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RÉSUMÉS / ABSTRACTS 

Apports des évolutions de la spectrométrie de masse pour l’étude statique et dynamique 
du métabolisme des lipides et des lipoprotéines 

Les lipides s’associent aux apolipoprotéines pour former les lipoprotéines, nécessaires à leur 
transport au sein de l’organisme. Nombre de leurs perturbations métaboliques exposent à un 
risque élevé de maladies cardiovasculaires, et l’évolution de la spectrométrie de masse 
contribue au développement d’outils diagnostiques précoces de ces dérèglements. La 
découverte de marqueurs prédictifs des pathologies requiert néanmoins la compréhension fine 
des mécanismes physiologiques sous-jacents. L’analyse des flux métaboliques par l’utilisation 
de traceurs isotopiques permet l’accès à ces informations. Ces études demeurent cependant 
complexes et nécessitent le recours à plusieurs techniques d’analyses longues et coûteuses. 
L’objectif de ce travail a été de développer des approches originales basées sur la 
spectrométrie de masse afin d’élargir le champ de ces analyses, statiques comme dynamiques, 
au métabolisme lipidique. En combinant la protéolyse enzymatique et l’analyse ciblée de 
peptides signatures, nous avons considérablement simplifié et étendu l’étude des 
apolipoprotéines jusqu’à accéder simultanément à de nombreuses informations 
physiologiques telles que leurs concentrations, leurs taux de renouvellement et leurs 
éventuelles modifications polymorphiques. D’autres outils complémentaires, permettant 
l’étude ciblée ou non des lipides ainsi que la mesure de leurs enrichissements, ont également 
été développés afin d’accéder de façon efficace et sensible à leur caractérisation. Les limites 
de ces méthodes ont été explorées avant d’être appliquées à des études de cas concrets, 
portant sur des dyslipidémies ou l’efficacité de traitements hypolipémiants. 

Mots clés : spectrométrie de masse, lipoprotéines, apolipoprotéines, lipides, isotopes stables. 

Recent advances in mass spectrometry-based methodologies for static and kinetic study 
of lipid and lipoprotein metabolism 

Lipids bind to apolipoproteins to form lipoproteins, having in charge their transport into the 
circulation. Numerous metabolic disturbances of lipids expose to an increased risk of 
cardiovascular diseases. The last advances in mass spectrometry have recently helped to 
develop usefull tools for early diagnosis of these disorders. Nevertheless, the accurate 
characterization of predictive markers requires to decipher the physiological mechanisms 
involved in threir metabolism. Metabolic flux analyses with stable isotope labeled tracers can 
give such information. However, these studies remain complex, time-consuming and require 
the use of several technical processes. Therefore, we aimed to develop original mass 
spectrometry-based approaches to improve this kind of analyses. We have used enzymatic 
proteolysis and targeted analysis of specific peptides for the study of a large range of 
apolipoproteins. We were able to get simultaneaoulsy several physiological information such 
as their concentrations, kinetics and putative polymorphisms. Additional reliable tools, 
including both targeted and non-targeted lipid analyses as well as their enrichment 
measurements, have also been developed to improve our level of knowledge. The limitations 
of these methods were explored before to be applied to specific case studies, such as 
dyslipidemias (diabetes, hypertriglyceridemia, obesity) or efficacy of lipid-lowering 
treatments. 

Keywords: lipoproteins, apolipoproteins, lipids, stable isotopes, mass spectrometry 
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ABBRÉVIATIONS 

ABC :    ATP-binding cassette 

ACAT :   Acyl-CoA cholestérol acyltransférase 

ACP :    Analyse en composantes principales 

ADN / ARN :  Acide désoxyribonucléique / Acide ribonucléique 

AG :   Acide gras 

APE :    Atom percent excess 

Apo :    Apolipoprotéine 

APR :    Taux de production absolue, Absolute production rate 

CD36 :   Cluster of differentiation 36   

CETP :   Cholesterylester transfer protein 

CI :    Ionisation chimique, Chemical ionization 

CL / CE :   Cholestérol libre / Cholestérol estérifié 

CM :    Chylomicron 

CT :   Cholestérol total 

DG :   Diglycéride, diacylglycérol 

DGAT :   Diacylglycérol transférase  

EI :    Ionisation par impact électronique, Electron impact 

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay 

ESI :    Ionisation par electrospray, Electrospray ionization 

FATP :  Fatty acid transport protein 

FCR :   Taux de catabolisme fractionné, Fractional catabolic rate 

FPLC :   Fast protein liquid chromatography 

FSR :   Taux de synthèse fractionné, Fractional synthetic rate 

GC-C-IRMS :  Chromatographie en phase gazeuse couplée à un four à combustion et à 

la spectrométrie de masse de rapport isotopique, Gas chromatography-

combustion-isotope ratio mass spectrometry 

GC-MS :  Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de 

masse, Gas chromatography-mass spectrometry 

HDL :   Lipoprotéine de haute densité, High-density lipoprotein 

HDL-C :  HDL cholestérol 

HL :    Hepatic lipase 
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HSPG/LRP :  Heparin sulfate proteoglycan/lipoprotein-receptor related protein 

IDL :    Lipoprotéine de densité intermédiaire, Intermediate-density lipoprotein 

IM :   Mobilité ionique, Ion mobility 

LCAT :   Lécithine-cholestérol acyltransférase 

LC-HRMS :  Chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse 

haute résolution, Liquid chromatography-high resolution mass 

spectrometry 

LC-MS/MS :  Chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse 

en tandem, Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LDL :    Lipoprotéine de basse densité, Low-density lipoprotein 

LDL-C :  LDL cholestérol 

LDLR :   Récepteur aux LDL 

Lp(a) :   Lipoprotéine (a) 

LPL :    Lipoprotéine lipase 

LRP :   Lipoprotein-related receptor protein 

LXR :   Liver X receptor 

m/z :   Rapport masse sur charge 

MG :   Monoglycéride, monoacylglycérol 

MGAT :   Monoacylglycérol acyltransférase 

MPE :   Mol percent excess  

MRM :   Multiple reaction monitoring 

MSE :    Spectrométrie de masse à énergie, Mass spectrometry energy 

MTP :   Microsomal triglyceride transfer protein 

NPC1L1 :    Niemann-Pick C1-like protein 1 

OPLS :  Orthogonal Partial Least Squares 

PCR :   Réaction en chaîne par polymérase, Polymerase chain reaction 

PCSK9 :   Proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 

PL :    Phospholipides 

PLTP :   Phospholipid transfer protein 

ppm :    Partie par million 

PR :    Taux de production, Production rate 

Q, QqQ :   Analyseur quadripolaire, triple quadripôle 

Q-TOF :  Analyseur hybride quadripôle-Temps de vol (Time of flight) 

RMN :   Résonance magnétique nucléaire 
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RT :  Temps de résidence, Residence time (modélisation) ou Temps de 

rétention, Retention time (chromatographie) 

SFC :  Chromatographie en fluide supercritique, Supercritical fluid 

chromatography 

SIM ou SIR :  Single ion monitoring ou Single ion reaction 

SPE :    Solid phase extraction 

SR-BI :  Scavenger receptor class B member 1 

TG :    Triglycéride, triacylglycérol 

TRL :    Lipoprotéine riche en triglycérides, Triglyceride-rich lipoprotein 

TTR :    Tracer-to-tracee ratio 

UPC² : Chromatographie de convergence ultra performante, Ultra performance 

convergence chromatography 

UPLC :  Chromatographie liquide ultra performante, Ultra-performance liquid 

chromatography 

VLDL :   Lipoprotéine de très basse densité, Very-low-density lipoprotein 
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Les maladies cardiovasculaires – Les maladies cardiovasculaires, et en particulier les 

maladies coronariennes, constituent aujourd’hui l’une des principales causes de décès à 

travers le monde. Les altérations du métabolisme des lipides et des lipoprotéines augmentent 

le risque de complications en favorisant le développement de l’athérosclérose (Kannel 1985). 

L’analyse globale des constituants des lipoprotéines plasmatiques, incluant les lipides et les 

protéines en charge de leur transport et de leur métabolisme, est essentielle à la 

compréhension des mécanismes biologiques impliqués dans ces dérèglements. En outre, 

parmi la grande diversité chimique que représentent les lipides (Quehenberger et al. 2010), 

certains semblent être d’intéressants modulateurs associés à ces pathologies (Lam & Shui 

2013).  

Les sciences « omiques » – Ces dernières décennies, l’émergence de nouvelles techniques 

analytiques de très haute précision a contribué au développement des sciences « omiques » 

dont le principal objectif reste la recherche de marqueurs prédictifs des pathologies. Le 

principe consiste à étudier les modulations de différentes espèces moléculaires au sein d’un 

organisme et dans un système défini comme un état physiologique ou pathologique. La 

caractérisation complète des systèmes biologiques peut ainsi se faire selon les quatre 

niveaux que sont la génomique, la transcriptomique, la protéomique et la métabolomique 

(Roux et al. 2011). Comme illustré sur la Figure 1, les trois premiers sont respectivement 

associés à l’analyse globale du génome (ADN ou acide désoxyribonucléique), du 

transcriptome (ARN ou acide ribonucléique) et du protéome (protéines). Le terme 

métabolome associé à la métabolomique reflète, tout comme le protéome, les événements 

biologiques passés, alors que le génome et le transcriptome reflètent l'information 

fonctionnelle réelle et potentielle de l'organisme (Oliver et al. 1998). De manière générale, le 

métabolome est relatif aux composés de petits poids moléculaires ne faisant pas partie de la 

famille des oligonucléotides (ADN et ARN) ou des protéines. Dans le sang, près de 70 % de 

ces molécules étant des lipides (Quehenberger et al. 2010), l’analyse globale du lipidome, ou 

lipidomique, a émergé comme une discipline indépendante (Lam & Shui 2013 ; Han 2016). A 

noter que depuis le début des années 2000, les évolutions technologiques, notamment en 

spectrométrie de masse, ont permis de considérablement accroitre le nombre de travaux 

associés aux analyses métabolomiques et lipidomiques (Roux et al. 2011 ; Lam & Shui 2013 ; 

Han 2016).  

Les études de flux – La caractérisation complète de nouveaux marqueurs nécessite la 

compréhension des mécanismes physiologiques impliqués dans leur transport, leur production 
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et leur dégradation. L’analyse des flux métaboliques via l’utilisation de précurseurs de 

synthèse enrichis en isotopes stables (13C, 2H, 15N, 18O) permet l’obtention de ces précieuses 

informations (Lichtenstein et al. 1990 ; Foster et al. 1993 ; Crown & Antoniewicz 2013). In 

vivo, ces études cinétiques permettent d’étudier les taux de synthèse et de dégradation des 

constituants d’intérêts et de mettre en évidence les dérèglements engendrés par une 

pathologie, ainsi que l’efficacité d’un traitement pharmaceutique ou nutritionnel. De façon 

intégrée, ces analyses dynamiques aident à l’interprétation des paramètres modulés à la suite 

d’un dérèglement physiopathologique (état A versus état B). Aujourd’hui, seule la 

spectrométrie de masse permet de mesurer en conditions physiologiques l’ensemble des 

paramètres impactés par l’incorporation d’isotopes stables non radioactifs.  

 

Figure 1 : Représentation schématique des niveaux de caractérisation des systèmes biologiques en 

sciences « omiques » (images Servier, adapté de Roux et al. 2011) 

  

Objectifs – L’objectif principal de ce travail a été de développer des méthodes analytiques 

originales basées sur la spectrométrie de masse, pour affiner la caractérisation statique et 

dynamique des principaux constituants des lipoprotéines plasmatiques humaines. En 

combinant différents outils de la bioanalyse et de la biochimie à la spectrométrie de masse,  

nous avons cherché à accroître l’efficacité de ces méthodes, tout en conservant leur 

robustesse, afin d’accéder le plus rapidement possible à un grand nombre d’informations 

physiologiques. Les limites de ces méthodes ont également été explorées avant d’être 

appliquées à des études de cas concrets, telles que les dyslipidémies (diabète, 

hypertriglycéridémie, hypercholestérolémie, obésité) ou l’efficacité de traitements 

hypolipémiants.  
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Plan d’étude – Ce rapport est stratifié en plusieurs sections. La première, bibliographique, 

permettra de résumer et de rappeler les grandes lignes nécessaires à la compréhension des 

travaux réalisés au travers de cinq chapitres distincts : 1) les principes fondamentaux de la 

spectrométrie de masse en biochimie et en santé humaine (cette partie instrumentale ne sera 

donc pas exhaustive mais appliquée), 2) les composants moléculaires majeurs des 

lipoprotéines plasmatiques humaines, 3) les flux métaboliques de ces dernières, 4) les 

méthodes de marquage utilisées pour l’analyse des flux, et 5) l’apport de la spectrométrie de 

masse dans l’analyse et la recherche de paramètres biochimiques d’intérêt dans les 

pathologies métaboliques et cardiovasculaires.  La seconde partie énoncera de manière plus 

détaillée les principaux objectifs fixés pour ces travaux de thèse, alors que la troisième 

présentera, au travers de sept articles scientifiques (acceptés ou en soumission), les travaux 

expérimentaux réalisés lors de ce projet. Enfin, la quatrième et dernière partie aura pour 

objectif de discuter l’ensemble des éléments présentés tout au long de cette thèse et d’énoncer 

les principales perspectives qui en découlent. 
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1. ANALYSES BIOCHIMIQUES PAR SPECTROMÉTRIE 
DE MASSE 

1.1. Principe  

La spectrométrie de masse est une technique analytique de premier ordre en recherche 

biomédicale car elle permet la détection de biomolécules à leurs niveaux physiologiques 

(Griffiths et al. 2001). Depuis l’introduction de traceurs enrichis en isotopes stables dans les 

études de flux, elle seule est en mesure d’évaluer les niveaux d’enrichissement. En effet, son 

principe réside dans la détection et l’identification structurale d’espèces élémentaires ou 

moléculaires chargées (ions) en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) exprimés en 

Thompson (Th). Les systèmes, bien que très variés, peuvent se découper en quatre 

compartiments distincts (Figure 2) consistant en un système d’introduction des molécules, 

suivi d’une source permettant de les transformer en ions gazeux, d’un ou plusieurs analyseurs 

séparant ces ions selon leur rapport m/z, d’un détecteur permettant de les compter et enfin 

d’un système de traitement des informations pour l’enregistrement des spectres de masse. 

 

Figure 2 : Représentation schématique d'un système de spectrométrie de masse 

Ces trois dernières décennies ont été marquées par l’essor de la spectrométrie de masse 

dans la recherche biologique et clinique, notamment grâce au développement des sources 

d’ions et des analyseurs en masse, et, dans une moindre mesure, grâce au développement des 

systèmes d’introduction (Griffiths et al. 2001). En effet, le développement de nouvelles 

sources d’ionisation dites « douces » a permis l'analyse directe de nombreux composés, sans 

dérivation préalable, améliorant considérablement les temps et les coûts d’analyse. Le 

développement des analyseurs a permis de mesurer plus rapidement, plus précisément et de 

façon plus sensible une large gamme de composés de poids moléculaires très variés. Enfin, les 

améliorations apportées aux systèmes d’introduction, essentiellement chromatographiques, 

ont permis de diminuer considérablement les temps d’analyse tout en améliorant la résolution 

et la spécificité. 
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Ce chapitre a pour objectif de répertorier les techniques utilisées durant ces travaux de 

recherche avant de les présenter de façon intégrée à nos études. Pour la réalisation des travaux 

présentés, nous avons utilisé la chromatographie en phases liquide ou gazeuse comme 

système d’introduction, l’electrospray et l’impact électronique comme sources d’ionisation, et 

des analyseurs en masse de type quadripolaire, à temps de vol et à secteur magnétique. 

1.2. Préparation et introduction des échantillons  

1.2.1. Préparation des échantillons biologiques 

La fiabilité d’une méthode analytique est fortement liée à la qualité de la préparation de 

l’échantillon biologique. Cette dernière permet de répondre à deux objectifs majeurs à 

savoir l’extraction plus ou moins spécifique des composés d’intérêt (analytes) ou l’élimination 

des interférences présentes dans les matrices biologiques complexes, et la compatibilité 

physico-chimique et physiologique (concentration, stabilité) des analytes avec la méthode 

analytique désirée. 

Extraction des analytes – De nombreuses méthodes d’extraction existent suivant la 

nature des composés à analyser et de l’échantillon biologique. Avant toute chose, ce dernier 

doit être le plus homogène possible. Ainsi, le plasma ou le sérum peuvent être isolés du sang 

total, les tissus sont homogénéisés dans un tampon physiologique et certains bio-fluides 

peuvent être dilués dans une solution tampon. A noter que l’échantillon biologique est de type 

aqueux quelle que soit sa composition. Plusieurs stratégies, seules ou en combinaison, 

peuvent ensuite être envisagées suivant le niveau de spécificité désiré et la compatibilité 

expérimentale (Figure 3).  

Méthodes physiques : Elles regroupent les méthodes de filtration et de dialyse, 

l’ultracentrifugation, ou la simple dilution (Havel et al. 1955 ; Williams et al. 2005 ; Zhou et 

al. 2013). Ces méthodes, peu spécifiques, sont très souvent utilisées en combinaison avec une 

autre technique plus sélective. La chromatographie semi-préparative peut également être 

utilisée afin de fractionner une matrice biologique complexe. A titre d’exemple, des macro-

complexes protéiques comme les lipoprotéines sont isolables du plasma soit par 

ultracentrifugation soit par filtration sur gel sur des systèmes de chromatographie d’exclusion 

stérique (FPLC, fast protein liquid chromatography) (Chétiveaux et al. 2004). 
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La précipitation : Elle consiste à ajouter un solvant organique miscible à l’eau (acétonitrile, 

méthanol…), et par conséquent à l’échantillon biologique, conduisant à la précipitation de la 

plupart des macromolécules telles que les protéines. Le précipité pourra ainsi être isolé et 

éliminé par simple centrifugation. Bien que peu sélective, cette technique est plébiscitée pour 

les analyses « non-ciblées » en métabolomique pour sa simplicité et son universalité. En effet, 

elle permet l’exclusion de composés interférents sans extraire de façon spécifique une classe 

particulière de molécules (Dunn et al. 2011).  

L’extraction en phases liquide/liquide : Elle consiste à transférer un composé d’une phase 

aqueuse à une phase organique en utilisant deux solvants non miscibles. Cette technique 

implique donc l’utilisation de solvants organiques non miscibles à l’eau (hexane, chloroforme, 

éther…). Les molécules organiques vont ainsi migrer préférentiellement vers cette nouvelle 

phase facilement isolable de l’échantillon aqueux par centrifugation. Cette technique est 

souvent utilisée pour les méthodes quantitatives « ciblées ». En effet, suivant le solvant choisi, 

elle permet l’extraction spécifique d’une classe particulière de molécules. Les lipides étant 

insolubles dans l’eau, cette technique est aussi plébiscitée pour les analyses lipidomiques 

« non-ciblées » (Bligh & Dyer 1959 ; Löfgren et al. 2012).  

L’extraction en phases solide/liquide : Le principe de cette technique est analogue à la 

chromatographie de partage. Aujourd’hui, de nombreuses phases stationnaires ont été 

développées, permettant des extractions de plus en plus ciblées. Elle permet également 

l’extraction de composés polaires difficilement extractibles par les méthodes liquide/liquide. 

L’extraction se déroule généralement sur cartouche et suivant quatre étapes : le 

conditionnement et l’équilibration de la phase stationnaire, le chargement de l’échantillon, le 

lavage de la cartouche et enfin l’élution spécifique des analytes. Cette technique, très 

sélective, peut également être utilisée en ligne sur des équipements chromatographiques 

(Franke & de Zeeuw 1998 ; Humbert 2010), et est principalement employée pour les 

méthodes quantitatives « ciblées ». 

L’immuno-affinité : Le principe de cette technique est analogue à l’extraction en phases 

solide/liquide mais majoritairement appliquée à l’analyse des protéines. Le principe est basé 

sur le greffage d’un ou plusieurs anticorps sur une surface. Lors du contact avec l’échantillon, 

le ou les composés ciblés (antigènes) vont se coupler à l’anticorps spécifique. Après lavage, le 

couple anticorps-antigène peut être libéré et dissocié pour l’analyse. Deux approches existent : 

la déplétion qui consiste à fixer les interférences sur les anticorps et à analyser les échantillons 
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résiduels ainsi purifiés, ou l’immuno-capture qui consiste à fixer le ou les analytes d’intérêt de 

façon spécifique (Keshishian et al. 2009 ; Gauthier et al. 2015). Cette technique peut aussi 

être utilisée en ligne sur des équipements chromatographiques (colonne d’affinité). 

 

Figure 3 : Quelques exemples de méthodes de préparation des échantillons biologiques (adapté 

d’Humbert 2010) 

 Modification chimique des analytes – Avant l’analyse, il est parfois nécessaire de 

modifier chimiquement les composés d’intérêt afin de leur conférer des propriétés physico-

chimiques optimales pour la méthode analytique employée. Les analytes peuvent ainsi être 

dérivés à l’aide d’un groupement chimique fonctionnel (Figure 4). Ces réactions doivent être 

le plus spécifique possible et à hauts rendements. En effet, l’intérêt principal est de 

transformer les analytes en composés stables, spécifiquement isolables par chromatographie, 

ionisables pour la détection par spectrométrie de masse et caractérisables lors des analyses par 

spectrométrie de masse en tandem (Sternson 1987 ; Santa et al. 2007 ; Croyal et al. 2010). Il 

existe aujourd’hui un très large panel de réactifs susceptibles d’interagir avec de nombreuses 

fonctions chimiques telles que les amines, les cétones, les acides carboxyliques… Dans 

certains cas, le problème est inversé et il est nécessaire de réduire la taille des composés avant 

analyse. C’est le cas par exemple des esters de cholestérol où l’hydrolyse basique de l’ester 

par saponification est un prérequis pour l’étape de dérivation (Figure 4), elle-même 
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nécessaire pour rendre le composé volatile et donc analysable par chromatographie en phase 

gazeuse. Les macromolécules telles que les protéines peuvent également montrer des 

difficultés lors de l’analyse, notamment en spectrométrie de masse en tandem. Les protéines 

peuvent ainsi être réduites en peptides sous l’action d’enzymes spécifiques (protéases) ou de 

certains réactifs chimiques (Percy et al. 2014) (Figure 4). Ces modifications chimiques sont 

généralement réalisées après extraction des composés des matrices biologiques, mais peuvent, 

dans certains cas, être effectuées directement sur l’échantillon afin d’améliorer l’extraction 

des analytes. 

 

Figure 4 : Exemple d'hydrolyse et de dérivation pour le cholestérol estérifié (A) et de protéolyse 

enzymatique pour une protéine (B) 

Concentration des analytes – Outre le fait de se mettre dans des conditions optimales 

d’analyse, les étapes d’extraction et de dérivation ont pour intérêt de permettre la 

concentration des analytes. Ceci entraine une meilleure sensibilité analytique et permet de se 

rapprocher le plus possible des sensibilités physiologiques requises. En effet, après extraction 

et/ou dérivation, il est courant de retrouver les analytes dans un solvant non compatible avec 

l’outil analytique désiré. Ce solvant peut être éliminé par différentes techniques telles que le 

séchage sous flux de diazote (N2), l’évaporation sous vide ou à pression atmosphérique ainsi 

que la lyophilisation. Les échantillons séchés sont alors repris dans un solvant adéquat. Il est 

dès lors possible d’utiliser un volume de reprise inférieur au volume initial de la prise d’essai 

afin de concentrer l’échantillon et gagner en sensibilité. A noter que le choix du solvant de 

reprise est primordial et peut impacter fortement la fiabilité de l’analyse. Il doit à la fois 
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permettre une excellente solubilisation des composés à analyser (dérivés ou non) sans 

interagir avec le système d’analyse (interactions chromatographiques, suppression du 

signal…).  

Efficacité et suivi des méthodes de préparation – La pertinence des étapes pré-

analytiques découle de leur rendement. L’ensemble des étapes de préparation de l’échantillon 

biologique peut être catalysé par différents paramètres comme la température et le pH suivant 

le type des analytes. Néanmoins, ces différentes étapes de préparation amènent à manipuler 

les échantillons à plusieurs reprises, ce qui peut induire des biais analytiques. Afin de corriger 

les éventuelles erreurs expérimentales et de suivre le bon déroulement des étapes 

préparatoires, l’ajout d’un ou de plusieurs standard(s) interne(s) est nécessaire. Un standard 

interne est un composé exogène ayant des propriétés physico-chimiques très proches voire 

identiques à celles de l’analyte. Le standard interne est ajouté de façon équivalente à tous les 

échantillons et le plus précocement possible. Sa détection par le système analytique doit être 

spécifique et non interférente avec celle de l’analyte (Sargent 2013). Le signal obtenu pour le 

standard interne servira à normaliser celui obtenu pour l’analyte (Liu et al. 2013 ; Ferchaud-

Roucher et al. 2013 ; Percy et al. 2014). En spectrométrie de masse, les standards internes les 

plus courants sont les analytes enrichis en isotopes stables (13C, 2H, 15N). Des composés 

exogènes faisant consensus pour une famille d’analytes donnée peuvent également être 

employés (Croyal et al. 2010 ; Mi et al. 2016). 

1.2.2. Couplage aux méthodes séparatives 

Après extraction de la matrice biologique, les analytes peuvent être introduits dans le 

système analytique. Cette étape peut se faire par infusion directe ou par couplage avec une 

technique séparative. L’introduction directe, bien que rapide et facile, présente de sérieuses 

limites et empêche toute quantification. Elle peut également être utilisée pour le paramétrage 

des systèmes lors d’analyses ciblées. Dès lors, les techniques séparatives sont très largement 

utilisées pour les analyses biochimiques par spectrométrie de masse. Elles assurent une 

dernière élimination des interférences et une séparation des composés extraits ensemble lors 

de la préparation de l’échantillon, en vue d’accroître la spécificité de la détection par 

spectrométrie de masse.  

Principe de la chromatographie – La chromatographie est une méthode physico-

chimique permettant la séparation de différentes substances présentes dans un mélange 
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homogène. Son principe réside sur la séparation des analytes en fonction de leur affinité avec 

deux phases, l’une stationnaire et l’autre mobile. La chromatographie peut être analytique et 

couplée à un détecteur en vue d’établir une quantification, ou préparative (semi-préparative) 

afin de purifier un échantillon complexe (ex : FPLC). A l’injection, les composés présents 

dans le mélange sont fixés sur la phase stationnaire, puis élués séquentiellement au cours du 

temps (temps de rétention) par la phase mobile la traversant. La chromatographie peut être 

réalisée sur une surface plane (couche mince) ou sur une colonne. Différents types de 

chromatographie existent et sont classés en fonction du type de phase mobile. On distingue 

ainsi la chromatographie en phase gazeuse (GC, gas chromatography), la chromatographie en 

phase liquide (LC, liquid chromatography) ultra ou haute performance (UPLC ou HPLC, 

ultra/high performance liquid chromatography) et la chromatographie de convergence (UPC², 

Waters, ultra performance convergence chromatography) aussi appelée chromatographie en 

phase supercritique (SFC, supercritical fluid chromatography). Différents types d’interactions 

entre la phase stationnaire et les analytes existent comme la chromatographie d’affinité, de 

partage, à échange d’ions, chirale et d’exclusion stérique. Les couplages à la spectrométrie de 

masse les plus courants sont la GC, l’HPLC et l’UPLC. L’électrophorèse capillaire, autre 

technique séparative utilisée en biochimie pour isoler les protéines et les acides nucléiques, 

peut également être couplée à la spectrométrie de masse (Garcia et al. 2017). Il en est de 

même pour la SFC ou l’UPC² (Waters) (Zhou et al. 2014). 

La chromatographie en phase gazeuse – La GC couplée à la spectrométrie de masse 

(GC-MS) a pour avantage d’offrir une excellente résolution chromatographique très 

reproductible (Figure 5). En outre, elle permet de quantifier les analytes spécifiquement avec 

une bonne sensibilité. Les phases stationnaires sont majoritairement des colonnes capillaires, 

pouvant faire jusqu’à 50 mètres de long (bobine), traversées par un gaz vecteur inerte (phase 

mobile : Hélium,  Argon…) entrainant les analytes. L’échantillon est injecté dans le système 

où il est vaporisé. Les analytes, à l’état gazeux, sont ainsi entrainés par le gaz vecteur et leur 

séparation se fait majoritairement en fonction du débit appliqué à ce gaz, de la température 

appliquée à la colonne et de son pouvoir de rétention. Ces paramètres peuvent être 

programmés de façon isocratique (constant au cours du temps), graduelle ou par plateaux 

suivant le niveau de séparation désiré. Le principal inconvénient de l’analyse par GC-MS est 

qu’elle requiert des analytes thermostables et volatiles. Il est donc souvent nécessaire 

d’effectuer une étape de dérivation notamment pour les composés polaires et peu volatiles 

(lipides).  
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La chromatographie en phase liquide – Les couplages LC et spectrométrie de masse 

(LC-MS) sont apparus tardivement en comparaison des couplages GC-MS en raison de la 

nécessité d’évaporer la phase mobile et les analytes avant leur entrée dans le spectromètre de 

masse. Pour les couplages LC-MS, les séparations se font essentiellement en mode phase 

inverse ou apparenté phase normale (HILIC, hydrophilic interaction liquid chromatography) 

et sous haute voire très haute pression (HPLC, UPLC). En phase inverse, la phase stationnaire 

est constituée d’une colonne possédant des greffons hydrophobes alkyles contrairement au 

mode HILIC. En phase inverse, les composés sont élués du plus polaire au plus apolaire. Le 

mode HILIC est principalement utilisé dans le cas de composés très polaires difficilement 

retenus en phase inverse, ou dans le cas de composés très apolaires difficilement élués en 

phase inverse. Les colonnes sont de longueur (L) et de diamètre interne (D) variables 

(généralement, L < à 30 cm et D < 5 mm) pour une taille de particules de 3-5 µm en HPLC et 

inférieur à 2 µm en UPLC. Lors de l’injection, les analytes se fixent à la phase stationnaire 

par différents types de liaisons (hydrogène, Van der Waals…). L’élution se fait via le flux de 

la phase mobile constituée de plusieurs phases miscibles (souvent deux). La première phase, 

dite faible, n’a presque pas de pouvoir éluant contrairement à la seconde, dite forte. Le débit 

de la phase mobile (0,1-1,0 mL/min) et la température de la colonne (20-80°C) jouent sur la 

rétention des composés mais ne constituent pas les paramètres majeures. C’est la composition 

de la phase mobile par rapport au type de phase stationnaire qui permet l’élution plus ou 

moins sélective des composés. Les phases mobiles peuvent évoluer en mode isocratique, en 

mode gradient ou par plateaux (mélange gradient et isocratique). Enfin, des additifs à effets 

tampons peuvent être ajoutés à la phase mobile afin d’améliorer la rétention des analytes sous 

condition qu’ils soient compatibles à la détection par spectrométrie de masse (Suu et al. 

2015). Ces dernières années, l’évolution des systèmes HPLC vers les systèmes UPLC (ou 

UHPLC) a permis de gagner considérablement en temps d’analyse tout en améliorant la 

résolution des pics chromatographiques et la sensibilité des analyses. D’autres systèmes ont 

également vu le jour pour l’analyse spécifique des macromolécules (nano- et micro-LC, débit 

< 0,1 mL/min). 

La chromatographie de convergence ou en phase supercritique – La SFC est une 

forme de chromatographie en phase normale utilisée pour l'analyse et la purification de 

molécules thermiquement labiles de poids moléculaire faible à modéré, et pour la séparation 

des composés chiraux. Les principes sont semblables à ceux de l’HPLC et de l’UPLC, mais la 

SFC utilise principalement le dioxyde de carbone à l’état supercritique (31,1°C et 73,8 bars)  
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comme phase mobile. Par conséquent, le système doit être pressurisé. Comme la phase 

supercritique représente un état dans lequel convergent des propriétés de liquide et de gaz, la 

chromatographie par fluide supercritique est aussi appelée "chromatographie de convergence" 

(Pinkston et al. 2006). 

 

Figure 5 : Exemples de chromatogrammes (Lynam 2016 ; Pandiscia 2016) 

Au cours de leur élution séquentielle (Figure 5), les composés sont concentrés et dirigés 

vers le spectromètre de masse afin d’y être détectés. Les analytes doivent cependant être 

transformés au préalable en ions gazeux dans la chambre d’ionisation. 

1.2.3. Les fours à combustion 

La spectrométrie de masse sépare des ions, majoritairement issus d’espèces moléculaires, 

en fonction de leur rapport m/z. Cependant, l’analyse d’espèces élémentaires à échelle 

atomique est parfois nécessaire. Il est alors possible de brûler ou de pyrolyser les molécules 

organiques en utilisant un four à combustion ou à pyrolyse. Les éléments atomiques sont 

ensuite conduits sous forme gazeuse vers la source d’ionisation. Les fours à combustion sont 

majoritairement couplés à la GC (Stellaard & Lütjohann 2015) bien que des couplages à la LC 

existent (Federherr et al. 2016). 



 Chapitre 1 : Spectrométrie de Masse   Étude bibliographique  

22 

1.3. Les sources d’ions  

La spectrométrie de masse sépare des ions en phase gazeuse selon leur rapport m/z. Pour 

analyser un échantillon, ce dernier doit donc être vaporisé avant l’ionisation. Jusqu'au début 

des années 1980, les molécules étaient ionisées par impact électronique (EI, electron impact) 

ou ionisation chimique (CI, chemical ionization). Les composés devaient être à l’état gazeux 

et donc préalablement vaporisés, ce qui reste aisé pour les petites molécules organiques 

volatiles introduites par GC. Cependant la plupart des molécules du vivant, polaires et 

thermiquement labiles, n’ont pas ces propriétés et doivent être préalablement dérivées 

(Griffiths et al. 2001). L'introduction des méthodes d'ionisation dites « douces » comme la 

désorption laser assistée par matrice (MALDI, matrix-assisted laser-desorption-ionization) 

(Karas & Hillenkamp 1988) et l’electrospray (ESI, electrospray ionization) (Yamashita, & 

Fenn 1984a ; Yamashita, & Fenn 1984b ; Fenn et al. 1989) a permis l'analyse directe de 

biomolécules polaires et thermolabiles sans dérivation préalable. En outre, la gamme 

d’analyse en terme de poids moléculaires, jusqu’alors limitée, a été considérablement 

augmentée (Rostom, & Robinson 1999 ; Tito et al. 2000). Ces nouvelles sources d’ions ont 

ainsi permis de vaporiser des échantillons non gazeux rendant possible les couplages à 

l’électrophorèse capillaire et à la LC. 

Couplage à la chromatographie en phase gazeuse – L’EI fonctionne sous vide et est 

principalement employée en couplage avec la GC. Les molécules arrivent à la source 

d’ionisation à l'état gazeux où elles rencontrent un faisceau d'électrons produit par un 

filament. Lors de cette rencontre, un électron est arraché à la molécule de masse moléculaire 

M, conduisant à la formation d’un radical cation de type M+• (Figure 3). Cette technique 

d'ionisation hautement énergétique induit une fragmentation importante de l’ion moléculaire 

de telle sorte qu’il n’est pas toujours observé. L'EI conduit ainsi à l’enregistrement d’un 

spectre de masse présentant de nombreux fragments et donc très riche en informations 

structurales (Bleakney 1929 ; Nier et al. 1947 ; Werner 2011). Une alternative à l’impact 

électronique lors des couplages à la GC est la CI (Harrison et al. 1983). Cette méthode utilise 

un gaz réactif (ammoniac, méthane…) qui est ionisé par un faisceau d'électrons. Des ions de 

la substance à analyser se formeront par réactions chimiques avec les ions produits du gaz 

réactif. Il s’agit d’une méthode d’ionisation douce, conduisant à une faible fragmentation de la 

molécule d’intérêt qui sera détectée sous sa forme protonée en mode positif ([M+H]+) ou 

déprotonée en mode négatif ([M-H]-).  
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Figure 6 : Schéma d'une source d'ions à impact électronique et exemple de spectre de masse généré 

(images internet) 

Couplage à la chromatographie en phase liquide – L’ESI est l’une des techniques les 

plus utilisées pour les couplages LC-MS. C’est une technique d’ionisation douce fonctionnant 

à pression atmosphérique et permettant une faible fragmentation des ions. L’ESI fonctionne 

en modes positif et négatif et permet la formation d’ions multichargés majoritairement de 

types [M+nH]n+ ou [M-nH]n- mais d’autres adduits sont possible (Na+, K+, NH4
+, HCO2

-…). 

L’ESI transforme le composé élué dans la phase liquide en ion gazeux, en pulvérisant la 

solution à travers un capillaire chauffé. Un courant de gaz sec (N2) est ensuite dirigé dans le 

spray qui est soumis à une différence de potentiel de quelques kV. Des gouttelettes chargées 

sont alors produites, et celles-ci se réduisent au fur et à mesure de l’évaporation du solvant 

sous l’effet du gaz sec. L’excès de charges électriques dans chaque gouttelette, combiné à 

l’évaporation progressive du solvant, conduit à la formation d’un cône dynamique à 

l'extrémité du capillaire, appelé « cône de Taylor ». Lorsque la charge de la solution qui forme 

le cône de Taylor s’approche de la limite de Rayleigh, les répulsions coulombiennes excèdent 

les forces de cohésion des gouttelettes. Ce phénomène induit une cascade d’explosions 

coulombiennes au cours de laquelle des microgouttelettes sont formées, permettant ainsi la 

désorption de molécules monochargées et multichargées pour l’analyse des macromolécules 

(Griffiths et al. 2001) (Figure 7). Dans le cas de petits composés (< 1500 Daltons) moins 

polaires et plus difficilement ionisables, deux autres sources d’ions peuvent être utilisées en 

couplage LC-MS : l’APCI (atmospheric pressure chemical ionization) et l’APPI (atmospheric 

pressure photo ionization). Tout comme la CI, l’APCI fait appel à des réactions ions-

molécules, où les ions primaires proviennent du solvant ionisé par une décharge Corona 

(Byrdwell 2001). Dans le cas de l’APPI, les analytes vaporisés sont ionisés par des réactions 

chimiques induites par des photons souvent catalysés par l’utilisation de solvants dopants 

M+• 
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(toluène, acétone) (Raffaelli & Saba 2003). Ces deux sources produisent des ions de types 

[M+H]+ en mode positif et [M-H]- en mode négatif. En mode positif, l’APPI produit 

également des ions du type M+•.  

 

Figure 7 : Schéma d'une source électrospray (Werner 2011) et exemples de spectres de masse  

Autres méthodes d’ionisation – Plusieurs autres types de sources d’ionisation, 

principalement basées sur la désorption d’un échantillon solide ou co-cristallisé, existent. On 

distingue ainsi les techniques MALDI, SALDI (surface-activated laser desorption ionisation) 

et DIOS (desorption/ionisation on silicon) fonctionnant sous vide. Ces techniques ont été 

développées afin d'analyser les molécules de haut poids moléculaire et conduisent à la 

formation d'ions monochargés et multichargés de type [M+nH]n+, avec une nette 

prépondérance pour les monochargés. Ces méthodes sont peu sensibles en mode négatif 

(Guinan et al. 2015). Les sources de type DESI (desorption-electrospray ionisation), à 

pression atmosphérique, et SIMS (secondary ion mass spectrometry), son analogue sous vide, 

sont également utilisées pour certaines applications bien précises telles que l’imagerie par 

spectrométrie de masse (Morelato et al. 2013 ; Kraft & Klitzing 2014). Notons aussi la 

technique FAB (fast atom bombardment) qui a été la première à permettre l’analyse sous vide 

de macromolécules non vaporisables en solution (Griffiths et al. 2001). Enfin, d’autres 

techniques sont également utilisées pour l’ionisation de composés inorganiques comme 

l’ionisation par plasma (ICP ou inductively coupled plasma). 

Les analytes ainsi transformés en ions gazeux vont pouvoir être séparés en fonction de 

leur rapport m/z dans l’analyseur en masse.  
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1.4. Les analyseurs en masse  

Il existe aujourd’hui une très grande variété d’analyseurs en masse dont les performances 

peuvent être définies en fonction des critères suivants (Tableau 1) : 

• La vitesse de balayage, c’est-à-dire le temps pour établir un spectre pour une gamme 

de rapports m/z.  

• La résolution (Figure 8), c’est-à-dire la capacité à séparer deux composés de rapports 

m/z proches. Cette donnée permet d’anticiper la précision de l’appareil utilisé. 

• La précision ou la capacité du système à donner un rapport m/z proche de la valeur 

théorique. La précision est donnée en ppm (partie par million) et correspond à l’écart 

entre le rapport m/z expérimental et m/z théorique en fonction du rapport m/z théorique 

(ex : 1 ppm équivaut à un écart de 0,001 Th pour un rapport m/z de 1000 Th). 

Tableau 1 : Caractéristiques principales des principaux analyseurs en masse 

Analyseur Résolutiona Précision (ppm) Précision (Th) 

Quadripôle 2 000 500 0,5 

Piège à ions 5 000 200 0,2 

Temps de Vol 10 000-30 000 1-10b 0,001-0,01b 

Orbitrap® Jusqu’à 100 000 < 3 < 0,003 

Résonance cyclotronique Jusqu’à 10 000 000c < 1 < 0,001 

a FWHM : Full width at half-maximun peak height, R = m/∆m ou m est la mesure m/z et ∆m la largeur 
du pic à 50% de sa hauteur maximale. b Si calibrant interne ; c Suivant la puissance du champ 
magnétique. 

 

Figure 8 : Spectres de masse obtenus pour la Leucine Enkephaline à basse et haute résolutions 
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Le quadripôle (Q) – Le quadripôle est constitué de quatre électrodes parallèles de section 

hyperbolique ou cylindrique. Les électrodes opposées sont reliées entre elles et soumises au 

même potentiel alors que les électrodes adjacentes sont portées à des potentiels de même 

valeur, mais opposés (Figure 9). Les ions provenant de la source sont soumis à une tension 

continue et à une tension alternative, toutes deux appliquées entre ces quatre électrodes. Le 

trajet des ions dans le quadripôle est oscillant. Si l’amplitude des oscillations est trop grande, 

les ions ne seront pas détectés. Les tensions sont donc réglées de telle sorte que seul un ion de 

rapport m/z choisi puisse atteindre le détecteur (trajectoire stable). Bien que peu résolutif, le 

quadripôle a pour principal avantage de pouvoir être utilisé comme un filtre à ions. En outre, 

sa vitesse de balayage et son adaptabilité à différentes interfaces le rendent excellent pour les 

couplages aux chromatographies gazeuse et liquide et très efficace pour la spectrométrie de 

masse en tandem (Campana 1980). Sa gamme dynamique, c’est-à-dire la linéarité entre la 

concentration en analytes et la réponse du détecteur, est excellente et le rend pleinement 

adapté aux analyses quantitatives ciblées. L’analyseur octopolaire (8 électrodes) est identique 

à l'analyseur quadripolaire mais sert uniquement à la focalisation des ions. 

 

Figure 9 : Principe du quadripôle (Dubreuil) 

 Le piège à ions quadripolaire (IT) – Ce système est constitué de trois électrodes à 

section hyperbolique. L'analyse et la détection des ions s'effectuent dans un même espace 

suivant des séquences temporelles successives. Les ions décrivent des mouvements 

oscillatoires stables au centre du piège. Par application d’une rampe de radiofréquences au 

niveau de l’électrode annulaire, les ions vont avoir une trajectoire déstabilisée et vont être 

éjectés du piège en fonction de leurs m/z croissants permettant ainsi l’acquisition d’un spectre 

de masse. Le piège à ions (IT, ion trap) est peu résolutif et sa gamme dynamique est moins 

bonne que celle du quadripôle. Il est cependant facilement adaptable aux couplages à la 

chromatographie gazeuse et liquide. Son principal intérêt réside dans sa capacité à produire 
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des fragmentations séquentielles (MSn), c’est-à-dire de réaliser des séquences MS/MS 

temporelles au lieu de les faire dans l’espace avec plusieurs analyseurs en tandem (voir 

section sur la spectrométrie de masse en tandem). Il est en effet possible de piéger des ions 

ayant un rapport m/z donné qui se fragmenteront au cours du temps dans le piège. Les ions 

produits seront ensuite éjectés comme décrit précédemment (Campana 1980).  

Le Temps de Vol (TOF) – L'analyseur à temps de vol (TOF, time of flight) consiste à 

mesurer le temps que met un ion, accéléré préalablement par une tension, à parcourir une 

distance donnée. Son principe réside sur le fait que les ions de masses différentes se déplacent 

à des vitesses différentes, les plus petits étant les plus rapides. Le rapport m/z est donc 

directement mesurable à partir du temps de parcours de l’ion. Les systèmes TOF peuvent être 

linéaires ou équipés de réflectrons, permettant d’accroître la résolution des systèmes en 

séparant des ions de rapports m/z identiques mais d’énergies différentes (Figure 10). Les 

systèmes TOF peuvent également être couplés aux chromatographies gazeuse et liquide. En 

mode réflectron et avec l’utilisation de calibrants internes, ces systèmes présentent une 

précision de mesure tout à fait acceptable pour les analyses non-ciblées de type « omiques » et 

sont donc à même de caractériser des molécules en fonction de leur masse exacte. La gamme 

dynamique du TOF est relativement modérée, le rendant moins adapté que le quadripôle pour 

les analyses quantitatives (Boesl 2017).  

 

Figure 10 : Principe du temps de vol en mode réflectron (Dubreuil) 

L’analyseur à résonance cyclotronique (FT-ICR) – L’analyseur à résonance 

cyclotronique d’ions (ICR) possède une cellule composée de six plaques sous tension, isolées 

les unes des autres. L’application d’un champ magnétostatique soumet les ions à un 

mouvement circulaire et uniforme (cyclotronique), et l’application d’un champ électrostatique 

permet de les piéger dans la cellule. Les ions sont ensuite excités par un champ alternatif à 

leur fréquence cyclotron afin d’être accélérés et mis en phase. Le courant induit par le 

mouvement des ions de même rapport m/z sera mesuré sur les plaques de détection sous forme 
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de sinusoïde. La fréquence cyclotron étant proportionnelle à 1/(m/z), l’inverse de la 

transformée de Fourier (FT) du courant obtenu permet d’aboutir au spectre de masse en m/z. 

Le FT-ICR, malgré une gamme dynamique assez restreinte, se caractérise par son excellente 

résolution permettant de lever toute ambiguïté lors de l’identification d’un composé. Le FT-

ICR permet également l’analyse MS/MS dans la cellule même (Nikolaev et al. 2016). 

L’analyseur à secteur magnétique – L'ion est éjecté dans un milieu où règne un champ 

magnétique uniforme et perpendiculaire au plan de la trajectoire. Du fait de la force de 

Lorentz, la trajectoire se courbe, et le point d'impact de l'ion permet de connaître son 

rapport m/z (Figure 11). L’analyseur à secteur magnétique est l’un des premiers analyseurs 

utilisés pour la spectrométrie de masse. Plusieurs géométries existent comme la simple et la 

double focalisation où un champ électrostatique est ajouté afin d’améliorer la résolution. Ces 

analyseurs ont largement été utilisés jusqu’au début des années 1990. Ils sont majoritairement 

couplés à la chromatographie gazeuse avec l’EI comme source d’ionisation. La spectrométrie 

de masse à rapport isotopique (IRMS, Isotopic ratio mass spectrometry) permet d'analyser un 

rapport d'isotopes stables (2H/1H, 13C/12C, 15N/14N, 18O/16O) dans un échantillon donné. Les 

composés peuvent être séparés en amont par chromatographie. Ils sont ensuite oxydés ou 

brûlés dans un four à combustion, les convertissant en gaz simple tel que le CO2. Pour le CO2, 

l’IRMS s’intéressera ensuite aux rapports m/z 44, 45 et 46 qui correspondent aux 

combinaisons isotopiques des ions produits par ce gaz. Il sera donc possible de déterminer les 

rapports isotopiques des isotopes 12C, 13C, 16O, 17O et 18O dans différentes combinaisons et 

proportions. Les signaux sont ensuite traités mathématiquement pour afficher les différents 

rapports analysés (Stellaard & Lütjohann 2015). 

 

Figure 11 : Principe du secteur magnétique à simple focalisation (www.masse-spec.fr) 

L’Orbitrap® – L’Orbitrap® est un piège à ions, dans lequel les ions se mettent en orbite à 

une fréquence dépendante de leur rapport m/z. L’Orbitrap® se compose d’une électrode creuse 
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externe et d’une électrode coaxiale. Cette dernière est portée à une tension alternative de 

polarité opposée à celle des ions qui sont injectés tangentiellement à ce champ. Le 

mouvement des ions dans l’Orbitrap® adopte une trajectoire spirale autour de l’électrode 

centrale, décomposée en un mouvement circulaire et un mouvement axial, dont la fréquence 

est exploitée pour mesurer le rapport m/z par la transformation de Fourier. Le mouvement 

axial des ions génère un courant induit enregistré par le détecteur qui est placé sur les 

électrodes creuses. La précision des mesures de rapports m/z est particulièrement bonne et la 

résolution rivalise avec celle du FT-ICR. En outre, la gamme dynamique de l’Orbitrap® est 

satisfaisante. Il est principalement utilisé en spectrométrie de masse en tandem, en association 

à un piège à ions linéaire, et peut être couplé aux chromatographies gazeuse et liquide (Perry 

et al. 2008).  

1.5. La spectrométrie de masse en tandem  

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) consiste à combiner plusieurs analyseurs 

en masse. Un ion précurseur de rapport m/z est sélectionné dans le premier système. Cet ion 

est ensuite dirigé vers une cellule de collision où, sous l’influence d’un gaz inerte (Argon, 

Helium), son énergie interne sera augmentée par collision jusqu’à sa dissociation. Un second 

analyseur mesure les rapports m/z des fragments générés (Figure 12). La MS/MS peut être 

réalisée à l'aide de systèmes de différentes natures, mais également au sein d'un même 

analyseur dans le cas d'un piège à ions (Yates 1998). Le mode MS/MS est souvent utilisé pour 

les systèmes utilisant une source d’ionisation douce ne générant que très peu d’ions fragments 

lors de l’ionisation. Les principaux systèmes utilisés en MS/MS sont le triple quadripôle 

(QqQ), le piège à ions quadripolaire (IT) et les systèmes hybrides : Q-TOF, Q-IT, IT-TOF, 

IT-FT-ICR, IT-Orbitrap® 

 

Figure 12 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem, cas du triple quadripôle (Yates 1998) 
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L'analyse MS/MS peut être menée selon quatre modes différents en fonction de 

l'information recherchée (Lam & Shui 2013). 

• Le mode descendant : le premier analyseur sert à sélectionner l’ion d’intérêt selon son 

rapport m/z et le dirige vers la cellule de collision. Les fragments formés dans la cellule 

de collision sont séparés par le deuxième analyseur et analysés. Le spectre obtenu 

présente à la fois l'ion précurseur (minoritaire) et ses ions fragments. Ce mode est 

principalement utilisé pour l’identification structurale des composés. En effet, tout 

comme les fragments générés dans les sources d’ionisation dures (EI), les ions se 

fragmentent et se dissocient selon des règles de chimie gazeuse bien précises en fonction 

de leur structure (ex : réarrangements de type McLafferty, retro Diels-Alder…). 

• Le mode ascendant : le premier analyseur balaie une gamme de masses définie tandis que 

le deuxième est focalisé sur un rapport m/z précis. Tous les ions générés dans la source et 

capables de donner un fragment de même rapport m/z seront donc ainsi détectés. Ce mode 

est principalement utilisé pour la quantification d’un ensemble de composés ayant des 

structures chimiques proches (ex : lipides à phosphocholine). 

• Le mode perte de neutre : les deux analyseurs balaient une gamme de masses 

simultanément et avec un décalage de masse constant. Le spectre établi présentera alors 

tous les ions parents capables de se fragmenter en générant un fragment neutre de masse 

égale au décalage imposé. Comme le précédent, ce mode permet de rechercher des 

composés ayant des similitudes concernant leurs structures chimiques (ex : conjugués à 

l’acide glucuronique). 

• Le mode MRM (multiple reaction monitoring) : l'ion parent est sélectionné par le premier 

analyseur et fragmenté dans la cellule de collision, comme en mode descendant. En 

revanche, le second analyseur est focalisé sur un ion produit. Ce mode est l’analogue du 

mode SIR ou SIM (single ion reaction ou single ion monitoring) souvent utilisé en MS 

simple mais présente une double sélectivité, au niveau de l'ion parent et de l'ion produit. 

En outre les deux analyseurs étant fixés à des tensions constantes, la sensibilité de 

détection est améliorée par rapport à d'autres modes de balayage, faisant de la MRM un 

mode de choix pour la quantification.  

Le Tableau 2 récapitule l’ensemble des modes de balayage disponibles sur des systèmes 

en tandem utilisés en mode MS ou MS/MS. A noter que les analyseurs à basse résolution 

(QqQ et Q-IT) sont extrêmement performants pour les analyses quantitatives lorsqu’ils sont 

utilisés en mode MRM. En effet, ce mode de détection très ciblé permet, de par sa double 
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sélectivité, de palier à la faible précision de mesure des rapports m/z (Figure 13). Ce mode 

permet également de descendre très bas en sensibilité (pmol/L) contrairement aux autres 

modes et aux analyseurs à haute résolution. Le mode descendant est, quant à lui, très utilisé 

sur les systèmes hybrides (Q-TOF, IT-TOF, IT-FT-ICR, IT-Orbitrap®) où le second analyseur 

à haute résolution permet de caractériser structuralement les composés avec précision. Dans le 

cas des systèmes hybrides, le premier analyseur à basse résolution est utilisé pour sa grande 

efficacité à filtrer les ions précurseurs. Tout comme en MS simple, les systèmes hybrides sont 

moins performants pour les analyses quantitatives en raison des gammes dynamiques plus ou 

moins limitées des seconds analyseurs. 

Tableau 2 : Résumé des modes de balayage utilisés en spectrométrie de masse (Lam & Shui 2013) 

Mode Analyseur 1 Cellule  Analyseur 2 Application 

Full-scan --- --- 
Balayage sur une 

gamme m/z 

Analyse non-ciblée  

(meilleur si analyseur 2 à 
haute résolution) 

SIR ou SIM --- --- 
Fixé sur des valeurs 

m/z définies 

Analyse ciblée  

(surtout utilisé sur les 
systèmes MS simples) 

PIS 

(descendant) 

Fixé sur des valeurs 
m/z définis 

Activée 
Balayage sur une 

gamme m/z 

Analyse ciblée d’un groupe 
de composés  

(haute et basse résolution) 

PreIS 

(ascendant) 

Balayage sur une 
gamme m/z 

Activée 
Fixé sur des valeurs 

m/z définies 

Analyse ciblée d’un groupe 
de composés  

(haute et basse résolution) 

NL 

(perte de 
neutre) 

Balayage sur une 
gamme m/z 

Activée 

Balayage sur une 
gamme m/z dont une 

valeur fixe a été 
soustraite par rapport à 

l’analyseur 1 

Analyse ciblée d’un groupe 
de composés  

(haute et basse résolution) 

MRM 
Fixé sur des valeurs 

m/z définis 
Activée 

Fixé sur des valeurs 
m/z définis 

Analyse ciblée très sensible  

MSE --- Oscillante 
Balayage sur une 

gamme m/z 
Analyse non-ciblée  

SIR, single ion monitoring. SIM, single ion reaction. PIS, product ion scan. PreIS, precursor ion scan. 
NL, neutral loss. MRM, multiple reaction monitoring. MSE, mass spectrometry energy. 
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Figure 13 : Exemple de mode de balayage sur un mélange de 10 triglycérides (TG) séparés par UPLC 

et ionisés par ESI positif 

Depuis peu, un nouveau mode de balayage a fait son apparition : le mode spectrométrie de 

masse à énergie (MSE pour les systèmes Waters, Tableau 2). Ce mode fait osciller l’énergie 

dans la cellule de collision entre un niveau faible (voire nul) et un niveau élevé de façon très 

rapide. Le premier analyseur sert à guider les ions alors que le second détecte en parallèle les 

ions précurseurs (basse énergie) et les ions fragments (haute énergie). Le principal avantage 

de ce mode est d’obtenir en une seule injection les profils d’ions précurseurs et d’ions 

fragments. Ce mode est souvent utilisé lors des analyses non-ciblées, les profils obtenus à 

haute énergie servant de première approche à l’élucidation des structures. Son principal 

inconvénient est de ne pas filtrer les ions précurseurs avant la dissociation. Si deux composés 

ne sont pas séparés par chromatographie avant d’être introduits dans la source d’ionisation, 

alors le spectre de masse obtenu à haute énergie présentera les fragments de chacun des 

composés. L’utilisation de la mobilité ionique (IM) permet de compenser cet inconvénient. 

Elle consiste à soumettre des molécules ionisées à un champ électrique dans un courant de 

gaz. Les ions se déplacent dans le champ électrique à une vitesse qui dépendra de leur 

interaction avec le gaz, c'est-à-dire de leur masse, de leur taille et de leur forme : on parle de 

séparation suivant la mobilité. Cette méthode de séparation peut être utilisée avant et/ou après 

la dissociation. Néanmoins, l’addition de ce mode alourdi considérablement les analyses. De 

plus, cette méthode n’est réellement efficace qu’à des concentrations relativement élevées en 

analytes (Paglia et al. 2015). 

Comme énoncé précédemment, les ions se fragmentent et se dissocient selon des règles de 

chimie gazeuse bien précises en fonction de leur structure. Certaines molécules sont en 
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mesure de s’ioniser en mode positif et en mode négatif (zwitterion). Les fragments générés 

dans les deux modes étant différents, il est souvent nécessaire de réaliser les analyses MS/MS 

dans les deux polarités pour une caractérisation structurale plus précise (Figure 14). 

 

Figure 14 : Elucidation structurale d'une phosphatidylcholine (glycérophospholipide) par MS/MS 

(ESI positif et négatif).  

Enfin, la fragmentation des ions est généralement efficace pour les molécules de moins de 

3000 Daltons. L’un des avantages de l’ionisation par ESI est la formation d’ions multichargés 

permettant l’analyse des macromolécules de hauts poids moléculaires. Cependant, il est à 

noter que les ions de type [M+nH]n+ produisent en majorité des ions fragments de type 

[M+(n-1)](n-1)+ dont les valeurs des rapports m/z peuvent être plus élevées que celle de l’ion 

précurseur. Ce phénomène est à prendre en compte pour le séquençage des macromolécules 

comme les peptides (Figure 15) et justifie l’utilisation de la protéolyse enzymatique des 

protéines lors de la préparation des échantillons. En effet, cette hydrolyse permet de réduire 
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les protéines de grandes tailles en plusieurs peptides de tailles moyennes (Medzihradszky & 

Chalkley 2015). 

 

Figure 15 : Elucidation structurale d'un peptide par MS/MS (ESI positif) 

1.6. Les détecteurs  

A l’instar des analyseurs en masse, il existe plusieurs types de détecteurs reposant sur des 

principes physiques différents. Cependant, leur rôle commun est de compter les ions, le plus 

souvent en convertissant un courant ionique (ions isolés par l’analyseur en masse) en courant 

électrique. Cette transformation du signal permet de représenter les données sous forme de 

spectres de masse par informatique. On distingue ainsi les détecteurs suivants : 

• Les plaques photographiques (le premier système) très peu sensibles. 

• Le cylindre de Faraday, précis mais peu sensible et lent. Il amplifie le signal ionique 

par transfert de charge de l’ion sur une surface conductrice.  

• Le multiplicateur d'électrons, le plus courant, sensible mais moins précis que le 

cylindre de Faraday et à durée de vie limitée. Le signal est amplifié par la formation 

d'électrons secondaires. 

• Le multiplicateur de photons, dérivé du multiplicateur d'électrons en moins rapide. Le 

signal est amplifié par la formation d'électrons secondaires, accélérés vers un écran 

phosphorescent où ils sont convertis en photons. 
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1.7. Conclusion  

De par la grande diversité des technologies existantes, un grand nombre de combinaisons 

instrumentales est possible pour un laboratoire de recherche. La plateforme de Spectrométrie 

de Masse du Centre de Recherche en Nutrition Humaine de l’Ouest (PSM-CRNHO) est dotée 

de différents systèmes recouvrants une large gamme d’analyses possibles : 

• 1 ultracentrifugeuse 

• 1 système HPLC-UV 

• 3 systèmes GC-EI/CI-MS (Q) 

• 1 système GC-C-EI-IRMS (Secteur magnétique) 

• 1 système UPLC/UPC²-ESI-MS/MS (QqQ) 

• 1 système UPLC-ESI-IM-HRMS (Q-TOF) 

Pour les travaux présentés ici, nous avons principalement utilisé le système UPLC/UPC²-

ESI-MS/MS dans sa configuration UPLC-ESI-MS/MS (ionisation positive principalement, 

mode MRM). De par sa grande sensibilité et sa rapidité, cet appareillage nous a permis de 

réaliser un grand nombre d’analyses ciblées, tant quantitatives que cinétiques, sur un panel de 

molécules présentant des propriétés très variées. En complément, pour les analyses non-

ciblées, nous avons régulièrement intégré le système haute résolution UPLC-ESI-HRMS à 

nos analyses (modes HRMS, MS/MS et MSE), sans l’option mobilité ionique (IM). Cet outil 

très puissant sur la mesure des rapports m/z nous a permis de mettre en évidence de nouveaux 

marqueurs lipidiques que nous avons pu ensuite suivre de façon ciblée sur le système cité 

précédemment. Enfin, de façon plus marginale, nous avons utilisé les systèmes GC-EI-MS 

(mode SIM) et GC-C-EI-IRMS (13C/12C) pour quelques mesures cinétiques bien particulières.  

La spectrométrie de masse demeure aujourd’hui la méthode la plus sensible pour l’analyse 

quantitative et cinétique, ciblée et non-ciblée, d’échantillons biologiques. Néanmoins, la 

spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) constitue une technique 

complémentaire très couramment utilisée au sein des plateformes de métabolomique. La 

spectrométrie de masse est beaucoup plus sensible que la RMN, mais souffre d'une plus faible 

reproductibilité. En revanche, la RMN donne accès à des informations structurelles uniques et 

est hautement reproductible lorsqu’elle est utilisée de façon appropriée. Par conséquent, la 

RMN et la spectrométrie de masse restent totalement complémentaires bien que cette 

technique n’ait pas été utilisée durant ces travaux (Marchand et al. 2017). 



 Chapitre 2 : les Lipoprotéines   Étude bibliographique  

36 

2. LES CONSTITUANTS DES LIPOPROTÉINES 

2.1. Généralités sur les lipoprotéines 

Les lipides représentent un grand ensemble de composés chimiques hétérogènes ayant pour 

propriété commune leur hydrophobicité, les rendant insolubles dans les milieux biologiques 

aqueux tels que le plasma, la lymphe ou le liquide interstitiel. Afin d’être véhiculés de leurs 

sites de production et d’absorption vers les sites de stockage, d’utilisation et d’élimination via 

ces milieux aqueux extracellulaires, les lipides vont se complexer avec des entités protéiques, 

ou apolipoprotéines, pour former des édifices macromoléculaires complexes mais 

hydrophiles : les lipoprotéines. De manière générale et schématique, les lipoprotéines 

présentent une structure sphérique pseudo micellaire. Le noyau central est composé de lipides 

apolaires et très hydrophobes, comme les triglycérides (TG) et le cholestérol sous ses formes 

estérifiées (CE), tandis que la surface constitue une enveloppe hydrophile composée 

d’apolipoprotéines et de lipides polaires, tels que les phospholipides (PL) et le cholestérol 

libre ou non estérifié (CL) (Figure 16) (Brewer 1981). 

 

Figure 16 : Représentation schématique d'une lipoprotéine (image Servier) 

La cohésion moléculaire des lipoprotéines est assurée par des liaisons ioniques entre les 

fonctions polaires des PL et les fonctions amines et carboxyliques des acides aminés des 

apolipoprotéines, ainsi que par des liaisons de type van der Waals entre la partie hydrophobe 

des lipides et la chaine aliphatique des acides aminés. Les lipoprotéines peuvent être classées 

en fonction de leur densité hydratée ou de leur composition en apolipoprotéines, les deux 

étant directement liées. En effet, la densité des lipides étant beaucoup plus faible que celle des 
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protéines, plus les lipoprotéines seront riches en lipides et plus leur densité sera faible. La 

classification des lipoprotéines en fonction de leur composition en apolipoprotéines prend en 

compte la partie protéique la plus active biologiquement. Selon cette classification, il est 

possible de distinguer les lipoprotéines à apoB (LpB), de faibles densités, et celles à hautes 

densités  (HDL, « high-density lipoprotein »). Comme illustré de façon simplifiée dans le 

Tableau 3, il existe de nombreuses lipoprotéines qui diffèrent selon leur taille, leur densité et 

leur composition (Gotto et al. 1986). 

Tableau 3 : Caractéristiques principales des lipoprotéines (d’après Gotto et al. 1986) 

Lipoprotéines Type 
Apolipoprotéines 

majeures 
Densité     
(g/mL) 

Taille 
(nm) 

% (masse) 
Lipides 

Lipides 
principaux 

CM LpB B48, A-I, Cs, E < 0,930 75-1200 98 TG 

CM remnant LpB B48, E 0,930-1,006 30-80 94 
TG, PL, CE, 

CL 

VLDL1, VLDL2 LpB B100, Cs, E 0,930-1,006 30-80 90 
TG, CE 

(VLDL2) 

IDL LpB B100, E 1,006-1,019 25-35 83 TG, CE, CL 

LDL LpB B100 1,019-1,063 18-25 77 CE, CL 

Lp(a) LpB B100, (a) 1,055-1,120 25 77 CE, CL 

HDL2 HDL A-I, A-II 1,063-1,125 9-12 58 CE, CL, PL 

HDL3 HDL A-I, A-II, Cs, E 1,125-1,210 5-9 44 CE, CL, PL 

Préβ HDL HDL A-I 1,210-1,250 5-6 9 CE, CL, PL 

CM, chylomicron. VLDL, very-low-density lipoprotein. IDL, intermediate-density lipoprotein. LDL, low-density 

lipoprotein. Lp(a), lipoprotéine (a). HDL, high-density lipoprotein. LpB, lipoprotéines à apoB. Cs, apoC-I, 

apoC-II et apoC-III. 

2.2. Les lipides 

Les lipides sont des composés à solubilité nulle ou faible dans l'eau mais élevée dans les 

solvants organiques non polaires. Ils sont soit totalement apolaires ou neutres, soit bipolaires 

ou amphiphiles, c’est-à-dire composés d’une tête polaire liée à une chaîne fortement apolaire 

(queue). Ainsi, bien que les lipides soient souvent catégorisés selon les quatre familles citées 

précédemment (CL, CE, TG et PL), il existe en réalité plusieurs milliers d’espèces lipidiques 
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interconnectées entre elles par de nombreuses voix et réseaux métaboliques (Quehenberger et 

al. 2010 ; Han 2016). L’ensemble de ces sous-espèces peut être réparti en sept grandes 

catégories (Figure 17).  

 

Figure 17 : Diversité des lipides présents dans le plasma humain et réseaux de connections entre les 

différentes catégories lipidiques (adapté de Quenhenberger et al. 2010) 

Aperçu général - Chez les mammifères, la synthèse des lipides débutent par le don de 

deux carbones provenant de l’Acétyl Coenzyme A, lesquels servant à la construction des 

acides gras (en vert). Les substituants acyles gras peuvent à leur tour être transférés en partie 

aux lipides complexes comme les stérols estérifiés, les sphingolipides, les glycérolipides et les 

glycérophospholipides, ou directement convertis en eicosanoïdes. Une seconde voix majeure 

dans la biosynthèse des lipides permet de générer un précurseur isoprène à 5 carbones à partir 

de l’Acétyl Coenzyme A : l’isopentényl-pyrophosphate (en violet). Ce dernier est essentiel à 

la construction des prénols et des stérols. D’autres constituants, comme le glycérol (en rouge) 

et la sérine (en bleue), sont également nécessaires à la construction des lipides complexes. A 

noter que les stérols (47,1 % des lipides plasmatiques humains) sont représentés à plus de 

99 % par le cholestérol libre et ses dérivés estérifiés. De même, les glycérolipides (13,8 % des 

lipides plasmatiques humains) sont à 95 % présents sous la forme de TG. Les PL, quant à eux, 
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incluent la totalité des glycérophospholipides (32,4 % des lipides plasmatiques humains) et 

près de 95 % des sphingolipides (4 % des lipides plasmatiques humains). Les dosages 

cliniques standards focalisés sur les CL, CE, TG et PL permettent donc de réaliser un 

tapissage global représentatif des lipides sanguins (~ 96 % de constituants lipidiques). 

Les lipides constituent un réseau moléculaire très complexe – En réalité, il existe 

plusieurs milliers d’espèces lipidiques interconnectées entre elles par de nombreuses voix 

métaboliques (Quehenberger et al. 2010 ; Gault et al. 2010 ; Han 2016) comme l’illustre le 

réseau des sphingolipides (Figure 18). Outre la complexité de ces réseaux et le grand nombre 

d’espèces sous-jacentes, la diversité structurale des lipides tient en grande partie à la nature de 

leurs constituants de base : les acides gras. Ces derniers sont majoritairement apportés par 

l’alimentation (TG alimentaires) et par synthèse endogène à partir du glucose, puis stockés 

dans le tissu adipeux où leur libération est régulée pour répondre aux besoins en énergie des 

autres tissus (Hertzel et al. 2008). Chimiquement, il s’agit d’acides carboxyliques présentant, 

à l’état naturel, une chaîne linéaire avec un nombre pair de carbones et majoritairement de 14 

à 22. Ils sont saturés ou en partie insaturés avec un nombre maximal de 6 doubles liaisons et 

de conformation majoritairement cis. De par l’ampleur des combinaisons possibles suivant le 

type et le nombre d’acides gras branchés, plusieurs milliers d’espèces moléculaires et 

d’isomères peuvent ainsi coexister dans le plasma humain (Annexe A). Le Tableau 4 ci-après 

présente les abondances molaires et les principales fonctions des différentes sous-espèces 

lipidiques mesurables dans le plasma par spectrométrie de masse (Quehenberger et al. 2010).    

 

Figure 18 : Réseau métabolique des sphingolipides (adapté de Han 2016) 
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Tableau 4 : Répartition des principaux lipides plasmatiques détectables en spectrométrie de masse et 

fonctions principales (d’après Han 2016 ; Quehenberger et al. 2010) 

Famille Sous-espèces % molaire Fonctions principales 

Acyls gras 
AG libres 

Eicosanoïdes 

2,7 

< 0,1 

Energie 

Signalisation 

Glycérolipides 
TG 

DG 

13,2 

0,7 
Energie (TG, DG) et signalisation (DG) 

Glycérohospholipides 

PE, LPE 

PC, LPC 

PS, PG, PA, PI 

5,9 

25,8 

0,5 

Composants membranaires 

Signalisation 

Sphingolipides 

SM 

Cer 

HexosylCer 

Sphingoïdes 

3,8 

0,1 

< 0,1 

< 0,1 

Composants membranaires 

Signalisation 

Stérols 
Libres 

Estérifiés 

10,3 

36,8 

Composants membranaires, vitaux pour le 
fonctionnement cellulaire  

Précurseurs des stéroïdes, des sels bilaires et 
de vitamines 

Prénols Coenzyme Q 0,1 Transformation de l’énergie 

AG, acides gras. TG, triglycérides. DG, diglycérides. PE, phosphatidyléthanolamine. LPE, 
lysophosphatidyléthanolamine. PC, phosphatidylcholine. LPC, lysophosphatidylcholine. PS, phosphatidylsérine. 
PG, phosphatidylglycérol. PA, acide phosphatidique PI, phosphatidylinositol. SM, sphingomyélines. Cer, 
céramides. 

Vers une meilleure caractérisation du lipidome – Les nouvelles méthodologies 

lipidomiques disponibles ont facilité la caractérisation détaillée des classes de lipides et des 

espèces moléculaires présentes dans le plasma ainsi que dans les fractions lipoprotéiques. 

Ajoutée aux paramètres lipidiques standards mesurés en clinique, la caractérisation détaillée 

des voies métaboliques potentiellement impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines 

fournit des détails essentiels sur la composition et les fonctions de ces complexes lors de 

dérèglements métaboliques associés au risque de développement de l’athérosclérose tels que 

l’obésité, la résistance à l’insuline, l’hyperlipidémie… (Kannel 1985 ; Kontush & Chapman 

2010). A titre d’exemple, des études ont suggéré que les sphingolipides plasmatiques, et en 

particulier les céramides (0,1 % de lipides plasmatiques), pourraient être des régulateurs clés 

de l'athérosclérose (Bismuth et al. 2008 ; Cheng et al. 2015) car ils favorisent l'aggrégation 

des lipoprotéines athérogènes et perturbent leur catabolisme (Ng et al. 2015). 
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2.3. Les apolipoprotéines 

Les lipides sont véhiculés dans la circulation en association avec des apolipoprotéines sous 

la forme de lipoprotéines (Feingold & Grunfeld 2015). Les apolipoprotéines jouent un rôle clé 

dans le métabolisme et les fonctions des lipoprotéines, et sont de nature et de structure très 

variées (Tableau 5). Elles peuvent être structurelles et assurer le maintien du complexe, être 

ligands de récepteurs lipoprotéiques, guider la formation et la sécrétion des lipoprotéines ou 

même activer/inhiber des enzymes impliquées dans leur métabolisme. Des concentrations 

anormales en apolipoprotéines sont associées à de nombreux troubles spécifiques du 

métabolisme lipidique. Les concentrations plasmatiques, et plus particulièrement 

lipoprotéiques, des apolipoprotéines sont de bons marqueurs de risque des maladies 

cardiovasculaires (Dominiczak & Caslake 2011). Initialement, les apolipoprotéines (apo) ont 

été subdivisées en trois sous-familles distinctes selon la nomenclature A, B et C (Lagrost et al. 

2005). Les apos A furent principalement associées aux lipoprotéines de haute densité (HDL), 

les apos B aux lipoprotéines de basse densité (LDL) et les apos C à la fois aux lipoprotéines 

de très basse densité (VLDL) et aux HDL. Cette nomenclature a considérablement évolué au 

cours des trente dernières années en raison de la découverte de nouvelles apos et de profils de 

distribution spécifique au sein d’autres lipoprotéines plasmatiques telles que les lipoprotéines 

de densité intermédiaire (IDL), les chylomicrons (CM) ou plus généralement les lipoprotéines 

riches en triglycérides (TRL) incluant les VLDL, les CM et les CM remnants (ou résiduels).  

Les apolipoprotéines de type A – L’apoA-I est la principale composante structurale des 

HDL et il existe plusieurs molécules d'apoA-I par particule (entre 2 et 4). Elle représente à 

elle seule environ 70% des protéines contenues dans les HDL (Cheung & Albers 1982 ; Feng 

& Li 2009). Sa concentration plasmatique est contrôlée par son taux de catabolisme, les 

protéines ne pouvant acquérir de lipides étant rapidement dégradées (Dominiczak & Caslake 

2011). Elle active la « lécithine cholestérol acyltransférase » (LCAT) et possède des 

propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Klimov et al. 1993). Les concentrations en 

apoA-I sont généralement inversement corrélées avec le risque cardiovasculaire (Dominiczak 

& Caslake 2011). L’apoA-II est la deuxième protéine de structure des HDL, comptant pour 

environ 20% des protéines contenues dans cette fraction lipoprotéique (Cheung & Albers 

1982), bien que seulement environ deux tiers de ces particules en contiennent. Sa 

concentration plasmatique est principalement déterminée par son taux de production 

(Dominiczak & Caslake 2011). Elle sert de cofacteur pour la LCAT et la « cholesterylester 

transfer protein » (CETP). Elle peut remplacer l’apoC-III dans les VLDL et inhiber la 
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lipoprotéine lipase (LPL) (Boisfert et al. 1999 ; Julve et al. 2010). L’apoA-II est une protéine 

homo-dimérique qui pourrait être inversement associée au risque de maladie coronarienne 

chez l’Homme (Birjmohun et al. 2007). L'apoA-IV, quant à elle, est principalement 

synthétisée par l'intestin lors de la prise alimentaire. Elle est associée aux CM et aux HDL et 

peut se retrouver libre dans le plasma sans association avec les lipoprotéines. Des études ont 

suggéré qu’elle jouerait un rôle dans la régulation de la prise alimentaire et dans le 

métabolisme des TRL (Feingold & Grunfeld 2015). L’apoA-IV module probablement 

l'activité de la LPL et pourrait activer la LCAT (Weinberg 2002). Enfin, l’apoA-V est 

principalement associée aux HDL et aux TRL et agit comme activateur de la lipolyse via la 

LPL, jouant ainsi un rôle important dans le métabolisme des TRL (Feingold & Grunfeld 

2015). Elle module également la synthèse et la sécrétion des VLDL. Les déficiences en apoA-

V ont été associées à la dyslipidémie de type V et à une réduction de l’activité de la LPL post-

héparine (Dominiczak & Caslake 2011).  

Les apolipoprotéines de type B – Il existe un seul gène d'apoB qui est exprimé à la fois 

dans le foie et dans l'intestin. Chez l’Homme, l'intestin exprime une protéine dont la taille est 

approximativement 48 % (apoB48) de celle exprimée par le foie (apoB100). Dans l’intestin, 

un codon stop aboutit à la cessation de la traduction et par conséquent à une apoB plus courte 

(Hardman & Kane 1986). L'apoB réagit avec les protéines microsomales de transfert de TG 

afin de former les VLDL (apoB100) ou les CM (apoB48) (Hussain et al. 2003). L’apoB100 

constitue la principale composante structurale des VLDL, IDL et LDL et il existe une 

molécule unique par particule. L'apoB100 est aussi un ligand pour le récepteur aux LDL 

(LDLR) et joue donc un rôle important dans la clairance de ces lipoprotéines (Feingold & 

Grunfeld 2015). Lorsqu’elle n’est pas assemblée aux lipides, elle est dégradée par la cellule. 

Des mutations de l'apoB100 peuvent affecter sa liaison au récepteur et entrainer une 

hypercholestérolémie familiale (Innerarity et al. 1990). D’autres mutations de l’apoB100 sont 

à l’inverse associées à une hypobetalipoproteinémie familiale (Rimbert et al. 2016). 

L’apoB48 est, quant à elle, la principale protéine de structure des CM et CM remnants et il 

existe une molécule d'apoB48 par particule. Elle n'est pas reconnue par le LDLR. Les CM 

remnants sont principalement internalisés par le « lipoprotein-related receptor 

protein »  (LRP) via l'apoE (Su et al. 2009). Des particules inférieures à 70-80 nm peuvent 

pénétrer dans la paroi vasculaire. Les CM remnants sont donc considérés comme athérogènes. 

Ces derniers sont également enrichis en CE et PL par échange avec les HDL (Nestel & Barter 

1973 ; Berry 2005). 
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Les apolipoprotéines de type C – Les apoC sont synthétisées principalement dans le foie 

et s’échangent librement entre les particules de lipoprotéines. Elles sont majoritairement 

associées aux TRL (CM et VLDL) et aux HDL. L’apoC-I active la CETP, inhibe la LPL et la 

CETP et inhibe les liaisons aux LDLR et LRP (Dominiczak & Caslake 2011). L’apoC-II  est 

un cofacteur de la LPL et stimule donc l'hydrolyse des TG et la lipolyse des VLDL et des 

CM. La perte de fonctions par mutations dans l'apoC-II entraîne une hypertriglycéridémie 

marquée due à un défaut de catabolisme des TRL (Feingold & Grunfeld 2015). L'apoC-III, 

quant à elle, inhibe la LPL et donc l’hydrolyse des TG et inhibe la captation des TRL par le 

foie. Des mutations fonctionnelles de l'apoC-III entraînent une diminution des TG et réduit le 

risque de maladie cardiovasculaire. De même, l'inhibition de l'expression de l'apoC-III 

entraîne une diminution des TG même chez les patients déficients en LPL, ce qui indique que 

la capacité de l'apoC-III à moduler les taux de TG ne dépend pas uniquement de la régulation 

de l'activité LPL (Feingold & Grunfeld 2015). L’apoC-III est perçue comme un bon marqueur 

des maladies cardiovasculaires (Chan et al. 2008). 

L’apolipoprotéine E – L’apoE s’échange entre les lipoprotéines et est associée aux CM, 

aux CM remnants, aux VLDL, aux IDL et à un sous-groupe de HDL (HDL3). L’apoE est un 

ligand des récepteurs de la famille du LDLR ; le complexe HSPG/LRP (heparin sulfate 

proteoglycan/lipoprotein-receptor related protein) ou le récepteur HSPG seul (Mahley et al. 

1999 ; Huang 2010). Elle favorise donc la clairance des lipoprotéines riches en TG et a un 

rôle anti-athérogène. L’apoE contrôle également l'efflux de cholestérol des cellules avec 

l’apoA-I (Chroni et al. 2005), a des propriétés antioxydantes et joue un rôle dans la régulation 

de la réponse inflammatoire. Il existe trois variantes génétiques courantes de l'apoE : E2 (5-

10%), E3 (60-70%) et E4 (15-20%) (Utermann 1987). Les apoE3 et E4 sont des ligands pour 

le LDLR alors que l’apoE2 est mal reconnue par ce dernier. Les patients homozygotes pour 

l’apoE2 peuvent développer une dyslipidémie mixte familiale caractérisée par des 

concentrations élevées de cholestérol et de TG avec un risque accru de maladie coronarienne. 

L'apoE4 est associée à un risque élevé de maladie d'Alzheimer. La concentration plasmatique 

en apoE explique 20 à 40% de la variabilité des TG circulants.  

L’apolipoprotéine M – Les hépatocytes produisent de l'apoM et la sécrètent dans le 

plasma où elle se lie aux HDL. L’apoM est donc principalement associée aux HDL mais 

également, dans une moindre mesure, aux lipoprotéines contenant de l’apoB. Elle peut se 

retrouver libre dans le plasma sans association avec les lipoprotéines. L’apoM appartient à la 

famille des lipocalines et possède une poche de liaison hydrophobe lui permettant de se lier à 
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de petits lipides fonctionnels, telle que la sphingosine-1-phosphate (S1P) (Ahnstrom et 

al. 2007 ; Rosen et al. 2013 ; Ren et al. 2015). L’apoM, seule ou en association avec la S1P, 

est impliquée dans le métabolisme des lipides et des lipoprotéines (Zang et al. 2003). De 

multiples facteurs peuvent influencer son expression mais les mécanismes à l’origine de ces 

processus restent inconnus (Ren et al. 2015). L’apoM ou le couple apoM-S1P facilitent la 

formation des preβHDL et induisent une avalanche d'effets athéroprotecteurs associés aux 

HDL. Chez les patients atteints de diabète, les taux d’apoM plasmatique peuvent diminuer, 

tandis que l'augmentation des concentrations d’apoM réduit la glycémie plasmatique et 

augmente la sécrétion d'insuline (Ren et al. 2015). 

L’apolipoprotéine (a) – L'apo(a) est un homologue du plasminogène, exclusivement 

synthétisée par le foie et qui se lie de façon covalente à l’apoB100 des LDL pour former la 

lipoprotéine (a) [Lp(a)] (Figure 19), environ 3,4 fois plus athérogène que les LDL. Une 

caractéristique importante de l'apo(a) est son polymorphisme structural. Cette dernière est 

constituée d’un assemblage de sous-unités protéiques appelées « Kringles » (10 de type IV et 

1 de type V) et d’un domaine peptidase non fonctionnel (peptidase S1). La réplication 

génétiquement contrôlée du Kringle IV2 de 3 à 40 copies est à l’origine de ce polymorphisme 

structural (Kronenberg & Utermann 2013). Le poids moléculaire de l’apo(a) est donc très 

variable et la plupart des patients possède deux isoformes de tailles différentes, les isoformes 

les plus petites semblant être les plus exprimées. En outre, les concentrations plasmatiques en 

Lp(a) sont très différentes d’un individu à l’autre et varient de 1 à 500 mg/dL (McConnell et 

al. 2014 ; Dominiczak & Caslake 2011). Le taux de synthèse de l’apo(a) est le principal 

déterminant de sa concentration plasmatique mais les mécanismes de production, de sécrétion, 

d’assemblage et de catabolisme de la Lp(a) restent encore mal connus et controversés. 

Néanmoins, des niveaux élevés d'apo(a) et de Lp(a) ont clairement été associés à un risque 

accru d'athérosclérose (Kronenberg & Utermann 2013). 

 

Figure 19: Représentation schématique de la lipoprotéine (a) (McConnell et al. 2014)
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Tableau 5 : Principales propriétés des apolipoprotéines (d’après Dominiczak & Caslake 2011) 

Apo 
Poids 

moléculaire 
Nombre 

acides aminés 
Source 

principale 
Lipoprotéines 

associées 
Concentration 

plasmatique moyenne Principales fonctions 

ApoA-I 28 079 Da 243 Foie, intestin HDL, CM 80-160 mg/dL, 30-60 µM Structure des HDL, activatrice de LCAT 

ApoA-II 17 416 Da 2 × 77 Foie, intestin HDL, CM 30-50 mg/dL, 17-30 µM 
Structure des HDL, activatrice/inhibitrice 

de la LPL 

ApoA-IV 43 402 Da 396 Foie, intestin HDL, CM 10-30 mg/dL, 2-7 µM Métabolisme des TRL (postprandial) 

ApoA-V 38 905 Da 366 Foie HDL, CM, VLDL < 0,1 mg/dL, < 0,025 µM Favorise la lipolyse des TG par la LPL 

ApoB48 240 835 Da 2152 Intestin CM < 5 mg/dL, < 0,2 µM 
Structure des CM, ligand du récepteur 

B48R (postprandial) 

ApoB100 512 858 Da 4536 Foie 
VLDL, IDL, LDL, 

Lp(a) 
60-120 mg/dL, 1-3 µM 

Structure des VLDL, IDL, LDL, Lp(a), 
ligand du récepteur aux LDL 

ApoC-I 6 627 Da 83 Foie, intestin HDL, CM, VLDL 3-10 mg/dL, 5-15 µM Activatrice de LCAT, inhibitrice de CETP 

ApoC-II 8 204 Da 101 Foie, intestin HDL, CM, VLDL 1-10 mg/dL, 1-10 µM Activatrice et cofacteur de la LPL 

ApoC-III 8 765 Da 99 Foie, intestin HDL, CM, VLDL 5-25 mg/dL, 6-30 µM 
Inhibitrice de la LPL et de la clairance des 

TRL 

ApoE 34 237 Da 317 
Foie, intestin, 

cerveau, rein, rate 
HDL, CM remnants, 

VLDL 
3-6 mg/dL, 1-2 µM Ligand du récepteur aux LDL (HSPG/LRP) 

ApoM 21 253 Da 188 Foie, rein HDL, LDL ~ 2,1 mg/dL,  ~ 1,0 µM 
Chaperonne de petits lipides fonctionnels 

(S1P) 

Apo(a) > 180 000 Da > 1465 Foie Lp(a) 
Dépend du poids moléculaire 

(mg/dL), < 0,5 µM 
Inhibitrice de l'activation du plasminogène, 

composante de la Lp(a) 
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3. LE MÉTABOLISME DES LIPOPROTÉINES 

3.1. Généralités 

Les lipoprotéines sont des complexes lipides-protéines de haut poids moléculaire 

présentant une monocouche membranaire de lipides amphiphiles (PL et CL) et un cœur 

composé de lipides apolaires (TG et CE), l’ensemble étant associé à des apolipoprotéines 

(Brewer 1981). Les apolipoprotéines jouent un rôle clé dans la reconnaissance des 

lipoprotéines par les récepteurs et les enzymes impliqués dans leur métabolisme (Dominiczak 

& Caslake 2011).  

Les lipoprotéines assurent le transport des lipides hydrophobes d’un tissu à l’autre par le 

plasma sanguin. Durant leur migration et sous l’action d’enzymes spécifiques, les 

lipoprotéines subissent de nombreuses modifications complexes affectant leur composition, 

leur structure et leurs fonctions. Elles sont captées par des récepteurs spécifiques ou non-

spécifiques afin de délivrer leur contenu aux cellules. Celles-ci l’utilisent et le transforment 

afin de produire de l’énergie et d’assurer leur survie et leur développement, ou pour le 

stocker. Outre leurs propriétés propres, ce sont les propriétés fonctionnelles des lipoprotéines 

qui ont suscité un intérêt majeur au cours des trois dernières décennies. Ainsi, de nombreuses 

études ont permis de mieux comprendre l’implication de chaque classe de lipoprotéine dans le 

transport des lipides. Lorsque l’on parle de métabolisme des lipoprotéines (Figure 20), il est 

important de distinguer trois compartiments : l’intestin, le foie et les tissus périphériques 

(Lagrost et al. 2005 ; Feingold & Grunfeld 2015). 

Lors de la prise d’un repas, l’intestin absorbe les lipides alimentaires et les intègre dans des 

lipoprotéines de grande taille et riches en TG : les chylomicrons (CM). Les CM permettent le 

transport entéro-hépatique des lipides au cours duquel les TG sont hydrolysés puis captés par 

les tissus périphériques (muscle, tissu adipeux) pour y être stockés ou dégradés à des fins 

énergétiques. Il s’agit de la voie exogène (Figure 20) (Dallinga-Thie et al. 2010 ; Abumrad & 

Davidson 2012). Le foie, quant à lui, a un rôle central dans la régulation métabolique et le 

transport des lipides dans l’organisme. Il prend en charge les lipides intestinaux résiduels et 

ceux issus de la synthèse endogène, et les intègre dans de nouvelles lipoprotéines afin de les 

distribuer aux tissus périphériques. Cette voie, appelée endogène, consiste en une cascade 

impliquant les VLDL, les IDL et les LDL (Figure 20) (Tiwari & Siddiqi 2012). Les tissus 

périphériques captent les lipides par le biais de l’endocytose et de l’hydrolyse des 



Chapitre 3 : Le Métabolisme lipidique   Étude bibliographique  

47 

lipoprotéines d’origine hépatique ou intestinale. Comme aucun tissu périphérique ne peut 

métaboliser le cholestérol en excès, ils ont recours aux HDL pour retourner l’excédent vers le 

foie où il sera éliminé par la voie biliaire. Il s’agit de la voie transport inverse (Figure 20) 

(Zhao et al. 2010 ; Rosenson et al. 2012 ; Rye & Barter 2014). 

 

Figure 20 : Vue globale du métabolisme des lipoprotéines (adapté de Lagrost et al. 2005) 

3.2. La voie exogène 

Absorption des matières grasses – Lors de la prise d’un repas, les TG alimentaires sont 

hydrolysés dans l’intestin en acides gras (AG) et en monoacylglycérols (MG) sous l’action de 

lipases intestinales. Ces résidus sont ensuite émulsifiés avec des sels biliaires, du CL du bol 

alimentaire ou de la bile, des stérols végétaux et des vitamines liposolubles pour former des 

micelles qui seront transportées dans les cellules intestinales. L'absorption du CL et des 

stérols végétaux de la lumière intestinale aux entérocytes est facilitée par un transporteur, le 

NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like protein 1). Une fois dans la cellule, ces stérols peuvent 

retourner à la lumière intestinale par l’intermédiaire des transporteurs ABC (ATP-binding 
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cassette) de type G5 et G8, ou convertis en esters de stérol par « l’acyl-CoA cholestérol 

acyltransférase » (ACAT). Contrairement au CL, les stérols végétaux sont de mauvais 

substrats pour l'ACAT. Par conséquent, chez l’Homme, seulement 5 % des stérols végétaux 

alimentaires sont absorbés, le reste étant transportés hors des entérocytes vers la lumière 

intestinale. Les transporteurs ABCG5, ABCG8 et l'ACAT permettent donc l’exclusion 

entérocytaire des stérols végétaux et jouent probablement un rôle important dans l'efficacité 

de l'absorption du CL. Les voies d'absorption des AG libres et des MG ne sont pas clairement 

définies à ce jour. Il est fort probable que la diffusion des AG soit passive ou médiée par des 

transporteurs spécifiques comme les CD36 (cluster of differentiation 36) et les FATP (fatty 

acid transport protein) (Abumrad & Davidson 2012 ; Feingold & Grunfeld 2015). 

La formation des chylomicrons - Les AG et MG absorbés vont être utilisés pour 

synthétiser les diacylglycérols (DG) via la « monoacylglycérol acyltransférase » (MGAT), 

puis les TG via la « diacylglycérol acyltransférase » (DGAT). Les TG et les CE, 

préalablement formés par l’ACAT, sont ensuite conditionnés avec l’apoB48 pour former les 

CM dans le réticulum endoplasmique. La formation des CM nécessite une protéine de 

transfert des TG : la MTP (microsomal triglyceride transfer protein). L'absence de MTP 

entraîne l'incapacité de former des CM (Powell et al. 1987 ; Abumrad & Davidson 2012 ; 

Feingold & Grunfeld 2015). 

Métabolisme des chylomicrons – Une fois formés, les CM sont sécrétés dans la lymphe et 

délivrés à la circulation. L'activation de la LPL par l'apoC-II et l’apoA-V permet l'hydrolyse 

des TG contenus dans les CM conduisant à la formation d’AG libres absorbés par les cellules 

musculaires et les adipocytes, via les FATP et CD36, pour produire ou stocker de l'énergie. 

Certains AG libérés par les CM se lient également à l’albumine afin d’être transportés vers 

d'autres tissus. Les pertes de fonction de la LPL, de l'apoC-II et de l'apoA-V entraînent une 

hypertriglycéridémie marquée ou chylomicronémie. A l’inverse, l'apoC-III inhibe l'activité de 

la LPL et une perte de fonction de l’apoC-III est par conséquent associée à une augmentation 

de l'activité LPL diminuant les TG plasmatiques. L'expression de la LPL par les cellules 

musculaires et les adipocytes est régulée par les hormones, en particulier l'insuline, l'état 

nutritionnel et le statut inflammatoire. D’autres protéines nécessaires à la maturation et à la 

stabilisation de la LPL à la surface des cellules endothéliales ont également un rôle important 

dans le métabolisme des CM. L’hydrolyse des TG par la LPL entraîne une diminution 

marquée de la taille des CM conduisant à la formation de CM résiduels ou CM remnants, 

enrichis en CE et pouvant acquérir de l’apoE. Comme ces particules diminuent en taille, les 



Chapitre 3 : Le Métabolisme lipidique   Étude bibliographique  

49 

PL et certaines apolipoprotéines contenus à la surface sont transférés vers d'autres 

lipoprotéines, principalement les HDL. Le transfert de l'apoC-II des CM remnants vers les 

HDL diminue la capacité de la LPL à hydrolyser davantage les TG. Les CM remnants sont 

alors éliminés de la circulation par le foie via le LDLR et d'autres récepteurs hépatiques tels 

que le LRP (HSPG/LRP). L'apoE a un rôle central dans ce processus à l’exception de 

l’isoforme E2 qui est associée à une diminution de la clairance des CM et des élévations des 

taux de cholestérol (CL et CE) et TG plasmatiques (Dallinga-Thie et al. 2010 ; Feingold & 

Grunfeld 2015). 

En résumé – La voie exogène entraîne un transfert efficace des AG alimentaires vers le 

muscle et le tissu adipeux pour l'utilisation et le stockage de l'énergie. Le cholestérol est 

délivré au foie où il peut être utilisé pour la formation des VLDL et des acides biliaires (retour 

à l'intestin via la bile). Chez les individus sains, cette voie peut traiter de grandes quantités de 

graisse sans entraîner une augmentation marquée des TG plasmatiques. La Figure 21 résume 

de façon schématique les processus liés à la voie exogène. 

 

Figure 21 : Représentation schématique de la voie métabolique exogène (adapté de Feingold & 

Grunfeld 2015) 
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3.3. La voie endogène 

Formation des VLDL – Quelques heures à la suite d’un repas, la quantité de CM 

circulants devient faible et les besoins en TG de l’organisme sont alors assurés par des lipides 

synthétisés par le foie ou recyclés par celui-ci. Les TG et CE hépatiques sont ainsi transférés 

vers l'apoB100 dans le réticulum endoplasmique via la MTP afin de former les VLDL. Si 

l'apport en TG est limité, l'apoB100 nouvellement synthétisée est rapidement dégradée. La 

MTP est nécessaire à l'addition des lipides hépatiques aux particules d'apoB100. La perte de 

mutations fonctionnelles de l'apoB100 ou de la MTP entraîne une sous-production de VLDL 

et une diminution marquée des taux plasmatiques en TG et en cholestérol 

(hypobétalipoprotéinémie ou abétalipoprotéinémie) (Tiwari & Siddiqi 2012 ; Feingold & 

Grunfeld 2015). 

Métabolisme des VLDL - Les VLDL sécrétées (VLDL1 puis VLDL2) reçoivent des HDL 

des apolipoprotéines échangeables telles que l’apoE, l’apoC-II et l’apoC-III. Les VLDL sont 

ensuite transportées vers les tissus périphériques où les TG sont hydrolysés via la LPL, 

libérant les AG. Comme pour les CM, la LPL est activée et inhibée respectivement par les 

apoC-II et apoC-III, et l'élimination des TG des VLDL entraîne la formation des IDL. Ces 

particules sont enrichies en CE et en apoE. Comme pour les CM remnants, les IDL peuvent 

être captées par le foie par liaison de l’apoE aux LDLR et LRP (HSPG/LRP). Cependant, 

alors que la grande majorité des CM remnants est éliminée de la circulation par le foie, seule 

une fraction des IDL sera captée. Les TG résiduels des IDL sont alors hydrolysés par la 

« lipase hépatique » (HL, hepatic lipase) conduisant à la formation des LDL contenant 

majoritairement du cholestérol (CL et CE) et de l’apoB100 (Tiwari & Siddiqi 2012 ; Feingold 

& Grunfeld 2015). 

Métabolisme des LDL - Les niveaux de LDL plasmatiques sont déterminés par leurs taux 

de production et de catabolisme, tous deux régulés par la quantité de LDLR hépatique. En 

effet, une activité élevée du LDLR entraîne une augmentation de l'absorption des IDL et donc 

une diminution de la production des LDL. D’autre part, environ 70% des LDL sont éliminés 

par l'endocytose médiée par le LDLR des hépatocytes, le reste étant absorbé par les tissus 

extra-hépatiques. L’apoB100 contrôle l’internalisation des LDL par le LDLR bien que son 

affinité soit plus faible que celle de l’apoE (LDLR � récepteur apoB/E). Le temps de 

résidence des LDL dans la circulation est plus important que celui des CM remnants et des 

IDL (Dominiczak & Caslake 2011). Une augmentation du nombre de LDLR hépatiques 
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augmente la clairance des LDL conduisant à une diminution de leurs taux plasmatiques et 

inversement. Les niveaux de LDLR hépatique sont principalement régulés par la teneur en 

cholestérol de la cellule. De façon simplifiée, si la teneur en cholestérol cellulaire est abaissée, 

la synthèse et l'activité du LDLR sont augmentées pour permettre une absorption accrue de 

cholestérol contenu dans les LDL (LDL-C). Ainsi, la cellule peut détecter la disponibilité du 

cholestérol dans ses membranes et réguler l'activité du LDLR (Tiwari & Siddiqi 2012 ; 

Feingold & Grunfeld 2015). Des mutations du LDLR affectant son efficacité ou son 

expression sont des causes génétiques de l’hypercholestérolémie familiale. Des concentrations 

élevées de LDL-C ont été associées à un risque accru de pathologies cardiovasculaires 

(Marais et al. 2012 ; Seidah et al. 2014). Une protéine circulante, la proprotéine convertase 

subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9), se lie aux LDLR et augmente sa dégradation 

lysosomale dans les cellules hépatiques. PCSK9 ralentit donc le captage et la dégradation du 

LDL-C augmentant ainsi ses taux plasmatiques (Lagace 2014). PCSK9 est par conséquent un 

inhibiteur naturel du LDLR sécrété principalement par l’hépatocyte (Marais et al. 2012). Des 

mutations permettant un gain de fonctionnalité de PCSK9 sont l’une des causes génétiques de 

l’hypercholestérolémie familiale caractérisée par des taux élevés de LDL-C. Inversement, des 

mutations induisant une perte de fonctionnalité ont été associées à de faibles concentrations de 

LDL-C et à des réductions du risque de maladies coronariennes (Farnier 2014). 

 

Figure 22 : Représentation schématique de la voie métabolique endogène (adapté de Feingold & 

Grunfeld 2015) 
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En résumé - La voie endogène facilite le déplacement des TG synthétisés dans le foie vers 

les muscles et le tissu adipeux. En outre, elle fournit une voie pour le transport du cholestérol 

hépatique vers les tissus périphériques. La Figure 22 résume de façon schématique les 

processus liés à la voie endogène. 

3.3. La voie transport inverse 

Formation des HDL – La formation des HDL est initiée par la synthèse de l’apoA-I. Cette 

dernière est principalement produite par le foie et l'intestin puis sécrétée. L’apoA-I capte 

ensuite le CL et les PL efflués par les hépatocytes et les entérocytes. Cet efflux lipidique vers 

l'apoA-I nouvellement synthétisée permet la formation des HDL naissantes, ou  préβHDL, et 

est facilité par le transporteur ABCA1. Chez les patients ayant des mutations fonctionnelles 

de l’ABCA1 (maladie de Tangier), la captation des CL et PL par l’apoA-I est impossible 

conduisant à son catabolisme rapide et à des taux de HDL très faibles. Les HDL acquièrent 

également des lipides d'autres tissus comme les cellules musculaires, les adipocytes et les 

tissus exprimant ABCA1, ainsi que des TRL lors de leur hydrolyse par la LPL sous l’action 

de protéines de transfert (CETP, PLTP). Cela explique les niveaux plus faibles de cholestérol 

contenu dans les HDL (HDL-C) chez les patients présentant des carences dans le catabolisme 

des TRL conduisant à des taux élevés de TG plasmatiques. La protéine de transfert des PL, la 

« phospholipid transfer protein » (PLTP), facilite également le déplacement des PL entre les 

lipoprotéines et la lipolyse des TRL conduit au transfert d’apolipoprotéines des TRL vers les 

HDL (Rosenson et al. 2012 ; Rye & Barter 2014 ; Feingold & Grunfeld 2015). 

Estérification du HDL cholestérol - Le cholestérol efflué des cellules vers les HDL est 

sous sa forme libre et est localisé à la «  surface » des particules. Pour former de grosses 

particules sphériques et matures (HDL3 puis HDL2), le CL doit être estérifié. La LCAT, 

enzyme associée aux HDL, catalyse le transfert d'un acide gras des PL vers le CL, entraînant 

la formation de CE très hydrophobes. Les CE formés sont alors capable de se déplacer de la 

surface des HDL jusqu'au centre. L'apoA-I est un activateur de LCAT et facilite ce processus 

d'estérification. L'activité LCAT est nécessaire pour la formation de grosses particules de 

HDL. Une déficience de LCAT chez l'Homme entraîne une diminution des taux de HDL-C et 

d'apoA-I et un pourcentage plus important de petites particules de HDL (Dominiczak & 

Caslake 2011 ; Rosenson et al. 2012 ; Rye & Barter 2014 ; Feingold & Grunfeld 2015). 
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Métabolisme des HDL - Les lipases et les protéines de transfert jouent un rôle clé dans la 

détermination de la taille et de la composition des HDL. Les CE localisés au centre des HDL 

peuvent être transférés à des particules contenant de l’apoB100 en échange de TG. Ce 

transfert est médié par la CETP et conduit à un enrichissement en TG des HDL, qui peuvent 

alors être métabolisées par des lipases. Les patients déficients en CETP ont des taux de HDL-

C élevés et des taux de LDL-C bas. Les TG, transférés aux HDL sous l’action de la CETP, 

sont catabolisés par la HL, réduisant la taille des particules et libérant de l’apoA-I qui sera 

ensuite dégradée. L'activité de la HL est augmentée avec la résistance à l’insuline ce qui 

conduit à une réduction des taux de HDL-C. La lipase des cellules endothéliales est une 

phospholipase qui hydrolyse les PL transportés dans les HDL. Une augmentation de son 

activité entraîne également une diminution des taux de HDL-C. Le HDL-C est principalement 

livré au foie et son absorption est sélectivement médiée par le SR-BI (scavenger receptor 

class B member 1). L’apoA-I est catabolisée indépendamment du HDL-C et en majeure partie 

par les reins puis le foie. Le degré de lipidation de l’apoA-I détermine sa vitesse de 

catabolisme. Les états pathologiques qui se traduisent par des HDL pauvres en lipides 

conduisent au catabolisme accéléré de l'apoA-I par le rein. L'apoA-I se lie à la cubiline qui, 

conjointement avec la mégaline, conduit à son absorption et à sa dégradation. Alors que le 

foie est également impliqué dans le catabolisme de l'apoA-I, les mécanismes impliqués restent 

mal compris. Les HDL contiennent de l’apoE et il est donc possible que cette dernière 

permette leur catabolisme via le LDLR et le LRP (HSPG/LRP) (Dominiczak & Caslake 

2011 ; Rosenson et al. 2012 ; Rye & Barter 2014 ; Feingold & Grunfeld 2015). 

Transport inverse du cholestérol - Les cellules périphériques accumulent le cholestérol 

par l'absorption des lipoprotéines circulantes et sa synthèse de novo. La plupart des cellules ne 

peuvent pas cataboliser le cholestérol qui devient toxique en excès. Pour que les cellules 

diminuent leur teneur en cholestérol, son efflux est alors nécessaire. D'un point de vue 

clinique, la capacité des macrophages pour effluer efficacement le cholestérol peut jouer un 

rôle important dans la prévention de l'athérosclérose. L'ABCA1 joue un rôle majeur dans 

l'efflux du cholestérol vers les preβHDL, pauvres en lipides. En outre, la diffusion passive du 

cholestérol de la membrane plasmique vers les HDL peut également contribuer à son efflux. 

Les niveaux d’ABCA1 et d’ABCG1 sont augmentés par l'activation du LXR (liver X 

receptor) via les oxystérols eux-mêmes associés aux concentrations intracellulaires élevées en 

cholestérol. Plusieurs facteurs de transcription régulant l’expression du LXR (efflux), et du 

LDLR (internalisation), sont fortement impliqués dans l’équilibre cellulaire des niveaux de 
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cholestérol. Une fois transféré aux HDL, le cholestérol est pris en charge selon les deux voies 

énoncées précédemment : la captation du HDL-C par le SR-BI hépatique ou son transfert vers 

les lipoprotéines contenant de l’apoB100 (CETP) suivi de leur internalisation par le LDLR 

hépatique. Après captation hépatique, le cholestérol peut être éliminé selon plusieurs 

mécanismes. Il peut être sécrété dans la bile directement ou après conversion en acide biliaire. 

Les transporteurs ABCG5 et ABCG8 favorisent l’efflux biliaire et l'expression de ces gènes 

est renforcée par l'activation du LXR par les oxystérols (von Eckardstein et al. 1994 ; 

Bruckert & Hansel 2007 ; Florentin et al. 2008 ; Rye & Barter 2014 ; Feingold & Grunfeld 

2015). 

En résumé - Le transport inverse du cholestérol joue un rôle important dans la protection 

contre le développement de l'athérosclérose par l’épuration du cholestérol excédentaire des 

parois vasculaires. Il convient cependant de noter que les taux de HDL-C peuvent ne pas être 

indicatifs de la voie inverse. En effet, cette dernière implique un certain nombre d'étapes que 

le HDL-C ne reflète pas nécessairement. La Figure 23 résume de façon schématique les 

processus liés à la voie de transport inverse du cholestérol. 

 

Figure 23 : Représentation schématique de la voie de transport inverse du cholestérol (adapté de 

Feingold & Grunfeld 2015) 

 



Chapitre 4 : Méthodes de marquage   Étude bibliographique  

55 

4. METHODES DE MARQUAGE POUR L’ANALYSE DES 
FLUX 

4.1. Conception des études cinétiques 

Contexte – Durant de nombreuses années, la mesure des concentrations des lipoprotéines 

plasmatiques a fourni de précieuses informations sur la complexité du métabolisme humain. 

D’un point de vue fonctionnel, ces données ne reflètent qu’un état d’équilibre à un moment 

précis. Le seul moyen d’étudier de façon dynamique ces systèmes complexes est l’entreprise 

d’études cinétiques par la méthodologie des traceurs (Barrett et al. 2006 ; Castro-Perez et al. 

2011). 

Notion de traceurs – Les traceurs sont utilisés dans les études cinétiques pour caractériser 

les voies métaboliques des lipides, des apolipoprotéines et, par extension, des lipoprotéines 

lorsqu’une apolipoprotéine de structure est étudiée, comme par exemple l’apoB100 (VLDL, 

IDL, LDL) ou l’apoA-I (HDL) (Barrett et al. 2006). Il est possible de distinguer deux 

approches dans le choix des traceurs. La méthode utilisant des traceurs exogènes consiste à 

injecter une particule (lipide, protéine) chimiquement modifiée afin d’assurer sa détection 

spécifique de l’espèce naturellement présente dans l’organisme. La mesure de la disparition 

du traceur exogène au cours du temps reflète le taux de catabolisme de l’espèce d’intérêt dont 

la production pourra être ensuite déduite mathématiquement (Gitlin et al. 1958 ; Bilheimer et 

al. 1972 ; Magot et al. 1991). L’autre méthode consiste à utiliser un traceur endogène, c’est-à-

dire un précurseur de synthèse également modifié chimiquement, puis de mesurer son 

intégration au sein de l’espèce d’intérêt au cours du temps. Cette méthode est plus précise car 

elle permet d’accéder directement aux taux de production et de catabolisme. Néanmoins, 

l’ensemble du métabolisme du traceur est à prendre en compte lors de l’analyse des données 

qui deviennent ainsi plus complexes (Cryer et al. 1985 ; Ouguerram et al. 2002 ; Barrett et al. 

2006). Pour ces deux méthodes, les traceurs doivent être injectés en quantité suffisante pour 

être détectés au cours du temps sans pour autant perturber le système biologique d’étude. Ils 

doivent donc être le plus proche possible chimiquement de l’espèce d’intérêt et administrés à 

des concentrations physiologiques (Barrett et al. 2006). 

Méthode exogène par radio-marquage – Jusqu’à la fin des années 1990, le mode 

préférentiel de marquage protéique ou lipidique couramment utilisé était la voie exogène 

combinée à l’utilisation d’éléments radioactifs tels que le tritium (3H), le carbone 14 (14C) et 



Chapitre 4 : Méthodes de marquage   Étude bibliographique  

56 

l’iode 125 (125I). Dans le cas du marquage protéique, les lipoprotéines étaient isolées, 

marquées in vitro à l’aide de l’élément radioactif (le plus souvent 125I), puis réinjectées 

généralement par bolus intraveineux aux patients (McFarlane 1958). Dans le cas des lipides, 

l’espèce radiomarquée (le plus souvent aux 3H, 14C) était directement injectée aux patients 

(Magot et al. 1991). La décroissance de la radioactivité était ensuite mesurée au cours du 

temps, permettant ainsi d’étudier le catabolisme de l’espèce d’intérêt (Figure 24), mais ce 

mode de marquage présentait de sérieuses limitations éthiques et méthodologiques. 

Cependant, ces méthodes servent toujours de références aujourd’hui (Beltz et al. 1985 ; 

Patterson & Lee 1986 ; Ramakrishnan et al. 1990). 

 

Figure 24 : Cinétiques de VLDL obtenues après administration exogène de VLDL marquées à l'iode 

125 ou administration endogène de 2H3-leucine (enrichissements mesurés pour l'apoB100 des VLDL) 

(Barrett et al. 2006) 

Méthode endogène et isotopes stables – Depuis le début des années 1990, l’intégration 

d’isotopes stables, tels que le deutérium (2H), le carbone 13 (13C), l’azote 15 (15N) et 

l’oxygène 18 (18O), a permis l’essor des méthodes endogènes (Lichtenstein et al. 1990 ; 

Schaefer et al. 1992 ; Ouguerram et al. 2002 ; Sun et al. 2013). En effet, ces isotopes 

n’émettent pas de radioactivité mais peuvent être suivis par spectrométrie de masse du fait 

qu’ils apportent un décalage en masse, et donc du rapport m/z, de l’espèce d’intérêt 

nouvellement synthétisée (+1 pour un 2H, un 13C, un 15N ; +2 pour un 18O). Lors du traçage 

endogène, il est possible de suivre la production puis la dégradation d’une ou de plusieurs 

espèces simultanément (Figure 24). Le choix du traceur demeure cependant primordial. En 

effet, son propre métabolisme est à prendre en compte avant même d’étudier son implication 
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dans la synthèse de l’espèce d’intérêt (Patterson et al. 1991 ; Previs et al. 2014). Deux 

approches expérimentales majeures sont utilisées pour l’administration des traceurs chez 

l’Homme : une forte dose administrée en bolus intraveineux ou une dose modérée en bolus 

intraveineux suivie d’une perfusion constante sur plusieurs heures (Schaefer et al. 1992 ; 

Ouguerram et al. 2002 ; Chan et al. 2002). La première méthode permet d’obtenir des courbes 

cinétiques atteignant un enrichissement maximum suivi d’une phase de décroissance 

progressive (Figure 25). Cette technique est plus simple à réaliser et ne nécessite pas un état 

stationnaire du pool précurseur, c’est-à-dire de l’espèce moléculaire prise comme référence 

pour l’évaluation de l’incorporation du traceur au sein des espèces d’intérêts. Cependant, le 

traceur peut être métabolisé par d’autres voies ou recyclé, après dégradation des espèces à 

taux de renouvellement rapide, avant même son intégration aux espèces à renouvellement lent 

(Fisher et al. 1997). Cette méthode est donc conseillée pour le marquage de composés 

rapidement renouvelés. La seconde approche, par perfusion constante, permet aux composés à 

renouvellement rapide d’atteindre un état d’équilibre, c’est-à-dire un niveau d’enrichissement 

maximum pour la voie de synthèse étudiée (Figure 25) (courbe mono exponentielle). Les 

composés à renouvellement lent, quant à eux, présenteront des courbes d’enrichissement 

linéaires dont la pente sera proportionnelle aux taux de catabolisme et de synthèse. Cette 

méthode permet de minimiser les problèmes de recyclage du traceur et par conséquent les 

biais mathématiques. Son inconvénient réside dans la courte durée des protocoles (10-

15 heures) entrainant une perte dans le niveau d’information recueillie (Barrett el al. 1992 ; 

Foster et al. 1993). Des prélèvements sont donc souvent réalisés jusqu’à plusieurs jours après 

l’arrêt de la perfusion afin d’étudier la disparition du traceur. On parle de protocole à 

perfusion cassée. Enfin, quel que soit le protocole, les sites de marquage du traceur sont à 

choisir avec soin afin de perturber le moins possible les réactions biologiques mises en œuvre 

(voir notion d’effet isotopique) (Barrett et al. 2006). D’autres voies d’administration (orale, 

intrapéritonéale) sont également envisageables chez l’animal, suivant le type de traceurs 

utilisé et la voie métabolique ciblée (Previs et al. 2014). 
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Figure 25 : Cinétiques obtenues pour l’apoB100 (VLDL) et l’apoA-I (HDL) après administration de 

la 2H3-leucine comme traceur (tracé = leucine) en protocole d’infusion continue (A) ou de bolus (B)  

4.2. Choix du traceur endogène 

Les isotopes stables – Les isotopes stables sont présents à l’état naturel et la plupart du 

temps en faible quantité par rapport à leurs éléments respectifs (Tableau 6) (Schierbeek et al. 

2012). Les isotopes stables présentent de nombreux avantages pour le marquage in vivo lors 

d’études cinétiques. En effet, si le marquage est localisé de façon réfléchie sur le traceur, sa 

présence n’altèrera pas la structure ou la fonction du composé synthétisé (voire notion d’effet 

isotopique). De plus, ils ne présentent pas d’appauvrissement spontané au cours du temps et 

ne posent pas de problème d’ordre éthique chez l’Homme (Schierbeek et al. 2012 ; Guerrasio 

et al. 2013). Enfin, grâce au marquage endogène, il est possible de marquer plusieurs espèces 
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simultanément lors d’un même protocole (Patterson et al. 1991 ; Castro-Perez et al. 2011 ; 

Previs et al. 2014). Expérimentalement, les isotopes stables diffèrent de leurs éléments 

respectifs par leur poids moléculaire rendant leur suivi possible par spectrométrie de masse 

(Tableau 6). Etant présents à l’état naturel, il est conseillé d’enrichir suffisamment le traceur 

pour obtenir un décalage en masse confortable (supérieur à +2 Th). En effet, toutes les 

techniques analytiques n’ont pas le même niveau de précision dans la reproductibilité de la 

mesure du signal isotopique naturel (voir Figure 8). A titre d’exemple et de façon très 

schématique, une molécule fictive composée uniquement de 25 carbones et de masse M 

présentera un pic isotopique naturel de type M+1 (appelé M1) d’une intensité d’environ 25 % 

(abondance d’un 13C ~ 1 % × 25 carbones) par rapport au pic mono-isotopique M ou M0 (100 

%), tandis que le pic naturel M+2 ou M2 (abondance de deux 13C ~ 1 % × 1 % × 25 carbones) 

aura une intensité d’environ 0,0025 %. Les enrichissements étant souvent faibles (0,001-10 

%), les valeurs basales mesurées de façon plus ou moins précise peuvent ainsi apporter un 

biais non négligeable pour la mesure des enrichissements si le traceur utilisé ne présente 

qu’un décalage en masse de +1 (Stellaard & Lütjohann 2015). 

Tableau 6 : Principaux isotopes des éléments utilisés lors des études cinétiques  

Eléments 
M0 

Abondance (%) 

M1 

Abondance (%) 

M2 

Abondance (%) 

Carbone (C) 12C ; 98,93 % 13C ; 1,07 % 14C ; radioactif 

Hydrogène (H) 1H ; 99,99 % 2H (ou D, ou d) ; 0,01 % 3H (ou T) ; radioactif 

Azote (N) 14N ; 99,63 % 15N ; 0,37 % 16N ; radioactif 

Oxygène (O) 16O ; 99,76 % 17O ; 0,04 % 18O ; 0,20 % 

 

Les types de traceurs – Tout comme les méthodes de préparation des échantillons, le 

traceur peut être plus ou moins sélectif. On distingue ainsi les traceurs de type « moléculaire » 

permettant le suivi d’une classe particulière de composés et les traceurs de type « atomique » 

permettant un marquage relativement universel. L’avantage des traceurs universels est le haut 

niveau d’information qu’il est possible de recueillir. L’inconvénient est la mise en œuvre des 

outils analytiques qui doit prendre en compte différents aspects de la répartition isotopique 

(voir notion d’isotopologie et d’isotopomérie) (Guerrasio et al. 2013). Enfin, le contrôle du 



Chapitre 4 : Méthodes de marquage   Étude bibliographique  

60 

métabolisme parallèle et du recyclage du traceur est plus compliqué dans le cas d’un 

marquage universel. Le choix du pool précurseur devient dès lors un point crucial de 

l’analyse. Plusieurs types de marquage, seuls ou en combinaison, peuvent être envisagés 

suivant le niveau d’information désiré et la compatibilité expérimentale, le type de traceur 

utilisé influençant souvent le choix de l’outil analytique. 

Marquage des protéines – Dans le cas des protéines, les traceurs majoritairement 

employés sont des acides aminés protéinogènes enrichis en isotopes stables, comme par 

exemple la 15N-glycine (m/z +1 Th), la 13C-phénylalanine (m/z +1 Th), la 13C-leucine (m/z +1 

Th), la 2H3-leucine (m/z +3 Th), la 2H3-valine (m/z +3 Th), 2H2-
13C2-lysine (m/z +4 Th), tous 

agissent de manière similaire (Cryer et al. 1985 ; Lichtenstein et al. 1990 ; Schaefer et al. 

1992). Néanmoins, la leucine présente de nombreux avantages comme traceur de protéines 

parce qu'elle est un acide aminé essentiel à forte occurrence (7-8 %) et non synthétisée par 

l’Homme (pas de synthèse endogène), majoritairement catabolisée par le muscle donc 

présentant un très faible recyclage hépatique, non convertie en un autre acide aminé, et 

commercialement accessible (Fisher et al. 1997 ; Barrett et al. 2006). L’avantage du 

marquage avec plusieurs 2H est le décalage en masse confortable pour les analyses par 

spectrométrie de masse. Cependant, outre leur labilité, les effets isotopiques ne sont pas 

négligeables avec ce type d’isotope (contrairement aux 13C et 15N) et peuvent entrainer des 

biais. Leurs positions sur le traceur sont donc primordiales et ne doivent en aucun cas se situer 

sur les fonctions réactives impliquées dans la liaison peptidique (amine et acide 

carboxylique).  

Marquage des lipides – De nombreuses méthodes existent pour le marquage des lipides 

suivant la nature des espèces que l’on souhaite tracer et le niveau de précision désiré (Previs 

et al. 2014). Ainsi, le cholestérol marqué au 13C ou au 2H peut être utilisé comme traceur 

exogène pour l’étude de son propre catabolisme ou comme traceur endogène du métabolisme 

des CE et des acides biliaires (Pont et al. 1997). De même, les acides gras à chaines longues 

marqués de plusieurs 13C peuvent être employés pour l’étude cinétique des lipides 

« branchés » (stérols esters, glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides) (Previs et 

al. 2014 ; McLaren et al. 2013a ; McLaren et al. 2013b) tout comme le glycérol marqué de 

plusieurs 2H peut être utilisé pour les cinétiques des glycérolipides et des 

glycérophospholipides (Previs et al. 2014 ; Qi et al. 2012). L’acide acétique marqué au 13C est 

souvent employé comme traceur endogène de par sa capacité à se retrouver dans toutes les 

familles de lipides (voir Figure 17) (Schierbeek et al. 2012). Notre laboratoire utilise depuis 



Chapitre 4 : Méthodes de marquage   Étude bibliographique  

61 

de nombreuses années le 13C2-acétate comme traceur endogène pour l’étude des flux de 

cholestérol et de ses dérivés estérifiés (Ouguerram et al. 2002 ; Bailhache et al. 2004 ; 

Ouguerram et al. 2004 ;   Le Bloc'h et al. 2015) mais d’autres laboratoires l’utilisent pour le 

traçage d’autres lipides tels que les TG (Schierbeek et al. 2012). Chacun de ces traceurs 

présente des avantages et des inconvénients, tant sur le plan physiologique que sur les plans 

analytique et mathématique (Schierbeek et al. 2012 ; Previs et al. 2014). 

Marquage universel – L’eau marquée (2H2O ou H2
18O) est un excellent traceur universel 

qui présente de nombreux avantages du fait qu'elle ne perturbe pas l'homéostasie biologique, 

qu’elle pénètre uniformément dans les tissus et les cellules et qu’elle est facile à administrer 

par voie orale (eau de boisson) et voie intrapéritonéale (Castro-Perez et al. 2011). Ce traceur 

est aujourd’hui essentiellement utilisé chez l’animal et a montré son efficacité pour les 

mesures cinétiques de nombreuses espèces moléculaires incluant les protéines, les lipides,  les 

carbohydrates et autres métabolites (Castro-Perez et al. 2011 ; Schierbeek et al. 2012 ; Zhou 

et al. 2012 ; Conway et al. 2012 ; Wilkinson et al. 2014 ; Previs et al. 2014). Son caractère 

universel implique une parfaite maitrise des fragmentations isotopiques au sein des composés 

étudiés et le choix du pool précurseur devient dès lors difficile (Zhou et al. 2012). 

4.3. Isotopologie, isotopomérie et effet isotopique 

Généralités – Le principal avantage des traceurs enrichis en isotopes stables est qu'ils sont 

non radioactifs et présentent peu de risques pour l’Homme. En outre, on suppose que ces 

traceurs suivent les mêmes voies biochimiques aux mêmes taux que leurs homologues non 

marqués lorsqu'ils sont étudiés in vivo ou in vitro. Cette hypothèse implique que les enzymes 

ne discriminent pas ou ne préfèrent pas un variant isotopique pour les processus biologiques. 

Le cas échéant, on parle d’effet isotopique (Schierbeek et al. 2012 ; Previs et al. 2014). 

Néanmoins, cette non-discrimination supposée dans le cas des processus biologiques est 

totalement avérée lors des étapes d’extraction et de purification des échantillons. Les 

composés marqués et leurs homologues non marqués possèdent en effet des propriétés 

physico-chimiques très proches. Dès lors, l’ensemble de ces composés est extrait de la même 

façon de l’échantillon biologique, ne sont pas séparables par chromatographie et possèdent les 

mêmes rendements d’ionisation dans les sources d’ions. C’est d’ailleurs pour ces propriétés 

que des analogues marqués synthétiquement à l’aide d’isotopes stables sont plébiscités 

comme standards internes lors des analyses ciblées par spectrométrie de masse (Sargent 
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2013). C’est uniquement au moment de la séparation des ions par le spectromètre de masse 

qu’il sera possible de distinguer les composés marqués de leurs homologues non marqués. En 

effet, les molécules marquées présenteront un décalage en masse représentatif du type de 

traceur et du type de marquage utilisé. Dans certains cas, lorsque le traceur employé peut 

s’incorporer sur plusieurs sites, différents composés à niveaux de marquage graduels seront 

générés (Figure 26). Ces composés, de masses différentes, sont appelés isotopologues. Enfin, 

à chaque niveau d’enrichissement le traceur pourra se positionner à différents emplacements 

générant ainsi des isotopomères de masses identiques et considérés comme équimolaires 

(Brunengraber et al. 1997 ; Guerrasio et al. 2013).  

 

Figure 26 : Répartition théorique des isotopologues et isotopomères d'un furanne (4 carbones) après 

un marquage au 13C 

Les isotopomères – Pour chaque niveau d’isotopologue, plusieurs isotopomères sont 

possible. Ces derniers ne sont pas distinguables par spectrométrie de masse car ils possèdent 

le même poids moléculaire et ne peuvent pas être séparés par chromatographie. Cette 

répartition isotopomérique est considérée homogène au sein d’un même niveau 

isotopologique (Brunengraber et al. 1997). Le nombre total d’isotopomères, tous niveaux 

confondus, est donné par la formule 2n où « n » est le nombre de sites pouvant être marqué 
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(ex : 24 = 16 dans notre exemple). La mesure de la distribution isotopomérique est complexe 

et décrite dans plusieurs revues scientifiques (Brunengraber et al. 1997 ; Zamboni 2007 ; 

Guerrasio et al. 2013). Cette notion d’isotopomère peut rendre l’interprétation des analyses 

par spectrométrie de masse complexe. Aussi, il est préférable de minimiser ce phénomène, 

soit en réduisant la taille de l’analyte au plus proche de celle du traceur (ex : pour une 

protéine, analyse des acides aminés après hydrolyse si un acide aminé a été employé comme 

traceur), soit en utilisant un traceur qui ne pourra s’incorporer que sur un nombre limité de 

sites, soit en se focalisant sur un même état d’enrichissement pour les analytes ciblés et le ou 

les pool(s) précurseur(s) choisi(s).  

Les isotopologues – Contrairement aux isotopomères, les isotopologues sont parfaitement 

identifiables par spectrométrie de masse à un niveau de précision dépendant du type de 

marquage et de la résolution du détecteur utilisé. Leur nombre est donné par la formule 

« n + 1 » où « n » est le nombre de site pouvant être marqué (ex : 4 + 1 = 5 dans notre 

exemple) (Brunengraber et al. 1997). Les isotopes étant présents à l’état naturel et parfois en 

quantité non négligeable (~1 × x % de 13C pour x carbones), les abondances des composés de 

masse M aux niveaux isotopiques M+1 (M1) et M+2 (M2) sont importantes et doivent être 

prises en compte pour l’analyse des données (Brunengraber et al. 1997 ; Guerrasio et al. 

2013). De plus, les détecteurs de basse résolution majoritairement utilisés (Q, IT) ont une 

précision de mesure d’environ 0,2-0,7 Th (m/z), rendant possible les phénomènes de 

recouvrement entre les pics M et M+1 et, par conséquent, les biais analytiques. C’est pour 

cette raison que les traceurs marqués sur plusieurs sites sont plébiscités. A titre d’exemple, la 
2H3-leucine donnera trois isotopologues sur un peptide contenant 2 leucines : M (ou M0), 

M+3 (ou M3) et M+6 (ou M6). Le décalage en masse confortable (+ 3 car 3 × 2H) permettra 

une mesure plus spécifique par spectrométrie de masse (Schierbeek et al. 2012 ; Previs et al. 

2014). Comme pour les isotopomères, l’effet isotopologique peut être minimisé, soit en 

réduisant la taille de l’analyte au plus proche de celle du traceur, soit en utilisant un traceur 

qui s’incorporera de façon limitée. 

L’effet isotopique – Les traceurs sont choisis pour suivre les mêmes voies biochimiques 

que leurs homologues non marqués lorsqu'ils sont employés à des concentrations 

physiologiques. Cette hypothèse est vraie si les sites de marquage ne sont pas impliqués 

directement dans une réaction enzymatique d’intérêt (Schierbeek et al. 2012 ; Previs et al. 

2014). En effet, la vitesse d'une réaction chimique peut être modifiée lorsque l'un des atomes 

d'un réactif est remplacé par l’un de ses isotopes. Il s’agit de l’effet isotopique (Westaway 
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2006). De façon très schématique, l’importance des effets isotopiques va de pair avec les 

changements en masse car les fréquences de vibration moléculaire des liaisons impliquées 

sont modifiées. Le remplacement d’un atome d'hydrogène (1H) par un deutérium (2H) 

représente une augmentation en masse de 100 %, tandis que le remplacement d’un carbone 12 

(12C) par un carbone 13 (13C) n'augmente la masse que de 8 % (7 % pour 14N/15N et 13 % 

pour 16O/18O). La vitesse de réaction d'une liaison C–1H est donc bien plus rapide que celle 

d'une liaison C–2H, mais une réaction de 12C n'est que quelques pour cent plus rapide que 

celle d’un 13C (Figure 27). L’effet isotopique peut être minimisé, voire annulé, si les sites de 

marquage du traceur sont choisis avec soin afin de ne pas interférer avec les réactions 

enzymatiques impliquées dans la voie métabolique d’intérêt (Barrett et al. 2006). 

 

Figure 27 : Illustration de l'effet isotopique avec l'hydrogène (A) ou le carbone (B) et importance du 

choix du traceur (cas de la leucine) (C).  
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4.4. Mesure des enrichissements 

L’analyse spécifique par spectrométrie de masse détermine l’apparition des divers 

isotopologues d’une molécule cible suivant l’outil analytique employé. La zone de pic 

chromatographique de chaque isotopologue, cumulant les signaux de chaque isotopomère, est 

intégrée et utilisée pour calculer le rapport entre le fragment de composé marqué et son 

homologue non marqué, ce que l'on appelle usuellement le rapport traceur/tracé (TTR, tracer-

to-tracee ratio) ou encore l'enrichissement relatif. Cet enrichissement relatif doit être corrigé 

par le nombre d’isotopomères générés au niveau isotopologique étudié (Brunengraber et al. 

1997 ; Schierbeek et al. 2012). 

TTR = MxM0	 × n 

x : gain en rapport m/z (isotopologue) ; n = nombre d’isotopomères 

 Parce que les isotopes stables sont également présents naturellement, le TTR doit être 

mesuré en l'absence de traceur (temps 0). Au cours des expériences, l'enrichissement absolu 

(TTRa) est obtenu en soustrayant la valeur de l'échantillon enrichi naturellement (TTRt0) de 

l'échantillon enrichi au cours de l’expérience (TTRtx). Cette correction est particulièrement 

importante pour les isotopologues de type M+1 (Brunengraber et al. 1997 ; Schierbeek et al. 

2012).  

TTR
a� = TTR
tx� − TTR
t0� 
Les enrichissements isotopiques peuvent ensuite être convertis en MPE (mol percent 

excess) de la façon suivante : 

MPE	
%� = TTR
a�
1 + TTR
a�� 	× 100 

Pour les analyses obtenues par IRMS (échelle atomique), l’unité standard utilisé est l’APE 

(atom percent excess). Cette unité se base sur une valeur de référence d’enrichissement pour 

l’élément utilisé (C, H, N, O). Dans le cas d’un enrichissement au carbone, l’APE est ainsi 

défini par l’équation suivante : 
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APE	
%� = 	 ����	×�	×
���������� ��� �	×	
���������� �� ! tx −	"
���	×�	×#���������� �$
� �	×	#���������� �$

% t0  

δ13C (‰) = [(Rs/Rst) – 1] ×1000, avec Rs le rapport d’abondance 13C dans l’échantillon 

et Rst le rapport d’abondance 13C dans la référence. 

R est le rapport 13C/12C de la référence standard (R = 0,0112372, Vienna Pee Dee 

Belemnite ou VPDB) 

 

L’APE peut ensuite être corrigé par le nombre de carbones afin d’être converti en MPE : 

APEc = APE – Ctotal/Cmarqué  

MPE	
%� = APEc
100 + APEc� 	× 100 

Les valeurs MPE et APE sont considérées comme plus fiables pour les calculs 

mathématiques et la modélisation cinétique, que les valeurs d’enrichissements isotopiques 

(TTR) (Schierbeek et al. 2012). Cependant, suivant l’appareillage utilisé pour l’analyse, le 

type de traceur et le niveau de marquage, les valeurs TTR restent plus simples à obtenir. 

Comme le principal objectif des analyses de flux réside dans la comparaison des dynamiques 

entre deux états physiologiques (état A versus état B), il est surtout nécessaire d’employer la 

même méthodologie pour l’ensemble des composés étudiés ainsi que pour les composés de 

substitution utilisés comme références (pool précurseur). 

4.5. Analyses cinétiques et modélisation 

Généralités – La mesure des enrichissements au cours du temps permet de tracer des 

courbes cinétiques analysables mathématiquement afin d’en extrapoler les informations 

métaboliques pertinentes. Il s’agit de l’étape de modélisation. Il est donc nécessaire de définir 

un modèle mathématique permettant de se rapprocher au maximum de la réalité 

physiologique, tout en gardant à l’esprit qu’il vaut mieux procéder à une analyse 

mathématique primaire que d’utiliser une modélisation complexe erronée. En effet, le modèle 

mathématique peut être plus ou moins élaboré suivant le niveau de connaissance du composé 

ciblé et suivant les données expérimentales disponibles. On distingue ainsi les modèles 

simples à un seul compartiment, contenant une entrée et une sortie, et les modèles complexes 

caractérisés par plusieurs compartiments reliés par différents processus d’échanges. Dans le 
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cas où le niveau de connaissance physiologique d’un composé est peu élevé, il est également 

possible d’utiliser des modèles mathématiques non-compartimentés. Pour étudier et modéliser 

le métabolisme d’un composé, il est donc important de bien choisir le traceur, les fractions et 

sous-fractions plasmatiques à analyser afin de définir le modèle, et le pool précurseur le plus 

représentatif (Barrett et al. 2006).  

Définitions – Les principaux paramètres cinétiques sont les suivants (Figure 28).  

Le pool précurseur (precursor pool) permet d’évaluer l’utilisation du traceur dans la voie 

métabolique d’intérêt. L’enrichissement élémentaire du traceur peut être utilisé comme 

référence à condition de prendre en compte son métabolisme et son recyclage. Il est parfois 

plus aisé d’utiliser un composé de substitution synthétisé rapidement. Par exemple, dans le cas 

des apolipoprotéines, le plateau asymptotique d’enrichissement de l’apoB100 des VLDL peut 

être utilisé comme valeur de référence ou comme enrichissement maximum atteignable par 

toute autre apolipoprotéine majoritairement synthétisée par le foie (voir Figure 25). Plus 

généralement, dans le cas des protéines étudiées via la leucine marquée, il est également 

possible de mesurer l’enrichissement plasmatique de l’acide α-cetoisocaproïque (KIC, 

analogue dérivé de la leucine par transamination). En effet, l’enrichissement du KIC est 

considéré à l’équilibre avec l’enrichissement de la leucine intracellulaire, mais sans être 

spécifique d’un organe. 

La taille du pool (pool size) correspond à la quantité de composé présent dans un 

compartiment. Le pool est exprimé en « g » ou « mol » et dépend donc de la masse corporelle 

de l’individu et de son volume sanguin. Chez l’Homme, le volume plasmatique est considéré 

comme égal à 4,5 % de la masse corporelle. A titre d’exemple, la taille du pool (en g) est le 

produit de la concentration (g/L) par le poids (kg) × 0,045 (L/kg). 

Le taux de catabolisme fractionné ou FCR (fractional catabolic rate) correspond à la 

proportion de la masse d’un compartiment qui est renouvelé par unité de temps (pool/jour). Si 

l’état d’équilibre est avéré (pas de variation de la taille du pool au cours du temps), le FCR est 

égal au taux de synthèse fractionné ou FSR (fractional synthetic rate). De façon schématique, 

les flux d’entrées et les flux de sorties sont égaux au sein du compartiment à l’équilibre. 

Le temps de résidence (RT, residence time) d’une particule dans un compartiment est exprimé 

en unité de temps et correspond à l’inverse du FCR. 
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Le taux de production absolue (APR, absolute production rate ou PR, production rate) 

correspond à la quantité de pool renouvelée par unité de temps (exprimé en g/kg/jour) et est le 

produit du FSR (pool/jour) par la taille du pool (g/L) × 0,045 (L/kg). 

 

 

Figure 28 : Représentation schématique de la notion de compartiment                                                

(adapté de Schierbeek et al. 2012) 

Modèles non-compartimentés et fonctions algébriques – Les paramètres cinétiques 

peuvent être estimés en utilisant l'approche non-compartimentée. Les formules algébriques 

utilisées reposent sur le fait que le système étudié est à l'état stationnaire et que les pools 

précurseurs sont cinétiquement homogènes. Pour un grand nombre de composés cette 

hypothèse n'est pas valide (Foster et al. 1993 ; Barrett & Foster 1998). Ainsi, les formules 

estimant le FSR ne sont pas totalement fiables (Barrett et al. 2006). Néanmoins, ces méthodes 

permettent d’établir une première approche dans le cas où les mécanismes physiologiques ne 

sont pas ou mal connus. De façon générale, le FSR peut être calculé selon deux méthodes 

non-compartimentées définies en fonction de la conception de l'étude et de la propriété 

dynamique du composé. Si le renouvellement est rapide, il est possible de modéliser 
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directement le taux d’enrichissement du composé du fait qu’il s’approche de l’enrichissement 

d’équilibre (enrichissement asymptotique) (Zhou et al. 2013 ; Xie et al. 2016).  

y
t�	=	P	×	
1	–	e-FSR	×	
t-d��		→	équation	mono-exponentielle	
y est le niveau d’enrichissement au cours du temps, P est le plateau asymptotique 

d’enrichissement, t est le temps et d est le délai de synthèse. 

L’autre approche est utilisée pour les composés à renouvellement lent n’atteignant pas l’état 

d’équilibre. Dans ce cas, le FSR est défini par l'équation suivante:  

FSR	=	variation	de	l’enrichissement	/	enrichissement	du	précurseur	

Diverses valeurs peuvent être utilisées pour le terme « enrichissement du précurseur » 

(Frischmann et al. 2007), comme le rapport traceur sur tracé. Cependant, cette valeur peut 

entrainer de sérieux biais, car le traceur n’est probablement pas entièrement utilisé durant la 

phase d’étude. L'autre stratégie consiste donc à utiliser un composé de substitution, proche 

mais à renouvellement rapide, pour représenter le véritable enrichissement intracellulaire de la 

voie métabolique considérée. Le terme « variation de l’enrichissement » est souvent 

déterminé par une régression linéaire de la phase croissante de la courbe (pente) (Zhou et al. 

2013 ; Xie et al. 2016). Si la concentration du composé est constante durant la phase d’étude, 

le FSR est considéré comme égal au FCR et l’APR peut être calculé comme décrit 

précédemment. Enfin, dans le cas où un grand nombre de données ont pu être collectées, une 

modélisation compartimentée peut être envisagée (Barrett et al. 2006).  

Modèles compartimentés – Les modèles à compartiments constituent la méthode de choix 

pour la modélisation cinétique des constituants des lipoprotéines. Un avantage majeur de ces 

modèles par rapport aux autres méthodes est leur capacité à prendre en compte l'hétérogénéité 

cinétique du métabolisme des lipoprotéines et des individus. Le modèle a pour objectif 

l’intégration d’un système subdivisé en compartiments ayant de nombreuses interconnections. 

Chaque compartiment correspond à un sous-ensemble d’éléments ayant un comportement 

analogue et possédant une homogénéité cinétique. Chaque compartiment peut réaliser des 

échanges avec d’autres compartiments ou avec le milieu extérieur. Ces échanges 

correspondent à des processus physiologiques et sont définis par des flux exprimés en quantité 

de matière par unité de temps. Ces flux peuvent modifier la taille des compartiments en 

fonction des entrées et des sorties subies. Il est alors possible d’associer des équations 

différentielles au modèle afin de tenir compte du bilan massique. A l’état d’équilibre, la 
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somme des flux entrant dans le système est égale à la somme des flux qui en sortent. Les 

masses de tous les compartiments sont alors constantes, ainsi que les flux massiques de 

l’ensemble des processus. Les coefficients de transfert entre compartiments peuvent ainsi être 

calculés et les paramètres cinétiques peuvent être évalués pour un ensemble de compartiments 

(Barrett et al. 2006). Le taux de renouvellement de cet ensemble sera ainsi obtenu par le 

rapport des flux sortants de l’ensemble sur la masse totale des compartiments :  

FCR =
k1 × Q1 + k2 × Q2

(Q1 + Q2)
 

Qx est la masse d’un compartiment x et kx le taux de transfert qui lui est associé 

Comme la plupart des études cinétiques des lipoprotéines sont effectuées à l'état stationnaire 

(à jeun), le FCR est considéré égal au FSR et l’APR est calculé comme décrit précédemment. 

Les études cinétiques peuvent aussi être modélisées dans des conditions non stables, mais cela 

nécessite certaines hypothèses complexes sur les taux de production et/ou de catabolisme 

(Parhofer et al. 1999 ; Barrett et al. 2006). Le développement des modèles à compartiments 

demeure long et complexe car le modèle doit refléter les flux mesurés sur un ensemble 

d’individus (Barrett et al. 2006). Ces développements nécessitent l’acquisition d’un très grand 

nombre de données, l’utilisation de logiciels appropriés (Barrett et al. 1998) et des 

connaissances approfondies dans la physiologie des espèces d’intérêt et dans la modélisation 

(Figure 29). 

Validation du modèle – Le développement d’un modèle nécessite d'évaluer sa viabilité et 

sa précision (identifiabilité). Si le modèle est utilisé comme outil d'investigation, l'analyse de 

l'identifiabilité n’est cependant pas primordiale (Cobelli et al. 1979). Cette étape doit avoir 

lieu avant les expériences (a priori) en définissant les paramètres nécessaires à l’élaboration 

du modèle, puis après l'ajustement du modèle aux données expérimentales (a posteriori). 

Cette identifiabilité a posteriori définit la capacité du modèle à décrire les données 

expérimentales dont il est nécessaire d’apprécier les erreurs inhérentes. Le logiciel SAAM II 

(Simulation, Analysis, and Modeling) est particulièrement adapté aux analyses cinétiques. Il 

permet la création du modèle, la visualisation des courbes cinétiques et l’estimation de divers 

paramètres mathématiques (déviations standards, variance, coefficients de variation...) 

nécessaires aux ajustements à appliquer au modèle (Barrett et al. 1998). Enfin, ce processus 

de validation reste quelque peu subjectif car il s'appuie également sur l'intuition, la 

connaissance du système et l’expérience de l’expérimentateur pour évaluer si oui ou non le 
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modèle est adéquat (Barrett et al. 2006). Une grande variété de critères doit être considérée, 

en particulier la robustesse et la répétabilité. D'un point de vue scientifique, la validité d'un 

modèle peut également être mesurée par sa simplicité, sa cohésion avec les données 

expérimentales, son potentiel explicatif et son utilité. Au-delà des tests mathématiques, la 

cohésion et l'utilité sont des dimensions particulièrement importantes pour évaluer la validité 

d'un modèle (Barrett et al. 2006). 

 

Figure 29 : Quelques exemples de modèles à plusieurs compartiments décrivant les cinétiques de 

l'apoA-I des HDL (A), (B) (Barrett et al. 2006; Chétiveaux et al. 2004) et le métabolisme de 

l'apoB100 des VLDL, IDL et LDL (C) (Watts et al. 2003). 

 



Chapitre 5 : Apports méthodologiques   Étude bibliographique 

72 

5. APPORTS METHODOLOGIQUES 

5.1. Marqueurs conventionnels du métabolisme des lipoprotéines et 

méthodes empiriques de mesure 

Les lipides – Les marqueurs classiques du métabolisme des lipoprotéines sont les TG 

plasmatiques, le cholestérol total (CL + CE) et plus rarement les PL (Dominiczak & Caslake 

2011). Le cholestérol total est mesuré dans le plasma (CT) (Dominiczak 2000) ou dans les 

fractions LDL et HDL (LDL-C, HDL-C). Les mesures HDL-C et CT permettent de calculer le 

rapport CT/HDL-C censé représenter l'équilibre dans le transport du cholestérol. La mesure 

des TG plasmatiques reflète la concentration des VLDL et IDL (à jeun), ainsi que des CM et 

CM remnants (postprandial). Dans la pratique courante, les mesures de CT, de HDL-C et de 

TG permettent le calcul de LDL-C par la formule de Friedewald (Friedewald et al. 1972) :  

LDL-C	(mmol/L)	=	CT	–	HDL-C	–	(TG/2,2)		

Dans ce cas, le LDL-C inclut également l’IDL-C mais aussi le Lp(a)-C. La formule de 

Friedewald n’est pas applicable aux patients présentant des TG en concentrations très basses 

ou supérieures à 4,5 mmol/L. Malgré ces limitations, la formule a été couramment utilisée 

pour l'évaluation du risque cardiovasculaire et en particulier pour le suivi des traitements 

hypolipidémiants. Un paramètre plus récent a par ailleurs vu le jour : le non-HDL cholestérol 

(non-HDL-C), calculé de la manière suivante :  

Non-HDL-C	=	CT	–	HDL-C		

Comparé au LDL-C, le non-HDL-C semble être un meilleur prédicteur des maladies 

coronariennes. Le non-HDL-C est une estimation simple du cholestérol athérogène contenu 

dans les VLDL, les IDL, les LDL et la Lp(a) (Shai et al. 2004 ; Jiang et al. 2004 ; Liu et al. 

2006). De façon générale, les TG, CT et PL contenus dans le plasma ou les fractions 

lipoprotéiques sont mesurés à l’aide de kits colorimétriques commerciaux. La méthode 

historique de mesure des lipides et des lipoprotéines implique l'ultracentrifugation pour 

séparer partiellement les lipoprotéines (Hainline et al. 1983). Après élimination des VLDL et 

des CM, les lipoprotéines contenant de l'apoB100 sont généralement précipitées à l'aide 

d'héparine et de chlorure de manganèse, laissant les HDL en solution pour la mesure du HDL-

C. Le LDL-C est ensuite calculé comme suit et comprend donc également l’IDL-C et le 

Lp(a)-C :  
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LDL-C = CT – VLDL-C – HDL-C 

Les apolipoprotéines – Les deux principales apolipoprotéines utilisées comme marqueur 

du métabolisme des lipoprotéines sont sans conteste l’apoB100 et l’apoA-I. Elles sont en effet 

positivement (apoB100) et négativement (apoA-I) associées au surrisque cardiovasculaire 

(Andrikoula & McDowell 2008). Le rapport apoB100/apoA-I est souvent interprété de la 

même manière que le rapport CT/HDL-C et reflète l’équilibre entre les lipoprotéines 

potentiellement athérogènes [VLDL, IDL, LDL, Lp(a)] et l’effet antiathérogène des HDL 

(Thompson & Danesh 2006). Le rapport apoB100/apoA-I est considéré comme plus prédictif 

du risque cardiovasculaire que le rapport CT/HDL-C (Dominiczak & Caslake 2011), et peut 

être utilisé pour le diagnostic des dyslipidémies. A l’instar de la mesure des TG non à jeun, 

l’analyse de l’apoB48 reflète l’état de la lipémie postprandiale. L’apoB48 est donc un 

marqueur de choix pour l’étude du métabolisme postprandial et de son incidence sur le risque 

cardiovasculaire (Karpe 1999 ; Smith et al. 1999). L’apoC-III présente également un grand 

intérêt pour prédire le risque cardiovasculaire, notamment lorsqu’elle est dosée dans les 

fractions HDL et non-HDL (Chan et al. 2008). L’apoE est aussi une apolipoprotéine d’intérêt 

dans l’étude des dyslipidémies. Plus que sa concentration plasmatique ou lipoprotéique, c’est 

le polymorphisme génétique de l’apoE (isoformes E2, E3 et E4) qui est à l’origine de la 

plupart des dérèglements métaboliques (Kypreos et al. 2009). Enfin, la Lp(a) est un marqueur 

de risque cardiovasculaire d’importance dont les concentrations sont essentiellement 

déterminées génétiquement (Kronenberg & Utermann 2013). La taille polymorphique de 

l’apo(a) constitue un élément clé pour la précision des analyses. A noter également qu’une 

grande confusion persiste sur la mesure de la Lp(a) plasmatique. En effet, les dosages tendent 

à exprimer une mesure directe de la particule Lp(a) ce qui ne tient pas compte des variations 

possibles de son contenu lipidique ni de la taille très variable de l’apo(a) (McConnell et al. 

2014).  

Avec l'émergence de l'automatisation et les progrès dans la production d'anticorps 

spécifiques et monoclonaux, les techniques utilisées aujourd'hui pour le dosage de l’apoB100 

et de l’apoA-I comprennent les tests immuno-enzymatiques (ELISA), l'immuno-

néphélométrie et l'immuno-turbidimétrie. De façon analogue, les apoA-II, apoC-II, apoC-III 

et apoE sont principalement dosées par ELISA (voire immuno-néphélométrie et immuno-

turbidimétrie). Néanmoins, ces protéines sont principalement analysées à des fins de 

recherche (Dominiczak & Caslake 2011). Concernant l’apoE, la détection de ses isoformes a 

longtemps été réalisée sur gel (Siest et al. 1995). Cependant, des facteurs tels que les 
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modifications post-traductionnelles peuvent affecter les résultats de ce phénotypage. 

Aujourd'hui, la majorité des laboratoires utilise la PCR (polymerase chain reaction) et 

l'électrophorèse capillaire (Hixson & Vernier 1990 ; Siest et al. 2000). L’apoB48, quant à elle, 

est plus difficile à analyser en raison de la courte durée de vie des CM. Cette dernière peut 

être mesurée par SDS-PAGE et ELISA sur plasma total ou après isolement des CM par 

ultracentrifugation, mais ces méthodes sont complexes et/ou fort coûteuses (Karpe & 

Hamsten 1994). Il est important de noter que les concentrations en apolipoprotéines sont 

particulièrement intéressantes lorsqu’elles sont mesurées dans les fractions lipoprotéiques, car 

elles sont plus prédictives du risque cardiovasculaire que les concentrations plasmatiques 

totales. C’est notamment le cas des apoC-III et apoE (HDL et VLDL) (Chivot et al. 1990 ; 

Luc et al. 1996 ; Sacks et al. 2000). Néanmoins, l’isolement des fractions lipoprotéiques est 

majoritairement réalisé par ultracentrifugation où des problèmes de récupération sont souvent 

observés pour les apolipoprotéines échangeables (apoC, apoE). Une alternative consiste à 

isoler les fractions par FPLC, mais cette méthode entraine une très forte dilution de 

l’échantillon (Batal et al. 2000). Enfin, pour la Lp(a), les variations polymorphiques de 

l'apo(a) compliquent sa mesure par ELISA (Marcovina et al. 2000). Par conséquent, les kits 

de dosage commerciaux peuvent sous-estiment ou surestiment la quantité de Lp(a) circulante 

(Danik et al. 2006).  

5.2. Analyses des apolipoprotéines par spectrométrie de masse 

Analyse quantitative – Les concentrations en apolipoprotéines sont majoritairement 

mesurées par ELISA, dans le plasma ou les fractions lipoprotéiques préalablement isolées par 

ultracentrifugation ou FPLC (Dominiczak & Caslake 2011). Cependant, les kits de dosage ne 

permettent d’étudier qu’une apolipoprotéine à la fois. Pour des raisons de coûts et de 

faisabilité expérimentale, la plupart des laboratoires de recherche ne se sont donc intéressés 

qu’aux apolipoprotéines majeures telles que les apoA-I, apoB100 apoC-III et apoE, et, dans 

une moindre mesure, les apoA-II, apoB48, apoC-II et Lp(a). Bien que très fiables, ces tests 

ELISA peuvent présenter divers problèmes de spécificité lorsque la protéine d’intérêt est 

sujette aux variations polymorphiques ou post-traductionnelles (Dominiczak & Caslake 

2011).  

Certains laboratoires ont également développé des techniques à base de GC-MS pour la 

quantification de certaines apolipoprotéines (Beghin et al. 2000). Le principe réside dans 
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l’isolement spécifique des apolipoprotéines par précipitation sélective ou électrophorèse. Le 

précipité ou la bande de gel excisée contenant la protéine est ensuite soumis(e) à une 

puissante hydrolyse acide (6 N, 110 °C, 24 h) afin de cliver les liaisons peptidiques. Les 

acides aminés libérés sont ensuite purifiés par extraction en phases solide/liquide, puis dérivés 

pour l’analyse par GC-MS (voire LC-MS/MS). La quantification d’un ou de plusieurs acides 

aminés spécifiques, dont le nombre de répétition dans la séquence protéique est connu, est 

alors réalisée. Les lois de la Stœchiométrie permettent ainsi de déduire la concentration 

molaire de la protéine. Cette technique est fastidieuse (Figure 30) et peut être sujette à 

plusieurs difficultés expérimentales, comme la stabilité des acides aminés au cours de 

l’expérience, les modifications polymorphiques des protéines entre individus, le mauvais 

isolement de la protéine au départ (contamination par d’autres protéines ou acides aminés)… 

Cette méthode a pour principal avantage de pouvoir être réalisée en parallèle des mesures 

d’enrichissement de certaines apolipoprotéines (Beghin et al. 2000).  

Depuis le début des années 2010, grâce aux avancées dans le séquençage des protéines et 

aux évolutions technologiques, de nouvelles méthodologies analytiques, plus douces, plus 

rapides et plus sensibles, ont vu le jour (Lassmann et al. 2012 ; Ceglarek et al. 2013 ; Pan et 

al. 2014 ; Abbatiello et al. 2015). Leur principe est basé sur l’hydrolyse enzymatique 

(protéolyse) des protéines, générant plusieurs peptides plus ou moins spécifiques. L’extraction 

et la détection d’un peptide signature (protéotypique) de la protéine d’intérêt sont ensuite 

réalisées par LC-ESI-MS/MS (Figure 30). Le mode MS/MS (MRM) garantie l’intégrité de la 

séquence, et la quantification est possible via des solutions étalons de peptides synthétiques 

ou de protéines recombinantes. Le choix du peptide signature est primordial. Il doit être 

stable, contenir suffisamment d’acides aminés pour garantir sa spécificité et présenter les 

meilleurs conditions analytiques possibles. Comme pour la méthode par GC-MS, il est 

nécessaire de connaitre l’occurrence du peptide au sein de la séquence protéique afin d’utiliser 

les règles de Stœchiométrie pour en déduire la concentration molaire de la protéine. Cette 

technique présente de nombreux avantages. Elle est rapide, fiable si correctement validée, et 

permet l’analyse simultanée de plusieurs protéines (Ceglarek et al. 2013 ; Pan et al. 2014 ; 

Percy et al. 2014 ; Abbatiello et al. 2015).  Enfin, utilisée à bon escient, cette méthode peut 

être utilisée pour les mesures d’enrichissements (Lee et al. 2012 ; Zhou et al. 2013 ; Pan et al. 

2014) et pour l’étude de certains polymorphismes ou modifications post-traductionnelles (Jian 

et al. 2013 ; Martínez-Morillo et al. 2014 ; Lassman et al. 2014). Cette méthode peut être 

appliquée directement sur plasma/sérum ou sur les fractions lipoprotéiques. Sa principale 
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limite concerne l’analyse des protéines très faiblement concentrées (< 10-25 nmol/L) pour 

lesquelles le signal est souvent masqué par les protéines abondantes (> 10 µmol/L). Ce 

problème peut être contourné en réalisant une immuno-capture spécifique ou une déplétion 

des protéines interférentes avant l’étape de protéolyse (Gauthier et al. 2015 ; Xie et al. 2016). 

Mesure des enrichissements – Depuis l’intégration des traceurs enrichis en isotopes 

stables dans les études cinétiques, les mesures d’enrichissements ont été réalisées par la 

méthode GC-MS décrite ci-dessus. A titre d’exemple, pour les études utilisant la 2H3-Leucine 

comme traceur, le traceur (2H3-leucine) et le tracé (leucine) sont les acides aminés analysés 

par GC-MS après hydrolyse acide des protéines préalablement isolées par électrophorèse 

(Figure 30). La norleucine, isomère non-protéinogène de la leucine, est utilisée dans ce cas 

comme standard interne pour la quantification (Maugeais et al. 1996 ; Beghin et al. 2000 ; 

Chétiveaux et al. 2004 ; Barrett et al. 2006). Depuis peu, les méthodes combinant la 

protéolyse enzymatique et l’analyse successive de peptides signatures par LC-MS/MS ont 

révolutionné ce genre d’analyse (Lee et al. 2012 ; Zhou et al. 2013 ; Pan et al. 2014). En effet, 

cette méthodologie permet de suivre plusieurs protéines en simultané tout en rendant possible 

leur quantification en une unique injection (Figure 30). Le point crucial réside toujours dans 

le choix du peptide signature qui doit contenir le traceur au sein de sa séquence. Toujours à 

titre d’exemple, pour les études utilisant la 2H3-Leucine comme traceur, le peptide signature 

doit contenir au moins une leucine. Le peptide enrichi (M3, ou M+3) est analysé 

simultanément au peptide naturel (M0, non enrichi). Ce même peptide, mais marqué 

synthétiquement avec d’autres isotopes (généralement M+6, M+8 ou M+10), est utilisé 

comme standard interne pour la quantification. Dans la plupart des cas, les peptides signatures 

présentent un nombre limité de leucines (1 à 2 généralement, jusqu’à 4). De par la dilution 

moyenne des leucines au sein des séquences protéiques (~ 7 %), les isotopologues peptidiques 

de type M6 (M+6, 2 traceurs), M9 (M+9, 3 traceurs) et M12 (M+12, 4 traceurs) ne sont 

généralement pas détectés. L’isotopologue de référence est donc le M3 (M+3, 1 traceur) et les 

enrichissements mesurés pour les peptides contenant plusieurs leucines doivent être corrigés 

par le nombre d’isotopomères possibles, soit le nombre de leucines du peptide  (Zhou et al. 

2013 ; Xie et al. 2016). 

 



Chapitre 5 : Apports méthodologiques   Étude bibliographique 

77 

 

Figure 30 : Comparaison des approches méthodologiques utilisées pour l'analyse des apolipoprotéines  
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Polymorphisme et modifications post-traductionnelles – Comme décrit précédemment, 

les variations séquentielles inhérentes aux protéines ont majoritairement été étudiées par des 

techniques de biologie moléculaire. Les nouvelles méthodes impliquant la LC-MS/MS se sont 

avérées efficaces dans ce domaine, tant sur l’étude des modifications post-traductionnelles, 

comme la glycosylation (Jian et al. 2013), que sur les polymorphismes génétiquement 

contrôlés, comme la taille de l’apo(a) (Lassman et al. 2014) ou les variations séquentielles 

que l’on peut trouver pour des protéines telles que l’apoE et PCSK9 (Martínez-Morillo et al. 

2014 ; Gauthier et al. 2015). Ces études peuvent être qualitatives ou quantitatives et reposent 

également sur le choix du peptide signature. 

5.3. Analyses des lipides par spectrométrie de masse 

Analyse quantitative – Les lipides peuvent être quantifiés dans les échantillons 

biologiques (plasma, lipoprotéines isolées par ultracentrifugations ou FPLC) via des kits 

colorimétriques/enzymatiques. Ces méthodes ont beaucoup été utilisées par le passé et le sont 

toujours comme outil de diagnostic clinique. Elles ont l’avantage d’être fiables et 

reproductibles, mais ne permettent qu’une quantification générale des lipides par famille (CT, 

CL, TG, DG, AG, PL) (Dominiczak & Caslake 2011). Aujourd’hui, de nombreuses méthodes 

basées sur la spectrométrie de masse ont été développées par les laboratoires de recherche 

pour l’analyse et la quantification des lipides (Quehenberger et al. 2010 ; Lam & Shui 2013 ; 

Han 2016). Les techniques d’extraction en phases liquide/liquide et solide/liquide permettent 

l’extraction globale ou spécifique des lipides (Löfgren et al. 2012 ; Pati et al. 2016). Certaines 

classes de lipides, comme les stérols et les acides gras, sont préférentiellement analysées par 

GC-MS à cause des mauvais rendements d’ionisation obtenus par ESI (LC-MS/MS) ou à 

cause des difficultés rencontrées en LC pour la séparation des isomères (Penttilä I et al. 1984 ; 

Pont et al. 1997). Il est cependant nécessaire de dériver au préalable les lipides avant l’analyse 

par GC-MS. Les méthodes à base de GC-MS sont par conséquent très ciblées mais parfois, 

paradoxalement, très globales. En effet, à titre d’exemple, il n’est pas possible d’analyser 

directement les stérols estérifiés car il est nécessaire de libérer la fonction alcool pour la 

dérivation (saponification). Les esters de stérols étant néanmoins isolables des stérols libres, il 

est donc possible d’évaluer leur quantité totale par GC-MS après hydrolyse et quantification 

du noyau stérolique. Aucune information n’est alors disponible sur le type d’acide gras 

initialement branché (Griffiths et al. 2017). Aujourd’hui, de nombreuses méthodes basées sur 
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des couplages LC (HPLC, UPLC) ou SFC/UPC² et spectrométrie de masse existent et 

permettent la caractérisation, la détection et la quantification des différentes espèces 

moléculaires de la plupart des familles lipidiques (stérols esters, prénols, acides gras libres, 

glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides, eicosanoïdes) (Löfgren et al. 2012 ; 

Zhou et al. 2014 ; Wei et al. 2015 ; Della Corte et al. 2015 ; Han 2016). L’inconvénient 

majeur réside dans la disponibilité des molécules synthétiques nécessaire à l’élaboration de 

gammes d’étalonnage et par conséquent à l’analyse quantitative. Dès lors, la mesure 

d’empreintes lipidiques est plébiscitée.  

Mesure d’empreintes lipidiques – Les analyses lipidomiques impliquent une extraction 

universelle des lipides de l’échantillon biologique, suivie d’une élution plus ou moins 

sélective de ces derniers (par familles en phase normale ; par espèces en phase inverse) et 

d’une détection globale des espèces (ESI en modes positif et négatif) (Figure 31). De par la 

diversité des espèces détectables (plusieurs milliers), le mode de détection conseillé est la 

spectrométrie de masse haute résolution en mode full-scan (Orbitrap, Q-TOF). L’ensemble 

des échantillons d’une même expérience est ainsi défini par un nombre de variables 

communes (lipides potentiels) caractérisées par un temps de rétention et un rapport m/z 

(Sandra et al. 2010 ; Han et al. 2016).  

 

Figure 31 : Exemple de chromatogrammes obtenus en lipidomique à partir d'un échantillon de plasma 

analysé en ESI positif et négatif (mode phase inverse, détection Q-TOF) 
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L’empreinte individuelle est ensuite établie en fonction de l’intensité de chaque variable 

par rapport à l’ensemble. Des analyses statistiques multivariées comme l’ACP (analyse en 

composantes principales) ou l’OPLS (Orthogonal Partial Least Squares) permettent 

l’observation graphique des similitudes et des différences entre les échantillons (Figure 32). 

L’ACP permet de visualiser la manière dont se regroupent ou se différencient les échantillons 

en fonction des caractéristiques de leurs variables (intensité) alors que l’OPLS recherche une 

séparation entre des groupes prédéfinis au lieu de prendre en compte uniquement la variance. 

Les diagrammes de scores (S-Plot, Volcano-Plot) sont également utilisés et permettent de 

mettre en évidence les marqueurs de différences sur une même figure (Figure 32). Les axes 

en X et Y représentent respectivement l’impact de la variable et sa fiabilité statistique, les 

meilleurs marqueurs étant les points ayant un impact important et une significativité 

statistique élevée (Gallart-Ayala et al. 2013). 

 

Figure 32 : Exemples de représentations graphiques statistiques multivariées utilisées en lipidomique 
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Les marqueurs les plus discriminants, mis en évidence par les représentations S-Plot ou 

Volcano-Plot, sont ensuite caractérisés en fonction de l’exactitude de leur rapport m/z (haute 

résolution), la cohérence de leur temps de rétention et leur schéma de fragmentation obtenu en 

modes positif et/ou négatif. Le rapport m/z permet d’évaluer la composition élémentaire du 

composé qu’il est possible de comparer avec des bases de données en ligne ou élaborées au 

sein du laboratoire (Gallart-Ayala et al. 2013). La correspondance est jugée comme fortement 

probable pour une erreur à ± 5 ppm (haute résolution). Cette méthode de comparaison 

nécessite une bonne connaissance des adduits possiblement formés lors de l’ionisation pour 

telle ou telle espèce (Tableau 7). Les schémas de fragmentation sont ensuite obtenus en 

modes MS/MS (réinjection de l’échantillon) ou MSE (en simultané). Les zwitterions (modes 

positif/négatif) auront des schémas de fragmentation différents suivant la polarité, apportant 

de nombreux indices quant à leur structure (Figure 14). Certaines espèces lipidiques 

présenteront également des fragments très caractéristiques facilitant leur identification 

(Tableau 7) (Bird et al. 2013 ; Pati et al. 2016). 

Tableau 7 : Exemple d’adduits majoritairement observés lors de l'ionisation des lipides en ESI et 

fragments caractéristiques en mode MS/MS ou MSE 

Familles Espèces 

Adduits majoritaires          
ESI + 

Fragments spécifiques 

Adduits majoritaires               
ESI - 

Fragments spécifiques 

Acyles gras AG --- [M-H]- 

Stérols Stérols esters 
[M+NH4]

+ / [M+Na]+ 

Ion m/z 369 
--- 

Glycérolipides DG, TG 

[M+NH4]
+ / [M+Na]+ 

Pertes neutres de NH3 et 
d’un acide gras 

--- 

Sphingolipides 

SM 
[M+H]+  

Ion m/z 184 
[M+HCOO]-  

Cer 
[M+H]+ / [M+H-H2O]+ 

Ion m/z 264 
[M+HCOO]-  

Sphingoïdes 
[M+H]+  

Ion m/z 264  
[M-H]-  
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Familles Espèces 

Adduits majoritaires          
ESI + 

Fragments spécifiques 

Adduits majoritaires         
ESI - 

Fragments spécifiques 

Glycérophospho-
lipides 

PC, LPC 
[M+H]+ ,  

Ion m/z 184 

[M+HCOO]-  

Acides gras libres en [M-H]- 

PE, LPE 
[M+H]+  

Ion m/z 141 

[M-H]-  

Acides gras libres en [M-H]- 

PS --- 
[M-H]-  

Acides gras libres en [M-H]- 

PI 
[M+NH4]

+  

Ion m/z 87 
--- 

PG [M+NH4]
+  

[M-H]-  

Acides gras libres en [M-H]- 

PA --- 
[M-H]-  

Acides gras libres en [M-H]- 

AG, acides gras. TG, triglycérides. DG, diglycérides. PE, phosphatidyléthanolamine. LPE, 

lysophosphatidyléthanolamine. PC, phosphatidylcholine. LPC, lysophosphatidylcholine. PS, phosphatidylsérine. 

PG, phosphatidylglycérol. PA, acide phosphatidique PI, phosphatidylinositol. SM, sphingomyélines. Cer, 

céramides. 

Mesure des enrichissements – Pour les lipides, la mesure des enrichissements peut se 

faire selon les méthodes développées pour leur quantification (GC-MS, LC-MS/MS…). 

Néanmoins, si le niveau de marquage est du type « atomique », il est nécessaire de bien 

caractériser les espèces en présence d’un point de vue isotopologique et isotopomérique 

(Castro-Perez et al. 2011 ; Conway et al. 2012 ; McLaren et al. 2013b). En effet, de 

nombreux états d’enrichissements peuvent être observés pour les lipides si le traceur utilisé 

est très précoce dans leur biosynthèse (13C-actétate, 2H2O…). Il est donc nécessaire de bien 

définir le pool précurseur qui devra être analysé dans les mêmes conditions (suivi du même 

isotopologue). Pour les mesures cinétiques de lipides à taux de renouvellement lent et donc à 

faible niveau d’enrichissement, les couplages GC-C-IRMS sont ainsi considérés comme plus 

fiables (Schierbeek et al. 2012 ; Stellaard & Lütjohann 2015). Avec ces systèmes, toute notion 

d’isotopologues et d’isotopomères n’a plus lieu d’être. Le signal relatif à l’état 

d’enrichissement n’est donc plus dilué (Brunengraber et al. 1997). 
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Etat des lieux – Les altérations du métabolisme lipidique exposent à un fort risque 

d’incidents cardiovasculaires et l’étude du lipidome est essentielle à la compréhension des 

mécanismes biologiques sous-jacents. L’analyse des flux métaboliques des différents 

composants des lipoprotéines plasmatiques constitue une voie de recherche puissante pour 

l’obtention d’informations relatives à ces dérèglements. Ces analyses sont aujourd’hui 

essentiellement réalisées via l’utilisation de traceurs enrichis en isotopes stables. Les 

cinétiques d’incorporation de ces précurseurs de synthèse au sein des entités moléculaires 

permettent d’évaluer leurs vitesses de production et de dégradation. Dès lors, il est possible de 

mettre en évidence les dérèglements engendrés par une pathologie ainsi que l’efficacité d’une 

intervention thérapeutique. 

Premier objectif – L’analyse cinétique des composantes protéiques des lipoprotéines est 

complexe et nécessite le recours à plusieurs techniques d’analyses distinctes, parfois 

complexes et donc souvent limitées à certaines apolipoprotéines. Le développement de 

méthodes analytiques de pointe, combinant la protéolyse enzymatique et l’analyse ciblée de 

peptides signatures par LC-MS/MS, révolutionne depuis peu ces thématiques de recherche. 

Elles permettent en effet l’accès simultané à de nombreuses informations comme la 

concentration, les modifications polymorphiques et/ou post-traductionnelles et les niveaux 

d’incorporation des traceurs au cours du temps. En outre, la méthodologie LC-MS/MS a le 

mérite d’être bien plus rapide et beaucoup plus économique (temps, consommable, prise 

d’essai). Notre premier objectif a donc été de mettre en place ces méthodologies au sein du 

laboratoire. Le développement expérimental a été initié sur l’apo(a), du fait de sa grande 

complexité, puis étendu à de nombreuses autres apolipoprotéines jusqu’à atteindre les limites 

techniques de la méthode. 

Second objectif – Le traceur utilisé pour les cinétiques protéiques (2H3-leucine) permet un 

marquage à l’échelle moléculaire. Après protéolyse enzymatique et réduction des protéines en 

peptides, le nombre résiduel de leucine est souvent très limité. Les notions d’isotopologie et 

d’isotopomérie sont donc rarement handicapantes. Dans le cas des lipides, le traceur que nous 

utilisons (13C2-acétate) permet un marquage à l’échelle atomique (13C/12C). Un grand nombre 

d’isotopologues sont alors potentiellement formés, chacun associé à un grand nombre 

d’isotopomères. Ce nombre d’entités isotopiques est probablement dépendant du temps 

d’exposition du composé au traceur durant sa synthèse et, par conséquent, en lien avec son 

métabolisme. Dès lors, notre second objectif a été le développement de méthodes analytiques 

ciblées (quantitatives) et non-ciblées (empreintes lipidiques) dans le but d’analyser de façon 



   Objectifs 

84 

statique et dynamique un large spectre de lipides. Nos premiers résultats cinétiques, bien que 

prometteurs, n’ont pas fait l’objet d’investigations supplémentaires pour ces travaux de thèse. 

En effet, la complexité des données générées et le grand nombre de questions qui y sont 

associées pourront faire l’objet d’un nouveau projet.  

Troisième objectif – Nos deux premiers objectifs nous ont amenés à développer 

différentes méthodes originales utilisant la spectrométrie de masse, chacune étant en 

perpétuelle évolution. Ces méthodes nous ont permis d’acquérir rapidement un nombre 

important de données, tant statiques que dynamiques, en relation avec le métabolisme des 

lipoprotéines. Dès lors, nous avons appliqué ces méthodes à différents cas concrets afin 

d’apporter de nouveaux éléments de compréhension sur l’efficacité de traitements 

hypolipémiants au niveau d’entités moléculaires spécifiques ou, de façon plus fondamentale, 

sur les aspects physiologiques de composés jusqu’alors peu décrits dans la littérature ou sujets 

à controverses.   
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Article 1  

Effects of extended-release nicotinic acid on apolipoprotein (a) kinetics in 

hypertriglyceridemic patients 

 

Croyal M, Ouguerram K, Passard M, Ferchaud-Roucher V, Chétiveaux M, Billon-Crossouard 

S, de Gouville AC, Lambert G, Krempf M, Nobécourt E  

Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2015, 35: 2042-2047 

 

L’apo(a) est une glycoprotéine secrétée par le foie qui se lie de façon covalente à 

l’apoB100 des LDL pour former la Lp(a). L’apo(a) reste très difficile à analyser par les 

techniques conventionnelles car, outre sa grande hétérogénéité de concentrations plasmatiques 

entre individus, elle est sujette à un fort polymorphisme de taille. Seuls quelques traitements, 

dont l’acide nicotinique, permettent d’abaisser les taux de Lp(a), mais les mécanismes sous-

jacents restent peu connus. Nous avons donc développé une méthode LC-MS/MS afin de 

mieux caractériser cette protéine athérogène. Notre méthode d’analyse a ensuite été utilisée 

pour l’étude cinétique de l’apo(a) chez 8 patients hypertriglycéridémiques traités à l’acide 

nicotinique durant 8 semaines. Notre démarche analytique nous a permis de simultanément 

quantifier la protéine (méthode conventionnelle : ELISA), d’évaluer son polymorphisme de 

taille (méthode conventionnelle : PCR ou ELISA) et de mesurer les niveaux d’incorporation 

en 2H3-Leucine au cours du temps (méthode conventionnelle : électrophorèse et GC-MS).  

Après modélisation des courbes d’enrichissemnts isotopiques, l’acide nicotinique a montré 

un fort effet sur la production de l’apo(a) (-50%) partiellement compensée par une diminution 

de son catabolisme (-37%). Les concentrations plasmatiques en apo(a) ont ainsi été diminuées 

de 20%. 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

Patients –  Patients that met inclusion criteria (male, age 18 to 65 years, plasma triglyceride 

concentration 150 to 400 mg/gL, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) below 60 mg/dL, waist 

circumference > 94 cm and body mass index 27 to 35 kg/m2) were included in a double blind, placebo 

controlled cross-over 8 week study. These criteria were selected according to the European definition 

of the metabolic syndrome from the International Diabetes Federation (1) and also according to the 

ERN guidelines for prescription (2).  Patients diagnosed with cancer, diabetes mellitus, hepatic, renal, 

or digestive disorders, and hypertension and those that received chronic medical treatment that 

interfered with lipid metabolism were excluded from the study. Each subject received extended-release 

nicotinic acid (ERN, Niaspan®, Merck Clevenot, France) and placebo in a random order for eight 

weeks. A two-week interval was included between the two treatments. To minimize flushing effects, 

the daily dose of ERN was gradually increased from 0.5 to 2.0 g/day in the first four weeks, then kept 

constant at 2.0 g/day during the last four weeks and associated in both arms with 300 mg/day of lysine 

acetylsalicylate). Regular phone calls and intermediate visit (4 weeks) were organized to control for 

treatment compliance.  At the end of each treatment phase, ERN or placebo were given after an 

overnight fast, and subjects received a 10 µM/kg bolus injection of [5,5,5-2H3]-L-Leucine immediately 

followed by constant infusion of [5,5,5-2H3]-L-Leucine  (10 µM/kg/h) for 14 hours. Subjects were 

only allowed to drink water until the end of the tracer infusion. Blood samples were collected at 0, 15, 

30, 45, 60, 90, 120, 150, and 180 minutes then at 4, 6, 8, 10, 12 and 14 hours. The Ethics Committee 

of Nantes University Hospital approved the clinical protocol, and a written informed consent was 

obtained from each subject (reference trial number: NCT01216956). 

Sample collection and preparation – Blood samples were collected in EDTA tubes (Venoject, Paris, 

France), and plasma was separated by centrifugation at 4 °C for 30 minutes and stored at -80 °C until 

analysis. Lipoproteins fractions, including very low-density lipoprotein (VLDL, <1.006 g/mL), 

intermediate density lipoprotein (IDL, 1.006 to 1.019 g/mL), low-density lipoprotein (LDL, 1.019 to 

1.063 g/mL) and high-density lipoprotein (HDL, 1.063 to 1.210 g/mL), were separated by density 

gradient ultracentrifugation as described previously (3, 4) and stored at -80 °C until analysis.  

Chemicals – UPLC/MS-grade acetonitrile, water, and 99% formic acid were purchased from Biosolve 

(Valkenswaard, Netherlands). Ammonium bicarbonate (AB), dithiothreitol (DTT), iodoacetamide 

(IA), sodium deoxycholate (SDC), trypsin, ammonium hydroxide (NaOH), and 37% hydrochloric acid 

(HCl) were obtained from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Synthetic peptides 

LFLEPTQADIALLK, [5,5,5-2H3]L-FLEPTQADIALLK, LFLEPTQADIALL-[13C6
15N2]K, 

GTYSTTVTGR, and GTYSTTVTG-[13C6
15N4]R were purchased from Thermo Scientific Biopolymers 

(Einsteinstrasse, Germany). 
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Measures of plasma concentrations of the lipid and glucose parameters – Cholesterol and 

triglyceride concentrations were measured using enzymatic test kits from Boehringer Mannheim 

GmbH (Mannheim, Germany). ApoA-I concentrations were measured by immunonephelemetry 

(Behring, Rueil Malmaison, France), and ApoB100 concentrations were obtained using selective 

precipitation and mass spectrometry (5). Plasma PCSK9 concentrations were measured by ELISA 

(R&D Systems, Lille, France). Fasting blood glucose and insulin concentrations were measured as 

previously reported as well as the HOMA-IR index calculation (6).  

Measurement of ApoB100 Leucine enrichment – Isolation and measurement of Leucine enrichment 

in ApoB100 were described previously (3). Briefly, ApoB100-containing lipoprotein fractions were 

isolated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and then hydrolyzed with HCl. 

Amino acids were purified by cation exchange chromatography, derivatized (N-Propanol-acetylchlorid 

and heptafluorobutyric acid), and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry to determine 

[5,5,5-2H3]-L-Leucine enrichment. 

Selection of proteotypic Apo(a) peptides – Apo(a) sequences were Blast searched using the 

UNIPROT tool (www.uniprot.org), and theoretical proteotypic peptides were searched using the free 

software peptide mass calculator (http://web.expasy.org/peptide_mass). Peptide candidates were 

selected to maximize sensitivity, specificity, and stability. Peptides containing methionine and cysteine 

were not considered due to potential oxidation. As described by Lassman et al. (7) and Zhou et al. (8), 

LFLEPTQADIALLK was selected for Apo(a) quantification and kinetic measurements, and 

GTYSTTVTGR was selected for Apo(a) size characterization. The LFLEPTQADIALLK and 

GTYSTTVTGR peptides are located in the Peptidase S1 and kringle IV2 domains, respectively. 

Sample preparation for Apo(a) quantitation and size characterization in plasma –

LFLEPTQADIALLK, LFLEPTQADIALL-[13C6
15N2]K, GTYSTTVTGR, and GTYSTTVTG-

[13C6
15N4]R synthetic peptides were dissolved in a water/acetonitrile mixture (50/50, v/v) containing 

0.1% formic acid at a concentration of 100 µM and were stored at -20°C in aliquots of 20 µL. Stock 

solutions of LFLEPTQADIALLK and GTYSTTVTGR were then mixed and diluted in 0.5% SDC to 

produce seven 10X standard solutions ranging from 5.0 to 0.05 µM and 20.0 to 0.2 µM for 

LFLEPTQADIALLK and GTYSTTVTGR, respectively. Plasma samples (10 µL) were mixed and 

diluted with 15 µL of 0.5% SDC. LFLEPTQADIALL-[13C6
15N2]K and GTYSTTVTG-[13C6

15N4]R 

were used as internal standards  (ISs). Ten microliters (10 µL) of each IS stock solution were 

extemporaneously added to 9,980 µL of a reduction buffer (pH 8) containing 55 mM AB, 0.5% SDC, 

and 5.5 mM DTT. Twenty microliters of 10X standard solutions and diluted plasma samples were 

added to 180 µL of reduction buffer containing both ISs. Final concentrations of AB, DTT, and ISs 

were 50 mM, 5 mM, and 180 nM, respectively. The final concentrations of standard solutions were 

from 500 to 5 nM and from 2000 to 20 nM for LFLEPTQADIALLK and GTYSTTVTGR, 
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respectively. Samples were reduced for 30 minutes at 60 °C then alkylated with 2 µL of fresh IA 

solution (1 M in 1 M NaOH) for 60 minutes at room temperature (protected from light). Samples were 

digested overnight with 10 µL of trypsin solution (0.1 mg/ml in 1 mM HCl), and 10 µL of 20% formic 

acid were added to stop the reaction and to precipitate the SDC. Samples were centrifuged for 15 

minutes at 20,000 g, 4 °C and 180 µL of supernatants were transferred to LC vials for LC-MS/MS 

analyses. 

Sample preparation for Apo(a) kinetic measurements in lipoprotein fractions – To recover the 

major Lp(a) particles, 100 µL of LDL and HDL lipoprotein fractions were combined (7) and desalted 

and concentrated with 3 mL of 50 mM AB buffer (pH 8) and a 5-kDa molecular weight cut-off filter. 

Concentrated samples (100 µL) were mixed with 88 µL of 50 mM AB buffer (pH 8), 10 µL of 10% 

SDC, and 2 µL of 500 mM DTT and reduced at 60 °C for 30 minutes. Samples were then treated as 

described in the previous section. LFLEPTQADIALLK and [5,5,5-2H3]L-FLEPTQADIALLK 

synthetic peptides were dissolved in a water/acetonitrile mixture (50/50, v/v) containing 0.1% formic 

acid to reach a final concentration of 500 nM. To evaluate accuracy, labeled peptide solution was 

diluted in unlabeled peptide solutions to reach theoretical enrichments ranging from 0 to 5% (0, 0.1, 

0.25, 0.5, 1.0, 2.0, and 5.0%, n = 6/point). Control samples were prepared with the same method at 2% 

enrichment and for concentrations of 500, 250, 100, 50, 20 and 10 nM (n = 6/point).  

Analytical parameters –  Analyses were performed on an LC-MS/MS system consisting of a Xevo® 

Triple-Quadrupole mass spectrometer (Waters Corporation, Milford, MA, USA) equipped with an 

electrospray ionization (ESI) interface and an Acquity H-Class® UPLCTM device (Waters Corporation, 

Milford, MA, USA). Data acquisition and analyses were performed using MassLynx® and 

TargetLynx® software, respectively (version 4.1, Waters Corporation, Milford, MA, USA). Labeled 

and unlabeled peptides were separated on an Acquity® BEH C18 column (2.1 × 100 mm, 1.7 µm, 

Waters) at 60 °C with a linear gradient of mobile phase B (acetonitrile containing 0.1% formic acid) in 

mobile phase A (5% acetonitrile in water containing 0.1% formic acid) and at a flow rate of 600 

µL/min. Mobile phase B was linearly increased from 1 to 50% for 5 minutes, kept constant for 1 min, 

returned to the initial condition in 1 min, and kept constant for 1 min before the next injection. Ten 

microliters of each sample were injected into the LC column. Labeled and unlabeled peptides were 

then detected by the mass spectrometer equipped with an ESI interface operating in the positive ion 

mode. The multiple reaction monitoring (MRM) mode was applied for MS/MS detection. Selected 

MRM transitions, cone voltages, and collision energies are described in Supplemental Table I 

(supplemental material). Note that each precursor ion was detected as a doubly charged ion leading to 

the formation of singly charged product ions (y10
+ for LFLEPTQADIALLK and labeled analogues and 

y7
+ for GTYSTTVTGR and labeled analogue).  
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Supplemental Table I. Mass spectrometry parameters for peptide detection. 

Peptide Fragment Cone/collision (V) MRM transition (m/z) RT (min) 

LFLEPTQADIALLK PTQADIALLK 55/27 786.9>1069.7 3.6 

LFLEPTQADIALLK PTQADIALLK 55/27 790.8>1077.7 3.6 

LFLEPTQADIALLK 

LFLEPTQADIALLK 

LFLEPTQADIALLK 

LFLEPTQADIALLK 

PTQADIALLK 

PTQADIALLK 

PTQADIALLK 

PTQADIALLK 

55/27 

55/27 

55/27 

55/27 

788.4>1069.7 

788.4>1069.7 

788.4>1072.7 

788.4>1072.7 

3.6 

3.6 

3.6 

3.6 

GTYSTTVTGR STTVTGR 35/22 522.0>721.6 1.4 

GTYSTTVTGR STTVTGR 35/22 527.2>731.4 1.4 

Bold indicates the labeled amino acid (i.e., [13C6
15N2]K, [13C6

15N4]R, or [5,5,5-2H3]L. RT: retention time 

Apo(a) data management – Chromatographic peak area ratios between target peptides and their 

respective ISs constituted detector responses. Standard solutions were used to plot calibration curves 

for quantification of both peptides (Supplemental Figure I in supplemental material). A linear 

regression model was used for peptide quantification (7 concentration levels, n = 6), and the linearity 

of the method was confirmed (r² at 0.9988 and 0.9998 for LFLEPTQADIALLK and GTYSTTVTGR, 

respectively). Each plasma sample was assayed three times, and the coefficients of variation did not 

exceed 6.8% and 12.7% for LFLEPTQADIALLK and GTYSTTVTGR, respectively. As targeted 

peptide LFLEPTQADIALLK is unique in Apo(a), 1 mole of Apo(a) was assumed to be equal to 1 

mole of this peptide. As the target peptide GTYSTTVTGR is repeated in the kringle IV1, IV2, IV3 and 

IV5 regions but not in the IV4, IV6, IV7, IV8, IV9 and IV10 regions, the total number of kringle IV was 

equal to (([GTYSTTVTGR]/[LFLEPTQADIALLK]) + 6) taking into account that the result expressed 

the average Apo(a) size of the two circulating isoforms. For Apo(a) enrichment measurements, 

M3/M0 ratios were calculated using chromatographic peak areas; M3 corresponded to the [5,5,5-2H3]-

L-Leucine labeled peptide and M0 to the unlabeled peptide. As the selected peptide contains 4 

Leucines and 4 isotopomers of M3 can be formed (Supplemental Table I), the sum of MRM 

transitions used for the M3 detection allowed detection of all the isotopomers. Thus, M3/M0 ratios 

measured in biological samples were corrected by dividing the primary result by 4, as described by 

Brunengraber et al. (9). Correction was not applied in standard enrichment samples prepared with one 

standard isotopomer (Supplemental Figure I). Agreement was observed at 500 nM between the 

measured and expected ratio of [5,5,5-2H3]-L-Leucine labeled peptide (M3) and unlabeled peptide 

(M0) over seven enrichment levels (n = 6). The slope and r² of the linear regression were 0.9987 and 

1.06, respectively. To gain confidence in the ratio measurements, a theoretical enrichment at 2% was 
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performed over six distinct concentrations of LFLEPTQADIALLK (n = 6). No significant variation 

was observed from 10 to 500 nM. The coefficients of variation calculated over the six replicates did 

not exceed 8.3%, and the mean difference calculated between theoretical and measured enrichments 

was below 6.0%. 

Supplemental Figure I. (A) Calibration curves used for Apo(a) quantification. (B) Calibration curves used for 

Apo(a) average size characterization. (C) Linearity of M3/M0 measurements at 500 nM for theoretical 

enrichments ranging from 0.1 to 5.0%. (D) Accuracy of enrichment assay (2%) for Apo(a) concentrations 

ranging from 10 to 500 nM. Values are mean ± SD. M3: [5,5,5-2H3]-L-Leucine labeled peptide, M0: unlabeled 

peptide. 

 

Apo(a) and ApoB100 kinetic modeling – Apo(a) fractional catabolic rate (FCR) was estimated on 

the 14 hour samples and using the SAAM II modeling program (Epsilon Group, Charlottesville, VA, 

USA) and fitting a mono exponential curve (mono compartmental model), as suggested for proteins 

with slow turnover rates (8). Apo(a) was assumed to have the corresponding VLDL-ApoB100 leucine 

plateau enrichment as a precursor pool. According to this steady state model, the FCR was considered 

equivalent to the fractional synthetic rate (FSR). Kinetic parameters of VLDL and LDL ApoB100 

were calculated from the same plasma samples and using a three compartmental model as described 

previously for a 14 hours of a tracer constant infusion (3). Individual kinetic data are shown in 

supplemental Table II.  

Supplemental Table II. Individual kinetic parameters of Apo(a) and ApoB100. 
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 Lp(a)-Apo(a) VLDL-ApoB100 LDL-ApoB100 

Patients FCR PR FCR PR FCR PR 

Placebo       

#1 0.70 1.7 8.90 25.6 0.40 6.6 

#2 0.80 1.7 5.62 26.0 0.43 15.3 

#3 0.45 1.3 1.90 14.6 0.16 6.1 

#4 0.19 0.4 10.87 30.8 0.33 10.9 

#5 0.19 0.4 4.66 19.5 0.39 6.7 

#6 0.60 1.4 3.72 11.6 0.22 6.0 

#7 0.70 2.7 3.85 21.5 0.26 5.2 

#8 0.97 1.8 7.18 35.5 0.28 5.5 

Mean 0.58 1.4 5.84 23.1 0.31 7.8 

SD 0.28 0.8 2.97 8.0 0.09 3.5 

Niacin       

#1 0.34 0.7 10.80 16.5 0.49 3.5 

#2 0.49 0.6 3.46 10.0 0.43 12.5 

#3 0.17 0.4 2.98 17.5 0.17 4.9 

#4 0.15 0.3 4.80 13.8 0.41 13.8 

#5 0.18 0.3 6.05 26.2 0.41 6.6 

#6 0.43 0.8 4.22 12.9 0.33 6.3 

#7 0.46 1.6 4.48 25.2 0.26 5.7 

#8 0.67 1.0 3.34 11.0 0.27 6.1 

Mean 0.36 0.7 5.02 16.6 0.35 7.4 

SD 0.19 0.4 2.53 6.1 0.11 3.7 

       

p value 0.008 0.008 0.742 0.313 0.031* 0.844 

FCR: fractional catabolic rate (pool/day), PR: production rate (nmol/kg/day for Apo(a), and mg/kg/day for 

ApoB100), SD: standard deviation. Nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed rank test, *one-tailed 

 

Statistical analyses – Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (version 6.0, 

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) using the nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed 

rank test. Results are expressed as mean ± standard deviation (SD) or mean ± standard error of the 

mean (SEM). Differences between ERN and placebo treatment were considered statistically 

significant at p <0.05 (two-tailed or otherwise specified). 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Cette étude a permis de démontrer la puissance de la LC-MS/MS pour l’analyse cinétique 

de protéines complexes telles que l’apo(a). Notre méthode s’est révélée efficace pour sa 

caractérisation, qui reste difficile avec les méthodes conventionnelles, et nous l’avons validée 

d’un point de vue analytique. Nous avons été en mesure de simultanément quantifier l’apo(a) 

plasmatique, d’évaluer le nombre de Kringle IV2 et de mesurer les cinétiques d’incorporation 

de notre traceur. Par ailleurs, nous avons comparé nos résultats à la méthode ELISA de 

référence utilisée pour la quantification de la Lp(a) lors d’un projet collaboratif parallèle 

(Alonso et al. 2016 ; Annexe B). Une excellente corrélation (r = 0,85 ; p < 0,001) a été 

trouvée entre les concentrations plasmatiques d’apo(a) mesurées par LC-MS/MS et les 

concentrations plasmatiques de Lp(a) mesurées par ELISA, validant définitivement notre 

démarche.  

D’un point de vu physiologique, notre méthode est adaptée à l’étude statique et dynamique 

de l’apo(a) chez des patients hypertriglycéridémiques présentant des concentrations basales 

relativement peu élevées en apo(a). Nous avons ainsi vérifié que l’acide nicotinique diminuait 

les concentrations d’apo(a) de 20 %. Nous avons également montré que cette diminution 

modérée est très probablement la conséquence d’une forte baisse de la production d’apo(a) (-

50 %) partiellement compensée par une réduction modérée de son catabolisme (-37 %). Nous 

avons utilisé une modélisation mono-exponentielle rudimentaire étant donné le nombre limité 

de données disponibles. Néanmoins, nos résultats cinétiques sont en adéquation avec ceux 

obtenus par d’autres équipes utilisant les méthodes d’analyse standards (électrophorèse et GC-

MS) et une modélisation plus élaborée à plusieurs compartiments (Frischmann et al. 2007 ; 

Ooi et al. 2015). Après la publication de nos travaux, l’action de l’acide nicotinique sur la 

production d’apo(a) a été confirmée chez des patients diabétiques également traités avec une 

statine (Ooi et al. 2015). 

Quelques limites sont à apporter. Nos patients n’ont pas été enrôlés en fonction de leurs 

niveaux de Lp(a). En conséquence, ces derniers présentaient des taux modérés et nous 

pouvons émettre l’hypothèse que nos observations auraient pu être différentes ou plus 

marquées chez des patients à hauts niveaux de Lp(a). De plus, nous n’avons pas pu établir 

d’association entre les cinétiques apo(a) et celles de l’apoB100 des particules Lp(a). En effet, 

nos fractions lipoprotéiques ont été isolées par ultracentrifugations en considérant que la 

gamme de densité de la Lp(a) se situe entre celle des LDL et des HDL. Dans nos fractions, les 
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cinétiques apoB100 sont donc le reflet du mélange apoB100-LDL et apoB100-Lp(a). 

L’association entre cinétiques apoB100-Lp(a) et apo(a)-Lp(a) est primordiale pour évaluer 

dans quelle mesure les altérations métaboliques de la Lp(a) sont liées directement à la 

production hépatique de l’apo(a) ou à l’assemblage de l’apo(a) aux LDL (Frischmann et al. 

2007). L’isolement spécifique de la Lp(a) (par immuno-précipitation) des autres lipoprotéines 

plasmatiques fera donc l’objet d’une attention particulière dans de prochaines études 

cinétiques humaines. Une dernière limite est de ne pas pouvoir établir le profil polymorphique 

exact chez les patients hétérozygotes présentant deux isoformes circulantes. En effet, la taille 

polymorphique mesurée par LC-MS/MS ne reflète que l’état médian du patient. Seul une 

parfaite séparation des isoformes en amont de l’analyse LC-MS/MS (électrophorèse) pourra 

corriger ce point. 
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Article 2  

PCSK9 inhibition with Alirocumab efficiently reduces lipoprotein (a) levels 

in non-human primates by lowering apolipoprotein (a) production rate 

 

Croyal M, Tran TTT, Blanchard RH, Le Bail JC, Villard EF, Poirier B, Aguesse A, Billon-

Crossouard S, Ramin-Mangata S, Bourane S, Thedrez A, Krempf M, Boixel C, Lambert G, 

and Guillot E  

Soumis le 16 mai 2017 au Journal Circulation Research 

 

PCSK9 est un inhibiteur naturel du LDLR et plusieurs essais cliniques ont montré que son 

inhibition par des anticorps monoclonaux (Alirocumab, Evolocumab) permet de réduire les 

taux de LDL-C (Lambert et al. 2017 ; Annexe B), mais également les concentrations 

plasmatiques de la Lp(a). Plusieurs études ont donc tenté de comprendre les mécanismes 

sous-jacents à ce phénomène. Certaines ont montré une implication spécifique du LDLR dans 

le catabolisme de la Lp(a) (Romagnuolo et al. 2015) alors que les statines, également connues 

pour améliorer la fonction du LDLR, ne réduisent pas les concentrations circulantes de Lp(a). 

Plus récemment, une autre étude in vitro a démontré le rôle du récepteur au plasminogène 

dans l’internalisation de la Lp(a) (Sharma et al. 2017). Lors de nos précédents travaux 

(Villard et al. 2016 ; Annexe B), nous avons montré que la captation cellulaire de la Lp(a) 

dépendait d’une voie indépendante du LDLR et que la sécrétion d'apo(a) était fortement 

augmentée par PCSK9 in vitro. Cet effet étant annulé par l'Alirocumab, nos travaux ont 

suggéré un rôle de PCSK9 dans la production de la Lp(a).  

Nous avons donc souhaité conforter nos hypothèses en réalisant une étude cinétique in vivo 

à l’aide de la 2H3-leucine comme traceur endogène. Cette étude a été réalisée en cross-over 

Alirocumab versus placebo chez le singe, l’une des rares espèces animales produisant de la 

Lp(a). Après modélisation des courbes cinétiques obtenues par LC-MS/MS, nous avons 

constaté une baisse significative de la concentration plasmatique d’apo(a) (-53 %) ainsi que de 

son taux de production absolue (-51 %). Aucune différence significative n’a été mesurée sur 

la vitesse de catabolisme. Ces résultats cinétiques in vivo sont en adéquation avec nos 

hypothèses de départ. L’inhibition de PCSK9 par l’Alirocumab réduit la production d’apo(a), 

et par conséquent de la Lp(a), sans agir de façon significative sur son catabolisme. 
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ABSTRACT 

Rationale - Therapeutic antibodies targeting PCSK9 (e.g. alirocumab) efficiently lower low-density 

lipoprotein cholesterol (LDL-C) and lipoprotein (a) [Lp(a)] levels in clinical trials. The mechanisms 

by which PCSK9 modulates Lp(a) metabolism remain controversial. We recently showed that PCSK9 

enhances apolipoprotein (a) [apo(a)]  secretion from primary human hepatocytes without altering 

Lp(a) cellular uptake.  

Objectives - We aimed to determine if PCSK9 enhances apo(a)/Lp(a) hepatic production in vivo. 

Methods and Results - Six non-human primates (NHP) were treated with alirocumab or a control 

IgG1 antibody in a crossover protocol. When lipids reached steady state, NHP received an intravenous 

bolus injection of [2H3]-leucine, and blood samples were collected sequentially over 48 hours. 

Enrichment of apo(a) in [2H3]-leucine was assessed by liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS). Kinetic parameters were calculated using a mono-exponential model with 

the SAAMII software. Compared with IgG1 treatment, alirocumab efficiently blocked circulating 

PCSK9 and significantly reduced total cholesterol (TC) by 28%, LDL-C by 67%, Lp(a) by 56%, 

apolipoprotein B100 (apoB100) by 53%, apo(a) by 53% and apolipoprotein E (apoE) by 60%. 

Enrichment of apo(a) in [2H3]-leucine was maximal 2 to 3 hours after bolus injection and returned to 

baseline 5 to 6 hours later. Alirocumab did not significantly alter the fractional catabolic rate (FCR) of 

apo(a) [0.41±0.09 vs. 0.40±0.07 pool/day] but sharply and significantly reduced the production rate 

(PR) of apo(a) [0.81±0.24 vs. 1.64±0.46 nmol/kg/day], compared with IgG1.  

Conclusion - In line with the observations made in human hepatocytes, the present kinetic study 

establishes that PCSK9 neutralization with alirocumab efficiently reduces circulating Lp(a) levels 

primarily by lowering apo(a) hepatic production in vivo. 

 

 

Key Words - PCSK9, lipoprotein (a), LDL receptor. 
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Abbreviations: 

 

apo(a), apolipoprotein (a) 

apoA-I, apolipoprotein A-I 

apoB100, apolipoprotein B100 

apoE, apolipoprotein E 

FCR, fractional catabolic rate 

FH, familial hypercholesterolemia 

HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol 

LC-MS/MS, liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol 

LDLR, low-density lipoprotein receptor  

Lp(a), lipoprotein (a) 

mAbs, monoclonal antibodies 

NHP, non-human primates 

PCSK9, Proprotein convertase subtilisin kexin type 9 

PR, production rate 

TC, total cholesterol 

TG, triglycerides 
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INTRODUCTION 

Proprotein Convertase Subtilisin Kexin type 9 (PCSK9) is a circulating inhibitor of the low-density 

lipoprotein receptor (LDLR). It binds to the LDLR and after endocytosis targets the LDLR that would 

otherwise recycle back to the cell surface, toward lysosomal degradation 1, 2. PCSK9 inhibition with 

monoclonal antibodies (mAbs), used alone or in combination with statins, sharply reduces circulating 

low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) in humans. Like statins, anti-PCSK9 mAbs increase the 

abundance of LDLR at the surface of hepatocytes and thereby promote an accelerated clearance of 

circulating LDL particles, thus lowering LDL-C levels. However, in contrast to statins, inhibiting 

PCSK9 with mAbs also promotes a reduction in lipoprotein (a) [Lp(a)] serum levels 3.  

Lp(a) consists of a unique protein structurally similar to plasminogen, apolipoprotein (a) [apo(a)], 

expressed almost exclusively by the liver and covalently tethered to the apolipoprotein B100 

(apoB100) moiety of an LDL particle by a unique disulfide bond 4. There is strong epidemiological 

evidence that Lp(a) is highly atherogenic, as elevated Lp(a) levels are independently associated with 

cardiovascular diseases risk 5. It is widely accepted that circulating Lp(a) concentrations are primarily 

controlled by synthesis rather than catabolism, but the molecular and cellular mechanisms governing 

apo(a)/Lp(a) hepatic production as well as Lp(a) hepatic catabolism are still lacking 3-5. 

Initial studies trying to unravel the mechanisms of Lp(a) catabolism are contradictory. One report 

indicates that the LDLR is of minor importance, if any, for Lp(a) binding and subsequent 

internalization in human dermal  fibroblasts. Lp(a) was shown by others to bind to fibroblasts only 

with a slightly reduced affinity compared with LDL,  and to be internalized via the LDLR in those 

cells as well as in the HepG2 hepatoma cell line (reviewed in 3). It has been proposed that PCSK9 

inhibition with mAbs promotes a supra-physiological increase in LDLR expression at the hepatic 

surface thereby allowing Lp(a) uptake 6. In sharp contrast with this study, we recently showed that 

Lp(a) cellular uptake was not mediated by the LDLR using (i) dermal fibroblasts isolated from 

controls, heterozygous, and homozygous patients with familial hypercholesterolemia (FH) totally 

lacking the LDLR, as well as (ii) human primary hepatocytes 7. Alirocumab did not modulate Lp(a) 

uptake in those cells 7. Our results are concordant with the observations that upregulating LDLR 

expression, even with the most potent statins, does not reduce Lp(a) levels in vivo 8, and that PCSK9 

inhibition with evolocumab can lower Lp(a) in homozygous FH patients totally lacking the LDLR 9. In 

addition, we showed that PCSK9 can enhance the secretion of apo(a) from human primary 

hepatocytes, an effect that was fully reversed by alirocumab 7. It appears difficult to explain, beyond 

differences in methodologies, how and why those in vitro studies yield opposite conclusions on the 

potential mechanism(s) by which PCSK9 neutralization with mAbs reduces Lp(a) levels in vivo. 

In order to establish whether PCSK9 neutralization physiologically modulates the catabolism (i.e. 

uptake and degradation) and/or the production (i.e. synthesis, secretion, and assembly) of Lp(a) in 
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vivo, we performed a series of apo(a) kinetic studies in non-human primates (NHP) treated with 

alirocumab or placebo. We now demonstrate that alirocumab reduces circulating Lp(a) levels 

primarily by lowering apo(a) production rate (PR) in vivo. 

 

METHODS 

Animals and treatments - Four males and two females NHP (Macaca fascicularis) (Noveprim Ltd., 

Mahébourg, Mauritius), 5-6 years old weighting 8.9 to 9.3 kg were infused subcutaneously with 

alirocumab or IgG1 control (Regeneron, Tarrytown, NY, USA) (10 mg/kg) in a crossover protocol 

including a 7 weeks wash-out period. Three days after treatment, when serum lipids reached steady-

state, fasted NHP received an intravenous bolus injection of [2H3]-leucine (40 �mol/kg) (Euriso-Top, 

Saclay, France). Blood samples (2 mL) were collected before mAb injection and sequentially over 48 

hours after [2H3]-leucine injection in dry tubes, spun at 3000g for 10 min at 4°C and serum aliquots 

were stored at -80°C until use. Animals were fed a SAFE/UAR 107C Certified Primate Diet 

(Scientific Animal Food & Engineering, Augy, France) in the morning and fruits and vegetables in the 

evening with water ad libitum. This study was performed in agreement with EU directives for the 

standard of care and use of laboratory animals and approved by the animal care and use committee of 

Sanofi R&D. 

 

Determination of serum lipids, lipoprotein, apolipoproteins and kinetic parameters - See the 

online supplement. 

   

Statistical analyses - Results are expressed as mean ± standard error to the mean (SEM). To evaluate 

the treatment effect, a two-way repeated measures analysis of variance with factors group and session 

was performed on log-transformed absolute PR values. A three-way repeated measures analysis of 

variance with factors group, session and day was performed on log-transformed data for Lp(a) and 

apo(a) parameters, and on raw data for all other parameters. NHP and NHP*session random effects 

have been added. When the interaction “Group*Day” or the factor “Group” was significant, a Winer 

test was performed to compare the alirocumab group to the IgG1 group on the studied parameter at 

each time point. Significance level was set to 5%, except for the interaction for which the significance 

level was 10%. Statistical analyses were performed with the SAS9.4 software.  
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RESULTS 

We initially determined in a pilot study conducted in 2 NHP (one male and one female) that 

alirocumab reduced Lp(a) by 58% as early as three days after treatment and that this effect was 

maintained at least for 14 days (data not shown). We accordingly designed a crossover protocol fully 

described in the method section, by selecting six NHP with baseline Lp(a) and apo(a) serum 

concentrations above 20 mg/dL and 40 nmol/L, respectively, to allow reliable measurements of Lp(a) 

levels by immuno-turbidimetry and of apo(a) enrichment in [2H3]-leucine by liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), in particular after alirocumab treatment.        

We therefore treated six NHP in this crossover protocol with 10 mg/kg (subcutaneously) of 

alirocumab and of a control IgG1 antibody, sequentially. Lipids, lipoproteins, and apolipoproteins 

concentrations were systematically measured in serum samples collected before (day 0) and at day 3, 4 

and 5 after treatment with the antibodies. As anticipated, treatment with the control IgG1 antibody did 

not significantly affect circulating serum lipids, lipoproteins, and apolipoproteins in these animals 

(Table 1 and Figure 1). A 10-fold increase in total circulating PCSK9 levels was observed 3 days post 

alirocumab vs. IgG1 treatment due to plasma PCSK9 neutralization (Table 1). Compared with IgG1 

treatment, alirocumab significantly reduced serum total cholesterol (TC) (-28%), LDL-C (-67%), and 

Lp(a) (-56%) at day 3 and similarly at days 4 and 5 post-treatment, but did not significantly alter 

triglycerides (TG) and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels (Table 1). Likewise, 

alirocumab significantly reduced the serum concentrations of apoB100 (-53%), apo(a) (-53%), and 

apolipoprotein E (apoE) (-60%), (Figure 1), but not that of apolipoprotein A-I (apoA-I) (not shown).   

We further assessed the effects of PCSK9 inhibition on the distribution of cholesterol, apoB100 and 

apo(a) in the lipoproteins of NHP by FPLC using serum samples collected 3 days post alirocumab or 

IgG1 injections. Compared with IgG1, alirocumab treatment reduced the cholesterol content of LDL 

sized lipoproteins (Figure 2). The apoB100 content of the eluted LDL fractions followed accordingly. 

Likewise, the apo(a) content was markedly reduced within the same fractions range by alirocumab 

treatment (Figure 2). 

Prior to assess the kinetic parameters of a serum protein such as apo(a) with stable isotopes, it is 

essential to verify that circulating concentrations of this protein are stable throughout. We therefore 

ascertained that serum levels of apo(a) had reached steady-state for the duration of the kinetic study 

between day 3 and day 5 post treatment with alirocumab or IgG1 (Supplemental Figure 1). In our 

experimental conditions, circulating apo(a) levels did not vary by more than 10% around the mean 

value calculated for each NHP, indicating that steady-state had been reached for apo(a) from day 3 to 

day 5 post alirocumab or IgG1 injections. The animals received a bolus injection of [2H3]-leucine 

tracer at day 3 in the morning and serum samples were collected sequentially over 48 hours. We 

measured the enrichment in [2H3]-leucine of apo(a) in those samples. As shown in Figure 3A, apo(a) 
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enrichment was maximal 2 to 3 hours after injection and returned to baseline 5 to 6 hours later. We did 

not detect any [2H3]-leucine enrichment of apo(a) in the samples collected more than 6 hours after 

tracer injection (i.e. at the 9h, 24h and 48h time points). Compared with IgG1 treatment, alirocumab 

did not significantly affect the mean incorporation of [2H3]-leucine in apo(a) (Figure 3A). As a result, 

the fractional catabolic rate (FCR) of apo(a) was similar in NHP treated with alirocumab (0.41±0.09 

pool/day) compared with IgG1 control treatment (0.40±0.07 pool/day) (Figure 3B). In contrast, 

alirocumab significantly reduced the PR of apo(a) by 51%, at 0.81±0.24 nmol/kg/day compared with 

1.64±0.46 nmol/kg/day for the IgG1 control treatment (p=0.0008) (Figure 3B).  

We performed an additional experiment on two of those animals (one female received alirocumab and 

one male received the IgG1 placebo) two months after completion of the initial crossover protocol. In 

the animal infused with IgG1, apo(a) FCRs were found similar at 0.567 and 0.509 pools/day. Apo(a) 

PR were also found similar at 1.15 and 1.13 nmol/kg/day, two months apart. In the female infused 

twice with alirocumab, apo(a) FCRs were found similar at 0.372 and 0.376 pools/day. Apo(a) PR were 

also found similar at 0.61 and 0.65 nmol/kg/day, two months apart. This validates the reproducibility 

of apo(a) kinetics measurements in the NHP animal model.   

 

DISCUSSION 

In this study we showed that PCSK9 neutralization with alirocumab efficiently reduces circulating 

Lp(a) levels in NHP, primarily by lowering apo(a) hepatic PR. This result is in line with our previous 

study showing that PCSK9 enhances the secretion of apo(a) from human primary hepatocytes 7. It 

appears difficult to elucidate the molecular mechanism by which PCSK9 modulates Lp(a) production, 

since even the site of Lp(a) assembly has not been confirmed (within hepatocytes, the space of Disse, 

or the plasma compartment?) 5. At that point we can only speculate that PCSK9, which associates with 

LDL particles in the serum 10, 11, might enhance the ability of LDL particles to serve as substrates for 

Lp(a) formation. We can also speculate that PCSK9-mediated degradation of the LDLR might 

indirectly alter the secretion of apo(a), since the LDLR appears to modulate the secretion of nascent 

VLDL particles 12, which has been shown to lower apo(a) secretion 13.   

However, the major result of our study, namely PCSK9 inhibition with alirocumab lowers apo(a) PR 

and does not affect apo(a) FCR, have not been observed in a recent study conducted in 18 human 

volunteers sequentially treated with placebo or alirocumab 14. In that study, alirocumab reduced Lp(a) 

levels by 18.7% without significantly altering the PR of apo(a) (-9%, p=0.6). In addition, there was a 

trend toward increased apo(a) FCR upon alirocumab treatment [from a median of 0.16 (0.13-0.23) to 

0.20 (0.15-0.25) pool/day, p=0.09] 14. We do not have a clear explanation to those discrepancies, 

except that alirocumab reduced Lp(a) levels by 58% in NHPs compared with a reduction of 18.7% in 
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human volunteers 14, and that Lp(a) was isolated by ultracentrifugation in the human study. In that 

respect, similar rates of production and clearance for both apo(a) and apoB100 within the same Lp(a) 

particles have been reported when Lp(a) is isolated by ultracentrifugation 15. This is apparently 

different when Lp(a) is isolated directly from blood, in which case apo(a) from Lp(a) has a longer 

serum residence time than apoB100 from Lp(a) 16, 17. Interestingly, it has recently been shown that, 

unlike apoB100, the apo(a) component of Lp(a) has the ability to get recycled (i.e. resecreted) 

following Lp(a) cellular uptake 18.  

In addition, we used a bolus injection of [2H3]-leucine whereas a prime constant infusion of tracer was 

performed in the human study 14. However, a recent study showed that bolus and prime constant 

infusion of [2H3]-leucine in NHP yielded similar values in terms of apo(a) kinetic parameters 19. These 

parameters (FCR, PR) were within the same range than those observed in our study. It is therefore 

unlikely that the mode of tracer administration (bolus /prime constant infusion) could explain the 

differences in terms of apo(a) kinetic parameters observed between the human study 14 and ours.  

There are some potential limitations to our study. The first one is that we used cynomolgus monkeys, 

and monkeys usually present a higher prevalence of smaller apo(a) isoforms than humans 20. The 

second limitation is that we treated these animals with alirocumab in monotherapy. Whether apo(a) PR 

is also reduced by alirocumab in combination with traditional lipid lowering medications, such as 

statins and ezetimibe, clearly remains to be established.  

In line with previous observations made in primary human hepatocytes 7, we conclude that PCSK9 

neutralization with alirocumab in non-human primates efficiently reduces circulating Lp(a) levels, 

primarily by lowering apo(a) hepatic production in vivo. 
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Table 1 - Serum lipids, lipoproteins and PCSK9 in NHP treated with a control IgG1 antibody or 

alirocumab - Results are represented as mean ± SEM (n=6). *p<0.001 versus IgG1-treated group. 

 Treatment Day 0 Day 3 Day 4 Day 5 

Total Cholesterol 

(mmol/L)  

IgG1 

Aliro 

2.43±0.22 

2.41±0.26 

2.27±0.16 

1.64±0.18* 

2.03±0.14 

1.39±0.10* 

2.04±0.13 

1.31±0.09* 

Triglycerides 

(mmol/L) 

IgG1 

Aliro 

1.86±0.56 

1.52±0.60 

1.35±0.37 

1.52±0.50 

1.24±0.25 

0.91±0.19 

1.31±0.26 

1.12±0.29 

HDL-C 

(mmol/L) 

IgG1 

Aliro 

1.67±0.19 

1.70±0.11 

1.52±0.09 

1.51±0.17 

1.40±0.17 

1.41±0.10 

1.25±0.12 

1.27±0.07 

LDL-C 

(mmol/L) 

IgG1 

Aliro 

0.98±0.09 

1.00±0.16 

0.85±010 

0.28±0.05* 

0.74±0.08 

0.19±0.04* 

0.75±0.05 

0.26±0.05* 

Lp(a) 

(mg/dL)  

IgG1 

Aliro 

30.6±5.3 

27.6±5.2 

30.5±4.7 

13.5±2.5* 

31.2±5.9 

12.1±1.9* 

27.2±5.4 

10.0±1.3* 

Total PCSK9 

(ng/mL) 

IgG1 

Aliro 

106±31 

97±20 

66±12 

704±168* 

87±19 

597±134* 

95±14 

741±170* 
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Figure 1 - Serum apolipoproteins in NHP treated with a control IgG1 antibody (grey circles) or 

alirocumab (black circles) - Results are represented as mean ± SEM (n=6). * p<0.001 alirocumab vs. 

IgG1.  
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Figure 2 - Lipoprotein distribution of cholesterol, ApoB100 and apo(a) in the plasma of NHP 

treated with alirocumab or IgG1. Results are represented as mean ± SEM (n=6). VLDL, LDL and 

HDL peaks elute between fractions 6-9, 10-14, and 15-20, respectively.  
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Figure 3 - Apo(a) kinetics in NHP treated with alirocumab or IgG1 – (A) Enrichment in [2H3]-

leucine of apo(a) was monitored for the time course of the kinetic study.  Results are represented as 

mean ± SEM (n=6). (B) Apo(a) plasma concentration (left panel), fractional catabolic rates (middle 

panel), and production rate (right panel) in individual NHP upon alirocumab or IgG1 treatment.  *** 

p<0.001 vs. IgG1. ns, not significant.   
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

Serum lipids and lipoprotein analyses - Serum samples were analyzed for total cholesterol (TC), 

triglycerides (TG), direct LDL-C and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) on a Pentra 400 

biochemical analyzer (Horiba ABX, Montpellier, France) using standard colorimetric assays. Lp(a) 

levels were measured with an immuno-turbidimetric assay (Randox Lab, Crumlin, UK). ApoB100 and 

apolipoprotein A-I (ApoA-I) were measured by ELISA using the EA 7001-1 kit (Assaypro, St Charles, 

MO) and the 3710-1HP-2 kit (Mabtech, Cincinnati, OH), respectively. Total (free and bound) PCSK9 

concentrations were determined using the Quantikine SPC900 ELISA (R&D Systems, Lille, France). 

Serum lipoproteins were resolved using a FPLC Äkta System by injecting 5 �L of serum on a 

Superose™  6 Increase 3.2/300 column (GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France) eluted at a 

constant flow rate of 40 �L/min in PBS, 0.2 mM EDTA, pH 7.4. Cholesterol, apo(a) and apoB100 

were measured in each eluted fraction (100 µL) using an Amplex Red Cholesterol Assay Kit 

(Lifetechnologies, Eugene, OR), the STA-359 sandwich ELISA kit (Cellbiolab Inc., St Diego, CA) 

and the EA 7001-1 ELISA kit (Assaypro), respectively. The distribution of cholesterol in the 

lipoprotein fractions was as follows: a VLDL peak eluting between fractions 6 and 9, an LDL peak 

eluting between fractions 10 and 14, and an HDL peak eluting between fractions 15 and 20, with 

expected overlaps, in particular of small LDL/large HDL between fractions 13 and 17. 

Quantification of serum apolipoproteins by LC-MS/MS - All reagents were from Biosolve 

(Valkenswaard, Netherlands), except synthetic peptides that were purchased from Thermo Scientific 

Biopolymers (Darmstadt, Germany). Apolipoproteins were quantified in serum samples using a 

validated assay involving trypsin proteolysis and the subsequent analysis of proteotypic peptides by 

LC-MS/MS. The method was slightly modified for apolipoprotein quantification in NHP serum. A 

pool solution of synthetic peptides was constituted and serially diluted in water to obtain 7 standard 

solutions into the ranges of 10-1000 nM for apoE and 5-500 nM for apo(a). Serum and standard 

samples (50 �L) were then reduced, alkylated and trypsin digested using the ProteinWorksTM eXpress 

kit according to the manufacturer’s instructions (Waters, Saint-Quentin, France). Labeled proteotypic 

peptides were used as internal standards (ISs) and a mix solution of standards was added to the 

digestion buffer to get a final concentration of 250 nM. After digestion, samples were cleaned using 30 

mg Oasis HLB 1cc Cartridges (Waters). Cartridges were conditioned, equilibrated, loaded, washed 

and eluted with methanol (1 mL), water (1 mL), samples (~200 �L), 5% methanol (1 mL) and 80% 

methanol (500 �L), respectively. Samples were finally dried in a stream of nitrogen, reconstituted 

with 100 µL of 5% acetonitrile and 10 µL were injected into the LC-MS/MS system. LC-MS/MS 

analyses were performed on a Xevo® TQD mass spectrometer with an electrospray interface and an 

Acquity H-Class® UPLCTM device (Waters). Data acquisition and analyses were performed with 

MassLynx® and TargetLynx® software, both version 4.1, (Waters). Proteotypic peptides were 
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separated over 8 min on an Acquity® BEH C18 column 2.1 × 100 mm, 1.7 �m, (Waters) held at 60°C 

with a linear gradient of mobile phase B (100% acetonitrile) in mobile phase A (5% acetonitrile in 

water), each containing 0.1% formic acid, at a flow rate of 600 µL/min. Mobile phase B was linearly 

increased from 1% to 50% for 5 min, kept constant for 1 min, returned to the initial condition over 1 

min, and kept constant for 1 min before the next injection. Proteotypic peptides were then detected by 

the mass spectrometer with the electrospray interface operating in the positive ion mode (capillary 

voltage, 3 kV; desolvatation gas (N2) flow and temperature, 900 L/h and 400 °C; source temperature, 

150 °C). The multiple reaction mode was applied as detailed in supplemental Table 1. 

Chromatographic peak area ratios between peptides and their respective ISs constituted the detector 

responses. Standard solutions were used to plot calibration curves and a linear regression model (1/x 

weighting) was used for quantification. ApoE serum concentrations were expressed in nM assuming 1 

mole of peptide equivalent to 1 mole of protein. Concentrations were then converted to mg/dL 

assuming a molecular weight of 34 kDa for apoE.  

Apolipoprotein kinetics - 2H3-leucine enrichment measurements were assessed in both apo(a) and 

apoE simultaneously to their quantification and data analysis was achieved as previously described 1, 2. 

Apolipoprotein enrichment measurements were performed on 3 replicates of all kinetic time points 

and coefficients of variation did not exceed 7.3%. Kinetic analysis was achieved using the Simulation, 

Analysis, and Modeling II software (SAAM II, Epsilon Group, Charlottesville, VA, USA). Apo(a) 

pool sizes were considered constant as no significant variation was observed in apo(a) concentrations 

during the time course of the kinetic study (Supplemental Figure 1). At steady-state, the fractional 

catabolic rate (FCR) of apo(a) is equal to the fractional synthetic rate (FSR) calculated as follows: FSR 

= change in product labelling/precursor labelling 3. As recommended 3, we did not use serum leucine 

as precursor but serum apoE as a surrogate, as apoE enrichment in 2H3-leucine reached an asymptotic 

plateau (�M3/M0 = 5.34 ± 0.05 %) within 1 hour, thus reflecting the intracellular amino-acid 

labelling precursor pool (i.e. precursor labelling). Assuming a much slower turnover rate, the change 

in apo(a) labelling was determined using a linear fit of the enrichment curves between 0 and 3 h. 

Apo(a) production rates (PR) were calculated as the product of the FSR and of the average 

concentration of serum apo(a) assuming that the serum volume of NHP represents 4.5% of their body 

weight. 

 

References 

1. Croyal M, Ouguerram K, Passard M, Ferchaud-Roucher V, Chetiveaux M, Billon-Crossouard 
S, de Gouville AC, Lambert G, Krempf M and Nobecourt E. Effects of Extended-Release Nicotinic 
Acid on Apolipoprotein (a) Kinetics in Hypertriglyceridemic Patients. Arteriosclerosis, thrombosis, 
and vascular biology. 2015;35:2042-7. 



Article 2 : Alirocumab et cinétique apo(a) [singe]  Travaux personnels  
 

117 

2. Croyal M, Fall F, Ferchaud-Roucher V, Chetiveaux M, Zair Y, Ouguerram K, Krempf M and 
Nobecourt E. Multiplexed peptide analysis for kinetic measurements of major human apolipoproteins 
by LC/MS/MS. Journal of lipid research. 2016;57:509-15. 
3. Xie W, Liu J, Wang W, Wang M, Qi Y, Zhao F, Sun J, Liu J, Li Y and Zhao D. Association 
between plasma PCSK9 levels and 10-year progression of carotid atherosclerosis beyond LDL-C: A 
cohort study. Int J Cardiol. 2016;215:293-8. 
 

 

Supplemental Table 1 - Analytical parameters for the detection of apolipoproteins in NHP serum. 

M0, unlabeled peptide; M3, labeled peptide; IS, internal standard; MRM, multiple reaction monitoring; 

RT, retention time. Underlined L indicates the putative incorporation site(s) of 2H3-leucine. Bold indicates 

the labeled amino acid [13C6, 
15N2]-K or [13C6, 

15N4]-R. 

Apo Peptide sequence Fragment Cone/collision MRM transition (m/z) RT (min) 

Apo(a) M0 

M3 

IS 

LFLEPIGADIALLK 

LFLEPIGADIALLK 

LFLEPIGADIALLK 

y10
+ 

 

40/27 V 757.7 → 1011.8 

759.2 → 1011.8+1014.8 

761.7 → 1019.8 

3.7 ± 0.1 

ApoE M0 

M3 

IS 

LGPLVEQGR 

LGPLVEQGR 

LGPLVEQGR 

y5
+ 25/30 V 484.8 → 588.3 

486.3 → 588.3 

489.3 → 598.3 

2.1 ± 0.1 

 

 

Supplemental Figure 1 – Variation of serum apo(a) concentrations after bolus injection of tracer 

throughout the kinetic study. Values were normalized to the mean and represented as mean ± SEM 

(n=6) for each time point.  
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Notre peptide signature de l’apo(a) humaine étant très légèrement différent de celui du 

singe, nous avons adapté notre méthode LC-MS/MS pour la réalisation de ce projet, à laquelle 

nous avons ajouté un peptide marqueur de l’apoE commun à l’Homme et au singe (séquences 

très proches).  

La 2H3-leucine a été utilisée comme traceur endogène et injectée sous forme de bolus 

intraveineux. Par conséquent, nous avons tout d’abord opté pour une modélisation à plusieurs 

compartiments (Barrett et al. 2006). Ces modèles mathématiques impliquent la leucine 

plasmatique comme pool précurseur et nécessitent quatre compartiments afin d’expliquer le 

métabolisme propre du traceur avant son incorporation au sein des protéines (Barrett et al. 

2006). Au terme de l’analyse, un recouvrement très acceptable de nos courbes a été obtenu. 

Cependant, bien qu’amenant aux mêmes conclusions, nos valeurs de taux de production 

(APR, nmol/kg/jour) et de catabolisme (FCR, pool/jour) étaient très élevées et peu 

consistantes avec les valeurs usuelles obtenues en modélisation cinétique.  

L’emploi des modèles à plusieurs compartiments étant préconisé lorsqu’une collecte 

importante de données est possible (Barrett et al. 2006), nous avons essayé d’acquérir plus 

d’informations en analysant les enrichissements dans les fractions lipoprotéiques. Du fait des 

faibles volumes de plasma disponibles, seule la FPLC a pu être utilisée pour l’isolement de 

ces fractions. Malheureusement, les dilutions engendrées par cette méthode ne nous ont pas 

permis d’acquérir des données fiables. Nous avons donc choisi d’utiliser un modèle 

algébrique à l’instar d’une étude méthodologique similaire publiée en parallèle de nos travaux 

(Xie et al. 2016). Nous avons ainsi considéré que l’apo(a) a un renouvellement lent, et avons 

choisi l’apoE comme pool précurseur, cette dernière atteignant rapidement un plateau 

asymptotique d’enrichissement. Nos résultats ont été conformes à ceux précédemment publiés 

(Xie et al. 2016).  

Nous avons ainsi montré que l’Alirocumab, inhibiteur de PCSK9, réduit les niveaux 

circulants du LDL-C, de l’apo(a) et de l’apoE chez le singe. En outre, une forte diminution de 

la production d’apo(a) a été constatée contrairement aux taux cataboliques fractionnés (FCR). 

Ces travaux ont renforcé nos hypothèses initiales et ont permis de montrer que l’inhibtion de 

PCSK9 par l’Alirocumab réduit les taux de Lp(a) principalement par la réduction de la 

production et/ou de la sécrétion d’apo(a).  



Article 2 : Alirocumab et cinétique apo(a) [singe]  Travaux personnels  
 

119 

A noter que le singe est l’une des rares espèces à produire de l’apo(a). Cependant, ce 

modèle présente quelques limites. La première est que les singes (Macaca fascicularis) 

utilisés présentent une apo(a) dont la taille est en général plus petite que la forme humaine 

(moins de copies du Kringle IV2) (Enkhmaa et al. 2015). La seconde est que nous avons traité 

ces animaux avec de l'Alirocumab en monothérapie. Il reste donc à établir si le taux de 

production de l'apo (a) est également réduit par l'Alirocumab en association avec d’autres 

médicaments hyopolipémiants traditionnels tels que les statines. En outre, l'Alirocumab a 

réduit les niveaux de Lp(a) de 58% chez nos singes alors qu’une réduction moins marquée de 

19% a été observé chez l’Homme dans une étude similaire (18 volontaires) (Reyes-Soffer et 

al. 2017). Dans cette étude humaine, bien que l'Alirocumab réduise les taux de Lp(a) (-19 %), 

aucune altération significative du taux de production d'apo(a) (-9 %, p = 0.6) n’a été observée 

alors qu’une tendance non significative à l'augmentation du taux de catabolisme de l'apo (a) a 

été constatée (+25 %, p = 0.09) (Reyes-Soffer et al. 2017). Ces résultats contradictoires 

soulignent le fait que de nouvelles études humaines sont nécessaires afin de clairement statuer 

sur ce point. 
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Article 3  

Multiplexed peptide analysis for kinetic measurements of major human 

apolipoproteins by LC/MS/MS 

 

Croyal M, Fall F, Ferchaud-Roucher V, Chétiveaux M, Zaïr Y, Ouguerram K, Krempf M, 

Nobécourt E  

J Lipid Res, 2016, 57: 509-515 

 

Notre méthodologie LC-MS/MS ayant montré son efficacité pour l’analyse cinétique, 

statique et polymorphique de l’apo(a), nous avons choisi d’étendre la méthode aux 

apolipoprotéines majeures impliquées dans le métabolisme des lipides : les apoA-I, apoA-II, 

apoB100, apoC-II, apoC-III et apoE. Dans cet article méthodologique, nous avons comparé la 

LC-MS/MS à l’ELISA pour l’aspect quantitatif, puis à l’électrophorèse/GC-MS pour la 

mesure cinétique des enrichissements avec la 2H3-leucine comme traceur endogène. Pour ces 

comparaisons méthode-méthode, nous avons choisi les deux principales apolipoprotéines de 

structure étudiées par notre laboratoire : l’apoA-I (HDL) et l’apoB100 (VLDL, IDL et LDL).  

Nos résultats ont montré que l’approche LC-MS/MS permet l’obtention de données fiables 

et en un temps beaucoup plus court. En plus de permettre la mesure simultanée des 

enrichissements et des concentrations, notre nouvelle approche s’est montée fiable et 

répétable pour le suivi simultané des six apolipoprotéines ciblées. Enfin, les paramètres 

cinétiques de base ont été calculés à partir des données générées par LC-MS/MS, puis 

comparés à ceux de la littérature employant les méthodes conventionnelles. Les débits de 

production et de catabolisme se sont avérés conformes à ceux déjà connus pour les HDL-

apoA-I, HDL-apoA-II, VLDL-apoB100, IDL-apoB100, LDL-apoB100, HDL-apoC-III, 

VLDL-apoC-III, HDL-apoE et VLDL-apoE. Aucune donnée cinétique n’a été trouvée pour 

l’apoC-II dans des protocoles utilisant un traceur isotopiquement stable (uniquement 

radioactif).  
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

Supplemental Figure S-1. Characterization of ApoA-I and ApoB100 peptide signatures. (A) Product 

ion spectrum of ATEHLSTLSEK (ApoA-I, doubly charged precursor ion at m/z 608.3). (B) Product 

ion spectrum of NLQNNAEWVYQGAIR (ApoB100, doubly charged precursor ion at m/z 888.5). (C) 

Representative MRM chromatogram obtained from HDL (ApoA-I) and VLDL (ApoB100) fractions 

after trypsin digestion. 
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Supplemental Figure S-2. Representative MRM chromatograms obtained in HDL samples at four 

kinetic time points (0, 4, 8, and 12 h) for labeled (right, M3) and unlabeled (left, M0) ApoE peptide 

(LGPLVEQGR, m/z 484.8 → 588.3 and 486.3 → 588.3). 
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Supplemental Table S-1. Variability of the LC/MS/MS method for 2H3-leucine incorporation measurements 

Parameters ApoA-I (HDL) ApoA-II (HDL) ApoC-II (HDL) ApoC-III (HDL) ApoE (HDL) ApoB100 (VLDL) 

Low level        

Mean δ enrichment (%) 0.10 0.04 0.62 0.84 0.35 0.41 

CVINTRA (%) 8.4 10.7 7.7 9.9 8.8 10.5 

CVINTER (%) 8.6 12.5 11.8 11.7 11.8 10.8 

Middle level        

Mean δ enrichment (%) 0.59 0.65 2.13 2.38 1.86 5.37 

CVINTRA (%) 7.2 10.4 6.3 7.8 6.8 4.3 

CVINTER (%) 9.3 10.9 9.1 8.6 7.0 7.7 

High level       

Mean δ enrichment (%) 1.45 1.21 4.67 6.23 5.22 7.72 

CVINTRA (%) 7.5 9.0 4.8 3.2 5.6 5.3 

CVINTER (%) 8.3 9.3 9.9 5.4 8.2 6.4 

Kinetic time points at 45 min, 6 h and 14 h were chosen to reach low, intermediate and high tracer enrichment levels, respectively. Basal enrichment was 
subtracted (δ enrichment). The validation was performed over three distinct experiments (six replicates per experiment). Pooled HDL from six donors was 
used for validation of all apolipoproteins except for ApoB100, for which pooled VLDL (six donors) was used. CVINTRA, intra-assay coefficient of variation; 
CVINTER, inter-assay coefficient of variation.  
 



Article 3 : Multiplexe LC-MS/MS & cinétiques apolipoprotéines       Travaux personnels  
 

 
131 

Supplemental Table S-2. Kinetic parameters of Apos from previous published works using GC/MS method. Values are mean ± SEM. 

Apo Subjects Fractional catabolic rate (pool/day) Production rate (mg/kg/day) 

HDL-ApoA-I Premenopausal women (n = 8) [1] 

Normal men (n = 5) [2] 

Obese men (n = 12) [3] 

Normal men (n = 5) [4] 

Men /women with type 2 diabetes  (n = 7) [5] 

0.2 ± 0.0 

0.2 ± 0.1 

0.3 ± 0.0 

0.2 ± 0.1 

0.3 ± 0.0 

11.9 ± 1.5 

12.0 ± 2.1 

14.6 ± 1.4 

12.6 ± 1.9 

14.7 ± 1.7 

HDL-ApoA-II Obese men (n = 12) [3] 

Normal men (n = 5) [4] 

0.2 ± 0.0 

0.2 ± 0.0 

3.9 ± 0.3 

2.2 ± 0.0 

VLDL-ApoB100 Premenopausal women (n = 8) [1] 

Normal men (n = 11) [6] 

Normal men (n = 5) [7] 

Normal men (n = 9) [8] 

Hypertriglyceridemic men (n = 5) [9] 

13.3 ± 3.1 

9.2 ± 1.4 

11.5 ± 1.2 

16.4 ± 4.9 

3.0 ± 0.0 

15.5 ± 1.3 

10.4 ± 1.2 

--- 

45.9 ± 16.4 

36.3 ± 6.5 

IDL-ApoB100 Premenopausal women (n = 8) [1] 

Normal men (n = 11) [6] 

Normal men (n = 5) [7] 

10.6 ± 2.4 

12.3 ± 1.3 

14.9 ± 1.9 

5.8 ± 0.9 

11.3 ± 1.1 

--- 

LDL-ApoB100 Premenopausal women (n = 8) [1] 

Normal men (n = 11) [6] 

Normal men (n = 5) [7] 

Normal men (n = 9) [8] 

0.4 ± 0.1 

0.6 ± 0.1 

0.5 ± 0.1 

0.4 ± 0.1 

12.3 ± 2.0 

10.2 ± 1.0 

--- 

32.6 ± 9.8 

HDL-ApoC-III Hypertriglyceridemic men (n = 5) [9] 0.3 ± 0.0 0.5 ± 0.1 

VLDL-ApoC-III Hypertriglyceridemic men (n = 5) [9] 

Normal men/ women (n = 7) [10] 

0.5 ± 0.0 

1.3 ± 0.0 

5.4 ± 0.9 

5.9 ± 0.1 

HDL-ApoE Men /women with type 2 diabetes  (n = 7) [5] 

Hypertriglyceridemic men (n = 5) [9] 

0.3 ± 0.1 

0.9 ± 0.1 

0.2 ± 0.0 

0.9 ± 0.1 

VLDL-ApoE Men /women with type 2 diabetes  (n = 7) [5] 

Hypertriglyceridemic men (n = 5) [9] 

3.4 ± 0.7 

2.2 ± 0.0 

0.7 ± 0.1 

4.5 ± 0.6 

---: Maugeais et al (7) did not detail production rates of ApoB100 in VLDL/IDL/LDL but reported the global production rate of ApoB100.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Nous avons validé la méthode multiplexe combinant la protéolyse enzymatique et 

l’analyse successive de peptides signatures par LC-MS/MS. Cette approche s’est avérée fiable 

et répétable pour la quantification et la mesure des enrichissements cinétiques (traceur : 2H3-

leucine) de six apolipoprotéines humaines majeures (apoA-I, apoA-II, apoB100, apoC-II, 

apoC-III et apoE) auxquelles nous avons pu ajouter l’apo(a). Pour cette dernière, notre 

méthode multiplexe permet également d’évaluer son polymorphisme de taille.  

Notre approche analytique a été validée selon les critères standards inhérents à toute 

méthode impliquant la spectrométrie de masse (Viswanathan et al. 2007), à savoir la 

spécificité, les limites de détection et de quantification, les répétabilités intra- et inter-

expérimentales, la précision (comparaison aux méthodes standards), et la pertinence 

physiologique (modélisation).  

L’élément central de cette méthodologie réside dans le choix du peptide signature, qui doit 

être spécifique, stable chimiquement et répété de façon invariante au sein de la séquence 

protéique (quantification) (Lee et al. 2012 ; Medzihradszky & Chalkley 2015). En outre, pour 

les mesures cinétiques, le peptide candidat doit posséder au moins un résidu de traceur 

(leucine dans notre cas). Pour les protéines peu concentrées ou à faibles taux de 

renouvellement (enrichissements faibles), il est possible d’amplifier artificiellement le signal 

LC-MS/MS en choisissant un peptide possédant plusieurs résidus de traceur. Cela permet de 

générer plusieurs isotopomères dont les signaux seront cumulés lors de la détection. Dès lors, 

il est nécessaire de connaitre le nombre d’isotopomères que les paramètres analytiques 

permettent de détecter. Nous avons choisi de paramétrer nos transitions MRM (mode MS/MS) 

de telle sorte que la totalité des isotopomères générés par nos peptides soit détectée. Il est 

alors aisé de corriger le signal par simple division des données brutes avec le nombre de 

résidus de traceur présents dans la séquence peptidique (Brunengraber et al. 1997 ; Lee et al. 

2012 ; Zhou et al. 2013). Cette correction est nécessaire pour obtenir les données réelles 

d’enrichissement et surtout pour pouvoir comparer plusieurs protéines dont les peptides 

signatures présentent des profils différents. A noter que durant nos étapes de développement, 

nous n’avons pas été en mesure de détecter les isotopologues de type « M + (n × 3) » (avec n 

le nombre de leucines et n > 1). Nous avons donc considéré ces entités comme minoritaires et 

donc négligeables. 

Notre méthode permet d’étudier sept apolipoprotéines dans le plasma, le sérum et dans les 

fractions lipoprotéiques (VLDL, IDL, LDL, HDL et Lp(a)). Le fractionnement des 
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lipoprotéines par ultracentrifugation est un processus long et cette étape expérimentale 

demeure malheureusement peu compressible. De plus, il est courant d’observer un relargage 

des apolipoprotéines les moins affines pour les lipides (apoC, apoE…) après 

ultracentrifugations. Nous avons donc tenté l’alternative de la FPLC, technique plus rapide et 

plus douce, mais les fractions récoltées étaient beaucoup trop diluées pour l’obtention de 

données fiables, à l’exception de l’apoA-I (HDL) et de l’apoB100 (LDL). Ces tests parallèles 

nous ont permis de définir une limite de détection globale autour de 10 à 50 nmol/L (selon les 

peptides), pour la quantification plasmatique et sérique, et autour de 1 à 5 nmol/L pour la 

quantification dans les fractions lipoprotéiques (après concentration sur filtres à membranes). 

Dès lors, cette méthode a pu être appliquée avec succès lors de divers travaux de recherche 

collaboratifs (Tavori et al. 2016 ; Rimbert et al. 2016 ; Alonso et al. 2016 ; Villard et al. 

2016 ; Annexe B).  

Pour des raisons évidentes de sensibilité, des concentrations circulantes 100 à 200 fois 

supérieures aux seuils de détection sont appréciées pour la mesure des enrichissements 

cinétiques. Le cas échéant, ces seuils sont un problème qu’il est possible de contourner dans le 

cas des fractions lipoprotéiques. En effet, les processus d’ultracentrifugation génèrent des 

volumes importants de fractions (~ 2 mL), relativement propres (peu d’interférences), qu’il 

est possible de concentrer 5 à 10 fois avec des filtres à membranes (élimination des 

interférences salines). Malheureusement, ceci n’est pas possible pour les matrices riches en 

protéines comme le plasma et le sérum. En effet, le signal des protéines faiblement 

concentrées est souvent masqué par celui des protéines abondantes, et la simple filtration ne 

permet pas de retirer les protéines interférentes, mais au contraire de les concentrer. 

L’alternative courante est donc l’immuno-capture spécifique des protéines d’intérêt ou la 

déplétion des protéines interférentes avant l’étape de protéolyse (Gauthier et al. 2015 ; Xie et 

al. 2016). Ces méthodes de purification pré-protéolyse, notamment l’immuno-capture, 

constituent une voie d’investigation intéressante pour un ensemble de protéines d’intérêt dans 

les pathologies cardiovascualaires comme l’apo(a), pour les patients présentant des taux très 

bas de Lp(a), et PCSK9. 
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Article 4  

Plasma PCSK9 measurement by liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry and comparison with conventional ELISA 

 

Croyal M, Fall F, Krempf M, Thédrez A, Ouguerram K, Ferchaud-Roucher V, Aguesse A, 

Billon-Crossouard S, Mata P, Alonso R, Lambert G and Nobécourt E  

J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 2017, 1044: 24-29 

 

A la suite des limitations évoquées précédemment pour la détection des protéines peu 

abondantes, un nouveau défi s’est imposé pour leurs analyses quantitatives et cinétiques. De 

nombreux travaux décrivent des étapes de pré-concentration de ces protéines par immuno-

capture ou déplétion avant l’étape de protéolyse enzymatique, nécessaire à l’analyse par LC-

MS/MS. L’utilisation d’anticorps spécifiques pour la capture des protéines étant souvent 

fastidieuse, nous avons essayé de résoudre cette problématique par des techniques physico-

chimiques plus simple, en réalisant une concentration post-protéolyse par extraction en phases 

solide/liquide ou SPE (solid-phase extraction). Nous avons donc développé une méthode LC-

MS/MS pour l’analyse spécifique d’une protéine peu abondante jouant un rôle clé dans la 

régulation du LDL-C : PCSK9 (concentration plasmatique moyenne ~1-5 nmol/L). 

Nous avons ainsi confirmé la précision de la LC-MS/MS pour la quantification 

plasmatique de PCSK9 malgré sa faible abondance. Malheureusement, l’étape SPE ne nous 

permet toujours pas de mesurer les enrichissements de ce type de protéine, nécessitant des 

seuils de détection jusqu’à 100 fois plus bas. Le réel avantage de cette nouvelle étape a donc 

été l’inclusion de PCSK9 à notre méthode multiplexe précédemment décrite. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Cette étude nous a permis d’inclure l’étape SPE dans notre protocole standard multiplexe 

par LC-MS/MS, et l’approche analytique a été validée une fois de plus selon les critères 

conventionnels des analyses par spectrométrie de masse (Viswanathan et al. 2007).  

Au terme de ce développement, l’étape SPE s’est montrée réellement efficace pour 

l’analyse spécifique de PCSK9, mais également pour l’analyse globale d’autres protéines 

d’intérêt. Cette étape d’extraction améliore en effet les seuils de sensibilité (volume de plasma 

initial plus important) ainsi que la répétabilité du dosage. Dès lors, nous avons inclus cette 

étape à notre protocole standard multiplexe. Nous avons ainsi développé une méthode SPE 

générique en mesure d’extraire chaque protéine ciblée selon la même procédure. Les temps et 

coûts expérimentaux ont également été optimisés. 

 Entre la décongélation de l’échantillon et l’injection LC-MS/MS, 7 heures sont 

nécessaires contre 24 auparavant, et l’analyse d’un échantillon revient à environ 8,50 euros en 

matériel. Notre méthode multiplexe permet aujourd’hui l’analyse simultanée de dix-sept 

protéines très largement impliquées dans le métabolisme des lipides (soit 0,40 euros / protéine 

/ échantillon). Cependant, nous ne sommes toujours pas en capacité de réaliser les mesures 

d’enrichissement de certaines d’entre elles comme l’apo(a) de patients à taux très bas, 

l’apoB48 qui nécessite parfois de gros volumes de fraction de CM, l’apoA-V qui serait un 

pool précurseur très intéressant du fait de son taux de renouvellement très rapide, et d’autres 

comme PCSK9/CETP/LCAT/PLTP.  

Face aux limites techniques rencontrées pour la mesure des enrichissements des protéines 

faiblement abondantes, nous avons essayé d’inclure au protocole une étape de purification par 

immuno-déplétion afin de pouvoir utiliser de plus grands volumes d’échantillon et augmenter 

ainsi nos seuils de détection (Keshishian et al. 2009). Contrairement au principe d’immuno-

capture, cette méthode utilise des anticorps spécifiques des protéines les plus abondantes du 

plasma, comme l’albumine et les immunoglobulines, afin de les retirer à cause de leur pouvoir 

interférent. Cette méthode, bien que fonctionnelle, ne nous a pas permis d’atteindre nos 

objectifs pour PCSK9.  

Aussi, nous développons actuellement une étape d’immuno-capture de PCSK9 avant 

protéolyse. Le type de support (billes magnétiques) ainsi que l’anticorps spécifique de PCSK9 

(murin) ont été sélectionnés et la densité de greffage anticorps sur billes optimisée. Nous 

sommes actuellement en train d’établir les conditions optimales de capture de PCSK9. Notre 

but final sera de développer une méthode standard multiplexe, impliquant une immuno-
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capture mixte, pour les protéines peu abondantes afin de pouvoir réaliser l’analyse statique et 

dynamique de ces dernières par LC-MS/MS.  
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Article 5  

Fenofibrate decreases plasma ceramides in type 2 diabetic patients: a novel 

marker for CVD? 

 

Croyal M, Kaabia Z, León L, Ramin-Mangata S, Baty T, Fall F, Billon-Crossouard S, 

Aguesse A, Hollstein T, Sullivan DR, Nobecourt E, Lambert G, Krempf M  

Accepté par le Journal Diabetes and Metabolism le 13 avril 2017,  

 

 Bien que le Fenofibrate réduise les facteurs de risque d’accidents cardiovasculaires, son 

réel bénéfice sur ces pathologies reste controversé. Seuls quelques sous-groupes de patients 

présentant un risque plus élevé de maladies cardiovasculaires ont illustré son efficacité. Nous 

avons donc émis l’hypothèse que les marqueurs conventionnels utilisés lors de ces méta-

analyses ne sont pas en mesure d’expliquer totalement cette hétérogénéité de réponse. Nous 

avons choisi de réaliser une analyse lipidomique non-ciblée par LC-HRMS, chez des patients 

diabétiques avant et après traitement Fénofibrate, dans le but d’identifier de nouveaux 

marqueurs lipidiques. Aucun des patients sélectionnés (n = 102, étude FIELD) n’a été traité 

avec un traitement hypolipémiant autre que le Fénifibrate durant cette phase d’étude.  

 Notre approche non-ciblée nous a permis de mettre en évidence une très nette baisse des 

céramides plasmatiques après traitement. Cette observation a été confortée par une analyse 

LC-MS/MS quantitative, et 73 % des patients étudiés ont été concernés par cette réduction. 

En outre, seules les plus fortes concentrations basales de sphingolipides ont été 

significativement associées à cette réduction. Le Fénofibrate activant le PPARα, un régulateur 

clé du métabolisme des lipoprotéines, nous avons également appliqué notre méthode 

multiplexe pour la quantification des principales apolipoprotéines plasmatiques. Nos résultats 

ont montré que la diminution des céramides plasmatiques était probablement la conséquence 

de plusieurs mécanismes liés à leur synthèse, leur transport et leur catabolisme. Plusieurs 

travaux ont préalablement montré une élévation des céramides dans le cas de dyslipidémie et 

leur implication dans les pathologies cardiovasculaires. La diminution mesurée ici étant 

indépendante de la plupart des paramètres lipidiques usuels, notre étude suggère que les 

céramides pourraient être de nouveaux marqueurs d’intérêt dans l’évaluation de l’incidence 

cardiovasculaire après un traitement au Fénofibrate.  
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APPENDIX A 

Supplemental Table 1.Details of the elution methods. 

Methods Time (min) Mobile phase A (%) Mobile phase B (%) 

Non-targeted lipidomic1 

 

Acquity® CSH C18 column 

2.1 × 100 mm, 1.7 µm 

400 µL/min 

55 °C 

0.0 60 40 

2.0 57 43 

2.1 50 50 

12.0 46 54 

12.1 30 70 

18.1 1 99 

20.0 1 99 

22.0 60 40 

Targeted analysis of 
sphingolipids2 

 

Acquity® BEH C18 column    

2.1 × 50 mm, 1.7 µm 

400 µL/min 

60 °C 

 

0.0 

 

60 

 

40 

4.0 1 99 

5.5 1 99 

6.0 60 40 

8.0 60 40 

Targeted analysis of 
apolipoproteins3 

 

Acquity® BEH C18 column    

2.1 × 100 mm, 1.7 µm 

600 µL/min 

60 °C 

 

0.0 

 

99 

 

1 

5.0 50 50 

6.0 50 50 

7.0 99 1 

8.0 99 1 

1. Mobile phase A: 60/40 (acetonitrile/water, v/v) + 0.1% formic acid + 10 mM ammonium acetate – Mobile 

phase B: 90/10 (isopropanol/acetonitrile, v/v) + 0.1% formic acid + 10 mM ammonium acetate. 

2. Mobile phase A: 5/95 (acetonitrile/water, v/v) + 0.1% formic acid + 10 mM ammonium formate – Mobile 

phase B: 50/50 (isopropanol/acetonitrile, v/v) + 0.1% formic acid + 10 mM ammonium formate. 

3. Mobile phase A: 5/95 (acetonitrile/water, v/v) + 0.1% formic acid – Mobile phase B: 100% acetonitrile + 

0.1% formic acid. 
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APPENDIX B 

Supplemental Table 2 - Analytical parameters selected for the quantification of sphingolipids. 

Name Cone/collision (V) MRM transition (m/z) 

S1P d18:1 28/14 380.2 → 264.3 

S1P d17:1, IS 28/14 366.2 → 250.3 

Cer (d18:1/16:0) 28/26  538.5 → 264.3 

Cer (d18:1/18:1) 28/24 564.5 → 264.3 

Cer (d18:1/18:0) 30/26 566.5 → 264.3 

Cer (d18:1/20:1) 28/26 592.3 → 264.3 

Cer (d18:1/20:0) 28/26 594.3 → 264.3 

Cer (d18:1/22:1) 30/30 620.6 → 264.3 

Cer (d18:1/22:0) 30/30 622.6 → 264.3 

Cer (d18:1/24:1) 28/30 648.6 → 264.3 

Cer (d18:1/24:0) 34/26 650.6 → 264.3 

Cer (d18:1/17:0), IS 28/28 552.5 → 264.3 

SM (d18:1/16:0) 58/26 703.6 → 184.1 

SM (d18:1/18:1) 32/40 729.6 → 184.1 

SM (d18:1/18:0) 58/32 731.5 → 184.1 

SM (d18:1/20:1) 38/30 757.4 → 184.1 

SM (d18:1/20:0) 46/26 759.7 → 184.1 

SM (d18:1/22:1) 38/30 785.7 → 184.1 

SM (d18:1/22:0) 40/30 787.7 → 184.1 

SM (d18:1/24:1) 38/30 813.7 → 184.1 

SM (d18:1/24:0) 36/30 815.7 → 184.1 

SM (d18:1/17:0), IS 56/30 717.6 → 184.1 

MRM, multiple reaction monitoring; S1P, sphingosine-1-phosphate; Cer, ceramide; SM, sphingomyelin; IS, 

internal standard. 
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APPENDIX C 

Supplemental Table 3 - Mass spectrometry parameters used for peptide detection. 
 

Apolipoprotein (MW) Proteotypic peptide Fragment Cone/collision MRM transition (m/z) Range 

ApoA-I 

(28,079 Da) 

Peptide 

IS 

ATEHLSTLSEK 

ATEHLSTLSEK 

y10
2+ 

 

25/15 V 406.2 → 573.2 

408.9 → 577.2 

0.5-50 µmol/L 

10 µmol/L 

ApoA-II 

(17,416 Da) 

Peptide 

IS 

SPELQAEAK 

SPELQAEAK 

y6
+ 30/30 V 486.8 → 659.3 

490.3 → 667.3 

0.5-50 µmol/L 

10 µmol/L 

ApoB100 

(512,858 Da) 

Peptide 

IS 

NLQNNAEWVYQGAIR 

NLQNNAEWVYQGAIR 

y6
+ 

 

30/17 V 593.1 → 707.6 

596.4 → 717.6 

0.25-25 µmol/L 

1 µmol/L 

ApoC-I 

(6,627 Da) 

Peptide 

IS 

TPDVSSALDK 

TPDVSSALDK 

y9
2+ 40/23 V 517.4 → 466.8 

521.4 → 470.8 

0.05-5 µmol/L 

1 µmol/L 

ApoC-II 

(8,204 Da) 

Peptide 

IS 

TAAQNLYEK 

TAAQNLYEK 

y7
+ 

 

35/20 V 519.7 → 865.7 

523.7 → 873.7 

0.25-25 µmol/L 

1 µmol/L 

ApoC-III 

(8,765 Da) 

Peptide 

IS 

DALSSVQESQVAQQAR 

DALSSVQESQVAQQAR 

y8
+ 

 

40/35 V 858.9 → 887.5 

863.4 → 897.5 

0.25-25 µmol/L  

1 µmol/L 

ApoE 

(34,237 Da) 

Peptide 

IS 

LGPLVEQGR 

LGPLVEQGR 

y5
+ 

 

25/30 V 484.8 → 588.3 

489.3 → 598.3 

0.1-10 µmol/L 

1 µmol/L 

ApoM 

(21,253 Da) 

Peptide 

IS 

AFLLTPR 

AFLLTPR 

y5
+ 

 

30/10 V 409.3 → 599.5 

414.3 → 609.5 

0.1-10 µmol/L 

1 µmol/L 

MRM, multiple reaction monitoring; MW, molecular weights. Bold indicates the labeled amino acid [13C6, 
15N2]-K or [13C6, 

15N4]-R of internal standards (IS).
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APPENDIX D 

Supplemental Table 4 - Details of lipids identified in plasma samples using the in-house database 

(positive ionization mode). 

Classification Number of lipids Major adduct RT range (min) 

Glycerolipids 

TG 

DG  

 

19 

5 

 

[M+NH4]
+, [M+Na]+ 

[M+NH4]
+, [M+Na]+ 

 

16.02-16.68 

11.04-14.04 

Glycerophospholipids 

LPE 

PE 

LPC 

PC 

PI 

PS 

 

5 

16 

9 

37 

4 

5 

 

[M+H]+ 

[M+H]+ 

[M+H]+ 

[M+H]+ 

[M+NH4]
+ 

[M+H]+ 

 

1.18-2.11 

8.31-13.50 

0.95-1.98 

4.15-13.63 

5.26-6.83 

4.01-5.76 

Sphingolipids 

SM 

Cer 

 

16 

14 

 

[M+H]+ 

[M+H-H2O]+ / [M+H]+ 

 

5.44-14.82 

9.71-15.04 

Sterol lipids 

CE 

Sterols 

 

19 

4 

 

[M+NH4]
+, [M+Na]+ 

[M+H-H2O]+ 

 

13.46-17.12 

6.68-8.30 

TOTAL 153   

RT, retention time; TG, triglyceride; DG, diacylglyceride; LPE, lysophosphatidylethanolamine; PE, 

glycerophosphoethanolamine; LPC, lysophosphatidylcholine; PC, glycerophosphocholine; PI, 

glycerophosphoinositol; PS, glycerophosphoserine; SM, sphingomyelin; Cer, ceramide; CE, cholesteryl ester. 
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APPENDIX E 

Supplemental Figure 1 – Distribution of ceramide changes (Cer, %) throughout the cohort. 

 

APPENDIX F 

Supplemental Table 5 - Significant associations (Pearson test) between plasma lipids and 

apolipoproteins (n = 2 × 102, before and after Fenofibrate). 

Parameters r coefficient p value 

TG vs. adiponectin -0.25 < 0.001 

TG vs. apoC-II 0.40 < 0.001 

TG vs. apoC-III 0.45 < 0.001 

TG vs. apoE 0.35 < 0.001 

HDL-C vs. adiponectin 0.41 < 0.001 

HDL-C vs. apoA-I 0.36 < 0.001 

HDL-C vs. apoA-II 0.44 < 0.001 

LDL-C vs. apoB100 0.44 < 0.001 

S1P vs. apoM 0.35 0.009 

TG, triglycerides; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; 

apo, apolipoprotein; S1P, sphingosine-1-phosphate. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Ce projet nous a permis de montrer l’intérêt de la spectrométrie de masse pour la recherche 

et la caractérisation de nouveaux marqueurs lipidiques d’intérêt. Nos outils ont été utilisés 

avec succès pour l’évaluation de l’efficacité d’un traitement hypolipémiant (Fénofibrate) chez 

une population à risque (diabétiques de type 2). 

La mesure d’empreintes lipidiques implique ici l’utilisation de la spectrométrie de masse 

haute résolution en couplage avec la chromatographie liquide (LC-HRMS). Nous avons 

développé au sein du laboratoire une méthode standard permettant la détection de plusieurs 

milliers de variables caractérisées par un temps de rétention (RT), un rapport m/z et une 

intensité. Au terme de plusieurs étapes de développement, nous avons pu constituer une base 

de données solide, attribuant à plus de 200 variables spécifiques (RT et m/z) une espèce 

moléculaire précise. Ces attributions ont été réalisées en fonction des masses exactes 

mesurées en HRMS et des compositions élémentaires associées avec une précision de ± 5 

ppm, la pertinence des temps de rétention aux propositions et l’intérogation de bases de 

données en ligne (www.lipidmaps.org). Enfin, les schémas de fragmentation obtenus, après 

une ionisation positive et négative (MS/MS), nous ont permis de statuer sur l’identification 

des espèces et de clairement caractériser leur structure (Sandra et al. 2010 ; Gallart-Ayala et 

al. 2013). De nombreux composés standards commerciaux ont été utilisés pour ce 

développement méthodologique.  

Dès lors, nous avons choisi de réaliser notre étude lipidomique sur un nombre limité 

d’échantillon (n = 76, 38 patients appariés avant/après traitement) afin de pouvoir réaliser le 

test sur une unique expérimentation et éviter ainsi les dérives analytiques (RT, m/z, intensité) 

et les mauvaises interprétations. Comme recommandé pour les études non-ciblées, plusieurs 

échantillons contrôles (QC, n = 20) ont été inclus au test afin de vérifier la robustesse de 

l’analyse (Dunn et al. 2011). Après extraction des variables, nous avons identifié, sans à 

priori, celles correspondant à une espèce lipidique préalablement caractérisée dans notre base 

de données. Après élimination des données ne passant pas le test de répétabilité analytique 

(CV > 30 % dans les QC), les variables sélectionnées ont été soumises à des analyses 

statistiques multi-variées (Dunn et al. 2011 ; Gallart-Ayala et al. 2013). Ceci constitue une 

première limite à notre étude car nous ne pouvons pas exclure qu’une analyse globale de 

l’ensemble des variables nous aurait améné à la mise en évidence d’autres marqueurs 

d’intérêt. La recherche d’une variable discriminante parmi les autres implique l’utilisation 
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d’outils statistiques adaptés en mesure d’intégrer un jeu de données important. Les 

compétences nécessaires à l’utilisation de tels outils requièrent de solides compétences. Avec 

l’aide de l’infrastructure MetaboHub, nous allons implanter ces compétences au laboratoire 

afin d’acquérir une parfaite autonomie dans la gestion de ces données.  

Néanmoins, notre principal objectif était ici de trouver de nouvelles pistes pour de futures 

analyses quantitatives ciblées. Nous avons ainsi pu constater rapidement une diminution 

globale des céramides après le traitement Fénofibrate. Nous avons dès lors développé une 

analyse quantitative des principaux sphingolipides plasmatiques par LC-MS/MS afin de 

confirmer sans conteste notre première observation.  

Afin de documenter les mécanismes potentiellement mis en œuvre dans la réduction des 

céramides plasmatiques, nous avons également appliqué notre méthode multiplexe LC-

MS/MS pour la quantification des principales apolipoprotéines plasmatiques. Il aurait été 

intéressant de réaliser ces mêmes analyses (sphingolipides et apolipoprotéines) dans les sous-

fractions lipoprotéiques (Boon et al. 2013 ; Ng et al. 2015), mais les volumes disponibles 

étaient insuffisants pour envisager une séparation par ultracentrifugation ou FPLC. Nos 

résultats ont tout de même permis d’entrevoir certains aspects physiologiques en relation avec 

la réduction des céramides observée. A noter que pour l’ensemble des tests réalisés lors de 

cette étude (lipidomiques, sphingolipides, apolipoprotéines), moins de 100 µL de plasma 

furent nécessaires, plaçant ainsi la spectrométrie de masse comme une alternative de choix 

dans la recherche en santé humaine. 

Enfin, nos analyses ont permis de montrer que les céramides pourraient être d’intéressants 

marqueurs à considérer pour de futures analyses visant à évaluer l’intérêt du Fénofibrate sur 

les pathologies cardiovasculaires, notamment chez une population à risque. Malheureusement, 

nous n’avons pas pu évaluer cette incidence à cause du trop faible nombre d’échantillons à 

disposition dans cette étude. 
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Article 6  

Comparison of gas chromatography-mass spectrometry and gas 

chromatography-combustion-isotope ratio mass spectrometry analysis for 

in vivo estimates of metabolic fluxes 

 

Croyal M, Bourgeois R, Ouguerram K, Billon-Crossouard S, Aguesse A, Nguyen P, Krempf 

M, Ferchaud-Roucher V, Nobécourt E 

Anal Biochem. 2016, 500: 63-65. 

 

Le traceur que nous utilisons pour l’analyse des flux lipidiques est le 13C1,2-acétate. Le 

niveau d’enrichissement 13C/12C est majoritairement mesuré pour le cholestérol et ses dérivés 

estérifiés par GC-C-IRMS. Le principe de ce type de détecteur est de dégrader entièrement les 

molécules d’intérêt par combustion avant de mesurer précisément les rapports d’intensités des 

deux isotopes à l’échelle atomique. Cette technique de référence efface ainsi toute notion 

d’isotopologie et d’isotopomérie. Aussi, nous avons souhaité évaluer la viabilité de la GC-

MS, plus simple et à l’échelle moléculaire, pour l’obtention de ces mesures dans un souci 

d’étendre le spectre de ces analyses à d’autres composés lipidiques. Ce type d’études avait 

déjà été réalisé par la passé, mais aucune d’entre elles n’avait étudié les différents niveaux 

d’isotopologie (Pont et al. 1997 ; Stellaard & Lütjohann 2015). La comparaison entre les deux 

méthodes a donc été effectuée sur le cholestérol de dix chiens perfusés en 13C1,2-acétate (sur 

8 h). Bien que les valeurs moyennes laissent supposer une précision suffisante de la GC-MS 

pour ce type d’analyse, les courbes individuelles obtenues ont montré que la GC-C-IRMS 

reste la méthode de référence dans le cas d’études cinétiques. Ces imprécisions sont très 

critiques pour l’ajustement des modèles mathématiques lors de l’étape de modélisation. La 

GC-MS présente tout de même un intérêt certain pour la caractérisation isotopologique. En 

effet, le degré d’incorporation du traceur ne peut pas être mesuré par GC-C-IRMS. Cette 

donnée pourrait être représentative des divergences de mécanismes métaboliques comme en 

témoigne les résultats comparatifs obtenus chez le chien et l’Homme (n = 8) soumis à une 

perfusion de ce même traceur. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Cette étude nous a permis d’aborder l’analyse des flux lipidiques à nos analyses. Nous avons 

voulu évaluer la capacité des systèmes analytiques conventionnels à mesurer des enrichissements 

dans des protocoles impliquant des traceurs endogènes. Nous avons ainsi confirmé que dans le 

cas de composés à taux de renouvellement lent et présentant de faibles niveaux d’enrichissement, 

les couplages GC-C-IRMS sont plus sensibles et plus précis que les systèmes de type GC-MS et 

très probablement que ceux du type LC-MS/MS (Pont et al. 1997 ; Stellaard & Lütjohann 2015). 

A noter que cette observation est réellement valide dans le cas présent où le traceur choisi 

(13C1,2-acétate) entraine la formation de nombreux isotopologues, chacun associé à de nombreux 

isotopomères. La comparaison des deux systèmes nécessitant la conversion des données GC-MS 

(échelle moléculaire) en valeurs d’APE obtenues par GC-C-IRMS (échelle atomique), il n’est 

pas exclu que des erreurs de conversion, liées à une mauvaise estimation de la répartition 

isotopomérique, puissent biaiser les résultats. Globalement, bien que moins précise, l’analyse par 

GC-MS (et par extension par LC-MS/MS) reste possible à condition d’obtenir les données 

nécessaires à la modélisation selon la même approche (pool précurseur). De manière plus 

générale, le choix d’un traceur plus spécifique d’une classe de lipides ou apportant un 

enrichissement plus facilement ou précisément détectable (décalage en masse plus élevé), 

pourrait replacer les approches par GC-MS ou LC-MS/MS comme méthodes de choix pour ce 

type d’analyse (Castro-Perez et al. 2011 ; Previs et al. 2014). 

Notre étude a cependant montré que les analyses utilisant des systèmes conventionnels (GC-

MS, LC-MS, LC-MS/MS) présentent un intérêt non négligeable pour la caractérisation 

isotopologique de marqueurs lipidiques dans ce type de protocoles. Cette répartition 

isotopologique est très probablement régie par les nombreuses réactions enzymatiques 

nécessaires à la production des composés de l’organisme. Dès lors, nous pouvons émettre 

l’hypothèse qu’une étude approfondie des isotopologues, générés dans différents compartiments 

ou tissus après administration d’un traceur bien spécifique, pourrait élever notre niveau de 

connaissance quant aux connexions métaboliques mises en œuvre entre ces compartiments. En 

outre, il n’est pas impossible que cette répartition isotopologique puisse être altérée en fonction 

d’un état physiopathologique pour un même compartiment. Enfin, la répartition isotopologique 

naturelle de ces marqueurs moléculaires pourrait être le reflet de disfonctionnements 

métaboliques relatifs à divers effets isotopiques. 
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Malgré ces premiers résultats prometteurs, nous avons choisi de ne pas réaliser 

d’investigations supplémentaires dans ce domaine. En effet, la complexité des données générées 

et le grand nombre de questions qui y sont associées pourront faire l’objet d’un nouvel axe de 

recherche. En outre, l’utilisation de nouveaux traceurs, comme l’eau marquée, pourrait permettre 

une analyse plus approfondie et plus variée de cette thématique (Shankaran et al. 2016). 
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Article 7  

Stable isotope kinetic study of Apolipoprotein M 

 

Croyal M, Billon-Crossouard S, Goulitquer S, Leon L, Fall F, Chétiveaux M, Aguesse A, 

Moyon T, Nobécourt E, Krempf M 

En cours de rédaction 

 

Après synthèse et sécrétion dans la circulation sanguine, l’apoM est connue pour se lier 

majoritairement aux HDL avant d’être distribuée de façon minoritaire aux lipoprotéines 

contenant de l’apoB (Ren et al. 2015). L’apoM appartient à la famille des lipocalines et peut 

véhiculer de petits lipides fonctionnels tels que la sphingosine-1-phosphate (S1P). Elle est 

ainsi considérée comme le transporteur de la S1P au sein des lipoprotéines, et le couple 

apoM-S1P pourrait préserver de l’athérosclérose (Borup et al. 2015). Quelques études 

cinétiques ont déjà établi un lien entre le métabolisme des HDL et des LDL avec les 

concentrations plasmatiques de l’apoM (Ooi et al. 2010 ; Christoffersen et al. 2012). En 

revanche, aucune étude ne s’est concentrée sur les cinétiques même de l’apoM, ni sur l’action 

du couple apoM-S1P sur le métabolisme des HDL et des LDL. 

L’utilisation de nos nouveaux outils analytiques nous a permis d’acquérir un jeu de 

données quantitatives et cinétiques pour plusieurs patients (n = 14). Nous avons ainsi 

confirmé la présence d’apoM dans les fractions HDL (majoritaire) et LDL (minoritaire). Une 

fraction plasmatique libre, indépendante des lipoprotéines, a également été mise en évidence, 

et nos résultats ont confirmé la forte association apoM-S1P dans tous les compartiments 

plasmatiques. L’aspect global des courbes d’enrichissements, ainsi que les diverses 

corrélations obtenues entre nos données, ne nous ont pas permis de développer et de valider 

un modèle à plusieurs compartiments permettant d’expliquer les flux d’apoM entre les 

différentes classes de lipoprotéines. Cependant, l’analyse cinétique de l’apoM par modèles 

mono-compatimentés a montré que la voie des LDL semble être la principale source 

d’épuration de l’apoM. En outre, l’apoM pourrait être distribuée et échangée rapidement entre 

les particules de HDL et de LDL via le compartiment plasmatique libre servant de 

« réservoir ». Enfin, cette disposition à être échangée et retenue dans la fraction libre semble 

liée au profil lipidique des patients (triglycérides, cholestérol, HDL bas et/ou LDL haut). 
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ABSTRACT 

Apolipoprotein M (apoM) binds to HDL before to be exchanged with apoB-containing lipoproteins. 

ApoM is a chaperone of sphingosine-1-phosphate (S1P) within lipoproteins, and both compounds 

could promote atherosclerosis prevention. We aimed to describe the apoM kinetics to better define its 

potential benefit on atherosclerosis. Fourteen male subjects received a primed infusion of 2H3-Leucine 

for 14h and analyses were then performed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry from 

the hourly plasma samples. The fractional catabolic rates (FCR) and production rates (PR) of HDL-

apoA-I, HDL-apoA-II and apoM were calculated using mono-compartmental models. A multiple-

compartmental model was used for LDL-apoB100. ApoM FCR and PR were 0.712±0.049 pool/d and 

0.89±0.10 mg/kg/d in plasma, 0.275±0.024 pool/d and 0.19±0.02 mg/kg/d in HDL, 0.219±0.013 

pool/d and 0.01±0.00 mg/kg/d in LDL, respectively. We also found apoM in a non-lipoprotein related 

compartment (NLR) with a FCR of 0.314±0.051 pool/d and a PR of 0.19±0.06. Our results showed 

that apoM could be bound to HDL after secretion, and then quickly exchanged, via the NLR 

compartment, to LDL to be slowly catabolized. Unfortunately, we were not able to define a multiple-

compartmental model to fully describe apoM fluxes between compartments. However, the 

relationships between S1P and apoM were confirmed, even into the NLR compartment. Our results 

showed plasma triglycerides play a central role in both apoM and S1P distribution between 

lipoproteins and confirmed the key role of LDL fluxes in apoM turnover. Hence, our results raised 

new insights for further investigations, which will be required to define its potential benefit on 

atherosclerosis. 

KEYWORDS: apolipoprotein M, sphingosine-1-phosphate, stable isotope kinetic study, modeling 

  



Article 7 : Application, cinétique apoM et lipides Travaux personnels 

168 

INTRODUCTION 

Apolipoprotein M (apoM) is known to be associated with high-density lipoprotein (HDL), although a 

small proportion binds to apoB-containing lipoproteins, as low-density lipoproteins (LDL) (1-3). 

ApoM was shown to be involved in both lipoprotein and lipid metabolism (3), and could also be a 

mediator of several atheroprotective effects attributed to HDL (4-7). ApoM is mainly produced by the 

liver and the kidney (8, 9), and its plasma concentration correlates positively with total cholesterol 

(TC), HDL cholesterol (HDL-C) and LDL cholesterol (LDL-C) (10). ApoM is a member of lipocalin 

family and owns a hydrophobic pocket enabling the binding of small functional lipids, such as 

sphingosine-1-phosphate (S1P) (3). S1P is known to have protective actions on the cardiovascular 

system, and apoM constitutes its main plasma carrier with the albumin (11). However, the 

atheroprotective effects attributed to apoM in association with S1P remains an open question (12).   

Kinetic studies with stable isotope tracers have provided important knowledge in lipoprotein 

metabolism (13), recently improved by new advances in mass spectrometry (14-16). These new 

approaches, based on enzymatic proteolysis and targeted analysis of specific peptides by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), allowed the measurements of 

apolipoproteins not routinely studied (14). Previous reports have shown that plasma apoM 

concentrations were negatively associated with catabolic rates of HDL (17) and LDL (18). To our 

knowledge, no study focused on the apoM kinetics excepted one from Singh et al who analyzed the 

kinetics of several apolipoproteins in different HDL sub-fractions (16). Here, we aimed to perform 

several static and kinetic measurements of a wide range of lipoprotein components, including apoM, to 

give further insights on its metabolism and the potential links with cardiovascular prevention.  

MATERIALS AND METHODS 

Subjects and sample collection 

Fourteen male subjects carrying a broad range of lipid parameters (age: 18-63 years, body mass index: 

18.1-34.0 kg/m², 6 healthy subjects, 8 subjects with a mild hypertriglyceridemia) were enrolled. After 

an overnight fasting, each subject received a bolus of 10 µmole/kg 2H3-leucine, immediately followed 

by a constant infusion (10 µmole/kg/h) for 14 h. Blood samples were collected at 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 

10, 12, and 14 h, and the plasma was separated by centrifugation at 4 °C for 30 min.  

Plasma lipoprotein fractions, including very-low-density lipoprotein (VLDL), intermediate-density 

lipoprotein (IDL), LDL and HDL, were separated by sequential ultracentrifugation methods (19, 20) 

and by Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) as previously described (21). Samples were 

stored at -80 °C until analysis.  

The Ethics Committee of Nantes University Hospital approved the clinical protocol, and a written 

informed consent was obtained from each subject (CPPRB Pays de la Loire reference: 0266; reference 

trial number: NCT01216956). 
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Biochemical measurements 

Cholesterol and triglyceride (TG) concentrations were measured using enzymatic test kits from 

Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Germany) and proprotein convertase subtilisin/kexin type 

9 (PCSK9) plasma concentrations were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (R&D 

Systems, Lille, France). Non-HDL cholesterol (non-HDL-C) concentrations were calculated (non-

HDL-C = TC – HDL-C). 

 

Sphingosine-1-phosphate quantification 

S1P was quantified in plasma and lipoprotein fractions by a validated LC-MS/MS assay as described 

previously (22). The intra- and inter-assay variability of the analytical method was below 8% and 

recoveries were greater than 94%. 

 

Apolipoprotein quantification and enrichment measurements 

ApoA-I, apoA-II, apoB100, apoC-II, apoC-III, apoE and apoM were quantified in plasma and 

lipoprotein fractions using trypsin proteolysis and the subsequent analysis of proteotypic peptides by 

LC-MS/MS as described previously (15, 23).  
2H3-leucine enrichment measurements were assessed for apoA-I, apoA-II, apoB100 and apoM in 

lipoproteins fractions and plasma (apoM) using the same approach and data analysis was achieved as 

described in previous works (15, 24). For apoM, the analytical method was updated for mass 

spectrometry detection (supplemental Table S1).  

Apolipoprotein quantification and enrichment measurements were performed on 3 replicates of all 

kinetic time points. The intra- and inter-assay variability did not exceed 12%. The S1P/apoM molar 

ratio was calculated assuming an apoM molecular weight of 21,253 Daltons. 

 

Kinetic analysis 

Kinetic analysis was performed using the SAAM II modeling program (Epsilon Group, 

Charlottesville, VA, USA). HDL-apoA-I and HDL-apoA-II fractional catabolic rates (FCR) were 

estimated from the 14-hour samples with a mono compartmental model as described previously (15, 

25). Kinetic parameters of apoM were also calculated using a mono compartmental model. Kinetic 

data of LDL-apoB100 were calculated using a three compartmental model including VLDL- and IDL-

apoB100 enrichment measurements as previously described (26). Asymptotic VLDL-apoB100 plateau 

was used as pool precursor and pool sizes were considered to be constant as no significant variation 

was observed on apolipoprotein concentrations at different sampling times (concentration variations 

within 10%). According to this steady state, the FCR was equal to the fractional synthetic rate (FSR). 

Production rates (PR) were calculated by the product of the FSR and the pool sizes of apolipoproteins 

in lipoprotein fractions or plasma and assuming a plasma volume of 4.5% of body weight. 
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Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± standard error to the mean (SEM, unless otherwise specified), and 

coefficients of variation (CV, %) were calculated to express the inter-individual variability. Univariate 

statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (version 6.0, GraphPad Software 

Inc., La Jolla, CA, USA). Results were compared using the nonparametric Spearman correlation test 

(two-tailed). Results were considered statistically significant at p <0.05. Correlation networks were 

built to help visualizing variables with the same behavior. Correlation factors were calculated under R 

environment using the “cor” command. The correlation networks were calculated and visualized using 

the Cytoscape software (27) (http://www.cytoscape.org/) only including correlation coefficients >0.5.  

 

RESULTS 

Plasma apolipoprotein M and sphingosine-1-phosphate 

The patients displayed a broad range of lipid and apolipoprotein concentrations (Table 1), and total 

plasma apoM (1.7-4.5 mg/dL or 0.8-2.1 µmol/L) and S1P (122.3-396.4 nmol/L) were in the usual 

reported ranges. As expected, S1P and apoM were mainly recovered in HDL fractions (36% and 59%, 

respectively) and, in a lower extent, in LDL fractions (8% and 4%, respectively). We also observed 

that 56% of S1P and 37% of apoM appeared to be non-lipoprotein related (NLR). This was not due to 

technical processes as we obtained similar recovery with sequential ultracentrifugation and FPLC 

methods (supplemental Figure S1).  

Assuming a mean of three apoA-I units per HDL particles, we estimated that 5.1 ± 0.4 % (range 2.7-

7.3%) of HDL particles could carry one unit of apoM. These ratios were relatively homogeneous (CV 

=28.2%) although HDL particles are able to carry from two to four apoA-I units. In LDL, we 

estimated that 4.8 ± 0.8 % (range 0.9-9.1%) of particles could carry one unit of apoM. Considering 

one apoB100 per LDL particle, these ratios were relatively heterogeneous (CV =66.3%) but 

significantly associated with plasma TG (r =0.86, p <0.001), TC (r =0.55, p =0.05) and non-HDL-C (r 

=0.70, p =0.007). This strong variability was also observed for both NLR-S1P and NLR-apoM 

concentrations, which were significantly correlated with plasma TG (r =0.85, p <0.001 and r =0.71, p 

=0.006, respectively). The S1P/apoM molar ratios calculated in each sub-fraction were 0.22 ± 0.08, 

0.77 ± 1.06, 0.14 ± 0.04 and 0.43 ± 0.10, for total plasma, NLR, HDL and LDL, respectively. These 

ratios were again mainly heterogeneous in the NLR compartment (CV =137%) compared to the others 

(total plasma, CV =37.6%; HDL, CV = 31.6%; LDL, CV =22.5%).  

As expected (Figure 1), S1P and apoM concentrations were significantly correlated in all plasma 

compartments, with the strongest association in the LDL fraction. Additional associations with S1P 

and apoM are shown in supplemental Table S2. We observed strong associations between total plasma 

and LDL apoM concentrations (r =0.71, p =0.006), and between total plasma and LDL S1P 
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concentrations (r =0.63, p =0.019). Other associations obtained between lipids and apolipoproteins 

were investigated (supplemental Tables S3, S4 and S5), and the most relevant of them are represented 

in Figure 2. In plasma, we found significant associations between apoM and apoA-II, TG or non-

HDL-C. In both LDL and NLR fractions, apoM concentrations were positively associated with plasma 

TG, TC and their related parameters (plasma apoB100, PCSK9, apoC-II, apoC-III, apoE). Finally, in 

HDL, apoM concentrations were positively associated with HDL-apoA-I and HDL-apoA-II 

concentrations. Similar results were observed for S1P, but no significant association was obtained 

between S1P/apoM molar ratios and the other lipid data.   

 

Apolipoprotein kinetics 

Both total plasma and HDL apoM enrichment curves were similar (Figure 3). Enrichment curves 

obtained for apoM in both HDL and LDL fractions were within the same range than those obtained for 

HDL-apoA-I and LDL-apoB100, respectively. LDL-apoM enrichments presented a slight delay in 

comparison to those measured in HDL-apoM, suggesting that apoM could be released into the plasma 

via the HDL fractions and then exchanged to the LDL. In addition, apoM did not reach the asymptotic 

enrichment plateau in both compartments suggesting of slow turnover rate. Of note, NLR-apoM 

enrichments (bottom fractions from ultracentrifugation) were similar with those obtained in total 

plasma (supplemental Figure S2).  

From these enrichment data and the previous associations reported above, we were not able to define a 

common multiple compartmental model describing apoM kinetics in all lipoprotein fractions and for 

all the subjects. Therefore, we applied several mono compartmental models. Kinetic parameters 

obtained for apoM, apoA-I, apoA-II and apoB100 are summarized in Table 2.  

As shown in Table 3, plasma apoM FCR was strongly associated with LDL kinetics and especially 

with LDL-apoB100 FCR (r =0.68, p =0.010). Significant correlations were also found between LDL-

apoB100 FCR and LDL-apoM FCR (r =0.77, p =0.002), NLR-apoM FCR (r =0.75, p =0.003) and 

NLR-apoM PR (r =0.57, p =0.035). No association was found between HDL-apoM and HDL-apoA-I 

or HDL-A-II kinetics. 

Plasma apoM FCR also correlated with LDL-apoM FCR (r =0.54, p =0.048), NLR-apoM FCR (r 

=0.56, p =0.041) and NLR-apoM PR (r =0.68, p =0.009), while plasma apoM PR correlated with 

NLR-apoM FCR (r =0.55, p =0.045), NLR-apoM PR (r =0.81, p =0.001) and LDL-apoM PR (r =0.78, 

p =0.001). We also noticed strong associations between the FCRs of NLR-apoM and LDL-apoM (r 

=0.70, p =0.007), between PRs of NLR-apoM and LDL-apoM (r =0.76, p =0.002), and between PRs 

of NLR-apoM and HDL-apoM (r =-0.64, p =0.015). All together, these observations suggested the 

apoM kinetics in lipoproteins were mainly driven by the LDL catabolic pathway.   

Finally, plasma apoM PR was significantly associated with plasma PCSK9 concentrations, an effect 

also observed in both NLR and LDL compartments (Figure 4). We also found significant associations 

between apoM PRs and several lipid parameters (supplemental Table S6) suggesting that both TG and 
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LDL metabolisms could play a central role in apoM regulation. S1P concentrations were also strongly 

associated with apoM PRs in the different sub-fractions but not with the corresponding apoM FCRs. In 

addition, apoM FCRs did not correlate with lipid parameters except for HDL compartment, where an 

inverse association was found with HDL-apoA-I concentrations (r =-0.60, p =0.024), underlying the 

influence of HDL in apoM metabolism. Additional associations found between apoM or S1P 

concentrations and kinetic parameters of apolipoproteins are available in the supplemental Table S7. 

DISCUSSION 

Some cardiovascular beneficial effects of HDL were recently reported to be related to apoM, a 

physiological carrier of S1P. Chemistry of apoM and its anchorage in HDL via a retained signal 

peptide is well characterized, but little is known on its own metabolism (28). Most of the information 

came from animal models or extreme patients (3, 5, 17, 18), and kinetic studies with stable isotopes 

were warranted to understand how apoM is metabolized in humans (18). We therefore aimed to study 

apoM kinetics throughout plasma lipoproteins and we observed a relationship between LDL catabolic 

pathway and apoM kinetics. We do confirm a high affinity of apoM and S1P with HDL particles, and 

we also underlined that plasma TG are involved in apoM distribution and kinetics in the lipoprotein 

fractions.   

We first observed that apoM is primarily associated to HDL, even if a small proportion was found in 

apoB-containing lipoproteins, mainly LDL as previously reported (1, 2). We showed plasma apoM 

concentrations correlated with non-HDL-C but surprisingly not with HDL-C, LDL-C and TC as 

shown before (10, 17). This is probably due to the low number of included subjects, as the previous 

reports analyzed more patients (from 60 to 566) and obtained significant but slight correlations (r 

coefficient from 0.4 to 0.5). We also confirmed the strong association between apoM and S1P in total 

plasma, HDL and LDL (3, 11), but also in a non-lipoprotein related compartment (NLR).  

This NLR fraction was not extensively described as most of the studies focused on apoM distribution 

within plasma lipoproteins using gel electrophoresis or related methods (1, 2). Using two different 

approaches, we have identified an apoM fraction not carried by lipoproteins, which also contributed to 

the carriage of S1P in plasma besides the albumin (11). Both apoM and S1P varied heterogeneously in 

this compartment between the subjects in association with plasma TG. In addition, it was established 

that approximately 2% of LDL and 5% of HDL could carry apoM molecules (3). This was confirmed 

for HDL, while we noticed a strong heterogeneity in LDL, again in association with plasma TG. This 

influence of plasma TG on apoM concentrations was previously described (3, 18) and was suggested 

as a possible explanation to the increased levels of S1P reported in obese patients (29). A previous 

study also concluded that the ability of apoM to exchange between plasma lipoproteins could be 

related to a quick replenishment  of the pool of apoM in LDL from those of HDL, and subsequently to 

the catabolism of an apoM unit via the clearance of apoB-containing particles (18). In this report, the 
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authors also showed, as we observed, that elevated plasma TG increased apoM concentrations in LDL. 

On the same lines, another study demonstrated that apoM was bound preferentially in plasma LDL in 

patients with low HDL-C, usually observed with increased TG in the so-called “atherogenic 

dyslipidemia” (30). Our data reinforce the role of the atherogenic lipid profile as TG influenced apoM 

contents in LDL, but also in NLR fractions as well as S1P plasma concentrations. We can therefore 

speculate that plasma TG play a critical role for the transfer of apoM towards LDL particles. 

Unfortunately, from our kinetic data, we could not identify any mechanism as we did not observe any 

correlation between VLDL-apoB100 kinetics (not shown) and apoM concentrations or kinetics. It is 

likely that TG could modulate the strength of the apoM linkage by changing the composition of the 

HDL and LDL. A recent study has already pointed out the 10-fold stronger affinity of S1P/apoM with 

LDL compared to HDL (31). High TG could amplify this difference and facilitate the exchange of 

apoM from HDL to LDL but this need to be demonstrated.   

After synthesis, apoM is supposed to be secreted into the plasma where it binds to HDL (3) before to 

be exchanged with apoB-containing lipoproteins (18). Our kinetic measurements were in line with this 

hypothesis as we observed a slight delay between both HDL- and LDL-apoM kinetic curves. 

However, we were not able to establish  an “unique” multiple compartmental model able to describe 

the apoM kinetics and fluxes between all lipoprotein sub-fractions. Several combinations were tested 

to describe exchanges between HDL, NLR and LDL compartments. Despite to get great fittings of the 

curves, it was not possible to combine a high level of precision with a satisfactory balance of mass 

rates between the pools for all the studied subjects. This situation was previously reported for apoC-III 

for example and was likely a consequence of an insufficient set of data, or an inappropriate study 

design (32), but more likely to a too rapid exchangeability between particles (33).   

Due to the number of patients, we were not able to confirm the inverse associations found previously 

between plasma apoM and catabolic rates of HDL-apoA-I in 60 patients with hypertriglyceridemia 

(17). As mentioned earlier, TG play a central role on plasma apoM, but also on HDL-apoA-I 

catabolism (34), and it is unclear if this correlation remains when adjusted on TG. The lack of 

association we have observed could also suggest that apoM and apoA-I behaved differently through 

the HDL degradation and clearance. It is still not known if they remained together on the particles with 

the action of the hepatic lipase and the cholesterol exchange through the scavenger receptor class B 

type I (SR-B1).  

We confirmed that plasma apoM could be catabolized through LDL particles as previously reported 

(18), although LDL did not constitute its main carrier (1, 3, 18). As HDL-apoM pool size is much 

bigger than those of LDL-apoM, we hypothesized the HDL, as well as the NLR compartment, act as 

reservoirs for apoM, assuming a fast recycling and exchangeability between them until apoM 

clearance through LDL. We were not able to confirm the impact of LDL catabolic rate on the total 

plasma apoM concentration (18), probably again because of the number of patients, but we found a 

significant and positive association for catabolic rates of plasma and LDL apoM with LDL-apoB100. 
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Besides, production rates of apoM in plasma, NLR and LDL compartments, as well as LDL-apoM 

concentrations, were associated with PCSK9 plasma levels, a natural inhibitor of LDL receptor (35). 

All together, these data support the key role of the LDL receptor in the disappearance of plasma apoM.  

In sharp difference with the HDL, it is likely that the strong affinity of apoM with the LDL explained 

their joined clearance. Noteworthy, our kinetic data are not comparable with those recently reported on 

HDL-apoM on three subjects (16). We found lower catabolic or production rates as well as lower pool 

sizes. We have only enrolled men while two of the three subjects analyzed in the other study were 

women. It was shown that estrogens increased the synthesis of apoM (36) and sex differences are 

likely but deserve additional studies. TG are another candidates to explain such a difference as they 

appeared to increase the rate of LDL-apoM production by improving the exchanges of apoM between 

compartments.  

Finally, S1P is a signaling sphingolipid regulating pro- and anti-atherogenic processes, and increased 

plasma S1P concentrations could protect against atherosclerosis and related diseases (37). However, it 

remains difficult to clearly settle on the role of S1P within lipoproteins as distinct pools of plasma S1P 

exist (i.e. HDL-S1P vs albumin-S1P) with different physiological roles (11). We confirmed that 

circulating S1P increased in association with plasma TG as previously reported (29), and showed that 

elevated plasma S1P is related to apoM production rates in plasma and both LDL and NLR 

compartments, while no association was found with HDL-apoM kinetics. We have also identified a 

novel plasma pool of S1P in the plasma, which is not related to lipoproteins or plasma albumin, but to 

unbound apoM. Again, this novel plasma pool of S1P seemed to be sharply associated with plasma 

TG. The contribution of S1P to apoM fluxes between lipoprotein particles or to the apoM clearance 

via the LDL pathway is difficult to dissect out from our data. Kinetic studies of apoM and S1P plasma 

distribution in patients with extreme phenotypes (from identified mutations, e.g. familial 

hypercholesterolemia) or under specific treatments acting with different mechanisms (e.g. statins, 

fibrates, nicotinic acid) could be useful to gain further knowledges. 

In conclusion, we were able to investigate apoM kinetics in lipoprotein fractions using novel mass 

spectrometry-based methods. We also showed that plasma TG could play a central role in both apoM 

and S1P distribution between lipoprotein classes, and our results underlined the key role of LDL 

kinetics in apoM turnover. Hence, our results pave the way for further investigations, which are 

required to clearly settle the role of apoM in atherosclerosis prevention. 
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FIGURE CAPTIONS 

 

Figure 1 – Association of apolipoprotein M (apoM) and sphingosine-1-phosphate (S1P). 

Spearman associations between S1P and apoM (A) in plasma, (B) in HDL, (C) in LDL and (D) in 

non-lipoprotein related (NLR) fractions. 

 

Figure 2 – Associations of biochemical parameters. Correlation network obtained between 

biochemical parameters in plasma compartments. Only positive associations having r coefficients 

greater than 0.5 are presented. 

 

Figure 3 – Kinetics of targeted apolipoproteins. Mean ± SEM kinetic curves obtained over the 

course of the tracer infusion for all targeted apolipoproteins. M3: 2H3-Leucine labeled peptide, M0: 

unlabeled peptide, δ: baseline subtracted.  

 

Figure 4 – Association of apolipoprotein M (apoM) production rates (PR) and PCSK9 plasma 

concentrations. Spearman associations between PCSK9 and apoM PR (A) in plasma, (B) in HDL, 

(C) in LDL and (D) in non-lipoprotein related (NLR) fractions. 
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Table 1 - Concentrations of S1P, apoM and others lipid related data of the subjects in whole plasma 

and lipoproteins. Mean (range) expressed in mg/dL otherwise specified. 

 Plasma HDL VLDL LDL 

S1P (nmol/L) 269.0 (122.3-396.4) 98.0 (48.9-148.9) Not detected 21.0 (4.3-39.6) 

apoM 2.7 (1.7-4.5) 1.6 (0.8-2.5) Not detected 0.10 (0.02-0.19) 

apoA-I 136.3 (99.3-180.0) 123.4 (110.0-171.1) Not assayed Not assayed 

apoA-II 34.9 (22.5-66.5) 17.7 (9.7-26.5) Not assayed Not assayed 

apoB100 88.5 (50.1-140.2) Not assayed 8.1 (0.3-17.1) 63.3 (36.1-107.6) 

apoC-II 2.7 (1.7-3.7) 1.3 (0.1-2.5) 1.4 (0.1-2.5) Not detected 

apoC-III 15.3 (3.7-28.1) 4.0 (0.3-7.8) 9.4 (0.8-19.2) Not detected 

apoE 5.6 (1.6-9.0) 1.9 (0.3-4.2) 1.9 (0.4-5.3) Not detected 

PCSK9 (ng/mL) 224.9 (131.9-373.9) Not assayed Not assayed Not assayed 

Triglycerides 158.7 (47.0-340.0) 4.9 (0.4-15.0) 77.0 (4.8-187.0) 7.2 (0.5-18.7) 

Cholesterol 193.7 (125.0-276.1) 46.3 (26.9-65.9) 25.3 (7.7-51.3) 113.0 (63.1-185.2) 

S1P, sphingosine-1-phosphate; HDL, high-density lipoprotein; VLDL, very low-density lipoprotein; 

LDL, low-density lipoprotein; PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9. 
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Table 2 - Kinetic parameters of apolipoproteins (mean ± SEM, n = 14).  

Parameters Pool sizes (mg) FCR (pool/d) PR (mg/kg/d) 

Plasma apoM 105.3 ± 12.7 0.712 ± 0.049 0.892 ± 0.103 

NLR-apoM 41.6 ± 10.6 0.314 ± 0.051 0.192 ± 0.059 

HDL-apoM 59.6 ± 6.7 0.275 ± 0.024 0.188 ± 0.16 

LDL-apoM 4.1 ± 0.8 0.219 ± 0.013 0.010 ± 0.002 

LDL-apoB100 2,304.2 ± 224.5 0.344 ± 0.037 9.54 ± 1.32 

HDL-apoA-I 4,596.9 ± 362.6 0.278 ± 0.015 15.35 ± 0.85 

HDL-apoA-II 1,331.0 ± 181.3 0.283 ± 0.035 4.56 ± 0.74 

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NLR, non-lipoprotein related; FCR, 

fractional catabolic rate; PR, production rate. 
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Table 3 – Spearman associations obtained for plasma apoM kinetic parameters with lipoprotein 

kinetics (r coefficients, brackets indicate p values). 

 Plasma apoM kinetic parameters 

Parameters FCR  PR  

LDL-apoB100 FCR 0.68 (0.010) NS 

LDL-apoB100 PR NS NS 

HDL-apoA-I FCR NS NS 

HDL-apoA-I PR NS NS 

HDL-apoA-II FCR NS NS 

HDL-apoA-II PR NS NS 

HDL-apoM FCR NS NS 

HDL-apoM PR NS NS 

LDL-apoM FCR 0.54 (0.048) NS 

LDL-apoM PR NS 0.78 (0.001) 

NLR-apoM FCR 0.56 (0.041) 0.55 (0.045) 

NLR-apoM PR 0.68 (0.009) 0.81 (<0.001) 

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; FCR, fractional catabolic rate; PR, 

production rate; NS, not significant (p >0.05).  
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

 

Supplemental Table S1 - Analytical parameters selected for apolipoprotein detection. 

Apolipoprotein Peptide sequence Fragment Cone/collision (V) MRM transition (m/z) RT (min) 

ApoA-I 

28,079 Da 

M0 

M3 

IS 

ATEHLSTLSEK 

ATEHLSTLSEK 

ATEHLSTLSEK 

y10
2+ 25/15 V 406.2 → 573.2  

407.2 → 574.7 

408.9 → 577.2 

1.4 ± 0.1 

ApoA-II 

17,416 Da 

M0 

M3 

IS 

SPELQAEAK 

SPELQAEAK 

SPELQAEAK 

y6
+ 30/30 V 486.8 → 659.3 

488.3 → 662.3 

490.3 → 667.3 

1.5 ± 0.1 

ApoB100 

512,858 Da 

M0 

M3 

IS 

NLQNNAEWVYQGAIR 

NLQNNAEWVYQGAIR 

NLQNNAEWVYQGAIR 

y6
+ 

 

30/17 V 593.1 → 707.4 

594.1 → 707.4  

596.4 → 717.4 

2.6 ± 0.1 

ApoC-II 

8,204 Da 

M0 

IS 

TAAQNLYEK 

TAAQNLYEK 

y7
+ 

 

35/20 V 519.7 → 865.7 

523.7 → 873.7 

1.6 ± 0.1 

ApoC-III 

8,765 Da 

M0 

IS 

DALSSVQESQVAQQAR 

DALSSVQESQVAQQAR 

y8
+ 

 

40/35 V 858.9 → 887.5 

863.4 → 897.5 

2.2 ± 0.1 

ApoE 

34,237 Da 

M0 

IS 

LGPLVEQGR 

LGPLVEQGR 

y5
+ 

 

25/30 V 484.8 → 588.3 

489.3 → 598.3 

2.4 ± 0.1 

ApoM 

21,253 Da 

M0 

M3 

IS 

AFLLTPR 

AFLLTPR 

AFLLTPR 

y5
+ 

 

30/10 V 409.3 → 599.5 

410.8 → 602.5 

414.3 → 609.5 

2.6 ± 0.1 

M0, unlabeled peptide; M3, labeled peptide; IS, internal standard; MRM, multiple reaction monitoring; RT, retention time. Underlined L indicates the putative 

incorporation site(s) of 2H3-leucine. Bold indicates the labeled amino acid [13C6,
15N2]-K or [13C6,

15N4]-R. 
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Supplemental Table S2 - Spearman correlation matrix obtained between S1P and apoM in all compartments (colored cells for p <0.05; in grey, positive 

associations; in black, negative associations; na: not applicable). 

Parameters   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Plasma apoM (1)  1 na 
  

  
 

      

Plasma S1P (2)  2  na 
 

         

Plasma S1P/apoM (3)  3   na          

NLR-apoM (4)  4   
 

na         

NLR-S1P (5)  5   
 

 na      
 

 

NLR S1P/apoM (6)  6      na 
 

   
 

 

HDL-apoM (7)  7       na 
 

    

HDL-S1P (8)  8        na 
 

   

HDL S1P/apoM (9)  9         na    

LDL-apoM (10)  10          na 
 

 

LDL-S1P (11)  11          
 

na  

LDL S1P/apoM (12)  12  
 

   
 

   
  

na 

 

 

 

 

  



Article 7 : Application, cinétique apoM et lipides      Travaux personnels 

188 

Supplemental Table S3 - Spearman correlation matrix obtained for lipids and apolipoproteins in all compartments. 

Parameters   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 

Plasma apoA-I (1)  1 na 
 

                         

Plasma apoA-II (2)  2  na                          

Plasma apoB100 (3)  3   na                         

Plasma apoC-II (4)  4    na                        

Plasma apoC-III (5)  5    
 

na                       

Plasma apoC-II/C-III (6)  6      na                      

Plasma apoE (7)  7       na                     

Plasma PCSK9 (8)  8        na                    

Plasma CT (9)  9         na                   

Non-HDL-C (10)  10          na                  

Plasma TG (11)  11           na                 

HDL-apoA-I (12)  12            na                

HDL-apoA-II (13)  13             na               

HDL-apoC-II (14)  14              na              

HDL-apoC-III (15)  15               na             

HDL-apoE (16)  16                na            

HDL-C (17)  17                 na           

HDL-TG (18)  18                  na          

VLDL-apoB100 (19)  19                   na         

VLDL-apoC-II (20)  20                    na        

VLDL-apoC-III (21)  21                     na       

VLDL-apoE (22)  22                      na      

VLDL-TG (23)  23                       na     

VLDL-C (24)  24                        na    

LDL-apoB100 (25)  25                         na   

LDL-C (26)  26                          na  

LDL-TG (27)  27                           na 
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Supplemental Table S4 - Spearman correlations obtained between apoM and all lipid parameters (r 

coefficients, brackets indicate p values). Results that were no significant (p >0.05) in the 4 

compartments were not presented.  

Parameters Plasma apoM HDL-apoM LDL-apoM NLR-apoM 

Plasma apoA-II  0.640 (0.016) NS NS 0.555 (0.042) 

Plasma apoB100 NS NS 0.800 (0.001) 0.691 (0.008) 

Plasma apoC-II  0.785 (0.001) NS 0.804 (0.001) 0.781 (0.002) 

Plasma apoC-III 0.851 (<0.001) NS 0.839 (<0.001) 0.816 (0.001) 

Plasma apoE NS NS 0.590 (0.029) 0.676 (0.010) 

Plasma PCSK9 NS NS 0.701 (0.007) 0.558 (0.040) 

Plasma cholesterol NS NS 0.705 (0.006) 0.559 (0.040) 

Non-HDL cholesterol 0.552 (0.044) NS 0.826 (0.001) 0.673 (0.010) 

Plasma triglyceride 0.560 (0.040) NS 0.641 (0.016) 0.711 (0.006) 

HDL-apoA-I NS 0.620 (0.021) NS NS 

HDL-apoA-II NS 0.741 (0.003) NS NS 

HDL-apoC-II NS NS 0.539 (0.049) NS 

HDL-apoC-III NS 0.587 (0.030) NS NS 

HDL-apoE NS NS NS -0.645 (0.015) 

HDL triglyceride NS  NS 0.610 (0.023) NS 

VLDL-apoB100 NS NS 0.551 (0.044) 0.623 (0.020) 

VLDL triglyceride NS NS 0.797 (0.001) NS 

VLDL cholesterol 0.587 (0.030) NS 0.716 (0.005) 0.550 (0.044) 

LDL cholesterol NS NS 0.680 (0.009) NS 

LDL triglyceride NS NS 0.696 (0.007) NS 

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; VLDL, very low-density lipoprotein; 

NLR, non-lipoprotein related; PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9. NS: not 

significant (p >0.05). 

 

  



Article 7 : Application, cinétique apoM et lipides Travaux personnels 

190 

Supplemental Table S5 - Spearman correlations obtained between S1P and all lipid parameters (r coefficients, 

brackets indicate p values). Results that were no significant (p >0.05) in the 4 compartments were not presented.  

Parameters Plasma S1P HDL-S1P LDL-S1P NLR-S1P 

Plasma apoA-II  NS NS 0.714 (0.005) NS 

Plasma apoB100 NS NS 0.771 (0.002) NS 

Plasma apoC-II  NS NS 0.930 (<0.001) NS 

Plasma apoC-III 0.723 (0.005) NS 0.873 (<0.001) 0.657 (0.013) 

Plasma apoE NS NS 0.666 (0.011) NS 

Plasma PCSK9 0.669 (0.011) NS 0.733 (0.004) 0.634 (0.017) 

Plasma cholesterol NS NS 0.648 (0.014) NS 

Non-HDL cholesterol NS NS 0.789 (0.001) NS 

Plasma triglyceride 0.837 (<0.001) NS 0.657 (0.013) 0.846 (<0.001) 

HDL-apoA-I NS 0.726 (0.005) NS NS 

HDL-apoA-II NS 0.552 (0.044) NS NS 

HDL-apoC-II NS NS 0.570 (0.036) NS 

HDL-apoC-III NS 0.648 (0.014) NS NS 

HDL-apoE -0.700 (0.007) NS NS -0.726 (0.004) 

HDL triglyceride 0.719 (0.005) NS NS 0.723 (0.005) 

VLDL-apoB100 NS NS 0.591 (0.029) NS 

VLDL-apoE 0.572 (0.035) NS NS 0.594 (0.028) 

VLDL triglyceride 0.547 (0.046) NS 0.736 (0.004) NS 

VLDL cholesterol NS NS 0.596 (0.027) NS 

LDL-apoB100 NS NS NS -0.574 (0.035) 

LDL cholesterol NS NS 0.616 (0.021) NS 

LDL triglyceride 0.706 (0.006) NS 0.600 (0.026) 0.688 (0.008) 

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; VLDL, very low-density lipoprotein; NLR, non-

lipoprotein related; PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; S1P, sphingosine-1-phosphate. NS: 

not significant (p >0.05). 
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Supplemental Table S6 – Spearman correlations obtained for production rates of apoM in all compartments 

with lipid parameters (r coefficients, brackets indicate p values).  

 Production rates 

Parameters Plasma apoM NLR apoM HDL apoM LDL apoM 

Plasma apoA-I NS NS NS NS 

Plasma apoA-II  0.57 (0.035) NS NS NS 

Plasma apoB100 NS 0.62 (0.020) NS 0.81 (<0.001) 

Plasma apoC-II 0.69 (0.008) 0.65 (0.014) NS 0.82 (<0.001) 

Plasma apoC-III 0.77 (0.002) 0.69 (0.008) NS 0.90 (<0.001) 

Plasma apoE  NS NS NS 0.58 (0.031) 

Plasma S1P 0.56 (0.040) 0.65 (0.014) NS 0.70 (0.007) 

Plasma Cholesterol NS NS NS 0.69 (0.008) 

Non-HDL Cholesterol NS 0.59 (0.028) NS 0.81 (<0.001) 

Plasma triglycerides NS 0.62 (0.020) -0.076 (0.002) 0.73 (0.004) 

NLR-S1P NS 0.58 (0.029) NS 0.60 (0.027) 

HDL-apoA-I NS NS NS NS 

HDL-apoA-II NS NS 0.62 (0.021) NS 

HDL-apoC-II NS NS NS NS 

HDL-apoC-III NS NS NS NS 

HDL-apoE  NS -0.61 (0.021) 0.77 (0.002) -0.62 (0.020) 

HDL-S1P NS NS 0.54 (0.048) NS 

HDL cholesterol NS NS NS NS 

VLDL-apoB100 NS NS NS NS 

VLDL-apoC-II  NS NS NS NS 

VLDL-apoC-III NS NS NS NS 

VLDL-apoE  NS NS NS NS 

LDL-S1P 0.73 (0.004) 0.73 (0.005) NS 0.92 (<0.001) 

LDL-apoB100 NS NS NS NS 

LDL cholesterol NS NS NS 0.61 (0.024) 

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; VLDL, very low-density lipoprotein; NLR, non-

lipoprotein related. NS: not significant (p >0.05). 
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Supplemental Table S7 - Spearman correlations obtained for concentrations of S1P and apoM in all compartments with lipoprotein kinetic parameters (r coefficients, 

brackets indicate p values).  

 ApoM S1P 

Parameters Plasma NLR HDL LDL Plasma NLR HDL LDL 

LDL-apoB100 FCR NS NS NS NS NS NS NS NS 

LDL-apoB100 PR NS NS NS NS NS NS NS NS 

HDL-apoA-I FCR NS NS NS NS NS NS NS NS 

HDL-apoA-I PR NS NS 0.62 (0.020) NS NS NS NS NS 

HDL-apoA-II FCR NS NS NS NS NS NS NS NS 

HDL-apoA-II PR NS NS NS NS NS NS NS NS 

Plasma apoM FCR NS NS NS NS NS NS NS NS 

Plasma apoM PR 0.89 (<0.001) 0.76 (0.002) NS 0.70 (0.007) 0.56 (0.040) NS NS 0.73 (0.004) 

NLR-apoM FCR NS 0.60 (0.027) NS NS NS NS NS NS 

NLR-apoM PR 0.64 (0.015) 0.95 (<0.001) NS 0.58 (0.033) 0.65 (0.014) 0.59 (0.029) NS 0.73 (0.004) 

HDL-apoM FCR -0.64 (0.015) NS NS NS NS NS NS NS 

HDL-apoM PR NS -0.69 (0.008) 0.55 (0.044) NS NS NS 0.54 (0.048) NS 

LDL-apoM FCR NS NS -0.54 (0.049) NS NS NS NS NS 

LDL-apoM PR 0.77 (0.002) 0.85 (<0.001) NS 0.96 (<0.001) 0.70 (0.007) 0.60 (0.027) NS 0.92 (<0.001) 

FCR, fractional catabolic rate; PR, production rate; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NLR, non-lipoprotein related; S1P, sphingosine-1-

phosphate. NS: not significant (p >0.05). 
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Supplemental Figure S1 - Spearman correlation obtained between FPLC and ultracentrifugation (UC) for apoM 

recovering in lipoprotein fractions (HDL and LDL), and comparison of both methods using the Bland-Altman 

test (mean of paired results versus their differences). 

 
 
Supplemental Figure S2 - Pearson correlation obtained between apoM enrichments measured in the total 

plasma and in the NLR fraction (ultracentrifugation, bottom fraction), and comparison of paired data using the 

Bland-Altman test (mean of paired results versus their differences). Samples were arbitrarily selected (n = 36) at 

all kinetic time points. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 

Les modèles à plusieurs compartiments sont très informatifs mais requièrent l’acquisition 

préalable d’un grand nombre d’information (Barrett et al. 2006). Après revue de la littérature, 

nous avons pu établir que l’apoM est reliée à divers paramètres lipidiques (S1P, cholestérol, 

triglycérides…) et lipoprotéiques (cinétiques HDL et LDL). En outre, l’apoM est 

majoritairement synthétisée par le foie et le rein, rapidement liée aux HDL après sécrétion 

dans la circulation, puis délivrée aux lipoprotéines à apoB, notamment en présence de niveaux 

élevés de triglycérides et de cholestérol (Christoffersen et al. 2012 ; Ren et al. 2015).  

Au regard de ces informations, nous avons conclu qu’il était nécessaire d’étudier, en 

parallèle de l’apoM, les cinétiques HDL et VLD/IDL/LDL. Nous avons également estimé 

qu’il était important de mesurer les enrichissements de l’apoM dans le plasma total, les HDL 

et les lipoprotéines à apoB100 (absence de CM dans notre cas). L’application de notre 

méthode multiplexe nous a permis d’accéder très rapidement à ces informations, auxquelles 

nous avons ajouté le dosage d’apolipoproteines fortement associées au métabolisme des 

triglycérides (apoE, apoC-II et apoC-III). Nous avons également mis en place un dosage 

rapide et efficace de la S1P par LC-MS/MS afin d’étudier ses relations avec l’apoM. 

Nos premiers résultats nous ont montré que l’apoM et la S1P étaient quantifiables dans la 

plupart des fractions plasmatiques (plasma, HDL, LDL) à l’exception des VLDL et IDL. 

Nous avons ainsi rapidement observé que les deux composés n’étaient pas totalement 

récupérés dans ces fractions lipoprotéiques. Ceci était prévisible pour la S1P (Pyne et al. 

2016) mais non attendu pour l’apoM. Du fait de l’éventuelle échangeabilité de l’apoM entre 

les différentes classes de lipoprotéines, nous avons choisi de vérifier si ce phénomène n’était 

pas imputable à la méthode d’isolement par ultracentrifugation, à l’instar des apoC-III et apoE 

(Batal et al. 2000). Nous avons donc comparé nos rendements avec ceux obtenus à l’aide 

d’une méthode plus douce : la filtration sur gel (FPLC). Les deux approches ayant donné des 

résultats similaires, nous avons conclu que ce phénomène était probablement d’ordre 

physiologique. Dès lors, il nous est apparu essentiel de mesurer les enrichissements de l’apoM 

dans cette fraction plasmatique non-lipoprotéique. Notre première approche (basée sur 

l’aspect global des courbes obtenues dans le plasma, les HDL et les LDL) nous a conduits à 

penser que les enrichissments de la fraction non-lipoprotéique devraient être très proches de 

ceux mesurés dans le plasma. Cette hypothèse s’est avérée juste à en juger par la comparaison 

des enrichissements mesurés dans le plasma et les culots récupérés après ultracentrifugations 
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séquentielles. Néanmoins, nous ne pouvons pas totalement exclure un décrochage de l’apoM 

lors de ce procédé, même si ce dernier amène aux mêmes résultats que la FPLC. L’emploi de 

l’immuno-affinité pour l’isolement spécifique des lipoprotéines à apoA-I (HDL) et apoB100 

(VLDL/IDL/LDL) pourrait nous permettre de clairement statuer sur ce point. 

L’avantage majeur des avancées méthodologiques et technologiques est l’obtention d’un 

maximum de données en un temps très court. En revanche, leur analyse et leur interprétation 

deviennent souvent plus difficiles. Des matrices de corrélations ont donc été construites afin 

de sortir de notre jeu de données la substance nécessaire à la création d’un  modèle cinétique à 

plusieurs compartiments. Malgré cela, nous n’avons pas été en mesure de développer et de 

valider un tel modèle, commun à tous les patients, et capable d’associer les enrichissements 

obtenus dans chaque compartiment plasmatique tout en tenant compte de leurs tailles 

respectives (pools). En dépit de très bons ajustements des courbes d’enrichissement, il ne nous 

a pas été possible d’allier précision et équilibre des flux massiques. Ceci est probablement lié 

au fait que l’apoM est très rapidement échangée entre les différents compartiments, comme 

cela a été précédemment décrit pour l’apoC-III (Ooi et al. 2011). C’est d’ailleurs 

principalement la parfaite superposition des courbes VLDL-  et HDL-apoC-III, tout comme 

ici les courbes NLR- et HDL-apoM, qui avait permis aux auteurs d’arriver à cette conclusion. 

Nous avons donc opté pour des modélisations simples mono-compartimentales. Nos résultats 

montrent que l’apoM est probablement liée aux HDL après sécrétion, puis échangée aux LDL 

pour y être catabolisée. Nous avons également constaté que le compartiment non-

lipoprotéique pourrait agir comme « réservoir » d’apoM avant son recylcage par les HDL 

et/ou son épuration par les LDL.  

Probablement à cause du nombre de patients inclus dans cette étude (n = 14), nous n’avons 

pas été en mesure de confirmer les associations préalablement démontrées entre les 

concentrations plasmatiques d’apoM et les cinétiques HDL (n = 60, Ooi et al.) et/ou l’activité 

du récepteur aux LDL (n = 45, Christoffersen et al. 2012). En revanche, nos résultats 

abondent dans le sens d’une épuration de l’apoM via les LDL, que nous allons tenter de 

vérifier chez des patients atteints d’hypercholestérolémie familiale (mutation du récepteur aux 

LDL). Malgré l’absence de description des échanges en lipoprotéines, nos résultats ont permis 

de mettre en évidence l’importance de la fraction non-lipoprotéique, elle-même fortement 

associée aux profils athérogènes (dans notre cas, triglycérides élevés). Sans apporter de 

mécanisme cinétique particulier, de précédents travaux ont suggéré que le différentiel de 

concentrations circulantes en HDL (~20 µM) et LDL (~1 µM) pourraient justifier la faible 
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abondance d’apoM dans les LDL, et qu’une diminution de ce différentiel (abaissement des 

HDL) favoriserait l’échange de l’apoM vers les LDL (Karuna et al. 2011 ; Christoffersen et 

al. 2012). De plus, il a été montré récemment que l’apoM a une affinité beaucoup plus forte 

pour les LDL que pour les HDL (Fleming et al. 2016). Nos résultats abondent en ce sens. 

Enfin, nous avons pu confirmer les fortes associations entre la S1P et l’apoM. L’action de 

la S1P demeure néanmoins difficile à interprétrer étant donné qu’elle présente des propriétés à 

la fois pro- et anti-athérogènes suivant sa localisation (lipoprotéines, cellules, plasma…). 

L’étude de ses propres flux pourrait apporter de nouveaux éclairages quant à son action. 

Malheureusement, le traceur utilisé lors de notre étude (2H3-Leucine) ne permet pas 

l’obtention de ces informations. L’utilisation d’un traceur plus universel (2H2O) ou plus 

spécifique (13C16-palmitate) pourrait palier à ce problème. Néanmoins, la complexité des 

données qui pourrait en découler nécessite de développer des approches de modélisations 

complexes, qui nous conduirons à nous rapprocher d’autres centres experts (équipe des 

Professeurs G. Watts et H. Barrett, The University of Western Australia, Perth, Australie). 
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DISCUSSION GÉNÉRALE 

L’analyse cinétique des composants lipoprotéiques est réalisée essentiellement via 

l’utilisation de traceurs enrichis en isotopes stables. Ces analyses permettent de mettre en 

évidence les dérèglements engendrés par une pathologie, d’approfondir les connaissances des 

mécanismes biologiques sous-jacents et d’évaluer l’efficacité d’une intervention 

thérapeutique. A cause de la complexité de ces études, il est souvent nécessaire de caractériser 

au préalable les composés ciblés afin d’utiliser les traceurs adéquats dans les conditions 

physiologiques requises. Les analyses quantitatives et/ou les mesures d’empreintes 

métaboliques, en amont de ces études, présentent donc un grand intérêt. En outre, les 

évolutions instrumentales et techniques constantes font qu’il est désormais possible d’obtenir 

rapidement un large éventail de données. L’objectif de ce travail a donc été de développer des 

méthodes analytiques originales basées sur la spectrométrie de masse afin de caractériser de 

façon statique et dynamique les principaux constituants des lipoprotéines plasmatiques 

humaines. En conséquence, ces travaux ont pu être découpés selon trois axes : 

1) développements méthodologiques pour l’analyse des protéines, 2) développements 

méthodologiques pour l’analyse des lipides, et 3) application de ces outils à des études de cas 

concrets. Ce dernier chapitre a pour but d’établir un état des lieux de ce qui a été réalisé en 

réponse à ces objectifs, de ce qui est actuellement en cours de réalisation et des perspectives 

qui en découlent. 

DEVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES POUR L’ANALYSE DES PROTEINES 

Le développement des méthodes analytiques pour l’analyse quantitative, cinétique et 

polymorphique des protéines est sans conteste le point central des travaux présentés ici. La 

mise en place du protocole expérimental a nécessité de longues semaines d’ajustements et 

reste en constante évolution. Son principe, tel que validé aujourd’hui, réside dans l’hydrolyse 

enzymatique contrôlée d’un mélange complexe de protéines d’intérêts, impossibles à analyser 

simultanément à l’aide des méthodes courantes de la bioanalyse, de la biochimie et de la 

biologie moléculaire. Cette hydrolyse génère un ensemble de peptides dont il est possible de 

choisir un ou plusieurs candidats spécifiques de la ou des protéines ciblées. Ces peptides 

constituent une classe de molécules très adaptée à l’analyse par chromatographie liquide 

(phase inverse) couplée à la spectrométrie de masse en tandem basse résolution (LC-MS/MS) 



  Discussion générale & Conclusion 

198 

utilisant l’electrospray comme source d’ionisation, soit l’un des outils les plus courants des 

plateformes de spectrométrie de masse (triple quadripole, piège à ions…). A noter que 

l’élément central de cette approche réside dans le choix du peptide signature qui doit être 

adapté à la question biologique posée (enrichissement, polymorphisme, concentration). Au fur 

et à mesure des projets, nous avons pu établir une méthode multiplexe robuste permettant les 

analyses suivantes : 

• Quantification en plasma/sérum/fractions lipoprotéiques : apoA-I, apoA-II, apoA-IV, 

apoA-V (difficilement), apoB48 (difficilement), apoB100, apoC-I, apoC-II, apoC-III, 

apoE (isoformes E2, E3 et E4), apoM, apo(a), PCSK9 (difficilement), LCAT, CETP, 

PLTP et adiponectine. 

• Polymorphisme en plasma/sérum/fractions lipoprotéiques : glycosylation de l’apoC-III 

(apoC-III0, apoC-III1, apoC-III2), taille médiane de l’apo(a) (répétition du Kringle IV2) 

et phénotype quantitatif apoE2, apoE3 et apoE4. 

• Enrichissements en 2H3-leucine en plasma/sérum : apoA-I, apoA-II, apoA-IV, apoC-I, 

apoC-II, apoC-III, apoE (apoE2, apoE3 et apoE4), apoM, apo(a) (si concentrations 

supérieures à 150 nmol/L). 

• Enrichissements en 2H3-leucine en fractions lipoprotéiques : apoA-I, apoA-II, apoA-

IV, apoB48 (difficile), apoB100, apoC-I, apoC-II, apoC-III, apoE (apoE2, apoE3 et 

apoE4), apoM, apo(a) (si concentrations supérieures à 30 nmol/L). 

Aujourd’hui, il est possible de quantifier la plupart des protéines citées ci-dessus bien que 

certaines d’entre elles restent difficilement détectables (apoA-V, PCSK9 et apoB48), du fait 

des faibles concentrations circulantes (< à 20 nmol/L), ou tout simplement à cause des 

propriétés physico-chimiques des peptides marqueurs. En conséquence, il nous est encore 

impossible d’étudier plus en détails ces protéines d’un point de vue cinétique à l’exception de 

l’apoB48 que l’on peut concentrer et isoler par ultracentrifugations (chylomicrons). D’autres 

protéines, majoritairement circulantes (LCAT, CETP, PLTP et adiponectine), sont 

quantifiables mais insuffisamment concentrées pour l’étude des enrichissements. Enfin, pour 

ces mêmes raisons, l’étude approfondie du polymorphisme de certaines d’entre elles demeure 

impossible par spectrométrie de masse.  

Ce protocole expérimental permet d’utiliser entre 10 et 70 µL de prise d’essai (30 µL en 

routine) sans altération de son efficacité. Dans certains cas, le simple fait d’augmenter le 

volume d’échantillon dans la limite des 70 µL permet de contourner les limitations évoquées 
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précédemment. Dans le cas des fractions lipoprotéiques isolées par ultracentrifugations, les 

volumes importants générés (1-2 mL à partir de 3 mL de plasma) sont faciles à concentrer en 

amont par simple filtration, permettant ainsi de gagner jusqu’à un facteur 20 en sensibilité 

(cas des apoB48, apoB100, apo(a) et CETP) sans pour autant concentrer les interférents 

présents dans la matrice déjà éliminés lors de l’isolement. Ceci n’est malheureusement pas 

possible pour les protéines non liées aux lipoprotéines. Dès lors, nous avons entrepris de 

développer des méthodes spécifiques d’immunocapture en amont de notre protocole 

d’hydrolyse enzymatique. Le principe consiste à greffer un anticorps spécifique de la protéine 

d’intérêt sur un support adéquat (billes magnétiques). Les billes greffées sont ensuite ajoutées 

à l’échantillon dont le volume peut être plus important (250-500 µL). Après incubation et 

plusieurs étapes de lavage, il est ensuite possible d’isoler les billes greffées ayant capté la 

protéine d’intérêt dans un petit volume de tampon physiologique (50 µL) dépourvu des 

interférents matriciels. Il est alors possible de réaliser notre protocole initial sur ce complexe 

billes-anticorps-antigène à l’instar des fractions lipoprotéiques concentrées par filtration.  

En collaboration avec la plateforme de protéines recombinantes de Nantes (INSERM 

U892), nous développons actuellement ce procédé pour PCSK9 afin de mesurer les 

enrichissements de cette dernière, et nos premiers résultats sont très prometteurs (gain actuel 

en sensibilité × 20). Cette méthode sera également utilisée afin de caractériser 

quantitativement les différentes isoformes de PCSK9 dans le cas de mutations établies lui 

conférant un gain ou une perte de fonctionnalité, à l’instar de l’apoE (isoformes E2, E3 et E4). 

En outre, PCSK9 est normalement présente sous deux isoformes circulantes : l’une dite 

mature et active, et une seconde, clivée via un site furine, dite non active. La difficulté de 

l’analyse de ces deux isoformes réside dans le fait que le clivage endogène de PCSK9 est 

identique à celui généré dans le protocole in vitro via la trypsine. Après mise en place de notre 

protocole d’immuno-capture, l’utilisation d’une autre protéase sera donc nécessaire 

(remplacement de la trypsine par un combiné Lys-C+Glu-C, ou par la chymotrypsine). 

L’utilisation de nouvelles endoprotéases fait d’ailleurs, d’une façon plus générale, l’objet de 

toute notre attention de par la possibilité de générer de nouveaux peptides signatures plus 

significatifs dans la caractérisation polymorphique de certaines protéines. 

Enfin, ce procédé d’immuno-capture sera testé pour la mesure des enrichissements d’autres 

protéines cibles telles que l’apoA-V (synthèse rapide, excellent pool précurseur), l’apoB48 

(utile dans le cas d’études postprandiales, pool précurseur) et l’apo(a) dans le cas de patients 

présentant des concentrations circulantes très faibles (< 30 nmol/L). L’objectif final sera de 
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combiner les techniques d’immunocapture afin de faciliter les étapes expérimentales. Pour le 

cas particulier de l’apo(a), le développement d’une méthode d’isolement spécifique de ses 

deux isoformes circulantes en amont de l’analyse par LC-MS/MS fait également l’objet d’une 

atttention particulière. 

DEVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES POUR L’ANALYSE DES LIPIDES 

Le développement de méthodes analytiques quantitatives « à façon » pour l’analyse des 

lipides, et à base de chromatographie en phases gazeuse, liquide ou supercritique couplées à la 

spectrométrie de masse haute ou basse résolution, ne constitue pas aujourd’hui un enjeu 

majeur. En effet, un grand nombre de méthodes ciblées sont déjà disponibles dans la 

littérature (Löfgren et al. 2012 ; Zhou et al. 2014 ; Wei et al. 2015 ; Della Corte et al. 2015 ; 

Han 2016). Depuis le début de mon activité professionnelle en 2003, j’ai été amené à 

développer de nombreuses méthodes spécifiques pour la quantification de composés exogènes 

(xénobiotiques) et endogènes (acides aminés, amines biogènes, stéroïdes…) de bas poids 

moléculaires. Dans ce domaine, le véritable apport de cette thèse au laboratoire a été la mise 

en place d’une méthode non-ciblée permettant la mesure d’empreintes lipidiques à l’aide d’un 

système haute résolution (Q-TOF). J’ai pu ainsi utiliser différents outils qui m’étaient 

jusqu’alors inconnus tels que la MSE et la mobilité ionique. A l’aide de cet équippement, nous 

avons été en mesure de constituer une base de données solide indexant près de 200 espèces 

moléculaires lipidiques clairement identifiées et caractérisées en termes de structures. 

Néanmoins, lors des études non-ciblées, l’extraction des données génère plusieurs milliers de 

variables qu’il est encore difficile d’analyser dans leur ensemble. L’exploitation de ces 

résultats se fait majoritairement après sélection des variables identifiées comme étant l’un des 

200 marqueurs préalablement caractérisés. L’analyse multivariée des jeux de données 

« omiques » fait donc partie des prochainsobjectifs de notre équipe avec le soutien de 

MetaboHub et du « Workflow 4 Metabolomics ». 

Concernant les mesures cinétiques des lipides, trois approches distinctes peuvent être 

discutées. La première consiste à établir, à partir des traceurs couramment employés au sein 

du laboratoire (13C2-acétate), dans quelle mesure la cartographie isotopologique inter-

compartimentale (ou entre tissus) pourrait permettre d’expliquer diverses altérations du 

métabolisme des lipides. Cette approche nécessite uniquement le passage à d’autres 

techniques d’analyses (LC-HRMS, LC-MS/MS, GC-MS) que celle couramment utilisée 



  Discussion générale & Conclusion 

201 

jusqu’alors (GC-C-IRMS), comme discuté dans l’article 6. La seconde consiste à étendre le 

spectre des analyses cinétiques à d’autres espèces moléculaires lipidiques que le cholestérol, 

telles que les sphingolipides et les acylglycérols. Cette approche peut être envisagée à partir 

de techniques analytiques nouvelles (LC-HRMS, LC-MS/MS, GC-MS) ou usuelles (GC-C-

IRMS) avec le concours des traceurs couramment employés ou de nouveaux plus ou moins 

spécifiques (2H2O, 13C16-palmitate ou 13C18-oleate). Enfin, la troisième consiste à combiner les 

mesures d’empreintes lipidiques aux mesures d’enrichissements isotopiques afin de détecter 

de façon non-ciblée l’impact d’un traceur sur une ou plusieurs espèces lipidiques. De façon 

plus utopiste, l’étude isotopologique environnementale (c’est-à-dire l’abondance naturelle des 

isotopes en fonction de l’environnement) sur les altérations métaboliques pourrait découler de 

ce dernier axe (notion d’isotopomique). 

VERS LES EVOLUTIONS TECHNOLOGIQUES 

Les enjeux méthodologiques énoncés précédemment nécessitent le recours à des idées 

originales afin de contourner les limites associées aux outils analytiques. Néanmoins, force est 

de constater que les évolutions technologiques vont de pair avec les préoccupations des 

chercheurs et les nouveaux défis qu’ils se posent. Ainsi, il y a quelques années, il était 

difficile d’analyser de façon ciblée plus de 10 composés en simultané, alors qu’aujourd’hui il 

est possible d’en suivre plusieurs dizaines avec une meilleure sensibilité et en un temps 

d’analyse beaucoup plus court. De 

même, les résolutions des sytèmes 

n’ont cessé de s’accroitre, rendant 

les identifications et caractérisations 

structurales des composés inconnus 

plus fiables. Nous avons pu tester le 

dernier système triple quadripôle 

développé par la société Waters, ce 

qui m’a permis de constater l’état 

des évolutions technologiques sur ce type d’appareillage. Cette évolution est illustrée par la 

Figure ci-dessus où le peptide marqueur de PCSK9 a été utilisé à titre d’exemple. Il s’agit du 

même échantillon injecté sur notre système (Xevo TQ, 2011) puis sur le nouveau (Xevo TQ-

XS, 2016). Les conditions chromatographiques utilisées étaient identiques (même colonne, 
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même phases mobiles, même gradient), seules les transitions MRM ont été ajustées à 

l’appareil. Ainsi, en 5 ans, un gain en sensibilité considérable a été obtenu  pour ce type de 

composé (× 60, confirmé pour 4 autres peptides).  

VERS DE NOUVELLES METHODES DE MARQUAGE ISOTOPIQUE 

Les traceurs utilisés au sein du laboratoire sont particulièrement bien adaptés et ont fait 

leurs preuves pour les études cinétiques des protéines (2H3-leucine) et de certains lipides tels 

que le cholestérol (13C2-acétate).  

Cependant, après plusieurs essais conduits par LC-HRMS et LC-MS/MS, le 13C2-acétate 

s’est avéré peu adapté aux cinétiques de plusieurs espèces lipidiques telles que les 

triglycérides, les sphingolipides et les phospholipides. Ceci est probablement la conséquence 

d’un faible niveau d’enrichissement pour ces composés, lui-même dilué par divers états 

isotopologiques difficiles à déterminer sur ces molécules complexes. Nous allons néanmoins 

essayer de mesurer par GC-C-IRMS, technique plus robuste dans ce domaine, 

l’enrichissement 13C/12C au sein d’un acide gras majoritaire (l’acide palmitique) extrait par 

hydrolyse de différentes classes de lipides branchés (acylglycérols, phospholipides), 

préalablement séparées par extraction en phases solide/liquide. Ce test aura pour principal 

objectif d’étendre le spectre de nos analyses GC-C-IRMS à d’autres espèces lipidiques que le 

cholestérol. Sur ces mêmes échantillons, la mesure de la répartition isotopologique pourra être 

réalisée par GC-MS afin de décrire, à titre informatif, les niveaux d’enrichissements 

optimums inhérents aux différentes familles de lipides ciblées. 

D’autres types de traceurs plus spécifiques des lipides, comme le 13C16-palmitate, 

présentent un intérêt certain pour le suivi d’une chaine de réactions enzymatiques à l’origine 

de la synthèse de lipides complexes tels que les sphingolipides, les acylglycérols ou les 

phospholipides. Ces études pourraient être conduites in vitro sur cellules ou fractions 

subcellulaires (fraction S9, microsomes), voire in vivo chez le rongeur. L’avantage de ce type 

de traceur est le décalage en masse apporté par le niveau de marquage, rendant leur suivi plus 

facile et reproductible par les techniques LC-HRMS et LC-MS/MS. Ce type d’outils 

permettrait également de suivre plus spécifiquement diverses réactions enzymatiques 

impliquées dans le métabolisme des lipides. 
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Enfin, notre projet principal en ce qui concerne le marquage isotopique réside dans 

l’emploi de nouveaux traceurs ubiquitaires tels que l’eau marquée (2H2O ou H2
18O) (Castro-

Perez et al. 2011 ; Schierbeek et al. 2012 ; Zhou et al. 2012 ; Conway et al. 2012 ; Wilkinson 

et al. 2014 ; Previs et al. 2014). Les premières expériences pourraient être conduites in vitro 

(sur cellules) ou in vivo chez l’animal (souris, rats). Ce type de traceur devrait permettre un 

marquage universel de toutes les espèces moléculaires telles que les protéines, les lipides mais 

également tout autre métabolite. Le laboratoire est aujourd’hui doté d’une large gamme de 

méthodes de dosage ciblé pour les molécules de bas poids moléculaires (céramides, 

sphingomyélines, acides aminés, amines biogènes, sels biliaires, stérols…) pleinement 

compatibles avec ce type d’analyse. Il en est de même pour la méthode d’analyse des 

protéines ainsi que pour la méthode lipidomique. Le défi principal résidera dans le choix de 

l’isotopologue à analyser pour chaque espèce moléculaire, qu’il s’agisse d’un métabolite, d’un 

lipide ou d’un peptide. L’analyse de la distribution des isotopologues sera dès lors 

déterminante, tout comme la mise en place des conditions opératoires et d’analyse des 

données générées. En outre, l’apprentissage des outils de modélisation sera déterminant afin 

d’exploiter le plus précisément possible ces données. 

ANALYSE DES DONNEES A GRANDE ECHELLE 

Le développement de méthodes analytiques, toujours plus performantes, entraine la 

production d’un nombre très important de données statiques. Il s’agit d’un enjeu majeur des 

sciences « omiques ». L’étude de la relevance et de la significativité d’une variable parmi les 

autres implique l’utilisation d’outils adaptés capable d’ingérer un flux de données important. 

Les compétences nécessaires à ce type d’analyses sont aujourd’hui proposées par 

l’infrastructure MetaboHub qui va intervenir en soutien d’un programme de recherche 

hospitalo-universitaire (RHU Chopin) de métabolomique et de lipidomique, piloté par le 

laboratoire sur les aspects analytiques. Le but principal sera de développer une parfaite 

autonomie dans la gestion de ces données dans le cadre de cette collaboration. 

De la même manière, l’utilisation d’outils analytiques permettant d’évaluer les cinétiques 

d’enrichissement de plusieurs molécules en simultané, ainsi que l’intégration de nouveaux 

traceurs universels, conduit à la génèse d’un jeu de données important qu’il peut être difficile 

d’interpréter. Au-delà d’une optimisation de l’utilisation des logiciels de modélisation 

couramment utilisés (SAAM II par exemple), il faut envisager la mise en place de 
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collaborations ou de programmes de recherche probablement collaboratifs pour les analyses 

très complexes de ces vastes matrices de données. Ce point est actuellement en cours de 

discussion avec l’un des laboratoires de référence en ce domaine (équipe des Professeurs G. 

Watts et H. Barrett, The University of Western Australia, Perth, Australie). 

APPLICATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES 

D’un point de vu physiologique et fonctionnel, certains marqueurs protéiques phares des 

pathologies cardiovasculaires, comme l’apo(a) et PCSK9, nécessiteront une attention toute 

particulière. En effet, afin d’accroître notre niveau de connaissance sur ces protéines clés, 

l’intégration d’outils courants de la biologie moléculaire en amont des analyses LC-MS/MS 

est actuellement en cours. Ainsi, les procédés d’immuno-capture permettront de purifier et de 

concentrer ces protéines pour une analyse plus fine et plus sensible (enrichissements). 

L’utilisation de nouvelles endoprotéases, seules ou en combinaison, permettra de rechercher 

de nouveaux peptides signatures appropriés pour l’étude de modifications post-

traductionnelles (phosphorylation, glycosylation…) ou génétiques à l’origine de certains 

troubles pathologiques. L’utilisation de techniques séparatives complémentaires 

(électrophorèse, filtration sur gel…) pour isoler les isoformes circulantes de l’apo(a) 

permettra également de mieux comprendre les mécanismes d’action régissant son 

métabolisme, toujours sujet à controverse. 

Le développement de nouvelles méthodes analytiques, de nouveaux outils d’analyse et de 

nouveaux procédés opératoires vise avant tout à répondre aux questions biologiques. Les 

techniques mises en place permettront ainsi de mieux caractériser des échantillons complexes 

dans différents cas physiopathologiques. L’emploi de méthodologies permettant les mesures 

d’empreintes et la quantification multiple et simultanée de divers paramètres protéiques et 

métaboliques conduira à une meilleure appréciation des systèmes d’étude à l’échelle 

plasmatique et tissulaire. Il sera alors possible d’intégrer de nouveaux traceurs ou d’effectuer 

des marquages multiples afin de suivre de façon dynamique les différents paramètres modulés 

par un état physiopathologique, quelle que soit leur identité moléculaire. L’acquisition des 

compétences nécessaires à l’analyse et l’interprétation des nombreuses données générées se 

fera en partie par la mise en place de solides collaborations de recherche. Le projet apoM et 

S1P (article 7) est une illustration préliminaire de ce que le laboratoire souhaite réaliser à 

l’avenir ; l’intégration globale des dynamiques entre lipides et protéines. Pour ce projet, les 
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cinétiques propres de la S1P auraient d’ailleurs été très utiles à la compréhension des 

associations ligand-transporteur-lipoprotéines. 

CONCLUSION 

Les travaux réalisés durant cette thèse ont permis d’élargir le champ des analyses  réalisées 

jusqu’alors au laboratoire pour l’étude statique et dynamique des lipoprotéines. Concernant 

les lipides et autres métabolites, plusieurs méthodes quantitatives par GC-MS et LC-MS/MS 

ont été développées permettant le criblage de nombreuses molécules de bas poids moléculaire 

impliquées dans le risque cardiovasculaire. En outre, les mesures d’empreintes lipidiques 

globales par LC-HRMS ont permis d’appréhender sans a priori de nouvelles fenêtres 

d’investigation qu’il nous sera encore possible d’élargir par l’acquisition des compétences 

nécessaires au traitement de ces données.  La mise en place d’un criblage des apolipoprotéines 

par LC-MS/MS, tant statique que cinétique, a également conduit à un surcroit d’information 

de grande utilité dans la compréhension globale des dérèglements physiopathologiques 

associés au métabolisme des lipoprotéines. Les données acquises jusqu’alors vont permettre 

de mieux appréhender les outils d’analyses cinétiques, notamment dans le cadre de modèles 

complexes multi-compartimentés. Enfin, le développement de techniques biochimiques de 

pointe, pour une meilleure caractérisation moléculaire de certaines espèces protéiques 

impliquées dans le métabolisme des lipides, conduira à une meilleure compréhension des 

perturbations physiologiques associées au risque cardiovasculaire.  

L’ensemble de ces techniques analytiques amène d’ores et déjà à réfléchir quant à 

l’évolution des protocoles de marquage en amont des analyses biochimiques.  Fort de 

l’expérience acquise ou en cours d’apprentissage dans la gestion des données statiques 

comme dynamiques, l’utilisation de nouveaux traceurs isotopiques, tels que l’eau marquée, 

attire toute l’attention du laboratoire. La mise en place de ces nouveaux procédés de marquage 

nécessitera un développement rigoureux en amont (rongeur, cellules) afin de mieux maitriser 

les contraintes liées à ces évolutions avant leur utilisation chez l’homme. L’analyse et la 

modélisation des données est un enjeu tout aussi important qui va nécessiter un 

développement et des collaborations spécifiques. L’utilisation des nouvelles méthodes 

développées lors de ces travaux de thèse permettra d’appréhender cette transition, à l’instar du 

bouleversement technologique entrainé par l’utilisation des isotopes stables au début des 

années 1990.  
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Annexe A  
Exemples de structures chimiques des lipides 

 

Familles Sous-espèces Formules développées 

Acyls gras 

Acide gras  

 

Acide linolénique, 
C18:3 

 

 
 

Eicosanoïdes 

Leucotriène  

 

B4 (LTB4)  

Prostaglandine  

 

E1 (PGE1) 
 

Thromboxane  

 

A2 (TXA2) 
 

Prénols 
Coenzyme Q10  

CoQ10 

 

Stérols 

Stérol libre  

 

Cholestérol 

 

 
 

Stérol estérifié  

 

Cholestérol estérifié, 
acide stéarique C18:0 

 
 

Glycérolipides 

Triglycéride  

TG (50:1) ou  

TG (16:0/16:0/18:1) 
 

Diglycéride  

DG (32:0) ou  

DG (16:0/16:0)  
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Familles Sous-espèces Formules développées 

Sphingolipides 

Sphinganine  

Sph d18:0 

 

 
 

Sphingosine  

Sph d18:1 

 

 
 

Sphingosine-1-phosphate 
S1P 

 

 
 

Céramide 

Cer (d18 :1/16:0) 

 

 
 

Sphingomyéline 

SM (d18:1/16:0) 

 

 
 

Glycérophospholipides 

Acide phosphatidique 

 

 PA (34:1) ou  

PA (16:0/18:1) 

 

 

Phosphatidylcholine 

 

PC (34:1) ou 

PC (16:0/18:1  

Lysophosphatidylcholine 

 

LPC (16:0) ou  

PC (16:0/0:0) 
 

Phosphatidyléthanolamine 

 

PE (36:1) ou  

PE (18:0/18:1) 
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Plasmalogène 

 

PE (36:1p) ou 

PE (18:0p/18:1) 
 

 

Familles Sous-espèces Formules développées 

Glycérophospholipides 

Phosphatidylglycérol 

 

PG (34:1) ou 

PG (16:0/18:1) 

 

 
 

Phosphatidylinositol 

 

PI (34:1) ou 

 PI (16:0/18:1) 

 

 
 

Phosphatidylsérine 

 

PS (34:1) ou 

PS (16:0/18:1) 

 

 
 

Cardiolipine 

 

CL (72:8) ou  

CI (18:2/18:2/18:2/18:2 
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Annexe B  
Résumés des publications collaboratives 

 

PCSK9 Association With Lipoprotein(a) 

Tavori H, Christian D, Minnier J, Plubell D, Shapiro MD, Yeang C, Giunzioni I, Croyal M, 

Duell PB, Lambert G, Tsimikas S, Fazio S 

Circ Res, 2016, 119: 29-35 

ABSTRACT 

Rationale: Lipoprotein(a) [Lp(a)] is a highly atherogenic low-density lipoprotein-like particle 

characterized by the presence of apoprotein(a) [apo(a)] bound to apolipoprotein B. Proprotein 

convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) selectively binds low-density lipoprotein; we 

hypothesized that it can also be associated with Lp(a) in plasma. 

Objective: Characterize the association of PCSK9 and Lp(a) in 39 subjects with high Lp(a) 

levels (range 39-320 mg/dL) and in transgenic mice expressing either human apo(a) only or 

human Lp(a) (via coexpression of human apo(a) and human apolipoprotein B). 

Methods and results: We show that PCSK9 is physically associated with Lp(a) in vivo using 

3 different approaches: (1) analysis of Lp(a) fractions isolated by ultracentrifugation; (2) 

immunoprecipitation of plasma using antibodies to PCSK9 and immunodetection of apo(a); 

(3) ELISA quantification of Lp(a)-associated PCSK9. Plasma PCSK9 levels correlated with 

Lp(a) levels, but not with the number of kringle IV-2 repeats. PCSK9 did not bind to apo(a) 

only, and the association of PCSK9 with Lp(a) was not affected by the loss of the apo(a) 

region responsible for binding oxidized phospholipids. Preferential association of PCSK9 

with Lp(a) versus low-density lipoprotein (1.7-fold increase) was seen in subjects with high 

Lp(a) and normal low-density lipoprotein. Finally, Lp(a)-associated PCSK9 levels directly 

correlated with plasma Lp(a) levels but not with total plasma PCSK9 levels. 

Conclusions: Our results show, for the first time, that plasma PCSK9 is found in association 

with Lp(a) particles in humans with high Lp(a) levels and in mice carrying human Lp(a). 

Lp(a)-bound PCSK9 may be pursued as a biomarker for cardiovascular risk. 
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Identification of novel APOB mutations by targeted next-generation 

sequencing for the molecular diagnosis of familial hypobetalipoproteinemia 

Rimbert A, Pichelin M, Lecointe S, Marrec M, Le Scouarnec S, Barrak E, Croyal M, Krempf 

M, Le Marec H, Redon R, Schott JJ, Magré J, Cariou B 

Atherosclerosis, 2016, 250: 52-56 

ABSTRACT 

Background and aims: Familial hypobetalipoproteinemia (FHBL) is a co-dominant disorder 

characterized by decreased plasma levels of LDL-cholesterol and apolipoprotein B (ApoB). 

Currently, genetic diagnosis in FHBL relies largely on Sanger sequencing to identify APOB 

and PCSK9 gene mutations and on western blotting to detect truncated ApoB species. 

Methods: Here, we applied targeted enrichment and next-generation sequencing (NGS) on a 

panel of three FHBL genes and two abetalipoproteinemia genes (APOB, PCSK9, ANGPTL3, 

MTTP and SAR1B). 

Results: In this study, we identified five likely pathogenic heterozygous rare variants. These 

include four novel nonsense mutations in APOB (p.Gln845*, p.Gln2571*, p.Cys2933* and 

p.Ser3718*) and a rare variant in PCSK9 (Minor Allele Frequency <0.1%). The affected 

family members tested were shown to be carriers, suggesting co-segregation with low LDL-C. 

Conclusions: Our study further demonstrates that NGS is a reliable and practical approach for 

the molecular screening of FHBL-causative genes that may provide a mean for deciphering 

the genetic basis in FHBL. 
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PCSK9 and lipoprotein (a) levels are two predictors of coronary artery 

calcification in asymptomatic patients with familial hypercholesterolemia 

Alonso R, Mata P, Muñiz O, Fuentes-Jimenez F, Díaz JL, Zambón D, Tomás M, Martin C, 

Moyon T, Croyal M, Thedrez A, Lambert G 

Atherosclerosis, 2016, 254: 249-253 

ABSTRACT 

Background and aims: We aimed to assess whether elevated PCSK9 and lipoprotein (a) 

[Lp(a)] levels associate with coronary artery calcification (CAC), a good marker of 

atherosclerosis burden, in asymptomatic familial hypercholesterolemia. 

Methods: We selected 161 molecularly defined FH patients treated with stable doses of 

statins for more than a year. CAC was measured using the Agatston method and quantified as 

categorical variable. Fasting plasma samples were collected and analyzed for lipids and 

lipoproteins. PCSK9 was measured by ELISA, Lp(a) and apolipoprotein (a) concentrations by 

inmunoturbidimetry and LC-MS/MS, respectively. 

Results: Circulating PCSK9 levels were significantly reduced in patients without CAC (n = 

63), compared to those with CAC (n = 99). Patients with the highest CAC scores (above 100) 

had the highest levels of circulating PCSK9 and Lp(a). In multivariable regression analyses, 

the main predictors for a positive CAC score was age and sex followed by circulating PCSK9 

and Lp(a) levels. 

Conclusions: In statin treated asymptomatic FH patients, elevated PCSK9 and Lp(a) levels 

are independently associated with the presence and severity of CAC, a good predictor of 

coronary artery disease. 
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PCSK9 Modulates the Secretion But Not the Cellular Uptake of 

Lipoprotein(a) Ex Vivo : An Effect Blunted by Alirocumab 

Villard EF, Thedrez A, Blankenstein J, Croyal M, Thi-Thu-Trang T, Poirier B, Le Bail JC, 

Illiano S, Nobécourt E, Krempf M, Marais AD, Blom DJ, Muslin AJ, Guillot E, Lambert G 

JACC Basic Transl Sci, 2016, 1: 419-427 

SUMMARY 

To elucidate how the proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) inhibitor 

alirocumab modulates lipoprotein(a) [Lp(a)] plasma levels, the authors performed a series of 

Lp(a) uptake studies in primary human hepatocytes and dermal fibroblasts and measured 

Lp(a) secretion from human hepatocytes. They found that Lp(a) cellular uptake occurred in a 

low-density lipoprotein receptor–independent manner. Neither PCSK9 nor alirocumab altered 

Lp(a) internalization. By contrast, the secretion of apolipoprotein (a) from human hepatocytes 

was sharply increased by PCSK9, an effect that was reversed by alirocumab. They propose 

that PCSK9 does not significantly modulate Lp(a) catabolism, but rather enhances the 

secretion of Lp(a) from liver cells. 

HIGHLIGHTS 

• Unlike LDL uptake, Lp(a) uptake is not altered by PCSK9 or PCSK9 inhibition in 

primary human hepatocytes and in primary dermal fibroblasts isolated from familial 

hypercholesterolemic and non–familial hypercholesterolemic patients. 

• Lp(a) uptake is occurring in the absence of a functional LDL receptor and is not affected 

by LDL receptor blockade with monoclonal antibodies. 

• Lp(a) cellular binding and whole particle uptake are not altered by PCSK9. 

• The secretion of Lp(a) from primary human hepatocytes is enhanced by PCSK9, an effect 

that is blunted by PCSK9 inhibition with alirocumab. 
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The complexity of lipoprotein (a) lowering by PCSK9 monoclonal 

antibodies 

Lambert G, Thedrez A, Croyal M, Ramin-Mangata S, Couret D, Diotel N, Nobécourt-Dupuy 

E, Krempf M, LeBail JC, Poirier B, Blankenstein J, Villard EF, Guillot E 

Clin Sci (Lond), 2017, 131: 261-268 

ABSTRACT 

Since 2012, clinical trials dedicated to proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) 

inhibition with monoclonal antibodies (mAbs) have unambiguously demonstrated robust 

reductions not only in low-density lipoprotein (LDL) cholesterol (LDL-C) but also in 

lipoprotein (a) [Lp(a)] levels. The scientific literature published prior to those studies did not 

provide any evidence for a link between PCSK9 and Lp(a) metabolism. More recent 

investigations, either in vitro or in vivo, have attempted to unravel the mechanism(s) by which 

PCSK9 mAbs reduce circulating Lp(a) levels, with some showing a specific implication of 

the LDL receptor (LDLR) in Lp(a) clearance whereas others found no significant role for the 

LDLR in that process. This elusive pathway appears clearly distinct from that of the widely 

prescribed statins that also enhance LDLR function but do not lower circulating Lp (a) levels 

in humans. So how does PCSK9 inhibition with mAbs reduce Lp(a)? This still remains to be 

established. 

 

 


