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    Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un 

nouveau concept, celui du « stress oxydant », une situation où la cellule ne contrôle plus la 

présence excessive de radicaux oxygénés et d’espèces réactives oxydantes toxiques. Les 

conséquences du stress oxydant sont multiples et importantes, il provoque des lésions de 

diverses molécules biologiques telles que les lipides par le biais des radicaux hydroxyle qui 

vont affecter les acides gras polyinsaturés, les protéines étant les plus sensibles aux attaques 

radicalaires aboutissant à l’inactivation de nombreuses enzymes et protéines de transport , les 

acides nucléiques en particulier l’ADN et les glucides. 

    Un intérêt sans cesse croissant est porté à l’étude de l’oxydation des lipides dans les 

systèmes biologiques par l’intermédiaire de réactions radicalaires en chaîne non contrôlées 

aboutissant à de nombreux types de lésions cellulaires. Dans les LDL, l’oxydation des lipides 

joue un rôle majeur dans le développement de l’athérosclérose. L’oxydation des lipides est 

impliquée également dans la plupart des maladies humaines telles que le cancer, le 

vieillissement accéléré, le diabète, la maladie d’Alzheimer et le rhumatisme.  Pour réguler ces 

réactions d’oxydation, l’organisme a développé ses propres systèmes de défense antioxydants. 

De nombreuses études s’accordent aujourd’hui sur l’importance de la contribution des 

antioxydants dans la lutte contre les maladies associées au stress oxydant.  

    Dans un souci de prévention, il conviendra donc de disposer d’outils performants 

permettant d’évaluer correctement le statut de stress oxydant chez un individu afin d’apporter 

les corrections nécessaires pour optimaliser nos défenses antioxydantes et diminuer les 

dommages oxydatifs induits par les espèces réactives d’oxygène au niveau des lipides, 

suscitant ainsi les praticiens à rechercher de nouvelles méthodes et technologies pour analyser 

avec précision les lipides peroxydés.  

    Nous nous sommes intéressé dans notre étude à « L’électrophorèse » l’une des méthodes de 

séparation des molécules chargées électriquement qui s’applique principalement à la 

biochimie et à la biologie moléculaire permettant  d’obtenir un rendement de séparation élevé 

en utilisant un procédé relativement simple, facile d’accés et adapté aux conditions de nos 

laboratoires en algérie. Les techniques électrophorètiques, en particulier sur acétate de 

cellulose permettent une différenciation et une évaluation rapide des trois principales fractions 
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des lipoprotéines (HDL, VLDL et LDL), d’où l’intérêt de cette méthode  dans l’évaluation de 

l’effet de l’oxydation sur les lipoprotéines sériques.  

    Dans un premier temps nous avons induit une oxydation in vitro des lipoprotéines par deux 

oxydants (CuSO4 et H2O2) à la fois sur le sérum total et sur les fractions séparées, puis nous 

avons évalué l’effet de cette oxydation par la technique d’électrophorèse sur acétate de 

cellulose en comparant les vitesses de migration des différents profils éléctrophoretiques des 

lipoprotéines normales et oxydées et enfin nous avons étudié l’effet de deux antioxydants 

(vitamine C et E) sur les lipoprotéines du sérum total en présence et en absence d’oxydants.  



I. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 



Chapitre 1 : Les lipoprotéines 
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1. Généralités sur les lipides :

     La parfaite connaissance du métabolisme des lipides est importante pour la compréhension 

de plusieurs domaines biomédicaux d’actualité, tels  que l’obésité, l’athérosclérose et les 

maladies cardiovasculaires, etc. 

      Les lipides forment un groupe hétérogène de composés apparentés d’avantage par leurs 

propriétés physiques que celles chimiques. Ils ont une propriété commune, celle d’être 

relativement insolubles dans l’eau et plutôt solubles dans les solvants non polaires tels que 

l’éther, le chloroforme et le benzène [1].  

    Ils sont principalement constitués de carbone, d’hydrogène et d’oxygène avec une densité 

inférieure  à celle de l’eau. Les lipides sont caractérisés par la présence dans la molécule d’au 

moins un acide gras à chaine moyenne, longue ou très longue capable de se condenser avec 

des alcools ou des amines [2]. 

     Les lipides ont de nombreuses fonctions, ils jouent un rôle structural grâce aux 

phospholipides et aux sphingolipides qui s’associent pour former une double couche 

lipidique, cette dernière constitue avec le cholestérol les membranes biologique [3] [figure1] 

[4]. Ils forment aussi une réserve énergétique efficace constituée de  triglycérides TG [5]. Ils 

assurent par ailleurs la signalisation cellulaire, la synthèse des éicosanoides, des hormones 

stéroides et des vitamines liposolubes (A, D, E, K) [6-8]. 
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Figure 1: Représentation tridimensionnelle d'une membrane biologique 

 A l’ancienne classification en lipides simples et complexes, on substitue actuellement une 

classification plus chimique [9] [figure 2] [10].  
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Figure 2:Classification des lipides 
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2. Principaux lipides :

 Les principaux lipides faisant l’objet de notre étude sont les TG et le cholestérol : 

2.1. Triglycérides : 

     On devrait appeler les TG «  triacylglycérols » terme plus juste sur le plan chimique mais 

peu usuel en pratique clinique. Ils sont constitués par une molécule de glycérol estérifié par 

trois AG à longue chaine comme l’acide stéarique (18 atomes de carbone) ou l’acide 

palmitique (16 atomes de carbone) [11] [figure3] [12]. 

       Les TG sont la forme d’apport alimentaire, de transport plasmatique et de stockage 

intracellulaire des acides gras. Ces réserves représentent environ 12% du poids corporel chez 

l’homme d’un poids normal et lui permettent de  résister physiquement pendant plusieurs 

semaines. Leurs métabolisme a lieu principalement dans l’intestin, le tissu adipeux, les 

muscles, myocarde, et le foie [10,13] [figure4] [14].   Ce sont les plus insolubles des lipides 

simples, ils se fixent sur des protéines comportant des zones apolaires, par les liaisons 

hydrophobes, ce qui permet leur transport dans les milieux aqueux comme le sang. Ils 

constituent ainsi les lipoprotéines plasmatiques du groupe beta (chylomicron, VLDL, LDL) 

[7].  
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Figure 3: La structure des triglycérides 

Figure 4: Etapes principales dans la digestion des TG alimentaires impliqués dans 
l'absorption des AG et leur devenir métabolique 
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2.2. Cholestérol : 

    Le cholestérol est le plus abondant stérol des tissus animaux ; il est constitué de 4 cycles 

accolés (noyaux cholestane) ; une double liaison et une fonction alcool estérifiable par un AG 

pour donner un stéride [15] [figure5] [16]. 

    Les besoins de l’organisme en cholestérol (1.2 g /24h) sont couverts par l’alimentation (0.2 

g) Et surtout par la synthèse endogène (1g) [17]. Le cholestérol est synthétisé essentiellement

dans le foie par des polymérisations successives à partir du groupement acétyle de l’acétyl-

CoA. Il est distribué par le foie aux cellules et circule dans le sang inclus dans les 

lipoprotéines LDL  [16].  

   Le cholestérol est le précurseur de la synthèse [17] : 

 des acides biliaires dans le foie,  indispensables à la digestion des lipides

 des hormones stéroïdes dans les organes stéroïdogènes (corticosurrénales, gonades et

placenta)

 De la vitamine D dans la peau.

Figure 5: La structure du cholestérol 
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3. Les lipoprotéines :

    Les lipoprotéines plasmatiques sont des complexes macromoléculaires de lipides 

spécifiques et de protéines dans des proportions relativement fixes. C’est sous cette forme que 

sont véhiculés les lipides, soit d’origine exogène, soit synthétisés dans l’organisme à l’état 

colloïdal stable [18]. 

    Les lipoprotéines ont une structure sphérique dans laquelle le noyau est constitué des 

lipides hydrophobes (TG et cholestérol estérifié) enveloppé par une couche de 

phospholipides, de cholestérol non estérifié et d’apolipoprotéines [19] [figure 6] [20] 

    Les apolipoprotéines (fraction protéique des lipoprotéines)  jouent un rôle important dans la 

structure et la stabilité des lipoprotéines, elles fonctionnent également comme activateur ou 

inhibiteur enzymatique et comme ligand de récepteur [10]. 

    Il existe cinq principaux types d'apolipoprotéines, les Apo A, Apo B, Apo C, Apo D et Apo 

E. Certaines des apolipoprotéines possèdent également des sous-types [Tableau 1] [21]. 

L’Apo B est la plus abondante des apolipoprotéines. 
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Figure 6: La structure d'une lipoprotéine 

Tableau 1: Les apolipoprotéines et leurs sous-types 

   Apolipoprotéines                Sous-type 

Apo A Apo A-I,  A-II 

Apo B Apo B-48, B-100 

Apo C Apo C-I , C- II , C-III 
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3.1. Classification et fonctions des lipoprotéines : 

    Les lipoprotéines sont classées, en fonction de leurs  propriétés physico-chimiques 

[tableau2] [22]. On distingue cinq classes de lipoprotéines : 

 Lipoprotéines de haute densité HDL (α-lipoprotéines)

 Lipoprotéines de basse densité LDL (β-lipoprotéines)

 Lipoprotéines de densité intermédiaire IDL

 Lipoprotéines de très basse densité VLDL (pré-β-lipoprotéines)

 Les chylomicrons

    Toutes ces classes contiennent des triglycérides, du cholestérol avec ses esters, et des 

phospholipides en diverses proportions, et assurent différentes fonctions [tableau4] [21], [23]. 

    Il est essentiel de rappeler que les β-lipoprotéines contiennent le cholestérol comme 

principal lipide, tandis que les pré-β-lipoprotéines et les chylomicrons ont des triglycérides 

comme principale composante lipidique [24] [tableau 3] [22], [23]. 
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Tableau 2: Propriétés physico-chimiques des lipoprotéines 

Lipoproteines Densité (Kg/L) Diamètre (nm) 

Masse 

moléculaire 

moyenne (Da) 

Migration 

électrophorétique 

en agarose 

Chylomicron <0.94 100 – 1000 5 109 Dépôt 

VLDL 0.94 - 1.006 30 – 70 7.5 106 Pré-β 

LDL 1.019 – 1.063 15 – 25 2.5 106 β 

HDL 1.063 – 1.21 6 – 14 3 105 α 

Tableau 3: Composition des principales lipoprotéines : 

Lipoprotéines Apos 
majeures 

Cholestérol 

Estérifié  
(%) 

Cholestérol 

Non 

Estérifié 
(%) 

Triglycéride 

(%) 

Phospho-
lipides 

(%) 

Proteines 

(%) 

Chylomicron B-48, 

A-I, 

C-II, E 

2 – 4 1 – 3 80 – 95 3 – 6 1 – 2 

VLDL B-100, 

C-II, E 

15 5 50 – 60 15 – 20 10 

LDL B-100 37 8 10 22 25 

HDL A-I, A-II 14 3 8 22 45 – 55 
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Tableau 4: Les quatre principales lipoprotéines et leurs fonctions : 

Lipoprotéines Fonctions 

Chylomicrons 

Plus grosses lipoprotéines. 

Synthétisées dans l’intestin après un repas. 

Non présentes dans le plasma normal à jeun. 

Elles transportent des aliments ou les TG exogènes de l’intestin au 

foie. 

VLDL 

Synthétisées dans le foie.  

Impliquées dans le transport des triglycérides endogènes du foie aux 

tissus extra-hépatiques. 

LDL 

Formées à partir des VLDL dans la circulation. 

Principal véhicule pour le transport du cholestérol du foie aux tissus 

extra-hépatiques. 

HDL 

Plus petites lipoprotéines. 

Fonction protectrice. 

Principal véhicule pour le transport du cholestérol  des tissues extra-

hépatiques vers le foie 

. 
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3.2. Métabolisme des lipoprotéines : 

3.2.1. Métabolisme des chylomicrons : 

   Les chylomicrons se forment à partir des lipides alimentaires (principalement les 

triglycérides, mais aussi le cholestérol) dans les entérocytes; elles passent dans la lymphe et 

gagnent la circulation systémique par le canal thoracique. elles  contiennent en plus de l’Apo 

B48 (essentielle à leur assemblage) de l’Apo AI, AII et AIV nouvellement synthétisées alors 

qu’ils acquièrent l’Apo C et l’Apo E à partir des HDL circulantes. 

    Les chylomicrons sont hydrolysées par la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme lipolytique 

ancrée à l’endothélium des capillaires sanguins qui dégradera leurs triglycérides en AG et 

glycérol. Les particules résiduelles ainsi formées (ayant perdu essentiellement de l’Apo AI et 

l’Apo C), appelées remnants sont directement internalisées dans plusieurs tissus périphériques 

(principalement le cœur, muscle…) avant d’être captées finalement par le foie [20], [25]. 

[Figure 7] [26]. 

3.2.2. Métabolisme des VLDL : 

        Les VLDL sont synthétisées par les hépatocytes à partir des triglycérides endogènes qui 

en sont le principal constituant, et en apoprotéines(en particulier l'Apo B-100). Elles sont 

ensuite sécrétées par exocytose dans le sang. Les VLDL naissantes acquièrent dans la 

circulation des Apo C-II et E provenant des HDL qui leur cèdent également du cholestérol au 

niveau du plasma, la LPL activée par l'Apo C-II et la lipase hépatique LH provoque une 

hydrolyse des TG des VLDL, ce qui aboutit à la formation des IDL [27]. Les IDL contenant 

de l’Apo B-100 et l’Apo E sont en partie capturées par le foie via les récepteurs spécifiques 

des apolipoprotéines B-100/E [20], l'autre partie subit une deuxième fois l'action de la LPL et 

de la LH, ce qui mène à la formation des LDL [27] [figure 8] [26]. 
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Figure 7: Métabolisme des chylomicrons 

Figure 8: Métabolisme des VLDL 
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3.2.3 Métabolisme des LDL : 

     Les LDL sont les transporteurs principaux du cholestérol dans le plasma. La plupart des 

LDL sont formées à partir des VLDL. Une certaine quantité semble pouvoir être produite 

directement par le foie. Les LDL se lient à leurs récepteurs par l'intermédiaire de l'Apo B- 100 

puis sont captées par endocytose et dégradées dans le lysosome, principalement par la 

lipase acide LA. Ce mécanisme assure à la cellule un approvisionnement substantiel en 

cholestérol qui va, dans une dernière étape, exercer une action régulatrice : en inhibant la 

synthèse endogène du cholestérol par l'inhibition de l'HMG-CoA réductase, en augmentant 

l'activité d'estérification, et donc de stockage du cholestérol via l'acyl-coA cholesterol acyl 

transférase ACAT, et en réprimant l'expression des récepteurs des LDL, bloquant la voie 

principale d’entrée du cholestérol dans la cellule [figure 9]  [20]. 

3.2.4. Métabolisme des HDL :  

    Les HDL sont les lipoprotéines plasmatiques les plus petites mais les plus denses [28]. 

Quand ces dernière sont sécrétées dans le plasma à partir du foie elles ont une forme 

discoïdale et sont essentiellement constituées en ester de Cholestérol. Ces HDL naissantes 

sont converties en particules sphériques « HDL3 » par l’accumulation de l’ester de 

Cholestérol au centre de ces dernières. L’ester de Cholestérol dérive du Cholestérol et de la 

phosphatidylcholine situées à la surface des HDL par l’action de la lécithine-cholestérol-

acyltrasferase (LCAT) [29].  

    Les HDL3 à leur tour sont capables de capter des molécules de Cholestérol membranaire et 

après une nouvelle action de la LCAT se transforment en édifices de plus en plus riches en 

esters de Cholestérol. Les HDL2 ainsi obtenues ont une densité plus légère et un diamètre 

plus grand que les HDL3. Les HDL2, enrichies en esters de Cholestérol, sont les produits 

finaux de l’action de la LCAT et conduisent le Cholestérol vers le foie pour l’excrétion dans 

la bile [figure 10] [30]. 
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Figure 9: Captation et catabolisme des LDL 

Figure 10: Métabolisme des HDL 



Chapitre2 : 

L’exploration des lipoprotéines par électrophorèse 
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     L'électrophorèse est, outre la chromatographie, la méthode de séparation la plus 

fréquemment appliquée pour l'analyse des protéines du sérum dans le but d’établir un 

diagnostic dans certains cas d’inflammation ,d’infection ,de cancer .Cette méthode est 

également applicable à d’autre substances ( lipides, hémoglobine, acides nucléiques) et à 

d’autres liquides physiologiques ( urine , larmes , liquide céphalorachidien) [31], [32]. 

      Les principaux domaines d'application sont la recherche biologique et biochimique,  

pharmacologie, médecine légale, investigations cliniques, médecine vétérinaire, le contrôle 

des aliments ainsi que la biologie moléculaire. [31] 

1. Historique :

         Le mouvement des particules chargées sous l'influence d'un champ électrique a été 

observé dès 1807 par Ferdinand Frederic Reuss. En 1909, le terme électrophorèse, a été 

introduit par Michaelis comme une description de ce phénomène, dérivé du  mot grec  

elektron signifiant ambre (c'est-à-dire électrique) et phore signifiant porteur. 

      Pourtant, ce n'est qu’en 1930 que l'électrophorèse comme nous la connaissant aujourd'hui, 

a été développée  par  Tiselius [figure11][33], permettant ainsi la séparation du sérum humain 

en ses quatre principales composantes : l'albumine, les α, β et γ-globulines, ce qui lui à permis 

de  recevoir  le prix Nobel  en 1948.  

     Dans les années 50, l'électrophorèse était une technique de laboratoire équivalente en 

utilité à des techniques de chromatographie.  

       Cependant, dans les années 1970, l’électrophorèse analytique a été devancée par le 

développement de la  Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) , Ce qui 

ne l’a pas empêchée d’être toujours utilisée  en biochimie et dans  les laboratoires cliniques 

comme technique de séparation qualitative pour des macromolécules, tels que les protéines et 

l'ADN. 

      Cependant, avec le développement de l'électrophorèse capillaire après 1981, 

l’électrophorèse à susciter de nouveau un  important intérêt dans la chimie analytique [34], 

[35] 
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Figure 11: Appareil d'électrophorèse d'Arne Tiselius 
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2. L’exploration des lipoprotéines par électrophorèse :

      Il a été établi que l’analyse des lipoprotéines sériques est d’une grande importance dans le 

domaine clinique [36]. Par conséquent de nombreuses études sur les techniques et dispositifs 

de mesures des lipoprotéines ont été développées telle que l’électrophorèse [37].  

    La séparation des lipoprotéines par électrophorèse est basée sur le fait que la partie 

protéique de la molécule de lipoprotéine porte  une charge négative nette dans une solution 

tampon alcaline, ce qui entraîne la migration des molécules de lipoprotéines vers l'anode 

lorsqu'elles sont placées dans un champ électrique. La mobilité électrophorétique, qui est une 

mesure de la vitesse de migration est un paramètre significatif et caractéristique d'une 

molécule chargée ou d'une particule,  qui dépend [31] : 

 Des valeurs pK des groupes chargés

 De la taille de la molécule ou la particule.

 Le type, la concentration et le pH du tampon,

 La température

 La nature du matériau support.

         Ces propriétés électriques ont été la base de plusieurs méthodes d'analyse par 

électrophorèse de zone. La première à avoir été développé utilise le papier comme support et 

sépare les lipoprotéines en trois à cinq fractions. 

        Par ordre décroissant de migration ces fractions sont : 

 Alpha 1(α1), alpha 2(α2) lipoprotéines : ont une mobilité à peu prés identique à celle

des α globulines.

 Pré-beta (pré-β) lipoprotéines : migrent légèrement plus vite que les β lipoprotéines.

 Beta (β) lipoprotéines : ont une mobilité à peu près identique à celle des β globulines.

 Chylomicrons : grandes particules qui ne migrent pas et restent au point d’origine.
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    La netteté et la résolution de ces bandes de particules ont ensuite été améliorées en biologie 

clinique par l'introduction d'acétate de cellulose et de gel d'agarose comme support ce dernier 

est maintenant considéré comme donnant les meilleurs résultats [38], [39] [figure 12]. 

+ 

Figure 12: Electrophorèse des lipoprotéines sur plaque d'acétate de cellulose 

  chylomicrons 

       β LDL 

   Pré-β VLDL 

       α HDL 

Sens de la migration 

Dépôt 



 Chapitre 3 : Le stress oxydant  
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1. Généralités :

     Il est maintenant largement admis que le stress oxydant est associé à divers troubles et 

maladies [40]. Le stress oxydatif, se définit comme étant un déséquilibre de la balance 

oxydants-antioxydants en faveur des oxydants [figure13][41]. Il se développe lorsque les 

radicaux libres, des molécules oxydantes, sont produits plus rapidement qu'ils ne peuvent être 

neutralisés par l'organisme[42], ces radicaux contiennent un ou plusieurs électrons non 

appariés dits « célibataires » [43] et dérivent de l’oxygène ou de l’azote[44] [tableau 5][45-

47], d’autres espèces dérivées de l’oxygène ne sont pas des radicaux libres mais peuvent être 

des précurseurs de radicaux et induire des réactions radicalaires [48] [ tableau 6][45-47].  

   Toutes ces espèces sont potentiellement toxiques pour l’organisme car elles peuvent 

inactiver des protéines, induire des cassures au sein de l’ADN avec pour conséquence une 

altération du message génétique, dégrader des sucres, oxyder les lipides des lipoprotéines et 

initier des processus de peroxydation lipidique au sein de la membrane cellulaire en 

s’attaquant aux acides gras polyinsaturés [49]. 

      A long terme, ceci peut contribuer à l’apparition de diverses pathologies liées au 

vieillissement comme les maladies cardiovasculaires, le diabète de type II, l'athérogenèse, 

diverses maladies neurodégénératives et le cancer [50], [51]. 
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Figure 13: La balance d'équilibre entre les systèmes oxydants et antioxydants 

2. Origine du stress oxydant :

Le stress oxydant résulte habituellement soit d'une production excessive d’ERO, d’un

dysfonctionnement mitochondriale, d’un système antioxydant altéré, (ischémie–reperfusion, 

vieillissement), d’une activation des systèmes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH 

oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase), d’une libération de fer libre à partir des 

protéines chélatrices (ferritine) ou d’une oxydation de certaines molécules (glucose, 

hémoglobine, catécholamines, etc.) [figure 14] [52]. Enfin, une mauvaise alimentation pauvre 

en antioxydants contribuera également à l’apparition d’un stress oxydant [53], [54].         

Généralement, le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces facteurs et se produira 

dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance et non pas dans tout 

l'organisme [55]. 

  Stress oxydant 

    Antioxydants 

 Oxydants 

       Oxydation des 
constituants cellulaires : 

Lipides, protéines, acides 
aminés, acides nucléiques 
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Figure 14: Origine des différentes espèces réactives de l'oxygène 
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Tableau 5: principaux radicaux libres dans les systémes biologiques : 

Nom Formule Description 

Anion superoxyde O2
.- Radical libre chargé négativement issu de la 

réduction monovalente de l’oxygène moléculaire : 

O2 + e-  O2
.- 

Radical hydroxyle OH. Produit principalement à partir de l’anion 

superoxyde et du peroxyde d’hydrogène en 

présence d’ions ferrique, au cours des réactions 

de Fenton et d’Harber-Weiss : 

H2O2 + Fe2+ .OH+OH-+Fe3+ (reaction de

Fenton ) 

O2
.- + H2O2 

.OH+OH-+O2 (reaction 

d’Haber-weiss ) 

Radicaux peroxyle 

Et alkoxyle 

RO2
.- 

RO.- 

Générés à la suite de l’action oxydante de 

radicaux libres oxygénés « primaires » sur les 

chaines d’acides gras polyinsaturés, les glucides, 

les protéines ou les acides nucléiques . 

Oxyde nitrique 

Et dioxyde d’azote 

NO.- 

NO2
.- 

Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique est 

produit a partir de la L-arginine sous l’action des 

NO synthases (NOS) , enzymes constitutives ou 

induites, en présence d’oxygène et de cofacteurs.  
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Tableau 6: principaux oxydants non radicalaires : 

Nom Formule Description 

Peroxyde d’hydrogène H2O2 Produit par la dismutation spontanée ou induite 
de l’anion superoxyde, ou par la réduction 
bivalente de l’oxygène : 

O2
.- + 2H+ H2O2 + O2

O2 + 2e- + 2H+ H2O2 

Hypochlorite 

Acide hypochlorique 

-OCL 

HOCL 

Puissant agent oxydant qui réagit avec les 
groupement Fe-S, les ions métalliques tenus dans 
les protéines, l’hème, les résidus d’acides aminés 
des protéines et le GSH 

H2O2+ Cl- HOCL + OH- 

Oxygène simplet 

Et l’ozone 

1(O2) 

O3 

La réaction de l'ozone avec un certain nombre de 
molécules biologiques produit de l'oxygène 
simplet avec un rendement élevé. À son tour, 
l'oxygène simplet est un intermédiaire important 
dans les dommages biochimiques dus à 
l'exposition à l'ozone. 

Peroxynitrite et 

 l'acide peroxinitrique 

ONOO- 

ONOOH 

Il peut être formé via la réaction du O2
- avec le 

NO- . La frome  protonée est hautement réactive. 

NO.- + O2
.- ONOO- 
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3. Peroxydation lipidique :

Actuellement, la peroxydation lipidique est considérée comme le principal mécanisme

moléculaire impliqué dans les dommages oxydatifs des structures cellulaires et dans le 

processus de toxicité qui mène  à la mort cellulaire.  

    Tout d'abord, les nutritionnistes ont étudié la peroxydation lipidique comme un mécanisme 

d’altération des  huiles et des graisses alimentaire , néanmoins, d'autres chercheurs ont estimé 

que la peroxydation lipidique était la conséquence de métabolites toxiques (CCl4) qui 

produisaient des espèces hautement réactives et des dommages cellulaires.[56]. 

3.1. Mécanisme de la peroxydation lipidique : 

    Les lipides (cholestérol, acides gras polyinsaturés (AGPI) sont une cible principale 

d'attaque oxydante et ceci conduit à la formation et à l'accumulation de produits d'oxydation 

des lipides (LPO) , y compris des alcools, des cétones, des aldéhydes et des éthers [57], [ 58]. 

    Les lipides sont oxydés par trois mécanismes distincts [59-62] : 

 Oxydation enzymatique : par la cyclo-oxygénase(COX), le cytochrome

p450(CYP450) ,la lipoxygénase (LOX) , myéloperoxydase, et la NADPH oxydase

 Oxydation non enzymatique non radicalaire : L'oxygène singulet et l'ozone sont des

exemples de molécules qui induisent une telle oxydation.

 Oxydation  non enzymatique radicalaire : Les réactions de peroxydation lipidique

sont généralement des réactions en chaîne entraînées par des radicaux libres dans

lesquelles un radical peut induire l'oxydation d'un grand nombre  de molécules de

substrat, qui sont représentées par les AGPI.

      Au cours des trois dernières décennies, la peroxydation des acides gras polyinsaturés 

induite par les ERO a été étudiée avec beaucoup de détails car elle se produit dans diverses 

membranes cellulaires, ainsi que dans les lipoprotéines sériques. 
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  Le processus de peroxydation peut être divisé en trois phases distinctes: initiation, 

propagation et terminaison [63]. 

    Initiation : La réaction est déclenchée par l'abstraction d'un hydrogène allylique faiblement 

lié par un oxydant puissant, qui peut être le radical hydroxyle  (HO•), le radical perhydroxyle   

(HO2•), un complexe  Oxyde de fer chélaté  comme le ferryl ou perferryle, Ceci laisse un 

électron non apparié sur le carbone, formant un radical alkyl (L•)  carboné, stabilisé par un 

réarrangement moléculaire des doubles liaisons pour former un diène conjugué [56], [64-

66][figure 15] [64]. 

    La propagation : le diéne conjugué se combine avec l’oxygène pour former un radical 

peroxyle (LOO•) hautement instable qui réagit avec un acide gras insaturé adjacent conduisant 

à la formation d'un hydroperoxyde lipidique (LOOH) et d'un nouveau radical L•,  LOOH peut 

réagir avec Fe2+ produisant le radical alcoxyle (LO•). Ce radical, plus réactif que LOO•, peut à 

nouveau réinitialiser la peroxydation lipidique par extraction d'hydrogène d'un acide gras 

polyinsaturé adjacent, avec la formation de L• et d'un alcool (LOH) comme produit final.  

Par conséquent, un seul événement d'initiation peut conduire à la conversion de centaines de 

chaînes latérales d'acides gras en hydroperoxydes lipidiques  qui sont des produits  toxiques 

pour les cellules et  sont normalement réduits par une glutathion peroxydase en acides gras 

monohydroxylés [63], [65-68] [figure16] [64]. 

    La terminaison : Après avoir atteint une vitesse maximale d’oxydation, celle-ci diminue 

par combinaison des radicaux lipidiques pour donner des produits non radicalaires. La 

réaction la plus fréquente est une réaction de dimèrisation qui est liée à la pression partielle 

d’oxygène du milieu. À pression d’oxygène élevée se sont surtout les radicaux peroxyles qui 

réagissent entre eux [65], [66], [68] [figure 17] [64].  
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Figure 15: Phase d'initiation de la peroxydation lipidique 

Figure 16: Phase de propagation des la peroxydation lipidique

Figure 17: Phase de terminaison de la peroxydation lipidique 
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    La peroxydation lipidique peut être terminée par des antioxydants dits de rupture de chaîne 

tels que la vitamine E [69]. 

        ROO
. 

+ α-tocophérol-OH ROOH + α-tocophérol-O
.

    Le radical tocophéroxyle résultant est relativement stable et, dans des circonstances 

normales, insuffisamment réactif pour initier la peroxydation lipidique lui-même. Il a été 

démontré in vitro que le radical α-tocophérol peut être converti en un tocophérol par réduction 

avec de l'acide ascorbique à la surface des membranes biologiques [65]. 

3.2. Oxydabilité des lipoprotéines : 

3.2.1. Oxydabilité des LDL :  

    L'hypothèse d'oxydation propose que la modification oxydante des lipoprotéines de faible 

densité (LDL) joue un rôle essentiel dans l'athérogenèse. Ainsi, l'oxydation des LDL semble 

jouer un rôle crucial dans le développement des maladies cardiovasculaires [70]. 

    La particule de LDL est extrêmement sensible aux dommages oxydatifs en raison de sa 

composition complexe de lipides et de protéines. Chaque particule de LDL contient environ 

700 molécules de phospholipides, 600 de cholestérol libre, 1600 d'esters de cholestérol , 185 

de triglycérides et 1 molécule d’Apo B, qui est à son tour constituée de 4536 résidus d'acides 

aminés [26]. 

    Il est peu probable que l'oxydation des lipoprotéines se produise dans le plasma en raison 

de la présence de concentrations élevées d'antioxydants et de protéines qui chélatent les ions 

métalliques, il est plus susceptible donc qu’elle  se produit dans un environnement où les 

antioxydants peuvent s'épuiser et les lipoprotéines sont exposées au stress oxydatif. La paroi 

artérielle pourrait représenter un tel environnement, et des études in vitro ont clairement 

démontré que les cellules vasculaires accélèrent l'oxydation des LDL [71]. 
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    Pendant l'oxydation des LDL, les lipides et l'Apo B présents dans les LDL sont modifiés. 

Les espèces réactives en oxygène induisent une fragmentation de l'Apo B pour produire des 

peptides allant de 14 kDa à 500 kDa. Les AGPI dans les esters de cholestérol, les 

phospholipides et les TG [72] sont également transformés par peroxydation lipidique (LPO) 

en hydroperoxydes lipidiques (LOOH), qui sont encore dégradés en fragments plus petits , 

comprenant les aldéhydes réactifs tels que le malonaldehyde (MDA), 4-hydroxynonenal 

(HNE), l'hexane et des cétones [73], l’interaction de ces derniers avec les résidus d’acides 

aminés de l’Apo B100 conduit à la modification de la structure la rendant plus électronégative 

[74]. 

    Ces modifications génèrent de nouveau épitopes sur les LDL, ainsi les LDL oxydées 

perdent leur capacité à être reconnues par des récepteurs spécifiques et sont absorbées par les 

récepteurs de captage des macrophages [75].  

    L’oxydation des lipoprotéines n'est pas unique aux LDL car d'autres lipoprotéines comme 

les VLDL, même les HDL subissent des dommages oxydatifs [76], [77]. 

3.2.2. Oxydabilité des HDL :  

    Les HDL, traditionnellement reconnues comme protectrices vis-à-vis du risque 

athéromateux, peuvent également subir des modifications oxydatives, produisant aussi des 

effets délétères. Les HDL exercent un pouvoir antiathérogène en favorisant l’efflux cellulaire 

et le transport inverse du cholestérol, des tissus périphériques vers le foie. Elles ont également 

des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires par la présence en leur sein d’enzymes 

capables de détruire les lipides oxydés pro-inflammatoires, parmi lesquelles la paraoxonase et 

la PAF-acétylhydrolase. L’action des ERO sur ces molécules enzymatiques réduirait ou 

inhiberait la capacité des HDL à « détoxifier » les lipides oxydés provenant d’autres 

lipoparticules (LDL notamment). De façon plus générale, les HDL oxydées présentent une 

diminution de leur capacité à promouvoir l’efflux du cholestérol cellulaire et une altération de 

leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Comme pour les LDL, il est très 

probable que l’oxydation in vivo des HDL a lieu dans le liquide interstitiel au niveau des sites 

d’inflammation et non au niveau systémique [78].  
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3.2.3. Oxydabilité des VLDL : 

    Le risque athérogène associé à des niveaux élevés de VLDL reste controversé. Cependant, 

la VLDL modifiée par voie oxydante, similaire au LDL, peut contribuer à la formation de 

cellules spumeuses in vivo chez l'homme. Cette notion repose sur l'observation selon laquelle 

la mise en culture de la VLDL  isolée à partir d'animaux ayant reçu un régime riche en 

cholestérol  avec des macrophages ou des cellules musculaires lisses a provoqué une 

oxydation de cette lipoprotéine, entraînant son absorption rapide et une accumulation 

intracellulaire massive de lipides. L'absorption de cette VLDL modifiée par oxydation par les 

macrophages n'est pas médiée par le récepteur des LDL, mais plutôt par un récepteur 

similaire, sinon identique à celui du LDL oxydé [79].  

3.2.4. Oxydabilité des chylomicrons : 

    Les lipides alimentaires véhiculés par les chylomicrons exercent un effet régulateur sur 

l’ester de cholestérol intracellulaire, la formation des triglycérides et des phospholipides dans 

les hépatocytes. Cependant ceci est réduit lorsque les particules des chylomicrons rémnants 

sont oxydées, ces changements peuvent alors jouer un rôle dans le développement de 

l’athérosclérose [80].   

3.3. Méthodes d’analyse : 

    Les taux de produits de peroxydation lipidique peuvent être utilisés comme biomarqueurs 

pour la mesure de l'état de stress oxydatif in vivo [81] habituellement des AGPI qui sont 

sensibles à l'attaque par les radicaux libres [82]. 

    Les concentrations des produits de peroxydation lipidique sont souvent évaluées soit par la 

combinaison de HPLC et GC / MS (par exemple les hydroperoxydes ) , soit par l'absorption 

de produits de peroxydation (par exemple l'absorbance de diènes conjugués à 234 nm ). 

    Des techniques spectroscopiques peuvent également être utilisées pour évaluer les 

concentrations de produits de peroxydation lipidique en déterminant la concentration de 

complexes colorés formés par ces produits (par exemple, la détermination de MDA en 

utilisant le dosage TBA ou DETBA détecté  par  la mesure de l'absorbance de la lumière UV à 

532 nm ou par fluorimétrie).  
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    Les tests ELISA ont également été développés pour évaluer les concentrations de produits 

de peroxydation lipidique à des concentrations relativement faibles (par exemple, F2-

isoprostanes ), et pour détecter les anticorps anti-LDL oxydées [ 82-86]. 

4. Les antioxydants :

Selon  Halliwell et Gutteridge (1989) un antioxydant est défini comme étant  «toute

substance qui, lorsqu'elle est présente à de faibles concentrations par rapport à celle d'un 

substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement l'oxydation de ce substrat » [87]. Les 

fonctions antioxydantes impliquent une diminution: du stress oxydatif, des mutations de 

l'ADN, des transformations malignes, ainsi que d'autres paramètres de lésions cellulaires [88]. 

    Il existe trois modes d'action possibles par lesquels les antioxydants protègent les 

biomolécules contre les dommages induits par les ERO [89] :  

 Blocage et capture des ERO

 Inhibition de la formation des ERO

 Réparation des dommages induits par ERO

    Ces systèmes présents dans les compartiments extracellulaires et les membranes cellulaires 

peuvent être enzymatiques et non enzymatiques [90] [tableau 7] [91-96]. 

4.1. Antioxydants enzymatiques : 

    Les antioxydants enzymatiques sont également connus sous le nom d'antioxydants naturels; 

Ils neutralisent l'excès de ERO et l'empêchent d'endommager la structure cellulaire. Les 

antioxydants enzymatiques sont composés de superoxyde dismutase (SOD), catalase, 

glutathion peroxydase (GPx), et la glutathion réductase (GR) [97].  

4.2. Antioxydants non enzymatiques : 

    Les antioxydants non enzymatiques sont également connus sous le nom d'antioxydants 

synthétiques ou de suppléments diététiques, tels que les vitamines (A, C, E, K), les cofacteurs 

enzymatiques (Q10), les minéraux (Zn, Se,etc.), les composés organosulfurés, les peptides 

(glutathion),  les polyphénols (flavonoïdes et acide phénolique), et la taurine [97, 98]. 
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Tableau 7: les antioxydants et leurs principales propriétés 

Antioxydants Propriétés 

Enzymatiques 

Superoxyde dismutase  (SOD) une des enzymes intracellulaires les plus 
efficaces qui catalyse la dismutation des 
anions superoxydes en dioxygène et 
peroxyde d’hydrogène  

O2
.- +O2+ 2H 2H2O2+ O2 

Catalase (CAT) Favorise la conversion du peroxyde 
d'hydrogène en eau et en oxygène 
moléculaire. 
2H2O2

 catalase  2H2O + O2 

Glutathion peroxydase (GPx) Les propriétés antioxydantes de ces 
sélénoenzymes leur permettent d'éliminer les 
peroxydes comme substrats potentiels pour la 
réaction de Fenton. GPx agit conjointement 
avec le tripeptide glutathion (GSH). Le 
substrat pour la réaction catalytique de GPx 
est H2O2, ou un peroxyde organique ROOH. 
GPx décompose les peroxydes en eau (ou 
alcool) tout en oxydant simultanément GSH: 

2GSH + H2O2    GPx GSSG +2H2O 

2GSH + ROOH GPx    GSSG + ROH +H2O

 Non-enzymatiques 
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Vitamine C ( acide ascorbique ) Très important et puissant antioxydant, agit 
comme un piégeur de radicaux libres et 
recycle la vitamine E  

Vitamine E La vitamine E est une vitamine liposoluble 
qui existe sous huit formes différentes. L’α-
tocophérol est la forme la plus active de la 
vitamine E chez l'homme et est un puissant 
antioxydant biologique.  

Sa principale fonction antioxydante est la 
protection contre la peroxydation lipidique. 

Glutathion (GSH) Il est considéré comme le principal tampon 
d'oxydo-réduction de la cellule.  

Flavonoïdes Ils constituent le groupe le plus important de 
polyphénols. Les composés phénoliques qui 
agissent comme des antioxydants peuvent 
couper les chaînes de radicaux libres et 
fonctionner en tant que chélateurs d'ions 
métalliques à activité redox qui sont capables 
de catalyser la peroxydation lipidique. Les 
antioxydants phénoliques (PhOH) interfèrent 
avec l'oxydation des lipides et d'autres 
molécules par le don rapide d'un atome 
d'hydrogène aux radicaux : 

ROO • + PhOH → ROOH + PhO •. 

Sélénium (Se)  Agit en tant que co-facteur de la glutathion 
peroxydase. 

Cuivre (Cu) et zinc (Zn) A concentration physiologique, le cuivre 
et le zinc agissent comme “antioxydants” en 
étant les deux co-facteurs responsables de la 
bonne activité de la SOD.  

Acide urique antioxydant possédant la plus forte réactivité 
avec les radicaux libres.  

Albumine représente l'antioxydant majeur et 
prédominant dans le plasma, capable 
d’inhiber l’oxydation des lipoprotéines 
induite par les métaux de  transition  



II. PARTIE PRATIQUE
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1. Objectif :

     L’objectif principal de cette étude est d’induire une oxydation in vitro qui reflète le stress 

oxydant et d’évaluer l’effet de cette oxydation sur les lipoprotéines sériques par 

électrophorèse sur acétate de cellulose  en mesurant les vitesses de migration des lipoprotéines 

normales et oxydées. 

    Notre objectif secondaire est d’étudier l’effet de la vitamine C et  E sur ces lipoprotéines 

oxydées.
2. Type et lieu de l’étude :

Il s’agit d’une étude expérimentale prospective faite in vitro sur 4 sérums humains sains à

partir desquels 52 échantillons de sérums ont été préparé. Les 4 donneurs du sang ont donner leur 
consentement orale pour l'utilisation de leur sang dans notre étude.

 Critère d'exclusion :

- Sujet susceptible de présenter un état de stress oxydant 

- Sujet âgé

- Sujet diabétique

- Sujet atteint d’une pathologie cardiovasculaire

- Sujet cancéreux

- Sujet fumeur

- Sujet obèse

    L’étude a été menée au niveau du laboratoire de biochimie du centre hospitalo-universitaire 

de Tlemcen (CHU Tlemcen) ainsi qu’au laboratoire d’hydro-bromatologie de la faculté de 

médecine Dr Benaouda BENZERDJEB, cette étude a duré 5 mois (du mois de février jusqu'au 

mois de juin).
3. Matériels  et réactifs :

3.1. Matériels de laboratoire : 

    Tous les appareils utilisés sont résumés dans le tableau 8. 
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Tableau 8: Liste des appareils utilisés 

Appareil Référence 

Chambre d’électrophorèse 
HELENA LABORATORIES 
BEAUMONT TEXAS 1283 

Support super Z pour alignement de 
base 

HELENA LABORATORIES 
BEAUMONT TEXAS 4086 

Applicateur super Z HELENA LABORATORIES 
BEAUMONT TEXAS 

Chargeur de puits HELENA LABORATORIES 
BEAUMONT TEXAS 

Générateur Consort  EV245 
400 V / 500 mA / 50 W 

Balance  de précision Metller 
Etendu 200g / précision 1 mg 

Balance électronique Want 1102 
Min 0.01 g / max 110 g 

Agitateur magnétique chauffant  2070 
220 V / 50 Hz / 30 W 

Centrifugeuse HuMax  14 k (Human ) 

Etuve Jouan  1995 / 3777 

Automate HumaStar 80 
Siemens 

Vortex HumaTwist (Human ) 17176 

Scanner BENQ 4300 

Logiciel Imagej /Matlab 

Ordinateur HP2011X 

pH mètre Adwa 1030 
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 Autre matériels :

- Tubes secs et hépariné 

- Micropipette  

- Poire 

- Pipette graduée 

- Récipients en verre  

- Papier buvard 

- Eprouvette  

- Fiole jaugée 

- Bécher 

- Entonnoir  

- Chronomètre  

- Thermomètre  

   3.2. Réactifs 

    Tous les réactifs utilisés sont résumés dans le tableau 9. 
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Tableau 9: Liste des réactifs utilisés 

Réactifs Référence 

Plaque d’acétate de cellulose pour 
électrophorèse des lipoprotéines 
76*60 mm 

HELENA LABORATORIES BEAUMONT 
TEXAS 3900 

Tampon véronal (sodium tris-barbital) 
 pH 8.6-9 

ELECTRA HELENA LABORATORIES 
BEAUMONT TEXAS  

5805 
Colorant rouge oro (Oil Red O ) HELENA LABORATORIES BEAUMONT 

TEXAS 1230 
L’oxydant sulfate de cuivre CuSO4.5H2O 
Masse molaire = 249.68g/mol

2972 E 

Peroxyde d’hydrogène H2O2 10 V RIADH-PHARM 17138 

Acide ascorbique (vitamine C) C6H8O6 
Masse molaire = 176.12g/mol SIGMA - ALDRICH STBD7119V 

α-tocophérol (vitamine E) C29H50O2 

Masse molaire = 430.69 g/mol  
PHARCO PHARMACEUTICALS 

219 
L’hydroxyde de sodium NaOH 
Masse molaire = 40g/mol 

MERCK  6478 

Méthanol PROLAB 1230 

Citrate trisodique Na3C6H5O7 

Masse molaire = 294.10g/mol GERHARD BUCHMANN 764817 

Chlorure de magnésium Hexahydrate 
MgCl2 Mase molaire = 203.3 g/mol SIGMA-ALDRICH SZBC2070V 

Chlorure de lithium LiCl 
Masse molaire = 42.39 g/mol MERCK 5679 

Chlorure de sodium NaCl 
Masse molaire = 58.44 g/mol POLYLAB 
Héparine LEO 25.000 iu / u.i / 5 ml 
C12H19NO20S3 

3714 

Acide chlorhydrique HCl SIGMA-ALDRICH 
91250 

Glycérine Laboratoires PRODERMA 
GV16 
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4. Méthodes :

4.1. Prélèvement sanguin : 

    Le prélèvement du sang a été réalisé le matin à jeun au niveau de la veine du pli du coude. 

    Le sang total est recueilli dans 3 tubes (2 tubes secs  et 1 tube à anticoagulant héparine) 

    Les deux  tubes secs  sont centrifugés à 4000 tours par minutes pendant 5 minutes, le sérum 

obtenu est utilisé en petite partie pour le dosage des HDL et LDL cholestérol et en grande 

partie pour l’électrophorèse des lipoprotéines. 

    Le tube héparine est lui aussi centrifuger à 4000 tours par minutes pendant 5 minutes, par la 

suite le plasma est récupéré pour le dosage des paramètres biochimiques qui sont : le 

cholestérol, les triglycérides, protéines totales, glycémie, acide urique, albumine. 
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1.Prélèvement du sang au niveau 2. Recueil du sang dans 3 tubes
de la veine du pli de coude ( 2 tubes secs et 1 tube héparine)       

3. Centrifugation du sang à 4.Récupération du sérum et du plasma
         4000tours/min pendant 5 minutes 

Figure 18: Etapes du prélèvement sanguin 

4.2. Dosage des paramètres biochimiques de control :  

    Le dosage du cholestérol total, des triglycérides,  du cholestérol HDL et LDL, de la 

glycémie et  de l’acide urique s’est fait par l’automate Siemens alors que le dosage de 

l’albumine et des protéines totales s’est fait par l’automate Human. 

    Les principes utilisés dans le dosage de ces paramètres biochimiques sont détaillés dans 

l’annexe1.   
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4.3. Préparation des solutions : 

4.3.1. Préparation des solutions d’oxydant et d’antioxydant : 

4.3.1.1. Préparation de la solution de sulfate de cuivre CuSO4 : 
 Solution mère de CuSO4 à 10 mmol/l :

- Prélever 8 ml d’eau distillée à l’aide d’une pipette graduée et l’introduire dans un 

tube stérilisé  

- Peser 25 mg de CuSO4 à l’aide d’une balance de précision puis la dissoudre dans 

l’eau distillée  

- Mélanger jusqu’à dissolution de la poudre puis ajuster le volume jusqu’à 10 ml et 

homogénéisé 

 La masse de CuSO4 à peser est calculée selon la relation suivante : 

m : masse de CuSO4 en gramme (0.025 g = 25 mg) 

M : masse moléculaire de CuSO4  en gramme / mole (249,68 g/mol) 

C : concentration molaire de CuSO4 en mole / litre (0.01 mol/l =10 mmol/l) 

V : volume en litre  (0.01 l = 10ml) 

m = M*C*V 
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1.Peser 25 mg de CuSO4 2.Dissoudre dans 3. Ajuster le volume

8ml d’eau distillée    jusqu’à 10 ml

Figure 19: Etapes de préparation de la solution mère de CuSO4 à 10mmol/l 

 Solution fille de CuSO4 à 2 mmol/l :

- Prélever 2 ml de la solution mère de CuSO4 à l’aide d’une pipette graduée et

l’introduire dans un tube stérilisé contenant 8 ml d’eau distillée. 

- Homogénéisé la solution et la conserver à température ambiante 

    Le volume à prélever de CuSO4  est calculé par la relation suivante : 

 C1 : concentration molaire de la solution mère de CuSO4 en mole/ litre (0.01 mol/l = 10 

mmol/l) 

V1 : volume à prélever de la solution mère  de CuSO4 en litre (0.002 l = 2 m) 

C2 : concentration molaire de la solution fille de CuSO4  en mole /litre (0.002 mol/l = 2 

mmol/l) 

V2 : volume de la solution fille de CuSO4 en litre (0.01 l = 10 ml) 

C1*V1 = C2*V2 
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1. Prélever 2 ml de la 2. L’introduire  dans un tube

solution mère de CuSO4        contenant 8 ml d’ED 

Figure 20: Etapes de préparation de la solution fille de CuSO4 à 2mmol/l 

4.3.1.2. Préparation de la solution de peroxyde d’hydrogène H2O2 : 

 Solution fille  de H2O2 à 9 mmol/l :

Prélever 1ml de la solution de H2O2 à  0.9 mol/l et l’introduire dans une fiole

jaugée de 100 ml contenant environ 50 ml d’eau distillée, ajuster le volume

jusqu’au trait de jauge puis homogénéisé .

 Solution fille de H2O2 à 1 mmol/l :

Prélever 1.11 ml de la solution de H2O2 à 9 mmol/l et l’introduire dans un tube

stérilisé  contenant 8 ml d’eau distillée, ajuster le volume  jusqu’à 10 ml  puis

homogénéisé.
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1. Prélever 1 ml de la solution 2. L’introduire dans une fiole
mère de H2O2 jaugée de 100ml d’ED 

3. Prélever 1.11 ml de la solution   4.L’introduire dans un tube stérilisé
précédente  puis ajuster avec l’ED jusqu’à 10 ml

Figure 21: Etapes de préparation de la solution fille de H2O2 à 1mmol/l 

4.3.1.3. Préparation de la solution de vitamine C : 

 Solution mère de vitamine C à 28 mmol/l :

Dans une fiole jaugée de 100 ml contenant environ 50 ml d’eau distillée, dissoudre 500 mg de 

vitamine C  pesée à l’aide d’une balance de précision , puis ajuster le volume jusqu’au trait de 

jauge et homogénéisé . 
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1.Peser 500 mg de vitamine C 2.L’introduire dans une 3. Ajuster le volume avec

fiole jaugée de 100 ml           l’ED jusqu’au trait de jauge 

Figure 22: Etapes de préparation de la solution mère de vitamine C à 28 mmol/l 

 Solution fille de vitamine C  à 2.8 mmol/l :

- Prélever 1 ml de la solution mère de l’acide ascorbique à l’aide d’une pipette

graduée et l’introduire dans un tube stérilisé contenant 9 ml d’eau distillée. 

- Homogénéisé la solution et la conserver à température ambiante  

4.3.1.4. Préparation de la solution de vitamine E à 0.46mmol/l : 

Dissoudre une capsule contenant 100 mg de vitamine E dans 500 ml d’eau distillée. 

4.3.2. Préparation des solutions pour l’électrophorèse : 

4.3.2.1. Préparation de la solution tampon : 

    Dans une fiole jaugée de 1000 ml, contenant environ 250ml d’eau distillée, dissoudre 1 

sachet du tampon véronal puis, ajuster le volume jusqu’au trait de jauge et homogénéiser. Le 

tampon est préparé 24 h avant son utilisation et conservé à température ambiante. 
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1. Dissoudre 1 sachet 2. Mélanger énergiquement 3. Ajuster le volume
    du tampon véronal      jusqu’au trait de jauge 
    dans 250ml d’ED  

Figure 23: Etapes de préparation de la solution tampon 

4.3.2.2. Préparation de la solution de coloration « rouge oro » : 

    Peser à l’aide d’une balance de précision, 4 gr du colorant rouge oro puis l’introduire dans 

un flacon en  verre contenant 500 ml de méthanol. 

    Puisque le colorant rouge oro est très lipophile, le mélange se fait avec un agitateur 

magnétique chauffant pendant 24 h  pour bien homogénéiser la solution.  

1. Peser 4 g du colorant 2.Dissoudre le colorant dans     3. Laisser 24 h sous agitation
rouge oro  500 ml de méthanol

Figure 24: Etapes de préparation de la solution de coloration « rouge oro » 
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4.3.2.3. Préparation d’une solution  1 M d’hydroxyde de sodium NaOH : 

    La solution de NaOH joue le rôle d’un mordant, il fixe le colorant sur les lipoprotéines. 

Dans une fiole jaugée de 250 ml contenant environ 50 ml d’eau distillée, dissoudre 10 g de 

NaOH puis ajuster le volume jusqu’au trait de jauge et homogénéisé. 

1.Peser 10g des cristaux 2. Introduire dans une fiole 3. Ajuster le volume jusqu’au
de NaOH  contenant environ 50 ml d’ED     trait de jauge puis homogénéisé 

Figure 25: Etapes de préparation de la solution de NaOH à 1mol/l          

4.3. Précipitation des lipoprotéines   : 

    Les préparations des solutions utilisées dans la précipitation des lipoprotéines ainsi que leur 

précipitation en trois fractions séparées (HDL,LDL et VLDL ) , sont détaillées dans l’annexe2 

et 3.  
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4.4. Préparation des échantillons :  

4.4.1. Préparation des échantillons à partir du sérum total : 

    A partir de 4 sérums sains, 25 échantillons ont été préparés. Chaque sérum a  subi  un 

traitement par un oxydant (CuSO4 ou H2O2) et un antioxydant (vitamine C ou Vitamine E) à 

différentes concentrations. Les échantillons obtenus ont été incubés pendant 3 h à 37°C puis 

conservés pendant 24 h à température ambiante. 

Tableau 10: Préparation des échantillons à partir du sérum N° 1 en fonction de la 
concentration de  CuSO4 et de la vitamine C : 

Sérum N° 1 

Tubes contenant 
500µl du sérum  

1 
« témoin » 

2 3 4 5 

 Volume ajouté de 
CuSO4 à 2 mmol/l 
(µl) 

____ 5 7.5 5 7.5 

Volume ajouté de 
vitamine C  à 28 
mmol/l  ( µl ) 

____ ____ ____ 50 50 

Concentration finale 
de CuSO4 (µmol/l ) 

0 20 30 20 30 

Concentration finale 
de vitamine C 
(mmol/l ) 

0 0 0 2.8 2.8 
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Tableau 11: Préparation des échantillons à partir du sérum N° 2 en fonction de la 
concentration de  CuSO4 et de la vitamine C 

Sérum N° 2 

Tubes contenant 
500µl du sérum 

1 
« Témoin » 

2 3 4 5 

Volume ajouté de 
CuSO4 à 2 mmol/l 
(µl) 

____ ____ ____ 5 7.5 

Volumé ajouté de 
vitamine C à 28 
mmol/l ( µl ) 

     ____        50         7.5        7.5        7.5 

Concentration finale 
de CuSO4 (µmol/l ) 0 0 0 20 30 

Concentration finale 
de vitamine C 
(mmol/l ) 

0 2.8 0.42 0.42 0.42 

Tableau 12: Préparation des échantillons à partir du sérum N° 3 en fonction de la 
concentration de  CuSO4 et de la vitamine C 

Sérum N° 3 

Tubes contenant 
500µl du sérum 

1 
« Témoin » 

2 3 4 5 

Volume ajouté de 
CuSO4 à 2 mmol/l 
(µl) 

_____ 5 7.5 ____ 7.5 

Volumé ajouté de 
vitamine C à 2.8 
mmol/l ( µl ) 

_____ _____ _____ 5.3 5.4 

Concentration finale 
de CuSO4 (µmol/l ) 0 20 30 0 30 
Concentration finale 
de vitamine C 
(µmol/l ) 

0 0 0 30 30 
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Tableau 13: Préparation des échantillons à partir du sérum N° 3 en fonction de la 
concentration de H2O2 et de la vitamine C et E 

Sérum N° 3 

Tubes contenant 
200µl du sérum 

1 
« Témoin » 

2 3 4 5 

Volume ajouté de 
H2O2 à 1 mmol/l (µl) _____ _____ 6 ____ 6 

Volumé ajouté de 
vitamine C à 2.8 
mmol/l ( µl ) 

_____ 2.1 2.1 ____ ____ 

Volumé ajouté de 
vitamine E à 0.46 
mmol/l ( µl ) 

_____ _____ ____ 13 13 

Concentration finale 
de H2O2 (µmol/l )  0 0 30 0 30 

Concentration finale 
de vitamine C 
(µmol/l ) 0 30 30 0 0 

Concentration finale 
de vitamine E 
(µmol/l ) 0 0 0 30 30 
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Tableau 14: Préparation des échantillons à partir du sérum N° 4 en fonction de la 
concentration de H2O2 et de la vitamine C  

Sérum N° 4 

Tubes contenant 
500µl du sérum 

1 
« Témoin »

2 3 4 5 

Volume ajouté de 
H2O2 à 1 mmol/l (µl) _____ 10 15 ____ 15 

Volumé ajouté de 
vitamine C à 2.8 
mmol/l ( µl ) 

_____ _____ _____ 5.3 5.5 

Concentration finale 
de H2O2 (µmol/l ) 0 20 30 0 30 
Concentration finale 
de vitamine C 
(µmol/l ) 

0 0 0 30 30 

4.4.2. Préparation des échantillons à partir des fractions : 

    Un même traitement par l’oxydant (CuSO4 ou H2O2) a été effectué sur les trois fractions 

des lipoprotéines séparées (HDL, LDL, VLDL) à partir des sérums N° 1 ,3 et 4. Les 27 

échantillons obtenus ont été incubés pendant 3 h à 37 °C puis conservé pendant 24 h à 

température ambiante. 
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Tableau 15: Préparation des échantillons à partir des fractions du  sérum N° 1 et 3 en 
fonction de la concentration de  CuSO4 

Sérum N° 1 et Sérum N° 3 

HDL LDL VLDL 

Tubes 
contenant 
200 µl du 
sérum 

1 
Témoin

2 3 1 
Témoin

2 3 1 
Témoin

2 3 

HDL 
surnageant 
(µl ) 

200 200 200 ____ ____ ____ ____ ____ ____ 

LDL 
solubilisé 
(µl) 

____ ____ ____ 200 200 200 ____ ____ ____ 

VLDL 
solubilisé 
(µl ) 

____ ____ ____ ____ ____ ____ 200 200 200 

Volume 
ajouté de 
CuSO4 à 2 
mmol/l 
( µl ) 

____ 2 3 ____ 2 3 ____ 2 3 

Concentra-
tion finale 
de CuSO4 
(µmol/l) 

0 20 30 0 20 30 0 20 30 
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Tableau 16: Préparation des échantillons à partir des fractions du  sérum N° 4 en 
fonction de la concentration de H2O2 

Sérum N° 4 

HDL 
LDL VLDL 

Tubes 
contenant 
200 µl du 
sérum 

1 
Témoin 

2 3 1 
Témoin 

2 3 1 
Témoin 

2 3 

HDL 
surnageant 
(µl ) 

200 200 200 ____ ____ ____ ____ ____ ____ 

LDL 
solubilisé 
(µl) 

____ ____ ____ 200 200 200 ____ ____ ____ 

VLDL 
solubilisé 
(µl ) 

____ ____ ____ ____ ____ ____ 200 200 200 

Volume 
ajouté de 
H2O2 à 1 
mmol/l 
( µl ) 

____ 4 6 ____ 4 6 ____ 4 6 

Concentra-
tion finale 
de H2O2 
(µmol/l) 

0 20 30 0 20 30 0 20 30 
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4.6. Electrophorèse des lipoprotéines : 

 Préparation de la chambre d’électrophorèse :

A l’aide d’une éprouvette, un même  volume de 130 à 150 ml de la solution tampon  est versé 

dans chacun des 3 compartiments de la chambre d’électrophorèse. 

Figure 26: Préparation de la chambre d'électrophorèse 

 Préparation de la plaque d’acétate de cellulose : (30 minutes)

    Tracer à l’aide d’un marqueur une ligne  sur la partie plastique de la plaque d’acétate de 

cellulose pour marquer la zone de dépôt du sérum , introduire la partie inférieure de la 

plaque dans un récipient en verre contenant la solution tampon et laisser monter par 

capillarité puis immerger la plaque dans la solution pendant 30 minutes . 

     Sécher la plaque entre deux papiers buvards et la placer sur  le support super Z. 

Déposer  5 µl de chaque échantillon sur le chargeur de puits puis appliquer à 3 reprises 

ces  échantillons sur la plaque d’acétate de cellulose à l’aide d’un applicateur. 
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1. Tracer la ligne de dépôt 2. Laisser monter la solution 3.Immersion pendant 30min
du sérum        tampon par capillarité   

4 .Dépôt du sérum 5. Application du sérum sur la plaque

Figure 27: Préparation de la plaque d'acétate de cellulose 

 Phase de migration des lipoprotéines (30 minutes) :

Placer la plaque dans la chambre d’électrophorèse (la ligne de dépôt des échantillons est 

du coté de la cathode). 

Fermer la chambre et mettre sous tension (30 minutes à 180 V). 
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1. Placer la plaque dans la 2.Brancher la chambre au générateur
chambre de migration

Figure 28: Migration des lipoprotéines 

 Coloration  (30 minutes) :

A 5 minutes avant la fin de la migration , mélanger 34 ml du colorant rouge oro avec 10 

ml de NaOH puis agiter , placer la plaque d’acétate de cellulose dans la solution de 

coloration et laisser 30 minutes. 

Figure 29: Coloration des lipoprotéines 

 Lavage de la plaque d’acétate de cellulose :

   Laver la plaque avec l’eau du robinet et tapoter délicatement à l’aide d’un coton pour  

éliminer les grumeaux. 
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 Figure 30: Lavage de la plaque d'acétate de cellulose 

 Scan de la plaque d’acétate de cellulose :

    Après lavage, la plaque est séchée entre deux papiers buvard et placée dans un  

scanner puis enregistrer sous forme d’image. 

Figure 31: Scan de la plaque d'acétate de cellulose 
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 Conservation de la plaque d’acétate de cellulose :

    La plaque d’acétate de cellulose est plongée environ 10 minutes dans une solution 

contenant 9 ml de glycérine et 1 ml de méthanol. 

 Lecture :

    Le traitement et l’analyse de la plaque se sont fait par le logiciel « imagej » qui 

permet de traduire l’intensité de la coloration sous forme de courbe. 
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1. Ouvrir le fichier à étudier en cliquant sur File >Open

2. Selectionner le rectangle encadrant la bande électrophorètique puis cliquer
Sur Analyse >Gels >Select First Line 

3. Cliquer sur Analyse > Gels >Plot Lines 4.Un nouveau cadre d’image apparait
contenant un densitogramme 

Figure 32: Etapes de lecture de la plaque d'acétate de cellulose par le logiciel imagej



Chapitre 2 : Résultats et Discussion
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1. Résultats :
Dans le cadre de notre étude de contribution à la mise en place d’un outil de diagnostic

permettant d’évaluer l’état du stress oxydant, différents profils électrophorètiques sur plaques 

d’acétate ont été analysés. Par cette étude on est les premières à introduire cette méthode 

d’évaluation du  stress oxydant au niveau du CHU de Tlemcen.  

    Le traitement de la plaque d’acétate de cellulose par le logiciel « imagej » nous a permis 

d’obtenir un profil électrophorètique mettant en évidence les trois  principales lipoprotéines 

plasmatiques (LDL, VLDL et  HDL) [figure33]. 

 -        + 
Sens de la migration 

Figure 33: Profil electrophorètique des lipoprotéines sériques 

    On a évalué la différence entre les vitesses de migration de deux types de lipoprotéines 

LDL et HDL  en superposant à l’aide du logiciel « MATLAB »  le profil électrophorètique du 

sérum sain (témoin) avec ceux des échantillons traités, en premier lieu avec deux oxydants , 

CuSO4 et H2O2 en utilisant deux concentrations ( 20 et 30µmol/l) à la fois sur le sérum total et 

LDL 

VLDL

HDL 
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sur les fractions séparées, puis  en deuxième lieu avec deux antioxydants , la vitamine C et la 

vitamine E. Le temps d’incubation était de 24h et les vitesses de migration ont été calculées à  

partir des distances parcourues par les lipoprotéines et du temps de migration qui était de 30 

minutes.    

     Les résultats obtenus nous ont permis de constater que pour l’ensemble des échantillons 

analysés la vitesse de migration des  lipoprotéines oxydées était plus grande  par rapport aux 

lipoprotéines non oxydées, on a aussi remarqué que les échantillons traités par la vitamine C 

et la vitamine E avaient subi les même modifications que celles observées avec les oxydants. 

On n’a pas pu inclure les VLDL dans nos résultats car leurs pics correspondants 

n’apparaissaient pas.  

    L’ensemble de nos résultats sont indiqué au niveau des figures et des tableaux représentés 

ci-dessous :  

1.1 Effet des oxydants sur les lipoprotéines du sérum total : 

1.1.1. Effet de CuSO4 : 

 

 

Figure 34:Profils électrophorètiques des lipoprotéines d'un sérum total en présence et en 
absence de CuSO4 
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Tableau 17:Distance et vitesse de migration des lipoprotéines témoins et des 
lipoprotéines oxydées par CuSO4 

 Témoin CuSO4 à 20µmol/l CuSO4 à 30µmol/l 

 
LDL 

 
HDL 

 
LDL 

 
HDL 

 
LDL 

 
HDL 

Distance de 
migration 

(cm) 

 
4.52 

 
6.79 

 
4.76 

 
7.03 

 
4.99 

 
7.18 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 

 
9.04 

 
13.58 

 
9.52 

 
14.06 

 
9.98 

 
14.36 

 

 En comparant les 3 profils électrophorètiques des lipoprotéines LDL et HDL du sérum 

total de la figure 34, on a remarqué que les lipoprotéines traitées par CuSO4 à une 

concentration de 20 µmol/l avaient migré plus loin que celles du témoin et que les 

lipoprotéines traitées par CuSO4 à 30 µmol/L avaient migré plus loin que celles du 

témoin ainsi que celles de l’échantillon traité par CuSO4 à 20 µmol/L. 

 

 Ces différents résultats obtenus ont été appréciés quantitativement après calcul des 

distances et des vitesses de migration relatives aux 3 profils électrophorètiques, on a 

remarqué ainsi que pour les LDL et les HDL, les vitesses de migrations augmentent en 

présence de CuSO4 et que cette augmentation est proportionnelle à la concentration en 

CuSO4 comme nous le montre le tableau 17.  
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1.1.2 Effet de H2O2 : 

 

Figure 35: Profils électrophorètiques des lipoprotéines d'un sérum total en présence et 
en absence de H2O2 

Tableau 18: Distance et vitesse de migration des lipoprotéines témoins et des 
lipoprotéines oxydées par H2O2 

 Témoin 
 

H2O2  à  20 µmol/l H2O2  à  30 µmol/l 

 
LDL 

 
HDL 

 
LDL 

 
HDL 

 
LDL 

 
HDL 

Distance de 
migration 

(cm) 

 
3.93 

 
7.38 

 
4.14 

 
7.59 

 
4.2 

 
7.62 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 

 
7.86 

 
14.76 

 
8.28 

 
15.18 

 
8.4 

 
15.24 
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 En comparant les 3 profils électrophorètiques des lipoprotéines LDL et HDL du sérum 

total de la figure 35, on a remarqué que les lipoprotéines traitées par H2O2 à une 

concentration de 20 µmol/l avaient migré plus loin que celles du témoin et que les 

lipoprotéines traitées par H2O2 à 30 µmol/L avaient migré plus loin que celles du 

témoin ainsi que celles de l’échantillon traité par H2O2 à 20 µmol/L. 

 

 On a remarqué aussi après calcul des vitesses de migration que pour les LDL et les 

HDL, elles augmentent en présence de H2O2 et que cette augmentation est également 

proportionnelle à la concentration en H2O2 comme nous le montre le tableau 18.  

 

1.2. Effet des antioxydants sur les lipoprotéines du sérum total : 

1.2.1. Effet de la vitamine C : 

 

Figure 36: Profils électrophorètiques des lipoprotéines d'un sérum total en présence et 
en absence de CuSO4 et de vitamine C 
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Tableau 19 : Distance et vitesse de migration des lipoprotéines témoins,   lipoprotéines 
oxydées par CuSO4 et des lipoprotéines en présence de CuSO4 et de vitamine C 

Témoin CuSO4 à 20µmol/l CuSO4 à 20µmol/l 
+vit C à 2.8 mmol/l 

LDL HDL LDL HDL LDL HDL 
Distance de 
migration 

(cm) 
     4.52 6.82 4.76 7.03 4.99 7.27 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
9 13.64 9.52 14.06 9.98 14.54 

 En comparant les 3 profils électrophorètiques des lipoprotéines LDL et HDL du sérum

total de la figure 36, on a remarqué que les lipoprotéines traitées par CuSO4 à 20

µmol/l en présence de vitamine C  à 2.8mmol/L avaient migré plus loin que celles du

témoin ainsi que celles de l’échantillon traité par CuSO4 à 20 µmol/L seul.

 On a en outre remarqué que pour les LDL et les HDL, les vitesses de migration en

présence conjointe du CuSO4 et de la vitamine C sont plus grandes par rapport à celles

du témoin ainsi qu’à celles de l’échantillon en présence de CuSO4 seul, comme nous le

montre le tableau 19.
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Figure 37: Profils électrophorètiques des lipoprotéines d'un sérum total en présence et 
en absence de H2O2 et de vitamine C 

Tableau 20: Distance et vitesse de migration des lipoprotéines témoin, des lipoprotéines 
oxydées par H2O2 et des lipoprotéines en présence de H2O2 et de vitamine C 

Témoin H2O2  à 
30µmol/l 

Vit C 
 à 30µmol/l 

H2O2 à 30µmol/l 
+vit C à 30µmol/l 

LDL HDL LDL HDL LDL HDL LDL HDL 
Distance 

de 
migration 

(cm) 
3.96 7.44 4.19 7.59 4.43 8.18 4.43 8.42 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
7.92 14.88 8.38 15.18 8.86 16.36 8.86 16.84 
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 En comparant les 4 profils électrophorètiques des lipoprotéines LDL et HDL du sérum

total de la figure 37, on a remarqué que les lipoprotéines traitées par H2O2 à 30 µmol/l

en présence de vitamine C à 30 µmol/l et celles en présence de vitamine C seule

avaient migré plus loin que les lipoprotéines du témoin ainsi que celles de

l’échantillon traité par H2O2 à 30 µmol/L seul. On a aussi remarqué que les LDL du

sérum traitées par H2O2 à 30 µmol/L  conjointement avec la vitamine C à 30 µmol/L

et celles de l’échantillon en présence de vitamine C seule avaient migré à la même

position. Pour ce qui est des HDL on a remarqué que la vitesse de migration  était

légèrement supérieure pour le sérum traité par H2O2 à 30 µmol/L conjointement avec

la vitamine C à 30 µmol/L par rapport à celles de l’échantillon en présence de

vitamine C seule.

 On a en plus  remarqué que pour les LDL et les HDL, les vitesses de migrations en

présence de H2O2 et de la vitamine C et celles en présence de vitamine C seule sont

plus grandes par rapport à celles du témoin et celles en présence de H2O2  seul. Quant

aux LDL du sérum traitées par H2O2 en présence de la vitamine C et celles de

l’échantillon en présence de la vitamine C seule avaient des vitesses de migration

égales et ce  contrairement aux HDL qui présentaient des vitesses de migrations

légèrement supérieures lorsqu’elles sont traitées sous les mêmes conditions, comme

nous le montre le tableau 20.
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Figure 38: Profils électrophorètiques des lipoprotéines d'un sérum total en présence et 
en absence de vitamine C 

Tableau 21 : Distance et vitesse de migration des lipoprotéines témoins et des 
lipoprotéines en présence de vitamine C 

Témoin Vit C à 0.42mmol/l Vit C à 2.8 mmol/l 

LDL HDL LDL HDL LDL HDL 
Distance de 
migration 

(cm) 
     4.96 6.94 5.17 7.41 5.7 7.61 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
9.92 13.88 10.34 14.82 11.4 15.22 
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 En comparant les 3 profils électrophorètiques des lipoprotéines LDL et HDL du sérum

total de la figure 38, on a remarqué que les lipoprotéines traitées par la vitamine C  à

une concentration de  0.42 mmol/l avaient migré plus loin que celles du témoin et que

les lipoprotéines traitées par la vitamine C a 2.8mmol/l avaient migré plus loin que

celles du témoin ainsi que celles de l’échantillon traité par la vitamine C à 0.42mmol/l.

 Après quoi on a remarqué que pour les LDL et les HDL, les vitesses de migrations

augmentent en présence de vitamine C et que cette augmentation est proportionnelle à

la concentration, comme nous le montre le tableau 21.

1.2.2. Effet de la vitamine E : 

Figure 39: Profils électrophorètiques des lipoprotéines d'un sérum total en présence et 
en absence de H2O2 et de vitamine E 
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Tableau 22 : Distance vitesse de migration des lipoprotéines témoins et des lipoprotéines 
en présence de vitamine E 

Témoin Vit E à 30µmol/l H2O2 à 30µmol/l 
      +vit E à 30µmol/l 

LDL HDL LDL HDL LDL HDL 
Distance de 
migration 

(cm) 
     4.34 7.77 4.84 8.71 4.67 8.45 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
8.68 15.54 9.68 17.42 9.34 16.9 

 En comparant les 3 profils électrophorètiques des lipoprotéines LDL et HDL du sérum

total de la figure 39, on a remarqué que les lipoprotéines traitées par la vitamine E  à

30 µmol/l avaient migré plus loin que celles du témoin ainsi que celles de l’échantillon

traité par H2O2 à 30 µmol/l  en présence de vitamine E  à 30 µmol/l.

 On a aussi remarqué que pour les LDL et les HDL, les vitesses de migration en

présence de vitamine E seule sont plus grandes par rapport à celles du témoin et à

celles de l’échantillon en présence de H2O2  et de la vitamine E, comme nous le

montre le tableau 22.
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1.3. Effet des oxydants sur les lipoprotéines séparées : 

1.3.1. Effet de CuSO4 sur les LDL :  

Figure 40: Profils électrophorètiques des LDL en présence et en absence de CuSO4 

Tableau 23: Distance et vitesse de migration des LDL témoins et des LDL oxydées par 
CuSO4 

LDL 

Témoin CuSO4 à 20µmol/l CuSO4 à 30µmol/l 

Distance de 
migration 

(cm) 
5.46 6.47 6.88 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
10.92 12.94 13.76 
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 En comparant les 3 profils électrophorètiques des LDL de la figure 40, on a remarqué

que les LDL traitées par CuSO4 à une concentration de 20 µmol/l avaient migré plus

loin que celles du témoin et que les LDL traitées par CuSO4 à 30 µmol/l avaient migré

plus loin que celles du témoin ainsi que celles de l’échantillon traitées par CuSO4 à 20

µmol/l.

 On a en plus remarqué que pour les LDL, les vitesses de migrations augmentent en

présence de CuSO4 et que cette augmentation est proportionnelle à la concentration en

CuSO4 comme nous le montre le tableau 23.

1.3.2. Effet de CuSO4 sur les HDL : 

Figure 41: Profils électrophorètiques des HDL en présence et en absence de CuSO4 
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Tableau 24 : Distance et vitesse de migration des HDL témoins et des HDL oxydées par  
CuSO4 

Témoin CuSO4 à 20µmol/l CuSO4 à 30µmol/l 

Distance de 
migration 

(cm) 
7.68 7.92 8.06 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
15.36 15.84 16.12 

 En comparant les 3 profils électrophorètiques des HDL de la figure 41, on a remarqué

que les HDL traitées par CuSO4 à une concentration de 20 µmol/l avaient migré plus

loin que celles du témoin et que les HDL traitées par CuSO4 à 30 µmol/L avaient

migré plus loin que celles du témoin ainsi que celles de l’échantillon traité par CuSO4

à 20 µmol/l.

 On a remarqué que pour les HDL, les vitesses de migrations augmentent en présence

de CuSO4 et que cette augmentation est proportionnelle à la concentration en CuSO4

comme nous le montre le tableau 24.
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1.3.3. Effet de H2O2 sur les LDL : 

Figure 42: Profils électrophorètiques des LDL en présence et en absence de H2O2 

Tableau 25 : Distance et vitesse de migration des LDL témoins et des LDL oxydées par 
H2O2 

Témoin H2O2 à 20µmol/l H2O2 à 30µmol/l 

Distance de 
migration 

(cm) 
4.99 5.32 5.47 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
9.98 10.64 10.94 
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 En comparant les 3 profils électrophorètiques des LDL de la figure 42, on a remarqué

la même modification qu’avec le CuSO4, les LDL traitées par H2O2 à une

concentration de 20 µmol/l avaient migré plus loin que celles du témoin et que les

LDL traitées par H2O2 à 30 µmol/l avaient migré plus loin que celles du témoin ainsi

que celles de l’échantillon traité par H2O2 à 20 µmol/l.

 On a remarqué là aussi que pour les LDL, les vitesses de migrations augmentent en

présence de H2O2 et que cette augmentation est proportionnelle à la concentration en

H2O2 comme nous le montre le tableau 25.

1.3.4. Effet de H2O2 sur les HDL : 

Figure 43: Profils électrophorètiques des HDL en présence et en absence de H2O2 
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Tableau 26 : Distance et vitesse de migration des HDL témoins et des HDL oxydées par 
H2O2 

Témoin H2O2 à 20µmol/l H2O2 à 30µmol/l 

Distance de 
migration 

(cm) 
7.21 7.59 7.62 

Vitesse de 
migration 

(cm/h) 
14.42 15.18 15.24 

 En comparant les 3 profils électrophorètiques des HDL de la figure 43, on a remarqué

que les HDL traitées par H2O2 à une concentration de 20 µmol/L et celles de

l’échantillon traité par H2O2 à 30 µmol/L étaient presque superposables et que les

deux avaient migré plus loin que celles du témoin.

 On a en outre remarqué que pour les HDL, les vitesses de migrations augmentent en

présence de H2O2 et que pour des concentrations différentes on a eu presque des

vitesses égales, comme nous le montre le tableau 26.
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2. Discussion :

   La découverte du stress oxydant et son implication dans de nombreuses pathologies 

humaines a bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Les lipides  sont à 

l’épicentre  de ce phénomène du fait de leurs importante implication dans la génération des 

produits peroxydés  qui sont d’excellents marqueurs des dommages oxydatifs. Cependant, 

l'analyse de la peroxydation lipidique, in vitro ou in vivo, est encore complexe faisant ainsi 

l’objet de plusieurs recherches. 

    L’objectif escompté de cette étude est d’induire  une oxydation in vitro qui reflète le stress 

oxydant et  d’évaluer l’effet de cette oxydation sur les lipoprotéines sériques par 

électrophorèse sur acétate de cellulose. 

Effet de CuSO4 : 

Le Cu2+ est le catalyseur le plus couramment utilisé dans les études qui s’intéressent à

l’oxydation  des lipoprotéines in vitro, comme nous le montre la plupart des articles rédigés a 

ce sujet  [97-104]. L'une des explications les plus acceptées pour la toxicité cellulaire induite 

par le cuivre vient de l'hypothèse que le cuivre peut interférer avec plusieurs voies 

métaboliques et induire ainsi différentes réponses cellulaires. Ce métal a été bien décrit 

comme un promoteur du stress oxydant en catalysant la formation des ERO [105] [106]. Le 

cuivre libre ou le complexe de cuivre de faible poids moléculaire est capable de catalyser la 

réaction entre l’anion superoxyde et H2O2  produisant le radical hydroxyle (Réaction de 

Fenton et d’Haber-Weiss) [107]. 

Les résultats de notre étude ont montré que l’oxydation des lipoprotéines par Cu2+  in vitro

évaluée par la technique d’électrophorèse sur acétate de cellulose a entrainé une augmentation 

de la vitesse de migration qui est proportionnelle à la concentration en Cu2+. La vitesse de

migration des LDL du sérum total oxydées par 20 µmol/l de Cu2+ ainsi que celle oxydées par

30 µmol/l de Cu2+ a augmenté de 5.3% et de 10.4% respectivement par rapport aux LDL
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témoins. Alors que pour les LDL séparées par précipitation, on a obtenu une augmentation de 

la vitesse de migration de 18.5% et de 26% pour les mêmes concentrations en Cu2+.

    Pour les HDL du sérum total la vitesse de migration de l’échantillon  oxydées par 20 µmol/l 

de Cu2+ ainsi que celles oxydées par 30 µmol/l de Cu2+, a augmenté de 3.5%  et de 5.7%

respectivement  par rapport aux HDL témoins . alors que pour les HDL séparées par 

précipitation, on a obtenu une augmentation de la vitesse de migration de 3.1% et de 5%  pour 

les mêmes concentrations en Cu2+.

Effet de H2O2 : 

    Après l’obtention de résultats significatifs avec le CuSO4, on a voulu essayé un autre 

oxydant le  peroxyde d’hydrogène H2O2  qui possède un fort pouvoir oxydant participant 

indirectement à la toxicité de l’oxygène et est capable d’induire la réaction de Fenton générant 

ainsi des radicaux libres [108]. Cet oxydant non radicalaire a la propriété d’altérer la structure 

protéique des lipoprotéines et spécialement celles qui comportent des groupement sulfhydryle 

(SH) tels que la méthionine et la cystéine. 

    Les résultats ont montré une augmentation de la vitesse de migration qui est proportionnelle 

à la concentration en H2O2. La vitesse de migration des LDL du sérum total oxydées par 20 

µmol/l de H2O2  ainsi que celles oxydées par 30 µmol/l de H2O2  a augmenté de 5.3% et de 

6.9% respectivement par rapport aux LDL témoins. Alors que pour les LDL séparées par 

précipitation, on a obtenu une augmentation de la vitesse de migration de 6.6% et de 9.6 

%pour les mêmes concentrations en H2O2. 

    Pour les HDL du sérum total, la vitesse de migration de l’échantillon oxydé par 20 µmol/l 

de H2O2 ainsi que celles oxydées par 30 µmol/l de H2O2 a augmenté de 2.9% et de 3.3% 

respectivement par rapport aux HDL témoins. Alors que pour les HDL séparées par 

précipitation, on a obtenu une augmentation de la vitesse de migration de 5.3% et de 5.7 

%pour les mêmes concentrations en H2O2. 

    Sur la base des résultats obtenus après utilisation des 2 oxydants, on peut dire que : 

 L’augmentation de la vitesse de migration après oxydation des lipoprotéines par CuSO4 et 

H2O2  est probablement due à une augmentation de la charge négative, ceci étant évoqué par 

plusieurs auteurs. Selon Jean Louis Paul et al, l’oxydation des LDL débute par la  
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peroxydation  des AGPI portés par les LDL, AGPI qui estérifient le cholestérol, les 

phospholipides (PL) et les triglycérides, ceci conduit à la fragmentation de ces AGPI avec 

notamment la production de cétones, qui sont éliminées, et d’aldéhydes qui se fixent sur les 

résidus Lysine de l’apoB100 augmentant ainsi sa charge négative [109]. Cela étant appuyer 

par d’autres chercheurs comme Steinberg [110]. 

    D’autres travaux ont aussi montré que l’oxydation des LDL induit un débobinement partiel 

de la structure secondaire de l’Apo B, ce débobinement est corrélé à l’augmentation de 

charges négatives des LDL oxydées [111].  

    La vitesse de migration des LDL oxydées après précipitation est plus grande que celle des 

LDL oxydées du sérum total , ce qui est probablement due au pouvoir protecteur des HDL qui 

s’oppose à l’oxydation des LDL. Ceci est en accord avec d’autres études qui ont suggéré que 

les HDL empêchent l’oxydation des LDL en chélatant les ions  Cu2+  ou Fe2+ utilisés comme

oxydants [112], [113]. Selon Hinsberg et al , l’incubation des LDL en présence de HDL 

pendant l’oxydation par Cu2+ ou Fe2+ empêche légèrement l'augmentation de la mobilité

électrophorétique des LDL ainsi que la formation des substances réactives au TBA et des 

peroxyde lipidiques [114]. 

     Selon Mackness et al, plusieurs lignes de preuve suggèrent que les HDL agissent de 

manière enzymatique pour prévenir l'oxydation des LDL .Il ne faut pas non plus négliger que 

les HDL est l'espèce dominante de lipoprotéines dans l'ensemble du fluide tissulaire et qu'il 

pourrait donc avoir un rôle plus omniprésent dans la protection des tissus contre les produits 

de peroxydation des lipides cytotoxiques autres que les LDL, qui ont été impliqués dans une 

grande variété de maladies [115]. 
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      On peut aussi suggérer que cette différence de vitesse est due à la présence de l’albumine 

dans le sérum total, qui est considéré comme l'antioxydant majeur et prédominant dans le 

plasma, capable d’inhiber l’oxydation des lipoprotéines induite par les métaux de transition. 

    Jiri Neuzil et al ont  démontré que le complexe albumine-bilirubine associé aux 

lipoprotéines peut protéger efficacement les lipides de la  peroxydation. Ceci est 

probablement réalisé par l'interaction du α-tocophérol (vitamine E) des lipoprotéines avec la 

bilirubine [116].  

Effet de la vitamine C : 

    Il existe plusieurs antioxydants biologiquement pertinents qui agissent pour restaurer 

l'équilibre oxydatif dans l'environnement cellulaire. En ce qui concerne notre étude nous 

avons utilisé la vitamine C qui est facile à obtenir et agit efficacement contre la peroxydation 

lipidique, les résultats ont montré que l’incubation des lipoprotéines avec la vitamine C  à 

différentes concentrations, en présence et en absence d’oxydants pendant 24h avaient 

entrainés une augmentation de la vitesse de migration qui est proportionnelle à la 

concentration en vitamine C, ceci ne correspondaient pas à l’effet antioxydant attendu de la 

vitamine C qui aurait du entrainer une diminution de la vitesse de migration des lipoprotéines 

oxydées.  

    En premier lieu le traitement du sérum avec 2.8mmol/L de vitamine C en présence de 20 

µmol/l de CuSO4 a donné une augmentation de la vitesse de migration  des LDL de 10.9% par 

rapport aux LDL témoins  et une augmentation de 5.1% par rapport aux LDL oxydées par le 

CuSO4 en absence de vitamine C. 

    Pour les HDL, soumis aux mêmes conditions que les LDL, nous avons eu une 

augmentation des vitesses de migration de 6.6% par rapport aux HDL témoins et 3.5% par 

rapport aux HDL oxydées.  



Partie pratique Chapitre 2 : Résultats et Discussion 

90 

    En second lieu le traitement du sérum avec 30µmol/l de vitamine C en présence de 30 

µmol/l de H2O2 a donné une même vitesse de migration  des LDL que celle en présence de 

vitamine C seule, et une augmentation de 11.8% par rapport aux LDL témoins et de 6% par 

rapport aux LDL oxydées par le H2O2  en absence de vitamine C. 

    Pour les HDL nous avons obtenus une augmentation de la vitesse de migration de 3.3% en 

présence de 30µmol/l de vitamine C et de H2O2 par rapport aux HDL en présence de vitamine 

C seule et de 13.2%  par rapport aux HDL témoins et enfin de 11.2% par rapport aux HDL en 

présence de H2O2 seul.     

   En dernier lieu le traitement du sérum par la vitamine C seule à deux concentrations 

différentes a donné comme résultat une augmentation de la vitesse de migration de 4.2% des 

LDL en présence de 0.42mmol/l de vitamine C et de 14.9% en présence de 2.8mmol/L de 

vitamine C  par rapport aux LDL témoins.  

    Pour les HDL nous avons obtenus une augmentation de la vitesses de migration de 6.7% 

pour des concentration de 0.42mmol/l de vitamine C et de 9.6% pour des concentrations de 

2.8mmol/l de vitamine C  par rapport aux HDL témoins. 

    A partir des résultats cités ci-dessus on peut émettre en avant les hypothèses suivantes : 

    L’acide ascorbique en présence du tampon véronal à pH alcalin (8.6) se retrouve sous 

forme d’anion ascorbate chargé négativement ainsi en se liant aux lipoprotéines plasmatiques, 

ce dernier leurs confères probablement des charges négatives supplémentaires induisant alors 

une augmentation de la vitesse de migration. 

    Au cours des dernières années, en plus du rôle antioxydant de l'ascorbate, plusieurs études 

ont exploré aussi ses propriétés pro-oxydantes. Les préoccupations ont été soulevées, 

principalement par rapport aux effets pro-oxydants médiés par des ions de métal de transition 

potentiellement délétères. Un rapport récent sur l'effet pro-oxydant de l'interaction du fer et de 

la vitamine C in vivo a révélé qu'un supplément combiné quotidien de fer (100 mg sous forme 

de fumarate) et de vitamine C (500 mg d'ascorbate) au troisième trimestre de grossesse a 

entraîné une augmentation de 20% de l'oxydation des lipides du plasma [105]. 
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    L'acide ascorbique est un excellent agent réducteur. Il est capable de réduire les métaux 

rédox-actifs tels que le cuivre et le fer, augmentant ainsi l'activité pro-oxydante de ces 

métaux. Les niveaux de traces de métaux de transition peuvent participer à la réaction 

d’Haber / Weiss et catalyser l'oxydation de l'acide ascorbique. Ainsi, l'acide ascorbique peut 

servir à la fois de pro-oxydant et d’antioxydant in vitro selon les conditions expérimentales, à 

de faibles concentrations, l'acide ascorbique est susceptible d'être un pro-oxydant, et à des 

concentrations élevées, il a tendance à être un antioxydant. Cet effet de croisement est en 

fonction de la concentration du métal catalytique. [117]. 

     Yin et al ont observé une activité pro-oxydante à pH 7.4 et pH 1.2, ce résultat indique que 

l'acide ascorbique non dissocié et l'ion ascorbate monobasique peuvent s'associer avec Cu2+

pour initier la production de radicaux libres. La réduction de Cu2+ à Cu+ par la vitamine C

s'accompagne d'une production du radical ascorbyle. Ces résultats indiquent également que 

pour certains antioxydants, tels que la vitamine C, l'activité pro-oxydante associée au cycle 

redox est évidente lorsque le rapport antioxydant à l'ion métal est relativement faible [118].  

Effet de la vitamine E : 

    La vitamine E  «α-tocophérol» est un antioxydant qui a été connu pour agir comme un 

purificateur de radicaux puissant et pour supprimer efficacement l’oxydation de la chaine des 

radicaux libres. 

    Les résultats du traitement  des lipoprotéines du sérum total par la vitamine E ont montré le 

même effet inattendu qu’avec la vitamine C, au lieu d’avoir une diminution de la vitesse de 

migration, on a constaté plutôt  une augmentation de la vitesse des LDL traitées par 30 µmol/l  

de vitamine E  de 11.52 % et de 7.6% pour celles traitées par 30 µmol/l de H2O2 et de 

vitamine E  par rapport aux LDL témoins  

    Pour les HDL du sérum total traitées par 30 µmol/l  de  vitamine E, la vitesse de migration 

a augmenté de 12.74 % et de 8.8 % pour celles traitées par 30 µmol/l de H2O2 et de vitamine 

E par rapport aux HDL témoins . 

    A partir de ces résultats, on peut émettre en avant les hypothèses suivantes : 



Partie pratique Chapitre 2 : Résultats et Discussion 

92 

    On a utilisé la vitamine E commercialisée au niveau des officines, ceci peut être à l’origine 

de l’effet oxydant qui est probablement du à un ou plusieurs excipients de la forme capsulée 

de l’α-tocophérol. 

    Cependant des études ont montré que la vitamine E pouvait avoir un rôle pro-oxydant. 

     Il a d'abord été suggéré au début des années 90 que le radical α-tocophéroxyle peut servir 

de pro-oxydant lors de l'oxydation des LDL. Bowry et ses collègues ont proposé le modèle de  

peroxydation par l’α-tocophérol des LDL, dans lequel le processus est initié par l'extraction 

d'un atome d'hydrogène à partir d'un groupe méthylène bis-allylique dans un AGPI  par le 

radical α-Toc-O • , bien qu’il soit extrêmement lent [119].  

α-Toc-O • + LH α-Toc-OH + L• 

     Abuja et al ont constaté qu’en présence d'ions Cu, la vitamine E peut se comporter comme 

un pro-oxydant dans certaines conditions in vitro[120] .En outre Burkitt et al ont observé que 

l'augmentation de la quantité d'α-tocophérol dans les LDL peroxydées montrent une 

susceptibilité accrue à l'oxydation [119],  d’autres études ont montré que lorsque l'ion libre de 

cuivre (II) est présent à proximité d'α-tocophérol, il pourrait bien interagir avec l'α-tocophérol 

pour donner l'ion cuivre (I). Dans ces circonstances, L'α-tocophérol peut agir comme un pro-

oxydant, mais un tel effet peut ne pas être important in vivo, où la quasi-totalité de l'ion cuivre 

est séquestré [121].  

Limite de l’étude : 

    Pour réaliser ce travail nous avons été confrontés aux différents aléas et difficultés : 

 disponibilité  très limitée des plaques d’acétates de cellulose

 Difficulté à trouver un seul donneur pour la totalité de l’étude en raison des quantités

de sang à prélever régulièrement.

 Difficulté pour l’adaptation du protocole aux conditions du laboratoire.
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Conclusion : 

    Un risque cardiovasculaire élevé est souvent associé à un profil lipoprotéique plasmatique 

perturbé avec des LDL augmentées et des HDL diminuées. De nombreux travaux ont montré 

que les LDL modifiées et en particulier les LDL oxydées étaient hautement athérogènes. 

    En utilisant l’électrophorèse , méthode physico-chimique simple, facile d’accès et peu 

onéreuse pour un laboratoire de biologie clinique de pays à faible revenus, nous avons pu 

déterminer l’électronégativité des lipoprotéines sériques oxydées in vitro.  

    Les  résultats obtenus après traitement des lipoprotéines par des antioxydants qui sont  la 

vitamine C et la vitamine E sont quelque peu surprenant, en effet on a obtenu un résultat 

comparable à celui du traitement par les oxydants, ceci nous laisse  perplexe devant l’effet  

antioxydant de ces vitamines sur les lipoprotéines et si c’est la technique d’électrophorèse qui 

ne  permet pas d’apprécier leur rôle antioxydant ou bien qu’à certaines concentration on a un 

effet pro-oxydant.  

Ce travail préliminaire qui doit être complété par d’autres études clinico-biologiques à large 

échelle pourraient confirmer l’utilité ou la pertinence de l’index d’électronégativité des 

lipoprotéines comme index de risque cardiovasculaire. D’autre part, des travaux utilisant des 

modèles animaux pourraient permettre de déterminer les approches thérapeutiques 

appropriées pour réduire notamment les fractions LDL négatives dangereuses. 
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Annexe 1 : 

Dosage des paramètres biochimiques de control :  

 Cholesterol total :

    Le dosage du cholestérol total se fait par des méthodes enzymatiques, après dissociation 

des lipoprotéines. Dans un premier temps, une cholestérol estérase(CE) hydrolyse la liaison 

ester qui lie le cholestérol et l’acide gras dans les molécules de cholestérol estérifié. Ensuite 

une cholestérol oxydase (CO) oxyde le cholestérol devenu libre et le cholestérol non estérifié. 

Cette réaction aboutit à la libération de molécules de peroxyde d’hydrogène (H2O2).. 

L’indicateur quinoneimine est formé par le peroxyde d’hydrogène et la 4-aminoantipyrine en 

présence de phénol et de peroxydase. La concentration en quinoneimine est directement  

proportionnelle à la concentration du cholestérol total et est mesurée selon une méthode 

polychomatique point final (452, 540, 700nm).  

 Triglycérides :

    Le dosage des TG est basé sur des méthodes enzymatiques, Les triglycérides incubés avec 

la lipoprotéine lipase (LPL) libèrent du glycérol et des acides gras libres, ensuite  une glycérol 

kinase (GK) catalyse la réaction de phosphorylation du glycérol par l’adenosine-5-

triphosphate ( ATP) en glycérol-3-phosphate , la glycérol-3-phosphate-oxydase (GPO) oxyde 

la glycérol-3-phosphate en dihydroxyacétone  phosphate et libère du peroxyde d’hydrogène  

(H2O2). L’action catalytique de la peroxydase (POD) a partir du peroxyde d’hydrogène, de 

l’aminoantipyrine et du 4-Chlorophenol forme une quinoneimine colorée dont l’intensité de la 

coloration est directement proportionnelle  à la quantité total du glycérol et ses précurseurs 

Cholestérol ester + H2O 
CE

cholestérol + acides gras 

Cholestérol + O2

CO
Cholestène-3-one + H2O2

2H2O2 + phénol + 4-Aminoantipyrine    
peroxydase 

  quinonéimine + 4H2O 



104 

dans l’échantillon et est mesurée a l’aide d’une technique bichoromatique point final (510, 

700nm). 

 Dosage du cholestérol HDL :

    Après  précipitation des chylomicrons, des LDL et des VLDL  par le dextran sulfate , en 

présence d’ions magnésium, les HDL , contenues dans le surnageant ont été dosé par méthode 

enzymatique en utilisant le réactif pour le dosage du cholestérol total . 

 Calcul du cholestérol LDL :

    La concentration du cholestérol LDL est obtenue après calcul par la formule de friedwald : 

LDL-Chol (mg/dl) = Cholesterol total (mg/dl) -[HDL-Chol (mg/dl) +TG/5] (mg/dl). 

 Glycémie :

    Il s’agit d’une méthode a l’hexokinase (HK) ,enzyme qui catalyse la phosphorylation du 

glucose en présence d’ATP et d’ions magnésium pour former du glucose-6-phosphate et 

l’adénosine di-phosphate (ADP ). La glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) oxyde 

le glucose 6-phosphate de façon spécifique pour produire du gluconate 6-phosphate ; NAD
+

est simultanement réduit en NADH. L’augmentation de l’absorbance a 340nm est 

proportionnelle a la concentration en glucose de l’échantillon . 

Triglycérides 
LPL

glycérol + acides gras 

Glycérol + ATP 
GK    

      glycerol-3-phosphate + ADP 

Glycérol-3-phosphate + O2

GPO     
   dihydroxyacétone + phosphate + H2O2

2H2O2 + 4-aminophénazone + 4-chlorophénol 
     POD 

   quinoneimine + HCL +4H2O 
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 Acide urique :

    L'acide urique, qui absorbe la lumière à 293 nm, est converti par l'uricase en allantoïne, qui 

est non absorbant à 293nm. La variation de l'absorbance à 293nm en raison de la disparition 

de l'acide urique est directement proportionnelle à la concentration d'acide urique dans 

l'échantillon et est mesurée à l'aide d'une technique bichromatique point final (293, 700nm). 

 Albumine :

    La méthode de dosage de  l'albumine est une adaptation de la méthode de liaison au 

colorant pourpre de bromocrésol BCP . En présence d'un agent solubilisant, le BCP se lie à 

l'albumine au ph 4.9. La quantité du complexe albumine-BCP est directement proportionnelle 

à la concentration en albumine. Le complexe absorbe à 600 nm et est mesuré à l'aide d'une 

technique polychromatique point final  (600, 540, 700 nm).  

Glucose + ATP
HK , MG++

     glucose-6-phosphate + ADP 

Glucose-6-phosphate + NAD
+        G-6-PDH   6- phosphogluconate + NADH+H

+

Acide urique + 2H2O + O2

uricase 
  allantoïne + H2O2 + CO2

Albumine + colorant BCP 
PH 4.9   

  complexe albumine-BCP (absorbe a 600nm) 
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 Protéines totales :

    C’est une méthode au réactif de biuret , L'ion cuivrique réagit avec les liaisons peptidiques 

des protéines dans une solution basique. Le complexe protéines-cuivre coloré en bleu ainsi 

formé est proportionnel à la concentration totale de protéines dans l'échantillon et est mesuré à 

l'aide d'une technique bichromatique poin final (540, 700 nm).  

Annexe 2 : 

Bilan biochimique des 4 donneurs du sang : 

Sérum  N°1 Sérum  N°2 Sérum N° 3 Sérum N°4 Normes 

Cholestérol total 

(g/l) 

1.78 1.69 1.78 1.43 1.3 – 2 

Triglycérides(g/l) 0.83 0.43 0.64 0.74 0.4 – 1.5 

HDL cholestérol 

(g/l) 

0.5 0.7 0.45 0.4 0.4 – 0.7 

LDL cholestérol 

(g/l) 

1.11 0.9 1.09 0.88 0.5 – 1.3 

Glycémie (g/l) 0.94 0.95 0.97 0.97 0.7 – 1.1 

Albumine (g/l) 42.3 37.1 44 34 – 48 

Protéines totales 

(g/l) 

84.4 70.6 73.8 80.5 64 – 82 

Acide urique 

(mg/l) 

49 28.2 44 26 – 72 

Cu
++ 

 +  protéines
OH-                

complexe (absorbe à 540nm) 
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Annexe 3 : 

Préparation de la solution de précipitation des LDL : 

    Les étapes suivies pour préparer un volume de 100ml de la solution de précipitation sont : 

 Préparation de la solution citrate trisodique 1 M :

    Peser 14.7 g de citrate trisodique à l’aide d’une balance électronique puis l’introduire dans 

une fiole jaugée de 50 ml contenant environ 20 ml d’eau distillée  à l’aide d’un entonnoir , 

mélanger la solution , ajuster le volume jusqu’au trait de jauge et homogénéisé   

 Prélever 6.4 ml de la solution citrate trisodique 1M à l’aide d’une pipette

graduée puis l’introduire dans un bécher

 Mesurer  à l’aide d’une éprouvette 80 ml d’eau distillée , puis verser dans le

bécher contenant la solution de citrate trisodique

 Prélever à l’aide d’une  pipette graduée   2 ml d’héparine , puis l’introduire

dans le bécher contenant le mélange

 Ajuster le pH de la solution entre 5.04 et 5.12 qui correspond au point

isoélectrique des  LDL permettant ainsi leurs précipitation dans le sérum

    Pour la réalisation de cette technique  ,  on utilise un pH mètre constitué de 2 

électrodes ,l’une standard dont le potentiel est constant et connu (appelé électrode de 

référence ) , l’autre à potentiel variable (appelé électrode de verre ). L’appareil est  

étalonné au moyen de deux  solutions  tampon à pH 4 et  7 . Le pH de la solution de 

précipitation est ajusté en ajoutant goute à goute une solution pure d’acide 

chlohydrique HCl  

 Ajouter à la solution de précipitation 2 mg d’azide de sodium afin d’éviter une

contamination microbienne

 Verser la solution de précipitation dans une fiole jaugée de 100 ml et ajuster le

volume jusqu’au trait de jauge
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- Préparation de la solution de précipitation des VLDL :

        Les étapes suivies Pour préparer un volume de 100ml de la solution de précipitation 

sont : 

 Préparation d’une solution de chlorure de lithium  LiCl 2M :

    Peser 4.24 g de chlorure de lithium LiCl à l’aide d’une balance électronique puis 

l’introduire dans une fiole jaugée de 50 ml contenant environ 20 ml d’eau distillée  à l’aide 

d’un entonnoir , mélanger la solution , ajuster le volume jusqu’au trait de jauge et 

homogénéisé . 

 Prélever à l’aide d’une micropipette 200 µl de la solution de LiCl puis l’introduire

dans une fiole jaugée de 100 ml

 Préparation d’une solution de chlorure de magnesium MgCl2 2M :

    Peser 4.07 g de chlorure de magnésium MgCl2 à l’aide d’une balance électronique puis 

l’introduire dans une éprouvette de 50ml contenant environ 5 ml d’eau distillée  à l’aide d’un 

entonnoir , mélanger la solution , ajuster le volume jusqu’à 10 ml  et homogénéisé  

 Prélever à l’aide d’une micropipette 3 ml de la solution de chlorure de magnésium

MgCl2 2M et l’introduire dans la fiole contenant la solution de LiCl

 Ajouter aux 2 solutions 4 ml d’héparine puis ajuster le volume jusqu’au trait de jauge

Préparation de la solution de précipitation des HDL : 

    Les étapes suivies pour préparer un volume de 5ml de la solution de précipitation sont : 

 Dans un flacon stérile , verser 1.25 ml de MgCl2 2M

 Ajouter 50 mg de dextran sulfate

 Introduire 3.75 ml d’eau distillée puis ajouter 2.5 mg d’azide de sodium

Préparation de la solution de solubilisation des lipoprotéines : 
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    Les étapes suivies pour préparer un volume de 50 ml de la solution de précipitation sont : 

 Préparation de la solution de chlorure de sodium NaCl à 150mmole/l :

    Peser 4.38 g de chlorure de sodium  NaCl à l’aide d’une balance électronique puis 

l’introduire dans une fiole jaugée de 500 ml contenant environ 200 ml d’eau distillée  à l’aide 

d’un entonnoir , mélanger la solution , ajuster le volume jusqu’au trait de jauge et 

homogénéisé   

 Mesurer 43.33 ml de la solution de chlorure de sodium NaCl à 150 mmole/l à l’aide d’une

éprouvette puis l’introduire dans une fiole jaugée de 50 ml

 Ajouter à l’aide d’’une pipette graduée 5.5 ml de la solution de citrate trisodique 1M

 Ajuster le volume avec de l’eau distillée jusqu’au trait de jauge

Annexe 4 : 

Précipitation des lipoprotéines : 

 précipitation des HDL :

 Prélever à l’aide d’une micropipette 200µl du sérum et l’introduire dans un tube sec

 Ajouter 20 µl du précipitant HDL , puis mélanger a l’aide d’un vortex

 Incuber a température ambiante pendant 15 min

 Centrifuger a 4000 Tr/min pendant 15min

 Récupérer le surnagent contenant les HDL

 Précipitation des LDL :

 Prélever a l’aide d’une micropipette 200µl du sérum et l’introduire dans un tube sec

 Ajouter 2 ml du précipitant des LDL , puis mélanger a l’aide d’un vortex

 Incuber a température ambiante pendant 15 min

 Centrifuger a 4000 Tr/min pendant 15min

 Séparer le surnageant du culot contenant les LDL

 Solubiliser le culot par 200µl de la solution de solubilisation

 Précipitation des VLDL :

 Prélever 1 ml du surnageant obtenu après précipitation des LDL et l’introduire dans

un tube sec

 Ajouter 1ml du précipitant des VLDL, puis mélanger a l’aide d’un vortex
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 Incuber a température ambiante pendant 15 min

 Centrifuger a 4000 Tr/min pendant 15min

 Séparer le surnageant du culot contenant les VLDL

 Solubiliser le culot par 200µl de la solution de solubilisation



Résumé : Radicaux libres, stress oxydant, espèces réactives d’oxygène, antioxydants sont 

devenus des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé .Un intérêt 

sans cesse croissant est porté à l’étude des lipides véhiculés par les différentes  lipoprotéines 

plasmatique exposé en permanence au stress oxydant qui est la cause d’apparition de diverses 

pathologies.  tout ceci à requis et requiert encore la mise au point de méthodes et d’outils 

performants permettant d’évaluer, le plus correctement possible, le statut de stress oxydant 

chez un individu. L’objectif principal de cette étude est  d’induire une oxydation in vitro qui 

reflète le stress oxydant et d’évaluer l’effet de cette oxydation sur les lipoprotéines 

plasmatiques par électrophorèse sur acétate de cellulose puis d’étudier l’effet de la vitamine C 

et  E sur ces lipoprotéines oxydées, en mesurant les vitesses de migration des lipoprotéines 

normales et oxydées. Les résultats ont montrés une augmentation de la vitesse de migration à 

la fois en présence d’oxydant et d’antioxydants. Ce qui nous pousse à conclure que la 

technique d’électrophorèse sur acétate de cellulose nous à permis d’évaluer l’impact de 

l’oxydation in vitro sur les  lipoprotéines plasmatiques ce qui n’est pas le cas concernant 

l’effet antioxydant de la vitamine C et E. L’ensemble de ces recherches combinées à d’autres 

pourrait nous permettre d’introduire la technique d’électrophorèse sur acétate de cellulose 

comme outils d’analyse qui peut aider à diagnostiquer un état de stress oxydatif précoce et 

aussi comme un index thérapeutique dans le suivi de l’évolution des maladies liées au stress 

oxydant. Mots clés : lipoprotéines, électrophorèse, peroxydation lipidique, stress oxydant.  

ملخص : أصبحت الجذور الحرة، الإجھاد التأكسدي، أنواع الاكسجین التفاعلیة، ومضادات الأكسدة مألوفة بشكل متزاید 
لدى العاملین في مجال الصحة.و یوجد إھتمام مستمر لدراسة الدھون المنقولة بواسطة مختلف البروتینات الدھنیة المتواجدة 

في البلازما و المتعرضة بشكل دائم   للأكسدة التي ھي السبب في حدوث العدید من الأمراض وقد تطلب ھذا ولا یزال 
یتطلب  تطویر أسالیب وأدوات فعالة لتقییم وبأكبر قدر ممكن وضع الإجھاد التأكسدي لدى الفرد.الھدف الرئیسي من ھذه 
الدراسة ھو خلق أكسدة في المختبر تعكس حالة مرضیة في جسم المریض التي ھي  الاجھاد التأكسدي  و تقییم تأثیر ھذه 

الأكسدة على البروتینات الدھنیة في  البلازما من قبل تقنیة كھرتھجیر على خلات السلیلوز ومن ثم دراسة تأثیر فیتامین س 
و ه على ھذه البروتینات الدھنیة المؤكسدة، عن طریق قیاس سرعات ھجرة البروتینات الدھنیة  العادیة و المؤكسدة. 

أظھرت النتائج زیادة في معدل الھجرة سواء في وجود أكسدة أو مضادات الأكسدة مما یدفعنا للاستنتاج بأن تقنیة خلات 
السلیلوز الكھربائي سمح لنا بتقییم تأثیر أكسدة البروتینات الدھنیة الموجودة في البلازما في المختبر لكن ھذا لم یكن الحال 
بالنسبة لتأثیر مضادات الأكسدة من فیتامینس و,ه جنبا إلى جنب مع دراسات أخرى، یمكن أن نقدم تقنیة كھرتھجیر على 

خلات السلیلوز كأداة تحلیلیة التي یمكن أن تساعد على تشخیص الإجھاد التأكسدي في وقت مبكر وأیضا بمثابة مؤشر علاج 
في رصد تطور الأمراض المتعلقة بالإجھاد التأكسدي. كلمات البحث :البروتینات الدھنیة, كھرتھجیر, بیروكسید 

اللبید ,الإجھاد التأكسدي. 
Abstract: Free radicals, oxidative stress, reactive oxygen species, antioxidants have become 

increasingly familiar terms for health professionals. There is an increasing interest in the 

study of the lipids carried by the different plasma lipoproteins, which is constantly exposed to 

oxidative stress, that is the cause of various pathologies. All this has required and still requires 

the development of effective methods and tools to evaluate, as accurately as possible, the 

status of oxidative stress of each individual. The main objective of this study is to create an in 

vitro oxidation that reflects an oxidative stress and to evaluate the effect of this oxidation on 

plasma lipoproteins by cellulose acetate electrophoresis and then to study the effect of vitamin 

C and E on these oxidized lipoproteins, by measuring the migration rates of normal and 

oxidized lipoproteins. The results showed an increase in the migration rate both in the 

presence of oxidant and antioxidants. This leads us to conclude that the electrophoresis 

technique on cellulose acetate allowed us to evaluate the impact of oxidation in vitro on 

plasma lipoproteins, which is not the case with the antioxidant effect of Vitamin C and E. 

Combined with other studies, we could introduce the cellulose acetate electrophoresis 

technique as an analytical tool that can help to diagnose an early oxidative stress and also as a 

therapeutic index in the monitoring of the evolution of diseases related to oxidative stress. 

Keywords: lipoproteins, electrophoresis, lipids peroxidation, oxidative stress. 






