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Introduction 

 

L’obésité 

 

Selon l’OMS, l’obésité est définie comme une accumulation excessive de graisse qui présente 

un risque pour la santé. Elle est définie par un indice de masse corporelle (IMC), 

correspondant au rapport de la taille sur le poids au carré, supérieur à 30 kg/m². Nous vivons 

actuellement une véritable épidémie mondiale d’obésité caractérisée par la présence de                  

7 millions de patients obèses en France en 2012 (1). Les maladies cardio-vasculaires 

représentent la première cause de mortalité chez ces patients, dues notamment à une 

dyslipidémie pro-athérogène, avec une augmentation de 40% de la mortalité cardio-vasculaire 

pour chaque augmentation de 5 points d’IMC à partir d’un IMC supérieur à 25 kg/m² (2). 

Selon l’étude Obépi 2012, 17,6% des patients obèses sont hypertendus, 17,2% présentent une 

dyslipidémie et 5,8% un diabète. L’obésité et ses complications cardiovasculaires représentent 

donc un problème majeur de santé publique (1). 

 
Le diabète de type 2  

 

Le diabète de type 2 est défini par la présence de deux glycémies à jeun supérieures à 1,26 g/L 

ou une glycémie post-prandiale supérieure à 2 g/L associée à des signes cliniques (syndrome 

cardinal associant syndrome polyuro-polydipsique, amaigrissement, asthénie). L’insuline est 

fabriquée par les cellules béta des ilots de Langerhans du pancréas. L’état d’insulino-

résistance est caractérisé par un défaut d’action de l’insuline sur ses tissus cibles, ce qui 

entraîne dans un premier temps un hyper-insulinisme compensatoire puis un épuisement des 

cellules béta entraînant une diminution de cet hyper-insulinisme et l’apparition d’un diabète. 

En France, on compte plus de 3,3 millions de diabétiques en 2015 d’après l’INVS (Institut 

National de Veille Sanitaire) (3) ce qui représente également un problème majeur de santé 

publique. Le diabète est un facteur de risque cardio-vasculaire majeur, important à prendre en 

compte du fait de ses complications multiples (cardiaques, rénales, ophtalmologiques, 

neurologiques, vasculaires). La prévalence des complications cardio-vasculaires dans le 

diabète de type 2 est à l’origine de 30% des décès avec annuellement, près de 8 000 personnes 

amputées, plus de 12 000 personnes hospitalisées pour infarctus du myocarde et près de 4 000 

nouveaux cas d’insuffisance rénale terminale en 2011 (3).  
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La chirurgie bariatrique s’est développée de manière exponentielle depuis quelques années 

suite à un échec de la prise en charge médicale chez les patients présentant une obésité 

importante.  

 

Chirurgie de l’obésité 

Selon la haute autorité de santé (HAS), la chirurgie bariatrique est indiquée par décision 

collégiale, prise après discussion et concertation pluridisciplinaire, chez les patients adultes 

réunissant l’ensemble des conditions suivantes :  

- patients avec un IMC ≥ 40 kg/m² ou bien avec un IMC ≥ 35 kg/m² associé à au moins une 

comorbidité susceptible d’être améliorée après la chirurgie (notamment maladies cardio-

vasculaires dont l’hypertension artérielle, le syndrome d’apnées/hypopnées obstructives du 

sommeil et autres troubles respiratoires sévères, désordres métaboliques sévères, en 

particulier diabète de type 2, maladie ostéo-articulaire invalidante, stéato-hépatite non 

alcoolique) ;  

- après échec d’un traitement médical, nutritionnel, diététique et psychothérapeutique bien 

conduit pendant 6 à 12 mois ; en l’absence de perte de poids suffisante ou en l’absence de 

maintien de la perte de poids (4). 

 

Parmi les différentes techniques de chirurgie bariatrique, 3 sont plus fréquentes  (figure 1) : 

‐ L’anneau gastrique, technique restrictive pure, qui consiste à placer autour de 

l’estomac un anneau en silicone de diamètre ajustable  

‐ La sleeve gastrectomie (SG), restrictive pure également, qui consiste en une réduction 

du diamètre de l’estomac par résection longitudinale des 2/3 de celui-ci; 

‐ Le bypass gastrique (BP), technique à la fois restrictive et malabsorptive, qui consiste 

en la création d’une poche gastrique combinée à un court-circuit d’une partie de 

l’intestin grêle. 

                                       

                  Figure 1 : Anneau gastrique (A), Sleeve gastrectomie (B) et Bypass gastrique (C). 
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Ces trois techniques ont prouvé leur efficacité en termes de perte de poids et d’amélioration 

des comorbidités, que ce soit l’hypertension artérielle, le diabète ou la dyslipidémie (5–8). En 

ce qui concerne l’amélioration de la dyslipidémie, les résultats sont différents en fonction des 

techniques de chirurgie bariatrique employées. Dans une précédente étude réalisée dans notre 

service, nous avons montré une diminution significative des VLDL (very-low density -

lipoproteins) hépatiques après SG et BP mais une diminution significative des chylomicrons 

intestinaux uniquement après SG (9). Cependant les mécanismes qui entrent en jeu dans 

l’amélioration de ces paramètres lipidiques sont à l’heure actuelle mal connus. Afin 

d’expliquer ces variations, une étude du métabolisme lipidique à l’aide d’études cinétiques est 

nécessaire, afin de déterminer le taux de clairance et de production des lipoparticules après 

chacune de ces techniques de chirurgie bariatrique. 

 

 

Métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides (LRT) chez le sujet sain 

 

Les lipoprotéines 

 

Les lipides sont hydrophobes et doivent être transportés au sein de lipoprotéines  pour être 

véhiculés dans l’organisme notamment au niveau du plasma qui est un milieu hydrophile. Ces 

lipoprotéines sont composées d’un cœur hydrophobe (triglycérides (TG) et esters de 

cholestérol) et d’une membrane externe hydrophile (phospholipides, cholestérol libre et 

apolipoprotéines). Elles assurent le transport des lipides au sein de l’organisme et sont 

classées selon leur densité de la moins importante à la plus importante. On en distingue 5 

classes : les chylomicrons (CM avec la densité la plus faible), les very-low density-

lipoproteins (VLDL), les low-density lipoproteins (LDL), les intermediate-density 

lipoproteins (IDL) et les high-density lipoproteins (HDL). Les LRT regroupent les CM 

d’origine intestinale et les VLDL d’origine hépatique. A l’inverse, les LDL et HDL sont 

riches en cholestérol (10–12). 
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Nous distinguons deux voies principales pour décrire le métabolisme des LRT :  

 

Voie exogène ou voie entérohépatique ou voie alimentaire (figure 2) 

 

Les chylomicrons (ou LRT-apoB48) sécrétés par les entérocytes notamment en  période post-

prandiale assurent le transport des lipides exogènes (venant de l’alimentation) vers les tissus 

puis le foie. Ils sont constitués à 95% de TG et une apolipoprotéine spécifique, l’apoB48, qui 

est présente en un exemplaire unique sur chaque chylomicron. L’assemblage des 

chylomicrons nécessite la présence de trois composants : les TG, une apoB48 et une enzyme : 

la MTP (microsomal triglyceride transfert protein). Les triglycérides des chylomicrons sont 

hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL), libérant ainsi des acides gras libres qui seront 

captés par les tissus périphériques afin d’être stockés (tissu adipeux) ou utilisés comme source 

d’énergie (muscle, cœur). Ces particules appauvries en TG (les remnants de chylomicrons) 

vont ensuite être captées par le foie grâce au LDL-Récepteur (LDLR) notamment (10–12). 

 

Voie endogène (figure 2) 

 

Les VLDL (ou LRT-apoB100) fabriqués par le foie assurent le transport centrifuge des lipides 

du foie vers les tissus périphériques. Leur apolipoprotéine spécifique est l’apoB100 

(également présente en un exemplaire unique sur chaque VLDL) qui  assemblée aux TG sous 

l’action de la MTP donnera les VLDL. Les VLDL sont ensuite hydrolysés par la LPL pour 

donner les IDL (appauvries en TG) qui pourront soit être dégradées par la lipase hépatique 

(LH) puis être soit captées par le foie grâce au LDLR, soit former les LDL. Ces LDL pourront 

être recaptées à leur tour par le foie grâce au LDLR et être ainsi dégradées ou rester circulants 

dans le sang pour apporter du cholestérol aux tissus périphériques et participer activement à 

l’athérosclérose (10–12). 
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Dyslipidémie athérogène caractéristique des patients obèses diabétiques de type 2 

 

La dyslipidémie des patients diabétiques de type 2 se caractérise par des anomalies à la fois 

qualitative et quantitative des lipides. Elle est définie par le quatuor : hypertriglycéridémie, 

baisse du HDL-cholestérol, augmentation des particules de LDL petites et denses et 

hyperlipidémie post-prandiale. L’hypertriglycéridémie à jeun est secondaire à une 

augmentation de la production hépatique des VLDL et à un ralentissement de leur catabolisme 

due à une diminution de l’activité de la LPL et à un défaut de captation hépatique de leurs 

remnants. L’hyperlipidémie post-prandiale peut s’expliquer d’une part par une freination 

incomplète de la production hépatique de VLDL et intestinale de CM en post-prandial et 

d’autre part par un retard d’épuration des chylomicrons et des VLDL. Les VLDL et les 

chylomicrons produits en excès en post-prandial vont entrer en compétition au niveau de la 

LPL (qui est diminuée chez les patients insulino-résistants), ce qui va entrainer une 

diminution de leur catabolisme et augmenter leur temps de résidence sanguin. Ceci facilite le 
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transfert des TG des LRT vers les HDL et LDL sous l’action de la CETP (cholesterol ester 

transfer protein) (13,14). Les LDL et HDL enrichis en TG sont des substrats privilégiés de la 

lipase hépatique (LH) dont l’action est responsable de la formation de LDL petites et denses 

et d’une augmentation du catabolisme des HDL avec baisse du HDL-c (HDL-cholestérol). 

Ces LDL petites et denses vont s’accumuler dans les macrophages pour former des cellules 

spumeuses qui leur confèrent un pouvoir athérogène important, et ce d’autant que le HDL-c 

est diminué (15,16). 

 

De nouveaux mécanismes ont été récemment décrits pour expliquer le rôle pro-athérogène des 

LRT. Elles ont la capacité d’enrichir en acide gras les leucocytes circulants, qui peuvent 

activer à leur tour l’endothélium vasculaire capable de produire des cytokines pro-

inflammatoires, pro-coagulantes et recruter à nouveaux des leucocytes (17). De plus, un 

récepteur spécifique de l’apoB48 a été retrouvé en quantité importante au niveau des 

macrophages des stries lipidiques (18). Ainsi, les chylomicrons et leurs remnants semblent 

doués d’un pouvoir athérogène propre (10). Le potentiel athérogène des VLDL a été bien 

étudié (17), mais en revanche, il existe très peu d’informations dans la littérature s’intéressant 

au métabolisme des LRT intestinales. Or, la concentration en cholestérol est 40 fois 

supérieure dans les LRT-apoB48 par rapport aux LRT-apoB100 (19). Ceci rend nécessaire la 

compréhension de l’hyperproduction des LRT intestinales et de leur défaut de clairance 

responsables de leur accumulation plasmatique, pour permettre le développement de 

thérapeutiques visant à réduire leur concentration plasmatique et ainsi diminuer le risque 

cardiovasculaire chez ces patients obèses diabétiques de type 2. 

 

 

Effet de la chirurgie bariatrique sur la dyslipidémie des patients obèses diabétiques : 

travaux antérieurs 

 

Différentes études ont montré un impact favorable de la chirurgie bariatrique chez les patients 

obèses diabétiques. L’étude SOS a mis en évidence une diminution du poids et une rémission 

plus importante du diabète de type 2 chez les patients opérés par rapport au groupe contrôle  

(20,21). Il a également été montré une diminution des évènements cardiovasculaires et une 

diminution des décès chez les patients opérés par rapport à ceux n’ayant pas été opérés 

(20,22). Plus précisément, il a été mis en évidence une amélioration de la dyslipidémie et 
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notamment une diminution de l’hypertriglycéridémie chez les patients opérés d’une chirurgie 

bariatrique et une augmentation du HDL-c (8,23). Ainsi la diminution des évènements 

cardiovasculaires pourrait être due en partie à l’amélioration de la dyslipidémie: baisse des 

TG, des LDL petites et denses, de l’hyperlipidémie post-prandiale et augmentation du HDL-c. 

 

Cependant l’amélioration des paramètres lipidiques n’est pas identique après SG ou BP. Nous 

avons réalisé une étude chez des patients obèses, non diabétiques et nous avons retrouvé une 

diminution significative des TG, des LRT-apoB100 après BP et SG. En revanche, il existait 

une diminution significative des LRT-apoB48 uniquement après SG et une diminution 

significative des acides gras libres (AGL) uniquement après BP. Grâce à la réalisation 

d’études cinétiques, nous avons pu montrer que la diminution des VLDL-apoB100 était liée à 

une diminution de leur taux de production et une augmentation de leur taux de clairance dans 

les deux groupes de chirurgie bariatrique. Cependant, la diminution des CM-apoB48 après SG 

était liée uniquement à une diminution de leur taux de production (9). C’est pourquoi la 

réalisation d’études cinétiques est indispensable pour comprendre les mécanismes qui entrent 

en jeu dans l’amélioration de ces paramètres lipidiques après chirurgie bariatrique. 

 

 

Objectif de ma thèse   

 

L’objectif principal de cette étude est de comparer l’effet des 2 techniques de chirurgie 

bariatrique (BP et SG) sur le métabolisme des LRT-apoB48 (quantité, production et clairance) 

et d’en comprendre les mécanismes. Lors de ma thèse, j’ai étudié les effets de la sleeve 

gastrectomie sur les 8 premiers patients recrutés dans ce groupe. Je n’ai pas pu analyser les 

données des patients après BP devant un taux trop faible d’inclusion pour avoir des résultats 

satisfaisants dans ce groupe au cours de ma thèse. Il s’agit de la première étude cinétique 

après chirurgie bariatrique réalisée chez des patients obèses, diabétiques de type 2.  
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Matériel et méthodes 

 

Population 
 
Les échantillons utilisés dans le cadre de ma thèse sont issus de patients ayant participé à 

l’étude MISTRAL  intitulée « Effets des différentes techniques de chirurgie bariatrique sur le 

métabolisme des lipoparticules riches en triglycérides (LRT) intestinales chez les patients 

obèses diabétiques de type 2». Cette étude a reçu un financement du PHRCI, a été validée par 

le comité de protection des personnes et tous les patients ont donné leur consentement éclairé 

par écrit. Il s’agit d’une étude monocentrique, prospective, non randomisée incluant 30 

patients répartis en 2 groupes : 

‐ Groupe n°1 : 15 patients obèses diabétiques bénéficiant d’une chirurgie  bariatrique de 

type sleeve gastrectomie (SG) 

‐ Groupe n°2 : 15 patients obèses diabétiques bénéficiant d’une chirurgie bariatrique de 

type bypass gastrique (BP) 

Les patients ont tous été recruté dans le service de Nutrition, Maladies Métaboliques et 

Endocrinologie du Pr Valéro au CHU de La Conception à Marseille.  

 

Critères d’inclusions : 

Les critères d’inclusions étaient les suivants :  

- Sujet de sexe masculin ou féminin âgé de 18 à 65 ans ayant un IMC > 40 kg/m² ou un 

IMC > 35 kg/m²  associé à des comorbidités pouvant être améliorées après chirurgie.   

- Sujet ne présentant pas de contre-indication pour les 2 techniques chirurgicales étudiées : 

sleeve gastrectomie et bypass gastrique  

- Sujet présentant un diabète de type 2 avec une hémoglobine glyquée entre 6 et 10%  

- Sujet ayant un bilan biologique datant de moins de 3 mois correspondant aux paramètres 

suivants : triglycérides à jeun < 4 g/L, clairance de la créatinine > 60 ml/min, absence de 

troubles de la coagulation (temps de céphaline activée malade/témoin < 1,3 et taux de 

prothrombine >70%, absence de perturbation significative du bilan hépatique (transaminases, 

γGT, phosphatases alcalines normales ou à moins de 3 fois la normale)  

- Sujet n’ayant pas présenté d’évènement cardio-vasculaires (infarctus du myocarde, accident 

vasculaire cérébral, ischémie périphérique) dans les 6 mois précédents  

- Sujet ayant signé le consentement éclairé de participation  
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Déroulement de l’étude 

 

Après une visite d’inclusion, chaque patient a bénéficié d’une étude cinétique des 

lipoprotéines, par utilisation d’un isotope stable et en alimentation continue, un mois avant et 

6 mois après chirurgie bariatrique lors d’une hospitalisation dans le service de Nutrition, 

Maladies Métaboliques et Endocrinologie (figure 3). 

 

Figure 3 : Schéma du déroulement de l’étude, Vi : visite d’inclusion ;   
H1 première hospitalisation correspondant à l’étape A soit 1 mois 
avant chirurgie bariatrique ; H2 : deuxième hospitalisation 
correspondant à l’étape B soit 6 mois après la chirurgie. 

 

Protocole se déroulant en milieu hospitalier :  

 

Lors de ces 2 étapes, les patients ont été hospitalisés pour une durée de 3 jours pendant 

laquelle ils poursuivent leur traitement habituel à l’exception des traitements hypolipémiants 

et de certains traitements anti-diabétiques. Un dernier repas est pris entre 18 et 19 heures, la 

veille de l’étude cinétique. 

 

Le protocole débute à 7h du matin, le lendemain de l’hospitalisation soit après un jeûne de                 

12 heures. Une voie veineuse superficielle est mise en place dans chaque avant-bras, une pour 

la perfusion de D3-Leucine, l’autre pour les prélèvements itératifs pour un suivi post-prandial. 

Le premier prélèvement est réalisé à jeun, puis les patients commencent le premier des                      

15 petits « repas » identiques (un toutes les heures), chacun équivalent à 133 kcal (soit un 

total de 2000 kcal pour l’ensemble de l’étude cinétique) et comportant 9% de protéines, 50% 

de glucides et 41% de lipides (NUTRINIDRINK R- Laboratoire Nutricia). Pour comparer les 

2 étapes de l’étude cinétique, le même apport alimentaire de 2000 kcal est apporté en pré-

opératoire (H1-étape 1) et en post-opératoire (H2-étape 2). 
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A 10 heures du matin, un bolus de leucine marquée au deutérium ([D3] L-leucine 98%, 

Cambridge Isotope Laboratories, MA) (10 µmol/kg) est injecté puis une perfusion continue de 

10 µmol/kg.h est débutée et poursuivie pendant 12 heures (25). 

Les échantillons sanguins sont prélevés le jour de l’étude à jeun (à 7 heures du matin), avant 

l’infusion d’isotopes stables (à 10 heures du matin) puis aux temps suivants après 

administration des isotopes stables : 11h, 12h, 13h, 14h, 15h, 17h, 19h, 20h, 21h, 22h 

correspondant aux temps de prélèvements suivants : TAJ, T0, T1, T2, T3, T4, T5, T7, T9, 

T10, T11, T12 (Figure 4). Le plasma est séparé du sang total immédiatement après la 

réalisation des prélèvements par centrifugation (3500 rpm, 4°C, 15 minutes) puis les 

échantillons sont conservés dans un congélateur à -80°C.  

 

 

Figure 4 : Détail de chaque étape 1 mois avant chirurgie et à 6 mois de la 
chirurgie. TAJ à T12 correspondent aux temps de prélèvements sanguins.  
 Toutes les heures entre 7h et 22h, le patient prend 1 des 15 petits « repas » 
identiques de 133 kcal. 

 

A partir d’échantillons de plasma prélevés aux différents temps lors des 2 hospitalisations sur 

des tubes EDTA, l’apoB48 est isolée des fractions LRT pour être analysée au GC-MS/MS. 

 

Protocole du laboratoire (Figure 5)  

 

Séparation des différentes lipoprotéines par méthode séquentielle d’ultracentrifugation 

 

Les différentes fractions lipoprotéiques sont séparées par ultracentrifugation séquentielle, 

méthode de séparation de référence, qui a permis d’obtenir 4 classes de lipoprotéines, 

individualisées en fonction de leur densité. On différentie par ordre de densité croissante, les 

chylomicrons et les VLDL (LRT densité 0,93-1,006), les IDL (densité 1,006-1,019), les LDL 

(densité 1,019-1,063) et les HDL (densité 1,063-1,25) (26). Le principe est d’ajouter une 

solution de densité légèrement supérieure à la fraction d’intérêt suivi d’une ultracentrifugation 

(Rotor angle fixe 50,4 Ti Sorwall WX 100) de durée variable selon la fraction (35 000 à 



12 
 

50 000 rpm, pendant 6 à 21 heures à 15°C). Par exemple, pour récupérer les LRT, on ajoute, à 

2 mL de sérum physiologique à 0,9%, 2 mL de plasma du patient ce qui permet, après 

ultracentrifugation (50 000 rpm, 6 heures, 15°C) de récupérer 1 mL de surnageant 

correspondant aux LRT.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolement de l’apoB48  

  

Après obtention de la fraction des LRT pour chaque temps prélevé avant et après chirurgie 

bariatrique, il faut dans un premier temps quantifier les protéines totales au sein des fractions 

LRT par dosage colorimétrique (Bovine Serum Albumine protein assay kit, thermoscientific, 

Rockford, USA) puis prélever un volume de fraction correspondant à 1000µg de LRT apoB. 

Les échantillons sont délipidés (afin de récupérer uniquement les protéines au sein de chaque 

fraction) par ajout de méthanol (4 mL) et diéthylether (4 mL), puis centrifugation (3500 rpm, 

4°C, 30 minutes) et récupération du culot protéique à l’aide d’une pompe à vide. On procède à 

2 reprises à cette délipidation, avec dans la deuxième étape, l’utilisation de diéthyléther                        

(4 mL) seul. On obtient donc, pour chaque temps, un culot contenant les apolipoprotéines 
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auquel on ajoute une solution tampon (sucrose 30% + sample buffer 0,05M) que l’on laisse à 

température ambiante pendant une nuit. Parallèlement, des gels de polyacrylamide avec SDS 

(SDS-PAGE) sont préparés (pour chaque gel : 4,5 mL d’Acrylamide à 22%, 9 mL d’eau 

distillée, 15 mL de gel buffer (NaH2PO4, Na2HPO4, SDS), 45 µL de TEMED et 1,5 mL de 

catalyseur (ammonium persulfate 1,5%). A chaque culot protéique, nous ajoutons 10 µL de 

mercaptoéthanol et 10 µL de bleu de bromophénol. Les gels sont disposés dans une cuve 

d’électrophorèse en 2 parties, sur lesquels nous déposons les culots protéiques préparés (1 

culot par gel et un gel pour chaque temps ce qui fait en tout 12 gels par étape). On réalise 

enfin l’électrophorèse des apolipoprotéines des fractions LRT pour chaque étape (électrolyte 

supérieur et inférieur identiques : gel buffer (NaH2PO4, Na2HPO4, SDS), électrophorèse à 

température ambiante à 8 mA/gel pendant 20 minutes (soit pour 12 gels : 96 mA) puis ensuite 

à 12 mA/gel pendant 3h30 à 100V. Les gels sont récupérés puis colorés au Bleu de Coomassie 

(bleu + acide acétique) pendant 24 heures. Enfin, les gels sont décolorés (acide acétique 10% 

pendant 24h) et seront conservés dans de l’eau distillée à température ambiante. Cette étape se 

déroule également sur 5 jours. Nous obtenons alors des gels pour chaque temps qui 

contiennent les différentes apolipoprotéines ayant migré selon leur masse moléculaire pour 

chaque fraction d’intérêt). 

 

Hydrolyse des protéines et dérivatisation des échantillons : préparation des échantillons 

pour l’analyse au GC-MS/MS  

 

La bande d’apoB48 est excisée sur le gel pour chaque temps et chaque étape (27). Chaque 

bande est hydrolysée dans une solution de 1mL d’HCl 6N (acide chlorhydrique 6 fois 

concentré) à 110°C pendant 24h (incubateur Thermo Pierce). On sépare l’acrylamide 

provenant du gel de l’apoB48 grâce à un refroidissement à -20°C pendant 30 minutes puis 

centrifugation (3000 rpm, 4°C, 10 minutes) ce qui permet de figer l’acrylamide au fond du 

tube. Le surnageant de l’échantillon est récupéré. Les échantillons ainsi que la gamme 

standard sont séchés au speed vac jusqu’à évaporation totale (en moyenne 7 minutes pour la 

gamme et 2h pour les échantillons).  Enfin, la gamme et les échantillons sont dérivatisés avec 

une solution de 50µl de MTBSTFA (N-tert-butyl-dimethylsilyl-N-méthyltrifluorocétamide) et 

50µl d’acétonitrile pendant 30 minutes à 110°C. Trente microlitres de ces échantillons sont 

transférés dans des vials et mélangés à de l’hexane. Nos échantillons sont alors prêts pour 

l’analyse au GC-MS/MS.   
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Nous devons réaliser une gamme à différentes concentrations à base de solution de D3- 

Leucine (concentrations variables connues) et de leucine (concentration fixe) qui nous servira 

d’étalon pour ajuster nos données au GC-MS/MS. La gamme comporte 10 points (0%, 0,5%, 

1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10% D3-Leu/Leu). 

 

Analyse au GC-MS/MS  

 

L’analyse des échantillons se fait par chromatographie gazeuse/spectrométrie de masse (GC-

MS/MS) (Thermo scientific GC trace 1310/TSQ Quantum XLS, triple stage quadripole, 

Thermo Fisher scientific, San Jose, California, USA) en utilisant une colonne ZB-50 

(longueur 30 m, diamètre 0,25 mm, épaisseur de phase 0,25 µm, température maximales 

comprises entre 320 et 340°C).  

Le but est de calculer les ratios de surface des pics de D3-Leucine/Leucine des échantillons 

pour chaque temps afin de déterminer le ratio Tracer to Tracee (TTR). Le TTR correspond au 

ratio de D3-Leucine/Leucine incorporé dans les LRT-apoB48, ajusté tout d’abord par la 

gamme, selon la formule y = ax + b (annexe 1) puis par le taux de D3-Leucine présent 

naturellement dans notre organisme (1%) et enfin nous soustrayons le bruit de fond (qui 

correspond au T0). Il représente ainsi l’enrichissement isotopique de la leucine dans les 

apoB48. On peut alors tracer la courbe d’enrichissement de l’apoB48 avant et après chirurgie 

bariatrique après avoir sélectionné les TTR finaux interprétables (annexe 2). Enfin grâce à un 

modèle mathématique multicompartimental (SAAM II computer software, version 1.2, 

University of Washington, Seattle, WA, USA), nous obtenons les paramètres cinétiques que 

sont le taux de production (PR : production rate) et la clairance (FCR : fractional catabolic 

rate) des lipoparticules.  

 

 

Analyses statistiques  

 

Les paramètres anthropomorphiques et biologiques des patients sont exprimés en moyenne ± 

écart type. Les courbes d’enrichissements sont exprimées en moyenne ± SEM. Pour comparer 

les données, nous avons utilisé le test t de Student. La différence entre les 2 groupes était 

considérée comme statistiquement significative pour un p<0,05.  
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Résultats 

 

Les résultats présentés dans ce paragraphe correspondent à l’analyse des données à jeun des 8 

premiers patients qui ont été inclus dans le groupe sleeve gastrectomie pendant la durée de 

mon stage. Cependant les données cinétiques de seulement 7 patients ont pu être analysées 

devant des problèmes techniques survenus au cours de la cinétique d’une étape pour 2 patients 

différents. Ces résultats restent donc préliminaires et les données ne pourront être complétées 

qu’à la fin du PHRCI lorsque la totalité des 15 patients prévus dans le groupe sleeve 

gastrectomie seront inclus. 

 

 

Caractéristiques de la population étudiée à jeun  

 

On observe, dans notre population (n=8, sexe ratio : 7F/1H), une diminution significative du 

poids (perte d’excès de poids de 80%) et de l’IMC (p<0,05) après sleeve gastrectomie. Cette 

amélioration des paramètres anthropométriques est associée à une diminution significative de 

tous les paramètres d’insulino-résistance : l’HbA1c (p=0,0001), de l’insulinémie à jeun 

(p=0,033), de la glycémie à jeun (p<0,0001) et du HOMA-IR (p=0,0017). Le diabète est en 

rémission sans traitement pour la totalité des 8 patients inclus à six mois de la SG. En ce qui 

concerne la composition corporelle, on observe une diminution significative de la masse 

grasse et une augmentation significative de la masse maigre en pourcentage (p=0,0035 pour 

ces deux valeurs). Pour terminer, on constate pour les paramètres lipidiques à jeun, une 

diminution significative des TG dans le plasma (p=0,018) associée à une tendance à 

l’augmentation du HDL-c. Le LDL-c et le CT ne sont pas modifiés. Dans la fraction des LRT, 

on observe une diminution significative des TG (p=0,015) et plus particulièrement des LRT-

apoB48 (p=0,012) (Tableau 1).  
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Tableau 1. Moyenne des données anthropométriques, de la composition 

corporelle, des paramètres lipidiques à jeun,  avant et après sleeve gastrectomie 

Avant SG (M‐1) (n=8)  Après SG (M6) (n=8) 
p 

Paramètres  Moyenne ± ET  Moyenne ± ET 

Données anthropométriques       

Age (années)  44,82 ± 10,51  45,60 ± 10,51 

Sex ratio F/H (% femme)  8/1 (88)  8/1 (88) 

Taille (cm)  163,12 ± 7,97  163,12 ± 7,97 

Poids (kg)  110,37 ± 16,70  75,81 ± 7,50*  0,0001 

IMC (kg/m²)  41,36 ± 4,21  28,51 ± 3,38*  0,0000 

PAS (mmHg)  127 ± 6,98  124,00 ± 14,06 

PAD (mmHg)  75,75 ± 11,50  74,33 ± 4,97    

Paramètres d'insulino‐résistance       

GAJ (mmol/L)  8,94 ± 1,62  4,58 ± 0,58*  0,0000 

Insuline (mUI/L)  34,45 ± 26,48  9,92 ± 3,80*  0,0334 

HOMA IR  11,71 ± 6,00  1,95 ± 0,82*  0,0017 

HbA1c (%)  7,88 ± 0,98  5,46 ± 0,60*  0,0001 

Composition corporelle 

MG (%)  49,60 ± 4,28  37,14 ± 8,32*  0,0035 

MM (%)  50,4 ± 4,28  62,86 ± 8,32*  0,0035 

Lipides dans la fraction plasmatique       

Plasma TG (mmol/L)  2,58 ± 1,19  1,33 ± 0,57*  0,0186 

Plasma CT (mmol/L)  4,74 ± 1,20  4,62 ± 0,97 

Plasma HDL‐c (mmol/L)  0,84 ± 0,26  0,96 ± 0,16 

Plasma LDL‐c (mmol/L)  2,81 ± 0,80  2,88 ± 0,72    

Lipides dans la fraction LRT 

LRT‐apoB48 (mg/L)  9,81 ± 4,78  4,08 ± 2,98*  0,0121 

LRT‐apoB100 (mg/L)  0,24 ± 0,03  0,22 ± 0,03 

LRT‐TG (mmol/L)  3,24 ± 1,51  1,50 ± 0,95*  0,0150 

LRT‐c (mmol/L)  1,39 ± 0,52  0,93 ± 0,41 

Apo signifie apolipoprotéine; CT, cholesterol total; ET, Ecart type ; F, femme; H, homme; 
IMC, indice de masse corporelle; HDL‐c, high‐density lipoprotein‐cholesterol; HOMA‐IR, 
homeostasis model assessment‐insulin resistance; GAJ, glycémie à jeun ; LDL‐c, low‐density 
lipoprotein‐cholesterol; LRT, lipoparticules riches en triglycérides; MG, masse grasse ; MM, 
masse maigre ; PAS, pression artérielle systolique ; PAD, pression artérielle diastolique; TG, 
triglycérides 

 

 

Effets de la SG sur les paramètres lipidiques en phase post-prandiale (de T0 à T12)     

 

Quand nous comparons les résultats avant et après sleeve gastrectomie, nous retrouvons une 

diminution significative dans le plasma des TG (p<0,0001) et une augmentation significative 

du HDL-c (p<0,0001). Dans les fractions des LRT, nous retrouvons une diminution 

significative du LRT-cholestérol (p=0,01), des LRT-TG (p<0,0001) et des LRT-apoB48 

(p<0,0001)  (Tableau 2 et figure 6).   
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Tableau 2: Moyenne des paramètres lipidiques au cours des cinétiques avant et 
après sleeve gastrectomie, chez des patients obèses, diabétiques de type 2: 

Avant SG (M‐1) (n=8)  Après SG (M6) (n=8) 
p 

Paramètres  Moyenne ± ET  Moyenne ± ET 

plasma‐TG (mmol/L)  3,14 ± 0,19  1,56 ± 0,20*  0,0000 

plasma‐CT (mmol/L)  4,63 ± 0,18  4,48 ± 0,34 

plasma‐HDL‐c (mmol/L)  0,80 ± 0,04  0,99 ± 0,03*  0,0000 

plasma‐LDL‐c (mmol/L)  2,71 ± 0,14  2,80 ± 0,17 

LRT‐TG (mmol/L)  3,58 ± 0,29  1,52 ± 0,25*  0,0000 

LRT‐c (mmol/L)  1,37 ± 0,12  0,91 ± 0,39*  0,0118 

LRT‐apoB48 (mg/L)  12,83 ± 1,22  8,44 ± 0,84*  0,0000 

Les valeurs correspondent aux moyennes des cinétiques obtenues sur 12 heures après 
l'infusion de D3‐Leucine (de 10h à 22h).  

Apo signifie apolipoprotéine; CT, cholestérol total; ET : Ecart type; HDL‐c, high‐density 
lipoprotein‐cholesterol; LDL‐C, low‐density lipoprotein‐cholesterol; LRT, lipoparticules 
riches en triglycérides; TG, triglycérides 
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Exploration cinétique du métabolisme des LRT-apoB48 : Effets de la chirurgie 

bariatrique sur le Pool Size (PS), le FCR (Fractional Catabolic Rate) et le PR 

(Production Rate)  

 

Après calcul des TTR pour chaque temps de la cinétique (ratio D3-Leucine/Leucine), nous 

obtenons des courbes d’enrichissement isotopique présentant une forme exponentielle avec un 

plateau en fin de cinétique (figure 7). Les résultats de ces courbes nous ont permis le calcul du 

FCR grâce à un modèle tricompartimental utilisant le logiciel SAAM II. Six mois après 

chirurgie bariatrique, nous retrouvons une diminution significative du PS des LRT-apoB48 de 

43%. Le PS correspond à la quantité totale de LRT-apoB48 présent dans le plasma. Il est 

obtenu en faisant le produit du poids du patient par son volume plasmatique (ajusté au poids 

et à l’âge) par la moyenne des taux de LRT-apoB48 mesuré au cours de la phase cinétique. 

Cette diminution du PS est associée à une tendance non significative à l’augmentation du 

FCR de 60% (p=0,25), sans modification du PR (p=0,8) (Tableau 3 et figure 8).  

 

 

Figure 7 : Courbe d’enrichissement isotopique des LRT-apoB48 prélevées 

entre 10h (T0) et 22h (T12) un mois avant (M-1) et six mois après sleeve 

gastrectomie (M6). Les données correspondent à la moyenne de tous les TTR 

des 7 patients inclus pour chaque temps. Apo signifie apolipoprotéine; LRT, 

lipoparticules riches en triglycérides ; SG, sleeve gastrectomie 
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Tableau 3. Moyenne des paramètres cinétiques des LRT-apoB48 
un mois avant (M-1) et six mois après (M6) sleeve gastrectomie 
(SG), chez des patients obèses, diabétiques de type 2.  

Avant SG (M-1) Après SG (M6) 
p 

Paramètres Moyenne ± ET Moyenne ± ET 

PS LRT-apoB48 (mg) 22,42 ± 8,64 12,76 ± 6,54 0,024 

FCR LRT-apoB48 
(pool/j) 6,77 ± 3,86 10,85 ± 8,13 0,253 

PR LRT-apoB48 
(mg/kg/j) 139,30 ± 77,30 129,67 ± 80,70 0,824 

Apo signifie apolipoprotéine; FCR, fractional catabolic rate; LRT, 
lipoparticules riches en triglycérides; PR, production rate; PS, pool size 

 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 8: Pool size (A), fractional catabolic 
rate (B) et production rate (C) des LRT-
apoB48 un mois avant (M-1) et six mois 
après (M6) sleeve gastrectomie (SG). Les 
données correspondent aux moyennes des 8 
patients inclus ± SEM. Apo signifie 
apolipoprotéine ; FCR, fractional catabolic 
rate ; PR, production rate ; PS, pool size 

A B 

C 
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Discussion 

 

Notre travail est, à notre connaissance, le premier à étudier la cinétique des lipoprotéines 

après sleeve gastrectomie, chez des patients obèses, diabétiques de type 2. L’utilisation d’une 

méthode d’exploration cinétique permet de calculer les taux de production et de clairance des 

LRT, ce qui nous permet de mieux comprendre les mécanismes à l’origine des modifications 

de ces LRT-apoB48. Est-ce que la diminution des LRT-apoB48 est liée à une diminution de 

leur production, à une augmentation de leur clairance ou les deux ?   

Nous retrouvons une diminution significative du poids et de l’IMC six mois après SG,  une 

amélioration de tous les paramètres d’insulino-résistance associée à une diminution 

significative des TG dans le plasma et une tendance à l’augmentation du HDL-c à jeun et en 

post-prandial. Ces résultats sont en accord avec ceux de nombreuses études et méta-analyses 

qui ont montrées une amélioration du profil lipidique à court et long terme après chirurgie 

bariatrique (6 mois et plus de 12 mois) (8,23,24). L’hypertriglycéridémie contribue fortement 

au catabolisme du HDL-c (11) et nous avons retrouvé dans une de nos récentes études 

cinétiques une association négative entre TG et HDL-c à 12 mois d’une chirurgie bariatrique 

(25).  La baisse des TG dans le plasma peut donc expliquer en partie l’amélioration du HDL-

c. Nous n’avons en revanche pas retrouvé d’amélioration du LDL-c et du CT après sleeve 

gastrectomie à jeun ou en post-prandial. Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui 

ont montrées qu’une chirurgie malabsorptive et restrictive comme le BP entrainait une 

amélioration plus importante des paramètres lipidiques qu’après SG (26,27) et que le LDL-c 

et le CT diminuait de manière significative 12 mois après BP mais pas après SG (25,28). Il a, 

de plus, été montré qu’après une chirurgie malabsorptive comme le BP, la diminution de  

l’absorption du cholestérol intestinal entraînait une diminution du CT et du LDL-c (29).  

 

Après sleeve gastrectomie, nous retrouvons une diminution significative du PS des LRT-

apoB48 de 43%. Cette diminution peut être liée soit à une diminution de leur production 

intestinale, soit une augmentation de leur clairance ou les deux.  

 

Les états d’insulino-résistance sont caractérisés par une augmentation de la production  et une 

diminution de la clairance des LRT intestinales. En ce qui concerne la production des LRT-

apoB48,  plusieurs études ont montré une augmentation de leur production chez des patients 

diabétiques de type 2 (30) et obèses (31) comparées à des sujets contrôles.  Nous avons, de 

plus, montré récemment dans une de nos études cinétiques chez le sujet sain que la production 
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des chylomicrons était augmentée en fonction du degré d’insulino-résistance des sujets (32). 

Dans notre étude, nous avons retrouvé une diminution de l’insulino-résistance six mois après 

sleeve gastrectomie, or on sait qu’une élévation aigue d’insuline inhibe la production des 

chylomicrons chez le sujet sain (33,34) et que chez les patients diabétiques de type 2, il y a 

une absence de cet effet inhibiteur aigu de l’insuline sur la production des chylomicrons (35). 

Il apparait donc cohérent que la baisse de poids et l’amélioration de l’insulino-sensibilité 

après sleeve gastrectomie soient associées à une diminution de la production des 

chylomicrons. Nous avons d’ailleurs retrouvé dans une de nos précédentes études cinétiques 

publiée récemment chez 15 patients obèses non diabétiques, une diminution significative du 

PS des LRT-apoB48 après SG, liée à une diminution significative de leur production (9). 

Dans notre étude nous n’avons pas retrouvé de diminution significative du PR des 

chylomicrons, ceci est probablement lié au faible effectif de patients inclus (7 sur la totalité de 

la cinétique).   

 

En ce qui concerne la clairance des LRT-apoB48 nous avons retrouvé une tendance à 

l’augmentation de 60 % de leur clairance ce qui pourrait expliquer la diminution de 43 % du 

PS des LRT-apoB48. Plusieurs études ont montré une diminution de la clairance des LRT 

intestinales chez les patients diabétiques de type 2 (30,36,37) et chez les sujets obèses (35). 

L’amélioration de la clairance des LRT-apoB48 après chirurgie bariatrique peut s’expliquer 

par plusieurs mécanismes. Premièrement, par une augmentation de l’activité de la LPL, 

enzyme principale d’hydrolyse des TG des LRT-apoB48. En effet, il a été montré une 

diminution de l’activité de la LPL à jeun chez les patients insulino-résistants versus non 

insulino-résistants (38) et en post-prandial chez les patients insulino-résistants, diabétiques de  

type 2 versus des sujets contrôles non diabétiques (39). Les auteurs ont de plus retrouvé une 

relation inverse entre activité de la LPL et le HOMA-IR dans cette dernière étude (39). On 

pourrait donc émettre l’hypothèse que l’amélioration de l’insulino-sensibilité permettrait de 

rétablir l’activité de la LPL, ce qui entrainerait une augmentation de la clairance des LRT-

apoB48. Afin d’étayer cette hypothèse, il faudrait réaliser des prélèvements sanguins après 

injection d’héparine afin de mesurer l’activité de la LPL au cours d’une étude cinétique. La 

deuxième voie d’élimination des LRT-apoB48 se fait par le LDLR au niveau hépatique. 

Aucune étude à notre connaissance n’a analysé l’effet de la chirurgie bariatrique sur 

l’expression du LDLR, cependant Laatsch et al ont montré que l’insuline favorise la 

translocation du LDLR à la membrane hépatique chez la souris, ce qui permettrait donc une 

augmentation de l’épuration des LRT-apoB48 au niveau hépatique (40). Afin d’analyser 
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l’expression du LDLR, nous pourrions analyser grâce à des puces à ADN, l’expression de 

l’ARN-messager du LDLR hépatique. 

 

La méthodologie des études cinétiques est très lourde et maitrisée par très peu de centres dans 

le monde. Il s’agit d’une méthode de référence pour analyser et comprendre la 

physiopathologie des dyslipidémies. J’ai pu inclure au cours de mon stage de ma thèse, 8 

patients au total dont 7 patients permettant de réaliser une étude cinétique. Nous sommes 

actuellement en train d’inclure l’effectif total prévu de 15 patients dans le groupe SG et 15 

patients dans le groupe BP, ceci nous permettra d’augmenter la puissance de cette étude et de 

réaliser une étude différentielle entre SG et BP. Pour terminer, en plus des résultats des LRT-

apoB48 présenté dans cette thèse, le dosage et l’analyse des LRT-apoB100 (d’origine 

hépatique) est en cours de réalisation. Celles-ci peuvent également participer à l’amélioration 

des paramètres lipidiques connus après chirurgie bariatrique.  

 

 

Conclusion 

 

En conclusion, nous avons retrouvé une amélioration du métabolisme des LRT-apoB48 

intestinales six mois après sleeve gastrectomie chez des patients obèses, diabétiques de type 2. 

Cette amélioration correspond à une diminution de la quantité des LRT-apoB48 plasmatiques 

qui pourrait être secondaire à une tendance à l’augmentation de la clairance des LRT-apoB48 

sans modification à ce stade de l’analyse du taux de production. Cette amélioration peut 

fortement contribuer à l’amélioration des paramètres lipidiques et ainsi à la diminution de la  

morbi-mortalité cardio-vasculaire démontrée après chirurgie bariatrique. 
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Abréviations 

 
AGL: acides gras libres 
Apo: apolipoprotéine 
BP: bypass gastrique 
c : cholestérol 
CETP: cholesterol ester transfer protein 
CT: cholestérol total 
CM: chylomicrons 
FCR: fractional catabolic rate 
HbA1c : Hémoglobine glyquée 
HDL-C: high-density lipoprotein-cholesterol 
HOMA-IR: homeostasis model assessment-
insulin resistance 
 

IDL : intermediate-density lipoproteins 
IMC: indice de masse corporelle 
LDL: low-density lipoprotein 
LH : lipase hépatique 
LPL: lipoprotéine lipase 
LRT: lipoparticules riches en triglycérides 
MTP: microsomal triglyceride transfert protein 
PR: production rate 
PS: pool size 
SG: sleeve gastrectomie 
TG: triglycérides 
VLDL very–low density- lipoproteins 

 

Annexe 

Annexe 1 : Pics de D3-Leucine et Leucine mesurés au GC-MS/MS permettant le calcul des 
ratios D3-Leucine/Leucine puis le calcul des TTR pour d’obtenir les courbes d’enrichissement 

isotopique. 
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Résumé 

 

Objectif: La dyslipidémie des sujets obèses insulino-résistants est caractérisée par une 

élévation des lipoparticules riches en triglycérides (LRT) sanguines d’origine intestinale 

(chylomicrons ou LRT-apoB48) et hépatique (VLDL ou LRT-apoB100). Il est maintenant 

bien établi que la chirurgie bariatrique comme la sleeve gastrectomie (SG) a une efficacité 

importante sur la perte de poids et l’amélioration des anomalies métaboliques comme la 

baisse des triglycérides plasmatiques. L’effet de la chirurgie bariatrique sur les LRT-apoB100 

a été bien étudié. En revanche, peu d’étude ont analysé son effet sur les chylomicrons, c’est 

pourquoi l’objectif de cette étude est d’analyser l’effet de la SG sur le métabolisme des LRT-

apoB48.  

 

Méthodes et Résultats : Huit patients obèses, diabétiques de type 2 ont été inclus dans notre 

étude. Nous avons réalisé une étude cinétique des lipoprotéines en alimentation constante 

avant et six mois après sleeve gastrectomie en utilisant une méthode d’enrichissement par un 

isotope stable (D3-Leucine). Nous avons retrouvé une diminution significative du poids, de 

l’IMC, de tous les paramètres d’insulino-résistance avec rémission du diabète chez 100% des 

patients ainsi qu’une diminution à jeun, des TG plasmatique et des LRT-TG. Nous avons 

retrouvé de plus une diminution significative de 43% du pool size (PS) des LRT-apoB48 

(p=0,024), associée à une tendance à la diminution du fractional catabolic rate (FCR) (p=0,25) 

sans modification du taux de production (PR) (p=0,8).  

 

Conclusion : Il s’agit de la première étude cinétique réalisée après chirurgie bariatrique chez 

des patients obèses, diabétiques de type 2 qui a montré l’amélioration du métabolisme des 

chylomicrons. La diminution de la quantité des LRT-apoB48 contribue probablement à 

l’amélioration du profil lipidique et ainsi à la diminution de la morbi-mortalité cardio-

vasculaire après chirurgie bariatrique.  

 

 

 

Mots clés : apolipoprotéines B48, chirurgie bariatrique, cinétique avec isotope stable, diabète 

de type 2, dyslipidémie,  lipoparticules riches en triglycérides, métabolisme des lipoprotéines, 

obésité, sleeve gastrectomie.  
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