l’extrémité du S-plot est m/z 720,50 et correspond au plasmalogène de PE, PE (P-

16 :0/20 :5) avec une corrélation de 95,2% et presque 20% de covariance.  

 

Concernant les diacyl-PL, une majorité d’espèces discriminantes présente des AG en position 

sn1 à base de C16:0 (acide palmitique), C16:1 (acide palmitoléique), C18:0 (acide stéarique) et C18:1 

(acide oléique). Les AG en position sn2 des diacyl-PL sont majoritairement caractérisés par la 

présence d’un AG sous forme d’EPA ou de DPA. C’est le cas notamment pour les PC sous forme 

d’ions m/z 838,56 ; 864,60 ; 866,58 ; 892,60 et 894,60 ; pour les PE sous forme d’ions m/z 764,52 ; 

792,55 ; pour les PI sous forme d’ions m/z 855,51 ; 883,53 et 911,56 et pour les PS m/z 808,51 et 

836,54. Par ailleurs, on observe la présence de deux ions présentant en position sn1 et sn2 des AGPI : 

m/z 912,59 ; PC (20:4/22:6) et m/z 940,60 ; PC (22:5/22:5). Comme le montre la Figure 68 (D) ces 

espèces sont minoritaires par rapport aux autres ions cités précédemment.  

 

Enfin, 4 ions correspondent à des plasmalogènes de PE et de PC. Ces espèces présentent 

qualitativement les mêmes AG pour les PC m/z 822,58 ; PC (P-16:0/20:5) et m/z 850,59 ; PC (P-

18:0/20:5) et pour les PE : m/z 720,50 ; PE (P-16:0/20:5) et m/z 748,53 PE (P-16:0/22:5) PE (P-

18:0/20:5). 

 

3.3.2.2 Phospholipides discriminants dans le groupe Témoin  

 

Les variables discriminantes identifiées dans le groupe T présentent un niveau global de 

corrélation plus faible que dans le groupe EPA. En effet, seulement deux variables ont un niveau de 

corrélation supérieur à 90 %. La variable à l’extrémité du S-plot du côté des macrophages témoins, est 

m/z 722,51 qui est le plasmalogène de PE (P-16:0/20:4) qui présente une homologie de structure avec 

l’ion m/z 720,50 ; PE (P-16:0/20:5) surexprimé dans le groupe EPA. Parmi les autres éthers de PE 

discriminants, on observe l’ion m/z 724,52 ; PE (O-16:0/20:4) PE (P-16:0/20:3) et l’ion m/z 750,54 PE 

(P-18:0/20:4) et PE (P-16:0/22:4) ainsi que l’ion m/z 752,54 ; PE (O-18:0/20:4) PE (P-18:0/20:3) PE 

(O-16:0/22:4).  

 

Les autres classes de PL sont des PC et PI présentant des AGPI en position sn2. Ce sont 

principalement des AG comme le DGLA : m/z 870,58 ; PC (18:0/20:3) et m/z 887,56 PI (18:0/20:3) ou 

de l’AA comme m/z 826,57 ; PC (O-16:0/20:4) et m/z 885,54 ; PI (18:0/20:4).  
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Les espèces discriminantes constitutives du groupe T présentent une majorité d’espèces 

moléculaires correspondant à des éthers de PE ayant en position sn2 des AGPI. Les intensités 

moyennes et les SEM des variables discriminantes sont représentées dans la Figure 68 pour les 

groupes T et EPA. Ainsi, on constate que l’EPA est incorporé parmi les classes PI, PE, PS et PC. Il se 

retrouve parmi ces PL en position sn2 soit sous forme native (EPA) ou sous forme de son produit 

d’élongation (DPA). Ce remodelage des acides gras en position sn2 se fait au détriment des espèces 

moléculaires présentant de l’AA ou DGLA en position sn2. 
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Figure 68 : Niveau moyen des intensités des ions observées en spectrométrie de masse pour les PI (A), diacyl-
PE et PS (B), les éthers-PE (C) et les PC (D et E) considérées comme discriminantes 
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3.3.3 Modélisation et prédiction de l’efflux du cholestérol en fonction du 

pourcentage de surexpression des variables discriminantes  

 

3.3.3.1 Analyse des données d’efflux du cholestérol 

 

Neuf mesures d’efflux du cholestérol ont été réalisées, l’ensemble des données concernant ces 

mesures sont présentées dans le Tableau 24. 

 

  
Efflux T Efflux EPA 

Impact de l’EPA sur l’efflux du 

cholestérol (% de diminution) 

D
S1

 

Donneur 1 6,30 ± 0,31 5,92 ± 0,25 6,17 

Donneur 3 6,37 ± 0,56 3,54 ± 0,33 44,54 

Donneur 4 5,97 ± 0,12 4,62 ± 0,14 22,66 

Donneur 6 4,15 ± 0,21 2,75 ± 0,08 33,86 

Donneur 7 2,31 ± 0,26 2,16 ± 0,13 6,56 

D
S2

 

Donneur 8 9,25 ± 1,50 4,57 ± 0,08 50,57 
Donneur 9 6,24 ± 0,15 5,05 ± 0,03 19,15 
Donneur 10 10,46 ± 0,42 8,80 ± 0,93 15,93 
Donneur 11 5,13 ± 0,41 3,60 ± 0,17 29,88 

Diminution de l’efflux de cholestérol (n=9)  25,48 

Tableau 24 : Efflux radioisotopique du cholestérol (4h) en présence de 15 µg/mL d’ApoA1 mesuré au cours 
des différentes expériences chez les cellules T et cellules EPA 

 

La diminution des capacités d’efflux du cholestérol en présence d’EPA est variable. Elle peut 

être modérée autour de 6 % (donneurs 1 et 7), en moyenne comprise autour de 20 à 40 % (donneurs 3, 

4, 6, 9, 10 et 11) et parfois atteindre 50 % de diminution comme observé pour le donneur 8.  

 

En moyenne (n = 9) l’efflux du cholestérol est diminué de 25,5 % en présence d’EPA 70 

µmol.L-1. Cette valeur est proche de celle retrouvée lors des études antérieures (28 %)282. Cette valeur 

moyenne est soumise à des variations. La suite de cette étude a pour objet de relier les variations 

d’efflux du cholestérol aux variations d’intensité des espèces moléculaires discriminantes. 
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3.3.3.2 Régression PLS (PLS-R) des pourcentages de variation des variables discriminantes 
en fonction de la diminution d’efflux du cholestérol 

 

1/ Modèle de régression 

 

Le modèle 1 (M1) est constitué de l’ensemble des variables discriminantes comme paramètres 

(k = 28). Il permet de confirmer qu’il existe des tendances entre les différences d’expression des 

variables discriminantes et la diminution d’efflux. 

 

Le modèle 2 (M2) est obtenu en éliminant les variables qui présentent des coefficients centrés 

réduits non significatifs. L’élimination de ces variables permet de réduire le modèle à une composante 

et améliore les différents paramètres de validation (RMSEE, R²(Y) et Q²cumulés)246. Le Tableau 25 

présente les différents paramètres de la PLS-R de M1 et M2. 

 

M
o

d
èl

e
 1

 

Nombre de composantes 3 

Nombre de paramètres 28 

Composante 1 2 3 

R²(Y) cumulé 0,947 0,980 0,999 

Q² (cumulé) 0,292 0,430 0,740 

RMSEE 4,650E-02 

Y var 0,062 0,445 0,227 0,339 0,066 

Y pred 0,059 0,445 0,225 0,339 0,069 

Somme des carrés des écarts 2,168E-05 

M
o

d
èl

e
 2

 

Nombre de composantes 1 

Nombre de paramètres 6 

Composante 1   

R²(Y) cumulé 0,903   

Q² (cumulé) 0,787   

RMSEE 6,028E-02 

Y var 0,062 0,445 0,227 0,339 0,066 

Y pred 7,514E-03 0,429 0,240 0,314 1,487E-01 

Somme des carrés des écarts 1,090E-02 

Tableau 25 : Caractéristiques des paramètres de validation des modèles M1 et M2 

 

Pour les deux modèles, le tracé des Y prédits en fonction des Y observés montre un bon 

ajustement (R² > 0,900), Figure 69. Cependant, M2 modélise moins bien les valeurs d’efflux qui sont 

inférieures à 10 %. A partir de (M2), les variables d’importance sont recherchées en sélectionnant les 

coefficients de la PLS-R significatifs et dont les valeurs de VIP ou variables d’influence sur la 

projection sont supérieures à 1. 
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Figure 69 : Tracé des Y prédits en fonction des Y expérimentaux pour M1 (A) et M2 (B) 
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2/ Variables d’intérêt 

 

Les variables d’intérêt sont sélectionnées à partir du tracé des coefficients centrés réduits de la 

PLS-R (Figure 70 (A)). Le seuil de significativité des coefficients est exprimé pour une p-value de 

0,05. Le second critère est le tracé des VIP (Figure 70 (B)). Il permet de choisir les variables qui 

présentent une valeur de VIP significative et supérieure à 1 : deux variables discriminantes répondent à 

ces critères (Figure 70 (C)). Lorsque les rapports des intensités entre EPA et T augmentent pour la 

variable m/z 911,56 ; PI (18:0/22:5), l’impact de l’EPA sur l’efflux du cholestérol est plus important. 

Au contraire, l’augmentation du rapport des intensités entre EPA et T pour la variable m/z 808,51 ; PS 

(18:0/20:5) PS (16:0/22:5) réduit l’effet de l’EPA sur l’efflux du cholestérol. 

 

 

Figure 70 : (A) Coefficients centrés réduits des différentes variables du Modèle 2 (B) VIP des variables du 
Modèle PLS 2, (C) Coefficients centrés réduits des variables ayant des VIP supérieures à 1 et des coefficients 
significatifs 

 

3/ Prédiction de l’efflux du cholestérol par le modèle PLS-R 

 

La prédiction s’effectue à partir des données du DS2. Pour comparer les différents 

échantillons, une correction des intensités brutes des variables discriminantes a été réalisée en utilisant 

les données du DS1 comme set de référence à partir de la méthode PQN. Une ACP a été réalisée pour 

observer les différences entre les deux sets avant et après correction. Les tracés des scores sont 

représentés dans la Figure 71.  
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Figure 71 : (A) Tracé des scores du DS1 et DS2 avant correction et (B) tracé des scores du DS1 et DS2 après correction  
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La Figure 71 (A) montre qu’il est possible de tracer graphiquement une frontière qui sépare les 

échantillons appartenant au même groupe (T ou EPA) mais issus de sets différents. Cette tendance est 

particulièrement marquée pour les échantillons EPA. Après correction PQN des intensités du DS2, les 

tendances observées précédemment sont plus discrètes. En effet, il semble que chaque groupe 

d’échantillons fait partie d’un seul set de données. Le calcul des pourcentages de diminution est alors 

effectué à partir de ces intensités corrigées. 

 

Les efflux prédits présentent des écarts compris entre 4 et 8 % (Tableau 26). Ils sont de l’ordre 

de grandeur de l’intervalle de confiance de l’effet de l’EPA sur l’efflux qui est de 5 % (24,9 ± 5,1). La 

RMSEP est égale à 6,24E-02. Cette valeur est du même ordre de grandeur que la RMSEE calculée 

pour le set d’apprentissage. Lorsque pour un même modèle la RMSEE et la RMSEP sont comparables 

le modèle construit n’est pas en surapprentissage (Figure 72). 

 

Donneur Y prédit (%) Y observé (%) Valeurs absolues des écarts (%) 

8 46,60 50,57 3,97 
9 11,58 19,15 7,57 

10 10,57 15,93 5,36 
11 22,51 29,88 7,37 

Tableau 26 : Ecarts observés entre les valeurs prédites et les valeurs observées expérimentalement de 
l’efflux du cholestérol 

 

 

Figure 72 : Tracé des Y observés en fonction des Y prédits pour le DS2 
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4 Discussion  
 

Ce travail a pour origine l’une des thématiques de l’équipe 1 (Athérosclérose : homéostasie et 

trafic du cholestérol des macrophages) de Lip(Sys)2 portant sur l’étude de l’impact de la composition 

en AG des PL membranaires sur l’efflux du cholestérol cellulaire. Cette thématique repose sur 

l’émission de l’hypothèse selon laquelle une modification de cette composition influence l’activité des 

transporteurs du cholestérol en modifiant les propriétés physicochimiques des PL affectant ainsi 

l’organisation des membranes et/ou en modifiant leurs rôles fonctionnels comme sources d’AG servant de 

seconds messagers dans les voies de signalisation lipidique. Ce type d’étude de recherche fondamentale 

trouve sa justification dans le contexte des maladies cardio-vasculaires où la composition en AG 

circulants varie pour des raisons nutritionnelles (par exemple déséquilibre entre les apports en AGPI n-6 et 

n-3, ou encore apport excessif en AG saturés) ou des raisons physiopathologiques, une anomalie typique 

rencontrée chez des patients à risque cardio-vasculaire élevé tels que les sujets hypertriglycéridémiques, 

les patients obèses ou les diabétiques de type 2, étant une augmentation des concentrations circulantes des 

AG libres. Par ailleurs, en dehors même de tout contexte pathologique, la période postprandiale 

s’accompagne aussi d’un afflux d’AG dans l’environnement des monocytes-macrophages, AG libérés lors 

de l’hydrolyse des lipoprotéines riches en triglycérides. 

 

Ainsi, que ce soit dans un contexte physiologique et nutritionnel ou dans un contexte 

physiopathologique, on conçoit qu’une variation chronique de la nature et des concentrations des AG 

circulants puisse avoir une répercussion sur la composition en AG des membranes des cellules. Des 

modèles cellulaires d’étude ont donc été développés pour simuler une modification chronique de la 

membrane des macrophages afin d’étudier les conséquences de l’incorporation membranaire de 

différents types d’AG sur l’efflux du cholestérol des macrophages. 

 

Une preuve de concept a été apportée lors de travaux antérieurs montrant que l’incorporation 

d’AG trans, notamment l’acide élaïdique, dans les PL membranaires, inhibait l’efflux dépendant de 

l’ABCA1 d’environ 23%. Cette action inhibitrice n’était pas due à une modification de l’expression de 

l’ABCA1 ni de son trafic intracellulaire mais était reliée à une diminution de l’activité ATPasique du 

transporteur, diminution elle-même reliée à celle de la fluidité membranaire indirectement appréciée 

par le calcul du rapport (AGMI+AGPI)/(AGS+AG trans)275. 

 

L’étude des conséquences de l’incorporation chronique des AGPI dans la membrane cellulaire 

a ensuite été privilégiée pour au moins trois raisons : 1) l’impact bénéfique potentiel d’une 

alimentation riche en AGPI n-3 sur la prévention primaire des maladies cardio-vasculaires comme cela 

a été montré par certaines études chez l’Homme ou l’animal, 2) leur structure particulière suggère que 
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les modifications physico-chimiques des membranes consécutives à leur incorporation seront 

différentes de celles observées avec les AG trans, 3) les AGPI exercent sur différents types cellulaires 

de nombreux effets en modulant les propriétés des membranes, la fonctionnalité des protéines 

membranaires, la production de seconds messagers comme les eicosanoïdes et différentes voies de 

signalisation. 

 

Le principal résultat obtenu avec des macrophages humains (HMDM) non surchargés en 

cholestérol a été de montrer que l’acide eicosapentaénoïque (EPA, C20:5 n-3, 70 µmol.L-1) entraînait 

une diminution dose-dépendante (-28%) de l’efflux du cholestérol dépendant de l’ABCA1. L’addition 

d’EPA provoquait une modification nette de la composition en AG des PL se traduisant par 

l’incorporation importante d’EPA et de son produit d’élongation, l’acide docosapentaénoïque (DPA, 

C22:5 n-3) au détriment de l’acide arachidonique (AA) dont la concentration membranaire diminue. 

Ceci n’entraînait aucune modification de l’expression ni de la localisation du transporteur ABCA1. 

L’action délétère de l’EPA sur la fonctionnalité de l’ABCA1 passe par une diminution de l’activité 

ATPasique du transporteur via la voie de la PKA282. 

 

Le fonctionnement de l’ABCA1 dépend de la composition de la membrane dans laquelle il est 

inséré comme toutes les protéines présentes dans la bicouche de PL qui peuvent intervenir dans la 

régulation de son activité (comme, par exemple, l’adénylatecyclase dans la voie de la PKA). De même, il 

a été décrit que la fixation de l’apoAI à des domaines proches de l’ABCA1 dépendait de la présence de 

certaines classes de PL ou que la prise en charge du cholestérol libre dépendait aussi de la composition de 

la membrane. 

 

L’objectif de mon travail était donc de réaliser une analyse très fine des modifications induites 

par l’incorporation d’EPA dans la membrane des macrophages et de mettre en relation ces 

modifications avec l’efflux du cholestérol cellulaire afin de permettre d’aller plus loin dans l’étude des 

mécanismes moléculaires. Dans le cadre du chapitre 3, nous avons d’abord défini les conditions 

analytiques et les outils chimiométriques les plus adaptés à la problématique biologique. Ces méthodes 

ont ensuite été appliquées aux HMDM non surchargés incubés en présence (ou non) d’EPA selon la 

procédure déjà décrite dans la section « matériel et méthodes » de ce chapitre. Au terme de cette 

incubation, l’efflux du cholestérol est mesuré et les lipides totaux sont extraits et analysés par 3 

méthodes complémentaires : i) une analyse par chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de 

masse pour déterminer la composition en AG, ii) la quantification des classes de PL par détection 

Corona couplée à une NP-LC, iii) l’analyse des espèces moléculaires des classes de PL par 

chromatographie en phase normale couplée au LTQ-Orbitrap. Les données ont été analysées par 

chimiométrie au moyen d’analyses discriminantes. 
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Il a été décrit que les classes de PL membranaires pouvaient influencer l’activité de l’ABCA1, 

particulièrement la SM et le rapport PC/SM, l’augmentation de la teneur en SM s’opposant à la sortie 

du cholestérol libre331. Par ailleurs, si l’ABCA1 est un transporteur-clé du cholestérol libre dans les 

macrophages, il exporte aussi activement des PL, tels que la PC, la PS ou la SM vers les accepteurs 

extracellulaires. Enfin, il a été montré dans des modèles de membranes reconstituées, que certaines 

classes de PL étaient capables de stimuler l’activité ATPasique de l’ABCA1332. Ces influences 

mutuelles entre l’ABCA1 et les classes de PL imposaient donc de déterminer si, dans nos conditions, 

existaient des différences de composition en classes de PL des membranes entre les HMDM témoins 

et les HMDM EPA. 

 

La quantification des PL a été réalisée grâce à l’utilisation d’une détection Corona couplée à 

une NP-LC. Ce mode de chromatographie est habituellement utilisé pour effectuer des séparations en 

fonction de la nature des têtes polaires qui sont présentées à la surface de la silice modifiée. Le 

gradient d’élution permet la séparation des lipides allant du domaine de polarité des esters de 

cholestérol jusqu’aux PL. Ceci explique que ce détecteur soit utilisé dans de nombreuses 

études89,253,333–336. Cette méthode permet de quantifier 10 classes phospholipidiques avec pour limite de 

quantification, 12,5 µg.mL-1. Nous avons pu ainsi déterminer que les PL des HMDM témoins se 

répartissaient en moyenne de la façon suivante : 47 % de PC, 22 % de PE, 7,5% de PS, 5,6 % de PI et 

18,9 % de SM. Il est difficile de comparer nos résultats à ceux de la littérature car il n’existe pas, à 

notre connaissance, de composition établie pour les macrophages humains ou de façon très parcellaire. 

La répartition des classes de PL est toutefois conforme à celles publiées pour les cellules de 

Mammifères qui prennent en compte le fait que cette composition varie en fonction du type cellulaire 

et, au sein d’une même cellule, en fonction de l’organite considéré18,153,337–345. 

 

Nous n’avons pu détecter dans nos conditions des PL considérés comme quantitativement 

minoritaires tels que l’acide phosphatidique (PA), le phosphatidylglycérol (PG) ou la 

lysophosphatidyléthanolamine (LPE) qui sont souvent considérés comme représentant 

physiologiquement moins de 1 % des PL totaux. De même, nous ne détectons pas de lysoPC, son 

absence ayant déjà été décrite dans des macrophages humains mais surchargés en cholestérol par des 

LDL modifiées enzymatiquement342.  

 

Le point le plus important à noter est que la proportion de chaque classe de PL n’est pas 

différente entre les HMDM témoins et les HMDM-EPA, ce qui nous permet de conclure que 

l’inhibition de l’efflux du cholestérol dépendant de l’ABCA1 n’est pas attribuable à une altération de 

la répartition des classes de PL membranaires.  
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L’étape suivante a consisté à utiliser une méthode de GC-MS pour déterminer la composition 

relative des AG méthylés des PL membranaires des deux groupes de macrophages. L’analyse en GC-

MS permet de décrire les échantillons avec une vingtaine de variables. Il est alors possible 

d’interpréter directement les modifications observées contrairement aux données LC-MS où l’analyse 

exploratoire par ACP est indispensable. Cette information est donc plus facilement exploitable et 

complète ainsi l’ensemble des informations obtenues. Comme pour les classes de PL, il est difficile de 

discuter de nos résultats obtenus avec nos HMDM car la description du profil des AG des PL des 

macrophages humains est très rare dans la littérature. Visioli et al324 qui ont comparé la composition 

en AG des monocytes humains avant et après leur différenciation en macrophages rapportent un profil 

de base assez similaire à celui que nous obtenons pour nos HMDM témoins avec notamment un 

contenu relativement élevé en AGPI (24,2  1,99 versus 20,3  2,08 pour nos cellules). Les quelques 

rares différences observées (comme pour l’acide linoléique, C18:2 ou l’EPA (C20:5) par exemple) 

peuvent être dues à l’utilisation de techniques différentes notamment au niveau de la préparation de 

l’échantillon (chromatographie sur couche mince, SPE) ou à la sensibilité de la méthode GC-MS 

utilisée. L’avantage majeur de cette technique est que la préparation de l’échantillon a été 

préalablement validée en utilisant comme technique de contrôle une méthode de chromatographie 

liquide récemment publiée288. Ces résultats ont été présentés dans le chapitre 4. Ainsi, seule la fraction 

phospholipidique des échantillons biologiques a été analysée en GC-MS et les interférences des autres 

fractions (lipides neutres et acides gras libres) sont négligeables. De plus, certain AG méthylé, en 

particulier le DGLA, est quantifié par cette technique.  

 

L’addition d’EPA (34 heures, 70 mol) est responsable de modifications importantes de la 

composition en AG des PL des cellules et confirme les résultats précédemment obtenus282. Les 

HMDM incorporent fortement l’EPA qui représente un peu plus de 15 % de l’ensemble des AG 

estérifiant les PL et qui s’accompagne d’une augmentation importante de son produit d’élongation, 

l’acide docosapentaénoïque (DPA, C22:5). Il est important et intéressant de noter que cette 

incorporation se fait au détriment de l’acide arachidonique (AA, C20:4) dont la teneur diminue de 

moitié et, à un degré moindre, de l’acide oléique (C18:1). 

 

La NP-LC couplée à un spectromètre de masse hybride comme le LTQ-Orbitrap™ a ensuite 

été utilisée pour caractériser et comparer les espèces moléculaires des PL des HMDM témoins et des 

HMDM-EPA. La possibilité de réaliser conjointement la fragmentation MS2 et MS3 à l’acquisition 

Full-Scan grâce à la trappe linéaire permet l’identification d’un grand nombre d’espèces 

phospholipidiques en une seule injection. A l’évidence, une grande quantité d’informations en un 

minimum d’injections est obtenue grâce à l’utilisation de ce type de spectromètre de masse. Cette 

caractéristique (acquisition Full-Scan contemporaine de la fragmentation) est fondamentale puisque la 

quantité de « biomasse » obtenue lors de la préparation de l’échantillon n’aurait pas pu permettre de 
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réaliser l’ensemble des analyses ou d’identifier l’ensemble des espèces moléculaires décrites en 

utilisant un analyseur de masse triple quadripolaire comme dans le chapitre 3.  

 

Le nombre d’espèces surexprimées chez les HMDM témoins est assez limité et concerne 

principalement des éthers-PE (4), 3 PC et 2 diacyl-PI. Ces espèces moléculaires possèdent en position 

sn1 l’un des deux AGS majoritaires révélés par l’analyse en GC-MS, l’acide palmitique (C16:0) et 

l’acide stéarique (C18:0). La position sn2 est majoritairement occupée par l’acide arachidonique (AA, 

C20:4) et par l’acide dihomo-gamma-linolénique (DGLA, C20:3). Les cellules dites de 

l’inflammation, dont font partie les macrophages, sont connues pour leur richesse en AA mais la 

localisation précise de cet AGPI est moins bien connue. La PI est une source importante d’AA dans 

ces types cellulaires et l’espèce moléculaire 18:0/20:4 a déjà été décrite comme étant l’espèce 

moléculaire majoritaire contenant de l’AA dans les macrophages humains346. Les éthers de PC et de 

PE sont aussi considérés comme des espèces moléculaires de PL riches en AA dans les polynucléaires 

neutrophiles ou les monocytes ou macrophages humains. Nos résultats confirment cette donnée avec 

notamment les plasmalogènes de PE qui pourraient constituer, comme certains le suggèrent, une 

véritable réserve d’AA326,346,347. Le second AGPI qui caractérise en position sn2 les espèces 

moléculaires de PL surexprimées dans les HMDM-témoins est le DGLA. Il s’agit d’un AG à 20 

atomes de carbone de la série 6 qui est formé in vivo à partir de l’acide linoléique (C18:2, 6) qui est 

un AG essentiel. Ce dernier subit l’action d’une delta6-désaturase pour conduire à l’acide gamma 

linolénique (GLA, C18:3, 6) qui est immédiatement transformé en DGLA (C20:3, 6) par l’action 

d’une élongase. Le DGLA peut subir une désaturation pour donner de l’AA mais la delta5-désaturase 

qui catalyse cette réaction a une activité relativement limitée chez l’Homme ce qui explique que seule 

une partie du DGLA soit transformée en AA et donc que cet AG existe en quantité non négligeable348. 

Notre analyse en GC-MS a effectivement montré qu’il représentait 4,3 % des AG totaux soit le 

deuxième AGPI le plus abondant dans les HMDM témoins. Il n’existe pas, à notre connaissance, de 

travaux décrivant la localisation précise du DGLA dans les espèces moléculaires de PL au sein des 

monocytes ou des macrophages. Les espèces moléculaires en contenant et qui sont surexprimées dans 

nos cellules témoins sont une PI et une PC et deux plasmalogènes de PE. Il est toutefois à noter que, 

dans un travail portant spécifiquement sur la modulation de la composition des plasmalogènes de PE 

lors de la différenciation des monocytes humains en macrophages, Wallner et al. observent ces deux 

espèces moléculaires riches en DGLA dans les macrophages humains, l’espèce moléculaire PE (P-

16:0/20:3) étant même le plasmalogène le plus abondant (avec la PE-P-16:0/18:1)349. 

 

L’addition d’EPA modifie considérablement la composition des espèces moléculaires des PL 

membranaires et concerne 4 classes de PL : PC, PE, PI et PS dans lesquelles l’EPA est intégré tel quel 

ou sous la forme de son produit d’élongation direct, l’acide docosapentaénoïque (DPA, C22:5). Ce 

remodelage de la composition en AG aboutit à la surexpression de 19 espèces moléculaires qui sont 
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majoritairement les diacyl-PC (9 espèces), les diacyl-PI (4 espèces), les diacyl-PE et les éthers-PE (4 

espèces moléculaires au total). Nous avons ainsi pu mettre en évidence les espèces moléculaires de PL 

plus spécifiquement modifiées lors du remodelage important des AG.  Il est particulièrement 

intéressant de noter que les AG concernés, l’AA, le DGLA et l’EPA sont des AGPI à 20 atomes de 

carbone. Dans les cellules de l’inflammation, dont les macrophages, ces AG occupent une place 

prépondérante dans le métabolisme cellulaire en tant que précurseurs des eicosanoïdes (du grec 

« eikosa » signifiant 20) qui sont des médiateurs oxygénés dérivés de ces AGPI à 20 atomes de 

carbone. Ces eicosanoïdes sont formés grâce à l’action d’enzymes notamment les cyclooxygénases 

(COX) donnant les prostaglandines (PG) et les lipoxygénases (LOX) aboutissant à la formation des 

leucotriènes (LT). C’est pour l’AA que ces médiateurs et leurs effets biologiques ont été jusqu’à 

présent le plus étudiés et, sans détailler ce métabolisme, il est bien établi que l’action des COX et des 

LOX donnent naissance aux PG de la série 2 et aux LT de la série 4 impliqués dans de nombreuses 

pathologies liées à l’existence d’un état inflammatoire chronique comme l’athérosclérose et les 

cancers. La connaissance du métabolisme des eicosanoïdes issus de l’AA est ainsi à l’origine de 

certaines classes médicamenteuses dont la plus connue est celle des anti-inflammatoires non 

stéroïdiens12,350. En revanche, l’action de ces mêmes enzymes sur le DGLA et l’EPA permet la 

synthèse de PG de la série 1 pour le DGLA et de la série 3 pour l’EPA et des LT de la série 5 (EPA) 

dont les effets métaboliques s’opposent à ceux des médiateurs issus de l’AA12,348. C’est la raison pour 

laquelle certains auteurs recommandent une approche nutritionnelle d’enrichissement de l’alimentation 

en DGLA notamment dans les cancers, ses eicosanoïdes possédant des propriétés anti-inflammatoires 

et anti-prolifératives ou d’EPA dans la prévention des maladies cardio-vasculaires348,351,352. Comme 

nous l’avons indiqué, le modèle cellulaire et le mode opératoire que nous avons choisis visent à 

reproduire des modifications chroniques de la composition des PL membranaires des macrophages 

humains pouvant exister in vivo. La mise en évidence dans nos conditions expérimentales des 

profonds remodelages touchant les AGPI à 20 atomes de carbone incite à envisager de développer un 

axe de recherche visant à étudier les conséquences de ce remodelage sur la production des 

eicosanoïdes issus de ces AG et les relations éventuelles pouvant exister avec la capacité des 

macrophages humains à céder leur cholestérol. Ces composés montrent une grande diversité 

structurale. En effet, la classification de LipidMaps montre qu’il existe un peu moins de 1200 

eicosanoïdes répartis en 13 classes. L’analyse des eicosanoïdes est un véritable défi analytique pour 

plusieurs raisons : i) ces médiateurs lipidiques sont présents à très faibles concentrations, ii) ils ne sont 

pas stockés mais sont formés transitoirement et ont parfois une stabilité limitée pour certains d’entre 

eux, iii) le même AGPI peut être oxydé à plusieurs endroits conduisant à la formation d’isomères dont 

chacun peut avoir un rôle spécifique. Il est donc nécessaire de mettre en œuvre des méthodes 

analytiques rapides, ultra-sensibles, précises et spécifiques. 
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Au vu des caractéristiques de ces molécules, le recueil de l’échantillon est une phase critique. 

En effet, l’utilisation d’agent complexant ou d’antioxydant en amont de la phase d’extraction peut être 

recommandée. Les principales techniques de préparation de l’échantillon sont les extractions en phase 

liquide et/ou les méthodes d’extraction en phase solide. Les eicosanoïdes ont un domaine de polarité 

comparable à celui du méthanol, ce qui en fait un solvant de choix. Le mélange chloroforme/méthanol 

est principalement utilisé pour réaliser l’extraction des lipides totaux40,41. Ainsi, les lipides neutres et 

les PLs peuvent gêner la détection des eicosanoïdes. Un volume de méthanol approprié pourrait 

favoriser une extraction sélective (5 à 10 volumes de méthanol pour un volume de chloroforme). 

D’autres mélanges de solvants sont décrits comme l’éther ; acétone/chloroforme ; hexane/isopropanol 

ou encore acétate d’éthyl/éthanol12,350,353.  

 

Les méthodes de SPE peuvent servir à concentrer et nettoyer l’échantillon. Cependant, il 

n’existe pas de méthode universelle de préparation de l’échantillon concernant ces composés. Il est 

nécessaire, en parallèle du développement chromatographique, d’évaluer les propriétés des différentes 

techniques de préparation de l’échantillon en utilisant un mélange de standards commerciaux. Un 

détecteur Corona peut éventuellement être utilisé pour effectuer la mise au point de la méthode 

chromatographique et pour connaître les performances des différentes méthodes de préparation de 

l’échantillon. Enfin les standards commerciaux et échantillons biologiques doivent être conservés à 

une température de -80°C. 

 

Par ailleurs, la technique la plus largement utilisée dans cette problématique est la RP-LC-MS 

équipée d’une source Electrospray354–356. Ce type de chromatographie permet de séparer les différentes 

espèces moléculaires d’une même classe, offrant la possibilité d’utiliser des supports de silice 

superficiellement poreuse ou sub-2µm dont le couplage avec la spectrométrie de masse est facilité. 

Différents analyseurs de masse peuvent être utilisés mais le triple quadripôle est l’analyseur le plus 

courant. Le mode de détection choisi est celui qui offre la meilleure sensibilité à savoir le mode MRM 

(Multiple Reaction Monitoring). Certaines méthodologies ont été proposées utilisant le Q-Tof357 ou 

l’Orbitrap™358 ou plus récemment la mobilité ionique359,360. En plus du temps de rétention, ces 

spectromètres apportent une dimension supplémentaire (mobilité ionique, haute ou ultra-haute 

résolution) pour faciliter la discrimination des différentes espèces moléculaires. 

 

Le second résultat important de ce travail est d’avoir établi une corrélation entre la diminution 

d’efflux du cholestérol induite par l’addition d’EPA et le rapport des intensités brutes des variables 

discriminantes identifiées grâce à la réalisation d’une PLS-R. Une seule composante a été calculée 

pour modéliser les variations de l’impact de l’EPA sur l’efflux, avec une bonne variance de régression 

et une bonne capacité de prédiction. Les influences des variables sur les Y (ou poids) sont directement 

interprétables lorsqu’un modèle présente une seule variable latente. La prédiction a été effectuée sur 
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des données obtenues à distance de l’acquisition des données d’apprentissage. L’écart observé entre 

l’effet de l’EPA sur l’efflux prédit et les valeurs expérimentales est de moins de 10 %. Dans le 

contexte de l’étude, cette incertitude est considérée comme acceptable. En effet, les étapes de culture 

allant de la séparation des monocytes du sang total jusqu’à leur différenciation en macrophages 

nécessitent 10 à 12 jours avant de débuter l’expérimentation proprement dite qui est réalisée sur trois 

jours. Ceci explique le nombre relativement limité d’observations présentes dans le set d’apprentissage 

et de prédiction. 

 

A partir de l’ensemble des résultats (n = 20), la diminution de l’efflux du cholestérol se situe 

entre 19,9 et 30,0 % pour un risque de 5 % ; (m = 24,9 ; SD = 11,52). Cet intervalle de confiance est 

calculé à partir des valeurs obtenues lors de cette thèse (9 mesures de l’impact de l’EPA sur l’efflux du 

cholestérol) et de 11 expériences antérieures, obtenues par l’équipe de biologie du Lip(Sys)². Ces 

résultats ont été acquis dans les mêmes conditions de culture cellulaire et mesurés avec les mêmes 

détecteurs à scintillation. Ces vingt mesures sont donc comparables. Le modèle de prédiction de 

l’efflux du cholestérol montre qu’il est beaucoup moins performant pour prédire les efflux 

correspondant à de faibles valeurs de diminution d’efflux (Donneurs 1 et 7 du DS1). Ce faible impact 

de l’EPA sur l’efflux du cholestérol correspond à des valeurs qui ne sont pas comprises dans 

l’intervalle de confiance calculé précédemment. Expérimentalement, les raisons de cette absence 

d’effet sont difficilement attribuables bien qu’il soit possible d’évoquer différentes causes comme un 

effet donneur, le lot de l’ApoA1 ou encore les réactifs utilisés dans les cultures cellulaires (EPA). En 

résumé, lorsque que l’EPA diminue faiblement l’efflux du cholestérol, il faut évoquer d’autres 

mécanismes que la modification des profils phospholipidiques. Ainsi la modélisation effectuée n’est 

pas en surapprentissage. Par ailleurs, une partie de la variabilité des données est lissée par le calcul des 

différentes moyennes : intensité des variables discriminantes et efflux du cholestérol. La mesure 

radioisotopique de l’efflux du cholestérol présente des variations qui sont principalement imputables 

aux donneurs et aux conditions expérimentales. C’est pourquoi l’impact de l’EPA sur l’efflux du 

cholestérol est exprimé en comparant le niveau d’efflux des cellules témoins par rapport aux cellules 

traitées (EPA). Le pourcentage obtenu permet de comparer les différentes expériences.  

 

Concernant les acquisitions LC-MS, des répétitions analytiques ont été effectuées pour chaque 

échantillon. Dans la modélisation de l’efflux du cholestérol par PLS-R, seule la moyenne des 

intensités des variables discriminantes pour chaque échantillon a été considérée dans le calcul des 

ratios. On peut effectivement observer que l’analyse non supervisée des données NP-LC-MS montre 

que la variabilité du système analytique peut être considérée comme faible. En effet, le tracé des 

scores de la Figure 71 (A) montre que ces répétitions sont dans une zone du graphique proche 

(exemple : T3-1 et T3-2 signifie que l’on considère les échantillons témoins issus de la poche 3 et 

respectivement les répétitions analytiques 1 et 2). De plus, au vu des observations faites précédemment 



 

202 
 

concernant la mesure de l’efflux du cholestérol, il est nécessaire de faire correspondre un même Y aux 

différents ratios calculés concernant les X. Cette association des X et des Y est particulièrement 

problématique concernant la prédiction de l’efflux lorsque l’on prend en compte les données des 

répétitions analytiques.  

 

Une normalisation PQN a été réalisée sur le DS2 afin de pouvoir corriger les dérives observées 

concernant les intensités des variables discriminantes. Différentes stratégies peuvent être adoptées 

pour normaliser les données de métabolomique. En effet, ces techniques de correction du signal visent 

à diminuer les sources de variances qui sont présentes dans les données brutes et qui masquent les 

variations de concentration des métabolites. Ces dérives peuvent être classées en deux catégories : les 

sources de variances à court terme ou « intra-batch » et les sources de variances à long terme ou 

« inter-batch ». Typiquement en spectrométrie de masse, il est reconnu que la performance de la 

source d’ionisation à pression atmosphérique baisse au cours d’une longue série d’échantillons 

(variation intra-batch). Si une série d’échantillons est analysée avec une semaine, un mois ou une 

année d’écart, il est certain que l’étalonnage du spectromètre ou les différentes maintenances ont 

modifié ces performances. Ici, on ne considère que la source de variance inter-batch puisque le DS1 et 

DS2 ont été acquis avec 20 mois d’écart. Comme le nombre d’échantillons analysés au cours d’une 

séquence n’excède jamais la centaine d’échantillons (DS1 : 80 échantillons correspondant à 2,5 jours 

d’analyse), la dérive intra-batch est négligée361. 

 

La technique de normalisation la plus simple est de corriger le signal en calculant l’intensité 

totale ou la médiane pour chaque molécule. L’hypothèse de ce calcul est que le motif de dérive de 

chaque métabolite est le même pour l’ensemble des échantillons. Cette condition n’est 

malheureusement pas souvent vérifiée362,363. Cela est particulièrement vrai lorsque l’on considère des 

données NP-LC-LTQ-Orbitrap™. En effet, les PL sont ici séparés en fonction de leur classe et il existe 

de nombreuses coélutions au sein de chaque classe. La suppression d’ionisation entre les différents PL 

de chaque classe est un phénomène important : ainsi pour chaque groupe d’échantillons les facteurs de 

réponse de chaque métabolite sont différents. Par ailleurs, nous avons vu précédemment au cours du 

chapitre 3 que la normalisation moyenne après déconvolution du signal était particulièrement délétère 

concernant l’information discriminante lors d’une analyse non ciblée des profils phospholipidiques.  

 

Une seconde option est d’utiliser un ou plusieurs standards internes. Cette méthode est 

particulièrement robuste et très souvent utilisée notamment lors d’études quantitatives. Elle est 

considérée comme la méthode de référence. Dans le domaine de la lipidomique, les étalons internes 

utilisés peuvent être des lipides deutérés ou des dérivés N-trifluoroacétylés, relativement coûteux364–

366. Il aurait pu être envisagé comme solution alternative d’ajouter un PL qui n’est pas contenu dans les 

échantillons, notamment un PL à chaîne courte et avec des AG à nombre impair de carbone. 
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Néanmoins, cette méthodologie n’a pas été retenue. La principale raison a déjà été évoquée et 

concerne notamment les phénomènes de suppression d’ionisation et le mode de chromatographie 

utilisé. 

 

Une autre possibilité plus récemment décrite consiste à recourir à des contrôles de qualité 

analysés plusieurs fois au cours de la séquence afin de pouvoir suivre l’évolution des intensités des 

métabolites. Il peut être constitué d’un mélange de l’ensemble des échantillons de l’étude ou établi à 

partir d’une matrice biologique commerciale367. Le principal critère de ce contrôle de qualité est d’être 

représentatif des échantillons. Le biais analytique est alors modélisé à partir des intensités des espèces 

moléculaires du contrôle de qualité. Une des techniques la plus couramment citée a été proposée par 

Dunn et al et utilise l’algorithme « LOcally Estimated Scatterplot Smothing » ou LOESS368. A partir 

de ce protocole d’autres méthodes d’ajustement ont été proposées369. Ce modèle de régression est 

principalement utilisé pour corriger les biais intra-batch même si certains auteurs ont étendu cette 

méthode afin de corriger les données provenant de plusieurs lots370. La principale réserve concernant 

ces méthodes est qu’il faut prélever une partie de l’échantillon à analyser, ce qui est gênant concernant 

les échantillons de HMDM qui sont particulièrement longs à obtenir et qu’avec la quantité de 

biomasse recueillie il faut pouvoir procéder à l’analyse LC-MS et GC-MS des échantillons. Par 

ailleurs, la fabrication du contrôle de qualité est problématique lorsque les études sont constituées de 

plusieurs centaines d’échantillons.  

 

Au cours de cette étude, des contrôles de qualité ont été préparés à partir de mélanges 

commerciaux de PL. Les données de ces contrôles ont été utilisées pour effectuer la quantification des 

différentes classes de PL et évaluer les fenêtres des temps de rétention de chaque classe. Un tel 

mélange n’est pas représentatif des échantillons biologiques et il ne peut donc pas servir à la correction 

du signal LC-MS. Néanmoins, des mélanges d’échantillons biologiques ont été préparés durant 

l’acquisition du DS1. Ces échantillons n’ont pas été utilisés pour corriger le biais analytique inter-

batch. En effet, ce contrôle a été préparé à partir de mélanges d’extraits de macrophages témoins et 

EPA mais aussi à partir d’échantillons de macrophages surchargés en cholestérol (macrophages 

spumeux). Les résultats de la lipidomique des macrophages spumeux seront présentés dans le chapitre 

6. D’un point de vue qualitatif et quantitatif, ce contrôle de qualité n’a pu être utilisé pour corriger les 

données. 

 

La méthode de correction du signal, en utilisant le coefficient le plus probable ou correction 

PQN, a été présentée afin d’éliminer les sources de variation du signal RMN provenant de la 

différence de concentration des échantillons biologiques330. Le principe du calcul consiste à normaliser 

les données avec la médiane des rapports entre chaque point du spectre à corriger et le spectre de 

référence371. D’une façon générale, PQN corrige les variations du signal incontrôlables ou imputables 
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aux conditions d’acquisition des données372 (température lors d’acquisition spectrale dans le proche 

infrarouge373, différence de concentration des échantillons374, variation inter-batch du signal LC-MS). 

Dans cette étude, cet algorithme a été appliqué aux données de NP-LC-LTQ-Orbitrap™ afin de 

pouvoir réaliser la prédiction de l’impact de l’EPA sur l’efflux du cholestérol à partir des ratios des 

intensités des variables discriminantes. Le spectre de référence correspond aux intensités médianes de 

chaque métabolite discriminant du DS1. 

 

Ainsi avec ces méthodes de traitement de l’information, nous observons que les PL ayant le 

plus fort impact sur l’augmentation de la différence d’efflux entre les HMDM témoins et EPA sont m/z 

PI (18:0/22:5) et m/z 808,51 ; PS (18:0/20:5) PS (16:0/22:5) qui sont surexprimées dans les HMDM 

EPA. Il est remarquable de constater qu’à partir de 1832 variables, celles reliées à la variation d’efflux 

du cholestérol induite par l’EPA correspondent aux deux classes de PL anioniques. Il est aussi à noter 

que la simple détermination des classes de PL, qui ne varient pas entre les deux modèles cellulaires, 

n’a pas permis d’évoquer le rôle de la PS ou du PI dans l’altération de l’efflux. C’est la mesure des 

espèces moléculaires et l’analyse chimiométrique des résultats qui révèlent leur importance 

potentielle. Les PS et les PI sont des PL constitutifs de la membrane des cellules, en particulier au 

niveau du feuillet interne mais qui, après le phénomène de flip-flop, peuvent aussi être présents sur le 

feuillet externe de la membrane plasmique. Au sein de la membrane, ces deux classes de PL 

influencent la localisation des protéines au niveau de microdomaines via des interactions, notamment 

électrostatiques, protéines-lipides ou facilitent des interactions spécifiques proétines-protéines ainsi 

que les signaux cellulaires résultant de ces interactions339,375. Le mécanisme d’action de l’ABCA1 

comme transporteur de PL et de cholestérol vers l’apoAI fait toujours l’objet de débats, deux 

mécanismes étant proposés : i) l’ABCA1 lie directement le ligand apoAI ce qui déclenche l’efflux des 

lipides, ii) l’apoAI ne se lie pas directement au transporteur mais à des microdomaines membranaires 

situés à proximité de l’ABCA1 permettant ainsi une interaction entre les deux protéines aboutissant à 

l’efflux du cholestérol et des PL. Il a été montré que l’ABCA1 possède une activité floppase vis-à-vis 

de la PS entraînant son augmentation dans le feuillet externe de la membrane facilitant la fixation de 

l’apoAI et une augmentation de l’efflux. Il est nécessaire que la fonction ATPasique du transporteur 

soit intacte376,377. Au contraire, d’autres auteurs constatent que l’induction de l’expression de l’ABCA1 

dans la membrane cellulaire s’accompagne d’une faible augmentation de PS à la surface cellulaire. 

Celle-ci n’est pas suffisante pour permettre la fixation de l’apoAI qui se lie préférentiellement au 

transporteur305,378. Il est à souligner que, dans les travaux précités, le rôle éventuel d’une autre classe 

de PL n’a pas été étudié. Le rôle de la PS est donc controversé et si nos résultats ne permettent pas de 

clore ce débat, nous observons néanmoins que la surexpression de deux espèces moléculaires de PS 

s’oppose à l’effet inhibiteur de l’efflux du cholestérol provoqué par l’addition d’EPA sans toutefois 

empêcher une altération nette de cette fonction, le remodelage de la PI ayant un rôle prépondérant. 
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Concernant le PI, une caractéristique de ce PL est que l’inositol qui le compose peut être 

phosphorylé à différentes positions (3 et/ou 4 et/ou 5) ce qui donne plusieurs espèces appelées 

phosphoinositides qui sont au nombre de 7, localisées dans des compartiments subcellulaires différents 

en fonction des actions concertées de PI-kinases et de PI-phosphatases (Figure 73).  

 

 

Figure 73 : Structure générale d’un phosphatidylinositol et les phosphoinositides correspondants 

 

Sont ainsi localisés dans la membrane plasmique des cellules le PI, la forme 

monophosphorylée en position 4 (le PI4P) et la forme diphosphorylée PI(4,5)P2 (ou PIP2). Ce sont les 

phosphoinositides produits dans la cellule qui contrôlent un très vaste ensemble de processus 

cellulaires en interagissant avec des cibles en aval possédant des motifs de liaison des 

phosphoinositides379. En terme de composition en AG, l’espèce moléculaire de PI la plus abondante 

dans les cellules, cette abondance variant toutefois fortement en fonction du tissu ou des types 

cellulaires, est le PI (18:0/20:4) qui est une des espèces moléculaires surexprimées dans nos HMDM 

témoins379,380. L’enrichissement chronique en EPA provoque une modification importante des espèces 

moléculaires de PI avec, comme nous l’avons vu, 4 espèces surexprimées portant de l’EPA ou du DPA 

en position sn2 (Tableau 23). Les analyses chimiométriques ont permis de montrer que l’espèce 

moléculaire la plus discriminante était celle possédant le DPA en position sn2 (PI 18:0/22:5)379,380. Ce 

remodelage des PI pourrait avoir deux conséquences. Comme évoqué précédemment, le remplacement 

de l’AA par de l’EPA ou ses produits d’élongation pourrait libérer dans la cellule une quantité non 
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négligeable d’AA et ainsi modifier le métabolisme des eicosanoïdes12. La seconde conséquence 

pourrait être que l’action des kinases sur cette espèce moléculaire de PI puisse être altérée ou que la 

formation de PI(4,5)P2 possédant du DPA ait un fonctionnement modifié ce qui pourrait expliquer le 

lien avec la diminution d’efflux du cholestérol que nous observons. En effet, un travail publié très 

récemment a cherché à déterminer quels lipides présents à la surface de cellules exprimant l’ABCA1 

permettaient de lier l’apoAI et ainsi d’assurer l’efflux du cholestérol et des PL vers cet accepteur381. 

Les auteurs ont tout d’abord montré à l’aide de systèmes acellulaires (utilisation de bandes (strips) 

recouvertes de lipides différents) que la seule classe de lipides capables de fixer l’apoAI étaient les 

formes bi et triphosphorylées de PI à l’exclusion de tout autre lipide et notamment de la PS. Ils ont 

ensuite utilisé une lignée de macrophages de Souris, les RAW 264.7, traitée par de l’AMPc afin que 

les cellules expriment l’ABCA1 à la surface de leur membrane. L’expression de l’ABCA1 provoque 

l’apparition du PI(4,5)P2 au niveau du feuillet externe de la membrane permettant ainsi la liaison de 

l’apoAI et l’efflux du cholestérol. L’ABCA1 a donc une activité floppase pour le PI(4,5)P2 assurant le 

passage de ce phosphoinositide du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane. L’analyse 

des espèces moléculaires de PI(4,5)P2 retrouvées liées à l’apoAI révèle la présence de seulement 2 

espèces moléculaires composées des AG 18:0/20:4 et 16:0/20:4381. En relation avec nos résultats, nous 

pouvons émettre comme hypothèse que le remodelage important induit par l’addition d’EPA avec la 

surexpression de l’espèce moléculaire PI (18:0/22:5) perturbe l’activité floppase de l’ABCA1 et/ou 

que cette espèce moléculaire de PI ne permette pas une liaison suffisante de l’apoAI à la membrane. 

La conséquence serait la diminution de l’efflux du cholestérol que nous observons. Ceci ouvre comme 

perspective de cibler l’étude des modifications de la composition et du métabolisme des 

phosphoinositides des macrophages humains dans nos conditions opératoires.  

 

L’analyse des PI phosphorylés nécessite un protocole d’extraction dérivé de la méthode de 

Folch mais il est nécessaire de travailler en milieu acide pour éviter l’ionisation des groupements 

phosphates. De plus, une étape de dérivatisation est nécessaire en utilisant du TMS-diazométhane 

correspondant à une réaction de méthylation sur les groupements phosphorylés de l’inositol. En effet, 

les PI phosphorylés sont particulièrement labiles et présentent des difficultés d’ionisation en 

spectrométrie de masse382. 

 

5 Conclusion  
 

Notre laboratoire avait lors d’un travail précédent montré le rôle délétère de l’enrichissement 

en EPA de la membrane des macrophages humains sur leur capacité à céder leur cholestérol et 

identifié le mécanisme responsable282. Le premier objectif de ce travail était d’identifier les espèces 



 

207 
 

moléculaires potentiellement modifiées dans ces conditions expérimentales, objectif rempli grâce à 

l’utilisation de techniques de chromatographie couplée à la spectrométrie de masse permettant une 

analyse phospholipidomique sans a priori. Le second objectif était de pouvoir essayer de relier ces 

résultats de lipidomique à la diminution de l’efflux du cholestérol. Ce second objectif a lui aussi été 

atteint grâce à l’analyse chimiométrique d’une matrice de 1832 variables permettant d’identifier dans 

nos modèles seulement quelques espèces moléculaires de PL surexprimées dans nos conditions 

expérimentales. Le traitement statistique de ces  données a enfin réussi à identifier trois espèces 

moléculaires de PL les plus fortement reliées à l’altération de l’efflux du cholestérol ABCA1-

dépendant dont l’espèce moléculaire PI (18:0/22:5) est la plus discriminante. Ce résultat apporte la 

preuve de l’intérêt d’associer des méthodologies analytiques et chimiométriques à l’élucidation de 

problématiques biologiques.  
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Chapitre 6 : Etude de l’impact d’acides gras 

polyinsaturés sur la composition des 

phospholipides de macrophages humains 

spumeux et identification des mécanismes 

biochimiques de la diminution d’efflux du 

cholestérol 
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1 Etude de l’impact de l’incorporation d’acide gras ω3 sur les 

phospholipides de macrophages humains spumeux 
 

Les études précédentes ont montré que l’incorporation de l’EPA dans les membranes 

cellulaires de macrophages humains (HMDM) entraînait des modifications de la composition des PL 

membranaires avec pour conséquence une altération du fonctionnement de l’ABCA1, protéine 

membranaire jouant un rôle-clé dans l’efflux du cholestérol cellulaire. Le modèle cellulaire choisi était 

constitué de macrophages au contenu normal en cholestérol dont l’expression de l’ABCA1 était 

stimulée par l’addition d’agonistes des facteurs de transcription LXR/RXR reproduisant ainsi la 

régulation produite par un excès de cholestérol cellulaire. Toutefois, la caractéristique d’une plaque 

d’athérosclérose est la présence de macrophages gorgés de cholestérol appelés cellules spumeuses qui 

se forment lors de la capture non régulée de LDL modifiées. L’excès de cholestérol  est estérifié par 

l’action de l’acyl-CoA-cholesterol acyl transferase (ACAT) et stocké sous forme de gouttelettes 

lipidiques (lipid droplets ou LD) riches en esters de cholestérol (EC). La seule possibilité qu’ont ces 

cellules spumeuses de se débarrasser de leur cholestérol est de le céder à un accepteur extracellulaire 

lors de l’étape d’efflux. Comme seul le cholestérol libre ou non estérifié (CNE) peut être pris en 

charge par un accepteur, il est nécessaire que les EC des gouttelettes lipidiques soient hydrolysés en 

CNE. Cette étape d’hydrolyse est considérée comme l’étape limitante de l’efflux du CNE des cellules 

spumeuses. L’objectif de cette partie de la thèse est d’apprécier les conséquences de la modification de 

la composition des PL membranaires par l’EPA sur la capacité d’efflux de macrophages humains 

surchargés en cholestérol et de comparer cet impact avec celui obtenu sur les macrophages au contenu 

normal en cholestérol 47. 

 

2 Matériel et méthodes  
 

2.1 Cultures cellulaires  

 

Les monocytes ont été isolés à partir de sang total de sept donneurs normolipidémiques 

(Etablissement français du sang) par gradient Ficoll puis différenciés en macrophages par adhésion sur 

support plastique Primaria® 24 puits durant une période de 11 jours dans un milieu de culture composé 

de RPMI 1640 supplémenté avec 10 % de SVF, des antibiotiques (pénicilline-streptomycine) et 20 

ng.mL-1 de hM-CSF (human macrophage- colony stimulating factor). 
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Pour apprécier l’impact de l’EPA, les macrophages humains sont ensuite incubés dans le 

milieu de culture (SVF 10%) en présence ou non (cellules témoins) de 70 µmol.L -1  d’EPA, comme 

précédemment décrit dans le chapitre 5. Les HMDM sont ensuite surchargés en cholestérol en les 

incubant 24 heures en présence de 75 mg.L-1 de LDL acétylées (LDLac) dans le milieu de culture 

(SVF 10%) additionné (groupe EPA/LDL) ou non (groupe LDL) d’EPA. Cette étape est suivie d’une 

période d’équilibration de 16 heures dans le milieu de culture sans SVF contenant 0,2 % d’albumine 

bovine et des agonistes de LXR/RXR pour favoriser l’expression de l’ABCA1. Les cellules 

surchargées en cholestérol sont alors prêtes pour la suite des expérimentations biologiques ou 

analytiques. 

 

L’efflux isotopique est mesuré après le marquage des pools de cholestérol, lors des 24 heures 

de surcharge par les LDLac en ajoutant du cholestérol tritié (1Ci/puits) au milieu de culture 

supplémenté ou non en AG et contenant 10% de SVF. Après l’étape d’équilibration, les HMDM 

surchargés en cholestérol et surexprimant l’ABCA1 sont incubés dans du RPMI seul ou en présence 

d’apoAI (15 g/ml) pendant 4 ou 24 heures. 

 

Sept poches de sang ont été utilisées pour réaliser les profils lipidomiques des groupes de 

cellules suivants : les HMDM témoins (NT), les HMDM enrichis en cholestérol par l’addition de LDL 

acétylées (LDL) et les HMDM enrichis en EPA et en cholestérol (EPA/LDL). 

 

2.2 Réactifs et méthodes d’analyse 

 

Les réactifs, méthodes d’extraction des lipides et les analyses lipidomiques qualitative et 

quantitative sont identiques à celles décrites dans le chapitre 4. 

 

Concernant le traitement des données, le protocole présenté ici est similaire à celui décrit dans 

le chapitre 5 paragraphe 2.6.1. Après le chargement des fichiers du format « .raw », l’ensemble des 

données a été soumis aux différentes étapes du prétraitement (construction du chromatogramme, 

alignement et remplissage des données manquantes) sur MzMine 2.25. Il en résulte une matrice de 

données avec 1832 variables et 41 injections : 14 pour les extraits lipidiques issus de cellules témoins 

et celles ayant reçu des LDL acétylées (groupe LDL) et 13 pour les extraits lipidiques ayant reçu de 

l’EPA et des LDL acétylées (groupes EPA/LDL).  

 

Le même type de traitement de données a été effectué afin de déterminer s’il existe des 

relations entre la diminution de l’efflux radioisotopique du cholestérol et les modifications des profils 
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lipidiques entre les macrophages spumeux (LDL) et les macrophages spumeux enrichis en EPA 

(EPA/LDL).  

 

3 Résultats 
 

3.1 Quantification des classes lipidiques par NP-LC-détecteur à aérosol 

chargé 

 

Comme le montre la Figure 74, les compositions relatives en PL ne sont pas modifiées par 

l’addition de LDL acétylées et/ou d’EPA. Le PL majoritaire est la PC (entre 45,7 % pour le groupe 

EPA/LDL et 47,2 % pour les cellules témoins) suivie des PE (entre 23,8 % pour le groupe EPA/LDL 

et 22 % pour les cellules témoins) puis les PS (7,4 ; 7,8 et 8,9 % respectivement pour les groupes 

EPA/LDL, témoins et LDL) et les PI représentent pour les trois groupes 5 % des PL totaux. Les SM 

presque 19 % des PL détectés. 

 

Les LPE et les LPC ne sont pas reportées dans les données de quantification pour les mêmes 

raisons que celles décrites dans le chapitre précédent. Les CL, PA et PG ne sont toujours pas mis en 

évidence en utilisant les profils chromatographiques avec le détecteur à aérosol chargé. 

 

L’analyse chimiométrique des données NP-LC-LTQ-Orbitrap™ est effectuée afin de détecter 

les différences de composition des espèces moléculaires entre les différents groupes. 
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Figure 74 : Composition relative des différentes classes phospholipidiques obtenues par NP-LC-Corona entre 
les cellules témoins, les cellules surchargées en cholestérol (LDL) et les cellules surchargées en cholestérol et 
supplémentées avec de l’EPA 70 µmol.L

-1 

 

3.2 Analyses chimiométriques NP-LC-LTQ-Orbitrap™ 

 

La Figure 75 (A) montre le tracé des scores des échantillons suivant les deux premières 

composantes principales procédant d’une analyse en composante principale. La variance expliquée 

(R²X) est respectivement de 0,346 pour la première composante et de 0,190 pour la deuxième. La 

capacité de prédiction pour ces deux composantes est de 0,465 (Q² cumulés). On observe qu’il est 

assez difficile de distinguer des groupes bien individualisés, en particulier pour les cellules témoins et 

les cellules surchargées en cholestérol. Cependant on peut noter qu’il existe une certaine 

individualisation des cellules ayant reçu de l’EPA et des LDLac suivant la deuxième composante. 

 

L’analyse en PLS-DA, Figure 75 (B), confirme les observations de l’analyse en composantes 

principales. La variance expliquée de ce modèle est respectivement de 0,384 et de 0,199 (R²Y) pour 

les deux premières composantes. La capacité de prédiction pour ces deux composantes (Q² cumulés) 

est de 0,479. On observe que la première composante permet de séparer le groupe EPA/LDL des 

macrophages témoins et des cellules surchargées. Par ailleurs, les cellules témoins et LDL sont plutôt 

situées dans la même zone du score plot.  

 

Dans ce contexte deux modèles d’OSC-PLS-DA sont construits. Le premier consiste à 

comparer les profils LC-MS des PL des cellules témoins et des cellules surchargées en cholestérol 
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(témoins versus LDL), l’objectif étant d’observer si la surcharge en cholestérol entraîne des 

modifications qu’il faudrait prendre en compte lors de l’étude de l’impact de l’EPA sur des HMDM 

surchargés. Le second modèle est la comparaison des cellules surchargées en cholestérol et celles 

ayant reçu dans le milieu de culture à la fois des LDLac et 70 µmol.L-1 d’EPA. 

 

Les Figure 75 (C et E) montrent le tracé des scores respectivement pour le modèle témoins 

versus LDL et LDL versus EPA/LDL. On observe que la première composante permet de séparer les 

différents groupes pour ces deux modèles. Pour le modèle témoins versus LDL le R²(Y) de la première 

composante est de 0,723 avec une capacité de prédiction de Q² de 0,543. Ces valeurs sont acceptables 

mais on observe que deux injections sont en dehors du cercle d’Hotelling. Cependant ce modèle est 

conservé pour étudier les variables responsables des différences observées.  

 

Concernant le modèle LDL versus EPA/LDL, le tracé des scores montre une bonne séparation 

des groupes selon la première composante. La variance expliquée (R²Y) est de 0,881 avec une bonne 

capacité de prédiction de 0,871 (Q² cumulés). Les différentes variables discriminantes sont 

sélectionnées à partir du diagramme de variance-covariance. 
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Figure 75 : (A) Tracé des scores de l’analyse en composante principale des échantillons correspondant aux 
cellules témoins (T), cellules surchargées en cholestérol (LDL) et celles incubées en présence d’EPA et de 
LDLac (EPA/LDL) EPA et LDL-cholestérol, (B) Tracé des scores des échantillons T, LDL, EPA/LDL analysé en PLS-
DA, (C) Tracé des scores des échantillons témoins et LDL suivant le modèle d’OSC-PLS-DA, (D) Tracé du 
diagramme de variance-covariance correspondant au modèle témoins versus LDL analysé en OSC-PLS-DA, (E) 
Tracé des scores des échantillons LDL et EPA/LDL suivant le modèle d’OSC-PLS-DA, (F) Tracé du diagramme 
de variance-covariance correspondant au modèle LDL versus EPA/LDL analysé en OSC-PLS-DA 
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3.2.1 Identification des espèces lipidiques responsables des différences observées 

entre les cellules témoins et les cellules surchargées en cholestérol 

 

Le Tableau 27 résume les différentes variables identifiées comme discriminantes entre le 

groupe des cellules témoins (T) et celui des cellules surchargées en cholestérol (LDL). Ces variables 

sont classées suivant le pourcentage de corrélation. Dans ce modèle il existe peu de variables ayant 

une corrélation supérieure à 70 % et une covariance supérieure à 5 %. C’est pourquoi, les critères ont 

été élargis jusqu'à 50 % de corrélation. Par ailleurs, on observe qu’il existe beaucoup plus de variables 

considérées comme discriminantes dans le groupe cholestérol-LDL. 

 

L’identification des CL reste incomplète. En effet, ces espèces moléculaires ont pour schéma 

de fragmentation la dissociation en deux acides phosphatidiques puis la MS3 permet d’identifier les 

groupements AG des acides phosphatidiques. Dans le cadre du profilage des PL, le mode 

d’acquisitition du spectromètre de masse LTQ-Orbitrap™ ne permet pas de fragmenter l’ensemble des 

acides phosphatidiques résultant de la MS2. En effet, seuls les 2 ions les plus intenses du spectre MS2 

sont fragmentés : c’est pourquoi certains ions observés n’ont pas de spectre MS3. Cela se produit en 

particulier lorsque 2 CL ont le même m/z. 

 

 
Adduits 

observés 
m/z ; identification 

Corrélation 
(%) 

Covariance  
(%) 

Surexprimés chez LDL 

 [M-CH3COO]- 816,59 ; PC (16:0/18:2) PC (16:1/18:1) 80,5 15,8 
 [M-CH3COO]- 842,60 ; PC (18:1/18:2) PC (16:0/20:3) 78,4 14,4 
 [M-H]- 786,53 ; PS (18:1)/18:1) PS (18:0/18:2) 78,3 0,6 
 [M-H]- 1447,97 ; CL (18:2)4 75,0 2,0 
 [M-H]- 742,53 ; PE (18:1/18:1) PE (18:0/18:2) 72,2 6,0 
 [M-CH3COO]- 800,55 ; PC (P-16:0/18:2) 61,0 5,1 
 [M-H]- 1449,98 ; CL (18:2/18:2//18:2/18:1) 60,1 6,3 
 [M-H]- 1471,96 ; CL (74:10) 58,7 1,4 
 [M-H]- 859,54 ; PI (18:1/18:2) 57,8 5,8 
 [M-H]- 1421,95 ; CL (18:2/18:2//16:1/18:2) 57,7 3,9 
 [M-CH3COO]- 733,57 ; SM (d18:1/14:0) 57,6 4,4 
 [M-H]- 1249,81 ; GM3 (18:1/23:0) 53,7 4,1 
 [M-CH3COO]- 824,587 ; PC (P-16:0/20:4) 50,8 4,9 

Surexprimés chez les cellules témoins 

 [M-CH3COO]- 820,59 ; PC (16:0/18:0) 81,3 5,0 
 [M-H]- 1399,97 ; CL 68:4 54,5 3,2 
 [M-H]- 1427,99 ; CL (18:1/18:1 // 16:1/18:1) 50,4 3,3 
Tableau 27 : Coordonnées des variables identifiées dans le modèle cellules témoins versus LDL considérées 
comme discriminantes  
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On observe que la classe qui est la plus fortement impactée par l’addition de LDLac est la 

cardiolipine. Leurs coordonnées sur le S-plot présente des niveaux de corrélation inférieurs à 60 % le 

plus souvent sauf pour l’ion m/z 1447,97. 

 

La surcharge par des LDL acétylées provoque un remodelage des PL avec une intégration de 

l’AG majoritaire des LDL à savoir l’acide linoléique (C18:2). Ce remodelage touche les diacyl-PL, 

comme l’ion m/z 859,54 ; 742,53 ; 786,52 et 842,60 et les plasmalogènes de PC comme l’ion m/z 

800,55. Par ailleurs, on observe une augmentation de l’expression de deux sphingolipides dans le 

groupe cholestérol-LDL : GM3 (d18:1/23:0) et SM (d18:1/14:0). La Figure 76 représente les niveaux 

moyens des intensités observées de ces variables discriminantes ainsi que le seuil de significativité des 

tests univariés concernant la moyenne observée entre les différents groupes. 

 

 

Figure 76 : (A) Cardiolipines, (B) PI, PE, PS et GM3, (C) PC considérées comme discriminantes dans le modèle 
Témoins versus LDL 
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3.2.2 Identification des espèces lipidiques responsables des différences observées 

entre les cellules surchargées en cholestérol et les cellules surchargées en 

cholestérol en présence d’EPA 

 

Le Tableau 28 résume les différentes variables identifiées comme discriminantes lors de 

l’analyse du S-plot correspondant au modèle OSC-PLS-DA entre EPA/LDL et LDL. De la même 

façon que dans le paragraphe précédent, les différentes espèces moléculaires sont classées suivant le 

pourcentage de variance décroissante. En cas d’égalité des variances entre deux variables, la 

covariance est utilisée pour effectuer ce classement. Dans ce modèle l’ensemble des différentes 

variables a une corrélation supérieure à 80 % ainsi qu’une covariance supérieure à 1,5 %. 

 

 Adduits observés m/z ; Identification Corrélation 
(%) 

Covariance 
(%) 

Surexprimés chez EPA/LDL 

 [M-CH3COO]- 838,56 ; PC (16:0/20:5) 95,4 12,8 

 [M-H]- 883,53 ; PI (18 :0/20:5) 94,2 10,2 

 [M-H]- 764,52 ; PE (18:0/20:5) PE (16:0/22:5) 94,1 14,5 

 [M-CH3COO]- 866,59 ; PC (18:0/20:5) PC (16:0/22:5)  93,8 15,1 

 [M-CH3COO]- 864,60 ; PC (18:1/20:5) 93,6 5,8 

 [M-H]- 720,50 ; PE (P-16:0/20:5)  92,5 18,9 

 [M-CH3COO]- 822,58 ; PC (P-16:0/20:5)  92,5 4,5 

 [M-H]- 808,51 ; PS (18 :0/22:5) PS (16 :0/22:5) 92,5 3,6 

 [M-H]- 881,52 ; PI (18 :1/20:5) 91,7 2,1 

 [M-H]- 792,55 ; PE (18:0/22:5) 90,5 9,5 

 [M-CH3COO]- 912,59 ; PC (20:4/22:6) 89,9 1,9 

 [M-H]- 911,56 ; PI (18:0/22:5) 88,9 4,5 

 [M-H]- 855,50 ; PI (16:0/20:5) 87,4 2,3 

 [M-H]- 748,52 ; PE (P-16:0/22:5) PE (P-18:0/20:5) 87,3 8,4 

 [M-CH3COO]- 792,58 ; PC (16:0/16:0) 86,4 13,1 

 [M-CH3COO]- 892,59 ; PC (18:1/22:5) 84,3 3,8 

 [M-CH3COO]- 940,60 ; PC (22:5/22:5) 83,8 1,9 

 [M-H]- 836,54 ; PS (18:0/22:5) 80,3 10,2 

Surexprimés chez les LDL 

 [M-H]- 722,51 ; PE (P-16:0/20:4) 95,7 13,3 

 [M-H]- 887,56 ; PI (18:0/20:3) 95,7 6,2 

 [M-CH3COO]- 870,58 ; PC (18:0/20:3) PC (18:1/20:2) 91,3 3,1 

 [M-CH3COO]- 826,57 ; PC (O-16:0/20:4) 90,8 5,5 

 [M-CH3COO]- 844,60 ; PC (18:1/18:1) 89,9 8,5 

 [M-H]- 750,54 ; PE (P-18:0/20:4) PE (P-16:0/22:4) 89,5 7,2 

 [M-H]- 885,55 ; PI (18:0/20:4) 84,7 11,2 

 [M-H]- 778,60 ; PE (P-20:0/20:4) PE (P-18:0/22:4) 84,6 1,2 

 [M-H]- 766,54 ; PE (18:0/20:4) 81,5 6,3 

 [M-CH3COO]- 776,58 ; PC (P-16:0/16:0) 80,9 1,7 

 [M-H]- 1449,98 ; CL (18:2/18:2_18:2/18:1) 80,1 1,7 

Tableau 28 : Coordonnées des variables identifiées dans le modèle LDL versus EPA/LDL considérées comme 
discriminantes 
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Les ions discriminants observés dans le groupe EPA/LDL sont qualitativement identiques aux 

ions discriminants observés dans le groupe EPA et présentés dans le chapitre 5. Ainsi, l’addition 

d’EPA induit une surexpression de PL ayant comme AG en position sn2 soit de l’EPA (C20:5) soit du 

DPA (C22:5). Cette modification concerne les diacyl-PL et les éthers-PL. Ainsi, la surcharge ne 

semble pas entraîner de variations différentes de celles observées dans le modèle des HMDM non 

surchargés (Figure 77). 

 

 

Figure 77 : (A) CL, (B) PE, (C) DiacylPC, (D) DiacylPC ayant une intensité inférieure à 4,0 E+05, (E) PE et (F) 
éther lipides considérées comme discriminantes dans le modèle Témoins versus LDL 
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3.2.3 Modélisation de l’efflux du cholestérol en fonction du pourcentage de 

surexpression des variables discriminantes  

 

 

Sept mesures de l’efflux du cholestérol ont été effectuées avec des HMDM surchargés en 

présence d’EPA 70 µmol.L-1. En moyenne la diminution d’efflux du cholestérol entre le groupe LDL 

et le groupe LDL/EPA est de 37,1 %. Cette diminution est du même ordre de grandeur que la 

diminution d’efflux du cholestérol déterminée dans les mêmes conditions pour les macrophages non 

surchargés du chapitre précédent (34 %). Néanmoins, il existe une variabilité de l’intensité de la 

diminution d’efflux du cholestérol en fonction des donneurs.  

 

En effet, la diminution d’efflux du cholestérol est particulièrement importante pour les 

donneurs 3 et 7 (65,3 % et 46,7 % respectivement), proche de l’effet moyen (35,2 %) pour le donneur 

1 ou de l’ordre de 20 % pour les donneurs 4, 5 et 6 (Figure 78). Ainsi, le même type de modélisation 

présenté dans le chapitre 5 a été effectué sur les données des macrophages surchargés afin de 

déterminer si la diminution d’efflux du cholestérol peut être imputée à la modification des profils 

phospholipidiques constatée. Cette modélisation par régression PLS n’a pas montré d’organisation 

spontanée contrairement aux données concernant les macrophages non surchargés. Le calcul de la 

première composante montre une faible variance expliquée et une capacité de prédiction négative.  

 

 

Figure 78 : Niveaux d’efflux du cholestérol entre les macrophages surchargés en cholestérol (LDL) et les 
macrophages surchargés en cholestérol  en présence de 70 µmol.L

-1
 d’EPA (EPA/LDL) 

 



 

220 
 

Ainsi, dans le modèle des HMDM surchargés, l’EPA provoque une diminution de l’efflux du 

cholestérol comparable à celle observée dans des HMDM au contenu normal en cholestérol. Toutefois, 

l’analyse détaillée des modifications des lipides membranaires montre que le mécanisme à l’origine de 

l’altération du fonctionnement de l’ABCA1 est sans doute totalement différent. C’est ce que nous 

avons ensuite cherché à déterminer et les résultats obtenus font l’objet de la publication présentée ci-

après. 

 

Contrairement aux HMDM non surchargés, nous avons observé que d’autres AGPI que l’EPA 

étaient capables de diminuer l’efflux ABCA1-dépendant. L’EPA exerce l’effet inhibiteur le plus 

puissant mais le DPA, le DHA ou l’AA et, à un degré moindre, l’acide oléique (AGMI) diminuent 

aussi l’efficacité de ce transporteur. En revanche, l’acide palmitique comme représentant des AGS ne 

modife pas l’efflux du cholestérol. Il n’est donc pas si surprenant que le mécanisme puisse être 

différent entre les deux modèles. Nous avons ainsi pu constater que la voie de la PKA fonctionnait 

normalement et qu’il n’y avait pas de modification de l’activité ATPasique de l’ABCA1 qui était le 

défaut majeur observé dans le modèle des cellules non surchargées47. Nous avons donc émis 

l’hypothèse que l’anomalie fonctionnelle se situait au niveau de l’hydrolyse des esters de cholestérol 

des gouttelettes lipidiques. Cette hypothèse était renforcée par l’observation que des HMDM incubés 

en présence d’EPA et surchargés exclusivement en cholestérol non estérifié (cholestérol « libre », 

grâce à l’utilisation d’un inhibiteur de l’ACAT) présentaient un efflux ABCA1-dépendant normal. 

Nous avons donc mesuré la vitesse d’hydrolyse des esters de cholestérol (EC) dans notre modèle de 

HMDM surchargés en cholestérol en présence d’EPA et avons démontré que l’EPA était responsable 

d’une diminution de 24% en moyenne de l’hydrolyse des EC c’est-à-dire sensiblement de la même 

amplitude que la diminution de l’efflux du cholestérol (-34% en moyenne). 

 

La mobilisation des EC des gouttelettes lipidiques est un phénomène complexe qui n’est pas 

encore totalement élucidé. Dans les macrophages de Souris, ces gouttelettes lipidiques sont délivrées 

aux lysosomes par le phénomène d’autophagie. Leurs EC sont alors hydrolysés par la lipase acide et le 

cholestérol libre ainsi libéré est pris en charge par l’ABCA1 pour être efflué. Cette voie d’hydrolyse 

n’a jamais été démontrée comme existant réellement dans des HMDM. Nous l’avons toutefois 

explorée et avons démontré que ce mécanisme n’était pas impliqué puisque, dans notre modèle, le flux 

autophagique est tout à fait normal. La voie de mobilisation des EC la mieux décrite dans les HMDM 

implique l’action dans le cytoplasme de plusieurs enzymes dont les deux principales sont la 

cholestérol hydrolase neutre (nCEH) encore appelée carboxylestérase 1 (CES1) et la cholestérol ester 

hydrolase 1 ou NCEH1. Ces deux enzymes ont en fait une spécificité de substrats très large et 

hydrolysent aussi bien les EC que les triglycérides (TG). Il a été decrit dans la littérature l’action 

inhibitrice d’AGPI (dont l’AA et l’EPA) sur la CES1. On peut donc imaginer que la modification de la 

composition des EC des gouttelettes lipidiques puisse être à l’origine du défaut de leur mobilisation. 
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Toutefois, nous observons des compositions en AG des EC très variables selon l’AGPI ajouté avec 

pourtant toujours une diminution de l’hydrolyse de ces EC associée à une diminution de l’efflux. Il 

nous semble donc peu probable que la seule modification du profil qualitatif des EC puisse expliquer 

le défaut de leur mobilisation depuis les gouttelettes lipidiques. Nous avons donc concentré notre 

attention sur le second composé majeur de ces gouttelettes à savoir les TG qui, en modifiant l’état 

physique de ces gouttelettes peuvent aussi jouer un rôle dans l’hydrolyse des EC. Ceci nous a permis 

de montrer qu’il existait une très bonne relation entre l’importance de l’accumulation des TG et 

l’amplitude des diminutions de l’hydrolyse des EC et de l’efflux du cholestérol libre. Enfin, nous 

avons voulu savoir si l’impact de l’EPA sur les HMDM surchargés en cholestérol était spécifique de 

l’efflux médié par l’ABCA1 ou pas. Nous avons ainsi pu observer que l’efflux du cholestérol vers des 

HDL, impliquant CLA-1 comme récepteur ou l’ABCG1 comme transporteur, était aussi altéré. Ceci 

renforce le fait que les modifications induites par l’EPA concernent bien la mobilisation des EC des 

gouttelettes lipidiques. 
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Chapitre 7 : Phospholipides oxydés : 

généralités, étude préliminaire 
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1 Généralités 
 

Les résultats présentés lors du chapitre 5 ont montré que l’apport chronique d’EPA dans des 

cultures de macrophages humains entraîne un profond remodelage des PL membranaires, modifiant 

préférentiellement les AGPI à 20 atomes de carbone. Ce groupe d’AG occupe une place très 

importante dans le métabolisme cellulaire en tant que précurseurs d’une classe de lipides : les 

eicosanoïdes. Ces AG oxydés constituent une famille très diverse et sont particulièrement étudiés dans 

le contexte des maladies inflammatoires dont fait partie l’athérosclérose. Au regard de leurs propriètés 

physico-chimiques, l’analyse des AG oxydés représente un véritable défi, d’autant plus qu’ils peuvent 

réagir avec des PL pour créer des phospholipides oxydés (oxPL).  

 

Ce terme phospholipides oxydés a été employé pour la première fois en 1938 par Frederik 

Bernheim383 pour décrire les composés formés à partir de la mise en contact de tissu biologique 

comme le cerveau, le foie ou le cœur avec des sels de vanadium : il s’agissait de décrire l’ajout d’un 

atome d’oxygène sur des tissus vivants. Depuis, ces composés ont été identifiés dans les liquides 

biologiques, les cellules et les tissus. La théorie de l’addition radicalaire et de la peroxydation 

lipidique a permis d’expliquer leur formation. Ces molécules jouent également un rôle important dans 

les réactions inflammatoires, les infections384 ou la réponse immunitaire384–390. Etrangement, le nombre 

de publications correspondant à ce thème reste faible (Figure 79)391. 

 

 

Figure 79 : Nombre de publications sur la thématique des lipides oxydés, phospholipides oxydés, de la 
lipidomique et sur l’oxydation des lipides

391
 

 

Le développement de cette thématique est limité par les méthodes mises au point pour 

l’analyse de ces composés. Comme les eicosanoïdes, les oxPL ont des structures très diverses, labiles 

et en faible concentration dans l’organisme. La consultation de la classification LipidMaps fait 
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apparaître quelques dizaines de structures d’oxPL mais cette apparente simplicité est assez rapidement 

contredite. 

 

Les oxPL ont pour origine l’attaque des AGPI par des radicaux libres (HO•, OONO• ou O2
•). 

Elle conduit à la formation d’une réaction radicalaire qui est classiquement décrite en trois étapes : 

initiation, propagation et terminaison392. Le réarrangement des hydroperoxydes conduit à un mélange 

d’oxPL sous forme racémique. L’origine de cette réactivité est due à la présence de la double liaison 

carbone-carbone des chaînes d’AG. Concernant les AGPI, cette réactivité devient importante. 

L’attaque des AGPI peut être aussi d’origine enzymatique (myéloperoxydase, NADPH oxydase ou 

xanthine oxydase). Ces réactions sont beaucoup plus spécifiques puisqu’elles peuvent former un seul 

énantiomère393. Cette double origine conduit, dans tous les cas, à un réarrangement des chaînes d’AG 

menant à la production de nouvelles espèces biologiquement actives394.  

 

Quatre classes d’oxPL ont été proposées par Davies et al.395, comme le montre la Figure 80. 

Classe I : ajout d’un groupement oxygène ; Classe II : une des chaînes d’AG a été rompue à la suite du 

réarrangement ; Classe III : cyclisation d’une des chaînes d’AG et Classe IV : oxydation portant sur la 

tête polaire.  

 

 

Figure 80 : Classification des phospholipides oxydés
395
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Cette classification n’est cependant pas exhaustive. En effet, lorsqu’un oxPL de la classe II est 

formé, la rupture de l’AGPI produit des dérivés aldéhydes à chaînes courtes (comme le 4-hydroxy-2-

hexénal ou 4-hydroxy-2-nonénal). Ces molécules sont considérées comme des marqueurs de la 

peroxydation lipidique d’AG ω3 ou ω6 qui sont reconnus pour être capables de se fixer sur des 

résidus, lysine, cystéine ou histidine396–400. Par ailleurs, les réactions avec l’acide hypochloreux et les 

oxydes nitreux avec les PL forment des dérivés chlorés ou nitrés401–404. Ainsi, pour un PL, des dizaines 

d’oxPL peuvent être formés avec des gammes de masses très variées. Ces produits d’oxydation 

incluent des fonctions alcools, carbonyles, hydroperoxydes et acides carboxyliques. Leur caractère 

polaire plus marqué que les PL natifs augmente la polarité de l’interface entre les lipides et l’eau, 

accroisse la présence de charge négative à la surface de la membrane et ainsi améliore les capacités 

d’agrégation et de fusion des membranes405–408.  

 

Il est actuellement reconnu que cette catégorie de PL est produite au cours des maladies 

inflammatoires telles que les maladies neurodégénératives ou rhumatoïdes mais aussi dans le diabète 

et l’athérosclérose384. En effet, les oxPL pourraient être impliqués dans le phénomène d’activation 

plaquettaire (platelet activating factor ou PAF), moduler la réponse inflammatoire, servir de ligand à 

des récepteurs CD36, avoir une influence sur les cellules endothéliales390,409–422 ou être responsables 

d’une différenciation particulière des macrophages (OxPL-induced macrophage phenotype ou Mox423) 

(Figure 81). 

 

 

Figure 81 : Effets des phospholipides oxydés sur les réactions inflammatoires menant à l’athérosclérose 
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L’analyse de ces composés a tout d’abord été réalisée par l’étude de l’oxydation des liposomes 

avec les PC comme composant majoritaire. Des études récentes ont étendu les investigations vers 

d’autres classes de PL et même les sphingolipides. En effet, l’oxydation peut porter sur les têtes 

polaires comme la choline, la sérine ou même la partie glycosylée des glycosphingolipides391,424–427. 

 

Des études ont été réalisées afin de déterminer la quantité d’oxPL dans le plasma de patient 

sain. Le dosage de ces composés en spectrométrie de masse montre que la concentration 

d’hydroperoxydes de PC (PC-OOH) est de l’ordre de 16 à 160 nmol.L-1 et pour les hydroperoxydes de 

PE (PE-OOH), cette concentration est de l’ordre de 120 à 180 pmol.L-1. Ces concentrations, 

extrêmement faibles,  peuvent augmenter dans des situations pathologiques telles que des patients 

alcooliques, hyperlipidémiques ou chez des patients atteints de cancer. Ainsi, la concentration des 

oxPL peut évoluer au cours de situations physiopathologiques mais actuellement aucune donnée 

concernant la variation de ces molécules n’a été recueillie en fonction par exemple de l’âge, du sexe, 

du tissu ou même de la cellule concernée391. 

 

Contrairement aux eicosanoïdes, il existe très peu de composés références d’oxPL, il est donc 

nécessaire de préparer ses propres standards. Les méthodes d’oxydation des PL ont principalement été 

mises au point en milieu aqueux. L’utilisation de liposome est intéressante puisqu’elle constitue un 

modèle d’étude beaucoup plus simple qu’un échantillon biologique. Cependant, plusieurs facteurs 

peuvent influencer la formation des produits d’oxydation. Les paramètres majeurs sont la 

concentration, la durée d’exposition et la nature du système oxydant. En effet, ils influencent 

qualitativement et quantitativement la formation des oxPL. Par ailleurs, il est établi que les liposomes 

multilamellaires et le feuillet interne d’une bicouche phospholipidique sont plus résistants aux agents 

d’oxydation428.  

 

Un ensemble de techniques peut être considéré pour évaluer le degré d’oxydation. En effet, la 

fixation d’un groupement chromophore ou fluorophore est envisageable mais ces réactions manquent 

de spécificité et les informations structurales ne sont pas accessibles429–431. Par ailleurs, la 

chimiluminescence est largement employée afin de suivre la formation des hydroperoxydes pour 

l’analyse des dérivés oxydés d’AG, de PL et du cholestérol. Les méthodes spectrales peuvent aussi 

être considérées mais c’est la spectrométrie de masse qui est la plus largement utilisée432–439. En effet, 

l’addition d’un groupement hydroperoxyde correspond à un ajout de 32 unités de masse440,441. La 

modification des spectres est aussi valable pour les autres classes d’oxPL, les dérivés chlorés ou 

nitrés404,442. Chaque ion d’oxPL sera détecté à condition que la résolution du spectromètre le permette. 

Pour les ions isobares, l’emploi de l’ultra-haute résolution où de la fragmentation permettra de 

distinguer ces molécules. 
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Malgré les avantages de la spectrométrie de masse, il est courant de coupler cette détection à 

une séparation chromatographique. Les supports envisagés devront être particulièrement efficaces afin 

de distinguer différents isomères de position. Les méthodes de RP-LC443–450 ou HILIC451 sont 

privilégiées puisque le couplage à la spectrométrie de masse est plus aisé. Les supports sont 

principalement des C18 ou C8. Les oxPL auront des temps de rétention plus faibles que les PL natifs. 

Les solvants sont constitués d’un mélange de tampon aqueux dans du méthanol ou de l’acétonitrile, 

avec un autre cosolvant comme l’hexane isopropanol. 

 

L’objectif de cette partie est d’analyser des oxPL sur le système chromatographique utilisé au 

cours de cette thèse. Profitant de la double détection Corona spectrométrie de masse ultra-haute 

résolution nous avons pu vérifier si les méthodes d’oxydation choisies ont permis de créer des dérivés 

oxydés et d’observer leurs profils de rétention sur le support polyvinylalcool. 

 

2 Analyses des phospholipides oxydés en chromatographie liquide à 

polarité de phases normale  
 

2.1 Matériel et méthodes 

 

2.1.1 Standards 

 

Les mélanges de standards de phospholipides naturels qui ont été utilisés pour les analyses 

LC-MS proviennent de chez Sigma-Aldrich® (Saint-Quentin-Fallavier, France) pour le 

glycérophosphatidylinositol (PI) et la L-α-phosphatidyl-L-sérine (PS), la L-α-

glycérophosphatidyléthanolamine (PE) (extrait de foie de bovin) et la L-α-phosphatidylcholine (PC) 

(extrait de jaune d’œuf). Les standards monomoléculaires sont obtenus chez AventiPolarLipid® 

comme le 1,2-dilinolénoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine ou PC(18:3/:18:3), le 1,2-diarachidonoyl-sn-

glycéro-3-phosphocholine ou PC(20:4/20:4), le 1,2-didocosahexaénoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine 

ou PC(22:6/22:6) et la 1-palmitoyl-2-(5'-oxo-valéroyl)-sn-glycéro-3-phosphocholine ou 

PC(16:0/5:0CHO) ou POVPC. Les standards ont été préparés à la concentration initiale de 0,5 g.L-1 dans 

un mélange chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v). Tous les analytes ont été conservés à une température 

de -20 °C. 
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2.1.2 Solvants 

 

Les solvants sont identiques à ceux utilisés dans le chapitre 4 (paragraphe 2.2.2). 

 

2.1.3 Protocole d’oxydation des phospholipides  

 

Les PL ont été oxydés de deux façons. La première consiste à utiliser le dihydrochlorure de 

2,2′-Azobis 2-méthylpropionamidine ou (AAPH) obtenus chez Sigma-Aldrich. A 100 µL de chaque 

standard de PL déposés dans différents récipients en verre, 1,4 mL d’une solution d’AAPH a été 

ajouté. Pour chaque échantillon, le temps de réaction est de 3 heures, la molarité de l’AAPH est 50 

mmol.L-1, préparé dans un tampon phosphate à pH 7,4. 

 

La seconde méthode d’oxydation consiste à ajouter 100 µL d’une solution d’acide 

hypochloreux obtenu chez Sigma-Aldrich® contenant entre 6 et 14 % de chlore actif et 100 µL de PL. 

La solution est complétée à 1,5 mL avec un tampon phosphate à pH 7,4. Le temps de réaction pour 

cette méthode est d’une heure. 

 

Dans les deux cas, la réaction a été arrêtée en ajoutant 2 mL d’un mélange de 

chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v)  suivi d’une évaporation à sec et reprise de l’extrait sec dans 250 µL 

d’un mélange de chloroforme/méthanol (2 :1 ; v/v). 

 

2.1.4 Chromatographie liquide et spectrométrie de masse  

 

Les méthodes analytiques sont les mêmes que celles utilisées au chapitre 4 (paragraphe 2.5). 

 

2.2 Résultats 

 

2.2.1 Standards monomoléculaires 

 

2.2.1.1 Analyse du 1-palmitoyl-2-(5'-oxo-valéroyl)-sn-glycéro-3-phosphocholine 
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Le POVPC est un PL oxydé (oxPL) appartenant à la classe II c'est-à-dire que ce produit 

d’oxydation des PC présente une chaîne d’AG qui a été rompue avec une fonction aldéhyde en 

position terminale. Sa structure et les résultats de son analyse sont présentés Figure 82. En détection 

Corona, on observe que son temps de rétention est de 21,5 minutes correspondant à la zone d’élution 

des SM, Figure 82 (A). Son spectre de masse, Figure 82 (B), montre que cette molécule s’ionise sous 

forme d’adduits (adduit chloré pour m/z 628,34 et acétique pour l’ion m/z 652,38) et de son précurseur 

déméthylé m/z 578,35. En revanche les m/z 610,37 ; 660,36 et 684,41 sont des adduits non identifiés 

mais leur fragmentation montre qu’elle conduit  soit à la formation du précurseur déméthylé (m/z 

610,37 et 660,36) soit de l’adduit acétique. 

 

 

Figure 82 : Chromatogramme du POVPC obtenu en détection Corona (A) et le spectre de masse 
correspondant (B) 

 

Ainsi les oxPC ayant subi une rupture de chaînes d’AG à la suite d’une oxydation, comme le 

POVPC, présentent une zone d’élution ne correspondant pas aux PL natifs. 
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2.2.1.2 Analyses des produits d’oxydation de standards monomoléculaires comprenant 
deux acides gras polyinsaturés (AGPI) 

 

La réactivité des chaînes d’AG vis-à-vis des agents oxydants augmente avec le nombre 

d’insaturations. C’est pourquoi les trois standards monomoléculaires choisis présentent deux AGPI en 

position sn1 et sn2. Les trois standards ont été analysés en mélange tandis que les échantillons issus de 

l’oxydation de l’AAPH ne contiennent qu’un seul PL natif avant réaction. Les chromatogrammes des 

quatre échantillons sont représentés Figure 83 en détection Corona et en courant ionique total. 

 

On observe que les échantillons oxydés en détection Corona présentent deux pics 

chromatographiques supplémentaires, aux temps de rétention de 10,4 et 17,5 minutes. Ces pics ne sont 

pas retrouvés en observant le courant ionique total, il est fort probable que ces derniers correspondent 

à des impuretés non ionisables.  
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Figure 83 : Profils chromatographiques d’un mélange équimoléculaire de PC (18:3/18:3) PC (20:4/20:4) et PC 
(22:6/22:6) observés en détection Corona (A) et en courant ionique total (E) et profils chromatographiques 
des échantillons obtenus après oxydation observés en détection Corona et en courant ionique total 
respectivement de PC (18:3/18:3) : (B et F) ; PC (20:4/20:4) : (C et G) et PC (22:6/22:6) : (D et H) 

 

Ainsi, l’observation des spectres de masse des échantillons a été réalisée sur les pics présentant 

une fenêtre d’élution entre 18 et 20 minutes. 

 

La comparaison des spectres de masse des PL natifs et des échantillons oxydés montre que 

l’oxydation ne permet pas d’oxyder la totalité de l’échantillon. Cependant on observe des pics ayant 
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un m/z supérieur aux ions pseudo-moléculaires [M-CH3COO]-  d’une intensité relative de l’ordre de 20 

%. Ces ions correspondent à l’ajout de 32 unités de masse. De plus, le nombre de ces différents pics 

(ion moléculaire + (n × 32)) augmente avec le nombre d’insaturations portées par les AG (2 ions 

supplémentaires Figure 84 (B), 4 pour Figure 84 (C) et 6 Figure 84 (D)). Cette addition de 32 unités de 

masse peut correspondre à l’ajout de groupement hydroperoxyde. Ainsi les formes hydroperoxydes de 

PC présentent des temps de rétention semblables aux PC natives.  
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Figure 84 : Spectre de masse d’un mélange équimolaire de PC (18:3/18:3), PC (20:4/20:4) et PC (22:6/22:6) 
(A) ; spectre de masse des échantillons obtenus après oxydation de PC (18:3/18:3) : (B) ; PC (20:4/20:4) : (C) 
et PC (22:6/22:6) : (D) 
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2.2.2 Standards naturels 

 

La Figure 85 (A) présente le chromatogramme d’un mélange de standards naturels de PL. La 

Figure 85 (B) représente le spectre de masse du standard de PI sans oxydation. Seuls les échantillons 

issus du standard de PI présentent des spectres de masse modifiés à la suite des oxydations effectuées. 

En effet, l’oxydation par l’AAPH et l’acide hypochloreux n’a pas eu d’effet sur les standards de PE, 

PS et PC utilisés dans ce cadre (Figure 86). Qualitativement, l’observation des différences des spectres 

de masse montre qu’il existe une modification significative des spectres obtenus après oxydation. Ces 

spectres sont observés pour les temps de rétention 11,98 Figure 85 (C) et 12,29 Figure 85 (D). De plus, 

on remarque que les ions formés sont significativement différents selon la méthode d’oxydation 

utilisée, Figure 85 (D et F). 
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Figure 85 : Chromatogramme d’un mélange de phospholipides (A), spectre de masse correspondant aux PI 
natifs (B), chromatogramme d’un échantillon de PI oxydés obtenu avec l’AAPH (C), spectre de masse 
correspondant à la fenêtre d’élution 11,8-13 minutes (D), chromatogramme d’un échantillon de PI oxydés 
obtenu avec HOCl (E), spectre de masse correspondant à la fenêtre d’élution 11,8-13 minutes (F) 
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Figure 86 : Comparaison des spectres de masse des différentes classes de phospholipides avant oxydation (A) 
et après traitement à l’AAPH (B) 
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2.3 Conclusion 

 

L’objectif de ce travail complémentaire est de proposer une stratégie analytique permettant de 

réaliser une analyse non ciblée des oxPL. Au regard de la complexité de l’analyse de ces composés et 

des acquis méthodologiques, une méthode de séparation à deux dimensions a été envisagée. La NP-LC 

pourrait être utilisée afin de collecter différentes fractions contenant des PL natifs et des oxPL. Au 

cours des études précédentes, ces dérivés oxydés n’ont jamais été mis en évidence avec ce mode de 

rétention, notamment à cause de la concentration des oxPL et du phénomène de suppression 

d’ionisation entre les différentes espèces moléculaires d’une même classe. Ainsi, à la suite de la 

collecte, une séparation en mode RP-LC pourrait être réalisée. Les deux méthodes sont par définition 

hors ligne à cause de l’incompatibilité des différents solvants entre NP-LC et RP-LC. 

 

La démarche expérimentale réalisée est d’obtenir des données sur les propriétés de rétention 

des composés oxydés de PL sur support polyvinylalcool. Le POVPC est un des rares standards d’oxPL 

disponible commercialement et appartient à la classe II selon Davies. Le temps de rétention de cette 

espèce moléculaire ne correspond pas au temps de rétention d’un PC mais au pic des SM. Ainsi la 

rupture d’une chaîne d’AG modifie les propriétés de rétention des oxPL.  

 

Par ailleurs, les méthodes de préparation des oxPL étant innombrables, nous avons décidé de 

choisir deux méthodes d’oxydation. L’utilisation de l’AAPH est reconnue pour être une méthode 

d’oxydation douce et dont les produits d’oxydation varient en fonction du temps de réaction et de la 

molarité de l’AAPH. Ainsi, il a été mis en évidence dans la littérature une grande variété de structure 

d’oxPL en utilisant cette méthode (hydroxy, céto, époxy et lysoPL). Dans cette étude les PC 

monomoléculaires comprenant 2 AGPI et le PI issu de foie de bovin montrent une modification des 

espèces moléculaires après oxydation, sans modification notable des temps de rétention associés, 

(temps de rétention comparable aux PC natifs). Les mêmes observations ont été réalisées sur les 

produits d’oxydation issus d’ajout d’acide hypochloreux sur des standards de PL naturels. Il s’agissait 

ici de vérifier si l’ajout d’un chlore sur les chaînes d’AG pouvait modifier les propriétés de rétention. 

 

On peut donc affirmer que les modifications des propriètés de rétention des oxPL sur supports 

polyvinylalcool dépendent de la classe des produits d’oxydation. Il peut donc être envisagé de définir 

trois ou quatre fenêtres d’élution afin d’étudier ces fractions en RP-LC.  

 

A l’évidence le développement d’une méthodologie d’analyse non ciblée des oxPL reste 

incomplet. Cependant, les différents travaux réalisés au cours de cette thèse pourraient ouvrir la voie 

vers le développement de cette thématique. En effet, la description de la majorité des espèces 
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moléculaires de PL de différents types de macrophages permet de connaître précisément la 

composition de ces extraits biologiques. Ainsi, il pourrait être envisagé d’utiliser les PL de 

macrophages issus de lignée à la place de standards commerciaux. Ces échantillons présentent 

l’avantage d’être peu coûteux et en quantité illimitée. De plus, la méthode de séparation des différentes 

catégories de lipides pourrait être effectuée en utilisant la méthode SPE présentée au cours du chapitre 

4 (séparation lipides neutres et PL). A partir de cette fraction phospholipidique, les différentes classes 

pourraient être collectées en utilisant la méthode de séparation des PL en NP-LC. Ainsi, la méthode de 

séparation des PL sur support polyvinylalcool représente la méthode centrale pour développer 

l’analyse non ciblée des oxPL. Elle servirait non seulement de première dimension d’une méthode de 

chromatographie mais aussi à préparer des échantillons de PL natifs destinés à être oxydés. Cette 

stratégie analytique devra être complétée en étudiant les différentes méthodes d’oxydation. En effet, 

les protocoles d’oxydation choisis peuvent produire des dérivés oxydés sur des PL présentant des 

AGPI. En revanche, pour les AGMI des méthodes d’oxydation plus dures doivent être envisagées 

comme par exemple l’eau oxygénée avec des métaux de transition.  
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Conclusion générale 
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L’objectif initial de ce travail était d’apporter l’éclairage de la lipidomique sur la thématique 

de l’équipe de biologie. 

 

Ce travail de thèse a débuté par l’étude de l’impact des paramètres de prétraitement sur les 

résultats des analyses discriminantes. Cette étape est effectivement critique puisque la matrice 

résultante doit être représentative des données sans contenir d’information non pertinente. Les résultats 

ont montré que les paramètres de prétraitement doivent être réglés conformément aux caractéristiques 

du système analytique utilisé et aux observations réalisées concernant les données brutes. Par ailleurs 

les modifications apportées par l’addition chronique d’AG ω3 dans des cultures cellulaires de 

macrophages J774 ont été explorées. Il a été observé que cet AG est intégré et métabolisé parmi les PL 

membranaires. Cet apport modifie considérablement les profils phospholipidiques notamment par la 

surexpression du PI (18:0/22:5) dans le groupe de cellules EPA. Néanmoins l’utilisation d’un 

spectromètre triple quadripolaire limite les capacités d’identification des PL et nécessite une quantité 

d’échantillons importante. 

 

C’est pourquoi les travaux ont été poursuivis avec un spectromètre de masse hybride 

permettant de concilier les avantages de la détection ultra-haute résolution et les exigences 

d’identification des métabolites. Avec ce système, une cartographie de la composition des PL de 

différents types de macrophages a été réalisée afin de définir les différences et les points communs 

entre ces cellules afin de pouvoir substituer l’utilisation des macrophages humains lors d’études 

ultérieures. Il s’agissait de compléter les résultats des analyses discriminantes en ayant un regard sur 

les espèces moléculaires qui ne sont pas modifiées par le stimulus apporté. La caractéristique des 

macrophages humains se situe au niveau de la quantité d’AGPI. Pour les macrophages issus de lignée, 

il a pu être observé que près de 70 % du lipidome identifié est commun au THP1 et au J774. Ainsi, il 

est délicat de recommander la substitution des macrophages humains par des cellules issues de lignées, 

dans le contexte d’une analyse non ciblée des PL. En revanche, si l’étude porte sur une classe 

particulière de PL, cette cartographie peut servir d’argument objectif afin de rationnaliser l’emploi des 

lignées cellulaires. 

 

Ce travail s’est poursuivi en étudiant l’impact de l’incorporation de l’EPA sur les profils 

phospholipidiques de macrophages humains. Il a été montré que la répartition des différentes classes 

phospholipidiques n’était pas influencée par l’enrichissement chronique en EPA des cultures de 

macrophages humains. Au contraire, d’importantes modifications ont été observées concernant les PL 

membranaires. Ces modifications de profils phospholipidiques ont été reliées à la fonction biologique 

étudiée : l’efflux du cholestérol ABCA1 dépendant. Principalement deux espèces moléculaires ont pu 

être mises en avant, appartenant à la classe des PI et PS.  
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Enfin, le même type d’étude a été réalisé concernant les macrophages surchargés en 

cholestérol qui miment les cellules spumeuses retrouvées dans les plaques d’athérosclérose. Nous 

avons pu montrer que peu de modifications des PL membranaires sont induites par la surcharge des 

macrophages t avec des LDL acétylées. Par ailleurs, si les cellules sont surchargées en cholestérol en 

présence d’EPA, les modifications des profils phospholipidiques sont très similaires à ceux décrits 

pour les macrophages non surchargés. Enfin, les relations entre les modifications de profils 

phospholipidiques et la diminution d’efflux du cholestérol n’ont pas pu être établies montrant ainsi que 

les mécanismes entre les deux modèles (surchargés et non surchargés) sont sans doute différents. Une 

étude d’identification des mécanismes biochimiques a donc été menée. Les mécanismes de l’altération 

du fonctionnement de l’ABCA1 en présence d’EPA sont effectivement très différents chez les cellules 

surchargées. En effet, pour les cellules au contenu normal en cholestérol le mécanisme de la 

diminution de l’efflux est principalement membranaire, tandis que pour les cellules spumeuses cette 

diminution peut être expliquée par une altération de la mobilisation intracellulaire du cholestérol libre 

à partir des gouttelettes lipidiques d’esters de cholestérol qui caractérisent ces cellules. 

 

Les résultats obtenus ont montré la nécessité de renforcer la démarche interdisciplinaire 

entreprise au sein du laboratoire Lip(sys)². En effet, le développement d’une méthodologie d’analyse 

non ciblée des espèces moléculaires de phosphoinositides serait particulièrement intéressant. Puisque 

la modification de la composition des phosphoinositides et/ou des phosphatidylinositols pourrait 

expliquer les modifications de l’efflux du cholestérol ABCA1 dépendant observées dans les cellules 

non surchargées en cholestérol. Par ailleurs, les résultats du profilage des PL membranaires des 

macrophages spumeux ont montré que le versant membranaire, bien que modifié, ne pouvait à lui seul 

expliquer l’altération du fonctionnement de l’ABCA1. Une étude de la modification de la composition 

des gouttelettes lipidiques au sein de ces macrophages pourrait ouvrir une nouvelle voie vers la 

compréhension de ces phénomènes. Le profilage des espèces moléculaires d’ester de cholestérol et de 

triglycérides constitue une perspective prometteuse. Par ailleurs, on peut supposer qu’une 

modélisation de l’efflux du cholestérol pourrait être réalisable en utilisant les résultats de la 

lipidomique des lipides neutres.  

 

En conclusion, une étude lipidomique des macrophages a été l’occasion de décrire le lipidome 

de différents types cellulaires et d’expliquer en partie les mécanismes de diminution du cholestérol 

provoquée par l’ajout chronique d’EPA. Ce travail de thèse aura permis au regard des résultats 

d’ouvrir la voie vers des études complémentaires. Ceci s’exprime particulièrement dans le cadre de 

l’analyse des eicosanoïdes et des phospholipides oxydés. Le développement de l’analyse de 

« l’oxylipidome » est soumis aux avancées techniques et méthodologiques de la chimie analytique. 

Mais ils représentent une thématique pouvant ouvrir de nouvelles perspectives pour la compréhension 
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des phénomènes inflammatoires observés dans des maladies à forte incidence et éventuellement 

découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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Annexes 
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1 Annexes 1 : Composition des macrophages de Souris J774  
 

1.1 Etude des phosphatidylcholines  

 

 

Figure 87 : Spectre de masse des phosphatidylcholines de macrophages J774 
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m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

818,59 PC (16:0/18:1) 100  
804,61 PC (O-16:0/18:1) PC (P-18:0/16:0) 88,86 11,18 
844,60 PC (18:1/18:1) 60,45 1,69 
776,58 PC (O-16:0/16:1) PC (P-16:0/16:0) PC (P-18:0/14:0) 54,01 12,23 
790,56 PC (16:0/16:1) PC (14:0/18:1) 42,40 1,52 
778,59 PC (O-16:0/16:0)  PC (O-18:0/14:0) 40,02 12,32 
792,57 PC (16:0/16:0) 32,92 0,44 
830,63 PC (P-18:0/18:1) PC (O-16:0/20:2) 31,28 4,11 
816,57 PC (16:1/18:1) PC (16:0/18:2) 22,66 1,80 
832,64 PC (O-18:0/18:1) PC (O-16:0/20:1) 19,43 0,71 
764,54 PC (14:0/16:0) 15,31 3,07 
802,59 PC (P-18:0/16:1) PC (O-16:0/18:2) PC (P-16:0/18:1) 14,23 3,37 
846,62 PC (18:0/18:1) PC (16:0/20:1) 13,51 1,45 
820,6 PC (16:0/18:0) 12,88 4,56 
750,56 PC (O-16:0/14:0) 12,75 1,45 
806,58 PC (O-16:0/18:0)  PC (O-18:0/16:0)  7,94 4,13 
852,61 PC (P-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:5) 6,89 2,63 
828,61 PC (P-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:5)  6,13 1,48 
826,59 PC (O-16:0/20:4) 6,02 2,57 
850,59 PC (P-18:0/20:5) PC (O-16:0/22:6)  5,24 2,21 
854,62 PC (O-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:4) PC (P-18:0/20:3) 4,96 1,26 
880,64 PC (O-18:0/22:5) PC (P-18:0/22:4) 2,64 0,03 
858,65 PC (P-18:0/20:1) PC (P-20:0/18:1) PC (O-18:0/20:2) PC (O-16:0/22:2) 2,61 0,06 
856,64 PC (O-18:0/20:3) PC (P-18:0/20:2) PC (O16:0/22:3) 2,15 0,22 
878,62 PC (P-18:0/22:5) PC (O-18:0/22:6)* 2,15 0,22 
882,65 PC (O-18:0/22:4) PC (P-18:0/22:3) PC (O-20:0/20:4) PC (P-20:0/20:3) 1,68 0,69 
876,61 PC (P-18:0/22:6) 1,40 0,48 

Tableau 29 : Identification des ions de phosphatidylcholines de macrophages J774 
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1.2 Etude des phosphatidyléthanolamines  

 

 

Figure 88 : Spectre de masse des phosphatidylethanolamines de macrophages J774 

 

m/z Identification % de l’ion 
majoritaire 

Ecart 
type 

700,53 PE (P-16:0/18:1) PE (P-18:0/16:1) 100  
722,51 PE (P-16:0/20:4) PE (O-16:0/20:5) 85,69 16,61 
748,53 PE (O-18:2/20:4) PE (P-16:0/22:5) PE (O-16:0/22:6) PE (P-18:0/20:5) 70,48 4,71 
742,54 PE (18:1/18:1) PE (18:0/18:2) 59,55 11,0 
746,64 PE (P-16:0/22:6) PE (O-18:2/20:5) 48,83 3,26 
716,52 PE (16:0/18:1) PE (16:1/18:0) 48,19 11,67 
726,54 PE (O-18:2/18:1) PE (P-18:0/18:2) PE(P-16:0/20:2) 39,66 7,87 
698,51 PE (O-18:2/16:1) PE (P-16:0/18:2) 36,58 8,88 
724,53 PE (P-16:0/20:3) PE (O-18:2/18:2) PE (O-16:0/20:4) 36,32 6,71 
672,50 PE (P-16:0/16:1) 34,86 9,28 
774,56 PE (P-18:0/22:6) PE (O-18:2/22:5) 32,33 0,66 
714,51 PE (16:1/18:1) 30,03 4,99 
766,54 PE (18:0/20:4) 26,87 1,76 
744,55 PE (18:0/18:1) 24,92 4,92 
728,56 PE (P-16:0/20:1) PE (P-18:0/18:1) 23,86 4,95 
776,55 PE (P-18:0/22:5) PE (O-18:2/22:4) PE (O-18:0/22:6) 22,69 0,71 

Tableau 30 : Identification des ions de phosphatidylethanolamines de macrophages J774 
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1.3 Etude des phosphatidylsérines  

 

 

Figure 89 : Spectre de masse des phosphatidylsérines de macrophages J774 

 

m/z Identification % de l’ion 
majoritaire 

Ecart type 

788,54 PS (18:0/18:1) 100  
760,51 PS (16:/18:1) PS (16:1/18:0) 80,21 22,42 
786,53 PS (18:1/18:1) PS (18:0/18:2) 60,14 16,66 
812,54 PS (18:2/20:1) 35,88 11,35 
814,56 PS (18:0/18:1) 32,50 6,67 
836,54 PS (18:0/22:5) 23,97 2,38 
758,5 PS (16:0/18:2) PS (16:1/18:1) 18,61 1,59 

732,48 PS (16:1/16:0) 18,14 3,94 
810,53 PS (18:0/20:4) PS (18:1/20:3) 16,34 3,26 
834,53 PS (18:0/22:6) 14,96 2,94 
790,55 PS (18:0/18:0) 8,70 1,17 

Tableau 31 : Identification des ions de phosphatidylsérines de macrophages J774 
 
  



 

291 
 

1.4 Etude des phosphatidylinositols  

 

 

Figure 90 : Spectre de masse des phosphatidylinositols de macrophages J774 

 

m/z Identification % de l’ion 
majoritaire 

Ecart type 

861,55 PI (18:1/18:1) PI (18:0/18:2) 100  
863,56 PI (18:0/18:1) 54,37 9,24 
885,55 PI (18:0/20:4) 51,19 16,67 
887,56 PI (18:0/20:3) 48,20 9,77 
889,58 PI (18:0/20:2) PI (18:1/20:1) 27,80 0,27 
847,57 PI (P-18:0/18:1) PI (O-16:0/20:2) 26,12 2,56 
835,53 PI (16:0/18:1) 23,78 3,33 
883,53 PI (18:1/20:4) 16,28 2,73 
911,56 PI (18:0/22:5) 15,99 1,53 
821,53 PI (O-16:0/18:1) 12,53 1,01 
849,58 PI (O-18:0/18:1) 12,47 0,75 
873,58 PI (P-18:0/20:2) PI (O-18:0/20:3) 11,02 1,79 
859,53 PI (16:0/20:3) PI (18:1/18:2) 10,61 6,38 
871,57 PI (O-18:0/20:4) 9,66 2,61 
833,52 PI (16:1/18:1) PI (16:0/18:2) 9,32 0,97 
875,6 PI (O-18:0/20:2) 8,87 0,55 

869,55 PI (O-16:0/22:5) PI (P-18:0/20:4) 6,72 2,14 
865,57 PI(18:0/18:1) 4,56 1,35 
897,58 PI (O-18:0/22:5) PI (P-18:0/22:4) 2,94 0,24 
857,52 PI (16:0/20:4) 2,90 0,09 
843,54 PI (O-16:0/20:4) 2,45 0,94 
837,54 PI (16:0/18 :0) 2,45 0,53 

Tableau 32 : Identification des ions de phosphatidylinositols de macrophages J774 
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1.5 Etude des cardiolipines  

 

 

Figure 91 : Spectre de masse des cardiolipines de macrophages J774 

 

m/z Identification % de l’ion majoritaire Ecart type 

1427,99 CL (16:1/18:1_18:1/18:1) 100  
1399,96 CL (16:1/18:1)_(16:1/18:1) 82,02 14,93 
1425,98 CL (16:1/18:1_18:1/18:2 81,59 10,99 
1454,01 CL (18:1/18:2_18:1/18:1) 53,82 10,25 

1430 CL (16:0/18:1_18:1/18:1)  
CL (16:1/18:0_18:1/18:1) 

46,64 1,66 

1401,98 CL (16:1/18:1)_(16:0/18:1)  
CL (16:1/18:1_16:1/18:0) 

44,15 6,02 

1456,02 CL (18:1/18:1_18:1:18:1) 39,38 0,92 
1451,99 CL (18:1/18:2_18:1/18:2) 34,85 11,32 
1397,95 CL(16:1/18:2_16:1/18:1)  

CL (16:1/16:1)_18:1/18:2 
32,12 9,83 

1371,93 CL (16:1/16:1)_(16:1/18:1))  
CL (14:0/18:2)_(16:1/18:1)) 

26,77 1,66 

1478,01 CL (18:1/18:2_18:1/20:3) 3,89 1,34 

Tableau 33 : Identification des ions de cardiolipines de macrophages J774 
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1.6 Etude des phosphatidylglycerols  

 

 

Figure 92 : Spectre de masse des phosphatidylglycerols de macrophages J774 

 

m/z Identification % de l’ion majoritaire Ecart 
type 

773,53 PG (18:1/18:1) 100  
775,54 PG (18:0/18:1) 17,99 5,94 
747,51 PG (16:0/18:1) PG (16:1/18:0) 16,62 5,28 
819,59 PG (18:1/22:6) 16,32 4,21 
799,55 PG (18:1/20:2) 13,59 0,32 
745,56 PG (16:1/18:1) 13,45 0,26 
771,52 PG (18:1/18:2) 11,70 2,69 
801,55 PG (18:1/20:1) 5,54 2,81 
749,53 PG (16:0/18:0) 1,14 0,63 
719,49 PG (16:0/16:1) 1,11 0,76 

Tableau 34 : Identification des ions de phosphatidylglycerols de macrophages J774 
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1.7 Etude des sphingomyélines  

 

 

Figure 93 : Spectre de masse des sphingomyélines de macrophages J774 

 

m/z Identification % de l’ion majoritaire Ecart type 

761,58 SM (d18:1/16:0) 100 13,75 
763,60 SM (d18:0/16:0) 56,47 2,74 
871,57 SM (d18:1/24:1) 53,23 4,37 
873,70 SM (d18:1/24:0) 26,65 0,87 
845,64 SM (d18:1/22:0) 25,48 0,87 
789,61 SM (d18:1/18:0) 18,48 1,98 

Tableau 35 : Identification des ions de sphingomyélines de macrophages J774 
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2 Annexe 2 : Composition des macrophages THP1 
 

2.1 Etude des phosphatidylcholines  

 

 

Figure 94 : Spectre de masse des phosphatidylcholines de macrophages THP1 
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m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

818,59 PC (16:0/18:1) PC (16:1/18:0) 100  
790,56 PC (16:0/16:1) 94,19 5,34 
776,56 PC (O-16:0/16:1) 32,89 3,19 
804,61 PC (O-16:0/18:1) PC (O-18:0/16:1) 30,15 1,30 
816,57 PC (16:1/18:1) PC (16:0/18:2) 21,19 0,52 
844,6 PC (18:1/18:1) 19,96 1,19 

792,57 PC (16:0/16:0) 15,36 1,88 
764,54 PC (14:0/16:0) 13,58 1,21 
820,60 PC (16:0/18:0) 11,16 0,24 
846,62 PC (18:0/18:1) 10,47 0,40 
762,58 PC (14:0/16:1) PC (14:1/16:0) 10,11 4,14 
780,57 PC (O-16:0/18:1) PC (O-18:0/16:1) 8,71 0,34 
802,59 PC (P-16:0/18:1) PC (P-18:0/16:1) 4,82 0,16 
736,51 PC (14:0/14:0)  4,04 0,39 
778,57 PC (O-16:0/16:0) 3,97 1,04 
826,59 PC (O-16:0/20:4) 3,13 0,18 
832,64 PC (O-16:0/20:1) PC (O-18:0/18:1) 2,16 0,65 
874,65 PC (16:0/22:1) PC (18:1/20:0) PC (18:0/20:1) 2,04 0,49 
850,6 PC (O-16:0/22:6) PC (P-18:0/20:5)  1,93 0,30 

852,61 PC (P-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:5) 1,56 0,31 
876,61 PC (P-18:0/22:6) 1,56 0,31 
828,56 PC (O-16:0/20:3)  1,29 0,57 
854,63 PC (O-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:4) PC (P-18:0/20:3) 0,32 0,09 
878,62 PC (O-18:0/22:6) PC (P-18:0/22:5) 0,32 0,09 

Tableau 36 : Identification des ions de phosphatidylcholines de macrophages THP1 
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2.2 Etude des phosphatidyléthanolamines  

 

 

Figure 95 : Spectre de masse des phosphatidylethanolamines de macrophages THP1 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

700,53 PE (P-16:0/18:1) 100  
722,51 PE (P-16:0/20:4) PE (O-16:0/20:5) 75,64 12,12 
716,52 PE (16:0/18:1) PE (16:1/18:0) 61,92 7,29 
748,53 PE (P-16:0/22:5) PE (P-18:0/20:5) PE (O-18:2/20:4) 53,33 7,17 
746,51 PE (P-16:0/22:6) 51,73 8,37 
672,5 PE (P-16:0/16:1) 49,16 4,09 

744,55 PE (18:0/18:1) 43,44 7,94 
724,53 PE (P-16:0/20:3) PE (O-16:0/20:4) 43,03 1,95 
688,49 PE (16:0/16:1) 36,31 1,22 
750,54 PE (P-18:0/20:4) PE (O-16:0/22:5) PE (O-18:0/20:5) 34,64 3,59 
698,51 PE (P-16:0/18:2) 28,18 0,29 
790,54 PE (18:0/22:6) PE (18:1/22:5) 27,03 9,17 
742,54 PE (18:1/18:1) PE (18:0/18:2) 26,07 3,91 
792,55 PE (18:0/22:5) 19,41 4,79 
720,50 PE (P-16:0/20:5) 18,68 2,99 
774,54 PE (P-18:0/22:6) 18,35 1,64 
728,56 PE (P-18:0/18:1) 15,84 1,98 
714,51 PE (16:1/18:1) PE (16:0/18:2) 15,77 1,18 
776,56 PE (O-18:0/22:6) PE (P-18:0/22:5) 14,38 1,00 
752,56 PE (O-18:0/20:4) PE (P-18:0/20:3)  13,59 0,31 
718,53 PE (16:1/18:0) PE (16:0/18:1) 4,61 0,31 
778,57 PE (O-18:0/22:5) PE (P-20:0/20:4) PE (P-18:0/22:4) 4,18 0,26 

Tableau 37 : Identification des ions de phosphatidylethanolamines de macrophages THP1 
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2.3 Etude des phosphatidylsérines 

 

 

Figure 96 : Spectre de masse des phosphatidylsérines de macrophages THP1 

 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

788,54 PS (18:0/18:1) 100  
760,51 PS (16:0/18:1) PS (16:1/18:0) 90,56 6,80 
786,53 PS (18:1/18:1) 25,84 7,11 
836,54 PS (18:0/22:5) 17,45 6,14 
732,48 PS (16:0/16:1)  17,08 3,35 
834,53 PS (18:0/22:6) PS (18:1/22:5) 16,64 6,59 
790,55 PS (18:0/18:0) 10,19 0,55 
762,52 PS (16:0/18:0) 9,09 0,93 
758,58 PS (16:1/18:1) PS (16:0/18:2) 8,02 3,35 

Tableau 38 : Identification des ions de phosphatidylsérines de macrophages THP1 
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2.4 Etude phosphatidylinositols 

 

 

Figure 97 : Spectre de masse des phosphatidylinositols de macrophages THP1 

 

:m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

835,53 PI (16:0/18:1) 100  
885,55 PI (18:0/20:4) 95,00 2,00 
863,56 PI (18:0/18:1) 71,28 2,68 
887,56 PI (18:0/20:3) 51,44 4,96 
861,55 PI (18:1/18:1) 48,75 1,65 
857,52 PI (16:0/20:4) 26,65 4,89 
807,5 PI (16:0/16:1) PI (14:0/18:1) 20,98 1,34 

809,52 PI (16:0/16:0) 18,61 1,85 
883,53 PI (18:1/20:4) PI (16:0/22:5) 18,48 2,10 
859,53 PI (18:1/18:2) PI (16:0/20:3) 17,21 2,13 
837,54 PI (16:0/18:0) 15,70 1,31 
833,52 PI (16:1/18:1) PI (16:0/18:2) 15,40 0,22 
911,56 PI (18:0/22:5) 13,49 2,59 
843,54 PI (O-16:0/20:4) 12,15 1,78 
889,58 PI (18:0/20:2) 10,55 0,50 
871,57 PI (O-18:0/20:4) PI (O-16:0/22:4) 8,02 0,48 
869,55 PI (O-16:0/22:5) 6,97 0,61 
867,54 PI (O-16:0/22:6) 5,37 1,17 

Tableau 39 : Identification des ions de phosphatidylinositols de macrophages THP1 
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2.5 Etude des cardiolipines  

 

 

Figure 98 : Spectre de masse des cardiolipines de macrophages THP1 

 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

1373,84 CL (14:0/18:1_16:1/18:1) CL (16:0/16:1_16:1/18:1) 100  
1399,96 CL (16:1/18:1_16:1/18:1) 85,50 9,17 
1427,99 CL (16:1/18:1_18:1/18:1) 78,29 9,77 
1425,98 CL (16:1/18:1_18:1/18:2) 75,32 0,04 
1401,98 CL (16:1/18:1_16:0/18:1) CL (16:1/18:1_16:1/18:0) 39,45 4,47 
1397,89 CL (16:1/18:2_16:1/18:1) CL (16:1/16:1_18:1/18:2) 37,71 3,08 
1454,01 CL (18:1/18:2_18:1/18:1) 30,30 1,02 
1451,99 CL (18:1/18:2_18:1/18:2) 30,07 1,05 
1371,83 CL (16:1/16:1_16:1/18:1) CL (14:0/18:2_16:1/18:1) 23,19 0,39 
1455,94 CL (18:1/18:1/18:118:1) 14,06 0,50 

Tableau 40 : Identification des ions de cardiolipines de macrophages THP1 
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2.6 Etude des phosphatidylglycérols et acides phosphatidiques  

 

 

Figure 99 : Spectre de masse des phosphatidylglycerols de macrophages THP1 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

747,52 PG (16:0/18:1) 100  
673,48 PA (16:0/18:1) 17,83 4,81 
775,59 PG (18:0/18:1) 13,15 7,41 
721,5 PG (16:0/16:0) 10,45 2,41 

749,53 PG (16:0/18:0) 10,22 1,24 
773,53 PG (18:1/18:1) 8,38 0,60 
745,5 PG (16:1/18:1) 7,38 1,27 

719,49 PG (16:0/16:1) PG (14:0/18:1) 5,58 0,23 
693,47 PG (14:0/16:0) 1,79 0,80 

Tableau 41 : Identification des ions de phosphatidylglycerols et acide phosphatidique de macrophages THP1 
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2.7 Etude des sphingomyélines  

 

 

Figure 100 : Spectre de masse des sphingomyélines de macrophages THP1 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

761,58 SM (d18:1/16:0) 100  
873,7 SM (d18:1/24:0) 17,56 0,62 

871,57 SM (d18:1/24:1) 11,07 0,42 
763,59 SM (d18:0/16:0) 10,79 0,29 
847,68 SM (d18:0/22:0) 5,57 0,42 
845,64 SM (d18:1/22:0) 5,16 0,20 
759,57 SM (d18:2/16:0) 3,23 0,24 
875,72 SM (d18:0/24:0) 1,91 0,01 

Tableau 42 : Identification des ions de sphingomyélines de macrophages THP1 
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2.8 Etude des hexosylceramides et gangliosides  

 

 

Figure 101 : Spectre de masse des hexosylcéramides (A) et des gangliosides (B) de macrophages THP1 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

1170,76 Trihexosylceramide (d18:1/24:0) 100  
1058,64 Trihexosylceramide (d18:1/16:0) 53,73 15,37 
1172,77 Trihexosylceramide (d18:0/24:0) 44,21 5,24 
1142,73 Trihexosylceramide(d18:1/22:0) 27,71 1,98 
1168,75 Trihexosylceramide (d18:1/24:1) 18,22 4,61 
1008,71 Dihexosyl ceramide (d18:1/24:0) 13,89 6,09 
1022,66 Dihexosyl ceramide (d18:1/24:1) 10,12 3,74 

    
1261,72 GM3(d18:1/24:1) 100  
1263,83 GM3 (d18:1/24:0) 8,64 4,70 

Tableau 43 : Identification des ions dehexosylcéramides et des gangliosides de macrophages THP1 
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3 Annexe 3 : Composition des macrophages Humains ou HMDM 
 

3.1 Etude des phosphatidylcholines  

 

 

Figure 102 : Spectre de masse des phosphatidylcholines de macrophages HMDM 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

818,59 PC (16:0/18:1) PC (16:1/18:0) 100  
792,57 PC (16:0/16:0) 65,32 6,41 
844,60 PC (18:1/18:1) 59,55 0,69 
846,62 PC (18:0/18:1) PC (16:0/20:1) 27,67 0,84 
790,56 PC (16:0/16:1) PC (14:0/18:1) 24,06 4,41 
816,57 PC (16:1/18:1) PC (16:0/18:2) 22,97 2,10 
866,59 PC (18:1/20:4) 18,64 7,50 
840,58 PC (16:0/20:4) 17,93 5,33 
820,59 PC (16:0/18:0) 14,65 4,84 
842,59 PC (16:0/20:3) PC (18:1/18:2) 14,59 0,69 
892,60 PC (18:0/22:6) PC (18:1/22:5)  8,87 0,61 
764,54 PC (14:0/16:0)  8,86 1,94 
826,60 PC (O-16:0/20:4) 8,55 1,94 
852,61 PC (P-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:5) 8,50 0,24 
824,57 PC (P-16:0/20:4)  8,34 2,99 
894,61 PC (20:1/20:4) PC (18:1/22:4) PC (18:0/22:5) 6,58 0,29 
776,58 PC (O-16:0/16:1) PC (P-16:0/16:0) PC (P-18:0/14:0) 5,58 2,21 
870,62 PC (18:0/20:3) PC (18:1/20:2) 5,51 2,70 
854,62 PC (O-18:0/20:4) PC (O-16:0/22:4)  2,94 1,06 
876,61 PC (P-18:0/22:6) 1,60 0,01 
878,62 PC (P18:0/22:5) 1,33 0,57 

Tableau 44 : Identification des ions de phosphatidylcholines de macrophages HMDM 
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3.2 Etude des phosphatidyléthanolamines  

 

 

Figure 103 : Spectre de masse des phosphatidylethanolamines de macrophages HMDM 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

722,51 PE (P-16:0/20:4) PE (O-16:0/20:5) 100  
766,54 PE (18:0/20:4) PE (18:1/20:3)  93,89 0,63 
748,53 PE (O-18:2/20:4) PE (P-16:0/22:5)   80,01 0,58 
744,55 PE (18:0/18:1)  67,39 0,32 
750,54 PE (P-18:0/20:4) PE (P-16:0/22:4) 55,26 2,86 
746,51 PE (P-16:0/22:6) PE (O-18:2/20:5)  50,73 5,36 
774,54 PE (O-18:2/22:5) PE (P-18:0/22:6)  30,65 1,81 
742,54 PE (18:1/18:1) PE (18:0/18:2) 28,19 1,30 
776,56 PE (P-18:0/22:5) PE (O-18:2/22:4)  23,25 0,48 
772,53 PE (O-18:2/22:6)  22,94 2,83 
700,53 PE (P-16:0/18:1) PE (O-18:2/16:0) 21,80 4,70 
716,52 PE (16:0/18:1) PE (16:1/18:0) 18,89 2,59 
768,55 PE (18:0/20:3) PE (18:1/20:2) 10,54 2,65 
778,57 PE (P-18:0/22:4) PE (P-20:0/20:4) PE (O-18:0/22:5) 10,44 0,66 
724,52 PE (O-16:0/20:4) PE (P-16:0/20:3) 9,28 0,18 
752,54 PE (O-18:0/20:4) PE (P-18:0/20:3) 5,83 2,27 

Tableau 45 : Identification des ions de phosphatidylethanolamines de macrophages HMDM 
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3.3 Etude des phosphatidylsérines  

 

 

Figure 104 : Spectre de masse des phosphatidylsérines de macrophages HMDM 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

788,54 PS (18:0/18:1)  100  
834,53 PS (18:0/22:6) PS (18:1/22:5) 12,68 3,68 
790,55 PS (18:0/18:0) 12,26 0,23 
836,54 PS (18:0/22:5) 11,39 4,89 
810,53 PS (18:0/20:4) PS (18:1/20:3) 10,97 4,51 
760,51 PS (16:1/18:0) PS (16:0/18:1) 10,24 1,34 
786,53 PS (18:1/18:1) PS (18:0/18:2) 9,69 4,48 
812,54 PS (18:0/20:3)  7,25 1,40 
838,56 PS (18:0/22:4) 4,98 2,10 
762,53 PS (16:0/18:0) 4,50 1,21 
814,56 PS (18:0/20:2) PS (18:1/20:1)  2,72 0,92 
840,57 PS (18:0/22:3) 0,87 0,49 

Tableau 46 : Identification des ions de phosphatidylsérines de macrophages HMDM 
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3.4 Etude des phosphatidylinositols  

 

 

Figure 105 : Spectre de masse des phosphatidylinositols de macrophages HMDM 

 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

885,55 PI (18:20:4) PI (18:1/20:3) 100  
863,56 PI (18:0/18:1) 51,68 10,77 
887,56 PI (18:0/20:3)  49,01 2,04 
861,55 PI (18:1/18:1) PI (18:0/18:2)  44,17 3,24 
835,53 PI (16:0/18:1) PI (16:1/18:0) 27,49 0,81 
911,56 PI (18:0/22:5)  18,75 0,40 
883,53 PI (18:1/20:4) PI (16:0/22:5) 18,16 2,84 
909,55 PI (18:0/22:6) PI (18:1/22:5) 17,73 0,60 
833,52 PI (18:1/16:1) PI (16:0/18:2) 9,84 3,69 
913,58 PI (18:0/22:4) 9,57 1,29 
859,53 PI (18:1/18:2) PI (16:0/20:3) 7,20 1,01 
857,52 PI (16:0/20:4)  6,31 1,53 
869,55 PI (P-18:0/20:4) PI (O-16:0/22:5) 5,12 1,18 
889,57 PI (18:0/20:2) PI (18:1/20:1) 4,81 0,47 
897,58 PI (O-18:0/22:5) PI (P-18:0/22:4) 1,29 0,63 
895,57 PI (P-18:0/22:5)  1,26 0,69 
899,60 PI (P-18:0/22:3) 0,67 0,37 

Tableau 47 : Identification des ions de phosphatidylinositols de macrophages HMDM 
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3.5 Etude des cardiolipines  

 

 

Figure 106 : Spectre de masse des cardiolipines de macrophages HMDM 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

1425,98 CL (16:1/18:1_18:1/18:2) 100  
1451,99 CL (18:1/18:2_18:1/18:2) 86,51 4,36 
1423,96 CL (16:1/18:2_18:1/18:2) 83,73 13,00 
1449,98 CL (18:1/18:2_18:2/18:2) 66,87 1,59 
1454,00 CL (18:0/18:2_18:1/18:2) CL (18:1/18:1_18:1/18:2)  

CL (18:1/18:1_16:1/20:3) 
64,94 3,94 

1397,95 CL (16:1/18:2_16:1/18:1) CL (16:1/16:1_18:1/18:2)  
CL (14:0/18:2_18:1/18:2) 

51,05 0,20 

1399,96 CL (16:1/18:1_16:1/18:1) 43,96 8,11 
1475,99 CL (18:1/18:2_18:2/20:3) 31,19 3,80 
1478,00 CL (18:1/18:2_18:1/20:3) 20,62 1,55 

Tableau 48 : Identification des ions de cardiolipines de macrophages HMDM 
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3.6 Etude des phosphatidylglycérols  

 

 

Figure 107 : Spectre de masse des phosphatidylglycerols de macrophages HMDM 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

865,50 PG (22:6/22:6) 100  
773,53 PG (18:1/18:1) 93,79 5,19 
821,53 PG (18:1/22:5) 78,10 4,75 
701,51 PA (18:0/18:1) 56,03 1,36 
747,52 PG (16:0/18:1) 38,00 1,68 

Tableau 49 : Identification des ions de phosphatidylglycerols de macrophages HMDM 
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3.7 Etude des sphingomyélines  

 

 

Figure 108 : Spectre de masse des sphingomyélines de macrophages HMDM 
 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

761,58 SM (d18:1/16:0) 100  
871,57 SM (d18:1/24:1) 51,81 1,50 
873,70 SM (d18:1/24:0) 29,11 4,47 
763,59 SM (d18:0/16:0) 21,55 2,07 
847,64 SM (d18:0/22:0) 10,86 2,42 
845,61 SM (d18:1/22:0) 10,50 1,96 
869,67 SM (d18:2/24:1) 5,41 0,61 
733,55 SM (d18:1/14:0) 2,34 0,29 

Tableau 50 : Identification des ions de sphingomyélines de macrophages HMDM 
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3.8 Etude des gangliosides  

 

 

Figure 109 : Spectre de masse des gangliosides de macrophages HMDM 

m/z Identification 
% de l’ion 

majoritaire 
Ecart 
type 

1263,83 GM3 (d18:1/24:0) 100  
1261,82 GM3 (d18:1/24:1) 85,64 11,65 
1151,71 GM3 (d18:1/16:0) 63,65 10,75 
1235,80 GM3 (d18:1/22:0) 22,35 3,03 
1153,71 GM3 (d18:0/16:0) 21,62 0,46 
1265,84 GM3 (d18:0/24:0) 18,94 7,73 
1249,82 GM3 (d18:1/23:0) 7,70 0,31 

Tableau 51 : Identification des ions de gangliosides de macrophages HMDM 
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Résumé : L’athérosclérose est un phénomène 
inflammatoire caractérisé par un dépôt sur les artères 
de macrophages gorgés de cholestérol également 
appelés cellules spumeuses. Actuellement, trois 
principales molécules membranaires sont décrites 
comme assurant la sortie du cholestérol libre, dont 
l’ABCA1 (ATP Binding Cassette A1) qui joue un 
rôle physiologique important.  
Le but de ce travail est d’étudier l’impact de 
l’incorporation d’acides gras ω3 et celui de LDL 
modifiées sur la composition des phospholipides 
membranaires et d’établir des liens entre la 
modification de composition des phospholipides et 
l’altération du fonctionnement de l’ABCA1. Une 
étude lipidomique a été menée, en utilisant des 
méthodes de chromatographie couplées à la 
spectrométrie de masse. Les analyses ont été 
réalisées au moyen d’un système de 
chromatographie liquide en phase normale (NP-LC) 
permettant la séparation des différents 
phospholipides. La détection a été réalisée à l’aide de  

spectromètres de masse (MS) basse et ultra-haute 
résolution, ainsi que d’un détecteur à aérosol chargé. 
La chromatographie en phase gazeuse permet de 
connaître les proportions relatives d’acides gras. Ces 
techniques ont été utilisées pour réaliser une étude 
sur les paramètres de prétraitement (en amont du 
traitement des signaux analytiques), de décrire le 
lipidome de différents types de macrophages et 
d’établir les modifications de composition des 
phospholipides lors d’ajout chronique d’acides gras 
ω3 et/ou de LDL modifiées.  
Les résultats obtenus ont permis de définir une 
méthode de prétraitement de données LC-MS, 
d’évaluer la composition de trois types de 
macrophages et de modéliser les variations de 
l’efflux du cholestérol avec les modifications 
phospholipidiques observées pour les macrophages 
non spumeux. A partir de ces éléments, des 
thématiques communes, chimie biologie, ont pu 
aussi être identifiées comme l’analyse de 
« l’oxylipidome ». 

 

 

Title : Macrophages analysis : from lipidomic to oxylipidomic 
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Abstract: Atherosclerosis is an inflammatory 
disease characterized by a deposit on the arteries of 
macrophages full of cholesterol also called foam 
cells. Currently, three main membrane molecules 
are described as ensuring the release of free 
cholesterol, of which ABCA1 (ATP Binding 
Cassette A1) plays an important physiological role. 
The purpose of this work is to study the impact of 
the incorporation of ω3 fatty acids and modified 
LDL on membrane phospholipids composition and 
to establish the relationship between modification of 
the phospholipid composition and functionality of 
ABCA1. A lipidomic study was conducted using 
chromatographic methods coupled with mass 
spectrometry. Analyzes were carried out using 
normal phase liquid chromatography (NP-LC) 
allowing the separation of the different phospholipid  

classes. Detection was performed using low and 
ultra-high resolution mass spectrometers (MS) and a 
charged aerosol detector. Gas chromatography is 
used to determine fatty acids proportions. These 
techniques were used to study pretreatment 
parameters, to describe different macrophages 
lipidome and to establish phospholipid 
modifications during ω3 fatty acids chronic addition 
and / or modified LDL. 
The results obtained made it possible to define a 
method for LC-MS data pretreatment, to evaluate 
the composition of three types of macrophages, to 
model the variations of cholesterol efflux with the 
phospholipid modifications observed for non-foamy 
macrophages. From these elements, common 
themes, chemistry biology, could also be identified 
as the analysis of "oxylipidome". 

 

 


