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LPL: lipoprotéine lipase.
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PLA,: phospholipase As.

PLC: phospholipase C.

PLD: phospholipase D.
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TF: tissu factor.
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THL: tétrahydrolipstatine.

TXA,/B,: thromboxane A, ou B,.
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VLDL: very low density lipoprotein.

vWEF: van Willebrand Factor.



AVANT-PROPOS




Parmi les grandes pathologies de l'espéce humaine, les maladies cardiovasculaires ont une
prévalence majeure dans les pays développés. Elles résultent principalement de la conjonction
de deux processus physiopathologiques : l'athérome et la thrombose. La formation des
plaques d'athérome dans les artéres est un processus complexe et multifactoriel. Il apparait
cependant qu'une de ses causes principales est la constitution progressive de dépdts lipidiques
résultant de l'infiltration pariétale de lipoprotéines athérogeénes, en particulier les lipoprotéines
de basse densité (LDL). La thrombose résulte du recrutement et de 1'agrégation de plaquettes
sanguines, processus régis par les mécanismes complexes de la coagulation. Les phénomenes
thrombotiques peuvent intervenir a deux niveaux : la formation de microthrombus
accompagne le développement des plaques d'athérome et en devient de ce fait un élément
constitutif. Enfin, la formation d'un thrombus important peut obstruer totalement une artére
dont la lumiere a été progressivement rétrécie par le développement athéromateux. Dans les
cas les plus graves, ce processus peut conduire a l'infarctus du myocarde ou a un accident
vasculaire cérébral. La coexistence fréquente entre le développement athéromateux et les

phénomeénes thrombotiques ont conduit a les associer sous le terme d'athéro-thrombose.

Dans le cadre de l'athéro-thrombose, les processus liés respectivement aux
lipoprotéines et aux plaquettes sanguines ne sont pas simplement additifs. Il existe en effet de
fortes interactions entre ces deux entités. Deux d'entr'elles sont particulierement a souligner.
D'une part, les lipoprotéines participent a la régulation de l'activation plaquettaire, les LDL
étant stimulantes et les HDL (lipoprotéines de haute densité) protectrices. D'autre part, les
lipoprotéines peuvent fournir aux plaquettes une partie des PL qu'elles consomment dans le
cadre de leurs voies métaboliques d'activation. De précédents travaux ont montré que les LDL
et les HDL étaient capables de transférer des PL aux plaquettes sanguines. Cependant, la
possibilité que les VLDL (lipoprotéines de trés basse densité) soient des donneurs de PL pour
les plaquettes n'a jamais ¢été étudiée. Bien que les VLDL constituent une fraction
lipoprotéique quantitativement mineure a jeun, leur concentration peut étre élevée en phase
postprandiale. De plus, au cours de la lipolyse qu'elles subissent dans le plasma, I'hydrolyse
des triglycérides (TG) du noyau s'accompagne d'une expulsion d'une fraction importante des
PL de la surface des particules. De ce point de vue, il est envisageable que les VLDL
pourraient étre d'importants donneurs de PL, en particulier pour les plaquettes sanguines.

L'étude de cette hypothése a constitué la base du présent travail.



Nos travaux se sont développés selon trois étapes successives. La premicre a consisté a
mettre en évidence et a caractériser le transfert des PL des VLDL aux plaquettes sanguines.
La seconde nous a permis d'en préciser certains aspects mécanistiques. Enfin, une troisi¢me
partie a été consacrée a 1'étude du transfert des PL des VLDL aux plaquettes dans le cas
particulier du diabéte de type 2. Le diabéte de type 2 est une situation a haut risque
athéromateux dans laquelle le transfert des PL des VLDL aux plaquettes pourrait étre
perturbé. En effet, dans cette pathologie les lipoprotéines ont des compositions et des
concentrations anormales et les plaquettes sanguines sont hyperactives. De plus, 1'état de

stress oxydant associé au diabéte de type 2 induit la formation d'espéces lipidiques oxydées.

Dans la partie "Exposé¢ des travaux" de notre thése, les résultats correspondants aux
trois étapes de notre travail seront décrits sous la forme de trois articles. Cette partie sera
précédée d'une analyse bibliographique en trois chapitres. Le premier décrira le métabolisme
des plaquettes sanguines et les anomalies associées au diabéte de type 2. Le deuxieme décrira
le métabolisme des lipoprotéines ainsi que les complications qui leur accompagnent dans le
diabéte de type 2. Enfin, dans Le troisiéme, nous rapporterons les principales connaissances
issues de précédents travaux, concernant les transferts de PL des lipoprotéines aux plaquettes

sanguines.



Les Plaquettes Sanguines




Les plaquettes sanguines tirent leur importance du rdle essentiel qu’elles jouent dans
I’hémostase et en particulier dans le processus de thrombose. En effet, elles ont la propriété
naturelle d’adhérer aux constituants de la matrice extracellulaire lorsque ceux-ci sont exposés
suite a une lésion vasculaire, conduisant ainsi a une série de cascades enzymatiques et de
signalisations cellulaires dont la conséquence est la coagulation. Les plaquettes n'ont pas la
propriété d'adhérer a 1’endothélium sain, limitant ainsi les possibilités d'agrégation ou de
coagulation intempestives. En cas de développement de plaques d'athérome, les 1ésions de la
paroi artérielle entrainent la formation de microthrombus. De plus, 1'épaississement de la paroi
s'accompagne d'un rétrécissement de la lumicre vasculaire et celle-ci peut s'obstruer
totalement en cas de formation d'un thrombus. Selon sa localisation, ce processus athéro-
thrombotique peut conduire a des événements majeurs tels qu'un infarctus du myocarde ou un

accident vasculaire cérébral.

I — Origine

Les plaquettes, qui constituent les plus petits éléments figurés du sang (2 a 3 pm de diaméetre),
sont issues de la fragmentation des mégacaryocytes médullaires. Le nombre de plaquettes
produites est de 1’ordre de 2000 par cellule. Les mégacaryocytes ont une taille de 30 um et
proviennent des cellules pluripotentes qui, par ailleurs, donnent aussi naissance aux
érythrocytes et aux leucocytes. La durée de vie des plaquettes humaines est de 8-10 jours et
dans des conditions physiologiques normales on en décompte 130.000 a 400.000 /ul. Les
deux tiers de la masse plaquettaire circulent dans le sang et le reste se trouve séquestré dans la
rate. Les plaquettes présentent a 1’état de repos une forme discoide avec un volume d’environ

6-8 pm’.

IT — Structure

Les plaquettes dépourvues de noyau ne contiennent pas d’ADN, mais contiennent quelques
traces d’ARN. Elles renferment différents types d’organelles subcellulaires et de granules. On
trouve ainsi des mitochondries, des peroxisomes et des particules de glycogéne. Trois sortes

de granules peuvent étre observées :



e Les granules denses contenant de I’ADP, de I’ATP, de la sérotonine, des

catécholamines et des cations (Ca>™ et Mg™").

e Les granules alpha contenant du fibrinogeéne, de la béta-thromboglobuline, de la
thrombospondine, un facteur de croissance, le platelet-derived growth factor (PDGF),

un facteur plaquettaire neutralisant I’héparine, et le platelet factor 4 (PF4).

e Les lysosomes contenant des hydrolases acides (B-glucoronidase) et des cathepsines.

Le contenu de ces granules joue un role crucial au niveau de la physiologie plaquettaire. On
trouve également deux systémes membranaires, 1’un connecté au milieu extracellulaire, le
systeme canaliculaire ouvert (SCO), et ’autre strictement intracellulaire, le systéme tubulaire

dense (STD). (Blache; 1992).

La membrane plaquettaire est, comme toutes les membranes cellulaires, formée d’une
bicouche lipidique de PL contenant du cholestérol et dans laquelle sont insérées ou ancrées
des protéines. Deux classes de PL sont majoritaires: i) les PL dont la téte polaire est la
choline: la phosphatidylcholine (PC) et la sphingomyéline (SM) et ii) les aminoPL dont la téte
polaire est une amine primaire: la phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidyléthanolamine
(PE), (Martinez et al; 2004). Parmi les protéines on trouve des enzymes nécessaires au
maintien de la structure membranaire: la flippase, qui assure la translocation des PL (aminoPL
essentiellement) vers le feuillet interne de la bicouche (Zwaal el al; 1997), la floppase, qui agit
en sens inverse (Gaffet et al; 1995), et la scramblase, qui agit d’une maniére bidirectionnelle

(Zhou et al; 1997).

De plus, la membrane plaquettaire contient différents récepteurs glycoprotéiques qui assurent
I’adhésion des plaquettes au tissu sous-endothélial ou qui interagissent avec des ligands
spécifiques (agonistes ou antagonistes) (George; 2000). Ainsi la glycoprotéine GP Ib-V-IX est
un récepteur pour le "van Willebrand factor" (VWF) (Lopez; 1998), la glycoprotéine GP Ia-Ila
est un récepteur pour le collagéne (Santoro; 1995) (Santoso; 1999), la glycoprotéine GP IIb-
IITa est un récepteur pour le fibrinogeéne (Shattil; 1998).



III — Signalisation

Suite a I’interaction d’un ligand avec son récepteur, une ou différentes voie(s) métabolique(s)
est (sont) mise(s) en jeu. Ce ligand peut étre un agoniste comme il peut étre un antagoniste.
Les agonistes, en stimulant leurs récepteurs, activent une ou plusieurs protéine(s) G (Gi, Gq,
G12/13), chaque protéine G réagit avec son effecteur pour donner la réponse appropriée. La
protéine Gi inhibe I’adénylate cyclase (AC) ce qui inhibe I’AMPc favorisant 1’augmentation
des taux de calcium intracellulaire (Ca®"i) grice a une diminution de I’effet de compétition de
I’AMPc avec I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) activateur des canaux calciques et stimulateur
de la mobilisation du Ca*" dans le cytosol. La protéine Gq active la phospholipase C (PLC)
qui hydrolyse le phosphatidyl inositol 4,5-diphosphate (PIP;) en diacylglycérol (DAG) et IP;
ce qui active la protéine kinase C (PKC) et la mobilisation du Ca®" intracellulaire

respectivement.

Les protéines Gi et Gq ont pour effet final la sécrétion et I’agrégation. Ainsi, suite a
I’augmentation des taux du Ca®" intracellulaire, la phospholipase A, (PLA,) subit une
translocation vers la membrane plasmique. Sa phosphorylation par des kinases entraine son
activation, et par la suite les PL sont hydrolysés, et I’acide arachidonique (AA) de la position
sn, est libéré et constitue un substrat pour deux enzymes plaquettaires. Grace a la
cyclooxygénase (COX), ’AA est transformé en prostaglandines (PGs) et par la suite en
plusieurs molécules d’importance biochimique dont le thromboxane A, (TXA,), et sous
I’effet de la 12-lipoxygénase (12-LOX) I’AA est transformé en acide 12-hydroperoxy-
eicosatetraénoique (12-HpETE). Les PGs, le TXA, et le 12-HpETE sont des régulateurs
majeurs de Dlactivité plaquettaire. Les protéines G12/13 interagissent avec des petites
protéines G (Small G protein) ce qui a pour conséquence le changement de la forme des
plaquettes. Par contre, les antagonistes provoquent une interaction avec une protéine Gs qui a
I’effet inverse de la protéine Gi. La signalisation plaquettaire peut étre résumée dans le

(schéma 1).



Schéma 1 : Représentation schématique de la signalisation
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III.1 — Agonistes

Les activateurs physiologiques des plaquettes sont variés, allant des substances stockées dans
les granules (ADP), passant par des produits et métabolites plaquettaires (TXA;), jusqu’a des
molécules appartenant aux différents tissus (collagéne). On pourrait classer ces activateurs

selon la voie de signalisation qu'ils stimulent.

ITI.1.1 — vWF et Collagéne

L’activation plaquettaire commence par le contact avec le tissu sous-endothélial exposé dans

les vaisseaux endommagés.

Le facteur de van Willebrand (vWF) synthétisé dans les mégacaryocytes et les cellules
endothéliales, li¢é au collagéne et expos¢ a partir du tissu sous-endothélial des vaisseaux
endommagés, active son récepteur (GP Ib/IX) couplé a une signalisation tyrosine kinase avec
la contribution de plusieurs messagers, ce qui conduit a une activation d’intégrines et
notamment 1’intégrine aypPs ou glycoprotéine GP IIbllla qui peut interagir ensuite avec le
vWEF, le fibrinogene, la fibronectine, la vitronectine et la thrombospondine. Un role important

est joué par la PI3K et la PLC a ce niveau.

Le collagéne pourrait interagir avec les glycoprotéines GP Ialla (intégrine a,f;), GP IV, GP
VI. Ainsi, I’interaction du collagéne avec son récepteur GP VI conduit a 1’activation d’une
voie tyrosine kinase impliquant de nombreux messagers, la voie de la PLC est ainsi mise en
jeu, ce qui active d’une maniere Inside-Out I’intégrine a»P; capable de fixer ensuite le
collagene. La stimulation par le collagéne résulte en un changement de la forme, et une
sécrétion granulaire. L’agrégation dépend plutét de la sécrétion de TXA, et de

prostaglandines H, (PGH;) (Gibbins; 2004).

III.1.2 — Voie Gq

La Sérotonine ou 5-Hydroxytryptamine (5-HT) via son récepteur spécifique, le TXA,; et le
PGH, via le récepteur TXA,/PGH,, le PAF (platelet aggregating factor) via son propre



récepteur activent la voie PLC grace a leurs récepteurs couplés a la protéine Gq. La
conséquence est une augmentation des taux du Ca®" intracellulaire, une agrégation
plaquettaire, un changement de la forme et une sécrétion du contenu des granules (Saltzman;

1995) (Takahara; 1990) (Hourani; 1991) (Blockmans; 1995).

II1.1.3 — Voie Gi

L’épinéphrine (adrénaline) provoque une agrégation via le récepteur a, adrénergique couplé a

la protéine Gi (Steen; 1993).

I11.1.4 — Récepteurs de PADP

La stimulation par I’ADP provoque un changement de la forme, une agrégation et une
sécrétion via ses récepteurs de type P2. Toutefois, I’ADP agit par I’intermédiaire de deux
récepteurs différents, on distingue le récepteur P2Y1 couplé a Gq et le récepteur P2Y12

couplé a Gi (Oury; 2006).

II1.1.5 — La Thrombine

La thrombine est une sérine — protéase qui joue un rodle crucial dans le processus de la
coagulation, et qui stimule les plaquettes par 1’intermédiaire des récepteurs appartenant a la
famille des PARs (Protease activated receptors) ou récepteurs activés par une protéase. Les
PAR, sont des récepteurs non classiques qui possédent aussi un ligand ou bien un agoniste
non classique et non circulant dans le plasma. En fait, 1’agoniste est constitué par une
"séquence cachée" N — terminale et qui s’expose suite au clivage par la protéase. Tous les
PARs ne sont pas stimulés par la thrombine. Les PARs 1, 3 et 4 sont exprimés au niveau des
plaquettes et stimulés par la thrombine, ils sont connus d’ailleurs comme récepteurs pour la
thrombine. Quant au PAR2, il est stimulé par la trypsine (Hollenberg; 2002). La thrombine est
la protéase principale dans la cascade de la coagulation, transformant ainsi le fibrinogéne en
fibrine. Elle a des effets remarquables au niveau des plaquettes, des lymphocytes, des cellules

endothéliales et des monocytes. Le PAR1, principal représentant de sa famille, est activé suite



au clivage d’une partie de son extrémité N — terminale extracellulaire, ce qui démasque une
nouvelle extrémité N — terminale capable de lier le domaine actif du récepteur déclenchant
ainsi une signalisation intracellulaire. Le PAR1 peut étre couplé a plusieurs protéines G (Gq,
Gi, G12/13) constituant ainsi I’agoniste type des plaquettes, provoquant par différents signaux
une agrégation, une sécrétion et un changement de forme des plaquettes (Coughlin; 2000).
Plusieurs études ont en outre montré que la thrombine peut stimuler les plaquettes par
I’intermédiaire d’une voie dépendante de la GP Ib. Cette voie a été révélée suite a la
persistance d’une activité résiduelle de la thrombine apres inhibition de PAR1 et de GP IIbllla
(Soslau; 2001).

II1.2 — Antagonistes

L’adénosine, la prostaglandine D, (PGD,) via leurs propres récepteurs, ainsi que les
prostaglandines I, (PGL,) et E; (PGE;) par I’intermédiaire des récepteurs PGL,/PGE;; tous
couplés a la protéine Gs inhibent I’agrégation, le changement de la forme et la sécrétion

induits par les agonistes. (Marcus; 1993)

Enfin, la prostaglandine E, (PGE,) possede deux effets différents selon les conditions:
inhibition (via le récepteur PGI,/PGE)) ou activation (via le récepteur PGE,) (Blockmans;

1995).

Les récepteurs ainsi que les ligands (agonistes et antagonistes) correspondants sont classés

dans le (tableau 1).



Tableau 1: Principaux Récepteurs
Plaquettaires (Blockmans et al; 1995)

Activation: Récepteurs couplés a la protéine G

Récepteur Agoniste(s) Poids Mol. (kDa)
PAR Thrombine 47

R. o, Epinéphrine 64

R. 5HT, Sérotonine 232

R. TXA, TXA,, PGH,, PGG, 37

R. PAF PAF 220

R. VA Vasopressine 125

Inhibition: Récepteurs couplés a la protéine G

Récepteur Agoniste(s) Poids Mol. (kDa)

R. A, Adénosine 45

R. PG, PGIL,, PGE, 180

R. PGD, PGD, 40

Glycoprotéines

Récepteur Agoniste(s) Poids Mol. (kDa)

GP Ib/IX vWF 143a-22[3/22

GP Ialla (ayf;) Collagene 153/130

GP Ic/Ila (aspBy) Fibronectine 160/130

GP Ic'/lla (agfy) Laminine 160/130

GP IIbIlla (aPs;)  Fibrinogéne, vWF 125a-22[3/95
(ayBs)  Vitronectine 195/95

GP IV (ou IIb) Thrombospondine 88

GP VI Collagene 62



IV- Activation plaquettaire

L’activation plaquettaire implique plusieurs cascades métaboliques complexes. Elle se traduit
par la sécrétion de différentes substances stockées et de métabolites provenant des réactions

intra-plaquettaires ainsi que par un changement de la forme plaquettaire et par 1’agrégation.

Les plaquettes répondent en deux étapes a la stimulation. Suite au contact avec le collagéne et
le vVWF exposés au sein de 1’endothélium, les plaquettes adhérent au tissu sous-endothélial et
les unes aux autres, et leur forme change. Cette agrégation primaire, formant un "thrombus
blanc" qui couvre la bréche vasculaire est une réponse réversible. Cette étape sera stabilisée
par des réponses irréversibles comportant la sécrétion et 1’agrégation secondaire (Blockmans;

1995).

IV.1- Changement de la forme

C’est la premicre réponse a la stimulation. Les plaquettes subissent ce qu’on appelle une
sphération qui s’observe 2-3 sec avant la formation des pseudopodes. Les deux phénomeénes

sont facilités par I’action du cytosquelette, et sont nécessaires a I’agrégation (Siess; 1989).

IV.2- Sécrétion

Suite a la stimulation des plaquettes et de la voie PLC, et grace a un rdle probable des DAG et
de I’acide phosphatidique (PA) produit grace a 1’action de le phospholipase D (PLD), des
vésicules sont fusionnées a la membrane plasmique ce qui permet la sécrétion du contenu des
granules (fibrinogéne, fibronectine, ADP, Ca®", sérotonine,...), mais aussi d’autres produits et
métabolites par le systéme canaliculaire ouvert (SCO). Le cytosquelette est fortement

impliqué dans ce processus (Flaumenhaft; 2003).



IV.3- Agrégation

L’agrégation plaquettaire résulte de la libération du fibrinogéne qui se fixe sur son récepteur
et crée un pont inter-plaquettaire. Deux types d’agrégation plaquettaire sont rencontrés chez
les plaquettes activées. L’agrégation primaire réversible qui se déroule en présence de faible
concentration d’agoniste et en présence de Ca’" et Mg”, et I’agrégation secondaire
irréversible qui nécessite une forte concentration d’agoniste et un phénoméne d’amplification
de I’activation suite a la sécrétion de TXA, et d’épinéphrine qui stimulent a leur tour leurs
propres récepteurs. Le fibrinogeéne est hydrolysé ainsi en fibrine par la thrombine générée a
partir de la prothrombine grice a une prothrombinase dont I’activation dépend de

I’externalisation de PS par les plaquettes activées (Siess; 1989).

V- Coagulation

La coagulation sanguine résulte de la convergence de deux voies, I’une intrinséque et I’autre
extrinséque. L’initiation commence par un dommage endothélial et 1’exposition des
constituants sous — endothéliaux, dont le facteur tissulaire (TF, tissu factor). La voie
extrinséque est la plus importante, elle est initiée par la liaison du TF avec le facteur VII et la
formation d’un complexe TF-VIla ce qui provoque la conversion du facteur X en Xa en
présence du facteur VIlla, constituant I’étape commune avec la voie intrinséque. Cette
derniere implique I’activation du facteur XII qui a son tour active le facteur XI. Le complexe
TF-VIla et le facteur Xla activent le facteur IX qui contribue a I’activation du facteur X. La
prothrombine est ainsi convertie en thrombine sous I’action du facteur Xa, et en présence du

facteur Va.

Dans ce processus, 1’activation plaquettaire joue un role central. L’exposition de PL chargés
négativement (PS) sur le feuillet externe des plaquettes, provoquée par 1’activation
plaquettaire induite par le contact avec les constituants sous — endothéliaux (collagéne, VWF),
facilite le rassemblement des facteurs de coagulation sur la surface des plaquettes activées et

permet ainsi la formation de thrombine.



La formation de la thrombine constitue 1’étape clé¢ de la série de réactions enzymatiques
aboutissant a la formation de la fibrine. Ainsi la thrombine est le responsable de la conversion
du fibrinogene en fibrine. Le fibrinogeéne appartient a une famille incluant les facteurs V, VIII
et XIII. Les membres de cette famille sont des substrats pour la thrombine. La stabilisation du
caillot sanguin dépend de la capacité de la thrombine a transformer le fibrinogéne en fibrine,

mais aussi et simultanément a 1’activation du facteur XIII qui stabilise le caillot.

Dans le plasma, on trouve des inhibiteurs physiologiques qui servent a maintenir une
coagulation locale dans le site du dommage vasculaire ainsi qu’une balance hémostatique.
L’anti — thrombine est le principal inhibiteur. Il inactive la thrombine, le facteur Xa et les
facteurs Vlla, IXa, XIa et XIla qui sont tous des sérines protéases. Il forme un complexe avec
la thrombine, ce qui facilite son élimination de la circulation. La présence d'héparine active ce

processus (Triplett; 2000).

VI — Principales Enzymes

VI.1 — La phospholipase C (PLC)

La PLC fait partie des enzymes qui se trouvent en amont des voies de signalisation
plaquettaires, elle se trouve sous la forme de plusieurs isoenzymes, de localisation cytosolique
ou membranaire. Plusieurs familles de PLC ont été découvertes (voir tableau). Pourtant, les

isoformes présentes dans les plaquettes sont essentiellement la PLCJ et la PLCy.

La PLC des eucaryotes est constituée par une série de domaines de régulations situés de part
et d’autre d’un domaine catalytique caractérisé¢ par les boites X et Y. Les domaines de
régulations comprennent les domaines PH (pleckstrin homology), EF et C2 qui c6toient la

boite Y du domaine catalytique (Williams et Katan; 1996).

Les isoenzymes présentent une homologie et notamment au niveau de deux régions du
domaine catalytique désignées par X et Y de 60 et 40 % respectivement. Parmi les principales
isoenzymes, la PLCPB1 est également repartie entre le cytosol et la membrane, tandis que la

PLCy1 est principalement cytosolique (Cockcroft; 1992).



Les PLC se trouvent quasiment dans tous les tissus, leur répartition étant variable. Elles sont
régulées différemment selon la famille d’origine. Ainsi, la PLCP interagit avec les protéines
G, alors que la PLCy est une enzyme tyrosine kinase dépendante. La PLCy, en synergie avec
divers facteurs de croissance (PDGF, EGF,...), est impliquée dans la prolifération cellulaire

(Balla; 2006).

Le mécanisme par lequel la PLCS est couplé aux récepteurs membranaires n’est toujours pas
clair. Selon ses isoenzymes, la localisation subcellulaire de la PLCd peut varier (Ochocka et

Pawelczyk; 2003).

PLC spécifique dusperme, la PLCC (zeta) est connue comme un "sperm factor" qui activerait
le développement de I’ceuf fécondé. Elle présente plusieurs caractéristiques qui la distinguent

des formes somatiques de la PLC (Swann; 2006).

La PLCe (epsilon) est régulée par les petites GTPases (small G proteins) de la superfamille
des Ras (Bunney et Kattan; 2006).

La PLCn (eta) est essentiellement exprimée dans le systéme nerveux (Hwang; 2005).

Suite a ’activation de la PLC soit par une protéine G, soit par une voie tyrosine kinase —
dépendante, le PIP2 est hydrolysé en IP; et DAG. L’IP;, grace a ses propres récepteurs dans
les compartiments intracellulaires de stockage du Ca®" (systéme tubulaire dense dans le cas
des plaquettes), stimule la mobilisation de ce dernier qui joue un rdle important dans
I’activation plaquettaire et méme dans I’activation de la PLC contribuant alors a
I’amplification de sa voie métabolique. Les DAG provoquent I’activation de la protéine
kinase C et d’autres kinases ayant des roles important dans les cellules, avant d’étre
transformé par la DAG kinase en PA qui active d’autres effecteurs et d’autres voies

(Cockcroft; 1992) (Balla; 2006).



V1.2 — La phospholipase A, (PLA,)

Les PLA; constituent une superfamille d’enzymes lipolytiques qui catalysent I’hydrolyse des
PL en clivant les acides gras de la position sn2. Les acides gras libérés (en particulier 'AA) et
les lysophospholipides formés suite a cette hydrolyse exercent diverses fonctions biologiques

importantes (Balsinde; 2002).

Ainsi PAA libéré est impliqué dans la régulation du flux du Ca’’, des facteurs de
transcription, du couplage excitation-contraction cardiaque, du transporteur de glutamate, de
la conductance H', et des protéines G. Il peut étre métabolisé¢ par la COX et la LOX en
¢icosanoides (voir plus loin) régulateurs importants du processus hémostatique normal de
méme que pour les inflammations aigues. Les lysophospholipides sont des détergents forts et
provoquent des réponses cellulaires méme a faibles doses. L’acide lysophosphatidique est
reconnu comme un médiateur important capable d’interagir avec des récepteurs spécifiques
couplés aux protéines G provoquant des changements au niveau du cytosquelette ainsi que
des mutageneses. Le 1-O-alkyl lysoPC est le précurseur du PAF (platelet-activating factor)
(Gijon; 1999).

La superfamille des PLA, comprend un grand nombre de protéines différentes qui peuvent
étre divisées en cinq familles principales: les PLA, sécrétoires (sPLAjs), les PLA;
cytosoliques (cPLA,s), les PLA, Ca**-independantes (iPLA,s), la PAF acetylhydrolase (PAF-
AH), et la PLA, lysosomale (Schaloske; 2006).

Les sPLA,s sont pour la majorité des petites protéines secrétées (14-18 kDa), avec une
structure comprenant 5 a 8 ponts di-sulfure. Tous les membres de la famille ne se trouvent pas
chez les humains. Ainsi, les sPLAs IB, II (A, D, E, F), IIl (55 kDa), V, X, XII sont des
sPLA>s humaines. Cette famille d’enzymes est dotée d’un site actif d’histidine et requiert
généralement du Ca®" pour son activité catalytique. Les SPLA,s des mammiféres ne présentent
pas une préférence donnée pour un acide gras particulier, alors qu’elles ont une certaine
spécificité pour certaines des tétes polaires des PLs. Ainsi, généralement les sPLAjs
présentent une forte activité pour les PLs anioniques, bien que le GV et GX hydrolysent aussi

les vésicules de PC (Singer et al; 2002).



Les sPLA;s agissent par effet paracrine, mais aussi par effet autocrine en clivant 1’acide gras
sn2. Ainsi, les sPLAss GIIA et X peuvent étre sécrétées et agir dans la cellule d’origine
(Mounier et al; 2004). Enfin, les sPLAs sont connues pour leur role essentiel dans les
processus inflammatoires. Elles pourraient contribuer a 1’hydrolyse des LDL, intervenant

ainsi dans I’athérosclérose (Pruzanski et al; 2005).

Les cPLAys (GIV) sont des protéines cytosoliques caractérisées par différentes masses
moléculaires (61-114 kDa), et utilisant un site actif sérine. La cPLA, GIV est régulée par le
Ca’" intracellulaire qui, a la différence des SPLA,s, n’est pas essentiel pour la catalyse mais
plutot pour la translocation de I’enzyme vers la membrane plasmatique suite a une liaison a
un domaine C2 de I’enzyme (Evans et al; 2001). Toutefois, bien que la translocation des
cPLA,s grice au Ca’" est nécessaire, elle reste insuffisante pour son action d’hydrolyse des
PLs et la mobilisation des acides gras en sn2. Pour une action compléte, il est absolument
essentiel que 1’enzyme soit phosphorylée sur des résidus sérine éventuellement par
I’intermédiaire de MAP Kinases (McNicol et al; 1998). A la différence des sPLAjs, les
cPLA»s hydrolysent préférentiellement 'AA de la position sn2 des PL (Clark et al; 1995).
Parmi les cPLA;3s, la ¢cPLA; GIVA est une enzyme présente au niveau des plaquettes. La
stimulation des plaquettes par la thrombine ou le collagéne provoque la translocation et la

phosphorylation de la cPLA; (Borsch-Haubold et al; 1995).

Les iPLAjs classifiées en GVI A et B sont des enzymes de 85-88 kDa, leur activité
catalytique étant indépendante de la présence du Ca”". 1l est possible que la iPLA, forme un
complexe avec la calmoduline, et que la diminution du Ca*" provoque la dissociation de ce
complexe, ce qui aboutirait a I’augmentation de la mobilisation de I’acide gras de la position
sn2. En outre, ’activité iPLA, pourrait étre dépendante de sa phosphorylation par des MAP
Kinases. Enfin, les iPLA,s pourraient participer au remodelage des PL cellulaires (Akiba et

Sato; 2004).

V1.3 — Cyclooxygénase

L’acide arachidonique, comme d’autres acides gras, une fois libéré des PL suite a I’action des

PLA,, peut étre métabolisé en prostanoides. Cette transformation implique une oxygénation



en deux étapes par ajout de deux molécules d’O, (Lagarde; 1988). La premicre étape est
catalysée par une activit¢ COX produisant ainsi la prostaglandine G, (PGG;), un
intermédiaire instable qui se transforme en PGH, suite a 1’action d’une activité peroxydase,
une étape clé dans la synthése des PGs et du TXA; sous I’effet des PG synthases et de la
thromboxane synthase respectivement. Le TXA; étant un métabolite instable a faible durée de
vie, est transformé ensuite en TXB; plus stable. Les deux activités enzymatiques, COX et
péroxydase, sont portées par une seule enzyme, la prostaglandine endoperoxyde H synthase
(PGHS). Les deux réactions procédent de deux sites différents de 1’enzyme. En fait, la
réaction catalysée par la COX se produit dans un canal hydrophobe au sein de 1’enzyme.
Quant a celle de la peroxydase, elle se produit dans un site actif contenant un groupe héme.
L’activit¢ COX de la PGHS est inhibée par 1’aspirine et d’autres médicaments anti-

inflammatoires non stéroidiens (NSAIDs) (Seibold et al; 2000).

L’activité COX nécessite I’oxydation préalable du groupe héme du site actif de la peroxydase
alors que I’activité de la peroxydase est indépendante de celle de la COX (Landino et al;

1997).

La COX existe sous une forme constitutive (COX-1) dans la plupart des tissus et cellules, et
sous une forme inductive (COX-2) exprimée dans un contexte inflammatoire dans les cellules
proinflammatoires (macrophages, plaquettes,...) et régulée par les glucocorticoides. Dans les
conditions physiologiques normales, les glucocorticoides assurent une inhibition continue de
la forme inductive. L’absence des glucocorticoides ou bien l'apparition d'un stimulus
inflammatoire (endotoxines par exemple) provoquent une induction rapide de cette forme,
menant a une réponse inflammatoire excessive et méme létale parfois (Masferrer et al; 1992).

Une troisiéme forme a été récemment décrite, elle a été nommée COX-3 ou bien COX-1b.
Cette forme provient du méme géne COX-1, mais au cours de I’épissage de ’ARNm
correspondant, ce dernier a retenu un intron (intron 1) qui provoque une perte de I’activité

enzymatique COX (Snipes et al; 2005).

Le site actif de la COX-2 est plus grand de 20% a peu pres que celui de la COX-1 et possede
une forme légerement différente. Cette différence dans la taille du site actif ainsi que dans sa
forme est due a une différence de trois acides aminés au niveau du site actif, ce qui influence

la fixation des inhibiteurs et offre une meilleure flexibilité pour le substrat au niveau de la



COX-2. cette propriété a permis le développement d' inhibiteurs NSAIDs spécifiques de
COX-2 (Luong et al; 1996).

D’autre part, on a remarqué une allostérie négative chez la PGHS-1, qui lui est particuliere.
En fait, a faible concentration de substrat (AA), la PGHS-1 présente une faible affinité, ce qui
provoque une déviation du métabolisme de I’AA vers la voie PGHS-2. Cette propriété est

importante dans un contexte inflammatoire (Shitashige et al; 1998).

Effet biologique

Les cellules du systétme immunitaire produisent des cytokines en réponse a une attaque virale
ou bactérienne. Ces cytokines sécrétées dans la circulation atteignent le cerveau ou elles
franchissent la barriére sang-cerveau. A l’interface et en réponse a la stimulation par les
cytokines, les cellules vasculaires produisent des prostaglandines (PGE,) par la voie COX-2
dont I’expression augmente en cas d'inflammation. Cette production de PG est a 1’origine
d’un groupe complexe de réactions rencontrées au cours de la réponse inflammatoire
englobant la fiévre, I’inactivité, I’anorexie, hyperalgésie ... (Engblom et al; 2002). Quant au
TXA,, et dans le cas particulier des plaquettes, il exerce un effet autocrine via son récepteur
aboutissant a l'activation plaquettaire.

Les fonctions de la COX et la place qu’elle occupe dans I’inflammation a poussé I’industrie
pharmaceutique a la considérer comme une cible contre laquelle il est important de

développer des inhibiteurs.

Parmi ceux-ci, il existe des inhibiteurs non spécifiques qui inhibent aussi bien la COX-1 que
la COX-2. Cependant, I’inhibition simultanée de la COX-1 et 2 a entrainé des problémes
gastro-intestinaux, les deux formes de ’enzyme étant exprimées dans le tractus digestif
(Wallace et al; 2000). Ces effets secondaires ont ¢té fortement atténués grace au
développement d'inhibiteurs sélectifs pour la COX-2, forme induite par I’inflammation
(Flower; 2003). Cependant, il semble que les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 soient a
I’origine de problémes cardio-vasculaires, peut-étre en créant une perturbation de 1’équilibre
entre la production de thromboxane pro-thrombotique et la prostacycline (PGI,) anti-

thrombotique (McAdam et al; 1999).

Dans les plaquettes sanguines, on décrit essentiellement la prédominance de la forme COX-1

de la COX, bien que certaines é¢tudes montrent la présence de la forme COX-2 (Weber et al;



2001). L’aspirine, inhibiteur non sélectif, est un inhibiteur irréversible de la COX.
L’administration de faible doses d’aspirine (30-150 mg/jour) pourrait avoir un role protecteur
contre les accidents thrombotiques en diminuant la production de TXA, plaquettaire malgré
une inhibition partielle concomitante de la production endothéliale de prostacycline (Patrono;

2001).

V1.4 — Lipoxygénase (LOX)

L’AA libéré par la PLA, peut étre recruté par une autre voie métabolique que celle de la

COX, notamment il peut étre métabolisé¢ par la LOX.

Les LOXs ont été longtemps considérées comme des enzymes végétales. Cependant, en 1974
on a décrit la formation d’acide (12S,5Z,8Z,10E,14Z)-12 hydroxyeicosa-5,8,10,14-
tetraénoique (12-HETE) par des plaquettes humaines incubées avec de I’AA exogene

(Hamberg et al; 1974). Cette découverte a introduit les LOXs dans le monde animal.

On pensait initialement que la LOX catalysait la formation de produits de configuration S. Le
terme R-LOX — LOX qui catalyse la formation de produits de configuration R — a émergé
dans les années 1980s au moment ou on a découvert des enzymes LOX capable de convertir
I’AA en acide hydroperoxy-eicosatetraénoique (HpETE) de configuration R (Hawkins et al;
1987) (Bundy et al; 1986).

La réaction catalysée par la LOX menant a la formation des hydroperoxydes d’acides gras
consiste en trois étapes consécutives : 1) 1’abstraction d’un hydrogene d’un groupe méthyléne
doublement all¢lique, ii) un réarrangement radicalaire accompagné par une conjugaison Z,E-
dieéne et enfin iii) ’insertion stéréospécifique S ou R du dioxygéne et la réduction du radical

hydroperoxy intermédiaire en 1’anion correspondant (Khun et al; 1999).

Le métabolisme de I'AA par la LOX induit la formation de différents produits. L'HpETE peut
étre transformé sous 1’action de la glutathion peroxydase en sa forme hydroxy (HETE). En

outre, une autre famille moléculaire importante sur le plan inflammatoire est produite : les



leukotriénes (LT). On distingue la LTB4 et son intermédiaire époxyde la LTA4, ainsi que

d’autres types de leukotrienes (Samuelsson; 2000) (Bryant et al; 1982).

Les différentes familles de LOX sont classées en fonction de la position du carbone sur lequel
I’enzyme catalyse I’insertion de 1’oxygéne. On distingue les 5, 8, 12, 15-LOX qui inserent le
dioxygene sur les carbones 5, 8, 12 et 15 de 1'AA respectivement, afin de produire ’HpETE

correspondant.

5-LOX

La 5-LOX se trouve au niveau des leucocytes et neutrophiles, elle posséde une masse
moléculaire qui varie de 72 a 80 kDa. La 5-LOX catalyse la transformation de ’AA en acide
5(S)-hydroperoxy-6-trans-8,11,14-cis-eicosatetraénoique (5-HpETE), grace a son activité
oxygénase, puis en acide 5(S)-trans-7,9-trans-11,14-cis-cicosatetraénoique (leukotriéneAu,
LTA,) grace a une activité LTA4-synthase. Les activités oxygénase et LTAy4-synthase sont
toutes les deux stimulées par le Ca>", I’ATP, et les hydroperoxydes lipidiques. L'activité de la
5-LOX est favorisée par sa liaison aux membranes (nucléaire et endoplasmique) grace a la
présence d'une protéine membranaire connue sous le nom de 5-LOX-Activating Protein
FLAP. L’activation de la 5-LOX semble impliquer une translocation vers la membrane
nucléaire et une phosphorylation via les MAP kinases, ce qui souligne des points communs

entre la 5-LOX et la phospholipase A,.

D’autres substrats de la 5-LOX ont été identifiés, parmi lesquels on distingue 1’acide
5,8,11,14,17-eicosapentaénoique (EPA), [D’acide 5,8,11-eicosatriénoique, [’acide 5,8-
eicosadiénoique, le 12-HpETE et le 15-HpETE (Radmark; 2002).

8-LOX

Bien qu’on ait pu identifier un acide 8-hydroxy-5,9,11,14-eicosatetraénoique (8-HETE) chez
I’homme, la 8-LOX n’y a pas été décrite. En fait, ce produit pourrait résulter d'une réaction
non—enzymatique ou d'une réaction catalysée par la P450 monooxygénase. La 8-LOX

récemment décrite chez la souris est une enzyme de 76 kDa et dont la séquence d’acides



aminés présente plus de 75% d’identité avec la 15-LOX humaine considérée comme son
homologue humain. Elle métabolise I’AA et I’acide linoléique (AL) en 8(S)-HpETE et en
acide 9(S)-hydroperoxy-octadeca-10,12-diénoique [9(S)-HpODE] respectivement. Elle
pourrait jouer un role dans la différenciation cellulaire et le développement de tumeurs chez

les souris (Fiirstenberger; 2002).

12-LOX

La 12-LOX est rencontrée dans les plaquettes, les leucocytes et I’épiderme. Elle présente une
identité proche de 40% avec la 5-LOX. La 12-LOX leucocytaire présente une identité
supérieure a 80% avec la 15-LOX réticulocytaire, d’ou le terme 12/15-LOX utilisé.

La 12-LOX est une enzyme de 75 kDa. Elle métabolise I’AA en acide 12(S/R)-hydroperoxy-
5,8,10,14-eicosatetraénoique (12S/R-HpETE).

Les LOX sont des enzymes contenant du fer dans leurs sites actifs situés au niveau de
I’extrémité C-terminal. Le site actif de la 12-LOX est 1égerement (6%) plus grand que celui
de la 15-LOX. Des mutations dans le site actif peuvent donner a I’enzyme les propriétés

catalytiques d’une autre isoforme (on 1’a vu notamment entre la 12 et la 15-LOX).

La 12-LOX plaquettaire — a la différence de la 12-LOX leucocytaire qui est capable
d’oxygéner différents substrats allant des acides gras de 18 et 20 carbones jusqu’aux PL et les
esters de cholestérol — présente une forme de spécificité envers ’AA. Quant a la 12-LOX

épidermique, elle métabolise les dérivés méthyl-esters de I’AA et de I’AL.

La réaction enzymatique catalysée par les 12-LOX plaquettaire et épidermique reste linéaire

pour plus de 30 min, alors que celle de la 12-LOX leucocytaire dure quelques minutes a cause

de I’inactivation suicidaire de 1’enzyme (Yoshimoto; 2002).

15-LOX

C’est une enzyme de 75 kDa qui catalyse la formation du 15-HpETE a partir de différents
substrats représentés par 1’AA, 1’acide a-linolénique (ALA), I’AL, 'EPA, ainsi que les PL,



esters de cholestérol, mono, di et triglycérides, contenant des acides gras polyinsaturés. Son
identité¢ trés proche de la 12-LOX refléte une origine commune des deux genes
correspondants, éventuellement par duplication du gene d’origine. L’enzyme présente aussi

une inactivation suicidaire comparable a celle de la 12-LOX.

Les 12/15-LOX jouent un role dans la différenciation cellulaire, I’inflammation, I’asthme, la

carcinogenese et I’athérogenése (Khun et al; 2002).

Role biologique des produits des LOX

Les leukotriénes synthétisés par les leucocytes a partir de I’AA et suite a I’action de la 5-LOX
jouent un rdéle important dans 1’inflammation, ils agissent via leurs récepteurs membranaires.
Le LTB4 est un le plus fort médiateur chémoattractant dans le processus imflammatoire. Les
LTC4, D4, et E4 sont connus par leurs effets bronchoconstricteurs, jouant ainsi un role

essentiel dans le développement de 1’asthme (Sharma et al ; 2006).

D’autre part, le 12(S)-HpETE pourrait avoir un rdle important dans le controle des taux de
I’AA libre dans certaines cellules. Des études ont montré que le 12(S)-HpETE favorise
I’augmentation de la libération d'AA dans les plaquettes, probablement par stimulation de
I’activit¢ PLA,, ce qui entraine une augmentation de la formation de TXB, et d'autres

métabolites plaquettaires (Calzada et al ; 2001).

Pour ces différentes raisons, la LOX constitue une vraie cible thérapeutique. Le
développement d’inhibiteurs anti-LOX est d’une grande importance dans la lutte contre les

maladies inflammatoires et cardiovasculaires.

VII — Remodelage membranaire

La membrane plasmique a longtemps été considérée comme une simple barriére biologique
séparant le milieu intracellulaire du milieu externe. Cette vision est devenue caduque car il est

maintenant admis que la membrane plasmique joue un rdle prépondérant dans un grand



nombre de processus physiologiques puisqu’elle comporte la plupart des ¢léments essentiels

aux échanges entre la cellule et son environnement.

Sa composition lipidique révele une asymétrie remarquable concernant la répartition des
especes moléculaires phospholipidiques, PC, PE, PS, PI et SM. A I’état basal, 65-75% de PC
et plus que 85% de SM se trouvent dans le feuillet externe de la membrane plasmique, alors
que 80 a 85% de PE et plus que 96% de PS sont localisées dans le feuillet interne.
Récemment on a étudié la distribution des phosphoinositides dans la membrane. 100% de
phosphatidyl inositol 4-phosphate et 80% de PI et de son dérivé 4,5-bisphosphate (PIP2) et

PA sont localisés dans le feuillet interne.

Cette distribution est cohérente avec le fonctionnement biochimique des cellules. Les PC et
les PI, étant localisés en majorité dans le feuillet interne, seront hydrolysés préférentiellement
sous les actions respectives de la PLA; et la PLC, dans le cadre des processus de signalisation

cellulaire correspondants.

Le maintien de cette distribution asymétrique est assuré par des protéines membranaires.
Ainsi, la flippase est une aminoPL translocase qui assure I’internalisation continue des PS et
PE alors que la scramblase fonctionne d’une fagon bidirectionnelle aspécifique. Lors de
I’activation cellulaire, les PS sont externalisées vers le feuillet externe sous I’effet d’un
ensemble de phénomeénes simultanés. L’activité de la flippase se trouve inhibée, ce qui
empéche I’internalisation de PS. Or, cette inhibition ne peut pas expliquer a elle seule
I’externalisation de PS, une activation du transport inverse doit étre mise en oeuvre. Le
mouvement unidirectionnel de PS vers I’extérieur pourrait étre assuré par une floppase, qui
posséde une forte capacité de transport au niveau des plaquettes. Son activité dépend en outre

de la présence de Ca®" et d’ATP.

Dans les plaquettes, I’externalisation des PS exerce un rdle prépondérant dans le processus de
coagulation sanguine. Elle constitue par ailleurs un marqueur de 1’apoptose, et c’est grace aux
PS que les macrophages reconnaissent les cellules apoptotiques afin de les éliminer. Les PS
contribuent a I’activation de plusieurs protéines. (Martinez; 2004) (yamaji-Hasegawa; 2006)

(Zachowski; 1993) (Bevers; 1999)



Enfin, ’ensemble des phénoménes aboutissant a 1’externalisation de PS crée une surcharge
transitoire du flux de PL vers le feuillet externe, ce qui provoque, en synergie avec le
cytosquelette, le bourgeonnement et 1’émission de microparticules riches en PS, en antigénes
spécifiques de la cellule d’origine et en autres composés reflétant la composition de la
membrane cellulaire de la cellule d’origine. Ce phénomeéne est rencontré dans les plaquettes
mais aussi dans d’autres cellules. Les microparticules pourraient avoir un role dans la
coagulation, le fonctionnement cellulaire, I’inflammation et 1’interaction cellulaire (Lynch;

2007).

VIII — Complications pathologiques : L'hyperactivité plaquettaire

Le diabete sucré est une maladie qui peut se définir par un exces de glucose dans le sang,
entrainant une polyurie. En fait, on distingue deux types de diabétes sucrés. Le type 1 résulte
d'une carence majeure de la production d'insuline par les cellules béta des il6ts de Langerhans
du pancréas. Le diabéte de type 2 est caractérisé¢ par une résistance a l'insuline (Rodger ;
1991). 11 s'accompagne initialement d'une hyperinsulinémie plasmatique qui évolue
progressivement vers une hypoinsulinémie par épuisement du pancréas.

Le diabéte de type 2 est une maladie trés répandue qui s'accompagne d'un risque
cardiovasculaire élevé. C'est un probléme majeur de santé publique dans les pays
industrialisés. Bien que le haut risque cardiovasculaire associ¢ au diabéte de type 2 soit
multifactoriel, trois causes essentielles peuvent étre soulignées : les phénoménes de glycation

et d'oxydation, les dyslipoprotéinémies et 'hyperactivité plaquettaire.

L’hyperglycémie entraine une glucosylation non enzymatique (ou glycation) des protéines par
condensation d'une molécule de glucose sur les fonctions amines libres des résidus d'acides
aminés (amine N-terminale et amine epsilon des résidus lysine). Les bases de Schiff ainsi
formées peuvent subir un réarrangement d'Amadori. Les produits résultants subissent alors de
lentes recombinaisons chimiques aboutissant a la formation d'une grande variété de molécules
appelées produits de glycation avancée (Advanced Glycation End-products, AGE), doués de
différentes propriétés déléteres. Les AGE sont en particulier capables de s'accumuler dans la

paroi artérielle.



Le diabete de type 2 est aussi une situation de stress oxydant dans laquelle on observe une
forte oxydation des acides gras polyinsaturés, libres ou estérifiés dans les CE, les TG et les
PL. Cette oxydation aboutit a une scission des molécules et entr'autres a la production de
malone dialdéhyde (MDA) qui peut former des bases de Schiff avec les résidus lysine des
protéines selon une réaction similaire a celle décrite ci-dessus pour le glucose. On peut ainsi
parler de phénomenes de glycoxydation. Le glucose lui-méme peut d'ailleurs s’autoxyder en
formant des entités carbonylées (glyoxal, methylglyoxal) capables de réagir avec les

protéines, aboutissant ainsi directement a des produits glycoxidés (Jakus et Rietbrock ; 2004).

Ces phénomenes de glycoxydation peuvent affecter directement les lipoprotéines et les

plaquettes sanguines et ainsi modifier profondément leur métabolisme.

Chez les diabétiques de type 1 comme de type 2, les plaquettes sanguines présentent une
hyperactivité chronique (production ¢élevée de TXB,), méme en l'absence de complications
cardiovasculaires. Cette hyperactivité est associée a un état de stress oxydant (élévation du
MDA et diminution de la Vitamine E et de la Glutathion peroxydase), en particulier dans le
diabéte de type 2. De plus, les plaquettes présentent des défauts d’adhésion et d’agrégation, et
une hypersensibilité aux agonistes. Les LDL glyquées sont capables de stimuler les voies
d'activation plaquettaire (Véricel et al; 2004) (Watala et al; 2005) (Ferretti et al; 2002)
(Takeda et al; 1992).



Les Lipoprotéines Plasmatiques




I — Généralités

Les lipides ne sont pas directement solubles dans I'eau. Pour circuler dans le plasma, qui est
un milieu aqueux, ils doivent par conséquent former des complexes solubles. Alors que les
acides gras sont transportés par l'albumine, les PL, le cholestérol libre (CL) les cholestéryl-
esters (CE) et les TG s'associent avec des protéines au sein de structures appelées

lipoprotéines.

Les lipoprotéines, isolées pour la premiere fois en 1929 par Michel Macheboeuf, sont des
particules circulantes chez les animaux y compris les insectes, constituées d’un noyau
hydrophobe et d’un manteau hydrophile (Olson; 1998). Le noyau hydrophobe est composé
des TG et des CE, tandis que le manteau est composé de PL, de CL et d'apolipoprotéines
(Schéma 2). Le caractére trés structuré des lipoprotéines permet 1'exposition a leur surface des
groupements polaires des molécules du manteau, résultant en une trés bonne solubilité des
particules. Cette composition et la répartition des lipides au sein de ces particules facilitent le
transport plasmatique de leurs constituants, qui sont, a [’exception des protéines,

individuellement insolubles dans 1’eau (Biggerstaff et al; 2004).

IT — Classes

Plusieurs classes de lipoprotéines peuvent étre identifiées en fonction de leur densité, celle-ci
¢tant déterminée par leur contenu relatif en lipides et protéines. Outre leur densité, les
lipoprotéines différent par leur dimension, par leur composition lipidique (tableau 2) et par la

nature des apolipoprotéines qu'elles contiennent (tableau 3).

Les chylomicrons et les VLDL sont riches en TG, alors que les LDL et les HDL, sont riches
en cholestérol. Une forme intermédiaire est représentée par les lipoprotéines de densité
intermédiaire (IDL) résultant de I’hydrolyse partielle des TG des VLDL. Les lipoprotéines
peuvent en outre étre classées par leur mobilité éléctrophorétique sur gel d'agarose en a, préf
et B lipoprotéines, qui correspondent respectivement en premiére approximation aux HDL,

VLDL et LDL, les chylomicrons ne migrant pas dans ces conditions (Vance; 2002).



Schéma 2 : Représentation schématique d’une Lipoprotéine

Cholestérol libre
(CL)

Triglycérides
(TG)

Phospholipides
(PL)

Apolipoprotéine ) —
Cholestéerol esterifie
(CE)



Tableau 2 : Propriétés physiques et composition des principales classes
de lipoprotéines (Gotto et al; 1986)

Mobilité

composition lipidique*

Classification Nom électroph Densite Dlalgetre protéines*
_orétique &MD (A) TG CL CE PL
Chylomicrons - - <0,95 750-12000 80-95 1-3 2-4 3-6 1-2
Lipoprotéines .
detrésbasse VLDL Frobe® 095350900 4565 48 1622 1520 6-10
. (Pré-p) 1,006
densité
Lipoprotéines 1006
de densité IDL Beta (B) 1’019_ 250-300  25-35 4-8 20-30 20-24 18-20
intermédiaire ’
Lipoprotéines 1,019
debasse  LDL  Beta (B) 063 180-250  4-8  6-8 45-50 18-24 18-22
densité ’
Lipoprotéines 1063
de haute HDL  Alpha (o) ’121- 50-120 2-7 35 15-20 26-32 45-55
densité ’

* 0% de masse



Une autre classe de lipoprotéines, la lipoprotéine (a) [Lp(a)], a été découverte il y a environ
40 ans. Elle a ét¢ décrite chez les étres humains, les primates non-humains de 1’ancien monde
et chez le hérisson européen. Elle est trés proche en composition et en densité des LDL, mais
elle s'en différencie par la présence de son apolipoprotéine spécifique, 1’apo(a) (Berglund et

al; 2004).

III — Les Apolipoprotéines

Les apolipoprotéines, protéines associ¢es aux lipoprotéines, sont synthétisées dans les sites

d’assemblage des lipoprotéines, le foie et I’intestin.

Certaines, treés hydrosolubles, sont dites échangeables (apo As, apo Cs, apo E). Elles ont un
faible poids moléculaire et peuvent étre transférées entre les lipoprotéines a travers la phase
aqueuse du plasma. D’autres, liposolubles, sont dites non échangeables (apo Bs). Elles ont un
poids moléculaire treés élevé et ne circulent pas en dehors de la particule lipoprotéique a

laquelle elles ont été associées dés leur synthese dans le foie ou I’intestin (Vance; 2002).

Les apolipoprotéines exercent plusieurs rdles : transport et distribution des lipoprotéines aux
tissus grace a leurs récepteurs spécifiques (apo B et E), maintien de la structure des
lipoprotéines (apo B, A-I, A-II et E), et actions de cofacteurs (apo A-I, A-1I, A-IV, A-V, C-],
C-II, C-III) des enzymes du métabolisme lipidique (Mahley et al; 1984).

Dans le cas particulier de la Lp(a), 1’apo(a) spécifique de cette lipoprotéine est liée a une

molécule apo B par un pont dissulfure (Berglund; 2004).



Tableau 3 : Caractéristiques des principales apolipoprotéines

(Gotto et al; 1986)

Masse
Moléculaire sites de synthése fonctions connues Distribution
(kDa)
Structure,
ApoA-I 28 Foie, Intestin activation de la HDL
LCAT
ApoA-II 18 Foie, Intestin Structure HDL
. . Activation de la
ApoA-1V 44 Foie, Intestin LCAT HDL
ApoAV 39 Foie Liaison aux VLDL
recepteurs
ApoB-48 264 Intestin Structu’re, liaison Chylomicrons
aux recepteurs
ApoB-100 550 Foie Structure, liaison vy 1y 'y 1 p,

ApoC-1 6,6
ApoC-II 8,9

ApoC-III 8,8
ApoD 22
ApoE 34

Foie, Intestin

Foie, Intestin

Foie, Intestin
Foie, Intestin

Foie, Intestin

aux récepteurs

Activation de la
LCAT etla LPL

Activation de la
LPL

Inhibition de la
LPL

Liaison aux
récepteurs

VLDL, HDL

Chylomicrons, VLDL,
HDL

Chylomicrons, VLDL,
HDL

HDL

Chylomicrons, VLDL,
HDL




IV — Dynamique et Métabolisme

Les lipoprotéines présentent une dynamique caractéristique dans la circulation. Celle-ci
comprend la distribution de lipides et de vitamines liposolubles aux tissus, mais aussi la
récupération ultérieure par le foie des lipides en exces. Ces fonctions s'accompagnent de

profonds remodelages des particules lipoprotéiques.

Les chylomicrons sont assemblés par les entérocytes durant la période postprandiale a partir
des lipides absorbés lors de la digestion. Cette synthése requiere I’expression de 1’apo B-48.
Cette dernicre correspond a la partie N-terminale de I’apo B-100. Sa synthése prend place a
partir de ’ARNm de I’apo B-100 modifi¢ de facon post-transcriptionnelle par une
transformation C -> U introduisant un codon stop. Les constituants lipidiques se structurent en
particules au contact de 1'apo B-48 pendant la synthése de cette derni¢re. Apres glycosylation,
les chylomicrons sont sécrétés dans l'espace extracellulaire et rejoignent le flux sanguin ou ils
subissent 1’action lipolytique de la lipoprotéine lipase (LPL), se transformant ainsi en
"remnants". Ces derniers, qui contiennent de l'apo E sont captés par le foie grace aux

récepteurs hépatocytaires de celle-ci (Hussain; 2000).

Le foie produit et sécrete les VLDL dans le sang. Les VLDL constituent la principale source
de TG pendant le jeine. Au contraire des chylomicrons, I'assemblage des VLDL nécessite la
synthése d’apo B-100 par les hépatocytes. Les TG du noyau des VLDL ont pour origine soit
la réserve hépatique, soit une synthése de novo, soit les TG provenant des lipoprotéines
recaptées par le foie. Les VLDL présentent une hétérogénéité de taille dépendant
essentiellement de la disponibilité de leurs constituants lipidiques. Leur diamétre s’étend de

25 a 75 nm (Gibbons; 1990).

L'assemblage des constituants lipidiques du noyau des chylomicrons et des VLDL avec I’apo
B48 et I’apo B100 respectivement nécessite la présence d'une protéine spécifique : la
« microsomal triglyceride transfer protein » (MTP) dans le réticulum endoplasmique (Hussain
et al; 2003). Une addition d'éléments de surface aux particules préformées a probablement

lieu au niveau de 1’appareil de Golgi (Gibbons; 1990).



Les VLDL circulantes subissent une lipolyse et se transforment consécutivement en IDL et en
LDL. Les TG du noyau sont d'abord hydrolysés sous 1’action de la LPL. Les IDL résultant de
cette premicre étape sont en partie recaptées par le foie et en partie hydrolysées en LDL par la
lipase hépatique (Santamarina-Fojo et al; 2004). L hydrolyse des TG du noyau n’est pas la
seule modification résultant de la lipolyse des VLDL. Celle-ci s'accompagne d'une forte
diminution de la taille des particules et donc d'un exces de composants de surface. Les
apolipoprotéines hydrosolubles, les PL et le CL en exces sont progressivement expulsés du
manteau des particules et peuvent étre transférés a d'autres lipoprotéines (Havel; 1984). De
plus, dans certaines espéces et en particulier chez I'homme, il existe un échange de lipides
neutres entre les VLDL-IDL et les HDL, dépendant d'une protéine spécifique, la "Cholesteryl
Ester Transfer Protein" (CETP). Ce processus engendre un enrichissement des HDL en TG et
un enrichissement des VLDL-IDL en CE. Il explique que les LDL soient riches en CE alors

que leurs précurseurs initiaux, les VLDL, sont riches en TG.

Les LDL sont hétérogeénes en taille. On peut les classer en deux sous-fractions principales :
les grandes LDL, moins denses et les petites LDL plus denses. Ces derniéres sont
particuliérement athérogenes (Rizzo et al; 2006). Les LDL transportent le cholestérol aux
tissus ; elles sont internalisées dans les cellules cibles grace aux récepteurs apo B/E qui ont
pour ligands 1’apo B-100 mais pas 1’apo B-48, et I’apo E (Fielding;1992) (Brown et
Goldstein; 1986).

Les HDL sont des lipoprotéines a petit noyau. Le volume occupé par les éléments de surface
constitue 80 % du volume total de la particule. Les HDL initiales ne possédent pas de lipides
neutres. Elles sont composées d'apo A-I ou d'apo E, de quelques molécules de PL et
¢ventuellement de CL. Elles proviennent de I'un des mécanismes suivants : i) sécrétion
directe par le foie et ’intestin (HDL naissantes), ii) formation secondaire a 1’hydrolyse des
lipoprotéines riches en TG, et iii) association extracellulaire de PL et d'apolipoprotéines (Rye

et Barter; 2004).



V — Transport inverse de cholestérol

Les HDL sont connues pour leur role antiathérogene. Ce sont les récepteurs principaux des
PL libérés au cours du processus de lipolyse, mais leur role antiathérogeéne est essentiellement
attribué a leur capacité de captation du cholestérol en exces des cellules périphériques. Cette
fonction constitue la premicre étape du transport inverse du cholestérol. C’est la voie par
laquelle le cholestérol périphérique retourne au foie pour y €tre en partie ¢liminé sous forme

de sels biliaires.

L'efflux cellulaire de cholestérol est régulé par une protéine membranaire, 'ABCA1 (ATP-
Binding Cassette Al). L’ABCA1 assure la translocation de PL et de CL du feuillet interne
vers le feuillet externe de la membrane a partir duquel ils sont captés par des HDL de type
"apoAl pauvres en lipides" qui se transforment ainsi en HDL discoidales. Sous I'action de la
1écithine : cholestérol acyltransférase (LCAT), le CL est estérifié en CE qui s'enfouit dans le
noyau des particules (Lima et al; 2004). Les HDL deviennent ainsi sphériques (HDL3) et
augmentent progressivement de taille (HDL,) au cours de leur métabolisme. Pour estérifier le
cholestérol, la LCAT utilise comme substrats les groupes acyl de la position sn2 des PL. Le
métabolisme des HDL implique donc un apport continu de PL. Ceux-ci proviennent
essentiellement de la surface des VLDL-IDL d'ou ils sont libérés au cours de la lipolyse (voir
plus haut). Ce transfert de PL est facilit¢ par une protéine spécifique, la "Phospholipid
Transfer Protein" (PLTP). Finalement, le cholestérol des HDL peut étre recapté par le foie par
différents mécanismes : i) captation directe de CE au cours d'interactions HDL-hépatocytes ;
i1) internalisation de particules résiduelles des HDL ; et iii) transfert de CE des HDL aux LDL
par la CETP (voir ci dessus) et élimination des LDL par le foie via leurs récepteurs
spécifiques (Fielding et Fielding; 1995) (Rye et Barter; 2004) (Barbaras et al; 1987). La
dynamique des lipoprotéines et le transport inverse du cholestérol sont résumés dans le

(schéma 3).



Schéma 3 : Représentation schématique de la dynamique

lipoprotéique et du transport inverse du cholestérol
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Les lipoprotéines sont loin d’étre une entité figée, elles subissent des modifications au cours
de leur circulation, elles subissent 1’action des enzymes lipolytiques au cours de leur
hydrolyse, des transférases, et des protéines de transfert non enzymatique au cours des

échanges de lipides entre les différentes espéces lipoprotéiques.

VI — Enzymes

Les enzymes qui agissent sur les lipoprotéines sont essentiellement des lipases (LPL, ou
lipase hépatiques) et des transférases (LCAT). On s’intéresse dans ce chapitre en particulier a

la LPL.

VI.1 — La Lipoprotéine Lipase (LPL)

La LPL a été découverte en 1943 suite a une injection intraveineuse de 1’héparine qui a
provoqué une disparition spectaculaire de la lipémie associée a 1’absorption d’un repas riche

en lipides.

La LPL existe sous plusieurs formes. Elle est rencontrée au niveau du foie, du tissu adipeux,
la glande mammaire, le coeur et autres. La forme tissulaire se trouve ancrée a I’endothélium
grace a une liaison non covalente avec des chaines d’héparane sulfate. Elle est d’abord
synthétisée au niveau des cellules parenchymales de I’organe concerné, ensuite elle est
transportée vers la surface des cellules endothéliales (Schéma 4). La forme active de I’enzyme

est une protéine dimérique qui perd son activité catalytique une fois dissociée en monomeres.

Elle catalyse I’hydrolyse des TG des corps hydrophobes des lipoprotéines riches en TG
(chylomicrons, VLDL et IDL), participant a leur métabolisme, et fournissant ainsi des acides
gras et des 2-monoacylglycérols aux tissus en clivant les acides gras en position 1 et 1’ des
TG. Cette hydrolyse est connue sous le nom de lipolyse. De ce fait, la LPL joue un role
crucial dans la clairance des lipoprotéines plasmatiques et dans le métabolisme lipidique au

niveau des tissus périphériques, spécialement au niveau du tissu adipeux.



Plus tard on a découvert que la LPL se trouve sous une forme circulante 1i¢ aux lipoprotéines
de différentes classes. Ainsi, elle colle aux lipoprotéines riches en TG et entame sa fonction
d’hydrolyse en transformant ces lipoprotéines en remnants et LDL et participant
éventuellement a la formation des HDL comme on 1’a déja vue, ce qui explique la présence de

la LPL liée sur les lipoprotéines riches en cholestérol.

Plusieurs facteurs peuvent agir sur ’activité lipolytique de la LPL. Les apolipoprotéines
apoCIl et apoCIIl représentent 1’activateur et [I’inhibiteur naturels en physiologie
respectivement. La situation de I’une ou 1’autre de ces deux apolipoprotéines pourrait avoir un
impact direct sur 1’activité lipolytique de I’enzyme.

La découverte de I’existence des anticorps circulants anti-LPL et la découverte de mutations
au niveau du geéne de la LPL ont ouvert de nouvelles voies dans la recherche médicale et ont
donné beaucoup d’explications sur certaines hyperlipidémies inexplicables. La poursuite des
¢tudes dans ce domaine pourrait trouver des solutions pour ce genre de maladies
nutritionnelles et métaboliques.

En plus, un nouveau candidat dans la régulation métabolique de I’activité enzymatique de la
LPL a été découvert. C’est la nouvelle apolipoprotéine apoAV récemment émergée dans la
recherche médicale. Il parait que la surexpression de 1’apoAV stimule la lipolyse et par la
suite contribue a la chute des taux de TG plasmatiques, alors que 1’absence ou bien une

mutation au niveau de I’apoAV aurait ’effet inverse.

L’expression du gene de la LPL est régulée en fonction des besoins correspondants au niveau
du tissu concerné. Par exemple, en cas de faim, I’expression est stimulée au niveau du cceur et
inhibée au niveau du tissu adipeux, dans le but d’assurer la récompense des dépenses
énergétiques et la limitation du stockage ; I’effet inverse est rencontré¢ lors de la prise
alimentaire. Il semble que cette expression est régulée par de différentes hormones
comprenant ’insuline, les glucocorticoides, et autres. Des défauts au niveau de cette
régulation peuvent mener a des formes d’obésité qui s’est trouvée accompagnée avec une

augmentation de ’activité LPL au niveau du tissu adipeux.

D’autres fonctions de la LPL ont été¢ décrites. En d’autres termes, I’aptitude de la LPL a
interagir simultanément avec les lipoprotéines d’une part et les protéines de surface cellulaire
d’une autre part, a confié a la protéine un réle dans I’augmentation de I’apport cellulaire en

lipides et lipoprotéines, ce qui a été décrit de constituer un des facteurs de risque majeurs dans



le développement de I’athérosclérose. (Mead et al; 2002) (Vilella et al; 1993) (Zambon et al;
1996) (Pruneta-Deloche et al; 2005) (Margais et al; 2005).

LVTH

La présence de la LPL en circulation attachée aux lipoprotéines riches en TG a permis d’en
profiter pour mesurer son activité enzymatique qui présente un intérét sur le plan
physiopathologique. Cette activité lipolytique pourrait refléter la lipolyse générale des TG
plasmatiques due a la LPL. Ainsi, la lipolyse dépendante de la LPL des TG des VLDL
appelée aussi LVTH (Lipoprotein Lipase-Dependent Very low density lipoprotein-Triglycerid
Hydrolysis) a été mesurée par dosage des acides gras libres (NEFA) libérés suite a une
incubation in vitro des VLDL issues d’une préparation en utilisant la technique de la FPLC
(fast protein liquid chromatography) qui a I’avantage, a I’inverse de I'ultracentrifugation, de

préserver la liaison VLDL-LPL (Pruneta et al; 2001).



Schéma 4 : Représentation schématiqgue de I'action de la LPL
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VII — Les Protéines de transfert

Parmi les protéines de transfert, on distingue essentiellement la PLTP transférant

essentiellement des PL, et la CETP transférant principalement les TG et le cholestérol.

VIL.1 - PLTP

La PLTP est une glycoprotéine plasmatique formée de 476 acides aminés et ayant un poids
moléculaire de ’ordre de 81 kDa. Elle joue un rdle important dans le métabolisme
lipoprotéique. Elle facilite le transfert de PL a partir des lipoprotéines riches en TG vers les
HDL durant la lipolyse par les lipases. Ces PL rendus disponibles grace a la lipolyse sont des
précurseurs essentiels pour les HDL.

Des études montrent en plus que la PLTP participe au remodelage des HDL et la formation
des HDL pauvres en lipides qui constituent des bons accepteurs pour le cholestérol des tissus
périphériques. On constate de ce qui préceéde que la PLTP contribue au maintien des taux des

HDL et de leur contenu lipidique (Van Tol; 2002).

Des ¢études ont montré que la PLTP participe en plus au transfert de I’a-Tocophérol (Vitamine
E) vers les tissus intéressés. En fait, (Desrumaux et al; 2005) ont montré que 1’absence
complete de la PLTP chez des souris knock-out homozygotes PLTP-/- est associée avec une
chute du contenu du cerveau en Vitamine E produisant ainsi un stress oxydant chronique et

modéré.

La PLTP contribue aussi a la régulation du transfert du cholestérol. (Lee-Rueckert et al; 2006)
ont montré que la PLTP améliore le fonctionnement du transporteur membranaire ABCA1
concernant I’efflux du cholestérol. D’autre part, la présence de la PLTP stimule I’activité
CETP et augmente le taux de transfert du cholestérol a partir des HDL vers les LDL (Lagrost
et al; 1994). En fin, d’autres études ont montré un effet direct de la PLTP sur le transfert du

cholestérol mais a partir de vésicules lipidiques vers les HDL (Nishida et al; 1997).

La PLTP existe sous deux formes dans le plasma. L’une majoritaire en masse (70%) mais

inactive ou de faible activité et éluée avec des particules de taille supérieure a celle des HDL



en chromatographie d’exclusion de taille, et ’autre minoritaire en masse (30%) mais active et
¢luée avec des particules de la taille des HDL.

Ce qui vient d’étre évoqué permet de penser que la forme active est plutot liée aux HDL dont
les protéines ou la composition lipidique contribuent a son activation, tandis que la forme
inactive est liée a des lipoprotéines de plus grande taille dont le milieu n’est pas favorable

pour une présence active (Oka et al; 2000).

L’expression de la PLTP est régulée au niveau transcriptionnel. Il parait que des facteurs
nutritionnels agissent a ce niveau la. En fait, des études chez des souris ont montré qu’un
régime en fenofibrates est accompagné d’une augmentation nette de 1’activit¢ PLTP. En plus,
I’absence de PPAR-a (peroxisome proliferator-activated receptor) qui est un récepteur
nucléaire entraine la perte de 1’effet fenofibrates sur I’activité PLTP, ce qui montre que 1’effet
nutritionnel passe plutdt par des récepteurs nucléaires comprenant les PPAR (Bouly et al;

2001).

Le mécanisme d’action de la PLTP a été étudié. Il s’est avéré que 1’'une de ses actions est de
détacher les PL des surfaces des particules donneurs, ce qui facilite leur transfert vers les
particules-accepteurs.

La PLTP est une protéine thermolabile, sa dénaturation se déroule a des températures
supérieures a 37°C, elle suit une courbe sigmoide entre 37 et 60°C, la température

correspondante a la dénaturation moyenne est de I’ordre de 47°C (Lalanne et Ponsin; 2000).

VIL.2 - CETP

Le transfert de cholestérol a partir des HDL vers les lipoprotéines riches en TG en échange
avec les TG, et vers les LDL est assuré par une protéine plasmatique, la CETP qui participe

aussi au remodelage des HDL.

La CETP humaine est une glycoprotéine trés hydrophobe de 70 a 74 KDA et composée de
476 résidus d’acides aminés. Le géne de la CETP est localisé au niveau du chromosome 16 a
coté de celui de la LCAT. Il présente une similarité remarquable avec celui de la PLTP qui
posséde une homologie de 20% avec la CETP. On signale que les génes de la PLTP et la

CETP appartiennent a la méme famille. Elle est synthétisée par plusieurs tissus y compris le



foie et le tissu adipeux, ainsi que par une large gamme de types cellulaires (Yamashita et al;

2000).

Le transport du HDL-CE du plasma vers le foie s’effectue selon une voie directe qui implique
un role des récepteurs SR-BI, ou par une voie indirecte impliquant un échange du HDL-CE
avec des TG des lipoprotéines riches en TG par I’intermédiaire de la CETP. Chez I’homme,
les deux voies sont actives, et pourraient agir d’une facon synergique pour augmenter le

transport inverse de cholestérol (Collet et al; 1999).

D’autre part, (Gauthier et al; 2005) ont montré que la CETP joue un role dans la récupération
des HDL-CE par les hépatocytes selon un mécanisme qui n’implique pas les récepteurs SR-
B1 et qui nécessite pas le transfert préalable du CE aux lipoprotéines apoB, et donc une
capture via les récepteurs LDL-R. Ainsi, la CETP contribue au remodelage des HDL et le

transport inverse du cholestérol.

La CETP, a I’inverse de la PLTP qui est une protéine de transfert unidirectionnel des PL et
plus particulierement vers les HDL, pourrait jouer un réle d’échangeur de PL entre les

lipoprotéines (Lagrost et al; 1994).

On a remarqué que les sujets déficients en CETP présentent des taux ¢levés en HDL, c’est
pourquoi on a pensé a développer des inhibiteurs pour cette protéine afin de tenter d’améliorer
la HDLémie. Le torcetrapib, un nouvel inhibiteur qui a été développé, a eu comme effet
I’augmentation des niveaux des HDL-C chez des sujets qui souffrent d’'une hypoHDLémie,
mais aussi chez des sujets traités a la statine. L’inhibition de la CETP a réduit tout de méme

les taux de LDL-C et apoB (Brousseau et al; 2004).

La régulation de 1’expression de la CETP peut étre due a des facteurs nutritionnels au niveau
transcriptionnelle. Ainsi, le taux de cholestérol exogeéne est directement impliqué et une
hypercholestérolémie exogene stimule I’expression du géne de la CETP au niveau du foie,
avec une augmentation dans le taux des ARNm et une augmentation de 1’activité plasmatique

de la CETP (Jiang et al; 1992).



VIII — Complications pathologiques: Les dyslipoprotéinémies

Les dyslipoprotéinémies du diabéte de type 2 sont a la fois qualitatives et quantitatives. De
nombreuses études ont montré que la diminution de la capacité métabolique des TG en
période postprandiale constitue un facteur de risque pour les maladies cardio-vasculaires. Ces
dyslipoprotéinémies contribuent a I’angiopathie et au développement de l'athérome artériel
qui lui sont associés. Le profil lipoprotéique est clairement athérogéne. On observe une
hypertriglycémie modérée résultant d'une 1’augmentation de la sécrétion hépatique de VLDL
de grande taille et d'une diminution de leur clairance. De plus, la concentration du HDL-

cholestérol est diminuée alors que les LDL denses et de petite taille sont prédominantes.

Les lipoprotéines sont sensibles aux réactions de glycoxydation décrites ci-dessus (Witztum;
1993), (Ponsin et al; 1991). En particulier, la forte production d'AGEs (advanced glycation
end products) dans les LDL augmente considérablement leur athérogénicité de deux fagons.
D'une part, les AGEs sont capables de s'accumuler directement dans la paroi artérielle et
d'autre part la glucoxydation de 1'apo B aboutit & de profondes modifications structurales de
cette derniere. De ce fait, les LDL ne peuvent plus étre reconnues par leurs récepteurs
spécifiques. Elles sont alors captées par les macrophages de la paroi vasculaire par
l'intermédiaire de récepteurs éboueurs. L'accumulation de LDL dans ces macrophages conduit
a leur évolution en cellules spumeuses et au développement des plaques d'athérome. (Jenkins

et al; 2004) (Krauss; 2004) (Young et al; 2004) ( McEneny et al; 2000) (Durlach; 1995).



Transfert Des Phospholipides Des Lipoprotéines
Aux Plaquettes




Les LDL et HDL sont des réserves et des transporteurs de cholestérol. Une grande attention a
été portée sur leur rdole dans le transport et 1’échange du cholestérol avec les tissus
périphériques. Quant aux PL, constituants, avec les protéines, la surface des lipoprotéines, on
connaissait trés peu sur leur échange avec les cellules et la possibilité d’étre délivrés aux

tissus.

Pour leur métabolisme, les plaquettes sanguines ont un fort besoin de PL. En particulier, le
mécanisme d'activation plaquettaire implique la consommation d'AA. Celui-ci est clivé des
PL membranaires par action de la cPLA, Bien que les plaquettes soient capables de
synthétiser des PL, différents travaux ont montré que les HDL et les LDL pouvaient leur
transférer différentes espéces phospholipidiques telles que des SM, des PC, des PE et en
particulier des plasmalogeénes PE (Engelmann et al; 1996) (Dobner et Engelmann; 1998). De
plus, des lysophospholipides et des hydroperoxydes lipidiques provenant des LDL ont été

retrouvés associés aux plaquettes.

Ces transferts de PL semblent, au moins pour une large part, indépendants de la liaison et/ou
de I’internalisation des lipoprotéines, malgré la présence du récepteur GP IIbllla capable de
lier les LDL (Dobner et al; 1999). En fait, plusieurs mécanismes semblent impliqués. Apres
activation par la thrombine, la captation de PE serait augmentée (Engelmann et al; 1998). De
plus, les plaquettes activées libéreraient une chemokine spécifique qui faciliterait les échanges
de SM entre lipoprotéines et cellules (Stoeckelhuber et al; 2000). L'efficacité du transfert de
PL aux plaquettes n'est pas indifférente a la nature de la lipoprotéine donneuse. Ainsi,
I’incorporation de SM a partir des HDL était plus forte que celle de PC, alors qu'aucune
différence n'était observée avec les LDL. De plus, le transfert de PC et de SM des LDL aux
plaquettes était insensible a I’action des agonistes plaquettaires alors que celui de PE était
augmenté par la thrombine et d’autres agonistes aussi bien a partir des LDL que des HDL

(Engelmann et al; 1998).

L'é¢tude de ces transferts de PL est d'autant plus importante que plusieurs effets d’espéces
phospholipidiques sur les plaquettes ont été décrits. D’une part, la SM inhibe I’activité 12-
LOX (Fujimoto et al; 1999), alors que d’autre part les céramides, qui résultent de 1’action de
la sphingomy¢linase sur la SM, stimulent la translocation de la cPLA, du cytosol a la
membrane plaquettaire, favorisant ainsi le processus d’activation (Kitatani et al; 2000). Bien

que quantitativement mineure, la PE provenant des lipoprotéines a été impliquée dans



I’activation plaquettaire. Des études ont montré que les LDL augmentent 1’activité
procoagulante des plaquettes stimulées par la thrombine ou bien par la thrombine associée au
collagéne. Ces mémes études ont montré que ’effet des LDL déja décrit était lié¢ a
I’augmentation du transfert de PE par les LDL aux plaquettes (Engelmann et al; 1998). En
plus, la PE modifié¢e des LDL oxydées peut favoriser la formation de thrombine par
stimulation de la prothrombinase plaquettaire (Zieseniss et al; 2001). L’acide lyso-
phosphatidique des LDL oxydées peut aussi agir comme un facteur d’activation plaquettaire

(Siess et al; 1999).



Conclusion : but du travail

Les rappels bibliographiques mentionnés ci-dessus mettent en évidence notre manque de
connaissance concernant les mécanismes et la régulation des transferts de PL des
lipoprotéines aux plaquettes sanguines. En particulier, il apparait qu'aucune étude n'a envisagé
la possibilité de tels transferts a partir des VLDL. Ceci est d'autant plus surprenant que, parmi
les lipoprotéines, les VLDL devraient étre a priori les donneurs de PL les plus efficaces en
raison de la déstabilisation de leur surface résultant de la lipolyse. Notre travail a donc
consisté dans un premier temps a mettre en évidence et a caractériser le transfert de PL des
VLDL aux plaquettes sanguines (article n°1). Dans un deuxiéme temps, nous en avons précisé
certains aspects mécanistiques (article n°2). Et finalement, nous avons envisagé les anomalies

possibles de ce transfert dans le cadre du diabéte de type 2 (article n°3).



Partie Expérimentale




Méthodologie




I- Préparation des Plaquettes

Le sang total frais (environ 400 ml), obtenu le jour méme aupres de 1’Etablissement Francais
du Sang, est centrifugé pendant 17 mn a 200 g. Le surnageant constitué par le plasma riche en
plaquettes (PRP) est récupéré et acidifi¢ a pH 6,4 avec de I’acide citrique 0,15 M pour
prévenir une éventuelle activation plaquettaire durant la préparation. Ensuite, le PRP est
centrifugé pendant 12 mn a 900 g. Le surnageant (plasma pauvre en plaquettes, PPP) est
conservé pour la préparation des lipoprotéines. Le culot plaquettaire est resuspendu dans du
plasma délipidé (LPDS= Lipoprotein Depleted Serum) a pH 6,4 pour désorber les
lipoprotéines endogenes adsorbées sur la surface plaquettaire. Aprés centrifugation pendant
11 mn a 900 g, le culot est resuspendu dans un tampon Tyrode Hepes-EDTA (THE) a pH 6,4
(NaCl 140 mM ; KC1 3 mM ; NaHCO; 12 mM ; NaH,PO4.H,0 0,4 mM ; MgCl,.6H,0 1,5
mM ; Hepes 50 mM ; EDTA 5 mM). La présence d’EDTA, chélateur des ions Ca®’, prévient
une éventuelle activation plaquettaire. Aprés une derniére centrifugation pendant 11 mn a 900
g, le culot est finalement suspendu dans du tampon Tyrode Hepes (TH) sans EDTA a pH
7,35. Cette préparation est laissée au repos pendant une heure a température ambiante avant

utilisation.

IT — Test d’agrégation

Il nous est essentiel de vérifier la fonctionnalité des plaquettes avant de les utiliser. Pour cela,
un test d’agrégation est effectué¢ a 1’aide d’un agrégometre. Son principe est basé sur les
propriétés optiques de la suspension. Celle-ci est turbide. Cependant, en présence d’un
agoniste, les plaquettes s’agrégent en quelques minutes, entrainant une clarification du milieu.
On peut donc suivre facilement le processus d’agrégation en mesurant en temps réel la
transmission lumineuse de la préparation. En pratique, on compare 1’évolution de la turbidité
de 400 pl de suspension de plaquettes/TH a celle de 400 pl de TH (contrdle) a 37°C aprés
ajout d’1 pl d’acide arachidonique 400 uM (1 uM finale).



III — Isolement des lipoprotéines

Les différentes fractions lipoprotéiques sont isolées par ultracentrifugations successives a
densité croissante. Le plasma PPP est d’abord ultracentrifugé a 45000 rpm (180000 g)
pendant 18 heures a 10°C a la densité spontanée du plasma (1,006). Dans ces conditions, les
VLDL flottent et on les récupére par aspiration. Le sousnageant est ajusté a la densité de
1,063 par addition de KBr puis recentrifugé pendant 20 heures a 4°C, permettant I’obtention
des LDL. Finalement, les HDL seront préparées de fagon similaire aprés ajustement de la

densité a 1,21 et ultracentrifugation pendant 48 heures a 4°C.

Les lipoprotéines et le plasma délipidé sont dialysés contre un tampon standard (Tris HCI1
10 mM, NaCl 150 mM, NaN; 10 mM, EDTA 1 mM a pH 7.4) de fagon extensive
pour ¢liminer le KBr ajouté. Un dosage de PL dans les différentes fractions lipoprotéiques est

effectué¢ avec une trousse commerciale (Phospholipides Enzymatiques — Biomérieux, France).

IV — Préparation des lipoprotéines marquées

Pour étudier le transfert des PL des VLDL aux plaquettes, nous avons utilisé habituellement
comme marqueur le '*C-PAPC (1-Palmitoyl 2-'*C Arachidonyl Phosphatidylcholine, 50
mci/mmol, Perkin Elmer). Cependant, pour certaines expériences spécifiques nous avons
procédé a un double marquage des VLDL avec du '*C-PAPC et du *H-DPPC (Dipalmitoyl
Phosphatidyl [N-methyl->H]-Choline 84 ci/mmol, Amersham). Le PL traceur, dissout dans le
toluéne, est séché sous flux d’azote, puis repris dans un microvolume d’éthanol et ajouté sous
forte agitation aux VLDL que I’on souhaite marquer, a raison de 1 pci pour 10 pumoles de
VLDL-PL. L’ensemble est incubé pendant 3 heures a 37°C. Les VLDL marquées sont
finalement ré-isolées par ultracentrifugation pendant 3h30 a 12°C a une vitesse de 100000 rpm
(541000 g) dans un microrotor, en utilisant une ultracentrifugeuse de table (Beckman table-
top ultracentrifuge Optima TL-100). Cette procédure de marquage respecte deux conditions
importantes : Tout d’abord le traceur est apporté dans un volume d’éthanol inférieur a 1% du
volume de VLDL pour éviter une déstructuration de celles-ci. Ensuite, la masse de PL
apportée par le traceur doit rester négligeable par rapport a celle des VLDL-PL (inférieure a

1/200°™). Dans ces conditions, la préparation de VLDL marquées est stable pendant quelques



jours a 4°C. Malgré les précautions prises, une petite partie des VLDL marquées subit une
dénaturation qui peut la rendre capable d’une forte adsorption non spécifique vis-a-vis des
plaquettes. Pour minimiser ce phénomene, les VLDL marquées sont soumises a une
procédure d’épuration juste avant leur utilisation. La préparation est incubée avec quelques ml
de suspension de plaquettes/TH a 0°C pendant 5 mn puis on centrifuge pendant 10 mn a 900 g
et a une température de 4'C pour éliminer le culot plaquettaire. Le surnageant ainsi épuré
contient les VLDL marquées « natives » qui vont étre immédiatement utilisées pour 1’étude

des transferts de PL.

V- Incubation et étude du transfert de PL

Les plaquettes (1 ml a concentration physiologique) sont incubées dans un volume final de
1,5 ml & 37°C pendant 0 mn (blanc) ou 1 heure, sous légére agitation, avec des VLDL

marquées (200 nmoles de PL/ml) dans différentes conditions expérimentales (cf Résultats).

En fin d’incubation, une séparation des plaquettes et du milieu est réalisée par une
centrifugation de 11 mn a 900 g a température ambiante. Le culot plaquettaire est repris dans
du plasma complet a pH 7,35 pendant 5 mn a température ambiante pour éliminer les VLDL
marquées adsorbées sur la surface plaquettaire. Apres centrifugation pendant 11 mn a 900 g a

température ambiante, le culot est lavé une derniére fois dans du tampon TH.

Le culot plaquettaire est finalement repris dans 250 pl d’une solution aqueuse de
Polyoxyethylene-9-lauryl ether POELE (Sigma) a une concentration finale de 0,4% et incubé
pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, on compte la radioactivité transférée vers les

plaquettes grace a un compteur f3.
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Introduction




Les PL sont impliqués dans une variété de phénomenes cellulaires. Dans les plaquettes, ils
jouent un role important dans les processus de transduction du signal qui résulte de
I’activation cellulaire (Lagarde; 1988) (George; 2000).

La génération de DAG suite a I’action de la PLC active de nombreuses cascades métaboliques
aboutissant a des effets divers incluant la phosphorylation de protéines, la sécrétion granulaire
et la libération d’acides gras par les di- et monoacylglycérol lipases (Ha et al; 1993) (Hug et
al; 1993). En plus, I’activation plaquettaire stimule I’activité des PLA,s qui hydrolysent les
acides gras en position SN2 des PL. En particulier, la réaction catalysée par la cPLA; entraine
principalement la libération d’AA qui est le précurseur des PGs et du 12-HpETE qui sont
produits suite a I’action de la COX et la LOX respectivement (Samuelsson et al; 1978) (Clark
et al; 1995). Dans les plaquettes activées, les PL membranaires pourraient donc étre

activement dégradés, ce qui nécessite leur régénération pour assurer leur fonction cellulaire.

Bien que les PL puissent étre resynthétisés dans les plaquettes (Kent ; 1995), il a ét€¢ montré
qu’une partie considérable est importée a partir de sources extracellulaires (Engelmann et al ;
1996) (Dobner et al; 1999) (Urban et al; 2000). In vivo, les plaquettes sont en contact avec les
lipoprotéines circulantes qui constituent une source majeure en PL. Des études réalisées in
vitro ont montré que la PC, la PE et la SM peuvent étre transférés a partir des LDL et HDL
aux plaquettes humaines (Engelmann et al; 1996). Par contre, le mécanisme sous-jacent de

ces transferts semble complexe.

Bien que les plaquettes possedent des sites de fixation de forte affinité pour les LDL, le
transfert des PL était indépendant de 1’internalisation ou de la fixation de ces lipoprotéines
(Dobner et al; 1999). Dans le méme contexte, le récepteur scavenger de la classe B et de type
I (SR-B1) qui est capable de médier le transfert de PL vers de nombreuses cellules a été
montré d’étre absent au niveau des plaquettes (Urban et al; 2000). De plus, la captation des
PC et PE par les plaquettes est régulée par différents mécanismes. Ainsi, le transfert de PE des
LDL ou HDL aux plaquettes, a I’inverse de celui de PC et SM, est stimulé par les activateurs
des plaquettes tels que la thrombine, I’ADP et le collagéne et dépend de la sécrétion d’un
facteur cellulaire protéique non identifi¢ (Engelmann et al; 1998).

Bien que les LDL et HDL constituent les principales réserves de PL parmi les lipoprotéines,
elles ne représentent pas forcément la seule source de PL transférés aux plaquettes. En effet,

un réle des VLDL a ce niveau pourrait étre considéré.



Les VLDL sont des lipoprotéines sécrétées par le foie dans la circulation ou elles subissent
I’hydrolyse de leur TG du noyau suite a I’action de la LPL et la lipase hépatique, ce qui
entraine la formation des LDL (Jackson et al; 1987) (Deckelbaum et al; 1979). Durant ce
processus, les composants de surface en exces, comprenant les apolipoprotéines, le
cholestérol et les PL, sont libérés dans la circulation. Une partie majeure de cholestérol et de
PL est transférée aux HDL, pour servir de substrats pour la LCAT produisant ainsi le

cholestérol estérifi¢ (Golmest; 1968) (Patsch et al; 1978).

D’un point de vue mécanistique, de nombreuses études ont mis en évidence le transfert de PL
des VLDL aux HDL et montré que ce transfert se produit spontanément a travers la phase
aqueuse (Massey et al; 1984), mais qu’il est facilité par la PLTP (Tall et al; 1985) (Lalanne et
Ponsin; 2000). En se basant sur ces mécanismes, il est clair que tous les PL des VLDL ne sont
pas transférés nécessairement aux HDL, et qu’une partie pourrait étre transférée a d’autres
structures. Jusqu’a présent, la possibilité du transfert des PL des VLDL aux plaquettes n’a
jamais été considérée. Dans le présent travail, nous avons mis en évidence et caractérisé¢ un

transfert de PL des VLDL aux plaquettes sanguines.



























Conclusion




La recherche sur le transfert de PL aux plaquettes qui a ¢été réalisée dans le passé avait
uniquement considéré les LDL et HDL comme donneurs potentiels (Engelmann et al; 1996)
(Dobner et al; 1999). Dans ce travail, nous avons étudié le réle des VLDL.

Le transfert a ¢été¢ étudié principalement en incubant les plaquettes sanguines avec les
lipoprotéines marquées au [*CJPAPC a 37°C pendant lh. Nos travaux ont montré la réalité
du transfert des PL des VLDL aux plaquettes et que a égale concentration en PL, le transfert
basal des PL des VLDL marquées au ['*C]PAPC était identique a ceux des LDL, alors que
celui des PL des HDL était largement plus faible. Ce transfert dépend de la température

d’incubation et de la concentration des VLDL dans le milieu.

L’idée que les VLDL pourraient étre des donneurs de PL pour les plaquettes résulte du fait
qu’elles sont déstabilisées par le phénomene de lipolyse qu’elles subissent dans le plasma
sous I’effet de la LPL. Cette enzyme a montré un rdle stimulateur du transfert des PL quand
elle est ajoutée au systéme d’incubation, avec un effet dose-dépendant en utilisant deux
concentrations 100 et 500 ng/ml qui correspondent aux concentrations basales et
posthépariniques de la LPL respectivement (Tornwall et al; 1995). En plus, I’effet de la LPL
¢tait bien di a son role catalytique comme 1I’a démontré 1’inhibition du transfert en présence
de la LPL par la THL, connue pour son rdle d’inhibiteur de I’activité lipolytique de la LPL
(Lookene et al; 1994).

La stimulation du transfert par la LPL pourrait avoir deux explications. D’une part,
I’hydrolyse des TG du noyau hydrophobes des VLDL provoque la déstabilisation physique de
leur surface, ce qui facilite la libération des PL dans le milieu. D’autre part, les acides gras —
parmi lesquels I’acide arachidonique — libérés durant la lipolyse sont capables de stimuler les
plaquettes sanguines (Potter et al; 1989) (Spector et al; 1970), et donc augmenter leur besoin
en PL.

Le lien entre ’activation des plaquettes et le transfert de PL a ét¢ démontré par i) la
stimulation de 1’activation plaquettaire en présence de la LPL et ii) I’inhibition du transfert de
PL et de I’activité plaquettaire en présence d’albumine délipidée qui est capable de capter les
acides gras libres du milieu et enfin ii1) la stimulation du transfert en présence de thrombine
qui est un activateur des plaquettes. L’activité plaquettaire entraine donc le transfert de PL.
Par contre, I’inhibition du transfert des PL aux plaquettes en présence des HDL n’a aucun
effet sur I’activité plaquettaire, montrant que I’apport des PL n’est pas indispensable pour

I’activité plaquettaire a court terme.



Toutefois le transfert de PL a partir des VLDL est non spécifique par rapport aux especes de
PL, ce qui est en contraste avec des travaux précédents montrant qu’a partir des LDL, seul le
transfert de PE, mais pas de PC et de SM, était stimulé par la thrombine (Engelmann et al;

1998).

Dans nos conditions d’incubation, les concentrations en VLDL et HDL étaient des
concentrations physiologiques. Pour simuler des conditions pathologiques dans lesquelles on
peut observer une hypertriglycéridémie (hyperVLDLémie et hyperChylomicronémie)
accompagnée d’ une hypoHDLémie, nous avons réalisé une série d’expérience en présence de
concentrations ¢élevées de VLDL et de concentrations décroissantes de HDL. Dans ces
conditions, nous avons observé des transferts non négligeables, méme a la plus forte
concentration de HDL, ce qui suggere que le transfert des PL des VLDL aux plaquettes

pourrait constitué¢ un phénomene pertinent d’un point de vue physiopathologique.
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Dans les plaquettes, les PL sont impliqués dans de nombreuses voies de signalisation, parmi
lesquelles celles qui dépendent des activités de la PLA; et la PLC (Samuelsson et al; 1978)
(Clark et al; 1995) (Ha et al; 1993) (Hug et al; 1993). L’activation plaquettaire stimule
I’activité de la PLA; qui hydrolyse les acides gras en position sn2 des PL. En particulier, la
cPLA, catalyse la libération de I’AA qui est le précurseur des PGs et du 12-HpETE produits
suite a I’action de la COX et la LOX respectivement (Samuelsson et al; 1978) (Clark et al;
1995). En plus, dans les plaquettes activées la formation du DAG résultant de 1’action de la
PLC stimule de nombreuses cascades métaboliques aboutissant a des effets divers incluant la
phosphorylation de protéines, la sécrétion granulaire et la libération d’acides gras par les di- et
monoacylglycérol lipases (Ha et al; 1993) (Hug et al; 1993). La dégradation des PL durant le

métabolisme plaquettaire nécessite leur régénération.

Bien que les PL puissent étre resynthétisés dans les plaquettes (Kent; 1995), il a été€ montré
qu’une partie considérable est importée a partir de lipoprotéines circulantes. Des études
réalisées in vitro ont montré que la PC, la PE et la SM peuvent étre transférés a partir des
LDL et HDL aux plaquettes humaines (Engelmann et al; 1996) (Dobner et al; 1999) (Urban
et al; 2000). Plus récemment, nous avons considéré la possibilité que les PL associés aux

VLDL pourraient étre transférés aux plaquettes (Ibrahim et al; 2006).

Nos travaux ont effectivement montré que les PL associés aux VLDL peuvent étre aussi
transférés aux plaquettes, et que ces transferts sont stimulés par 1’action de la LPL et par
’activation plaquettaire (Ibrahim et al; 2006). Cet effet de la LPL résulte de deux actions
différentes. D’une part, la lipolyse des VLDL catalysée par la LPL déstabilise la surface des
particules, facilitant de ce fait la libération des PL. D’autre part, les acides gras libérés durant
la lipolyse stimulent I’activité plaquettaire comme 1’indique I’augmentation de la production
de thromboxane. La dépendance du transfert des PL vis-a-vis de ’activation plaquettaire a été
confirmée par notre observation que la thrombine stimulait a la fois la production de

thromboxane et le transfert des PL.

Contrairement au transfert de PL issus des LDL (Engelmann et al; 1998), il n’y avait pas de
spécificité apparente pour les espéces de PL transférés des VLDL aux plaquettes (Ibrahim et
al; 2006). La thrombine et la LPL stimulaient toutes les deux le transfert du PAPC, PAPE et
DPPC dérivés des VLDL a des degrés comparables. Ainsi, il semble que la régulation du



transfert des PL aux plaquettes dépend de I’espece lipoprotéique utilisée comme donneur.
Alors que les LDL pourraient transférer préférentiellement certaines especes de PL, comme la
PE par exemple, par un mécanisme spécifique, les VLDL pourraient fournir toutes les especes
de PL aux plaquettes sans considération pour leur nature. Ce concept nous a incité a
caractériser les voies métaboliques qui controlent le transfert des PL des VLDL aux
plaquettes. Dans le présent travail, en utilisant différents inhibiteurs métaboliques, nous avons
cherché a comprendre le mécanisme précis de ce transfert, ainsi que les voies métaboliques

impliquées.





















Conclusion




Dans un précédent article nous avons montré que les VLDL sont capables de fournir des PL
aux plaquettes sanguines et que ce transfert est stimulé par 1’activité plaquettaire ainsi que
sous 1’action de la LPL (Ibrahim et al; 2006). Dans le présent travail, nous nous sommes
intéressés a explorer le mécanisme qui gouverne ce transfert ainsi que les voies métaboliques

impliquées.

Dans ce but on a utilisé des inhibiteurs enzymatiques afin de discriminer entre les voies
métaboliques. Le transfert de PL a été ¢étudié lors d’incubations des plaquettes avec des
VLDL marquées au [ *C]PAPC pendant 1h a 37°C. La COX et la LOX sont des enzymes qui
jouent un rdle essentiel au niveau de I’activité plaquettaire. Toutefois, leur inhibition par
’aspirine et I’esculétine respectivement n’a montré aucun effet sur le transfert de PL, stimulé

par la thrombine et la LPL, qui apparait indépendant de I’activité de ces deux enzymes.

Par contre, en inhibant la PLA, d’une maniére non spécifique par le MAFP, on a observé une
inhibition du transfert stimulé aussi bien par la thrombine et la LPL. Dans les plaquettes, la
PLA, existe principalement sous deux formes, la cPLA, dont I’activité dépend du Ca®" et la
iPLA, qui est indépendante du Ca*". Dans les mémes conditions, le BAPTA-AM, chélateur de
Ca®" intracellulaire, ainsi que 1’U73122 inhibant la PLC qui stimule la mobilisation du Ca*"
intracellulaire, ont eu comme effet 1’inhibition du transfert de PL, montrant que celui-ci
dépend de la voie dépendante du Ca®" et par la suite de activité de la cPLA,. Ces résultats
ont été confirmés par ’absence d’effet du BEL, inhibiteur de la iPLA,.

L’apport de PL est donc stimulé lors de 1’activation plaquettaire suite a ’augmentation de

I’hydrolyse des PL membranaires par la cPLA,.

Parallélement aux transferts de PL, nous avons estimé I’importance de I’activité cPLA; dans
le métabolisme plaquettaire en mesurant le contenu en AA des PL et la production de TXB:.
Nous avons observé une forte hydrolyse des PL dans les plaquettes activées, en partie

dépendante de I’activité cPLA,.

La production plaquettaire de TXB, était stimulée a la fois par la thrombine et la LPL. L’effet
stimulant de la thrombine a été totalement inhibé par le BAPTA-AM et ’'U73122, mais celui
de la LPL n’a été que partiellement diminué. Ce dernier effet était attendu puisque nous avons

précédemment montré que la stimulation de [Dactivit¢ plaquettaire par la LPL était



initialement due a la captation des acides gras libérés lors de la lipolyse des VLDL (Ibrahim

et al; 2006).
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Introduction




Le diabéte de type 2 constitue une situation a haut risque pour les maladies cardiovasculaires
avec 1’augmentation de risque d’athérosclérose et de thrombose (Bierman; 1992). Ce risque
provient en partie de différentes anomalies lipidiques comprenant une augmentation de la
concentration des VLDL riches en TG, une diminution du HDL-C, et une prédominance des
LDL denses et de petite taille (Krauss; 2004). De plus, le diabéte de type 2 est caractérisé par
une hyperactivité plaquettaire (De Cristofaro et al; 2003), méme en absence de toute
complication vasculaire (Véricel et al; 2004). Les dyslipoprotéinémies et 1’hyperactivité
plaquettaire s’accompagnent d’un état de stress oxydant résultant de I’hyperglycémie qui
génére des radicaux libres et des phénomeénes de glycation (Salvemini et al; 1993) (Ceriello
A; 1999) (Wright et al; 2006). Alors que le stress oxydant participe directement a 1’activation
des plaquettes, il génére différents produits d’oxydation au niveau des lipoprotéines.
L’oxydation des lipides provoque principalement la formation d’hydroperoxydes dans les CE
et les PL (Watsonet al; 1997). L’athérogénicit¢ des LDL augmente avec leur degré
d’oxydation. Celle-ci a lieu surtout au niveau de la paroi artérielle (Jenkins et al; 2004).
L’oxydation des HDL diminue leur capacité a participer au transport inverse du cholestérol et
a protéger les LDL contre I’oxydation (Francis; 2000). En raison de leur taille, la pénétration
des VLDL dans la paroi artérielle est relativement difficile. Elles sont pour cela moins
susceptibles a 1’oxydation (McEneny et al; 2000). Par contre, dans le cas de diabéte de type 2,
en raison de leur fort teneur en acides gras polyinsaturés, les grandes VLDL contiennent une
réserve importante de peroxydes lipidiques par comparaison avec les VLDL plus petites

(Young et al; 2003).

Les anomalies du métabolisme des lipoprotéines et des plaquettes dans le diabéte de type 2
sont d’autant plus intéressantes a considérer que les lipoprotéines peuvent participer a la
régulation de I’activité plaquettaire (Hackeng et al; 1999) (Relou et al; 2003) (Englyst et al;
2003). En particulier, on a montré que les lipoprotéines constituent une source importante de
PL pour les plaquettes. Les PL sont impliqués dans plusieurs phénomenes cellulaires. Dans
les plaquettes, ils jouent un réle important dans les processus de transduction de signal
(Lagarde; 1988) (George; 2000). La génération de DAG suite a 1’action de la PLC active de
nombreuses cascades métaboliques aboutissant a des effets divers incluant la phosphorylation
de protéines, la sécrétion granulaire et la libération d’acides gras par des di- et
monoacylglycérol lipases (Ha et al; 1993) (Hug et al; 1993). De plus, 1’activation plaquettaire
stimule I’activité de la cPLA, qui entraine la libération de I’AA des PL membranaires. Une

fois libéré, I’AA peut étre transformé en 12-HpETE ou en PGs sous 1’action de la 12-LOX et



de la COX respectivement (Samuelsson et al; 1978) (Clark et al; 1995). Dans les plaquettes
activées, les PL membranaires sont donc activement dégradés, ce qui nécessite leur
régénération pour assurer leur fonction cellulaire. Une partie importante peut provenir des
lipoprotéines circulantes. Des études réalisées in vitro ont montré que les PC, les PE et les SM
peuvent étre transférés a partir des LDL et des HDL aux plaquettes humaines (Engelmann et

al; 1996) (Engelmann et al; 1998) (Dobner et al; 1999).

Récemment, nous avons montré que les VLDL peuvent aussi transférer des PL aux plaquettes
(Ibrahim et al; 2006) (Ibrahim et al; 2007). Ces transferts sont stimulés par la LPL et par
I’activation plaquettaire (Ibrahim et al; 2006). De plus, nous avons montré qu’ils sont
dépendants de 1’activit¢ cPLA, (Ibrahim et al; 2007). Comme rappelé ci-dessus, dans le
diabéte de type 2, les plaquettes sont hyperactivées alors que les VLDL présentent des
anomalies physicochimiques et qu’elles pourraient transporter des PL oxydés. Dans le présent
travail, nous avons €tudié les conséquences de ces anomalies sur le transfert de PL. des VLDL

aux plaquettes.
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Abstract

Type 2 diabetes is a situation at high cardiovascular risk, characterized by platelet
hyperactivation, oxidative stress, elevated very-low density lipoprotein (VLDL) and low high-
density lipoprotein concentrations. In the present report, we describe the effects of these
alterations on the transfers of phospholipids (PL) from VLDL to platelets in basal conditions
or after thrombin (0.1 U/ml) or lipoprotein lipase (LPL, 500 ng/ml)- mediated platelet
activation. In vitro transfer of radiolabelled PL from VLDL (200 uM PL) to platelets (2 x
10%ml) was measured after incubations of 1 h at 37°C in a series of recombination
experiments using control or diabetic platelets and VLDL, as well as normal or oxidized PL.
Basal and thrombin- stimulated transfers from diabetic VLDL were similar to those from
control VLDL. However, LPL-stimulated transfer was decreased when using diabetic VLDL.
This was likely due to their lowered ability to be lipolyzed. When we compared the platelets
from either diabetic patients or control subjects, we observed that the transfers of PL from control
VLDL to diabetic platelets were 20-30 % higher than those to control platelets, whether in basal
conditions or under LPL or thrombin stimulations. Finally, we observed that, in all conditions tested,
the rate of transfers of oxidized PL was 2-3 times more elevated than that of non oxidized PL.
Collective consideration of these data suggests that the transfer of PL from VLDL to platelets might be

elevated in type 2 diabetes, favoring oxidative stress-mediated platelet hyperactivation.



Type 2 diabetes is a situation at elevated risk for cardiovascular disease with accelerated rates
of atherosclerosis and thrombosis (1). This may result in part from various lipid disorders
including elevated concentrations of triglyceride (TG)- rich very low-density lipoproteins,
reduced high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and a predominance of small dense
low-density lipoprotein (LDL) particles (2). In addition, type 2 diabetes is characterized by
platelet hyperactivation (3), even in the absence of any vascular complications (4). Both
dyslipoproteinemia and platelet hyperactivation are likely related to the oxidative stress
resulting from hyperglycemia that generates free radicals, glycation and advanced glycation
end products (5-7). While oxidative stress directly contributes to platelet activation, it
generates various oxidation products in lipoproteins. Oxidation of lipids mainly result in the
formation of hydroperoxides in cholesterol esters (CE) and phospholipids (PL) (8). The
atherogenicity of LDL is increased by oxidative modification, occuring predominantly within
the arterial wall (9). Oxidation of HDL decreased their ability to promote the reverse cholesterol
transport and to protect LDL against oxidation (10). Due to their size, VLDL particles penetrate
the arterial wall relatively poorly and are thus less susceptible to oxidation (11). However, due
to their elevated proportion of polyinsaturated fatty acids in type 2 diabetes, large VLDL
particles contain an increased lipid peroxide load compared with smaller VLDL (12).

The concommitant alterations of lipoprotein and platelet metabolisms in type 2
diabetes are of specific interest inasmuch as lipoproteins may participate to the regulation of
platelet activity (13-15). In particular, lipoproteins have been shown to constitute an important
source of PL for platelets. PL are involved in a variety of cellular events. In platelets, they
play important roles in various signal transduction processes (16-17). Diacylglycerols
generated through the action of phospholipase C activate several metabolic cascades resulting
in protein phosphorylation, granule secretion and release of fatty acids by di- and

monoacylglycerol lipases (18-19). In addition, platelet activation stimulates the activity of



cytosolic phospholipase A, (cPLA;), resulting in the release of arachidonic acid from
membrane PL. Once released, arachidonic acid can be oxygenated into 12-hydroperoxy-
eicosatetraenoic acid (12-HpETE) or prostaglandins through the actions of lipoxygenase and
cyclooxygenase, respectively (20-21). Thus, platelets actively degrade PL that must be
regenerated. A substantial part may be imported from circulating lipoproteins. In vitro works
have shown that phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE) and
sphingomyeline can be transferred from HDL and LDL to human platelets (22-24).

More recently, we have reported that VLDL could also transfer PL to platelets (25-
26). These transfers were favored by platelet activation and by the lipoprotein lipase (LPL)-
mediated lipolysis of VLDL (25). In addition, they were shown to result from a cPLA,—
dependent process (26). In type 2 diabetes, as mentionned above, platelets are hyperactivated
while VLDL have altered physicochemical characteristics and may contain oxidized PL. In
the present report, we describe the effects of these alterations on the transfers of PL from
VLDL to platelets. To this aim, we measured the in vitro transfer of radiolabelled PL from
VLDL to platelets in a series of recombination experiments using control or diabetic platelets

and VLDL as well as normal or oxidized PL.

Subjects and Methods
Materials
1-palmitoyl-2-[1-"*Clarachidonyl-phosphatidylcholine  (['*C]JPAPC, 40-60mCi/mmol) was
purchased from Perkin Elmer (Boston, MA). Thrombin, bovine milk lipoprotein lipase (LPL, EC
3.1.1.34), bovine serum albumin, fraction V, essentially fatty acid-free (FAF-alb), polyoxyethylen-9-
laurylether and soybean 15- lipoxigenase were obtained from Sigma Chemicals (St. Louis, MO). A

commercial kit from Oxoid (Dardilly, France) was used to measure non esterified fatty acid (NEFA)



concentrations. Phospholipids and free cholesterol were assayed using enzymatic kits from Wako
chemicals GmbH (Neuss, Germany). Total cholesterol and triglycerides were assayed using enzymatic
kits from Biomérieux (Marcy I’Etoile, France). SepPak C 18 columns were from Waters corporation

(Milford, MA).

Diabetic and control subjects

VLDL were isolated from 25 controls and 17 diabetics from the Department of Endocrinology
and Metabolic Diseases. Written informed consent was obtained from all participants. Exclusion
criteria for diabetic patients were smoking, antioxidant/vitamin supplementation, antiaggregating
drugs and insulin treatment. All received metformin or sulfamides and 7 took lipid-lowering drugs
(statins). The clinical characteristics of control subjects and diabetic patients are presented in Table 1.
Blood samples were drawn after fasting overnight and plasma was immediately separated by low-

speed centrifugation and kept at 4°C.

Phospholipid oxidation

["*CIPAPC was oxidized into PL hydroperoxide according to Roveri et al (27), using soybean 15-
lipoxygenase which catalyzes the oxidation of arachidonic acid into 15- HpETE. Briefly, 1 pmole of
["*C]PAPC was dissolved in 1 mL of 12 mM sodium deoxycholate and added with 2.5 mL of 0.2 M
Tris-HCI buffer, pH 8.8, containing lipoxygenase (20000 U/mL). After incubation under oxygen at
room temperature for 30 min, oxidized products were separated from native ['*C]JPAPC using a
SepPak C18 cartridge. They were then analyzed by HPLC using a Agilent 1100 system equipped
with a Xbridge™ C18 3.5 pm 4.6 x 250 mm column. The mobile phase eluents were (A)
acetonitrile/water pH 3 (HC1 3N) (10:90, v/v) and (B) 100 % acetonitrile. The elution gradient
was developed at 40°C from 0 to 60% of (B) in 50 min and then to 100% of (B) at 60 min, at
a flow rateof 1 mL/min. Monohydroxylated fatty acids were detected at A =235 nm using a
diode array detector. As expected, oxidized [*CJPAPC (Ox-['*C]PAPC) contained almost

exclusively 15- HpETE.



Isolation and labelling of lipoproteins

VLDL (d < 1.006 g/mL) from diabetic or control subjects were isolated from human plasma by
sequential preparative ultracentrifugation (28). Depending upon the volume of plasma, the
ultracentrifugations were performed either in a Beckman LE 80K using a 50.2 fixed-angle rotor or in a
Beckman TL-100 table-top ultracentrifuge using a TLA 100.3 fixed-angle rotor. The resulting
preparations were then extensively dialyzed against a buffer containing 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI and 10 mM NaNj, pH 7.4. VLDL were labelled as needed with either ['“C]PAPC or
Ox-["*CJPAPC (1 pCi per 10 pmoles of lipoprotein PL) as previously reported (29). The desired
amount of radioactive label was dried under nitrogen, solubilized in ethanol and added to VLDL under
vortexing. To avoid destruction of the lipoprotein structure, the final proportion of ethanol in the
samples was maintained to less than 1% (V/V). The samples were then incubated for three hours at

37°C and finally the labelled VLDL were re-isolated by ultracentrifugation and dialyzed.

Platelet isolation

Fresh blood was collected at the local blood bank (Etablissement Frangais du Sang) from
healthy volunteers or at the Department of Endocrinology and Metabolic Diseases from diabetic
patients. Blood was drawn into a one-seventh volume of a solution containing 19.6 mM citric acid,
89.4 mM sodium citrate, 16.1 mM NaH,PO,, 128.7 mM dextrose, pH 5.6. The platelet isolation
procedure was essentially based on that previously described (30). Briefly, platelet-rich plasma was
obtained after blood centrifugation at 200 g for 17 min at 20°C and acidified to pH 6.4 with 0.15 M
citric acid. Platelets were immediately pelleted by centrifugation at 900 g for 12 min and washed in
acidified lipoprotein-deprived plasma. After re-pelleting, the platelets were finally washed and
resuspended in a Tyrode-HEPES buffer solution containing 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 0.41 mM
NaH,PO,, 11.9 mM NaHCO; | 1 mM MgCl,, 5.5 mM glucose, 5 mM HEPES, pH 7.35. Platelet

suspensions were left for 1 h at room temperature before experiments were started.



Platelet aggregation

To avoid abnormal experimental data that could result from unknown medical treatment taken
by blood donors, each platelet preparation was controlled for its functional ability to aggregate before
being used in our studies. Aggregations were induced by arachidonic acid and performed in a
Chronolog dual-channel aggregometer (Coulter, Margency, France) according to the turbidimetric

method of Born (31).

Transfers of labelled phospholipids from VLDL to platelets

Labelled VLDL (200 nmol/ml PL) were incubated with platelets (3 x 10® cells) in a final
volume of 1.5 ml at 37°C for 1 h (25). At the end of the incubations, platelets were separated from the
medium by centrifugation. The pelleted platelets were first washed in plasma to remove non-
specifically adsorbed labelled VLDL and then in Tyrode-HEPES buffer. The final pellets were
dissolved by overnight incubation in 0.25 ml of 0.4% polyoxyethylen-9-laurylether and counted for
radioactivity. The results were finally corrected for non-specifically adsorbed radioactivity at time
zero (non-incubated platelets). When platelet activation was desired, LPL (500 ng/ml) or thrombin
(0.1 U/ml) were added at the beginning of the incubations.

To study the relative pathophysiological importance of VLDL, platelets and PL species with
respect to the magnitude of PL transfers from VLDL to platelets, we performed three different types of
recombination experiments. In the first, control VLDL was substituted for diabetic VLDL. In the
second, control platelets were substituted for platelets from diabetic subjects. In the third, VLDL were
labelled with Ox-['"*C]PAPC instead of ['*C]JPAPC. All these recombination conditions were
compared to the control condition where the transfer of ['*C]JPAPC from control VLDL to control
platelets was measured. Because of the interexperimental variability, all experiments were performed
in a way where each parameter of interest could be directly compared. For example, to study the role
of platelets, one preparation of control platelets and one preparation of diabetic platelets were made
the same day and incubated with the same sample of ['*C]JPAPC- labelled control VLDL. The same

approach was used to directly compare control to diabetic VLDL or Ox-['*C]PAPC to ['*C]PAPC.



LPL-mediated triglyceride hydrolysis

The LPL-mediated hydrolysis of control and diabetic VLDL TG was monitored as described
previously (32). VLDL (1 mM of TG) preparations were incubated for 30 min at 37°C in the presence
of LPL (1 pg/mL) in tris buffer. The amounts of released NEFA were then measured and the results

were expressed as percent of initial TG fatty acid content.

Results

As usually observed, the analysis of plasma lipids of type 2 diabetic partients revealed
a moderate increase of their TG concentration associated with a lowering of HDL-cholesterol
(Table 2). Plasma and LDL-cholesterol concentrations were not statistically different from
those of control subjects. Analysis of VLDL lipid composition showed a decrease of the
CE/TG in the core of diabetic particles by comparison with control VLDL (0.26 + 0.02 vs
0.32 + 0.03, P<0.05) (Table 3).

In a first series of experiments, we compared the ability of VLDL from either diabetic
patients or control subjects to transfer ['*C]JPAPC to normal platelets during incubations of 1 h at
37°C (Fig.1). No difference was observed in basal conditions. Thrombin (0.1 U/ml) stimulated the
transfers from both groups of VLDL with a similar magnitude (268 + 39 % of basal in diabetic group
vs 260 + 34 % in control group). Although LPL (500 ng/ml) stimulated the transfers of ['*C]JPAPC
from the two VLDL groups, the magnitude of the stimulation was lowered in diabetic VLDL group
(128 + 13 % of basal in diabetic group vs 204 + 29 % in control group, p<0.01). In both groups, we
observed clear correlations between LPL- and thrombin- stimulated transfers of ['*CJPAPC to platelets
(Fig.2). The mean ratio of LPL- to thrombin- stimulation was lower in diabetic than in control group
(0.56 + 0.05 vs 0.85 + 0.08, P<0.001). To compare the ability of LPL to hydrolyse TG from the two
VLDL groups, we performed incubations of VLDL (1 mM of TG) from diabetic patients and control
subjects with LPL (1 pg/ml) during 30 min at 37°C. As judged from the release of NEFA, TG from

diabetic VLDL appeared to be about 20% less hydrolysable than those from control VLDL (Fig.3).



In the second series of transfer experiments, we compare the transfers of ['*C]JPAPC from
control VLDL to platelets from either diabetic patients or control subjects (Fig.4). Whether in basal
conditions or under LPL or thrombin stimulations, the transfers of ['"*C]JPAPC to diabetic platelets
were 20-30 % higher than those to control platelets.

Finally, the last series of experiments was aimed to study the effect of oxidation of ['*C]PAPC
on its ability to be transferred from control or diabetic VLDL to normal platelets. Whether in basal
conditions or under LPL or thrombin stimulations, the rate of transfers of Ox-['*C]JPAPC to control
platelets was 2-3 times more elevated than that of ['*C]JPAPC (Fig.5). When the same experiments
were performed using diabetic rather than control platelets, similar results were obtained, although the
rate of transfers of Ox-['*C]JPAPC was less than 2 times more elevated than that of ['*C]JPAPC in all

tested conditions.

Discussion

Membrane PL may be actively degraded during platelet activation, which necessitates
their regeneration. Although PL may be resynthetized in platelets (33), a substantial part is
imported from circulating lipoproteins. LDL and HDL have long been reported to transfer PL
to platelets (22-24), but we have recently shown that VLDL might constitute the most
important donnor of PL since the latter are released from the surface of VLDL particles
during lipolysis (25). In addition to LPL, the transfer of PL from VLDL to platelets was
stimulated by platelet activation and appeared to be a cPLA,- dependent process (26).

In the present work, we have studied the putative alterations in the transfer of PL from VLDL to
platelets that could occur in type 2 diabetes, a situation at high risk for atherosclerosis and thrombosis.
The possibility of such modifications was hypothetized on the basis of three considerations showing
that all the parameters involved in the transfer of PL from VLDL to platelets could be altered. Firstly,
in this pathology, platelets are hyperactivated (3-4). Secondly, type 2 diabetic patients are
characterized by abnormal VLDL, both from quantitative and qualitative viewpoints (2,34).

Quantitatively, their plasma VLDL concentration is moderately elevated, while qualitatively, diabetic



VLDL particles are large and their core TG/CE ratio is higher than in control VLDL. Thirdly, type 2
diabetes is accompanied by an oxidative stress that results in the oxidation of various molecular
species (3-4). In particular, oxidation of fatty acids leads to the formation of lipid hydroperoxides in
CE and PL that can be transported by lipoproteins, and several works have reported the occurence of
oxidized VLDL in addition to that of oxidized LDL (11-12).

Since platelets from diabetic patients are hyperactivated, their PL turnover must be elevated.
Consistent with this idea, our in vitro experiments clearly indicate that diabetic platelets imported
more PL from VLDL than control platelets, whether stimulated or not. When we compared the ability
of control and diabetic VLDL to transfer PL to platelets, we did not observe any differences in basal or
thrombin- stimulated conditions. However, LPL-stimulated PL transfer from diabetic VLDL was
about 40 % lowered as compared to that from control VLDL. In a previous work we have shown that
LPL stimulated the transfer of PL from VLDL to platelets through two different mechanisms resulting
from LPL-mediated VLDL TG hydrolysis (25). Firstly, this process directly facilitates the release of
PL molecules from the particle surface, and secondly it leads to the liberation of NEFA that activate
platelets. Thus, the lowered LPL-stimulated transfer observed with diabetic VLDL might result from a
lipolysis defect. To test this possibility, we performed measurements of VLDL lipolysability in the
presence of LPL. Diabetic VLDL were approximately two-times less hydrolysable than control
VLDL. Since these assays were carried out at constant VLDL and LPL concentrations, the results
necessarily reflect the intrinsic properties of the particles with respect to lipolysis. The decreased
lipolysability of VLDL does not mean that the overall transfer of PL from VLDL to platelets is
decreased in type 2 diabetes. As judged from pasma TG, VLDL concentration was doubled in diabetic
patients, which likely compensates at least in part the lowered efficiency of VLDL with respect to PL
transfer. In addition, platelets are not the only acceptor of PL from VLDL. An important proportion of
VLDL PL is transferred to HDL to serve as substrate for the lecithin cholesterol acyl transferase
reaction (35-36). Interestingly, in type 2 diabetes not only HDL concentration is lowered, but HDL
particles have been shown to be very poor acceptors of PL because of their physicochemical
characteristics (29). Thus, diabetic HDL appear to be very weak competitors for PL uptake, thereby

leaving them available for hyperactivated platelets.



In the last part of this work, we compared the transfer of oxidized PL to that of normal PL. In
vivo, PL hydroperoxide constitutes a major form of oxidized PL. We therefore prepared an
hydroperoxide form of ["*C]JPAPC that we used to label control VLDL for comparison with non
oxidized ['*CJPAPC. Whether in basal conditions or after LPL or thrombin stimulations, the transfers
of oxidized ["*C]JPAPC from control VLDL to control platelets were 2-3 times more elevated than
those of ["*C]PAPC. The reason for this increase remains unclear. It might be due to differences in the
physico-chemical properties of the two labels. Alternatively, the import of VLDL-bound oxidized PL
might involve a specific mechanism. For example, CD 36 has been shown to be the main receptor
responsible for binding of oxidized lipoproteins (15,37-38). When control VLDL were sustituted for
diabetic VLDL, the results obtained were similar although the magnitude of the difference between the
transfer of ['*C]PAPC and that of oxidized ['*C]JPAPC was slightly lowered. This could appear logical
if one considers that native PL hydroperoxides, naturally present at the diabetic VLDL surface, might
act as competitors of ['*C]JPAPC with respect to the transfer process. In any case, our observation that
PL hydroperoxides can be imported by platelets at an accelerated rate is of great interest since these
lipid species have been demonstrated to stimulate platelet activation (39-40). Thus, this process likely
participates to the oxidative stress that results in the enhanced basal platelet activation occuring in

type 2 diabetes (4).
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Figure legends

Fig.1. Transfer of VLDL-associated [*C] PAPC to platelets. VLDL were isolated either from
healthy volunteers (grey bars) or from type 2 diabetic patients (black bars). The incubations of
platelets (3 x 10*) with ['*C] PAPC-labelled VLDL (200 nmoles PL / ml) were carried out for
1h at 37°C in the absence (basal) or presence of thrombin (0.1 U/ml) or LPL (500 ng/ml).
Transfers are expressed as percentages of radioactivity incorporated by 3 x 10° platelets.

Values are shown as means = SEM from 25 controls and 17 diabetic subjects .

Fig.2. Correlations between LPL- and thrombin-stimulated transfers of ['*C] PAPC from
control (open circles) or diabetic (black triangles) VLDL to platelets. The incubations of
platelets (3 x 10°*) with ['*C] PAPC-labelled VLDL (200 nmoles PL / ml) were carried out for
1h at 37°C in the presence of thrombin (0.1 U/ml) or LPL (500 ng/ml). Transfers are
expressed as percentages of radioactivity incorporated to 3 x 10% platelets. Correlation
coefficients were 0.72 (P<0.001) and 0.80 (P<0.001) in control and diabetic groups,

respectively.

Fig.3. Comparisons of LPL- mediated VLDL lipolysis in control subjects and diabetic
patients. VLDL (1 mM TG) were incubated in the presence of LPL (1 pg/ml) for 30 min at
37°C. The NEFA released were then measured and the results were expressed as percentages

of initial TG fatty acid concentration. *, P<0.05 vs controls.



Fig.4. Relative transfers of VLDL-associated ['*C] PAPC to diabetic platelets by comparison
with those to control platelets. The incubations of platelets (3 x 10®) with ['*C] PAPC-labelled
VLDL (200 nmoles PL / ml) were carried out for 1h at 37°C in the absence (basal) or
presence of thrombin (0.1 U/ml) or LPL (500 ng/ml). Transfers to diabetic platelets were
expressed as percentages of those to control platelets obtained from the same VLDL samples.

*, P<0.05 vs corresponding control platelets.

Fig.5. Relative transfers of oxidized ['*C] PAPC from control (grey bars) or diabetic (black
bars) VLDL (200 nmoles PL / ml) to platelets (3 x 10%) by comparison with those of non
oxidized ['*C] PAPC. The incubations were carried out for 1h at 37°C in the absence (basal)
or presence of thrombin (0.1 U/ml) or LPL (500 ng/ml). Transfers of oxidized ['*C] PAPC
were expressed as percentages of those observed for non oxidized [*C] PAPC, using the same
VLDL samples. *, P<0.05, **, P<0.01 vs corresponding non oxidized ['*C] PAPC- labelled

VLDL.



Table 1. Characteristics of diabetic and control
subjects

Controls NIDD
(n=25) (n=17)

Age (years) 52+1 5842
Sex (F/M) 12/13 10/7
Weight (kg) 6843 88+4
Height (m) 1.7+0.03  1.61+0.02
BMI (kg.m™) 23.24+0.8  32+1.3
Fasting glucose (mmol.I™) 5.3+0.1 8.5+0.64
Hb Alc (%) ND 6.84+0.19

Value are given as means + SEM; ND, not determined



Table 2. Plasma lipid and lipoprotein concentrations

Controls NIDD

(n=25) (n=17)
Plasma cholesterol (mM) 4.5440.2 4.76+0.27
Plasma triglycerides (mM) 0.89+0.13 1.86+0.12
LDL cholesterol (mM) 3.14+40.26 3.24+0.21
HDL cholesterol (mM) 1.2+0.1  0.98+40.11

Value are given as means + SEM.



Table 3. Lipid analysis of VLDL from control subjects
and diabetic patients

Controls (n=25)  NIDD (n=17)

TG (moles %) 48.7+1.6 51.9+1.0
CE (moles %) 15.0+1.2 13.3+0.6
FC (moles %) 13.9+1.3 11.2+0.4
PL (moles %) 22.340.9 23.6+0.6

Value are given as means + SEM.

TG, triglycerides; CE, cholesterol esters; FC, free
cholesterol; PL, phospholipids
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Conclusion




Dans cette dernic¢re partie, nous avons étudié le transfert de PL des VLDL aux plaquettes
sanguines dans le cas particulier du diabéte de type 2. En effet, dans cette pathologie, les trois
partenaires de ce transfert peuvent présenter des anomalies : 1) les plaquettes sanguines sont
hyperactivées, ii) les VLDL ont une concentration plasmatique élevée et sont enrichies en TG
et ii1) le contexte de stress oxydant induit la formation de différents produits d'oxydation

parmi lesquels on trouve des hydroperoxydes de PL.

Pour analyser l'incidence de ces anomalies, nous avons réalis¢ différentes expériences de
recombinaison. Dans une premier temps, nous avons comparé le transfert de ['*C] PAPC de
VLDL contrdles vers des plaquettes contrdles ou des plaquettes de diabétiques. Ces derniéres
importaient 20-30% de PL de plus que les plaquettes controles, aussi bien dans les conditions

basales, que sous stimulation par la LPL ou la thrombine.

Dans une seconde série expérimentale, nous avons étudi¢ le transfert du ['“C] PAPC des
VLDL contrdles ou diabétiques a des plaquettes normales. Le transfert basal ainsi que celui
stimulé par la thrombine étaient comparables pour les deux groupes de VLDL. Cependant, en
présence de LPL, la stimulation observée a partir de VLDL diabétiques était inférieure a celle
obtenue a partir de plaquettes contrdles. Cette observation apparait logique au vu d'un travail
précédent (cf article 1). En effet, 1'effet stimulant de la LPL sur le transfert de PL des VLDL
aux plaquettes est partiellement du aux acides gras libérés lors de la lipolyse des VLDL. Ces
derniers sont en partie captés par les plaquettes, ce qui favorise leur activation. Or, dans le
présent travail, nous avons observé que les VLDL des sujets diabétiques sont moins
lipolysables que celles des sujets contrdles, ce qui explique l'affaiblissement de I'effet
stimulant de la LPL sur le transfert des PL. On ne peut cependant pas conclure qu'in vivo le
transfert des PL des VLDL aux plaquettes est diminué chez les diabétiques de type 2. En
effet, deux autres parameétres sont a considérer. Tout d'abord, méme si les VLDL sont
médiocrement lipolysées dans cette pathologie, 1'élévation de leur concentration devrait au
moins partiellement contribuer a maintenir une disponibilité en PL proche de la normale. De
plus, des travaux plus anciens ont montré que les HDL, qui sont normalement les principaux
accepteurs de PL lors de la lipolyse des VLDL, n'exercent ce réle que de facon limitée dans le

diabéte de type 2, augmentant ainsi leur disponibilité pour les plaquettes sanguines.



Enfin, nous avons étudi¢ le transfert de PL oxydés de VLDL contréles a des plaquettes
sanguines contrdles. En conditions basales comme en présence de LPL ou de thrombine, le
transfert de ['*C] PAPC oxydé était 2 a 3 fois plus grand que celui du ['*C] PAPC normal.
Nous ne connaissons pas la raison précise de cette forte différence. Elle pourrait é&tre
simplement due aux modifications des propriétés physicochimiques du PL induites par son
oxydation. Cependant, on peut envisager la possibilit¢ d'un mécanisme plus spécifique. Par
exemple, le récepteur CD36, qui est exprimé dans différents types cellulaires et en particulier
dans les plaquettes, posséde une forte affinité de liaison pour les lipoprotéines oxydées, ce qui
pourrait favoriser leur captation. Quel qu'en soit le mécanisme précis, le fait que les plaquettes
sanguines importent fortement les hydroperoxydes de PL est une observation importante dans
le contexte du diabéte de type 2 puisque ces dérivés stimulent fortement l'activation

plaquettaire.



Discussion Générale




Pour leur métabolisme, les plaquettes sanguines doivent importer des PL, les lipoprotéines
circulantes en constituant la principale réserve. De précédents travaux ont montré in vitro
l'existence d'un transfert de PL a partir des LDL et des HDL vers les plaquettes (Engelmann et
al; 1996) (Dobner et al; 1999). Par contre, aucun travail n'a envisagé la possibilité que les
VLDL puissent, de la méme fagon, étre des donneurs de PL pour les plaquettes. Cette lacune
est étonnante dans la mesure ou les VLDL étaient connues pour transférer des PL aux HDL
pendant la lipolyse. En effet, le processus de lipolyse des TG par la LPL déstabilise la surface
des VLDL et induit un transfert important de PL. Méme si les HDL en sont les accepteurs
principaux, il est clair qu'elles n'en sont pas nécessairement les seuls. Il était donc logique de
considérer par hypotheése que les VLDL pouvaient transférer des PL aux plaquettes sanguines.
La mise en évidence et l'analyse des caractéristiques de ce transfert a constitué¢ le but du

présent travail.

La premicre question qui se posait ¢tait de savoir si les VLDL ¢étaient aussi efficaces que les
LDL ou les HDL. Nos premiers résultats ont montré que le transfert basal des PL aux
plaquettes était comparable que I'on utilise les LDL ou les VLDL comme donneurs, et qu'il
¢tait supérieur a celui observé a partir des HDL. De plus il a été important de constater que,
comme attendu, le transfert des PL des VLDL aux plaquettes était stimulable par la LPL, a
des concentrations. physiologiques normales en lipoprotéines et en plaquettes. La LPL, quant
a elle, était utilisée soit a la concentration de 100 ng/ml soit a 500 ng/ml, ce qui correspond

respectivement aux concentrations normale et post-héparinique.

L'effet stimulant de la LPL sur le transfert de PL a partir des VLDL était clairement du a son
activité catalytique puisqu'il était aboli en présence de tétrahydrolipstatine, inhibiteur connu
de I’activité lipolytique de la LPL (Lookene et al; 1994). En fait, I’hydrolyse des TG du noyau
hydrophobe des VLDL par la LPL au cours de la lipolyse génére des acides gras comme
I’AA, qui peuvent activer les plaquettes (Potter et al; 1989) (Spector et al; 1970). Dans notre
travail, nous avons effectivement observé : i) une stimulation de la production de TXB,, qui
indique le degré de I’activité plaquettaire, par la LPL uniquement en présence des VLDL et ii)
une inhibition de cette production de TXB; en présence d’albumine délipidée qui capte les
acides gras libres et prévient ainsi leur pénétration dans les plaquettes. Cette inhibition était
accompagnée d’une inhibition du transfert de PL. Parall¢lement, nous avons montré que le
transfert des PL des VLDL aux plaquettes était inhibé par compétition en présence de HDL

sans que la production de TXB, soit affectée. L'ensemble de ces données indique que le



transfert de PL est stimulé par 1’activation plaquettaire, mais qu'a l'inverse il n’est pas
indispensable a celle-ci, au moins a court terme. Ces conclusions ont été confirmées par
l'observation d'une stimulation du transfert par la thrombine qui est un agoniste plaquettaire

puissant.

Sur un plan qualitatif, nos expériences ont montré que les VLDL transféraient les PL sans
aucune spécificité remarquable, ce qui les distinguait des LDL. Des travaux antérieurs avaient
en effet montré que les LDL étaient capables de transférer des PL aux plaquettes avec une
certaine spécificité puisque le transfert de PE était stimulé par des agonistes plaquettaires,

mais pas celui de PC ni celui de SM (Engelmann et al; 1998).

Pour évaluer l'intérét physiopathologique du transfert de PL des VLDL aux plaquettes, nous
avons réalisé des expériences in vitro simulant des conditions pathologiques. Certaines
pathologies sont en effet accompagnées d’une ¢lévation de la concentration plasmatique des
VLDL (hypertriglycéridémie) et d’une diminution de celle des HDL. Ce changement de la
balance VLDL / HDL est bien sir de nature a modifier considérablement les parameétres de la
compétition entre HDL et plaquettes pour accepter les PL issus de la lipolyse des VLDL. 11
était donc essentiel d’étudier le transfert dans des conditions semblables. Pour cela, on a
réalisé une série d’expériences en présence de concentrations élevées de VLDL et de
concentrations décroissantes de HDL. Les résultats ont clairement montré que l'intensité¢ du
transfert de PL vers les plaquettes était inversement proportionnelle a la concentration des
HDL, et qu’il restait positif méme a la plus forte concentration de ces dernic¢res. Ces
observations montraient donc que bien que réalisée in vitro, notre étude possédait une certaine

pertinence physiopathologique.

D’un point de vue mécanistique, il était intéressant d’identifier le mécanisme contrélant le
transfert des PL, et plus précisément la relation entre I’activation plaquettaire et le transfert.
Dans les plaquettes, les PL membranaires sont hydrolysés par la PLA,, ce qui résulte en une
libération des acides gras de la position sn2 des PL et notamment de I’AA. Celui-ci peut alors
subir I’action de deux enzymes. La PGHS, avec une contribution importante de son activité
COX, catalyse la production de la PGH, qui est métabolisée ensuite en différentes classes de
PGs sous D’effet des PG synthases correspondantes, aussi bien qu’en TXA,, un puissant
activateur plaquettaire. La 12-LOX transforme I’AA en 12-HpETE, qui, lui aussi, contribue a

I’activation plaquettaire. D’autre part, la PLC hydrolyse le PI membranaire en produisant



d'une part I'IP3 qui stimule la mobilisation du Ca”", et d'autre part les DAG qui stimulent

diverses cascades métaboliques.

Pour étudier I’effet de ces différentes voies métaboliques sur le transfert, nous avons mesuré
ce dernier en présence de divers inhibiteurs enzymatiques, dans des conditions basales ou
sous stimulation par la LPL ou la thrombine. Les inhibitions de ’activité COX par 1’aspirine
et de celle de la LOX par I’esculétine n’ont pas affecté le transfert des PL, montrant ainsi que
ce dernier est indépendant de 1’activité de ces deux enzymes. Par contre, le transfert était
inhibé par le MAFP, un inhibiteur de la PLA,, montrant un role de I’activité de cette enzyme.
Le terme générique de PLA, désigne en fait une famille d'enzymes. La sPLA,, la iPLA, dont
I’activité est indépendante du Ca®* et la cPLA, dont l'activité est dépendante du Ca>" en sont
les principales formes. Nos résultats ont d'abord exclu un role éventuel de la sPLA,. La
mobilisation de I’AA par I’hydrolyse des PL membranaires nécessite d’une part une
stimulation de D’activité¢ catalytique de la cPLA, par phosphorylation, et d'autre part sa
translocation vers la membrane, cette derniére étant Ca®-dépendante (Yedgar et al; 2000)
(McNicol et al; 1998). L’inhibition de la PLC, enzyme facilitant la mobilisation du Ca®*, par
le U73122 a entrainé une inhibition du transfert de PL. Le BAPTA-AM qui est un chélateur
du Ca’" intracellulaire a eu le méme effet. Cette Ca’" dépendance indiquait donc que le
transfert de PL des VLDL aux plaquettes était controlé par I’activité cPLA,. Cette conclusion
a été confortée par I’observation d'une absence d'effet du BEL qui est un inhibiteur spécifique

de la iPLA,.

En terme d’activité plaquettaire, le U73122 et le BAPTA-AM ont inhibé fortement la
production de TXB; stimulée par la thrombine et partiellement celle stimulée par la LPL. Ceci
¢tait attendu sachant que, comme déja mentionné ci-dessus, I’activation par la LPL résulte de
la libération d’acides gras qui seront ensuite captés par les plaquettes. Ces résultats sont en
cohérence avec le concept que la stimulation du transfert de PL aux plaquettes activées est
due a I’hydrolyse des PL. membranaires par la cPLA,. On peut penser que cette hydrolyse
engendre nécessairement un déséquilibre entre les feuillets interne et externe de la membrane,
déséquilibre compensé par un mécanisme de flip-flop alimenté par un transfert de PL des

VLDL au feuillet externe de la membrane (Bevers et al; 1999) (Sims et al; 2001).

Le bilan des aspects purement mécanistiques de notre étude pouvait se résumer ainsi : i) les

VLDL sont capables de transférer des PL aux plaquettes sanguines, ii) ce processus est



stimulé par l'activation plaquettaire, en particulier par la voie dépendante de la cPLA,, et iii)
ce transfert est probablement quantitativement pertinent d'un point de vue
physiopathologique. Ce dernier point nous a décidé a entreprendre une étude du transfert des

PL des VLDL aux plaquettes dans le cadre particulier du diabéte de type 2.

Le diabete de type 2 constitue une situation a risque ¢élevé de thrombose et d’athérosclérose,
dans laquelle les trois parametres impliqués dans le transfert de PL des VLDL aux plaquettes
sont susceptibles de modifications qui peuvent affecter leurs comportements. En effet, dans
cette pathologie, les plaquettes sont hyperactivées (De Cristofaro et al; 2003) (Véricel et al;
2004), et les VLDL sont anormales aussi bien d'un point de vue quantitatif que qualitatif
(Krauss; 2004) (Pruneta-Deloche et al; 2004). Quantitativement, la concentration plasmatique
des VLDL est ¢levée chez ces patients, alors que qualitativement leurs VLDL sont plus
grandes et ont un rapport TG/CE élevé par comparaison avec des sujets contrdles. Finalement,
le diabéte de type 2 est accompagné d’un état de stress oxydant provoquant 1’oxydation de
nombreux constituants moléculaires (De Cristofaro et al; 2003) (Véricel et al; 2004).
L’oxydation des acides gras engendre en particulier la production d’hydroperoxydes de PL
qui peuvent étre transportés par les lipoprotéines, principalement par les LDL mais aussi par

les VLDL (McEneny et al; 2000) (Young et al; 2003).

Comme les plaquettes sont hyperactivées dans le diabéte de type 2, I’hydrolyse de leur PL
membranaires ainsi que leur régénération doivent étre élevés. Nous avons effectivement
montré in vitro que les plaquettes issues de sujets diabétiques importent davantage de PL des
VLDL que les plaquettes contrdles, qu’elles soient stimulées ou pas. D’autre part, nos études
sur le transfert de PL des VLDL diabétiques et contrdles a des plaquettes contréles montrent
qu’il n’y a pas de différence dans les conditions basales ou suite & une stimulation des
plaquettes par la thrombine. Par contre, le transfert de PL des VLDL de diabétiques stimulé
par la LPL était 40% plus bas que celui observé dans les mémes conditions a partir de VLDL
contrdles. Comme déja montré (Ibrahim et al; 2006), la stimulation par la LPL du transfert de
PL des VLDL aux plaquettes dépend de I’hydrolyse des TG des VLDL au cours de la
lipolyse. Ainsi, la diminution du transfert stimulé¢ par la LPL dans le cas des VLDL
diabétiques pourrait étre due a un défaut de lipolyse. Pour vérifier cette hypothése, nous avons
réalisé des tests de lipolysabilité des VLDL en présence de LPL. Nous avons observé que les
VLDL diabétiques sont moins facilement hydrolysables que les VLDL controles. Ces

expériences ayant ¢té réalisées a des concentrations constantes en LPL et VLDL, ces résultats



reflétent nécessairement une différence dans les propriétés physicochimiques des deux types
de VLDL. Cependant, il serait erroné de conclure de ces données qu'in vivo il y aurait une
diminution globale du transfert de PL des VLDL aux plaquettes sanguines. Deux autres
paramétres doivent en effet étre pris en considération. La concentration plasmatique des
VLDL est ¢levée dans le diabéte de type 2, ce qui logiquement doit compenser au moins en
partie la diminution de leur capacité a donner leurs PL. Enfin, on sait que dans des conditions
physiologiques normales une proportion importante des PL est transportée vers les HDL ou
ils servent de substrats pour la LCAT (Golmset; 1968) (Patsch et al; 1978). Or, dans le diabéte
de type 2, non seulement la concentration des HDL est abaissée mais de plus leur capacité a
accepter des PL est diminuée (Elchebly et al; 1996). Le flux des PL des VLDL vers les HDL
est donc affaibli, les laissant par 1a méme disponibles pour les plaquettes, et favorisant ainsi le

maintien de I'état d'hyperactivation de ces dernicres.

Enfin, puisque les VLDL de diabétiques peuvent contenir des PL oxydés, nous avons
comparé¢ le transfert de ceux-ci a celui des PL normaux. In vivo, les hydroperoxydes
constituent la forme majoritaire des PL oxydés. Nous avons donc préparé des hydroperoxydes
de ["*C] PAPC pour marquer des VLDL et comparé leur transfert avec celui de ['*C] PAPC
non oxydé. Le transfert du ['*C] PAPC oxydé des VLDL contrdles aux plaquettes contrdles,
dans les conditions basales ainsi qu’aprés stimulation par la LPL ou la thrombine, était 2-3
fois plus élevé que celui du ['*C] PAPC dans les mémes conditions. La raison exacte de cette
augmentation n’est pas claire. Elle pourrait étre simplement due aux modifications physico-
chimiques que subissent les PL oxydés. Alternativement, elle pourrait résulter de la mise en
oeuvre d'un mécanisme plus spécifique. On pourrait par exemple envisager l'implication du
récepteur CD36. Plusieurs travaux ont en effet montré que ce récepteur possede une forte
affinité pour les lipoprotéines oxydées et peut se comporter comme un transporteur de lipides
oxydés (Englyst et al; 2003) (Hartwich et al; 2002) (Thorne et al; 2007). Un tel mécanisme
apparaitrait logique. Il faut cependant rappeler qu'a ce jour il reste totalement spéculatif dans
la mesure ou nous ne disposons d'aucune donnée expérimentale directe susceptible de le

valider.

En définitive, quelque soit le mécanisme responsable de 1’apport élevé des hydroperoxydes de
PL aux plaquettes sanguines, l'existence de cet apport est en soi important dans la mesure ou
ces especes lipidiques sont de puissants stimulateurs de l'activation plaquettaire (Coulon et al;

2003) (Calzada et al; 2001). Leur importation dans les plaquettes sanguines pourrait participer



a I’état de stress oxydant de ces derniéres dans le diabéte de type 2, contribuant ainsi a

1'élévation du risque cardiovasculaire qui le caractérise.

En conclusion, notre travail a permis la caractérisation d'un nouveau mécanisme d'apport de
PL aux plaquettes sanguines et montré son caractére potentiellement délétére dans une
situation a haut risque athéromateux, le diabete de type 2. L'élément qui nous semble peut-étre
le plus important dans nos résultats est l'observation de la forte affinité des plaquettes
sanguines pour les phospholipides oxydés. L'étude précise du mécanisme de leur captation par
les plaquettes et de l'implication éventuelle du récepteur CD36 pourrait constituer une suite

logique a ce travail.
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