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Le travail exposé dans ce mémoire a fait 'obgetpdiblications scientifiques et a été
présenté par communications orales ou affichéesdercongrés scientifiques nationaux et

internationaux.

PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES

» Colas R, Pruneta-Deloche V., Guichardant M., Luquain-Co<ta, Cugnet-Anceau C.,
Moret M., Vidal H., Moulin P., Lagarde M., and Catia C. (2010). Increased Lipid
Peroxidation in LDL from Type-2 Diabetic Patientspids 45, 723-731.

» Calzada C.Colas R, Guillot N., Guichardant M., Laville M., Véricel.Eand Lagarde, M.
(2010). Subgram daily supplementation with docosaéeoic acid protects low-density
lipoproteins from oxidation in healthy mehtherosclerosi08, 467-472.

» Nous avons également deux articles en préparation

e L'un sur le protocole clinique ECLIPSE exposé slae manuscrit montrant les
modifications lipidiques et oxydatives subies pas DL de sujets ayant développé
un syndrome meétabolique ou un diabéte de typel@ues effets activateurs sur des

plaquettes de volontaires sains.

e L’autre concernant la caractérisation en lipideperoxydes lipidiques des HDL
de patientes atteintes d’abetalipoprotéinémie atsleeffets sur I'activation des

plaquettes sanguines.
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» Calzada C.,Colas R, Guillot N., Laville M., Véricel E. and Lagarde Meffects of
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CONFERENCES INVITEES
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COMMUNICATIONS AFFICHEES
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lipoprotéines de faible densité de diabétiques dee-2. 10°™ journée de ['Institut
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novembre 2009, Marseille, FRANCE.

» Colas R, Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., £zala C. Caractérisation et
implication des lipoprotéines de faible densité [)Dde diabétiques de type 2 dans
I'hyperactivation des plaquettes sanguines humali®&journée de 'EDISSL1 mars 2009,
Villeurbanne, FRANCE.

» Colas R, Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., £zala C. Caractérisation et
implication des lipoprotéines de faible densité [)Dde diabétiques de type 2 dans
I'hyperactivation des plaquettes sanguines humain@$™ journée de [I'Institut
Multidisciplinaire de Biochimie des Lipides (IMBL)Y5 janvier 2009, Villeurbanne,
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» Colas R, Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., Zzala C. Caractérisation et
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» Colas R, Moulin P., Ponsin G., Véricel E., Lagarde M., Zzala C. Caractérisation et
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RESUME

RESUME

Le diabéte de type-2 et le syndrome métaboliqgmé associés a une augmentation du
stress oxydant et du risque cardiovasculaire. Léngptivation plaquettaire et les
dyslipoprotéinémies sont deux causes majeurestte&fothrombose. Nous avons montré que
des lipoprotéines de basse densité (LDL) issueglakma de diabétiques de type-2 activent
les plaquettes sanguines. L'objectif principal dér@ étude a été d’établir le profil en lipides
et peroxydes lipidiques de LDL provenant de volometgayant un syndrome métabolique
(SM), un diabéte de type-1 (DT-1) ou de type-2 @T-comparativement a celui de
volontaires sains (V). Un autre objectif a été dgedminer leur impact sur l'activation
plaquettaire. Seules les LDL des groupes SM et htadles anomalies lipidiques telles que :
augmentation des triacylglycérols, diminution destees de cholestérol et de I'acide
linoléique. Les LDL des groupes SM, DT-1 et DT-2g@ntent un stress oxydant, démontré
par 'augmentation des produits de peroxydatioiigue comme les acides gras hydroxylés
et le dialdéhyde malonique, ainsi que par la ditidmudes plasmalogenes (sous-classe de
phospholipides a éthanolamine). Comparativementpdauettes incubées avec les LDL de
V, les plaquettes incubées avec les LDL des augfr@gpes sont activées comme le montre
une exacerbation de la cascade de l'acide araduen(p38 MAPK, phospholipase,A
cytosolique, thromboxane,A Ainsi, dans les états pré-diabétique et diabétide type-2, les
LDL subissent des modifications lipidiques et oxjas, puis activent les plaquettes. Nos
résultats suggerent que les peroxydes lipidigues MBL induisent I'hyperactivation

plaquettaire.
Mots-clés :

LDL, plaguettes sanguines, acides gras hydroxgiébgete de type-2, syndrome métabolique,

athérothrombose, stress oxydant, peroxydationitjpel p38 MAPK, thromboxane,A
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SUMMARY

SUMMARY

Type-2 diabetes and metabolic syndrome are agedaith increased oxidative stress
and cardiovascular risk. Platelet hyperactivatiod dyslipoproteinemia are two major factors
favoring atherothrombosis. We have shown that lewsity lipoproteins (LDL) from type-2
diabetic patients activate platelets from healtblmteers. The primary objective of our study
was to establish the lipid and lipid peroxide geotf LDL isolated from plasma of volunteers
with a metabolic syndrome (SM), of type-1 (DT-1) tywpe-2 (DT-2) diabetic patients
compared to LDL from healthy volunteers (V). The@®l objective was to explore their role
in platelet activation. Only LDL from MS and DT-2rayps have lipid abnormalities
(increased triacylglycerols and decreased choldsemsters, decreased linoleic acid). LDL
from SM, DT-1 and DT-2 groups show oxidative stress assessed by increased lipid
peroxide derivatives (hydroxylated fatty acids, omalialdehyde) and decreased
plasmalogens. Compared to platelets incubated widh from the V group, platelets
incubated with LDL from other groups are activatesishown by the enhancement of the
arachidonic acid signalling cascade (p38 MAPK, sgtic phospholipase A thromboxane
B,). Thus, in a pre-diabetic state and in type-2 elie®, LDL undergo lipid and oxidative
modifications and activate platelets. Our resutsssthat lipid peroxides in LDL could be the

common denominator underlying platelet hyperacivat

Keywords :

LDL, blood platelets, hydroxylated fatty acids, ¢yp diabetes, metabolic syndrome,
atherothrombosis, oxidative stress, lipid peroxaiatp38 MAPK, thromboxane A
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INTRODUCTION

Les maladies cardiovasculaires sont la premianeecde mortalité en Europe (Muller-
Nordhornet al, 2008) et dans le monde selon les données dedisgtion Mondiale de la
Santé (OMS). L’athérothrombose est a l'origine @elupart des accidents cardiovasculaires.
Elle résulte de l'association de deux phénomenathérosclérose et la thrombose. La
formation de plaques d'athérome dans les artéeteprieeipalement due a la constitution
progressive de dépdts lipidiques résultant deiltiafion pariétale des lipoprotéines de basse
densité (LDL), suivie de leur oxydation. La fornuattid'un thrombus, constitué d’agrégats
plaquettaires consolidés par un réseau de fibrpeyt obstruer totalement une artere dont la
lumiére a été progressivement rétrécie par le dgpeiment athéromateux. Dans les cas les
plus graves, ce processus peut conduire a l'infgieh myocarde ou a un accident vasculaire
cérébral. Les risques d’athérothrombose sont pdigrement accrus chez les diabétiques et
les sujets ayant un syndrome métabolique.

Le diabéte (type-1 et type-2) est associé a upernglycémie et a un stress oxydant
accru. Le syndrome métabolique est un désordre leoomp@ssocié a une obésité abdominale,
une hyperglycémie, une hypertriglycéridémie, unxtallHDL-cholestérol bas et/ou une
pression artérielle élevée (au moins trois de césres sont requis). Il peut évoluer vers un
diabéte de type-2. Ces deux états sont associéseahyperagrégabilité des plaquettes
sanguines (Vaidyat al, 2009; Véricekt al, 2004).

Bien que l'athérothrombose résulte de nombreuxetas, deux d’entre eux sont
primordiaux: les dyslipoprotéinémies et I'activatiplaquettaire, tous deux interagissant dans
un contexte de stress oxydant augmenté. Bien gseLBL oxydées jouent un réle
fondamental dans la formation de la plagque d’atiércelles peuvent étre présentes dans la
circulation sanguine et contribuer a I'hyperactivatplaquettaire. Il existe des interactions
entre lipoprotéines et plaquettes, incluant a ia des interactions directes et des transferts de
lipides (Engelmanmt al, 1996; Ibrahimet al, 2009). Une étude au laboratoire a montré que
des LDL de diabétiques de type-2 activent des @tigsl de volontaires sains alors que des
LDL de volontaires sont sans effet (Calzadal, 2007). Il n’existe par contre aucune donnée

sur I'effet de LDL issues de sujets présentantymiome métabolique sur les plaquettes.

L'objectif principal de mon travail de doctoratésé de caractériser le contenu en
peroxydes lipidiques et en lipides de LDL provendatpersonnes pré-diabétiques ou ayant
développé un diabete (types-1 ou 2) et de déterngnpotentiel activateur de ces LDL sur

des plaguettes de volontaires sains.
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Ce mémoire comporte quatre sections :

e une premiere partie bibliographique introduisdet notions de syndrome
métabolique et de diabétes, puis des chapitrele stiress oxydant et les plaquettes sanguines
et enfin un chapitre sur les LDL et leurs interaas avec les plaquettes dans le contexte de

ces pathologies.

* une seconde partie décrivant les matériels @haodés utilisés lors du travail

expérimental.

* une troisiéme partie exposant les résultate®tdiscussions. Elle comporte d’'une
part la comparaison entre deux méthodes d’isolenhemnt DL -I'ultracentrifugatiorversusla
« Fast Performance Liquid Chromatography » (FPLE&Y)-d’autre part les résultats du
protocole clinique baptisé ECLIPSE. Ceux-ci compeatt la caractérisation en lipides et
peroxydes lipidiques de LDL isolées du plasma dentaires sains ou ayant un syndrome
métabolique ou de patients diabétiques de type-A aunsi que les effets de ces LDL sur des
plaquettes de volontaires sains.

* une quatrieme et derniere partie conclusivaugtant sur plusieurs perspectives.
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LE SYNDROME METABOLIQUE

|. Définitions :

Le syndrome métabolique est une constellation fdeteurs de risques
cardiométaboliques décrit pour la premiere foig d 90 ans (Kylin, 1923). En 1988 apparait
la notion de syndrome X (Reaven, 1988). Il inclatbésité abdominale, la résistance a
I'insuline, I'intolérance au glucose (ou I'hypergBmie), I'hypertension et la dyslipidémie.
L’association de ces facteurs de risque est li@eedaugmentation du risque de développer un
diabéte de type-2 et des maladies cardiovasculafasde faciliter son diagnostic, plusieurs

groupes d’études ont établi des criteres pourfi@id€¢Tableau ).
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Groupe d’étude Définition

- Diabete de type-2 ou tolérance au glucose dinairnuwéglycémie
circulante modifiée ou résistance a l'insuline
Organisation Mondiale de la +
. 2 ou plus des 4 anormalités suivantes :
Sante - Obésité : IMC > 30 ou ratio taille/hanche > G- ( 0,85 (F)
(Alberti and Zimmet, 1998) - Dyslipidémie : TG> 1,7 mM ou HDLc < 0,9 mM (H) / 1,0 mM (F)

- Hypertension : PA 160/90 mm Hg
- Microalbuminérie : taux excrétion d’albumine > 2@g/min

« National Cholesterol - Obésité abdominale : tour de tailet02 cm (H) / 88 cm (F)

Education Program’s Adult - Hypertriglycéridémie : TG 1,7 mM

- Faible HDLc : HDLc <1 mM (H) / 1,3 mM (F)
Treatment Panel (ATP) lll » Hypertension : PA 130/85 mm Hg
(2001)* - Glycémie a jeun> 6,1 mM

« American Heart - Obésite abdominale : tour de tailet02 cm (H) / 88 cm (F)
o - Hypertriglycéridémie : TG 1,7 mM ou traitement
Association » (Grundyet al,  _ Fajble HDLc : HDLc < 1 mM (H) / 1,3 mM (F) ou ftament
2004) - Hypertension : PA 130/85 mm Hg ou traitement
- Glycémie a jeun= 5,6 mM ou traitement

(avec spécificités ethniques)

Fédération Internationale du » +
o 2 ou plus des 4 anormalités suivantes :
Diabete - Hypertriglycéridémie : TG 1,7 mM ou traitement
(Alberti et al, 2005) - Faible HDLc : HDLc <1 mM (H) / 1,3 mM (F) ou ttament

- Hypertension : P& 130/85 mm Hg ou traitement
- Glycémie a jeun> 5,6 mM ou diabéte de type-2

- Obésité abdominale : dépendante des populatiatesepays
- Hypertriglycéridémie : TG 1,7 mM ou traitement
(Eckelet al, 2010) - Faible HDLc : HDLc <1 mM (H) / 1,3 mM (F) ou ttament
- Hypertension : PA 130/85 mm Hg ou traitement

- Glycémie a jeun> 5,5 mM ou traitement

Définition unifiée

Tableau 1 : Principales définitions du syndrome raBblique.
* Etude réalisée par un comité d’experts. F, fart ) homme; HDLc, cholestérol des lipoprotéines
de haute densité; IMC, indice de masse corporel; f#8ssion artérielle; TG, triacylglycérol.

Il. Prévalence :

La prévalence du syndrome métabolique est en autgtien dans les sociétés
occidentales. Cependant, la comparaison entresuees de prévalence est difficile aux vues
des différents criteres du syndrome métaboliquentet pour chacune. Elle varie en fonction

de I'age, du sexe, des populations et de I'ethAmz{ et al, 2003) Figure 1). Aux Etats-
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Unis, une étude a montré que le syndrome métalgliguivant les criteres de diagnostic
définis par I'« Adult Treatment Panel » (ATP) lHugmente avec I'indice de masse corporel
(IMC). Il est présent a 4,6%, 22,4% et 59,6% cheg Hommes de poids respectivement
normal, en surpoids et obeses (Patkal, 2003). La prévalence atteint 80% pour des

individus nordiques (Suede et Finlande) atteintdidbete de type-2 (Isomaaal, 2001).
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Figure 1: Prévalence du syndrome métabolique dadifférents pays selon les critéres
définis par I'ATP III.
Traduit de Cameron (Cameron et al., 2004).

[ll. Implication des différents facteurs de risquesdans le syndrome métabolique :

l1l.1. Obésité abdominale et conséquences inflammaites :

Des données indiquent que le syndrome métaboliguprécédé par un exces de tissu
adipeux viscéral (Cameraat al, 2008). C’est un parametre clinique tres intimeirgnau
syndrome métabolique (2002; Caet al, 2004), lui-méme associé a un état pro-

inflammatoire (Sutherlandt al, 2004). Une balance énergétique positive condugitackage
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de l'excés d'énergie dans les adipocytes qui maohtedors une hypertrophie et une
hyperplasie. Le tissu adipeux étant un organe e@imdgcson expansion induit une sécrétion
accrue de médiateurs pro-inflammatoires et prorag@hiques comme la leptine, la résistine,
le « Tumor Necrosis Factar » (TNF,), l'interleukine (IL) -6, la « C-Reactive Protein
(CRP) et le « Plasminogen Activator Inhibitor-1BA(-1) ainsi qu’'une sécrétion diminuée
d’adiponectine (Trayhurn and Wood, 2004; Wasshlal, 2007). De plus, des anormalités
fonctionnelles des adipocytes apparaissent, notarnomestress du réticulum endoplasmique
et des mitochondries, conduisant au développemené dnsulino-résistance (de Ferranti and
Mozaffarian, 2008). L'inflammation contribue ellassi a ce phénoméne puisque des niveaux
élevés de cytokines pro-inflammatoires conduisetd &ésistance a l'insuline (Saltiel and
Kahn, 2001). L'IL-6 est associée a une inhibitian ld signalisation de l'insuline dans des

myotubes humains (Rieussdtal, 2004).

[11.2. Résistance a l'insuline :

L’insuline est une hormone hypoglycémiante prodsdaeas forme d’'un précurseur, la
pro-insuline, par les cellulegl des iléts de Langerhans du pancréas. L'insulineureaest
composée de deux chaines polypeptidiques (la chaflee21 acides aminés et la chaine B de
30 acides aminés) reliées par deux ponts disglfia sécrétion est principalement controlée
par la concentration en glucose plasmatique. Edige jun role dans un ensemble de
mécanismes métaboliques. Sa fonction principale l@stontréle de la capture et de
I'utilisation du glucose dans les tissus périphdei| par I'intermédiaire de transporteurs
passifs de glucose (GLUT) (Zhao and Keating, 20Qg&L effet hypoglycémiant est facilité
par sa capacité a inhiber la néoglucogenése etlyleogenolyse tout en stimulant la
glycogenése hépatique. Ces effets sont neutratiaésdes hormones hyperglycémiantes
s’opposant a l'insuline comme le glucagon (proghait les cellules: des ildéts de Langerhans
du pancréas). Elle posséde également un effetlijpoltique au niveau des adipocytes
(Manganielloet al, 1991). Lorsqu’un défaut d’action de l'insulinepaypait, il en résulte une
hyperinsulinémie a jeun pour maintenir I'euglycémie

La résistance a l'insuline est en partie due &agsurs innés génétiques (Bogardus
al., 1989) et a des facteurs acquis avec le styleigleascidental comme par exemple le
manque d’activité physique et la sédentarité. Hat,eil est connu que l'activité physique

augmente la sensibilité a I'insuline (Persegtiral, 1996). L'obésité favorise la résistance a
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I'insuline. Les acides gras libres (AGL) sont liégren abondance dans la circulation sanguine
du tissu adipeux élargi et insulino-résistant e lelairance est diminuée (Bjorntogt al,
1969) contribuant a augmenter les taux d’AGL cmots chez les obéses. Ces derniers
contribuent a la résistance a l'insuline des msshpuelettiques (Bodest al, 1994) tandis
qgue leur diminution 'améliore (Santomaurbal, 1999). Les AGL favorisent la résistance a
l'insuline du foie en inhibant l'action anti-glycégolytigue de linsuline, contribuant a
augmenter la production hépatique de glucose (Bosteml, 2002). lls contribuent a
I'accumulation intracellulaire de lipides, associda résistance a l'insuline des muscles
squelettiques et au dysfonctionnement des cellgléSchaffer, 2003). En effet, les AGL
pénétrent facilement dans la cellule et leur acdatimn contribue & une augmentation de leur
ré-estérification en TG mais aussi a une augmenmtates diacylglycérols (DAG) produits.
Ces derniers activent la protéine kinase C (PKCYHgminue la phosphorylation des « Insulin
Receptor Substrate » (IRS-1/2), diminuant aingidpture de glucose (Boden, 200Bigure

2). Enfin, les AGL diminuent la transcription desngé codant pour GLUT4 et diminuent la
stabilité de leur ARNm (Armoret al, 2005; Long and Pekala, 1996).

Cependant, il est important de souligner que paeigtation des AGL induit
paradoxalement une sécrétion compensatoire d’mesudiinsi qu'une diminution de sa
clairance afin de maintenir I'euglycémie. Seuls ladividus dont la compensation est
insuffisante deviennent hyperglycémiques, expliquainsi pourquoi seulement 50% des

obeses insulino-résistants développent un diateetgpe-2 (Boden, 2005).

[11.3. Intolérance au glucose :

Les défauts d’action de linsuline dans le métamké du glucose entrainent des
déficiences de la capacité de I'hormone d’'une pasupprimer la production hépatique et
rénale de glucose, et d’autre part a induire ldaurapet 'utilisation du glucose dans les tissus
insulino-sensibles. La relation entre insulinosémice et intolérance au glucose est bien
connue : afin de compenser ses défauts d’actiangdhisme est capable de modifier la
sécrétion et/ou la clairance de l'insuline (Bymieal, 1995) pour maintenir une glycémie
normale. Lorsque la sécrétion d’insuline commenabn@inuer et devient insuffisante pour
maintenir l'euglycémie, l'organisme devient int@ét au glucose et des phases

d’hyperglycémie apparaissent, notamment en péripdssprandialesHigure 4, page 32).
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l1l.4. Dyslipidémie :

Dans des conditions de résistance a l'insulindlube d’AGL allant du tissu adipeux
vers le foie augmente et favorise la synthese hgpatle triacylglycérols (TG). Il en résulte
des modifications du métabolisme des lipoprotéi@esconstate alors une augmentation de la
production des lipoprotéines de trés basse def\4itBL) larges, riches en TGHgure 2) et
promptes a former des LDL petites et denses (sdL&jppauvries en esters de cholestérol
(EC) et enrichies en TG, ainsi qu'une diminutiors dipoprotéines de haute densité (HDL).
Le catabolisme des lipoprotéines a apolipoproté{aps) B est diminué alors que celui des
HDL & apoA-I est augmenté (Chanal, 2004).

[11.5. Hypertension :

L’hypertension peut étre induite par I'état de sémice a I'insuline (Ferranniet al,
1987) durant lequel l'effet vasodilatateur de lihse est perdu (Tooke and Hannemann,
2000). Par contre, les effets de I'insuline surdabsorption du sodium (Kuroe@# al, 1999)
et I'activité du systéme nerveux sympathique soaintenus (Egan, 2003).

Les AGL peuvent également induire une relativeouasstriction (Tripathyet al,
2003). En effet, au niveau des cellules endotledjala perfusion d’insuline augmente la
production de monoxyde d'azote (NO) (vasodilatgteunis I'élévation d’AGL empéche
cette augmentation (Baron, 2002) en activant la K@ nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate oxydase (NAD(P)H oxydase) et en inhik&®t1/2 (Boden, 2008}{gure 2).
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Résistance a lI'insuline— | ADIPOCYTE | «— Obésité abdominale

Insuline l
’_m_‘ 4 AGL
U <
l AGL ——» Acyl-CoA
IRS-1/2 l v
l 4 DAG g TG
PI3 Kinase l
\ PKC
l eNOS l
Translocation de l
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> ~—~— Ero
¢ 3 v
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# Glycémie
MUSCLE
ENDOTHELIUM HEPATOCYTE
SQUELETIQUE
Hyperglycémie Hypertension Dyslipidémie

Figure 2: Réle des AGL circulants dans les diffétes composantes du syndrome
métabolique.

Modifié a partir de Boden (Boden, 2008). AGL, acilas libre; DAG, diacylglycérol; eNOS,
« Endothéliale Nitric oxide Synthase »; ERO, espéngactives oxygénées; GLUT4, « Glucose
Transporter type-4 »; IRS-1/2, « Insulin Receptabs$rate-1/2 »; NAD(P)H oxydaseicotinamide
adénine dinucléotide phosphate oxydase; NO, momoxldzote; PKC, protéine kinase C; PI3
Kinase, phosphatidyl inositol 3 kinase; TG, triagytérol; VLDL, lipoprotéine de tres basse densité.

IV. Conséquences sur les maladies cardiovasculairesle diabete de type-2 :

Plusieurs méta-analyses montrent que le syndrod@mholique est associé a une
augmentation des événements cardiovasculaires ,(RO@b; Gamiet al, 2007) et qu'il
entraine des risques accrus de développer des ipmladrdiovasculaires mais aussi un
diabéte (Grundyet al, 2004). Une étude montre que des hommes d’age rmayec un

syndrome métabolique ont 4 fois plus de risque darinque des hommes sains (Lalkdta
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al., 2002), une autre que des hommes ayant 4 ou 5asanfes du syndrome métabolique ont
4 fois plus de risque de développer des maladiemnadennes et 24 fois plus de risque de
faire un diabete (Sattat al, 2003). La plupart des patients diabétiques oésgmté une
insulino-résistance et un syndrome meétabolique taVapparition de leur diabéte (Reaven,
2005). En effet, une insulino-résistance, une hyppalinémie, une dyslipidémie et une
obésité précedent I'apparition du diabéte de types®s 75 a 85% des cas (Megjsl, 2007)

et environ la moitié des nouveaux cas de diabatesné porteurs du syndrome métabolique
(défini selon le NCEP) (Wilsoat al, 2005).
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LE DIABETE

|. Définition :

Le diabete désigne une maladie qui apparait ler$guganisme ne parvient plus a
utiliser ou a stocker convenablement le glucospelit provenir d'une incapacité, partielle ou
totale, du pancréas a fabriquer l'insuline (typetlou d'une inaptitude des cellules des tissus
périphériques a utiliser l'insuline pour absortemglucose (type-2). Dans les deux cas, les
cellules sont privées de leur principale sourcaat@ie, le glucose, qui s'accumule dans le
sang provoguant une hyperglycémie.

Le nombre de personnes développant un diabéte emigmen raison de
'augmentation de la population, du vieillissemeat, I'urbanisation et de la prévalence de
'obésité et de l'inactivité physique. En 2000, peévalence mondiale (type-1 et type-2
confondus) était de 2,8 % et atteindrait 4,4 % @302Figure 3) (Wild et al, 2004).
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Figure 3 : Prévalence globale du diabéte par agepar sexe en 2000 et nombre estimé
d’adultes qui auront le diabete dans le monde er8@@ar groupe d’age.
Traduit de Wild (Wild et al., 2004).

I.1. Diabete de type-1 :

Le diabéte de type-1 ou insulino-dépendant comcemviron 10 % de tous les
diabétigues. Il peut se manifester a tout age, aq@srait le plus souvent durant I'enfance ou
au début de I'age adulte, d'ou son appellationeanei de « diabéte juvénile ». Il peut se

développer de maniére asymptomatique durant urgaiépériode. Les individus qui en sont
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atteints produisent trés peu ou pas du tout dims@n raison d'une réaction auto-immune qui

détruit partiellement ou entierement les cellf@ee leur pancréas.

|.2. Diabete de type-2 :

Le diabete de type-2 ou non insulino-dépendantvienir lorsque I'organisme
développe une résistance a l'insuline au niveadis®ss périphériques et perd sa capacité a
absorber et a métaboliser le glucose. Pour compelesecellulesd pancréatiques sécretent
davantage d’insuline. Cependant, elles finissensjégpuiser et en sécréter de moins en moins
jusqu’a ne plus en produire, conduisant a une ptimlu excessive de glucose hépatique. La
diminution de la sensibilité tissulaire a I'actida I'insuline ou résistance a I'insuline précéde

souvent le diabéete de type-2 de plusieurs anriaégarg 4).

Résistance a l'insuline

Glycémie

Sécrétion d’'insuline

Figure 4 : De la résistance a l'insuline au diabétk type-2.

[I. Mécanismes de la toxicité du glucose :

L’hyperglycémie est considérée comme I'élémentidtéur des dommages tissulaires
diabétiques visant notamment les cellules endateslides capillaires de la rétine, les cellules
mésangiales des glomérules rénaux, les neurondssetellules de Schwan des nerfs

périphériques. En effet, ces cellules n’étant papables de maintenir constantes leurs
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concentrations en glucose, en condition d’hype#giyie, il en résulte une augmentation de sa
concentration intracellulaire. Le glucose est c#épatiinteragir avec les molécules qui
I'entourent. Les effets déléteres de I'hyperglycgmieuvent étre expliqués par plusieurs
mécanismes biochimiques dont I'auto-oxydation dicgse, les produits avancés de glycation
ou « Advanced Glycation End-products » (AGE), Ieation de la protéine kinase C, la voie
des polyols et la voie des hexosamines (Negre-faea al, 2009).

II.1. Auto-oxydation du glucose :

La chaine respiratoire mitochondriale est composf® quatre complexes
protéigues nommes |, Il, lll et IM~{gure 5). En conditions normales, lorsque le glucose est
métabolisévia le cycle des acides tricarboxyliques, il géners denneurs d’électrons. Le
principal est le nicotinamide adénine dinucléotiéléuit (NADH,H+), donnant des électrons
au complexe |, et l'autre est le flavine adénineudiéotide réduit (FADHE), formé par la
succinate déshydrogénase, donnant des électrarsraaiexe Il. Les électrons ainsi récupéres
sont transférés au coenzyme Q puis au complexadligytochrome ¢, au complexe IV et
finalement a I'oxygéne moléculaire, ainsi réduiteau. L’énergie de ces électrons est utilisée
pour pomper des protons a travers la membrane haitmtriale via les complexes |, Il et IV.
Ceci génere un potentiel de membrane, utilisé 'adéhosine triphosphate (ATP) synthase
pour produire de 'ATP ou par les « uncoupling pnot» (UCP) pour générer de la chaleur.

Dans des conditions ou les concentrations de giigutracellulaire augmentent, une
plus grande quantité de glucose est métabolisémifsant plus de donneurs d’électrons. Le
potentiel de membrane augmente jusqu’a un seditjeei ou le transfert des électrons au
complexe 1l est bloqué (Korshunet al, 1997). Ces derniers sont alors données g U@ a

un, par le coenzyme Q conduisant a la formationidtasuperoxyde (©).
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Création du gradient H* Utilisation du gradient H*
. " o R ]
ATP
synilhasa

Chaleur

NAD* NADH,H*

ATP ADP + Pi

0, O,

Figure 5 : Production d’anion superoxyde par la chr@e respiratoire mitochondriale dans

des conditions hyperglycémiques.

Traduit de Brownlee (Brownlee, 2005). ADP, adénesiiphosphate; ATP, adénosine triphosphate;
ATP synthase, adénosine triphosphate synthaserGygtochrome c; FAD/FAD§Iflavine adénine
dinucléotide oxydée/réduite; NAINADH,H" , nicotinamide adénine dinucléotide oxydé/réduit],O
anion superoxyde; UCP, « uncoupling proteins ».

I1.2. Glycation et produits avanceés de glycation :

La glycation des protéines est un processus deecmation non enzymatique du
glucose avec des protéines pour former des addoitmlents stables. Il s’ensuit des
altérations structurales et fonctionnelles. Dans clanditions physiologiques, le glucose en
solution existe sous deux formes en équilibre, eeymjranose stable ou aldéhyde a chaine
ouverte (Bunn and Higgins, 1981). La réaction deede par Maillard met en jeu le
groupement aldéhyde du glucose (ou de ses dérivésme le glycoaldéhyde ou le
méthylglyoxal) et les groupements amines des pregé(lysines, hydroxylysines, arginines,
histidines ou acides aminés N-terminaux), les épi@t les acides nucléiques (Shinoletra
al., 1998). Considéré comme précurseur d’AGE, il foume base de Schiff réversible sur les
groupements amines. Ces produits subissent enguitéarrangement d’Amadori conduisant
a des céto-amines, bien plus stables. Ces dermeta®ent subir d’autres modifications avant
de se fragmenter (ex: carboxyméthyllysine) ou deéseranger en dicarbonyles (ex: 3-

desoxyglucosone, qui peut, a son tour, réagir eieares groupements amines), conduisant
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a une famille hétérogene de composés connus sowsrlal’AGE Figure 6). Ces derniers se
forment dés le développement embryonnaire a undangtant, mais lent (Hernebrieg al,
2006).

R-NH, R R
Amine | |
' I I
CHO — (|3H — C|Hz ———————+  AGE
(CHOH), (CHOH), (|?0 .
CH,-OH CH,-OH (CHOH),
Glucose Base de Schiff
CH,-OH
Produit d’Amadori
R-NH,
Amine
CHO
(6{0)
CH,
(CHOH),
CH,-OH

3-désoxyglucosone

(dicarbonyle)

Figure 6: Réaction de Maillard conduisant a la foration des produits de glycation
avances.
AGE; « Advanced Glycation End-products ».

Au cours du diabéte, cette formation est largemaatélérée en raison de
I'hyperglycémie. Trois mécanismes semblent explidee dommages cellulaireBigure 7).

Les précurseurs d’AGE peuvent entrainer la madtifim de protéines intracellulaires
structurales (protéines du cytosquelette et de img/éles nerfs périphériques, protéines de la
cornée et du cristallin). Les AGE peuvent alorsdrore a la synthése de certaines protéines
(Brownlee, 2005).
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lls peuvent également diffuser en dehors de lalee¢t modifier des molécules de la
matrice extracellulaire comme le collagene ou bbacinectine (Charonist al, 1990), causant
des dysfonctions cellulaires.

Enfin, ces précurseurs peuvent aussi modifiepdet®ines circulantes du sang comme
I’'hnémoglobine Alc (HbAlc) (Koenigt al, 1976), I'albumine, les protéines membranaires
érythrocytaires ou encore les apolipoprotéines B{Mdmeset al, 1992). Ces protéines
modifiées se lient alors a des récepteurs aux AREGE) (Li et al, 1996) qui induisent
I'expression de cytokines inflammatoires (T&HL-1,...), de facteurs de croissance et de
molécules d'adhésion (« Vascular Cell Adhesion émod (VCAM)) (Abordo and

Thornalley, 1997; Kirsteiet al, 1992).

Glucose
|

l

N

4

Précurseurs d’AGE Précurseurs
l l d'AGE
Protéines + AGE
Protéines de la l
matrice L.
: Messagers Protéines
_> ' .
extracillulawe intracellulaires plasmatiques
R RAGE +
AGE AGE

ARNmM

!

Protéines

Cellule endothéliale

Figure 7 : Mécanismes déléteres induits par 'augmation des précurseurs d’AGE.
Modifié a partir de Brownlee (Brownlee, 2005). AGEAdvanced Glycation End-products »; RAGE,
récepteurs aux AGE.

[1.3. Protéine kinase C :

L’hyperglycémie intracellulaire augmente la syrsii@le DAG qui active différentes
isoformes de la PKCB( 6 et a). L'activation de la PKC a des effets sur I'exzies de
nombreux genes et altére le fonctionnement dealusiréponses physiologiqué&sgure 8).
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Hyperglycémie
# DAG
# PKC
|
% eNOS # ET-1 # VEGF 7 TGF-g ZPAI-1 Z NF-kB #NAD(P)H oxydase
Modifications || Perméabilité || Occlusions || Occlusions Expression de Effets

du flux vasculaire, des vasculaires genes multiples
sanguin angiogénéese|| capillaires proinflammatoires

Figure 8 : Conséquences de l'activation de la PK&rhyperglycémie.

Modifié a partir de Brownlee (Brownlee, 2005).DAdEacylglycérol; eNOS, « endothelial nitric oxide
synthase »; ET-1, endothéline-1; NAD(P)H oxydasegtimamide adénine dinucléotide phosphate
oxydase; NFeB, « Nuclear FactorB »; PKC, protéine kinase C; PAI-1, « Plasminogestivator
Inhibitor-1 »; TGF, «Transforming Growth Factgf-»; VEGF, « Vascular Endothelium Growth
Factor ».

II.4. Voie des polyols :

La voie des polyols fait intervenir I'aldose réthge Figure 9). Cette enzyme réduit
les aldéhydes toxiques pour la cellule en leursadcinactifs correspondants. Quand les
concentrations intracellulaires en glucose augnméntéaldose réductase réduit aussi le
glucose en sorbitol, ensuite oxydé en fructoselpaorbitol déshydrogénase. Durant cette
réaction, du NADPH,H+ est consommé (Lee and Chi@§9). Or, ce dernier est nécessaire
a la régénération du glutathion, puissante moléeugoxydante (cf. Le stress oxydant,
8IV.2.b., p. 48). Il en découle une diminution derégénération et donc une diminution des

défenses antioxydantes.
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Alcools
— > . .
Aldéhydes inactifs Sorbitol
Idose réductage & =

[glucose] élevées

>

Sorbitol >_< » Fructose

NADPH,H* NADP+ NAD+ NADH

v

GSSG 2 GSH

Figure 9 : Voie des polyols en conditions d’hypeygémie.
Traduit de Brownlee (Brownlee, 2005). ERO, espé&éastives oxygénées; GSH/GSSH, glutathion
réduit/oxydé; NADPH,HNADF", nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réoixydé.

[1.5. Voie des hexosamines :

Lorsque les concentrations de glucose intracéltulsont €levées, la majorité de ce
dernier est métaboliséa la glycolyse. Cependant, une partie du fructoggésphate est
détourné de cette voie et est converti en glucassuiphosphate par la glutamine fructose-6
phosphate aminotransférase. Celui-ci est ensuiteverh en uridine diphosphatd-
acétylglucosamine qui va modifier difféerents facgeude transcription conduisant a
I'expression de genes et a la synthese de prot&iegue « Transforming Growth Facfos
(TGFJ) et « Plasminogen Activator Inhibitor-1 » (PAI-@Qu et al, 2000) Figure 10).
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Glycolyse
Glucose Glucose —» Glucose-6_» Fructose-6 GFAT Glucosamine-6
phosphate phosphate phosphate

!

UDPGIcNACc

PAI-1  «—
— ARNmM

<&
<

TGF-p «——

Figure 10 : Voie des hexosamines en conditions ¢gbyglycémie.

Traduit de Brownlee (Brownlee, 2005). ARNm, acidaorucléique messager; GFAT,
glutamine fructose-6 phosphate aminotransférasd: A Plasminogen activator inhibitor-
1»; TGF#, « Transforming Growth Factgf-»; UDPGIcNAc, uridine diphosphate N-
acétylglucosamine.

[ll. Conséquences vasculaires :

L'augmentation de I'HbAlc de 55 % a 9,5 % mulgples risques de maladies
microvasculaires (rétinopathies, néphropathies eatrapathies) par dix et les risques de
maladies macrovasculaires (infarctus du myocardéri@pathies périphériques et accidents

vasculaires cérébraux) par deux (UKPDS, 1998).
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LE STRESS OXYDANT

|. Définition :

Un radical libre (RL) peut étre défini comme towspéce chimique capable d’'une
existence indépendante et contenant un ou plusiélgstrons non appariés. Cette
configuration le rend trés réactif. C’est un pungsaydant.

D’une maniere plus large, les espéces réactivegémées (ERO) sont des dérivés du
métabolisme de I'oxygend ébleau 3. Elles peuvent étre de nature radicalaire ou mars
sont ubiquitaires, tres réactives et ont un tengsl@mi-vie trés court. Elles réagissent avec
les molécules environnantes de leur site de foomatll existe également des especes
réactives nitrogénées (comme le monoxyde d’azate,dibxyde de nitrogene ou le
peroxynitrite) que nous ne détaillerons pas ici.

Espéces réactives oxygéenees

Espeéces radicalaires Espéces non radicalaires
radical superoxyde, O peroxyde d’hydrogéne, 40,
radical hydroxyle,OH ion hypochlorite, CIO
radical peroxyle, ROO ozone, Q

radical alkoxyle, RO oxygeéne singuletO,

peroxynitrite*, ONOO

Tableau 2 : Principales espéces réactives oxygémaédalaires et non-radicalaires.
D’aprés Evans (Evans and Halliwell, 1999). *, lergeynitrite peut étre considéré a la fois comme
espeéce réactive oxygénée et nitrogénée.

Le stress oxydant est défini par un déséquilibteeda production et I'inactivation des
ERO. Il peut donc étre di a une augmentation gedduction d’ERO, a une diminution des
défenses antioxydantes ou aux deux a la fois. Bldaiiveau, les ERO sont indispensables
dans de nombreux processus biochimiques commegnalsation intracellulaire (Baet al,
1997), la différenciation cellulaire, I'arrét deo@@sance, I'apoptose (Ghosh and Myers, 1998),
l'immunité (Tohyamaet al, 2004) et la défense contre les microorganismepefidant, a
fort niveau, ils contribuent au dysfonctionnemergllwdaire en réagissant avec les
macromolécules cellulaires, induisant la peroxydatiipidique, I'altération de 'ADN ou

encore la modification des protéines (Dearal, 1997) et des sucres. Nous nous attarderons
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ici uniguement sur le processus délétére de laxgdation lipidique non enzymatique (Pré,
1991).

Il. Les espéeces réactives oxygénées initiant la pewydation lipidique non enzymatique :

La principale espéce a étre produite est I'aniopesaxyde (@), espéce oxygénée
primaire produite par les organismes aérobie dansitochondrie (cf. Les diabetes, 8II.1.,
p.33). En dépit de sa faible réactivité¢ en miliequeux, Q" est pourtant responsable de
perturbations biologiques importantes. En effety gsmutation, fortement accélérée en
présence de superoxyde dismutases, il est a harigu peroxyde d’hydrogéene {Bk), bien

plus stable et diffusible.

La présence de métaux de transition réduits"M@€*/Fe**, CU'/CU?") permet la
conversion, selon la réaction de Fenton (décriecde fer), de bD, en radical hydroxyle

(OH), extrémement réactif.

H,0,+ Me"™ = -OH + OH"+ Me™!

Le radical hydroxyleOH peut également étre produit par la réaction détaVeiss
catalysée par Mé.

H,O, + O," —Me ‘OH + OH" + O,

De par sa demi-vie trés courte 4= 10° seconde),OH ne peut parcourir que 3 nm
mais il est considéré avec le radical hydroperox{#®O), comme [linitiateur de la
lipoperoxydation (Pré, 1991).

Par la suite, les radicaux alkoxyles (R@+1. = 10° seconde), peroxyles (ROO(Ty/
= 7 secondes) (Pryor, 1986), acyloxyles (RCOQ@cylperoxyles (RCOOY) aryloxyles et
arylperoxyles sont produits. La diversité des esp&adicalaires apparaissant au cours de la
lipoperoxydation résulte du fait que les moléc@egagées deviennent a leur tour des RL tres

réactifs.
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[ll. La peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique consiste en la modificatoxydative des lipides. Elle peut
étre enzymatique (controlée) (cf. Les plaquettdls2.8., p.59) ou non enzymatique. Nous
détaillerons ci-dessous cette derniere. Il a ététrdoqu’elle induit une perturbation des
structures, une altération de lintégrité, de laidité et de la perméabilité et une perte
fonctionnelle des membranes. Elle modifie les LDaup les rendre proathérogenes et
proinflammatoires et enfin, elle génere des pradpdtentiellement toxiques, mutagenes et

carcinogenes (Niki, 2009).

[11.1. Mécanisme :

Un RL peut enlever un atome d’hydrogéne a une cotdénon radicalaire dans le but
de se stabiliser. Dans ce cas, un nouveau radic&bmné et peut déclencher une réaction en
chaine. Lors de ce processus, on distingue 3 phaiegiation, la propagation et la

terminaison (Pré, 1991).

l11.1.a. Initiation :

Le processus de peroxydation lipidique est irpté I'abstraction, par un radic®H
ou HOO, d'un atome d’hydrogene a un groupement méthy{edk,-) d’'une chaine d’acide
gras polyinsaturé contenant des atomes de carbawedes hydrogénes bisallyliques (LH).
Un radical carbone (}est formé ainsi qu'une molécule d’eaw, (M. Le L se stabilise par

remaniement électronique pour former 2 diénes gugs.

LH + -OH —— L-+H,0

[1l.1.b. Propagation :

Une molécule de dioxygene {Gs'ajoute rapidement sur le lpour former un radical
peroxyle (LOO).

L+ 0, —_— LOO-
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Le LOO va propager la réaction en chaine avec une molédtileoisine pour former
un nouveau Let un hydroperoxyde lipidique (LOOH). De cette ma®, de nombreuses

molécules d’hydroperoxydes lipidiques peuvent &rmées pour chaque RL initial.

LOO -+ LH —_— L-+ LOOH

I1l.1.c. Terminaison :

Cette étape consiste en la formation de composédestissus de I'association de 2
composeés radicalaires. Leurs électrons non appsiaésocient rapidement pour former une

liaison covalente stable.
LOO: + LOO: — LOOL + O,

LOO + L —_— LOOL

La réaction peut également étre stoppée a I'damigidxydants (cf IV.2.a., p.47).

[11.2. Exemples de produits formés :

Les LOOH, instables, sont soit réduits par lesoypgiases en leur alcool
correspondant (LOH), soit rapidement décomposés.pduvent réagir avec des formes
ionisées de métaux de transition (cuivre et fer) steuctures héminiques (heme,
méthémoglobine, cytochromes, céruloplasmine). lags’ d'un processus complexe

aboutissant a la formation de radicaux e©OLOO.
LOOH + Fe?* — LO -+ OH + Fe3*

LOOH + Fed®* — LOO- + H* + Fe?*

L'oxydation des AG (acides gras) insaturés ayadb@bles liaisons ou plus conduit a
la formation de nombreux produits dont des endopeles prostaglandine-like (comme les
isoprostanes ou les neuroprostanes). Les isopesstont des produits de peroxydation non
enzymatique de I'acide arachidonique (AA) et I'uhentre elles, la 8o-prostanglandine &
(8-is0-PGH,), est devenu un marqueur reconnu de peroxydaigaidgue, (Morrowet al,
1990). Des especes dites de coupure peuvent égdalétne formées par rupture de liaisons

covalentes durant ce processus (alcanes, aldéhgddss). Ainsi, divers alcanes comportant
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de 2 a 8 atomes de carbone sont retrouvés a tlétaiaces dans I'air expiré (Wade and van
Rij, 1985) (I'éthane provenant de I'oxydation deG A-3 et le pentane de celle des AG n-6).
De nombreux aldéhydes peuvent étre formés durgmeraxydation lipidique (Kawaet al,
2007), les plus connus étant le 4-hydroxy-2-tramsémal (4-HNE), le 4-hydroxy-2-trans-
hexénal (4-HHE) et le dialdéhyde malonique (MDA)ioyenant respectivement de
I'oxydation des AG n-6, n-3 et des acides gras ipebturés (AGPI) a trois doubles liaisons
ou plus. Ces molécules, trés réactives, (Esterbatiaal, 1991) forment des composés
d’addition stables avec les groupements thiol @sgdus cystéinyl et aminés des lysines et
histidines par la réaction d’addition de Mich&Elgure 11) (Uchida and Stadtman, 1992).
Elles se fixent également sur les cystéines duatjlitn réduit (GSH), contribuant a sa
détoxification. Le groupement carbonyle peut audagir avec les groupements aminés des
protéines pour former des bases de Schiff. Enfas, adduits de Michael et des bases de
Schiff peuvent se former avec les phosphatidyléitzamines (PE) et les phosphatidylsérines
(PS) (Bacott al, 2007).

HOOC NH, HOOC NH,

Y
/\(+</i+%N 4

H_N\/N\/’ on N\ N

OH

Histidine 4-HHE Histidine modifiée

Figure 11 : Exemple d’addition de Michael entre urigstidine et un aldéhyde.
4-HHE, 4-hydroxy-2-trans-hexénal.

Le cholestérol peut également subir la peroxydalilgidique (Murphy and Johnson,
2008). Ses produits d’oxydation sont appelés Igstéxols (le 7a,B-hydroperoxycholestérol,
le 7-a,p-hydroxycholestérol, le 7-cétocholestérol et leé6aexn-hydroxycholestérol étant les
principaux). On trouve également du 27-hydroxycsig@el dans les LDL oxydées (Broweh
al., 1997).

L’attaque radicalaire d'un AGPI estérifié en pmsitsn2 d'un phospholipide (PL)
conduit a I'addition d’'une molécule d’oxygéne daaschaine voir a sa fragmentation. Ces
PL, porteur d’AGPI modifiés, sont appelés PL oxydésont connus pour avoir des actions

pro-inflammatoires. L’oxydation du 1-palmitoyl-2eahidonoylsn-glycéro-3-
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phosphorylcholine (PAPC) conduit a la formation diealmitoyl-2-(5-oxovaléroylksn
glycéro-3-phosphatidylcholine (POVPQO), de 1-paliylit®-glutaroyl-sn-glycéro-3-
phosphatidylcholine (PGPC) et de 1-palmitoyl-2-{gbxyisoprostane E2pglycéro-3-
phosphatidylcholine (PEIPC) (Ashraf al, 2009).

IV. Défenses antioxydantes :

L'organisme dispose de systemes de protectiomredes ERO. Un antioxydant est un
composé capable de combattre les dommages oxyalarggu’il est en moindre quantité que
les molécules qu'il protege. La protection anticayte comprend des enzymes antioxydantes
et de nombreux composés endogenes réagissant divamd les ERO. Les cellules
maintiennent leur niveau d’antioxydants par lesaggpalimentaires et/ou la synthéde

nova

IV.1. Antioxydants enzymatiques :

Les superoxyde dismutases.

Chez I'nomme, il existe 3 types de superoxyde disses (SOD) : mitochondriale
(Mn SOD), cytosolique (Cu/zZn SOD) et extracellldaiCe sont des enzymes catalysant la
dismutation de @ en Q et HO,.

La catalase.

Contrairement a © qui reste prés de son site de productiogQHoeut diffuser a
travers les membranes et le cytosol. La catalasenesenzyme essentiellement localisée dans

les peroxysomes, convertissantdden HO et Q.
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Les glutathion peroxydases.

Les glutathion peroxydases (GPx) sont des enzymetenant un sélénium réduisant
H.O, ou les hydroperoxydes d’AG en leurs composés hyidige correspondants en utilisant
le GSH comme co-substrat. Il existe différents sype GPx dont les GPx-1 (cytosolique),
GPx-2 (gastro-intestinale), GPx-3 (plasmatique),x@P(cytosolique, mitochondriale et
membranaire, spécifique des hydroperoxydes eg®rifans les PL, le cholestérol et les esters

de cholestérol) et GPx-5 (intervenant durant larspéogenese).

H,0,+2GSH =  2H,0+GSSG

ROOH+2GSH =—» ROH + GSSG + HO

Les glutathion transférases.

Les glutathion transférases sont des enzymescsgldépendantes conjuguant le GSH
a un grand nombre de composés électrophiles (méditta, agents cancérigenes,...). Cette
addition permet leur métabolisation puis leur etioré

La glutathion réductase.

La glutathion réductase utilise le NADPH pour régy@n le GSH a partir du GSSG. Le
NADPH est produit par la glucose-6-phosphate désigghase.

Les peroxyredoxines.

Les peroxyredoxines (Prx) constituent une autrelfamde peroxydases constituée de
six membres, dont cing (Prx I-V) possédent dewessifatalytiques a base de cystéines (Rhee
et al, 2005). Séléno-indépendantes, ces peroxydaseseatun grand nombre de molécules
comme I'HO, et utilisent la thioredoxine (Trx) comme réducteGes enzymes réduisent
également les hydroperoxydes d’alkyl, le peroxyeitet les hydroperoxydes dérivés de PL
ou d’AG. Elles possedent a la fois des fonctionsoagdantes et sont impliquées dans la

signalisation intracellulaire.
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IV.2. Antioxydants non enzymatiques :

IV.2.a. Antioxydants liposolubles :

Les tocophérols et tocotriénols (vitamine E)

Il s’agit d’'une famille de molécules comprenarstde -, y- etd-tocophérols (Tableau
2) ainsi que lesi-, B-, y- et 6-tocotrienols. Ces molécules sont constituées dioyau 6-
chromanol sur lequel est greffée une chaine physd¢urée (tocophérols) ou non
(tocotrienols) Tableau 3. Etant liposoluble, la vitamine E se localise slé&&s membranes et
les lipoprotéines. Ces derniéres en sont les preniensporteurs. Ces molécules, doat I
tocophérol ¢-TOH) est I'isomére majoritaire, sont de tres bpiégeurs de radicaux L@t
LOO avec lesquels ils réagissent pour former un hyshmgyde (LOOH) ou un hydroxyde
(LOH) lipidique ainsi qu’un radicalu-tocophéryle ¢-TO). La réaction en chaine de

lipoperoxydation est ainsi interrompue.
LOO - +a-TOH  =———————bp L|LOOH + a-TO:

LO +a-TOH -  LOH + a-TO:

L’'ubidécaquinone (CoenzymadR

Cette molécule appartient a une famille de compdipésolubles synthétisés par
I’'Homme, connus sous le nom d’ubiquinones. Cesidaa sont composées d’'une structure
benzoquinone et de 1 a 12 unités isoprenes. L'abijlénone Tableau 3, avec 10 unités
isoprenes, est la forme prédominante chez 'Hom@e.la trouve dans les membranes
cellulaires ainsi que dans les lipoprotéines. Eheste sous 3 états d’oxydation (G,
CoQoH, CoQp). Bien que présente en moindre quantité queTOH dans les LDL,
CoQoH; est capable de réduieeTO ena-TOH.

CoQH +0-TO =————p  C0Q,,+ a-TOH
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Les caroténoides.

Ce sont des composés naturels non synthétisd$Hdpanme comprenant plus de 500
composes différents identifiés parmi lesquels oove les carotenes-carotenep-carotene -
majoritaire-, lycopene,...)T@bleau 3 et les xanthophylles (zéaxanthine, lutéine..gurs
propriétés antioxydantes proviennent de leurs neag®ws doubles liaisons conjuguées qui
leur permettent de neutraliser 'oxygéne singul€b) et d'inhiber les réactions radicalaires

avec les radicaux peroxyles (Krinsky and Yeum, 2003

IV.2.b. Antioxydants hydrosolubles :

L’'ascorbate (Vitamine C).

L’'Homme ne peut pas synthétiser I'ascorbdtableau 3 qui doit donc étre apporté
par son alimentation. Il est considéré comme lanpree ligne de défense antioxydante contre
les radicaux présents dans la phase aqueuse en d&sa capacité a donner un électron puis
un proton a de nombreux substrats. Par exempld,d" est réduit par I'ascorbate eAT OH.

La vitamine E est ainsi régénérée (Packal, 1979).

a-TO- + ascorbate —  0-TOH + radical ascorbyle

Le radical ascorbyle est ensuite réduit grace fistemes enzymatiques dépendants
du glutathion, recyclant ainsi le pool d’ascorbdigponible.

L'urate.

L'urate (Tableau 3 est produit par I'oxydation de I'hnypoxanthine da la xanthine
catalysée par la xanthine oxydase et la xanthisbydtogénase. A pH physiologique, il est
présent sous forme monoanionique et peut directeroapturer I'oxygéne singulet, les
radicaux hydroxyles et peroxyles (Ameisal, 1981). Au cours de cette réaction, l'urate est

transformé en radical d’'urate, réduit par la spael’ascorbate.
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La bilirubine.

La bilirubine (Tableau 3 est un produit terminal de dégradation de I'hné@'est un
puissant agent réducteur, majoritairement lié dbuliamine, le rendant hydrosoluble. La
bilirubine libre et liée réduisentd*TO" et inhibent la peroxydation lipidique du plasmales
LDL (Neuzil and Stocker, 1994), agissant comme geeonde ligne de défense derriere

I'ascorbate.

Le glutathion.

Le GSH est un tripeptide (k-glutamyl-L-cystéinylglycine) Tableau 3 synthétisé
par les cellules. C’est un antioxydant importantpde son réle de cofacteur de nombreuses
enzymes comme les glutathion-peroxydases et trasef® et les déshydroascorbate
réductases (régénérant I'ascorbate) (Pompetllal, 2003). C’est aussi un puissant agent
réducteur piégeant les radicaux hydroxyles et g@ne singulet. L'oxydation du GSH
conduit a la formation du glutathion oxydé (GSS&4.régénération fait intervenir la GSSG
réductase et nécessite du NADPH (produit gracegiutznse 6-phosphate déshydrogénase de
la voie des pentoses phosphate).

Acide alpha-lipoique.

L'acide o-lipoique {Tableau 3 est un cofacteur du complexe pyruvate
déshydrogénase. Il se situe principalement au nigdes mitochondries. C’est également un
antioxydant naturel capable d’agir en milieu hydhitgeo comme hydrophobe. Il participe au
réseau de défense antioxydante cellulaire en augmeries concentrations de GSH
intracellulaires (Haret al, 1997). D’autre part, il neutralise les radicayxtoxyle, 'HOCI et
'oxygéne singulet, chélate les métaux de transjticdéduit la peroxydation lipidiqgue et
prévient la glycation de I'albumine du sérum. Sarfe réduite, I'acide dihydrolipoique, est

capable de régeéneérer la vitamine C (Paekexd, 1995).
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Concentration

Nom Formule plasmatique (umol/L)

CH,

CH,

a-tocophérol 15-40
y-tocophérol 3-5
Ubidécaquinone 0,4-1,0

B-caroténe 0,3-0,6
Acide . 30-150

ascorbique . =0
HO . o .,
HO OH /(I:I N 'L
Acide urique . H_N| ﬁ j - 160-450
o = 0=zC ~y -~ CN d
HN, \ '\_' I“'I
g - " \ l’
Bilirubine =y 5-20
0 (o]
o I sH
3 o] o) b9
Glutathion w N 1-2
HO N OH
0 NH, o)
Acide a-lipoique M < 0,005

SH  SH

Tableau 3 : Formules et concentrations plasmatiquess principaux antioxydants.
D’apres Sies et Teichert (Sies and Stahl, 1995;heet and Preiss, 2002).

V. Stress oxydant et maladies métaboliques :

Syndrome métabolique.

Les composantes du syndrome métabolique, obésitgistance a [linsuline,
hypertension, sont associées a un stress oxydampéét al, 2010; Urakawaet al, 2003)
qui pourrait jouer un role important dans les phibes liees au syndrome métabolique
comme les maladies cardiovasculaires et le diab®tgpe-2 (Ceriello and Motz, 2004). Ceci

suggere que le stress oxydant pourrait étre uneéwént précoce dans ces maladies plutét
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gu’une conséquence ou un élément isolé. Les patigrint un syndrome métabolique ont une
diminution des défenses antioxydantes (diminutias$a vitamine C, de d-tocophérol et de
I'activité de la SOD plasmatique) et une augmeatate la peroxydation lipidique (niveaux
élevés des « Thiobarbituric acid Reactive SpecidIBARS) sériques) et protéique
(augmentation des protéines carbonylées) (Armetal, 2008; Palmieret al, 2006).

Parmi les différentes composantes du syndromeholigae, 'obésité est associée a
un stress oxydant et notamment a une augmenta®ioahcentrations seriques de TBARS et
urinaires de 8-isoPGf (Furukawaet al, 2004). La résistance a l'insuline est étroitement
associée au stress oxydant. Comme nous I'avonSynd(ome métabolique §lll.1., p.25), la
résistance a l'insuline augmente le flux d’acidasglibre libérés par les adipocytes. Suite a
'augmentation des AGL circulants et des acétylQuoaduits paf-oxydation, sont formés du
NADH et de FADH, donneurs d’électron au niveau de la chaine ragpie mitochondriale.
Leur augmentation va conduire a la surproductidRe® (Q") au niveau mitochondrial (Les
montré que les ERO sont impliqués dans la progresie la résistance a I'insuline ainsi que
dans le dysfonctionnement des cellyigEvanset al, 2002) conduisant au diabete. Le stress
oxydant, mais d’'une maniére plus large, I'adipositéa résistance a l'insuline, composantes
clé du syndrome métabolique, sont impliqués dadgleloppement de I'hypertension (Yanai
et al, 2008).

Diabéte de type-1 et de type-2.

L’hyperglycémie chronique induit un stress oxyd@dandonaet al, 1996) favorisant
une augmentation de la production d’'ERO chez I¢iemqa diabétiques de type-1 et 2 et une
chute des défenses antioxydantes cellulaires (dimoim des concentrations plasmatiques
d'urate et de vitamine C) (Maxwekt al, 1997). Les diabétiques de type-2 ont une
augmentation de l'oxydation des lipides (Dawial, 1999) et des protéines qui pourrait étre
corrélé a leur contrdle glycémique (Daati al, 2005; Martin-Gallaret al, 2003). Plusieurs
études montrent que l'incubation de cellules enél@tes ou musculaires lisses avec des
concentrations croissantes de glucose induisenaugmentation du stress oxydant (Ceriello
et al, 1996; Duet al, 2000).

Au niveau mécanistique, I'hyperglycémie induit usegmentation de NADH et de
FADH; entrainant une surproduction des ERO mitochonxlrieis Les diabetes, §ll.1., p.33).
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Ce stress oxydant va alors activer les differemeies délétéres précédemment décrites
(Figure 12). De plus, 'augmentation du glucose intracellidara activer la voie des polyols
et contribuer a la diminution des défenses antiaryels. Le stress oxydant favorisant la
résistance a l'insuline et la diminution de la ééon d’insuline (Evangt al, 2002) et donc

in fine I'hyperglycémie, nous voyons ici que les notioriByderglycémie, de résistance a

I'insuline et de stress oxydant sont intimemergdié
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LES PLAQUETTES SANGUINES

I. Origine et structure :

Les plaquettes sont de petites cellules anuclééefortne discoide (2 a 3 um de
diamétre pour 1um d'épaisseur, 6 & 8*uairculant dans le sang et participant & 'hémessta
Leur réle est de stopper la perte de sang apresesimn vasculaire. Elles se forment dans la
moelle osseuse par fragmentation du cytoplasmentsgacaryocytes (Behnke and Forer,
1998). Elles sont dépourvues d’ADN mais contiennelgs ARNmM provenant des
mégacaryocytes (Newmast al, 1988) ainsi que la machinerie nécessaire a udcten
(Kieffer et al, 1987). La numération plaquettaire normale est5#000 a 400000 par pL de
sang. Leur durée de vie est de 7 a 12 jours. lazpipltes les plus jeunes sont les plus réactives
chez des patients souffrant de maladies cardiolaises! (Schneideet al, 2008; Thattaliyath
et al, 2005). La rate séquestre en continu mais de maanransitoire environ 1/3 des
plaquettes circulantes. Les plaquettes vieilligs pagocytées par les macrophages de la rate

et du foie.
[.1. Membranes :

La membrane plasmatique est majoritairement coé®ate phospholipides (65 a
70%) dont ceux chargés négativement, comme la A& phosphatidylinositol (Pl), sont
confinés au feuillet interne ou ils peuvent selir substrats a différentes phospholipases
(Chap et al, 1977). Parmi les phospholipides, on distingue ldsses majeures : les
phosphatidylcholines (PC) (55 %), les PE (21 %9 RS (7 %) et Pl (15 %) (Guichardant and
Lagarde, 1983). La position sn-1 est généralemecimée par un acide gras saturé comme
I'acide palmitique (16:0) ou I'acide stéariqgue (IBou monoinsaturé alors que la position sn-
2 est occupée par un acide gras polyinsaturé, ipalement 'AA (20:4n-6) ou l'acide
linoléique (18:2n-6). On trouve également dans moédre mesure des lipides neutres (20 a
25 %) (cholestérol et acides gras non estérifiedge glycolipides (2-5 %).

L’AA est l'acide gras polyinsaturé majeur avec Z0de I'ensemble des acides gras
plaquettaires (Marcugt al, 1969). Il est estérifié en position sn-2 des photipides,

principalement les PC et les PE, et représentedas substrats les plus importants dans la
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synthese de médiateurs biologiques. Il est a mpterd’acide arachidonigque non estérifié n'est
présent, dans la plaquette a I'état de repos, quéanfaible quantité (Burgoyne and Morgan,
1990).

Les plaquettes possedent un important réseau raeaile : 'un connecté avec le
milieu extracellulaire par de profondes invaginasiole systeme caniculaire ouvert, et I'autre
uniguement intracellulaire, le systéme tubulairensde Ce dernier est I'équivalent du
réticulum endoplasmique lisse dans les autres tgp#alaires. Il contient les réserves de

calcium ainsi que les enzymes impliquées dansrithége de prostaglandines.

[.2. Cytosquelette :

Un cytosquelette trés développé, composé de miont#s et de microfilaments
d’actine et de myosine, stabilise la bicouche lgpié, maintient la forme discoide des
plaquettes quiescentes et permet le changementme tles plaquettes durant I'activation.

[.3. Cytoplasme :

On trouve un grand nombre d’organites dispersés da cytoplasme incluant des
granules, des mitochondries, des particules deogBme, des lysosomes et des peroxysomes.
Les granules: ainsi que les granules denses sont des granulstodeage spécifiques des
plaguettes. Les granules contiennent des protéines comme le fibrinogénefatgeur
plaquettaire 4 (PF-4), Ia-thromboglobuline §-TG), le « Platelet Derived Growth Factor »
(PDGF), la fibronectine, la thrombospondine, PAdtle facteur von Willebrand (VWF). Les
membranes des granulescontiennent GPIIb/llla, la P-sélectine et le «t@kt Endothelial
Cell Adhesion Molecular-1 » (PECAM-1). Les granuldsnses sont riches en sérotonine,
adénosine diphosphate (ADP), ATP 2Cet M¢f".

II. Physiologie :

I1.1. Adhésion :

La rupture de l'intégrité de I'endothélium vasdrgaentraine I'exposition de différents

composants de la matrice vasculaire (differentedyge collagenes -I, 1lI, IV, V, VI, VIII,

Romain COLAS 55
Institut National des Sciences Appliquées
Mémoire de thése



BIBLIOGRAPHIE

XII, X1l et XIV- (Barnes and Farndale, 1999), dWF, de la fibronectine, de la laminine, de
la fibuline et de la thrombospondine) au flux sangdavorisant l'interaction entres les
plaquettes et la paroi vasculaire.

Dans des conditions de forces de cisaillement éke\V@résentes dans les petites
arteres, les artérioles et les arteres sténosees)VF circulant (10 pg/mL de plasma) est
essentiel a I'étape d’adhésion initiakiqure 13). Sa liaison au collagéne exposé entraine un
changement conformationnel qui lui permet, entréresy d’interagir avec le récepteur
plaquettaire GPlb (ou GPIb/V/IX) (signalisation « outside-in ») (Ryggi, 2000) (25000
copies/plaqguette). Cependant, cette interactioneats récepteur intégrine GPIIb/1llayp3)
(60000 a 80000 copies/plaquette + stock plaquettipplémentaire) (Kasirer-Friedé al,
2004) et diminue la vélocité des plaquettes peaneth GPVI de se lier au collagene. La
glycoprotéine GPVI joue un réle central dans I'aglbg des plaquettes au collagéne et leur
activation (signalisation « outside-in ») (Nieswared al, 2001). Il initie la cascade de
signalisation conduisant a la libération d’ADP et TkA,, messagers secondaires, et active
via des signalisations « inside-out » le récepteucapyotéique GPIIb/Illa opps). Cette
glycoprotéine lie, entre autres, le fibrinogéné&etWF, stabilisant 'adhésion des plaquettes a
I'endothélium. De méme, une signalisation « ingdé» augmente I'affinité de GPla-lla (ou
ayB1) pour le collagéne (2000 & 4000 copies/plaquéiteswandt and Watson, 2003).

Dans des conditions de forces de cisaillement falindes (présentes dans les veines et
les grosses arteres), 'adhésion plaquettaire dagéme se déroule principalement le
récepteur GPla-llangB;) (Saelmaret al, 1994). Dans une moindre mesure, la fibronectane,
laminine, la vitronectine et la thrombospondinetdbnent a I'adhésion plaquettaire stable en

se liant respectivement aux récepteurs GPIc-lldc'GR (agP1), avps et GPIV.
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Figure 13 : Adhésion et activation plaquettaire ®rd’'une lésion de I'endothélium en
conditions de forces de cisaillement élevées.

ADP, Adénosine diphosphate; GP, glycoprotéine; ;JxAhromboxane A VVF, facteur von
willebrand..

Le collagene exposé et le VWF immobilisé sur duagane peuvent donc étre
considérés comme des agonistes primaires du precd&sihésion permettant de former une
monocouche de plaquettes activées.

I1.2. Activation :

Apres I'étape initiale d’adhésion a la matriceragellulaire, le processus d’hémostase
nécessite le recrutement d’autres plaquettes moorelr un clou hémostatique. Les plaguettes
activées par l'adhésion, libérent ou produisent mbenbreux médiateurs autocrines et

paracrines, subissent un changement conformati@ttieerent leur calcium intracellulaire.
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Il.2.a. Récepteurs couplés aux protéines G et siglisation :

Les protéines G sont constituées d'un complexeetique composé d’'une sous-unité
a liant spécifiguement les nucléotides guanyliguedeedeux sous-unitdsety. L’'occupation
des récepteurs couplés aux protéines G stimuleniplacement du GDP liécapar du GTP
qui conduit a la dissociation de ses composant$&TIe est hydrolysé et le complexe ternaire
se reforme. Le thromboxane (Tx) o, A’ADP, la thrombine, I'épinephrine et la sérotoei
activent les plaquettaga ces récepteurs couplés a des protéines G polerfieat conduire a
I'activation de GPIIb/llla ¢lIbB3) (Hodivala-Dilkeet al, 1999).

Le TxA; est synthétisé par les plaquettes activées. Desmplhquettes, il existe 2
variants d’épissage du récepteur au TxAPa (majoritaire) et TB (Habib et al, 1999;
Hirataet al, 1991; Raychowdhurgt al, 1994). lls sont couplés aux protéineg&henkeret
al., 1991) et 13 (Offermannset al, 1994) activant respectivement la phospholipase C
(PLC) $ et « Rho guanine-nucleotide exchange factorshoGEF).

L’ADP, stocké dans les granules denses, est gelmét de I'activation. Il se lie aux
récepteurs P2yet P2Y;, couplés respectivement g & G (Murugappa and Kunapuli, 2006),
P2Y1, étant le récepteur majeur (Dorsam and Kunapul420 L'activation de P2Y
augmente le niveau de €aintracellulaire et celle de P2Y inhibe I'adénylate cyclase,
causant une diminution d’AMPc. En absence de éespteurs, la réponse a la thrombine et
au TxAp est réduite.

La thrombine est la protéase clé des processuasatgilation et un puissant activateur
plaquettaire. Elle est rapidement générée a pdetila prothrombine circulante a la surface
des plaquettes activees (Heemsketkal, 2002) et clive le fibrinogéne en fibrine. Les
plaquettes possedent 2 récepteurs a la thrombigrotease-activated receptor » 1 et 4
(PAR1 et PAR4) (Kahret al, 1999). PAR1 et PAR4 sont couplés aux protéines; {5
(Offermannset al, 1994), G et G. Les sous-unités de G, et G se lient aux RhoGEF,
probablement impliqués dans le changement de fal@seplaquettes. &t G conduisent a
l'augmentation du Cd intracellulaire et & la diminution d’AMPc.

D’autres ligands des récepteurs aux protéines tGétinidentifiés mais ce sont des
activateurs faibles des plaquettes qui potentialida réponse plaquettaire aux autres

agonistes. L’épinéphrine potentialise les effets detres stimuli en agissant sur le récepteur
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adrénergiquenya couplé a Gi (Yanget al, 2000) mais est incapable d’activer seule les
plaquettes. La sérotonine active le récepteur Sdxgd/ptamine 2A (5-HT2A) couplé a Gq.

[1.2.b. Changement de forme :

Le changement de forme est la réponse initialepthEpiettes aux agonistes tels que la
thrombine, 'ADP ou le TxA C’est un processus tres rapide, basé sur laags@ion du
cytosquelette (Hartwig, 1992; Wurzinger, 1990), athir lequel de nouveaux filaments
d’'actine sont formés conduisant a la formation diéseau sous-membranaire et a la
formation de filopodes. De plus, la stimulation d@®cessus de contraction, basés sur
I'actomyosine, résulte en la centralisation desigles denses et Enfin, la dépolymérisation
des microtubules permet le passage d'une formeoidisca une forme sphérique. Ce
changement de forme, induit par des concentratitagonistes inférieures a celles requises
pour la dégranulation et I'agrégation, est congid&ymme un pré requis pour une sécrétion

efficace du contenu des granules.
[I.2.c. La cascade de I'acide arachidonique :

L’AA est un acide gras polyinsaturé de la familesw-6 (Figure 14).

Derniére double liaison n-6

19 17 15 l 14 12 11 9 8 6 5 3 |
o /\/\/ \/ 1
20 18 16

13 10 7 4 2 OH

Acide arachidonique
20:4n-6

Position de la derniere double liaisorConformation et position des doubles liaisons

N\ /
f_A_\ /—)%
20 4 n-6 Cig\5:8.11,14

Nombre d’atomes de carbone o
Nombre de doubles liaisons

Figure 14 : Structure et nomenclature de I'acideachidonique.
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Libération de I'acide arachidonique des phosphalgs membranaires :

Les phospholipases C.

Les PLC B, y et &) sont des enzymes spécifiques des phosphoinasitide
(phosphatidylinositol  (PI), phosphatidylinositol qephate (PIP), phosphatidylinositol
bisphosphate (PHP gu’elles convertissent en inositol phosphatesgdectivement inositol
phosphate (IP), inositol bisphosphate,)IBt inositol trisphosphate P et en DAG. Sept
isoformes sont présentes dans les plaguettes et dandre décroissant suivant
v2>P2>Ps>P1>y1>01>P4 (Lee et al, 1996). Leur localisation peut étre cytosolique ou
membranaire (Cockcroft and Thomas, 1992). En répainsdivers agonistes, elles sont
activées soit par des protéines G (Bretsal, 1987) soit par des tyrosine kinases (Blakal,
1994). Elles convertissent alors le Pdn IR et en DAG (Berridge and Irvine, 1984). En se
liant a des récepteurs du systéme tubulaire delsejoue un rdle critique dans la
mobilisation du C# intracellulaire (Irvine, 1990) dont la concentoatipasse de 100nM &
1uM. DAG est, quant a lui, responsable de la taragion membranaire et de I'activation de
la PKC qui va contribuer a l'activationdlbf3 (Shattil and Brass, 1987) et a la libération
d’AA (Halenda and Rehm, 198Ma PKC+ est nécessaire pour l'activationatlbp3 et
'agrégation stimulée par le collagene. Elle déchenl'activation des voies ERK et p38
« Mitogen Activated Protein Kinase » (MAPK) (Yacoeitbal, 2006) Figure 15).

Les p38 MAPK.

Les p38 MAPK , B, y etd ou respectivement SAPK22g, 3 et 4) font partie de la
superfamille des sérine/thréonine protéines kingg&=arsonet al, 2001). La cascade
classique d’activation de cette famille commenceype petite protéine G (Ras ou Rho) qui
stimule MAPKKKK (ou MKKKK) qui va activer la MAPKK conduisant a I'activation de
la MAPKK. Cette derniére active la MAPK qui phospyle les Ser et Thr de nombreux
substrats. Les plaquettes sanguines contiennemMIAd3K suivantes : ERK1/2 (ou p42/p44
MAPK) (Papkoffet al, 1994), JNK1 (Bugauet al, 1999) et les p38 MAPK, B, y etd
(Borsch-Hauboldkt al, 1999). Ces derniéres sont activées par phosimny$ de la Thr180
et de la Tyrl82 en réponse a de nombreux stimukttkss endogénes et exogenes dont

I'hyperglycémie, le stress oxydant, le stress oggnet les cytokines proinflammatoires, les
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protéines « heat shock » et les UV (Tibbles and digett, 1999). Au cours de I'activation
plaquettaire, la thrombine (Kramet al, 1995), le collagéne (Saklatvadaal, 1996), 'ADP
(Dangelmaieret al, 2000), le VWF (Canobbiet al, 2004) et le TxA (Saklatvalaet al,
1996) peuvent activer les p38 MAPK. L'un de lewrbsrats majeurs est la phospholipagse A
IV A (Borsch-Haubolcet al, 1998) Figure 15).

La PLA IV A.

La PLA; IV A fait partie de la superfamille des phospha$ips A (PLA;) comprenant
les sSPLA sécrétées, les cPLAytosoliques, les iPLAIndépendantes du €ales « platelet
activating factor » (PAF) acétylhydrolases et leé Plysosomales (Burke and Dennis, 2009).
Ces enzymes catalysent I'hydrolyse spécifiqueadbaison ester en positicen2 des PL
pour former un acide gras libre et un lysophospiiddi. Les cPLA possédent une dyade
catalytique Ser/Asp et ont besoin de#O@oncentration submicromolaire) pour leur activité
Parmi les cPLA, la PLA; IV A (ou cPLA o) (85 kDa), présente dans les plaquettes sanguines
(Krameret al, 1986), clive préférentiellement les PL conteniadhf (Clark et al, 1991).
Pour étre active, elle doit étre transloquée a éanbrane et phosphorylée. Tout d’abord, la
présence de Ghet son interaction avec un domaine de liaisonliices (CaLB) permet sa
translocation du cytosol a la membrane (Evaial, 2001). Cependant, sa liaison avec des
messagers lipidiques secondaires comme le Pl(Adh)Re céramide 1-phosphate augmentent
son activité catalytique indépendamment dud*Q#osior et al, 1998) et son temps de
résidence a la membrane (Subramamigal, 2007). Ensuite, la phosphorylation de |a®Ser
par la p38 MAPK est le deuxieme facteur essenti@divation de la PLA IV A (Borsch-
Hauboldet al, 1998). Une fois transloquée et activée, ellerédBAA des PL membranaires
(Figure 15).
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Agoniste

Plaquette

+ CPLA,
Caz*

CPLA,

phosphorylée
Peroxydation
PIMAPK ST 15
p38 MAPK
TXA,

Figure 15: Meécanismes conduisant a la libérationedl'acide arachidonique des
phospholipides membranaires par la phospholipase @éytosolique lors de I'activation
plaquettaire.

PLC, phospholipase C; P}Pphosphatidylinositol (4,5) bis phosphate; DAG, digeylglycérol; IR,
inositol 1,4,5-trisphosphate; PKC, protéine kinaSg MAPK, « mitogen-activated protein kinase »;
cPLA;, phospholipase Acytosolique; C&, calcium; AA-PL, acide arachidonique estérifié dam
phospholipide; AA, acide arachidonique non est@riRGHS-1, prostaglandine H synthase;12-LOX,
12-lipoxygénase; TxAthromboxane A

Peroxydation enzymatique de I'acide arachidonique :

L’AA est métabolisé en différentes molécules biidmement actives par les voies des

prostaglandine H synthase (PGHS), 12-lipoxygénaépaxygénase.

La voie de la prostaglandine H synthase.

La PGHS (70kDa) est une enzyme ubiquiste bifonoitle possédant une activité
cyclooxygénase et une activité hydroperoxydasee &t spécifique des AG a 20 carbones
possédant 3 doubles liaisons en 8, 11 et 14 (saslé dihomoy-linolénique, I'AA et I'acide
eicosapentaénoique) et permet la production dérdiifes prostaglandines (PG) selon le type
cellulaire ou elle s’exprime (Smitkt al, 1991). Il existe deux isoformes de PGHS: PGHS-1,
constitutive et PGHS-2, inductible. Les plaguettésxpriment que PGHS-1 (Vanet al,
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1998). L'AA non estérifié est métabolisé par PGHS1&¢ maniére régio- et stéréo-isomeére
spécifique (Schneideat al, 2007), en PG&(activité cyclooxygénase) puis en PGHctivité
hydroperoxydase)Hgure 16). PGH est converti en TxApar la thromboxane synthase
(Needlemaret al, 1976). Au cours de la réaction, de I'acide he@tatfiénoique et du MDA
(Haurand and Ullrich, 1985) sont produits simultaeét. Contrairement au TxA ces
derniers peuvent également étre produits non ertayneanent. Le TxA diffuse ensuite a
travers la membrane plasmique pour agir de maai@crine ou paracrine sur les cellules a
proximité de son lieu de production. C’est un mélisd ayant une demi-vie d’environ 30
secondes, rapidement hydrolysé en Tkiactif (Hamberget al, 1975). Il provoque diverses
réactions physiopathologiques dont I'activationclangement de forme, I'agrégation et la
sécrétion plaquettaires promouvant la formatiomhdambus.

La PGH peut également étre prise en charge par diversssaglandine synthases

pour former les prostaglandines primaires RGED; et PGHh,.
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Figure 16 : Peroxydation enzymatique de l'acide ahadonique dans les plaquettes
sanguines par la PGHS-1.

Pour les PGE,, E, D, TXA et B, la suite de la structure est identique a cellelal®GH,. MDA,
dialdéhyde malonique; PGHS-1, prostaglandine H lsgs¢-1;PG, prostaglandine; T¥R, ,
thromboxane 4B, ; HHT, acide heptadécatriénoique.

La voie des lipoxygénases.

Les lipoxygénases (LOXs) sont des enzymes catalyi&ddition stéréospécifique
d’'une molécule d’oxygéne sur des AGPI de struclydecis,cis pentadiene pour former des
hydroperoxydes d’AG. Ces derniers sont ensuite it®dpar la glutathion peroxydase
cytosolique en AGOH. Il existe 3 isoformes de LOXsnmées selon le carbone de 'AA ou a
lieu 'addition (Spectoet al, 1988): les 5-, 12- et 15-LOX. Les plaquettes matiennent que
la 12-LOX (Hamberg and Samuelsson, 1974). Elle ediiv/AA non estérifié en acide
12(S)-hydroperoxy-eicosatétraénoique (12(S)-HpETE&Juit en acide 12(S)-hydroxy-
eicosatétraénoique (12(S)-HETE) par la glutathi@ropydase cytosolique. De faibles
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concentrations de 12-HpETE activent la PGHS-1 (@&#det al, 1997) et la 12-LOX (Croset
and Lagarde, 1985).

La voie des époxygénases du cytochrome P450.

Ces enzymes catalysent la formation d’époxydesnsartion d’un atome d’oxygéne
au niveau d'une double liaison de I'AA non estérifipour former des acides
époxyeicosatriénoiques ensuite hydrolysés par desxydes hydrolases en acides
dihydroxyeicosatriénoiques (Specétral, 2004). Mineurs au niveau des plaquettes (Lagarde,
1988), certains des produits formés régulent négamint le C& intracellulaire en réponse
au collagene (Zhangt al, 2008) et inhibent 'agrégation plaquettaire (Heizt al, 1991).

[1.2.d. Synthése de protéines :

Bien que les plaquettes n'aient pas de noyauADN, elles contiennent des ARNm
hérités des mégacaryocytes et peuvent synthétiserpdotéines. A titre d’exemple, les
plaguettes contiennent 'ARN pré-messager (pré-ARN facteur tissulaire (TF), facteur
essentiel dans la cascade de coagulation conddidarformation de thrombine et de fibrine.
Lors de I'activation, le pré-ARNm est épissé etnpetrla production de TF (Schwest al,
2006). Plus généralement, durant l'activation, mécanisme d’épissage de pré-ARNm,
signal dépendant, permet la synthdsenovode protéines dont ILfl PAI-1, COX-1 et le
« B-cell lymphoma » (Bcl-3) (Weyricét al, 2009).

[I.2.e. Sécrétion plaquettaire :

La dégranulation est un mécanisme important armaptifl’activation plaquettaire
(Reedet al, 2000). Elle se déroule en 2 temps. On observeodihla libération du contenu
des granules densescepuis la libération du contenu des lysosomes. hérdition d’ADP, de
sérotonine et de calcium des granules denses estvénement-clé dans les fonctions
plagquettaires et dans le recrutement de nouvelbgpupttes. La translocation des protéines
d’adhésion présentes dans les granulg®-selectine, GPIIb/llla) perpétue et amplifie le

processus d’adhésion.
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[1.2.f. Activité procoagulante des plaquettes :

L’activation plaquettaire et l'activation de la scade de coagulation sont des
processus complémentaires et imbriqués. La séor@liaquettaire fournit des facteurs de
coagulations additionnels (fibrinogene). Lors d’'@otivation forte, les plaquettes contribuent
a la formation de la thrombine par le complexe hmarhbinase. L’exposition de la
phosphatidylsérine sur le feuillet externe de lamibene plasmique des plaquettes est

essentielle a leur activité procoagulante (Heenkséeal, 2002).

[1.3. Agrégation :

L’'agrégation est I'étape qui conduit en quelquesutes a l'accumulation de
plaguettes formant le thrombus blanc. Cette accationl est basée sur de multiples
interactions plaquettes/plaquettes et est médiége dpa substrats d’adhésion liés aux
membranes des plaquettes.

Il existe trois mécanismes distincts pouvant émiti'agrégation plaquettaire en
fonction des conditions de forces de cisailleméntdes forces inférieures a 1000, de
fibrinogéne engagé a la surface des plaquettesrexte8 interagit avec le récepteur
GPIlib/llla des plaquettes circulantes permettaribtenation de ponts interplaquettaires. Les
agonistes solubles produits par la suite permettentchangement de forme et une
augmentation de l'activation de GPIlIb/llla stalals$ le thrombus. A des forces comprises
entre 1000 S et 10000 3, GPIlIb/llla et GPllb. interviennent en liant le fibrinogéne et le
VWF. Au-delad de 100007s seuls GPlb et le VWF (soluble et immobilisé) sont requis
(Jackson, 2007).

Quel que soit I'éléement déclencheur (ADP, throrebircollagene ou VWF),
'agrégation plaquettaire est régulée dans sa pfiasge par I'activation du récepteur
GPlIlIb/llla, protéine la plus abondante a la surfdee plaquettes. C’est w3 hétérodimere
de 1008 ¢) et 762 ) acides aminés. Chaque sous-unit¢é comprend un getnaine
cytoplasmique, un domaine transmembranaire et nge ldomaine extracellulaire permettant
la liaison, en présence de cations divalents*(Cslg®* et Mrf"), des ligands dont le
fibrinogene, le vVFW (liant les plaquettes ensembla) vitronectine et la fibronectine
(modulant I'agrégation). L'activation de GPIIb/llt@cessite un changement conformationnel

des deux sous-unités le composant, passant ainse dible affinité a une forte affinité pour
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ses ligandsHigure 17). De nombreux agonistes plaquettaires interagisseec sa partie
cytoplasmique. Parmi eux, la taline, une protéytesolique abondante (3% de la totalité des
protéines plaquettaires) composée de deux soussufidline-H et taline-R), est capable, une
fois exposeée, de lier les intégrines a I'actinecgtosquelette, initiant le réarrangement du
domaine extracellulaire. Trois voies permettentecattivation: d’'une part, 'augmentation du
c&* cytosolique active la calpaine qui clive la tajid&autre part, I'activation de Rahia la
PKC facilite I'association de « Rab1l Interactingafsthtor Molecule » (RIAM) a la taline et
permet sa liaison a GPIlIb/llla et enfin, les sidesliaison de la taline peuvent étre exposeés
suite a sa liaison a PIPMa et al, 2007). Une fois activé (signalisation « inside-s)
GPlIb/llla est a son tour capable de déclenchesignal (signalisation « outside-in »). Sa
liaison avec du fibrinogéne conduit a la phosplairgh de son domaine cytoplasmique,
déclenchant la formation de nombreux complexes aescprotéines du cytosquelette et de
signalisation, conduisant par exemple a I'activatite la PI-3 kinase et a celle de GPla-lla
(a2PB1), liant le collagene. Cette boucle de rétro-cdetpisitive contribue a la stabilisation du
thrombus.

Cependant, lactivation de GPIlIb/llla peut étrevamsible. Ainsi, ['activation
plaquettairevia P2Y;, provoque une activation transitoire de GPIIb/passant par les PI-3
kinased’ ety et Rab1b. GPIIb/llla peut également étre inaatigédnaniére secondaire par une
exposition prolongée & des concentrations élevée€dl. Les plaquettes n’adhérent plus,
retrouvent une forme sphérique et exposent leursalP®iveau du feuillet membranaire
externe. Dans un thrombus, seule une sous-populdélaquettes développe ce phénotype.
Dites pro-coagulantes, elles offrent un acces adtimux facteurs de coagulation
plasmatiques.

Par contre, la stimulation par des agonistes foalagene et thrombine) conduit a des

agrégats plaquettaires moins susceptibles de legjdées (Cosemanst al, 2008).

Romain COLAS 67
Institut National des Sciences Appliquées
Mémoire de thése



BIBLIOGRAPHIE

N/ L I O |

GPlIb/llla inactif GPllIb/llla activé GPllb/llla GPlIb/llla inactivé
activé lié au Lt
exposition de la PS GPla-lla activé

fibrinogéne -
. Exposition prolongée a de

fortes concentrations de i
Ca* '

. Taline v
Taline ———»

Calpaine  PIP, RIAM __.- PI-3 kinase
A —‘——"—____,
‘ Rab1*™ "
*
PKC

M Ca?tintracellulaire

Figure 17 : Schéma des différentes voies d’activatde GPIIb/llla plaquettaire.

Modifié a partir de Ma (Ma et al., 2007) et Cosermd@osemans et al., 2008).2C,aCaIcium; PKC,
Protéine kinase C; PI, Phosphatidylinositol; BJP phosphatidylinositol bisphoshate; PS,
phosphatidylsérine; RIAM, « Rabl Interacting AdaptaMolecule ».

[ll. Plaquettes et stress oxydant :

Les plaquettes ont la capacité de produire des.ER@tivation des plaquettes par des
agonistes s’accompagne d’'une explosion de la comsdion d’oxygéne (Bresslest al,
1979) et d'une augmentation transitoire du glutathbxydé (Burch and Burch, 1990). Les
plaguettes quiescentes ou activées généerent daessasuperoxyde (Marcwet al, 1977). De
plus, les plaquettes stimulées par le collagéradilt du HO, (Pignatelliet al, 1998) et des
radicaux HO (Pratico et al, 1999). Les sources d’ERO incluent la cyclooxygénda
lipoxygénase (Singket al, 1981) et la NADPH oxydase (Seabal, 2001) dont I'activation
stimule la libération d’anions superoxyde. Ces m@snaugmentent alors le recrutement de
plaquettes sur le site de formation du thrombustet al, 2002).

Les ERO modulent les fonctions plaquettaires. Bt@& montré que des plaquettes
exposées aux ERO générés par le systeme xanthitleh&oxydase agregent et liberent leur

contenu en serotonine et qu’'une exposition chreangpnsibilise la réponse plaquettaire a la
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thrombine (Handinet al, 1977). En cohérence avec ces observations, la 8@be
I'adhésion et I'agrégation de plagquettes stimufggada thrombine (Salvemiei al, 1989).

Des concentrations micromolaires @® stimulent l'agrégation plaquettaire en
augmentant la formation de cGMP via la guanylatelase, alors que des concentrations
millimolaires d’H,O, l'inhibent (Ambrosioet al, 1994; Rodveiret al, 1976). D’ailleurs,
'agrégation plaquettaire induite par le collagéest associée a une production
plaquettaire qui pourrait agir comme un messageorgkire en libérant de l'acide
arachidonique via les PLAet PLC et en augmentant la formation de thrombexasn
(Pignatelli et al, 1998). HO, facilite la phosphorylation du récepteur GPIlbjlla
indispensable a I'adhésion et I'agrégation plagrett(lraniet al, 1998). Des concentrations
nanomolaires de 12-HpETE potentialisent I'agrégataes plaquettes stimulées par le
collagene et activent la cascade enzymatique dé& (#88 MAPK, cPLA, PGHS)(Calzada
et al, 2001; Couloret al, 2003).

Le stress oxydant apparait donc comme intimeniedtla physiologie plaquettaire.

IV. Plaquettes et maladies métaboliques :

De nombreuses études montrent que les plaquedtesabétiques (type-1 et 2) sont
hyperagrégables (Bensousstnal, 1975; Manduteanet al, 1992) méme en l'absence de
complications cardiovasculaires (Véricet al, 2004). L’hyperactivation plaquettaire est
associée a une augmentation du Txdans les plaquettes non stimulées de patients
diabétiques (type-1 et 2) (Véricet al, 2004; Zibohet al, 1979). De plus, les plaquettes de
diabétiqgues expriment a leur surface plus de GPRIGRIIb/llla (Tschoepeet al, 1990),
indiquant l'augmentation de la liaison des protein#adhésion (dont le VWF et le
fibrinogene) a ces récepteurs. L’hyperglycémie aempa la production d’'ERO dans les
plaquettes humaines, en particulier la producticanidn superoxyde, potentialisant
I'agrégation des plaquettes stimulées par le cetiaget la libération de PDGF (Yamagishi
al., 2001). L’hyperglycémie induit la glycation nonzgmatique des protéines de surface,
diminuant la fluidité de la membrane et augmenkantivation plaquettaire (Winocouet al,
1992). L’induction de I'hyperglycémie et de I'hypesulinémie chez des sujets non
diabétiques augmente la sensibilité des plaquetEdyulaet al, 2006). De facon cohérente,
I'amélioration du contréle glycémique de diabétigiuge type-2 diminue cette sensibilité
(Yngenet al, 2006).
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Quelques études récentes indiquent que les ptagué¢ sujets ayant un syndrome
métaboliqgue sont hyperactives (Vaduganateaml, 2008; Vaidyaet al, 2009) et ont un
volume plaquettaire augmenté (Taetl al, 2007). Parmi les facteurs associés au syndrome
métabolique, I'hypertension artérielle diastolicast associée a une plus grande sensibilité des
plaquettes a 'ADP (Nityananeét al, 1993). L'obésité abdominale est associée a une
hyperactivation plaquettaire objectivée par l'augtagon de I'excrétion urinaire du 11-
dehydro-TxB (Davi et al, 2002) et la moindre sensibilité aux anti-agrégaiaquettaires
(Anfossiet al, 2009). La résistance a I'insuline des personuosseptibles de faire un diabéte
et la déficience en insuline alterent les fonctiptexquettaires. En effet, l'insuline diminue
I'agrégation des plaquettes induite par divers &jes (collagéne, ADP, épinéphrine et PAF)
(Westerbackaet al, 2002). Ainsi, une résistance a linsuline ou $abce d’insuline

contribuent a augmenter la réactivité plaguettaire.
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LES LIPOPROTEINES

I. Métabolisme général des lipoprotéines :

Les graisses alimentaires et les lipides endogsyethétisés par le foie doivent étre
transportés entres les tissus et les organes pétreymétabolisés. Ce transport plasmatique
est assuré par les lipoprotéines. Ce sont des matgoules de taille et de composition
variables mais dont la structure générale est igieat Elles sont constituées d'un coeur
lipidique hydrophobe (TG et EC) entouré d'une manmhe de lipides polaires (PL et
cholestérol libre). Des protéines structurales $ipées appelées apolipoprotéines sont
insérées dans la monocouche et assurent d'unéapashésion du complexe lipoprotéique et
sa solubilisation et d'autre part son devenir meighe (co-facteurs et/ou activateurs
d’enzymes, ligand des protéoglycanes endothélidggands de récepteurs). Les lipoprotéines
sont généralement classées selon leurs densités téglles ou leurs compositions protéiques
(Tableau 4.

Lipoprotéines Chylomicrons VLDL IDL LDL HDL
Densité (g/mL) <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,2
Taille (nm) 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12
Protéines (%) 2 8 14 22 45
Lipides (%) 98 92 86 78 55
Principaux lipides TG TG TG Cholestérol PL
b o PR PIOC maooe om0 LY
Temps de demi-vie 6 minutes 6 heures - 4 jours 6 jours

Tableau 4 : Caractéristiques physiques et biochioeg des lipoprotéines du plasma
humain.

Adapté d'aprées le « Traité de nutrition artificiellde I'adulte » (Cano et al., 2007). HDL, « High
Density Lipoproteins; IDL, «Intermediary Density ipbproteins »; LDL, «Low Density

Lipoproteins »; PL, phospholipides; TG, triacylgiyols; VLDL, « Very Low Density Lipoproteins ».

Les lipides, émulsifiés grace aux sels biliaisemt hydrolysés dans le duodénum en
monoglyceérides, acides gras, cholestérol et lysgpihalipides par les enzymes pancréatiques
(lipases, phospholipases et cholestérol estérpses)étre absorbés par les entérocytes. Dans

ces derniers, les lipides sont synthétisés de mauymar la voie de Kennedy pour les
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phospholipides et par la voie de Clark et Hubsgimur les TG. Les chylomicrons sont
synthétisés par les entérocytes avec une parsigittge en TG, peu d’EC et une monocouche
de PL et de cholestérol libre. Enchéassées dans amttnocouche, on trouve les
apolipoprotéines B-48 et C-lll. Ces chylomicronsitsdrainésvia le systeme lymphatique
jusqu’au sang veineux ou ils s’enrichissent en ippplotéines C-Il et E. La lipoprotéine
lipase (LPL), reconnaissant I'apoC-Il, hydrolysestrapidement leurs TG. Les particules de
chylomicrons sont alors déstabilisées et liberesd HDL naissantes composés de PL, de
cholestérol, d’apoC et d’apoA. Les chylomicronsidésls, enrichis en apoB-48 et E, se
reforment autours des molécules d’EC et de TGmtdégradés par le foie qui les capte grace
a des récepteurs reconnaissant I'apoE.

La synthése des VLDL est réalisée de facon coatpar le foie. Ce sont des particules
riches en TG contenant les apoB-100, C-I, C-11JIG4 E. Leur dégradation plasmatique est
identique a celle des chylomicrons. La diminutianabntenu en TG conduit a la libération
des apoC. Les VLDL résiduelles, appelés « Interargdidensity lipoproteins » (IDL),
peuvent alors suivre deux voies métaboliques. Urandg partie est internalisée puis
dégradée par les hépatocytes grace aux réceptédrseeBonnaissant I'apoE et I'apoB-100.
Une gquantité plus faible est dégradée dans lalation par la lipase hépatique pour former
des LDL. Le plasma de personnes normolipidémiquaseaconcentration en LDL d’environ
1 mg protéine/mL. Ces derniéres transportent envd® % de I'ensemble du cholestérol
circulant dans le sérum (Myant, 1990). Par la suée LDL sont captées par les mémes
récepteurs que les IDL au niveau hépatique maisi ausniveau des cellules périphériques
(Brown and Goldstein, 1979), ou elles délivrent lelwolestérol Figure 18).

Les HDL naissantes ont une structure discoidaleposge d’'une couche unique
repliée sur elle-méme de PL, de cholestérol etdlijppprotéines. Leur origine est mixte.
Elles peuvent étre soit tissulaires, sécrétéesepfaie, et essentiellement composées d’apoE,
soit plasmatiques, formées lors de la déstabitinaties chylomicrons et des VLDL, et sont
principalement composées d’'apoA-l et C. Les HDIcdidales s’enrichissent en cholestérol
provenant des cellules périphériques. Ce derntezst@rifié grace a la « Lecithin Cholesterol
Acyl Transferase » (LCAT), le faisant passer daevaoppe au cceur des HDL qui deviennent
ainsi des HDL3. En s’enrichissant en cholestéred, HDL3 deviennent des HDL2, plus
grandes et moins denses. Ces dernieres sont dégrau les hépatocytes grace aux

récepteurs reconnaissant I'apoA-I. Le cholestéesidporté au foie est éliminé dans la bile.
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Deux protéines de transfert permettent des écharaggses les différentes
lipoprotéines. La « Cholesterol Ester Transfer &rop (CETP), associée aux HDL, catalyse
le transfert du cholestérol estérifié des HDL2 vhrs lipoprotéines riches en apoB100
(VLDL, IDL et LDL) et celui inverse des TG. La sBspholipid Transfer Protein » (PLTP)
assure le transfert des PL, du cholestérol, @¢oltophérol et des lipopolysaccharides entres

les lipoprotéines.
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Figure 18 : Métabolisme des lipoprotéines.

CETP, «Cholesterol Ester Transfer Protein »; HDk High Density Lipoproteins; DL,

« Intermediary Density Lipoproteins »; LCAT, «LbaitCholesterol Acyl-Transferase » LDL, « Low
Density Lipoproteins »; LPL, lipoprotéine lipase;. DL, « Very Low Density Lipoproteins »
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II. Les LDL :

[I.1. Composition :

Les LDL ont un diamétre compris entre 19 et 25 einteur masse moléculaire varie
de 1,8 a 2,8 MDa. Leur densité se situe entre 14119,063. Leur cceur est composé
d’environ 1600 molécules d’esters de cholestérdl7€& molécules de triacylglycérols. Il est
enveloppé dans une monocouche comprenant 700 nedécde phospholipides
(principalement des phosphatidylcholines et une itegpet quantité de
phosphatidyléthanolamines, sphingomyélines et lygsphatidylcholines) ainsi que 600
molécules de cholestérdtigure 19). Les tétes polaires des PL sont localisées arface de
la particule et contribuent a la solubilité des LB milieu aqueux (Esterbauetral, 1992).
Environ la moitié de leurs acides gras sont pobftim®s, principalement I'acide linoléique
(18:2n-6) et en plus petites quantités, les acidexchidonique et docosahexaénoique
(Esterbaueret al, 1992) Tableau 5. Ceux-ci sont protégés contre l'attaque des eatic
libres et de I'oxydation par différents antioxydan®n trouve majoritairementitocophérol
(6 molécules par LDL) mais aussi, en plus petiteantjtés, ley-tocophérol, leB-caroténe,
I'a-caroténe, le lycopéne, la cryptoxanthine, la carithine, la lutéine, la zéaxanthine, le
phytofluéne et l'ubiquinol-10 (Esterbauet al, 1992). La présence dans les LDL de
plasmalogenes a PE (1-O-alkényl-2-aspglycéro-3-phosphoéthanolamines) (Vance, 1990),
aux propriétés antioxydantes (Zoeller al, 1988), pourrait également contribuer a leur
résistance a I'oxydation. Les concentrations edezcigras polyinsaturés et en antioxydants

sont treés variables d’un individu a l'autre (Estarbret al, 1992).
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Catégorie Formule Nom commun ou I[UPAC
16 :0 acide palmitique
_ ) 18 :0 acide stéarique
Acides Gras Saturés _ o
20:0 acide arachidique
(AGS) . s
220 acide béhénique
24 :0 acide lignocérique
16:1n-7 acide 9-cis-hexadecénoique
16:1n-9 acide palmitoléique
_ ) 18:1n-7 acide 11-cis-octadecénoique
Acides Gras Mono-Insaturés _ .
18:1n-9 acide oléique
(AGMI) o
20:1n-9 acide eicosénoique
22:1n-9 acide érucique
24:1n-9 acide nervonigque
18:2n-6 acide linoléique
18:3n-3 acides-linolénique
18:3n-6 acide-linolénique
Acides Gras Poly-Insaturés 20:3n-6 acide di-home-linolénique
(AGPI) 20:4n-6 acide arachidonique
20:5n-3 acide eicosapentaénoique
22:5n-3 acide docosapentaénoique
22:6n-3 acide docosahexaénoique

Tableau 5 : Classification et nomenclature des agsdgras des LDL

Enchassée dans la monocouche amphiphile, l'ap@B-H3t la principale
apolipoprotéine des LDL. Elle est synthétisée dantticulum endoplasmique rugueux de
I'hépatocyte puis associée aux lipides endogenésega la « Microsomal Triglyceride
Transfer Protein » (MTTP) avant d’étre excrétéecdes VLDL. Il s’agit d’'une protéine non
échangeable, trés peu soluble dans la phase aguemsain seul exemplaire est présent par
lipoprotéine. L’apoB-100 compte parmi lI'une destpnees monomériques les plus grandes
avec 4536 acides aminés. Sa glycosylation (manngakactose, glucosamine et acide
sialique) représente entre 8 % et 10 % de sa mastgeulaire d’environ 550 kDa (Esterbauer
et al, 1992). L’apoB-100 est la seule lipoprotéine déd.layant une densité comprise entre

1,0271 et 1,0393. Cependant, pour des densitéseinfés et supérieures, on trouve de I'apoE
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(ratio apoE/apoB-100 allant de 1:60 a 1:8) et dpd[a] (ratio apo[a]/apoB-100 allant de 1:29
a 1:17), protéine majeure de la lipoprotéine[a]. IlapoC-IIl est présente a I'état de traces
pour des densités supérieures a 1,0358 (Chapinaln 1988). Une analyse protéomique des
LDL révele la présence des apolipoprotéines B1060, C-lII (3 isoformes), E (4 isoformes),
A-l, A-IV, J et M (3 isoformes) ainsi que d'amyl@dsériqgue A-IV (2 isoformes), de
calgranuline A et de lysozyme C (Karlssat al, 2005). Certaines apolipoprotéines
échangeables sont plus spécifiguement présentssleasdLDL comme les apoE, C-I, C-llI
et A-1 (Davidssoret al, 2005).

Les PAF acétylhydrolases (PLA/1l et VIII) font partie de la superfamille des RL
(cf. 81.2.cy La PLA; IV A). Elles hydrolysent la liaison ester en2 du PAF, médiateur de
I'inflammation, afin de l'inactiver (Prescoét al, 2000). Les PAF-AH plasmatiques (PLA
VII) circulent pour les 2/3 avec les particulesld2l. (une enzyme pour mille particules) et
pour 1/3 avec une sous-fraction de HDL contenapdE (Stafforiniet al, 1987). Elles sont
principalement secrétées par les macrophages qEistd, 1989). Malgré leurs affinités pour
les résidus acétyle ou les chaines courtes, efletept cette restriction lorsque l'acide gras
(AG) estérifié ersn2 est oxydé. Ainsi, les PAF-AH plasmatiques s@apables d’hydrolyser
les hydroperoxydes (Kriskat al, 2007) et les Fisoprostanes (Stafforinet al, 2006)
estérifiées dans des PL et permettent ainsi ladilud de dérivés d’acides gras réactifs dans
la phase aqueuse, évitant qu’ils ne modifient IB& let n’influent sur leur fonction et leur
turnover. La destruction de ces PL oxydés perméviwr leur reconnaissance par les
récepteurs au PAF (Maratkeal, 1999) et par le CD36 (Podretal, 2002).

[1.2. Glycation et stress oxydant dans les LDL :

[I.2.a. Glycation :

L’hyperglycémie conduit a une glycation des lipdpioes (VLDL et LDL) et en
particulier de 'apoB100. Le pourcentage d’apoBaquige est augmenté (8 ¥6 4 %) et
corrélé au pourcentage d’'HbAlc chez les diabétiqiesneset al, 1992). Cependant, la
glycation des LDL est déja présente chez des snmisdiabétiques (3,6 %) (Younit al,
2009) et des patients hyperlipidémiques non dighés (Akanjiet al, 2002). Les résidus
lysine de I'apoB100 sont la cible majeure et uneafion de 2 a 5 % diminue le catabolisme

des LDL de 5 a 25 % (Steinbrecher and Witztum, 19B&cemment, il a été montré que,
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chez des individus non diabétiques, 85 % de I'ap@EBmatique glyquée se trouve dans les
LDL, 68 % de cette derniére se trouvant dans [&e®kdjui sont plus sensibles a la glycation
que les LDL moins denses (Youras al, 2009). Les AGE liés a I'apoB sont augmentés et
favorisent la susceptibilité des LDL a I'oxydati@Bucalaet al, 1993). La partie protéique
n'est pas la seule a subir la glycation. Ainsi,Pespossédant un groupement amine (dont PE
et PS) sont également une cible. La glycation etytlation des LDL sont étroitement
associés (glycoxydation) et probablement des phénesmconcomitants. Méme en absence
d’oxygene ou d’ERO, des RL peuvent étre générédagatycation elle-méme a partir du
glucose et des produits d’Amadori-PE (Oetk al, 2000), favorisant ainsi une oxydation
avancée (Sobait al, 2000).

[1.2.b. Stress oxydant :

L’oxydation des LDL est un processus complexe I(ef.stress oxydant, 8l et §llI)
durant lequel les protéines ainsi que les lipidasissent des modifications oxydatives et
forment de nombreux produits plus ou moins stalffegure 20). La décomposition des
peroxydes lipidiques génere des aldéhydes et demesx2qui se lient de fagon covalente aux
résidus lysine et histidine de l'apoB (Uchidd al, 1994). Les radicaux hydroxyle,
hydroperoxyle et superoxyde induisent la fragmématde I'apoB; le radical hydroxyle
génere aussi des pontages intra- et inter- moléesl&ntre apoB (Bedwebt al, 1989;
Hashimoteet al, 2002).

Le processus d’oxydation est interrompu par désxadants.
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Figure 20 : Evénements majeurs ayant lieu duranbXydation des LDL

D’aprés Esterbauer (Esterbauer et al., 1992).rhdical d’acide gras; LH, acide gras possédans de
hydrogénes bisallyliques; LQOradical alkoxyle; LOQ radical peroxyle; LOOH, hydroperoxyde
d’acide gras; X radical pouvant soustraire un hydrogéne a un LH.

I1.3. Modification des LDL dans le syndrome métabdbue et le diabéte :

[I.3.a. Syndrome métabolique :

La résistance a l'insuline a des effets sur ldetalkes lipoprotéines ainsi que sur la
concentration des difféerentes sous-classes des labec une augmentation des sdLDL
(Garveyet al, 2003) Tableau §. Lorsque la triglycéridémie est supérieure a 2 ,nuv
observe une augmentation des concentrations dels(iéDGraatfet al, 1993; Manzatet al,
1993). Or, ces concentrations des sous-classesDle semblent prédictives du risque
cardiovasculaire (Blakest al, 2002). Le potentiel athérogene des sdLDL semigleal
différentes propriétés physicochimiques et métajpels de ces particules dont une affinité
diminuée pour leur récepteur (Campatsal, 1996; Galeanet al, 1994), augmentant leur
temps de résidence plasmatique, et une plus gsusiptibilité a subir des modifications

oxydatives (de Graadt al, 1991; Tribbleet al, 1992). Le syndrome métabolique est associé
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a une augmentation des concentrations sériquesDileokydées (Holvoett al, 2004) et
I'accentue chez les sujets obéses avec syndronaboliéue (Van Guildeet al, 2006).

[1.3.b. Diabete de type-1 et de type-2 :

Les anomalies lipidiques rencontrées lors du déaluke type-1 semblent liées au
contrdle glycémique. Cependant, les sdLDL sont amgges chez les diabétiques de type-1,
indépendamment du contréle glycémique (@tugl, 2009).

Le diabéte de type-2 est associé a un ensembierdialités des lipides plasmatiques
et des lipoprotéines incluant notamment une augmient des concentrations de sdLDL
(Haffner, 2003) Tableau §. Lors du syndrome métabolique et du diabete ge-B; les
sdLDL sont enrichies en apo-Clll, dont le contestiarrélé a l'affinité pour le versican, un
protéoglycane artériel (Davidssen al, 2005). Les diabétiques de type-2 montrent uns plu
grande susceptibilité a I'oxydation de leur LDL [Rd et al, 1994), corrélée a leur degré de
glycosylation (Bowieet al, 1993).

Insulino-sensibles  Insulino-résistants Diabétiques de
LDL (nmol/L)
(n =56) (n = 46) type-2 (n = 46)
Totales 1201,5 + 367,0 1435,0 + 399,3* 1593,4 + 504,4*
Larges 589,3 + 324,5 533,6 + 357,3 385,4 +417,8*
Intermédiaires 237,5 + 315,6 213,3 £ 270,7 385,2 + 424,5*
Petites (sdLDL) 365,6 + 397,5 668,4 £ 599,1* 805,0 £ 711,7*

Tableau 6 : Concentrations des sous-classes de ldbez des patients insulino-sensibles,
insulino-résistants et diabétiques de type-2 détexes par résonance magneétique
nucléaire.
D’aprés Garvey (Garvey et al., 2003). Moyenne + S[P < 0,05 par rapport aux patients insulino-
sensibles.

[1.4. LDL et plaquettes :

Une plaguette humaine non stimulée contient envir500 sites de liaison aux LDL
(Koller et al, 1982). Les lipoprotéines influent sur les fonesioplaquettaires (Surya and
Akkerman, 1993) et les voies de signalisation &etsv ont été en partie caractérisées.
L’incubation des plaguettes sanguines avec des libduit une hypersensibilité des
plaguettes a ses agonistes, augmentant leur adhésisécrétion de leurs granules ainsi que
leur agrégation.
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II.4.a. LDL natives et plaquettes :

Les plaquettes contiennent un récepteur aux LDlel@gpppoE-R2’ (Lutterset al,
2003) différent du récepteur classique des celleldsahépatiques (Pedrerbal, 1992). La
reconnaissance se fait a grace au site-B de I'ajgsBLDL (Relouet al, 2002). Il n’est pas
encore connu si les LDL natives s’y lient simpleineinrestent a la surface des plaguettes ou
si elles sont internalisées par endocytose. Les klérent les fonctions plaquettaires en
induisant la resynthése ou le remodelage des P& miembrane cellulaire par insertion de PL
circulants dans les LDL, changeant ainsi leur casitfgm membranaire en PL (Engelmasin
al., 1996). Elles activent ApoE-R2’, déclenchant uascade de signalisations au moins 4
voies (Akkerman, 2008){gure 21) :

Cascade de I'acide arachidonique.

La p38 MAPK, en amont de la cPLAest rapidement activée par phosphorylation.
Cependant, la production de TxAst lente et insuffisante pour déclencher I'agiégeet la
sécrétion indépendamment d'autres facteurs actixatdar contre, elle est suffisamment
forte pour augmenter les réponses des plaquetieaganistes (ADP, collagéne, thrombine)
(Korporaalet al, 2004).

PECAM-1.

Les LDL activent la protéine de 130 kDa PECAM-1CpR31) (10000
copies/plaquette). Il s’agit d'un récepteur régularégativement la signalisation. Son
activation inhibe la voie p38 MAPK en recrutantplaosphatase PP2A déphosphorylant soit
directement la p38 MAPK soit une kinase en amaKK3 (Relouet al, 2003).

FAK.

Une troisiéme voie est l'activation de la kinasadtiésion focale (FAK, « Focal

Adhesion Kinase »Hackenget al, 1999). Il s’agit d’une tyrosine kinase ne posségeas de

récepteurs et servant de protéine d’ancrage pourGeowth factor receptor-bound protein-
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2 » (Grb2) (protéine adaptatrice) et une sous-utetéa PI-3 kinase dans différentes voies de
signalisation (Hanks and Polte, 1997; Hitchcetkl, 2008).

Rab1lb.

Une quatriéme voie de signalisation conduit atikation de la petite GTPase Raplb
(Hackenget al, 2000) dont un des r6les est d’activer GPIIb/(Béork and Dillon, 2005).

L[.)L ADP, collagene, thrombine
natives

l l

PECAM-1 ApoE-R2’
T - >
5 \\ Rab1b :
i FAK i
PP2A ———— p38 MAPK 5
CPLA, |
| ;
M synergie o
XA, - 1 Activation
v
Agrégation

Figure 21 : Différentes voies d’activation des pjaettes par les LDL natives.

Adapté d’aprés Akkerman (Akkerman, 2008). ADP, asi@ée diphosphate; cPLAphospholipase A
cytosolique; FAK, « focal adhesion kinase »; LDUpw density lipoproteins »; p38 MAPK, « p38
mitogen-activated protein kinase »; PECAM-1, «R&ttd&endothelial Cell Adhesion Molecule-1 »;
PP2A, phosphatase PP2A; TxAhromboxane A

L’activation plaquettairevia la p38 MAPK prend fin aprés 10 minutes avec
I'activation de PECAM-1. Ainsi, I'état de quiescendes plaquettes circulantes est maintenu

par un équilibre entre la voie d’activation (p38 M) et celle d’inhibition (PECAM-1).
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[1.4.b. LDL oxydées et plaquettes :

Les LDL oxydées ne sont pas seulement présentesldaima de la paroi artérielle
mais peuvent aussi se retrouver dans la circulagmuine comme le montre la présence
dans le plasma d’anticorps dirigés contre des pe#spécifiques des LDL oxydées (Bellomo
et al, 1995). Les plaquettes peuvent donc étre en doatac ces LDL oxydées qui induisent
un changement rapide de forme et I'agrégation dagupttes (Maschberget al, 2000).
Différents récepteurs peuvent intervenir dans t@meaissance des LDL oxydédsgure
22).

CD36 et SR-A.

Le récepteur CD36 (ou GPIV) (12000/plaquette) ashe glycoprotéine
transmembranaire de 88 kDa exprimée dans de nombiypes cellulaires dont les
macrophages, les plaquettes et les cellules egldads (Aschet al, 1987; Febbraiet al,
2001). De la famille des récepteurs eéboueurs BESRscavenger receptor type B »), il joue
un réle important dans plusieurs processus phygimples et pathologiques tels que le
métabolisme lipidique (transport d’AG), les répmsmmunitaires innées, I'angiogenese,
I'athérogenése, le diabete (Febbraioal, 2001) et I'activation plaquettaire (Aikest al,
1990). Le récepteur SR-A, exprimé dans les plagsekts monocytes et les macrophages, est
un trimére de 77 kDa liant les LDL oxydées et dééty (Suzukiet al, 1997). Le CD36
plaquettaire est associé a des tyrosine kinasea damille Scr (Huanget al, 1991). Il
reconnait de nombreux ligands dont la thrombospmanadi (Aschet al, 1992), le collagene
(Tandonet al, 1989), les acides gras a longue chaine, les|digcgrides microbiens et les
LDL oxydées (Febbraiet al, 2001; Hoebet al, 2005; Silverstein and Febbraio, 2000; Volf
et al, 1999). Dans les macrophages, les LDL glyquéeségalement reconnues par CD36 et
SR-A (Brownet al, 2007). L’activation combinée de CD36 et SR-A agihd l'activation de
la p38 MAPK plaquettaire par les LDL oxydées (Kogml et al, 2007). Les ligands de
CD36 transportés par les LDL oxydées ne sont gatetoent caractérisés mais sont d’origine
lipidique. En effet, des LDL oxydées délipidéessnat pas reconnues par CD36 alors que des
liposomes de phospholipides anioniques se lier€@86 (Nicholsoret al, 1995; Rigottiet
al., 1995; Ryeonet al, 1996). Il a été montré récemment que des glyt@sghocholines

oxydées (Podrezt al, 2002) se lient au CD36 et induisent l'activatiptaquettaire
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(activation de l'intégrinaullbp3 et augmentation de I'expression de la P-séleetimsurface)
(Podrezet al, 2007). Des études récentes montrent que I'hypeéimiein vivo et les LDL
oxydéesin vitro activent JINK2via MKK4 dans les plaquettes murines en se liant aB&D
(Chenet al, 2008).

LOX-1.

LOX-1 (« lectin-like oxidized LDL receptor-1 ») tegn récepteur de la famille SR-E
d’environ 50 kDa, exprimé dans les cellules end@les, les macrophages, les cellules
musculaires lisses et les plaquettes (Ckeral, 2001; Sawamurat al, 1997). LOX-1
contribue a l'activation des GPIIb/llla et GPla/l(entégrinesallbp3 et allfl), dans des
plaquettes stimulées par 'ADP (Marwati al, 2007). LOX-1 est exprimé a la surface des
plaquettes activées suite a sa translocation @&tabrane lors de la fusion des membranes des
granulesu avec la membrane plasmique (Cle¢ral, 2001). Il joue un réle dans les plaquettes
activées mais pas dans les plaquettes quiescdnie®ntre autres les LDL oxydées (Chetn
al., 2001).

LPA-R.

LPA-R est un récepteur couplé a une protéine GéciBgue de lacide
lysophosphatidique (LPA) (Liet al, 2010). Des LDL modérément oxydées contiennent du
LPA et induisentyia ce récepteur, le changement de forme des plagukttphosphorylation
de Syk, la translocation de Scr, Fyn et Syk au stpelette et I'augmentation du Ca
intracellulaire (Maschberget al, 2000).

SR-BI.

Le récepteur éboueur SR-BI (CLA-I) fait partieldeclasse B de la grande famille des
CD36. Ce récepteur lie les HDL et est impliqué densaptation sélective des EC par les
hépatocytes. Il stimule aussi le flux de choledtéboe entre les cellules et les lipoprotéines
(Ma et al, 2010). Il lie aussi les VLDL, les LDL (natives;é&tylées ou oxydées) et les HDL
(natives et oxydeées) (Calat al, 1997; Valiyaveettilet al, 2008). Des études récentes ont

montré que SR-BI, exprimé dans les plaquettes (himetcal, 2003), joue un rdle important
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dans la thrombose dans des conditions hyperlipigiéesi (Maet al, 2010). Il est également
impliqué dans l'activité anti-thrombotique des HDkydées (Valiyaveettiet al, 2008).

CD68.

Marqueur lysosomial, le récepteur éboueur de eld3s(CD68) est exprimé a la
surface des plaquettes activées (Neteal, 2004). Dans les macrophages, CD68 lie les LDL
oxydées (Lougheedt al, 1997) mais il n’est pas connu si cette liaisomejan réle dans

I'activation des plaquettes.

LDL
oxydées

ADP, collagene, thrombine

l

SR-BI R- CD36 LPA-R LOX-1 CD68
- o -
! | : R !
v : '
p38 MAPK | 5 -
CPLA, N
! oo
! . LOX-1
M synergie o D
TXA, - i Activation ——
v
Agregation Granule

Figure 22 : Activation plaquettaire par les LDL oxi¢es

ADP, adénosine diphosphate; CD, « Cluster of Défeiation »; cPLA phospholipase A
cytosolique; LDL, « Low density Lipoproteins »; LRA récepteur au lysophosphatidate; SR,
récepteur éboueur; LOX-1, « lectin-like oxidized LLBeceptor-1 »; p38 MAPK, « p38 mitogen
activated protein kinase » ; TxAthromboxane A

[l.4.c. Oxydation des LDL par les plaquettes activés :

Il a été montré que les plaquettes activées pdortles doses de thrombine modifient

oxydativement les LDL. Ces LDL oxydées induisendrall’accumulation d’EC dans les
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monocytes/macrophages (Fogelman al, 1980). Une étude récente confirme que les
plaquettes stimulées par le collagéne modifientdakyement les LDLvia la production
d’anion superoxyde par la NADPH oxydase. Il en Itésune augmentation de leur capture
par les monocytes (Carnevad¢ al, 2007). Ces résultais vitro sont confirmés par des
expériencegx vivomontrant que des plaquettes de patients hypestBoidémiques oxydent
davantage les LDL que celles de volontaires sainaugmentent le contenu en EC des

monocytes.
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OJECTIFS DE LA THESE

Les LDL constituent une population hétérogene aetiqules dont les AGPI,
représentant la moitié de la totalité des AG, dest cibles initiales de la peroxydation
lipidigue non enzymatique. L'isolement des LDL dagma est donc une étape cruciale dans
les études portant sur leurs modifications oxydstiv Il a été rapporté que
l'ultracentrifugation séquentielle, méthode d’isulent la plus largement utilisée, pouvait
causer la perte de certaines apolipoprotéines tsdphospholipides, alors que la FPLC ne
modifiait pas la structure des lipoprotéines. Lanpiere partie de mon travail de doctorat a eu
pour objectif de comparer ces deux méthodes diiseig afin d'utiliser par la suite la
méthode la moins dommageable pour les LDL. Noussdune part analysé et quantifié les
classes lipidiques des LDL et leur composition €a @8t d'autre part déterminé différents
marqueurs complémentaires de la peroxydation Gpieli

L’'athérothrombose est a I'origine de la plupar$ decidents cardiovasculaires. Or, les
risques d’athérothrombose sont particulierementuscchez les diabétiques ainsi que chez les
sujets ayant un syndrome métabolique. Bien quédirathrombose résulte de nombreux
facteurs, deux d’entre eux sont primordiaux: lesslidgprotéinémies et [I'activation
plaquettaire, tous deux interagissant dans un gtntie stress oxydant augmenté. Les LDL
oxydées sont notamment impliquées dans le dévetoppiede I'athérosclérose et présentes
dans la circulation sanguine. Nous avons montré adpge LDL de diabétiques de type-2
activent les plaquettes alors que des LDL de valoed sont sans effet. La caractérisation
sommaire des LDL n’avait pas permis d’identifies facteurs activateurs des LDL. De plus, a
notre connaissance, il n’existe aucune donnée’'affietlde LDL issues de sujets présentant
un syndrome métabolique sur les plaquettes. Lanskecpartie de mon travail est une étude
clinique baptisée ECLIPSE dont I'objectif a été rBupart de caractériser le contenu en
lipides et peroxydes lipidiques de LDL isolées dasma de volontaires sains ou ayant un
syndrome métabolique ou de patients diabétiquegpdel ou 2 et d’autre part de déterminer

le potentiel activateur de ces LDL sur des plagsetie volontaires sains.
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MATERIELS

|. Réactifs :

Tous les réactifs utilisés proviennent &gma-Aldrich a I'exception de ceux

spécifiés ci-dessous :

- Anticorps p38 MAPK, phospho-p38 MAPK et phosmii-A,, Cell Signaling
Technology.
- Cholestérol RTU et TG PAP 15Biomérieux.

- Colonne Nucleosil ¢ (5 um, 4,6 x 250 mm), colonne NucleosikC um, 4 x 150

mm), Macherey-Nagel

- Colonne Oasis, colonne silice, colonne X Bridgg (3,5 pm, 4,6 x 150 mm),

Waters.

- Gels délectrophorése Critérion XT MOPS 12% Biss, tampon migration,

BioRad.

- 8-isoPGE,, 8-isoPGE,-d4, ester méthylique de Pg&F 15-HEDE, mélanges

d’'HETEs et d’HODEsCayman.
- Kit ELISA d’insuline, Dako.

- Kit ELISA thromboxane B Biotrak, kit de détection « ECL Advance », colonne

Superose 6 HR 10/3GE Healthcare.
- Membrane de nitrocellulos8chleicher & Schuell
- Tampon de décrochage « stripping buffeGene Bio-Application Ltd.

- Tubes « Ethylenediamine tetraacetic acid » (EPT®&mL,BD Vacutainer.

II. Appareils :

- Agrégometre Dual Aggro-met&hrono-log

- Balancedvettler

- Centrifugeuse GR4,1Iouan

- Centrifugeuse 4K15igma

- Chromatographie en phase gazeuse série HP6888lenG153MHewlett Packard
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- Détecteur fluorimétrique SFKontron

- FPLC HR workstatiomiiorad

- HPLC 320 systerKontron

- HPLC 1100 SerieAgilent

- HPLC 1100 Serieblewlett Packard

- Model 2110 collecteur de fractidiorad

- Spectrophotométi€ontron Instruments

- Systeme chromatographique FPB{orad

- Ultracentrifugeuse optima, rotor 10B&ckman Coulter

- pH-metreRadiometer Copenhagen/Tacussel

- Systeme d’électrophorese Mini-Protean Il et etélotransfert Mini-Trans Blot
Biorad

- Systéme d'imagerie ImageMaster VDS-CL (logiciehageQuant) Amersham

Pharmacia
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METHODES

METHODES RELATIVES AUX LDL ET PLASMA

En introduction a cette partie, je tiens a préagee le plus grand soin a été apporté a
la préparation des échantillons, de facon a évaato-oxydation du plasma, des LDL et de
leurs différents extraits. Lors de chaque étapeéemt des temps d’attente, les échantillons
ont été mis a I'abri du dioxygéne de l'air en reagaint ce dernier par de I'azote. De I'EDTA,
un chélateur d’'ions divalent, a systématiquemeat rajouté aux LDL afin d’éviter leur
oxydation par des ions divalents métalliques conen€u’* ou le F&". Enfin, du « Butyl-
Hydroxy-Toluene (BHT), antioxydant synthétique, # éjouté afin de prévenir I'auto-
oxydation des échantillons.

|. Isolement des LDL :

Concernant I'étude comparative des deux méthodesleiment des LDL, le sang de
donneurs de I'EFS est recueilli par ponction vegsgegur anticoagulant CPD (acide citrique
15,6 mM, citrate de sodium 89,4 mM, phosphate modigsie 16,1 mM, dextrose 128,7 mM,
pH 5,6) a raison d'1 volume de CPD pour 7 volumessdng. Le sang est immédiatement
centrifugé a 1800 g durant 10 minutes a 20°C &fibtdnir du plasma auquel 1mM d’EDTA
et 10 uM de BHT sont ajoutés. Le plasma est utiis@éédiatement.

Concernant le protocole clinique ECLIPSE (cf. Pecote clinique ECLIPSE, p.116),
aprés avoir consulté un meédecin et signé le forimeutle consentement, le volontaire a jeun est
pris en charge par une infirmiére de l'unité 11 d@mtion d'Endocrinologie Maladies
métaboliques Diabete Nutrition) des Hospices Ciddd_yon qui recueille le sang par ponction
veineuse sur tube sec avec EDTA. Le sang est inat@dent centrifugé a 1800 g durant 10
minutes a 20°C afin d’obtenir du plasma auquel M de BHT sont ajoutés. Le plasma est

aliquoté et conservé a -80°C jusqu’a utilisation.
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l.1. Ultracentrifugation séquentielle a temps cours :

La séparation des lipoprotéines par ultracentafiogn a temps courts (Tongt al,
1998) est basée sur leurs différences de denstéslpropriétés de flottaison sont différentes
en fonction de la densité du milieu.

Le plasma est ultracentrifugé a 100000 g duran®03h3L5°C pour faire flotter un
anneau, contenant les VLDL (0,95<d<1,006), quiresté. La densité du plasma est alors
ajustée de 1,006 a 1,063 g/ma l'aide de KBr. Nous réalisons une deuxieme
ultracentrifugation a 100000 g pendant 5h a 4°@ dé prélever I'anneau contenant les LDL
(d<1,063). Ces dernieres sont mises a dialyser 2dnde PBS 1X (NaCl 136,8 mM, KCI 2,6
mM, KH,PQO, 1,71 mM, NaHPO, 8 mM, pH 7,2), EDTA 1 mM, deux fois pendant 3h a
température ambiante et une nuit a 4°C. Elles smsuite conservées a -80°C jusqu’a
utilisation, a I'exception du volume nécessairéradraction avec les plaquettes sanguines qui

est conservé a 4°C durant quelques jours (7 jaursaimum).

l.2. FPLC :

La séparation des lipoprotéines par FPE@re 23) (Zambonet al, 1996) est basée
sur leur différence de taille. Il s’agit d’'une chratographie gel exclusion qui permet leur
séparation par ordre de taille décroissante.

Le plasma est filtré (0,22um) pour éliminer ledrite cellulaires et les chylomicrons
puis injecté sur une colonne Superose 6HR. Un tampis pH 7,4 (Tris-HCI 10 mM, NaCl
150 mM, EDTA 2mM, 0,02% d’azide de sodium) circularun débit de 0,3 mL/min pour une
pression de 150 psi permet I'élution des lipoprasi L’élution des échantillons est suivie par
détection de la DO a 280 nm. Des fractions de Q,3amt alors collectées. Leurs contenus en
TG et cholestérol sont dosés (cf. 8lll et 8IV, p.a#in de différencier les différentes classes de
lipoprotéines Figure 24). Une fois les différentes fractions contenantlBd. identifiées (19-
33), elles sont concentrées sur un filtre Amican-@f 30000 kDa) lors d’'une centrifugation a

4000 g de 10 minutes. Les LDL sont conservées &C-gqu’a utilisation.
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Figure 23 : Schéma récapitulatif du systeme FPLC.
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Figure 24 : Profil des fractions de lipoprotéineggarées par FPLC en fonction de leur

contenu en triacylglycérols et en cholestérol.

Aprés avoir effectué un dosage enzymatique, laitdemstique a une longueur d’onde de 500 nm a été
mesurée. D.O., densité optique; VLDL, « Very Lognddty Lipoproteins »; LDL, « Low Density
Lipoproteins ; HDL, « High Density Lipoproteins ».
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Il. Dosage des protéines :

Le contenu protéique des LDL est déterminé parreaetion colorimétrique selon la
méthode de Lowry (Lowret al, 1951). Celle-ci combine une réaction du biuretie¢ du
réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, & base desphomolybdate et de phosphotungstate,
réagit avec les tyrosines et les tryptophanes pgoaner une coloration bleue qui s’ajoute a
celle du biuret (NBFCO-NH-CO-NH), formant un complexe entre deux liens peptidiques
consécutifs en présence de cuivre en milieu alchBncomplexe résultant absorbe fortement
dans le bleu. La lecture du dosage s’effectue pectsophotométrie a une longueur d’'onde de
750 nm. Une gamme étalon est réalisée avec desempations connues et croissantes

d’albumine bovine sérique (BSA).
[ll. Dosage du cholestérol total :
Le contenu en cholestérol des LDL est déterminé@iparréaction enzymatique selon la

méthode d’Allain (Allainet al, 1974). Celle-ci consiste a hydrolyser les eslersholestérol a

I'aide de cholestérol estérase pour former du chélel et des acides gras non estérifiés.

Cholestérol estérase Acide gras
Ester de cholestérol — +
Cholestérol

Le cholestérol, en présence de dioxygene, est opwaéla cholestérol oxydase en

cholesténe-4,one-3 et peroxyde d’hydrogene.

Cholestérol Cholestérol oxydase Cholesténe-4,0ne-3
+ > +
O2 HZOZ

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogeneombine au phénol et a

I'amino-4 antipyrine pour former de la quinonéimiadsorbant de 492 a 550 nm.

2 H,0,
+ Peroxydase 4 H,0
Phénol > +
+ Quinonéimine
Amino-4 antipyrine
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10uL d’échantillon sont incubés avec 1 mL de répethdant 10 minutes a température
ambiante. La lecture du dosage s’effectue par sp@utométrie a une longueur d’onde de
500 nm. Une gamme étalon est réalisée avec deeminatons connues et croissantes de

cholestérol.

IV. Dosage des triacylglycérols

Le contenu en TG des LDL est déterminé par uneticta@nzymatique selon la
méthode de Fossati (Fossati and Prencipe, 1982)e-€econsiste a hydrolyser les
triglycérides en glycérol et acides gras non d#éra I'aide d’une lipase.

Lipase 3 Acides gras

Triacylglycérol — +
Glyceérol

Le glycérol, en présence d’ATP, est phosphoryléupar glycérokinase pour donner du

glycérol-3-phosphate.

Glycérol Glycérokinase ADP
+ > +
ATP Glycérol-3-phosphate

Ce dernier est oxydé en dihydroxyacétone et enxgdeod’hydrogene par la glycérol-
3-phosphate oxydase.
Dihydroxyacétone

Glycérol-3phosphate  Glycérol-3phosphate phosphate
+ > +
0, oxydase H,0,

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydroggmembine au 4-aminoantipyrine
et au 3,5 dichloro-2-hydroxybenzéne sulfonate gouner de la quinonéimine, absorbant de
492 a 550 nm.

2H,0, 2H,0
+ Peroxydase +
parachlorophénol > HCI
+ +
Amino-4 antipyrine Quinonéimine
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10uL d’échantillon sont incubés avec 1 mL de répethdant 10 minutes a température
ambiante. La lecture du dosage s’effectue par sp@utométrie a une longueur d’onde de

500 nm. Une gamme étalon est réalisée avec desminatons connues et croissantes de TG.

V. Composition en acides gras des classes lipidicue

La composition en acides gras des principalesetalpidiques des LDL (PC, PE, SM,
TG et EC) est déterminée suite a I'analyse parrohtographie gazeuse (GC) des acides gras
méthylés de chacune de ces classes. Une premigre dextraction des lipides est nécessaire
avant de séparer les classes lipidiques par diffésechromatographies sur couche mince
(CCM). Une fois celles-ci séparées, une étapeatestnéthylation des acides gras est réalisée

permettant de les rendre volatiles avant leur tigaen GC.

V.1. Extraction lipidique :

400 pL d’eau sont ajoutés a 100 pL de LDL (~3 mg/ainsi que différents standards
internes: 30 pg de diheptadécanoyl-glycérophosmime) 20 pg de cholestéryl-
heptadécanoate, 10 pg de triheptadécanoyl-glycé&bl 3 pg de diheptadécanoyl-
glycérophosphoéthanolamine. On extrait les lipigggs 1,5 mL d’éthanol et 3 mL de
chloroforme en présence de 50 uM de BHT. L'échantiest centrifugé a 600 g durant 10
minutes. On récupére la phase organique infériguirest évaporée sous azote et conservée a -
20°C. Une seconde extraction est effectuée sundagpaqueuse (éthanol/chloroforme, 1:2, viv,
BHT 50 uM) et laissée a décanter une nuit. La sdeqgohase organique est poolée a la

premiere, évaporéee sous azote puis conservee @.-20°

V.2. Séparation des classes lipidiques par chromamphie sur couche mince :

Trois migrations sont réalisées de maniere a sépes principales classes de PL ainsi
que les EC et les TG.

Les échantillons secs sont repris avec de I'étethylique/méthanol (9:1, v/v) puis
déposés sur une plaque de silice (gel 60, 20x20pcéalablement éluée par du méthanol. La
phase mobile tres apolaire, composée de chlorofargtbanol (80:8, v/v) permet de séparer

les lipides chargés (R 0) des lipides neutres {Rc+ec = 0,9). Les lipides sont révélés en
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lumiére UV aprés vaporisation de dichlorofluoreseé{0,02%, éthanol/eau, 95:5, v/v). La
silice contenant les EC/TG est grattée puis laddp sont extraits 3 fois par de 2 mL d’éther
diéthyligue/méthanol (9:1, v/v). Une centrifugati@®00 gle 10 minutes est réalisée, la phase
liquide est prélevée et évaporée sous azote. Lemnélbons secs sont repris avec de I'éther
diéthyligue/méthanol (9:1, v/v) puis déposés conprécédemment sur une autre plaque de
silice afin de séparer les TG des EC. Le solvantrmdgration utilisé est un mélange
d’hexane/éther/acide acétique (80:20:1, v/v) {BR= 0,56 et R gc = 0,92). Pour séparer les
classes de PL (SM, PC et PE) nayant pas migré& ® sur la premiére plaque, on utilise un
solvant de migration plus polaire : chloroforme/hatol/eau (63:27:4, v/v) (Rm = 0,16; R

pc = 0,26; R pe = 0,56). Les zones de silice contenant les difféa® classes lipidiques,
révélées par la vaporisation de dichlorofluoreseés I'observation en lumiere UV, sont

grattées.

V.3. Transméthylation des acides gras des classgsdiques :

Cette étape permet de séparer les acides gragudietie ou ils sont estérifiés, tout en
les rendant volatils afin de permettre leur analgse GC. La réaction chimique de
transméthylation, en présence d'un catalyseurrileidrure de bore), permet de rompre la
liaison ester pour en former une autre avec unggment méthyle.

On ajoute a la silice 250 pL de toluene/méthand:6@, v/v) et 250 uL de
BFs/méthanol (1,3 M, 10% dans le méthanol). Les édliamd sont placés dans un bain sec a
100°C pendant 1h30 (Morrison and Smith, 1964). éaction est arrétée dans la glace 5
minutes puis 1,5 mL de carbonate dipotassique 5% QX) est ajouté pour neutraliser l'acidité
du milieu. L'extraction des acides gras méthylésréalisée deux fois par 2mL d’isooctane.
Une centrifugation a 600 g de 10 minutes permetéfmrer la phase aqueuse de la phase
organique. Cette derniere est récupérée et évaporée azote. Les échantillons sont repris
dans un volume défini d’isooctane pestipur de nran& étre suffisamment dilués pour leur

analyse.

V.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse :

Les AG, dérives sous forme desters méthyliquesnt sanalysés dans un

chromatographe en phase gazeuse (HP6890 G158f)ré 25. 1 pL est injectévia un
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injecteur split/splitless (T = 230°C) dans une oole capillaire SGE (60m x 0,25 mm). La
température du four augmente régulierement de B02@0°C a raison de 20°C/minute puis de
140°C a 250°C a raison de 2°C/minute. Les acidas gont portés a ébullition et entrainés
dans la colonne BPX 70 recouverte intérieuremem élm de phase stationnaire (25um) par
de I'hydrogene et interagissent avec la phasestadire selon leur polarité. lls sont séparés en
fonction de leur point d’ébullition et de leur aififié avec la phase stationnaire. La détection est
réalisée par un détecteur a ionisation de flamnwe 250°C). Le flux de la colonne arrive dans
un brdleur alimenté en air et hydrogéne. La combnsproduit des ions responsables du
courant ionigque qui est transformé en tension aweélectrométre pour donner un signal. La
réponse est proportionnelle au nombre de carbordsemts dans les molécules détectées. Les
différents acides gras sont identifiés selon lesmgds de rétention comparativement a des
standards injectés seulBidure 26). Le standard interne nous permet de quantifiequb

acide gras ainsi que la classe dont il est issu.

gaz
vecteur
chambre | )
d’injection détecteur
contréle de T amplificateur
température =
J four |
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( informatique du
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ventilateur -
colonne analytique

Figure 25 : Schéma récapitulatif d'un appareil ddhoomatographie en phase gazeuse.
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Figure 26 : Profil chromatographique apres séparati par chromatographie gazeuse des
esters méthyliques d’acides gras des phosphatidyiales des LDL.

VI. Quantification des lysophosphatidylcholines, de sphingomyélines et du

cholestérol non estérifié par HPLC couplée a un DDL

La quantification des LPC, SM et du cholestérah estérifié est réalisée grace a une
HPLC couplée a un détecteur a diffusion de lumi@®L). Aprés une séparation des
molécules d’intérét sur HPLC, celles-ci sont né&ids en petites gouttelettes et transportées
devant un faisceau de lumiére. Les variations idéehsité lumineuse permettent de quantifier

les molécules ayant interrompu le faisceau.

Suite a I'extraction lipidique des LDL (20 uL, A3g/mL), les extraits lipidiques sont
repris dans du chloroforme/méthanol (2:1, v/ivingedtés dans une HPLEiQure 27) équipee
d’'une colonne S3W Spherisorb 3 um (4,6 x 100 mn@pf@nen-Laakset al, 2001). La
méthode a été optimisée pour séparer et quanigfieholestérol non estérifié, les SM et les
LPC. Un gradient composé de trois mélanges différda solvants permet la séparation de ces

classes d’'intérét. Le premier mélange est de I'heftatrahydrofurane (99:1, v/v), le second,
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du 2-propanol/chloroforme (4:1, v/v) et le troisiému 2-propanol/eau (1:1, v/v). Le débit de
solvant est fixé a 1,5 mL/min. En sortie de colgriae composés entrent dans le DDL (Sedex
55) dont la température est fixée a 45°C. lls s@ftulisés en fines gouttelettes, éluées par le
gaz vecteur (air) a une pression de 2,5 bars etepagievant un faisceau lumineux. Les
variations de son intensité induites par le passkgecomposés sont traduites en un signal.
Une gamme étalon de chaque lipide est alors dili@éir les quantifier.

Pompe z

\ Injecteur

{ | Phase solide

Phase rﬁobile

Ll

Moniteur
Détecteur

T Intégrateur

Figure 27 : Schéma récapitulatif d'un appareil ddhoomatographie en phase liquide.

VII. Quantification des acides gras monohydroxylésotaux :

Les acides gras monohydroxylés sont soit estgrifiécertaines classes lipidiques
composant les LDL soit non estérifies. Afin de difaar I'intégralité des acides gras
monohydroxylés (AGOH) contenus dans les particdeet DL, nous effectuons une hydrolyse
des liaisons esters des PL, EC et TG en conditisighe. Une double purification, sur colonne
« Qasis » et par CCM, est alors nécessaire avas¢prer et quantifier les différents AGOH

par HPLC couplée a un détecteur UV.
VII.1. Extraction lipidique :
250 pL d’eau sont ajoutés a 250 pL de LDL (3 mg/minsi que 924 pmoles d’acide

15-hydroxy-eicosadiénoique comme standard intdragahase aqueuse est acidifiee a pH 3 a

I'aide d’acide acétique. On extrait les lipides pgab mL d’éthanol et 3 mL de chloroforme en
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présence de 50 uM de BHT. L’échantillon est camggf a 600 g durant 10 minutes. On
récupére la phase organique inférieure qui estak@apsous azote et conservée a -20°C. Une
seconde extraction est effectuée sur la parti@amestéthanol/chloroforme, 1:2, viv, BHT 50
HM) et laissée a décanter une nuit. La secondeepbaganique est poolée a la premiere,

évaporée sous azote puis conservée a -20°C.

VII.2. Extraction des acides gras monohydroxylés taux :

Les AGOH estérifiés sont hydrolysés. Pour celastiat sec est repris dans 950 pL
d’éthanol. Il subit une hydrolyse basique en présese 50 pL de KOH 10 M et 50 uM de
BHT pendant 20 minutes a 60°C. 10 mL de tamponBBtesphate pH 8,2 (Borax 27,5 mM,
KH,PO, 45 mM) sont ajoutés avant le dépot sur une colen@asis » préalablement lavée par
6 mL de méthanol et équilibrée par 6 mL d’eau.’digik d’'une colonne mixte C18 et
échangeuse d’anions permettant de retenir les es@édoniques hydrophobes (les AGL et les
AGOH) et déliminer la majorité du cholestérol isdea I'hydrolyse des esters de cholestérol
présents dans les LDL. La colonne est lavée pat 8enNH,OH 2% puis 8 mL de méthanol.
Les molécules d'intérét sont éluées par 8 mL d@uéile/2-propanol (60:40, v/v) acidifié par
5% d’acide formique. Le solvant est évaporé souseat 'échantillon est repris avec de I'éther
diéthylique/méthanol (9:1, v/v) et déposé sur ulagye de silice préalablement éluée par du
méthanol. Le solvant de migration hexane/étherhgligue/acide acétique (60:40:1, v/v)
permet de séparer les AGOH; R0,3) des acides gras non estérifies XR,6). Les AGOH
sont extraits trois fois par 2mL de méthanol. Uartdfugation a 600 g de 10 minutes permet

d’éliminer la silice. Le solvant est récupéré edgare sous azote.

VII.3. Analyse par HPLC couplée a un détecteur UV :

Les AGOH sont repris avec de 'acétonitrile/eau $kB:7, v/v) et analysés par HPLC
sur une colonne C18 XBridge (3,5 um, 4,6 x 150 muh). gradient de solvant composeé
d’acétonitrile/eau pH 3 (1:9, viv) (A) et d’'acétoile (B) permet I'élution des composés
injectés (t = 5 min, 0% B; t = 10 min, 30% B; t 8 fin, 40% B; t = 50 min, 60% B; t = 65
min, 100% B). Le débit du solvant est fixé a 1 mionEn sortie de colonne, les composés
passent dans un détecteur UV. Les AGOH, possédantiauble liaison conjuguée, absorbent
a 235 nm.
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VIII. Quantification de la 8- iso-prostaglandine F,, totale :

La 8-isoPGE, est présente sous forme non estérifiée et ege@rnifans les LDL. Une
hydrolyse des liaisons esters en condition basegi@écessaire afin de la quantifier dans son
intégralité. Une triple purification, sur colonnédasis » puis sur colonne de silice et enfin par
CCM, est nécessaire. La molécule est égalemenvédeafin de la rendre volatile pour la
quantifier par GC/MS.

VIII.1. Extraction lipidique :

L’extraction lipidique se déroule de la méme memigue celle décrite au paragraphe

VII.1. 16 ng de 8-isoPGk-d4 sont ajoutés comme standard interne.

VIII.2. Purification et dérivation de la 8-iso-prostaglandine F :

Les isoprostanes estérifiees sont hydrolysées puigiées sur colonne « Oasis » de
maniére identique au paragraphe VIIL.2. Le solvaétutdon de la colonne « Oasis » est
évaporé. Le résidu lipidique obtenu est repris anL d’'acétate d'éthyle/hexane (1:1, v/v)
puis passé sur une colonne de silice préalableguprilibrée par 5 mL d’acétate d’éthyle. La
colonne est lavée par 5 mL d’acétate d’éthyle mioniner les acides gras non estérifiés. Les
isoprostanes sont éluées par 5 mL d’acétate d&fhgthanol (1:1, v/v). Le solvant est
évaporé. Le groupement carboxyle est dérivé papdl08'un mélange d’acétonitrile contenant
7% dea-bromo-2,3,4,5,6-pentafluorotoluene et 20% de Nijslegropyléthylamine durant 20
minutes a 37°C. Aprés évaporation, I'échantillohrepris par de I'acétate d’éthyle et dépose
sur une plague de silice précédemment éluée paméhhhanol. Le solvant de migration
chloroforme/éthanol (93:7, v/v) permet de sépagsrisoprostanes dérivéess R0,22). Ces
derniéres sont extraites deux fois par 2mL d’aeéwditthyle /méthanol (4:1, v/v). Une
centrifugation a 600 g de 10 minutes permet d'élanila silice. Le solvant est récupéré et
évaporé sous azote. Les groupements hydroxyle deolécule sont dérivés par 100 puL de

N,O-bis-(triméthylsilyl)trifluoroacétamide une nudittempérature ambiante.
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VIII.3. Analyse par chromatographie en phase gazewscouplée a un spectrométre
de masse équipé d’'une trappe d’ions :

Les échantillons, dérivées sous forme d'ester feiti@benzylique et d'éther
triméthylsilylés, sont analysés dans un chromafuggaen phase gazeuse (Trace Ultra GC-
Thermo Electron) couplé a un spectromeétre de mégsmé d’'une trappe d’ions (Polaris Q-
Thermo Electron). 2 pL sont injectém un injecteur split/splitless chauffé a 250°C dans
colonne de silice capillaire (60 m x 0,25 mm) rearte d’'un film de phase stationnaire
(Solge-1MS-SGE) (0,25 pm). La température du famtenant la colonne est maintenue a
57°C pendant 4 minutes avant d’atteindre 260° CGA@inute) puis 300°C (8°C/minute) pour
y étre maintenue pendant 20 minutApres cette séparation, les molécules arrivent dans
spectrometre de masse a trappe ionique par ungacgemaintenue a 300°Eigure 28) ou
elles sont ionisées (énergie = 70 edf)fragmentées par le gaz réactant (méthane). La
température de la source est de 200°C. L’analyséMSEest réalisée par ionisation chimique
en mode négatif. L’hélium sert de gaz vecteur (2mhlte) et de gaz « damping » (1,2
mL/minute). Le systéme de spectrométrie de masa@&ql’une trappe ionique permet de
stocker les ions. Ainsi, les ions de M/Z sélectdrihl/Z = 569) restent dans la trappe ou ils
sont de nouveau fragmentés. Les ions fils sélemfior{M/Z = 483) sont conservés et a leur
tour fragmentés avant d’étre libérés (M/Z = 255umparriver au niveau du détecteur. Ce
dernier a pour role de détecter les ions propamgtiament a leur nombre et d’amplifier le
courant correspondant pour le rendre détectabld'@actronique du systéme. Le standard
interne posséde un rapport M/Z augmenté de 4 aorraies 4 deutériums (M = 2 g/mol)
remplacant 4 hydrogenes (M = 1 g/mol) a 573 puiet8enfin 259Kigure 29).
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Figure 28 : Schéma récapitulatif du systeme de gpamétrie de masse équipé d’une trappe
d’ions.
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Figure 29 : Spectre de masse de la 8-isoRgGRprés séparation par chromatographie en
phase gazeuse couplé a un spectrometre de masspé&dwne trappe d’ions.
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IX. Dosage du dialdéhyde malonique :

Ce dosage est basé sur la réaction du MDA avec deokecules d’acide
thiobarbiturique (TBA) en milieu acide et a chaAgrés extraction et séparation par HPLC en
phase inverse, le complexe MDA-TBAst détecté par fluorimétrie (Therasse and Lensonni
1987).

IX.1. Dérivation et extraction :

Pour ce dosage, une gamme étalon est réalisée dmgequantités croissantes de
précurseur du MDA, le 1,1,3,3-tétraméthoxypropahes( 10, 20, 40 et 80 pmol). 50 pL de
LDL (~ 3 mg/mL) auxquelles nous ajoutons 350 pladiesont placés dans un tube. On ajoute
aux LDL ou au TMP, 40 pL de BHT 5 mM, 100 pL d'azidcétique 16,5 N et 200 pL de
TBA 10 mM, dissous dans un tampon phosphate,B® 0,1 M, pH 3). Les échantillons sont
placés 1h a 95°C. La réaction est stoppée dansda § minutes. Le milieu est acidifié avec
10 pL d’HCI 6N pour favoriser I'extraction du corepe MDA-TBA, par 2 mL d’acétate
d’éthyle. Apres une centrifugation de 10 minutek880 g, la phase organique supérieure est

récupérée et évaporée sous azote.

IX.2. Analyse par HPLC couplée a un détecteur fluométrique :

L'extrait est alors repris par 200 pL de méthazal/ (1:9, v/v) puis analysé par HPLC
en phase inverse couplée a un détecteur fluoriguetriLe complexe MDA-TBAest séparé
sur une colonne Nucléosil greffée de C18 (5 um, 1280 x 4,6 mm) parcourue par le solvant
méthanol/eau (2:8, v/v) a un débit de 0,8 mL/mie. détecteur fluorimétrique va exciter le
complexe MDA-TBA sortant de la colonne a une longueur d’onde dersi5jui va alors
émettre a 553 nni{gure 30).
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Figure 30 : Profil chromatographique apres séparati par chromatographie en phase
liquide du complexe MDA-TBA des LDL.

X. Dosage de la vitamine E :

Nous avons déterminé les concentrations des demxéies de la vitamine E présents
dans les LDL: I'a-tocophérol et ley-tocophérol. Apres une extraction, ces dernierg son

séparés par HPLC en phase inverse et détectélsipamiétrie.
X.1. Extraction :

490 pL d’eau sont ajoutés a 10 pL de LDL (-3 mg/mN9us ajoutons 200 pmoles de
d-tocophérol comme standard interne. Les différegsameres de vitamine E sont extraits par
500 pL d’éthanol et 2 mL d’hexane. Le mélange estrifugé a 1800 g durant 10 minutes a
4°C. La phase organique supérieure est prélevéphase aqueuse restante est soumise a une
seconde extraction par 2 mL d’hexane suivi de lanm&entrifugation. La seconde phase

organique est poolée a la premiére et évaporéeazais.
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X.2. Analyse par HPLC couplée a un détecteur fluorimétmue :

L’extrait est repris par 300 uL de méthanol/eau.1B5v/v) et analysé par HPLC en
phase inverse couplée a un détecteur fluorimétriqaecolonne Nucléosil greffée de C18 (5
um, 150 mm x 4,6 mm) est parcourue par le solw@thanol/eau (95:5, v/v) a un débit de 1
mL/min permettant I'élution des différents isoméndss vitamine E du plus polaire au plus
apolaire. Le détecteur fluorimétrique excite lesmegres sortant de la colonne a 295 nm qui
vont alors émettre a 340 nriigure 31). L’ a-tocophérol et ley-tocophérol sont quantifies

grace au standard interne.
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Figure 31 : Profil chromatographique aprés séparati par chromatographie en phase
liquide des isomeres de la vitamine E des LDL.

XI. Dosage immuno-enzymatique de l'insuline :

L’essai, hon compétitif, est baseé sur I'utilisati® deux anticorps monoclonaux dirigés
contre linsuline. L'incubation simultanée de I'ésttillon avec un anticorps anti-insuline
couplé a une enzyme dans un puits revétu d’'un arnteorps anti-insuline conduit a la
formation d'un complexe. L'enzyme réagit ensuite e@vle substrat chromogéene

tétraméthylbenzidine (TMB) et permet de quantifiesuline (Figure 32).
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Le kit combine l'utilisation d’insuline, d’'un anticps anti-insuline immobilisé sur une
microplaque de 96 puits et d’'un second anticorpisimsuline couplé a une peroxydase. Une
gamme étalon permet de déterminer des quantitésutine de I'’échantillon.

25 uL de plasma ou d’étalon sont mis dans chagiig. @2n ajoute 100 pL d’anticorps
anti-insuline conjugué a une peroxydase. Une gagnmissante de standards est réalisée. La
plague est mise a incuber 1h a température ambgmts agitation. On ajoute 100 pL de
substrat pour I'enzyme et une nouvelle incubatierl@ minutes sous agitation a température
ambiante est réalisée. La réaction est alors swppéc 100 pL de solution d'arrét pour
bloquer I'activité enzymatique et la D.O. est mésus 450 nm.

Ac anti-insuline

couplé a une
peroxydase

Ac anti-insuline .

Insuline

-+ ™,  + H,0,

—_——

DO a 450nm

Puits

60 minutes 10 minutes

v

Figure 32: Schéma récapitulatif du dosage immunozaymatique non-compétitif de
I'insuline.
Ac, anticorps; TMP, tétraméthylbenzidine.

XIl. Détermination de la taille des LDL :

Les analyses ont été conduites par Mme Martine BRR) membre du laboratoire des
dyslipidémies et de cardiobiologie (dirigé par le Bgnés SASSOLAS) au centre de biologie
et pathologie Est du Groupement Hospitalier Esttdospices Civils de Lyon.

L'électrophorése(SpiraGel) sur gel en gradient pelyacrylamide permet la
détermination de la distribution en taille des Lplasmatiques. L'analyse densimétrique du
profil de distribution des lipoprotéines coloréeskdeu de Coomassie donne des informations
sur leurs diamétres apparents moyens et leurs ahoes relatives.

On ajoute 750 pL d’'une solution de KBr (d = 1,8350 pl de plasma. Nous réalisons
une ultracentrifugation (Ultracentrifugeuse Soriscovery M150SE) a 884000g durant
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2h30. 150 pl de surnageant (comprenant les lipépres totales) (d < 1,21) sont recueillis. 10
uL d’échantillon (~2 mg/mL) ou de calibrateur (HM8E Healthcare) ou de pool témaant
déposés sur le gel de polyacrylamide (1,5-25%)lectéophorese est réalisée dans un tampon
de migration (Tris 90 mM, acide borigue 80 mM, EDN& 3 mM, pH 8,3) a 4°C, a une
tension constante de 70 V durant 1h puis de 15@ndant 24h. Le gel est coloré (bleu de
Coomassie G250 0,46 mM, acide perchlorique 2,88%grd 2h puis décoloré (acide acétique
7,5% et méthanol 5%) durant 12h. La lecture eslis€&e a l'aide d'un analyseur
d'image ChemiDoc XRS BioRad et du logiciel « Qugrine ».
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METHODES RELATIVES AUX PLAQUETTES

I. Isolement et numération des plaquettes :
I.1. Isolement des plaquettes :

Les plaquettes sont isolées selon la méthode dartlagM. (Lagardet al, 1980). Le
sang, fourni par 'EFS, est prélevé par ponctiomeese sur anticoagulant CPD a raison d'1
volume de CPD pour 7 volumes de sang. Il est dag&ia 200 glurant 17 minutes a 20°C.
Nous récupérons le plasma riche en plaquettes (RRBR¥e supérieure) que nous acidifions a
pH 6,4 a I'aide d’acide citrique 0,15 M afin d’ésitl’'agrégation spontanée des plaquettes. Le
PRP, réparti dans des tubes a ailettes de 7 mbjastcentrifugé a 900 g durant 12 minutes a
20°C. Le surnageant, c'est-a-dire le « plasma pagnmplaquettes » (« PPP »), est enlevé avec
précaution et chaque culot plaquettaire est rggaisS mL de tyrode-HEPES (NaCl 137 mM;
KCI 12,7 mM; NaHCQ 11,9 mM; NaHPQ,, H,O 0,41 mM; MgC}, 6 H,O 1 mM; HEPES
5mM; glucose 5 mM, pH 7,35). Les plaquettes soissées 1h a reposer avant toute autre

manipulation.

[.2. Numération des plaquettes :
Le nombre de plaquettes est déterminé a laideed’vellule de Thomas et d'un
microscope optique. Les plaquettes sont diluéel/ HXF™ et déposées sur la cellule pour le

comptage.
Il. Dosage des protéines :

Pour déterminer la concentration en protéines tagupttes, nous utilisons la méthode
de Bradford (Bradford, 1976). Cette méthode esedasur la fixation non covalente du
colorant bleu de Coomassie G250 sur les acideséanbiasiques (principalement I'arginine) et
aromatiques en milieu acide. Cette complexationggae un transfert de son pic d’absorption

qui passe de 465 nm a 595 nm. Le dosage s’effgetuspectrophotométrie a une longueur
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d'onde de 595 nm. Une gamme étalon est réalisée des concentrations connues et
croissantes de BSA.

[ll. Mesure de I'agrégation plaquettaire :

De facon a s’assurer de la fonctionnalité des ysdtgs, nous réalisons un test
d’agrégation par la méthode turbidimétrique de Bard. (Born, 1962) qui consiste en la
mesure, dans un agrégometre, de 'augmentatioa ttarismission d’'un faisceau lumineux au
travers de la suspension plaquettaire aprés ajout agoniste. La suspension plaquettaire
(400uL) est pré-incubée 2 min a 37°C puis I'agenisst ajouté (2uM d’AA) sous agitation
(1000 tours/min). Le changement de transmissioddésicté par une cellule photoélectrique de
'agrégometre, lui-méme couplé a un enregistrewrsnpermettant de suivre la cinétique de

I'agrégation. L'agrégation est mesurée durant 4uteim a 37°C.

IV. Interactions des LDL avec les plaquettes :

Afin de tester la capacité d’activation des plategepar les LDL des quatre groupes,
ces dernieres sont incubées avec des plaquetteslaetaires sains. Différents marqueurs

d’activation plaguettaire sont ensuite étudiés.

IV.1. Conditions d’incubation :

Avant de mettre les LDL en présence des plaqydttest nécessaire de réaliser une
derniere dialyse de 3h dans 2L de PBS 1X sans EDJeite étape permet d’éliminer ce
chélateur d’ions divalents qui piegerait le calcjuion nécessaire aux divers mécanismes
d’activation plaquettaire. Les plaquettes a comegion physiologique sont incubées en
absence ou en présence de LDL (1mg/mL) de témaiims,sde volontaires présentant un
syndrome métabolique, de diabétiques de type-ledype-2 pendant 2 heures a 37°C. A la fin

de l'incubation, 50 pL sont prélevés et stocké808CE pour le dosage du TxB
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IV.2. Conditions de lyse plaguettaire :

Apres une centrifugation de 5 minutes a 13000 guteageant est éliminé et remplacé
par 500 pL de solution de lyse (Trizma 20 mM, Ti100 1%, MgCj 5mM, EGTA 2mM,
pH=8 en présence d’inhibiteurs de phosphatasesP,8a 10 HO 40mM, NaF 50 mM,
NagVO4 100uM et d'inhibiteurs de protéases : AEBSF 2mirotinine 3uM, leupeptine
43uM, pepstatine 29uM). Les tubes sont vortexeés fpissés 30 minutes dans la glace. Apres
une centrifugation de 5 minutes a 13000 g, aucuot i devant étre observé, des fractions
aliquotes de 50uL sont prélevées (pour les dosalpeda concentration en protéines
plaquettaires, des p38 MAPK totale et phosphorgiedes cPLAtotale et phosphorylée) et

conservées a -80°C.

V. Analyse par immuno-empreinte de I'état de phospbrylation de la p38 MAPK et de la

phospholipase A cytosolique :

Suite au dosage protéique, les mémes quantitésdegdlaquettaire sont utilisées. Les
protéines sont dénaturées par ajout d’'un tampatédaturation et chauffage a 100°C durant 5

minutes. La réaction est stoppée dans la glace aégmdt.

V.1. Electrophorése :

Il s’agit d'une électrophorése en conditions déraites dans laquelle les protéines
sont séparées uniquement selon leurs tailles.

Les dépbts (35 pg) sont réalisés sur des gels faqoglamide 12% Bis-Tris preé-
coulés (Bio-Rad). Des marqueurs colorés de maseicutaires connues sont déposeés afin de
permettre la localisation de la p38 MAPK et de P&, sur la membrane. L'électrophorése
est réalisée dans un tampon de migration XT MOR&#B) a une tension constante de 200 V
durant 1h.
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V.2. Electro-transfert :

Les protéines séparées sur gel sont électro-tréesfésur une membrane de
nitrocellulose dans du tampon de transfert (TriZBamM, glycine 192 mM, méthanol 20%)

réfrigéré. L’éléctrotransfert dure 30 minutes a teresion constante de 100 V.
V.3. Traitements des membranes de nitrocellulose :

La membrane est alors rincée 5 minutes dans updarsalin TBS-T (Trizma 20 mM,
NaCl 137 mM, Tween 0,1%, pH 7,6) puis incubée duid sous agitation dans du tampon de
blocage (TBS-T contenant 5% de lait écréemeé) afirsatearer les sites aspécifiques. Plusieurs
rincages successifs sont ensuite réalisés aveB@4TT(deux rapides, un de 15 minutes et
deux de 5 minutes) avant dincuber la membrane oo a 4°C avec des anticorps
polyclonaux de lapin anti phospho-cPL(Ser®) (dilution au 1/5008" dans 10 mL de TBS-

T contenant 5% de BSA). Le lendemain, la membrastede nouveau rincée (deux fois

rapidement, une fois 15 minutes et deux fois 5 mesilupuis mise a incuber pendant 1h a
température ambiante avec des anticorps secongaitgdonaux de chévre anti-Ilg G de lapin

couplés a la peroxydase de Raifort (dilution 1/1508dans 10 mL de TBS-T contenant 5% de
BSA). De nouveau la membrane est rincée (deux regpgdement, une fois 15 minutes et
quatre fois 5 minutes) avant d'étre révélée.

Les anticorps fixés sont alors détachés de la mmmebpendant une incubation sous
agitation de 10 minutes dans une solution de stgppommerciale. La membrane est ensuite
rincée cing fois 5 minutes avec de I'eau puis asulbée comme décrit précédemment en
remplacant I'anticorps anti-phospho-cPlgar un anticorps anti-phospho-p38 MAPK ou anti-
cPLA; ou anti-p38 MAPK.

V.4. Révélation :
La révélation est effectuée par chimiluminescegréee au kit ECL Advancd-igure

33). L'utilisation d’'une caméra VDS et du logiciellmage Quant » permet de quantifier
I'intensité des bandes révélées par vidéodensitienét
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Figure 33 : Schéma du principe de la détection gdrimioluminescence.
Ac, anticorps.

VI. Dosage immuno-enzymatique du thromboxane B

L'essai est basé sur la compétition entre une géafike de TxB couplé a une
peroxydase et le TxBnon couplé pour un nombre de sites limités. Laoygatase réagit
ensuite avec le substrat chromogéene et le perolodrogéene permettant de doser le
thromboxane B(Figure 34).

Le kit combine l'utilisation de TxBcouplé a la peroxydase de raifort, un anticorps de
lapin anti-TxB immobilisé sur une microplaque de 96 puits (prépavec des anticorps d’ane
anti-lapin fixés) et du TxBseul. Cette méthode, rapide et sensible, permegtigminer des
quantités de TxBallant de 0,5 a 64 pg/puits. Avec des quantitéssfid’anticorps et de TxB
couplé, la quantité de ligand couplé fixée est isement proportionnelle a la quantité de
ligand non couplé.

Les plaquettes sont lysées par trois cycles dgétation/décongélation successifs afin
de libérer le TxB intraplaquettaire. Les échantillons sont dilué$@de 800 fois avec de I'eau,
suivant I'état d’activation des plaquettes. Une gamcroissante de standards (ExBon
couplé) est réalisée. On rajoute ensuite 50 pLtd'amps anti-TxB et 50 pL de TxBcouplé a
la peroxydase. La plaque est mise a incuber 1mpérture ambiante sous agitation. Les puits
sont ensuite lavés 4 fois avec du tampon de laead®0 pL de substrat pour I'enzyme sont

ajoutés. Une nouvelle incubation de 15 minutes sgigation a température ambiante est
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réalisée puis la réaction est stoppée avec 100’adidé sulfuriqgue pour bloquer I'activité
enzymatique. La D.O. est mesurée a 450 nm.

Ac lapin anti-TxB, ‘/ TxB,

Ac ane anti-lapin ‘\\A Ij
TxB,-peroxydase -+ T™MP + H,O,

=

—_——

DO a 450nm

Puits

&
<

v
A
v

60 minutes 15 minutes

Figure 34 : Schéma récapitulatif du dosage immunozymatique compétitif du TxB
Ac, anticorps; TMP, tétraméthylbenzidine; TxBhromboxane B

VII. Effets des LDL sur I'agrégation plaquettaire :

Afin de tester les effets des LDL issues des quatrapes sur I'agrégation plaquettaire,
des plaquettes de volontaires sains sont inculw&escas LDL puis stimulées par le collagéne.

Les plaquettes (400 pL) a concentration physiolagisont pré-incubées en absence ou
en présence de LDL (100 pg/mL) de témoins sainsyalentaires ayant un syndrome
métabolique, de diabétiques de type-1 ou de typess la cuve d’'un agrégometre (cf. Il)
pendant 5 minutes a 37°C sous agitation (1000 Aours A la fin de la pré-incubation, du
collagéne est ajouté (0,075 + 0,009 pg/mL) et fetdgue d’agrégation est mesurée durant 4
minutes.
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PROTOCOLE CLINIQUE ECLIPSE

Un protocole de recherche clinique intitulé «Etude la Caractérisation des
Lipoprotéines de basse densité lors du diabétgmez et de leur Implication dans I'activation
Plaquettairevia un Stress oxydant et / ou un Echange lipidiquel{ESE) » a été soumis et
validé par TAFSSAPS et le CPP Sud-Est IV. Il estegistré dans la banque de données
internationale de « ClinicalTrials.gov » sous lemdéuo NCT00932087. Il s’agit d’une étude
physiopathologiqgue monocentrique ou un seul préeve de 60 mL de sang a été effectué sur
des sujets a jeun dans le but principal d’'identifegs) facteur(s) lipidique(s) déterminant(s)
présent(s) dans les LDL de diabétiques de typesoresable(s) de I'activation des plaquettes
sanguines.

Le promoteur de I'étude a été les Hospices CiddsLyon (HCL) et l'inclusion des
sujets a été réalisée par le service d’Endocrineibgabétologie-Maladies métaboliques-
Nutrition du Groupement Hospitalier Est des HCLri¢g par le Prof. P. Moulin). L’hypothese
principale de ce travail était que 'augmentati@nla concentration des peroxydes lipidiques
dans les LDL pouvait étre un facteur déterminamisdaur capacité a activer les plaquettes et
leur pouvoir athérothrombogene.

Le calcul de l'effectif a été réalisé sur les camications en isoprostanes plasmatiques
de patients diabétiques. Le nombre de sujets r@oess inclure pour comparer un écart de
moyenne de concentration plasmatique d’isoprostahegz des diabétiques des témoins
pour un risquex a 0,05 et un risquga 0,20 est de 8 par groupe. Nous avons décidécdater
un minimum de 10 personnes par groupe: un groupeitécompose de volontaires sains (V),
un groupe de volontaires ayant un syndrome mégm{SM), un groupe de patients ayant un
diabéte de type-1 (DT-1) et un groupe de patieyasitaun diabéte de type-2 avec un syndrome
métabolique (DT-2). Tous les sujets devaient &reake masculin, leur &ge compris entre 30
et 75 ans et ils devaient répondre a différenteras Tableau 3. Les SM ont été sélectionnés
selon les criteres de la Fédération Internatiodal®iabéete (FID) ou I'obésité abdominale est
un facteur requis (Alberet al, 2005). Cependant, la limite du tour de taille@féexée a 102
cm selon le critere défini par le NCEP-ATPIII (20@t non & 94 cm comme défini par la FID.
Les DT-1 ont été inclus lorsque leur HbAlc étappérieure a 7% et gu'’ils ne présentaient pas
de syndrome métabolique. Les DT-2 devaient a Rdwbir une HbAlc supérieure a 7% et un

syndrome métabolique selon les criteres pre-deéfinis
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V SM DT-1 DT-2
2 Tour de taille> 102 cm Vv 1%
o
o HbALC> 7% v v
©
s TG>1,69 mM \ \'
)
s
+ 5~ HDL-cholestérok 1,04 mM vV v
5 O
(@] @E
~ 8 PA > 130/85 mmHg v Y
=
£ Glycémie> 6,1 mM \ Vv Vv

Tableau 7 : Criteres d’inclusion des volontaires gwotocole ECLIPSE.

V = oui. DT-1, patients ayant un diabéte de type-1; DT-Zjgoés ayant un diabéte de type-2 et un
syndrome meétabolique; HbAlc, hémoglobine glyquéBl,H« High Density Lipoproteins »; PA,
pression artérielle; SM, volontaires ayant un symde métabolique; TG, triacylglycérols; V,
volontaires sains.

Nous avons introduit de nombreux critéres d’excduosafin de limiter les effets confondants
pour l'interprétation ultérieure de nos résultaddnsi, les patients diabétiques prenant un
traitement hypolipémiant (fibrates ou statinesnt'suspendu pendant sept jours (environ
deux temps de demi-vie des LDL) avant le préleveantem effet, les hypolipémiants tels que
I'atorvastatine (Singlet al, 2008) et le fénofibrate (Rosensehal, 2007) sont connus pour
réduire respectivement les LDL oxydées et acidas grydés. Plus généralement, les
fibrates ont de nombreux autres effets sur ledéipiplasmatiques (Staels and Fruchart, 2005).
Nous avons catégoriqguement exclu les traitemenisasis: les glitazones, diminuant les
concentrations d’AGL plasmatiques (Bodstral, 2005) et les supplémentations en vitamines
antioxydantes, améliorant la sensibilité a I'insali(Vincentet al, 2009). La prise de tabac,
pouvant augmenter le stress oxydant (Zabal, 2000) ou d'alcool en prises excessives (> 2
verres de vin/jour ou équivalent), augmentant ftesst oxydant (Meaghet al, 1999), font
également partie des critéres d’exclusion. Leseptdien situation de prévention secondaire,
augmentant entre autres le stress oxydant (Sétgil, 1994), ou sous insulinothérapie de
type multiinjection introduite moins de 5 ans apeedécouverte du diabéte type-2, n'ont pas

été inclus.
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ANALYSES STATISTIQUES

Pour I'étude comparative, les valeurs présentéaggpondent aux moyennes + S.D.
(écart-type ou déviation standard). Les comparaisias moyennes sont effectuées a I'aide du
test non paramétrique de Mann-Whitney.

Pour I'étude ECLIPSE, les valeurs présentées sporedent aux moyennes + S.E.M.
(écart standard a la moyenne). Les comparaisonspiesl de moyennes sont effectuées a
I'aide d’'une analyse de variance ANOVA suivi d'wst de PLSD Fisher. Les corrélations

sont réalisées par régression linéaire.
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COMPARAISON DE DEUX METHODES DE SEPARATION DES LDL

Les LDL sont une population hétérogene de padgthnt au niveau de leur densité,
de leur taille que de leur composition lipidiqueslAGPI, représentant la moitié de la totalité
des AG des LDL (Gottet al, 1986) sont les cibles initiales de la peroxydatipidique non
enzymatique conduisant a la formation d’'un largeepae produits oxydés. L’isolement des
LDL du plasma constitue donc une étape cruciale fer étude et I'oxydation artéfactuelle
doit étre évitée. L'ultracentrifugation séquentedist la méthode la plus largement utilisée
pour isoler les lipoprotéines (Hawet al, 1955). Cependant, il a été rapporté qu’elle piuva
causer la perte de certaines apolipoprotéines (Par&l, 1985) et des LPC. Parmi les
méthodes alternatives, la FPLC, dont la séparadies particules est basée sur la taille,
n'affecte pas la structure des lipoprotéines etsesivent utilisée en clinique lorsque les
quantités de sang sont limitées.

Afin de déterminer si l'ultracentrifugation génétes LDL au contenu en lipides et en
peroxydes lipidiques comparable a celles isoléed=-paC, nous avons traité en parallele du
plasma non congelé selon les deux méthodes. D'arienus avons analysé et quantifié les
classes lipidiques des LDL et leur composition &a, Al'autre part, nous avons déterminé
différents marqueurs complémentaires de la perdigmdipidique: les AGOH, dérivés des
principaux AGPI, le MDA, marqueur global de la perdation des AGPI, la 8-isoPGf
marqueur spécifiqgue de la peroxydation non enzyjuatde I'AA et la vitamine E, principal
antioxydant des LDL.

I. Composition lipidique des LDL :

I.1. Classes lipidiques des LDL :

Nous avons d’abord déterminé la composition lgpiéi des LDL Tableau §. Les
LDL séparées par ultracentrifugation contiennestig€, des TG, du cholestérol, des PC, des
SM et des PE. Les EC représentent la classe najerif(51,8 %) et les TG une classe
mineure (3,4 %). Le cholestérol représente 28,9t %< PC sont la classe majeure de PL
(11,2 %) suivis par les SM (3,7 %) et tres peu & (@4 %). Les résultats ne montrent
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aucune différence de composition entre les LDL s¥gsapar ultracentrifugation et les LDL
séparées par FPLC.

Classe lipidique Ultracentrifugation FPLC

nmol/mg protéine % nmol/mg protéine %
Esters de cholestérol 2661 + 344 51,8 2450 £ 257 51
Triacylglycérols 173+ 111 3,4 210 £ 66 4.4
Phosphatidylcholines 576 + 50 11,2 587 £ 16 12,2
Phosphatidyléthanolamines 18+1 0,4 18+1 0,4
Sphingomyélines 189 + 50 3,7 136 + 39 2,8
Lysophosphatidylcholines 315 0,6 26 £11 0,5
Cholestérol 1484 +118 28,9 1378 £ 100 28,7

Tableau 8 :Classes lipidiques dans les LDL isolées par ultnairdugation ou par FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congel@lpacentrifugations séquentielles a temps courts
ou par FPLC. La quantification des classes lipidigua été réalisée suite a l'analyse par
chromatographie gazeuse des acides gras méthylétergde de cholestérol, triacylglycérols,
phosphatidylcholines et phosphatidyléthanolamimespar HPLC couplée a un détecteur a diffusion
de lumiére pour les sphingomyélines, les lysophatsghticholines et le cholestérol. Les résultats,
exprimés en nmol/mg protéine ou en mol%, repréaelgs moyennes +S.D. de 3 sujets.

I.2. Composition en acides gras des classes lipidip :

Pour établir un profil lipidique le plus précisgsible, nous avons ensuite étudié la
composition en AG de chaque classe lipidique. lésiltats sont exprimés a la fois en

pourcentage molaire (mol %) et en concentrationo{fmy protéine).
I.2.a. Esters de cholestérol :
Nous voyonsTableau 9 que les EC sont composés de 14 % d’AG satureSjAG

26 % d’AG monoinsaturés (AGMI) et de 60 % d’AGPInd&0 % de 18:2n-6 et 6 % de
20:4n-6. Leur proportion ne change pas quelle gitdssméthode d’isolement utilisée.
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ESTERS DE CHOLESTEROL

Ultracentrifugation FPLC

Acide gras , .

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine
16:0 12,7 £0,9 366,2 + 64,6 12,8 £0,7 338,7 £ 53,1
16:1n-7 4,2+0,2 120,6 + 11,7 40+0,1 105,3 £10,0
16:1n-9 0,2+0,3 6,0 £ 8,6 04+04 11,9+115
18:0 09+0,1 22,5+ 6,0 1,0£0,1 5@+ 4,6
18:1n-7 0,8+0,6 19,5+15,3 0,7+0,6 1612,3
18:1n-9 21,2+25 562,1 +136,1 21,2+25 847,112,5
18:2n-6 49,8 + 3,3 1308,6 + 92,9 49,6 +3,7 1201,1+ 32,1
18:3n-3 0,7+0,2 17,7+ 3,6 0,7+0,2 16,3+ 3,9
18:3n-6 1,2+04 31,5+13,3 1,1+0,2 28,6 £ 3,9
20:0 0,1+0,0 26+0,3 0,1+0,1 1,7+14
20:1n-9 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,1+£0,1 112
20:3n-6 0,7+0,1 17,4+ 1,0 0,7+0,1 16,1+ 1,6
20:4n-6 59+0,8 144,4 + 33,2 58+0,7 130,8 + 26,8
20:5n-3 1,1+04 28,8 +14,9 1,1+04 2611,9
22:6n-3 05+0,1 11,0+ 0,9 0,5+0,0 90.&

Tableau 9: Composition en acides gras des estarscHolestérol des LDL isolées par
ultracentrifugation ou par FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congel@lpacentrifugations séquentielles a temps courts
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des Liisdes esters de cholestérol ont été séparés par
chromatographie sur couche mince. La compositiotaetjuantification ont été réalisées suite a
'analyse par chromatographie gazeuse des acidas gréthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou
en nmol/mg protéine, représentent les moyenneb 1d&. 3 sujets.

[.2.b. Triacylglycérols :

Les TG {TTableau 10 sont composés de 38 % d’AGS, de 45 % d’AGMI etlden
d’AGPI dont 12 % de 18:2n-6. Aucune différence pagait selon la méthode utilisée.
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TRIACYLGLYCEROLS
Ultracentrifugation FPLC
Acide gras , .
mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine
16:0 32,7+3,2 162,1 £ 109,6 343+4.4 231,2 288
16:1n-7 3,5+0,2 17,5+12,0 3,6+0,2 2422
16:1n-9 0,7+0,5 25215 0,4+0,6 2043
18:0 49+0,5 215+124 56+0,6 33,1& 8,
18:1n-7 1,711 8,7+9,8 0,7+1,2 6,103
18:1n-9 39,2+ 45 171,4 +101,0 36,8+ 3,6 ,82265,0
18:2n-6 12,1+2,8 56,2 + 40,1 12,9+2,6 BH,6
18:3n-3 0,9+0,7 5055 1,2+0,2 7,242
18:3n-6 0,3+0,5 1,4+1,7 0,3+£0,2 2,042
20:0 0,1+0,1 0,5+0,8 0,2+0,2 0,9+0,8
20:1n-9 0,2+0,2 08+1,0 0,2+0,2 1,0&0
20:3n-6 0,2+0,2 09+1,2 0,2+0,2 1421
20:4n-6 1,7+0,7 6,7 £ 3,7 1,6+£0,7 8,7, 3
20:5n-3 0,4+0,8 1,6+2,7 0,5+0,8 2553
22:6n-3 0,7+1,1 3,0£3,6 08+£1,0 4,22 4
24:0 0,1+0,1 0,3+0,4 0,1+0,1 05+04

Tableau 10: Composition en acides gras des trigbydérols des LDL isolées par
ultracentrifugation ou par FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congelélpacentrifugations séquentielles a temps courts
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDlisples triacylglycérols ont été séparés par
chromatographie sur couche mince. La compositiotaetiuantification ont été réalisées suite a
I'analyse par chromatographie gazeuse des acidas gréthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou
en nmol/mg protéine, représentent les moyenneb 1d&. 3 sujets.

I.2.c. Phosphatidylcholines :

Les PC Tableau 1), classe majoritaire des PL, sont composés de d8A%S, de 15
% d’AGMI et de 37 % d’AGPI dont 23 % de 18:2n-66¢5 % de 20:4n-6. Leur composition

en AG est la méme quelle que soit la méthode églis
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PHOSPHATIDYLCHOLINES

Ultracentrifugation FPLC

Acide gras , .

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine
16:0 33,7x1,1 429,7 + 23,4 34,4+13 438,2+9,4
16:1n-7 0,7+0,1 85+14 0,7+0,1 851
18:0 140+1,1 162,2 +18,4 144 +1,2 166,8#1
18:1n-7 1,1+0,7 13,3+84 1,1+0,7 132
18:1n-9 12,8+1,6 150,1+254 12,7+1,6 14722,3
18:2n-6 23,1+19 271,4 + 29,6 22,7+1,8 265214
18:3n-3 0,3+0,1 3,8+0,9 0,3+0,1 3838
18:3n-6 0,1+0,0 1,6+0,3 0,1+0,1 10,8
20:3n-6 3,2+0,3 34,7+3,0 3,1+0,3 3336
20:4n-6 6,5+0,9 70,8 £9,2 6,3+1,1 6% 10,6
20:5n-3 1,1+05 11,6 £55 1,0+£0,5 1134
22:5n-3 0,4+0,3 40+28 0,4+0,3 836
22:6n-3 2,2+0,3 22,1+2,1 2,1+0,3 24 2.3

Tableau 11 : Composition en acides gras des phosiplgécholines des LDL isolées par

ultracentrifugation ou par FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congel@élpacentrifugations séquentielles a temps courts
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des Liisges phosphatidylcholines ont été séparées par
chromatographie sur couche mince. La compositiotaetjuantification ont été réalisées suite a
I'analyse par chromatographie gazeuse des acidas gréthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou
en nmol/mg protéine, représentent les moyenneB id®. 3 sujets.

[.2.d. Phosphatidyléthanolamines :

Les PE Tableau 12 sont composeées de 48 % d’AGS, de 12 % d’AGMlestd %
d’AGPI dont 12 % de 18:2n-6, 15 % de 20:4n-6 et 36622:6n-3. On trouve dans cette
classe les AG présents dans la sous-classe dé®riyaP-acyl-GPE (ou plasmalogénes a
phosphoéthanolamines) avec 6 % de 16:0 diméthgh@d@MA), 8 % de 18:0 DMA et 2 %
de 18:1n-9 DMA. Aucune différence significative ddaur compaosition n'apparait quelle que

soit la méthode utilisée.
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PHOSPHATIDYLETHANOLAMINES

Ultracentrifugation FPLC

Acide gras ) .

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine
16:0 16,8 +1,0 6,8+0,5 17,2+ 4,7 6,9+20
16:0 DMA 60+14 2305 5015 1,950,
16:1n-9 1,0+1,8 0,4+0,7 0,4+0,7 0,2+0,3
18:0 16,7 £2,0 6,2+1,0 18,7 £3,7 6,8+1,5
18:0 DMA 7,7+2,6 29+10 59+51 2,181,
18:1n-9 6,9+1,9 2,6+0,8 6,9+24 25+0,9
18:1n-9 DMA 2,1+0,7 0,8+0,3 16+14 0,65
18:2n-6 11,8+3,2 4,4+13 12,1 £3,7 45+14
20:3n-6 1,0£0,8 0,3+0,3 0,8+0,8 0,3+0,3
20:4n-6 14,7 £ 0,7 51+0,2 16,2+ 0,5 55+0,3
20:5n-3 2,0+0,8 0,7+0,3 19+£16 0,6+0,5
22:1n-9 14+1.2 0,4+04 1,3+23 0,4+0,7
22:5n-3 0,7+1,3 02+04 08+1,4 0,3+0,4
22:6n-3 89+3,1 29+10 8,3+0,5 26+0,2

Tableau 12 : Composition en acides gras des phosiplgéthanolamines des LDL isolées
par ultracentrifugation ou par FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congel@lpacentrifugations séquentielles a temps courts
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDispes phosphatidyléthanolamines ont été séparées
par chromatographie sur couche mince. La compasiéibla quantification ont été réalisées suite a
'analyse par chromatographie gazeuse des acidas gréthylés. Les résultats, exprimés en mol% ou
en nmol/mg protéine, représentent les moyenneB id®. 3 sujets.

DMA, dimethylacétal.

[.2.e. Sphingomyélines :

Les SM {Tableau 13 sont majoritairement composées d’AGS (74 %) eR4dn-9
(21 %). On trouve seulement 4 % d’AGPI. Les réssiltae mettent en évidence aucune

différence de composition selon la méthode utilisée

Romain COLAS 125
Institut National des Sciences Appliquées
Mémoire de thése



RESULTATS ET DISCUSSION

SPHINGOMYELINES

Ultracentrifugation FPLC

Acide gras

mol % nmol/mg protéine mol % nmol/mg protéine
16:0 32,2+5,6 62,0 £ 25,1 29,2+4,0 37,3131
18:0 10,2+2,5 18,5+ 3,3 11,6 +25 139+1,5
18:1n-9 0,4+0,5 0,8+0,7 0,1+0,3 08,4
18:2n-6 0,6+0,6 1,0£0,9 05+0,5 06,6
20:0 56+14 6,9+0,9 58+14 10,0+ 0,9
22:0 149+49 26,8+2,4 15,6 £3,5 18,6 £1,5
22:4n-6 2,8+49 7,3+12,7 2,3+3,9 9386,8
22:6n-3 0,4+0,8 1,1+19 06+1,1 118
22:1n-9 0,6+0,5 1,1+1,0 0,9+0,8 11
24:0 10,8 £ 2,7 20,3+7,1 11,2+29 13,9+49
24:1n-9 21,1+23 392+11,1 21,8+2,1 27R 1

Tableau 13: Composition en AG des sphingomyélineles LDL isolées par
ultracentrifugation ou par FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congel@lpacentrifugations séquentielles a temps courts
ou par FPLC. Les lipides ont été extraits des LDlispes sphingomyélines ont été séparées par
chromatographie sur couche mince. La compositionété réalisée suite a l'analyse par
chromatographie gazeuse des acides gras méthyégdsultats, exprimés en mol%, représentent les
moyennes +S.D. de 3 sujets.

[I. Paramétres du stress oxydant :

II.1. Acides gras monohydroxylés :

Les AGOH sont formés durant la peroxydation noazyeratique des AGPI. Les
échantillons ayant subi une hydrolyse basique dks lkaisons ester, nos résultats reflétent la
totalité des AGOH (estérifiés ou non) présents dasd DL. Pour chaque volontaire, nous
avons pu détecter les acides 9-hydroxy-octadécaidjga (HODE) et 13-HODE, dérivés du
18:2n-6 ainsi que l'acide 15-hydroxy-eicosatétrague (HETE), dérivé du 20:4n-6. Comme
nous le voyonsTableau 14, les 9-HODE et 13-HODE sont les principaux AG@¥ec des
concentrations respectives 217 et 242 pmol/mg shii@l dans les LDL séparées par
ultracentrifugation et des concentrations de 19828 pmol/mg cholestérol dans les LDL

séparées par FPLC. Le 15-HETE est une espéce miagac 35 et 28 pmol/mg cholestérol
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dans les LDL séparées par ultracentrifugation eFHPA.C. Les concentrations d’AGOH sont
donc similaires quelle que soit la méthode utilisken est de méme lorsque les AGOH sont

exprimés en fonction de leur AG parent.

Ultracentrifugation FPLC
9-HODE (pmol/mg cholestérol) 217 + 140 196 213
13-HODE (pmol/mg cholestérol) 242 + 47 228 £ 25
HODE/mole 18:2n-6 (umol/mol) 519 £ 162 499 115
15-HETE (pmol/mg cholestérol) 358 285
HETE/mole 20:4n-6 (umol/mol) 313+95 328 £48

Tableau 14 : Concentrations des acides gras monabygliés totaux et ratio acides gras
monohydroxylés / acide gras parent dans les LDLIéss par ultracentrifugation ou par

FPLC.

Les LDL ont été séparées du plasma non congeléufpacentrifugations séquentielles a temps
courts ou par FPLC. Les lipides ont été extraits HBL puis les liaisons ester ont subi une hydely
basique (KOH). Les acides gras monohydroxylés xotmt été séparées sur colonne Oasis et par
chromatographie sur couche mince. La compositiotaetuantification ont été réalisées suite a
'analyse par HPLC couplée & un détecteur UV (234).nLes résultats, exprimés en pmol/mg
cholestérol et en umol/mol, représentent les mayems.D. de 3 sujets.

[I.2. 8-iso-prostaglandine R, :

La 84isoPGHR,, est 'une des nombreuses isoprostanes produitesléola peroxydation
non enzymatique de I’AA. L’hydrolyse basique dedsions ester nous a permis de doser la
totalité de la 8-isoPGk présente dans les LDL. Malgré cela, nous sommasd® méme
restés a la limite du seuil de détection et n’aymunga détecter que chez un seul volontaire. Sa
concentration dans des LDL séparées par ultrabegation (0,064 pmol/umol cholestérol)
est tres proche de celle dans des LDL séparédshiat (0,069 pmol/pmol cholestérol).

I1.3. Dialdéhyde malonique :
Le MDA est un produit terminal de la peroxydatioon enzymatique des LDL. On

trouve autant de MDA dans les LDL séparées pamadintrifugation (118 + 9 pmol/mg

cholestérol) que dans les LDL séparées par FPLC £13® pmol/mg cholestérol).
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[1.4. Vitamine E :

En tant qu’antioxydant majeur des LDL, la vitamiaeonstitue la premiére ligne de
défense contre les radicaux peroxyles et alkoxjpdesix isoméres de vitamine E sont détectés
dans les LDL, k-tocophérol et le-tocophérol. Nous trouvons des concentrations aires
d’a-tocophérol dans les LDL séparées respectivemanulpracentrifugation et par FPLC
(3,68 £ 0,58vs 3,68 + 0,72 nmol/mg cholestérol). Nous trouvonssaduy-tocophérol; sa
concentration représente 10 % de celle detbcophérol et ne change pas que les LDL soient

isolées par ultracentrifugation ou FPLC (0,39 #0440,31 + 0,06 nmol/mg cholestérol).

I1l. Discussion :

Pour clarifier le role exact des LDL oxydées ddiverses pathologies, il est essentiel
d’utiliser une méthode d’isolement des particulésimisant leurs modifications oxydatives
artéfactuelles. La plupart des études sur [l'oxyoatides lipoprotéines utilisent
I'ultracentrifugation séquentielle pour séparer tierentes classes de lipoprotéines selon
leurs densités (Havek al, 1955). Cependant, la perte d’apolipoprotéinesaeto-oxydation
ont été décrites durant ce protocole et les étdpatialyses ultérieures (Napeli al, 1997;
Parket al, 1985). La FPLC, utilisée en clinique, est unehudé alternative qui n’affecte pas
la structure des lipoprotéines. Nous avons comfegré&ontenus en lipides et en peroxydes
lipidiques de LDL isolées du plasma par ultracémgations séquentielles puis dialysées ou
par FPLC afin de déterminer si 'une des méthodeples dommageable que l'autre.

En accord avec la littérature (Wiesraral, 2009), les LDL isolées par les deux
méthodes possédent des proportions équivalentiesiiceclasses lipidiques avec 16 % de PL,
29 % de cholestérol libre, 51 % d'EC et 4 % de T@s PL des LDL isolées par
ultracentrifugation contiennent 70,8 % de PC; 28,2le SM; 3,8 % de LPC et 2,2 % de PE.
Ces résultats ne sont pas différents pour les ldolees par FPLC (76,5 % de PC; 17,7 % de
SM; 3,5 % de LPC et 2,3 % de PE) et sont prochesedr rapportés dans la littérature pour
des LDL séparées par FPLC et analysées par spettierde masse (68 % de PC, 25 % de
SM, 4 % de LPC et 1,9 % de PE) (Wiesrar al, 2009). Les plasmalogenes PE,
particulierement promptes a I'oxydation (Engelmatral, 1994), représentent 31,6 % et 25
% des PE dans les LDL isolées respectivement praicehtrifugation et par FPLC, suggérant

que la procédure d'ultracentrifugation suivie dedydes n’est pas plus dommageable que la
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FPLC. Quelle que soit la méthode utilisée, les 1986t détectés en proportion similaire dans
les LDL (0,5 % des lipides totaux) rendant peubpie leur perte dans la phase aqueuse
durant la dialyse.

Les AGPI, cibles primaires de la peroxydationdigue, représentent 46 % des AG

présents dans les différentes classes lipidique2@85 nmol/mg protéine, correspondant aux
valeurs rapportées dans la littérature (Barre, 2888rbaueet al, 1992; Gottcet al, 1986).
La détermination des concentrations donne de nlasveiformations sur les concentrations
de chaque AG dans chaque classe lipidique. Lesipanx AGPI sont les acides linoléique
(1641 nmol/mg protéine) et arachidonique (227 nmglprotéine) dont 75 % sont estérifies
dans les EC et 20 % dans les PC. On trouve dekatdssimilaires dans les LDL isolées par
FPLC, quelle que soit I'expression des résultatsi¥nou nmol/mg protéine), indiquant que
les AGPI ne subissent pas plus de peroxydatiomdlitdtracentrifugation et les dialyses que
durant la FPLC.

Nous avons détecté les deux AGOH dérivés du 18:2h-'un de ceux dérivé du
20:4n-6. La détection de ce seul HETE dans cettdeéalors que nous en détectons quatre
dans I'étude clinique, peut étre expliquée pamgasntités plus faibles de LDL utilisées pour
les analyses. La mesure de ces premiers prodaitdestissus de la peroxydation lipidique
non enzymatique nous indique que les HODE et HESfEésentent respectivement 0,05 et
0,03 % de leurs AG parents, soulignant la faibleoygdation lipidique dans des LDL de
volontaires sains. Une seule étude rapporte deseotmations en dérivés hydroxylés du
18:2n-6 et du 20:4n-6 inférieures a 0,5 nmol/mgéne dans les LDL (Lenet al, 1990).
Nous apportons ici des valeurs plus précises emrad@vec ces dernieres. Le MDA, dérivé de
la peroxydation lipidique non enzymatique des AG#&itenant trois doubles liaisons ou plus
(Dahle et al, 1962; Pryor and Stanley, 1975) est communémealiséutomme index de
peroxydation lipidiqgue. Nos résultats montrent deacentrations similaires dans les LDL
isolées par ultracentrifugation et par FPLC, remgsau probable sa perte durant la dialyse
(Esterbaueret al, 1987). Les isoprostanes sont considérées commenamueur de la
peroxydation non enzymatiqur vivo (Morrow et al, 1990). Une étude récente rapporte des
concentrations de 0,25 pmol/umol cholestérol dassLdDL isolées par ultracentrifugation et
de 0,27 pmol/umol cholestérol dans des LDL isofiss-PLC (Proudfoott al, 2009). Nous
n'avons dosé qu’une seule d’entre elles, la 8-igeEGouvant expliquer sa détection chez

un seul volontaire (0,06 pmol/pmol cholestérol)nGarnant la-tocophérol et lg-tocophérol,
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nos résultats ne montrent aucune différence deecrations quelle que soit la méthode
d’isolement des LDL rendant peu probable leursgsediurant la dialyse (Scheekal, 1995).
Nos résultats indiquent clairement que les deuxthades d’isolement sont
équivalentes et permettent d’obtenir des LDL de m&wmposition lipidique et de méme
contenu en peroxydes lipidiques. Nous avons dormasichd’utiliser I'ultracentrifugation

séquentielle pour réaliser le protocole ECLIPSE.
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ETUDE DE LA CARACTERISATION DES LDL ET DE LEUR IMPL ICATION
DANS L'ACTIVATION PLAQUETTAIRE VIA UN STRESS OXYDANT ET/OU UN
ECHANGE LIPIDIQUE (ECLIPSE)

Une étude conduite au laboratoire a montré que pidEents diabétiques sans
complications cardio-vasculaires présentent unestagtivation plaquettaire associée a un
stress oxydant accru comparativement a des votestaains (Véricett al, 2004). D’autre
part, nous avons récemment montré que des LDLédsothi plasma de diabétiqgues (au
contrdle glycémique médiocre) ou glycoxydéeitro activent les plaquettes alors que des
LDL de volontaires sains sont sans effet sur Raatton plaquettaire (Calzads al, 2007).
Durant mon stage de Master 2, nous avons montrédgsd.DL de diabétiques de type-2
fortement déséquilibrés alliaient une forte dimiontde leur proportion en 18:2n-6 dans les
principales classes lipidiques et une forte augatemt de leur concentration en MDA a une
capacité accrue a induire lactivation de la casca@ I'AA dans les plaquettes. Les
modifications observées dans ces LDL semblaienutdida plus prononcées que les
diabétigues avaient une dyslipidémie (élévationTd@set diminution du HDL-cholestérol) et
un IMC élevé, laissant supposer la présence d’'ndreyne métabolique.

La concentration en cholestérol et la taille dBd. Isont les parametres classiquement
associés a leur athérogeénicité (Witztum and Stejnb#E991). Cependant, la modification
oxydative des LDL et la peroxydation lipidique sompliquées dans le processus
d’athérosclérose et sont reconnues moduler ledifosccellulaires. Les peroxydes lipidiques
pourraient donc représenter d’éventuels médiatdasseffets activateurs des LDL sur les
plaquettes. Le profil lipidique détaillé des LDLtiaatrices et les mécanismes impliqués dans
I'activation plaguettaire restent a déterminer.

L'objectif principal de notre protocole cliniqueété de corréler un profil des LDL en
peroxydes lipidiqgues a leur capacité a activerpisjuettes. Notre premier objectif a été
d’établir un profil détaillé en lipides et peroxylépidiques des LDL isolées du plasma de
diabétiques de type-2 comparativement a celui dentares sains. Dans le but de déterminer
les contributions respectives de l'insulino-résiset de I'’hyperglycémie, le profil des LDL
a également été défini chez des volontaires présentn syndrome métabolique et des
diabétiques de type-1 a évolution lente. Notre seéambjectif a eté de déterminer I'effet des

différentes populations de LDL sur I'activation gdaquettes.
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|. Parametres cliniques et traitements en cours :

Les parametres cliniques sont récapitulés dafdaldeau 15 Comparativement aux
volontaires du groupe témoin, les sujets du grdsigle légerement plus ages, présentent un
syndrome métabolique attesté par un tour de tadlgérieur a 102 cm, une
hypertriglycéridémie, un taux de HDL-cholestérokbat une hypertension artérielle. Ces
sujets présentent également une hyperinsulinénaegliicémie, I'index HOMA-IR et le
pourcentage d’hémoglobine glyquée sont similaitesvaleurs contréle.

Comparativement au groupe témoin, les sujets dupgr DT-1, plus jeunes, présentent
un diabete de type-1 attesté par un pourcentagé&mdiplobine glyquée et une glycémie
élevés. Ces sujets ne présentent aucune -caraqgtexistd’'un syndrome métabolique.
Paradoxalement, leur insulinémie est effondréebdemce quasi totale d’insuline s’explique
par I'insuline recombinante qu'ils utilisent, noétdctée par notre kit ELISA.

Comparativement au groupe témoin, les sujets awpgr DT-2, de méme age,
présentent d'une part un diabéte de type-2 atpestéin pourcentage d’hémoglobine glyquée
et une glycémie élevés et d’autre part, un syndrorégbolique attesté par un tour de taille
supérieur a 102 cm, une hypertriglycéridémie, wix e HDL-cholestérol bas et une tension
artérielle systolique plus élevée. L'absence sigaiive d’augmentation de la pression
artérielle diastolique peut s’expliquer par la erishypotenseurs par certains patients. Il est a
noter que les sujets de ce groupe ont un diab&tedrséquilibré, bien plus que les sujets du
groupe DT-1, comme en témoigne leur pourcentage éévé d’hémoglobine glyquée
(10,4%). Malgré cela, l'insuline a jeun est simmgaaux valeurs contrdles. Ceci reflete sans
doute I'épuisement des cellul@sfaisant suite a une longue période d’insulinostasice

compenseée par une sécrétion accrue.
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Parameétre clinique \% SM DT-1 DT-2
Age (années) 50+ 3 58 + 2* 42 + 2% 57+3
IMC (kg/m?) 24,3+0,7 30,7 £ 1,4* 249+0,7 30,8+1,1*
Tour de taille (cm) 92+2 111 + 3% 893 116 = 7**
Glucose a jeun (mM) 55+0,2 56+0,1 8,2+0,8* 9,0 £1,0*
Insuline a jeun (uIU/mL) 59+£0,9 9,8 +1,8* 0,5%+0,2 6,5+1,7
HOMA-IR 1,54+ 0,29 2,53 +0,52 0,25+0,11  2,75,2D
HbAlc (%) 54+0,1 57+0,1 7,7+0,2** 10,4 £0,9**
Eyff;:gﬂeaﬁﬁ&eﬂg) 121 +3 144 + 3% 123+3  132+6*
gifsstf)il?;uzrfnrﬁ'fg) 78+ 4 88 + 5* 7242 77 +3
Cholestérol total (mM) 6,0+04 52+03 50+£0,3* 4,8 £0,4*
HDL-cholestérol (mM) 1,4+0,1 1,1 +£0,1* 1,3+0,1 0,9 £0,1**
cholesteroltorall HDL- 45404 49403 | 36%02% 53+03*
LDL-cholestérol (mM) 41+04 3,2+£0,2 2,9+0,3* 2,7 £0,4*
VLDL-cholestérol (mM) 05+0,1 0,8 +0,1** 0,4+0,0 1,0 £0,1*
Triacylglycérols (mM) 1,3+0,1 2,2 +£0,3** 09+0,1 2,6 £0,2**

Tableau 15 : Parametres cliniques des volontaireSIHPSE.

Les diminutions significatives sont signalées eubles augmentations significatives en jaures
résultats représentent les moyennes + S.E.M. dé®@ sujets par groupe et par parametre. * P<0,05,
** P<0,01 comparativement aux volontaires sains.

DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patatiabétiques de type-2; HbAlc, hémoglobine Alc
glyquée; HOMA-IR, « Homeostasis Model Assessmeitdolin Resistance » calculé selon (glycémie
X insulinémie)/22,5IMC, indice de masse corporelle calculé selon pdidsaille x taille); SM,
volontaires ayant un syndrome métabolique; V, valiogs sains.

La liste des traitements en cours est présentéeldadableau 16
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Groupe Traitement en cours
\% Aucun
SM Hypotenseurs (2/10), Anti-thrombotiques (1/Hypocholestérolémiants (1/10)

DT-1 Hypotenseurs (3/10), Analogues d’insuline (9/1
Hypotenseurs (4/10), Anti-thrombotiques (1/10), ligaes d’insuline (2/10), Anti-
diabétiques (5/10)

DT-2

Tableau 16 : Liste des traitements en cours deortdires ECLIPSE.

Entre parenthéses, nombre de sujets traités. Hypgetas: Isobar, Sectral, Detensiel, Esidrex,
Triatec, Aprovel, Hyzaar, Lercan, Coaprovel, AmlBypressyl, Temerit, Odrik.Anti-thrombotiques:
Kardegic.Hypocholestérolémiants: Ezetrol. Analogu#suline : Novorapid, Lantus, Humalog,
Humalog Mix, Novomix. Anti-diabétiques : AmareleBg, Diamicron, Glucophage.

DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patiatibétiques de type-2; SM, volontaires ayant un
syndrome métabolique; V, volontaires sains.

[I. Composition lipidique des LDL :

II.1. Principales classes lipidiques :

Apres séparation par CCM des principales classeidues des LDL, nous les avons
guantifiées par GC a l'aide d’'une standardisatidarne Tableau 17. Les EC sont la classe
lipidique majoritaire des LDL. Tres apolaires, d8 trouvent dans le cceur hydrophobe des
particules avec les TG, une classe lipidique miaelas LDL. Les PC sont la classe lipidique
majoritaire des phospholipides des LDL. Amphiphilés se trouvent dans la monocouche
enveloppant les particules avec les PE, les SM,R&Ss et le cholestérol libre.

Comparativement aux LDL du groupe témoin, nousomsyune diminution de la
concentration en EC dans les LDL des groupe SMTeR [frespectivement -13% et -20%)
alors que les concentrations de TG augmententecagpment de +50% et +72%. Les
concentrations de PC ne diminuent significativenopreé dans les LDL du groupe DT-1 (-
11%). Enfin, nous voyons que les concentrations PIé restent les mémes dans tous les
groupes.

Ne disposant pas de standards internes pour lestérol, les LPC et les SM, nous les
avons seéparés par HPLC couplé a un détecteur asidiff de lumiere. Aprés quelques
dosages préliminaires, nous n'avons vu aucune ti@riale leurs concentrations entre les

groupes. Nous n’avons donc pas poursuivi ce dosage.
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Classe lipidique

(nmol/mg protéine) v =M Tt otz
Esters de cholestérol 2459 +1 2132 £61** 2250+ 76 | 1975 £ 88**
Triacylglycérols 140+ 11 210 + 19* 182 + 16 241 + 37**
Phosphatidylcholines 521 + 17 477 + 18] 463 +13 * 479 + 21
Phosphatidyléthanolamines 172 15+1 20+ 2 18+1

Tableau 17 : Principales classes lipidiques des LB¢s volontaires ECLIPSE.

La quantification des classes lipidiques a étéis&a suite a I'analyse par chromatographie gazeuse
des acides gras méthylés. Les diminutions sigtifies: sont signalées en bleu, les augmentations
significatives en jaune. Les résultats, exprimésnemwl/mg protéine, représentent les moyennes *
S.E.M. de 8 a 10 sujets par groupe. * P<0,05, **(R8&1 comparativement aux volontaires sains.
DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patiatiabétiques de type-2; SM, volontaires ayant un
syndrome métabolique; V, volontaires sains.

[I.2. Composition en acides gras des classes lipigies des LDL :

Nous avons ensuite analysé par GC la composité@ailtte en AG de ces classes

lipidiques. Les résultats sont exprimés a la foipeurcentages molaires et en concentrations.

I1.2.a. Esters de cholestérol :

13,5% de la totalité de leurs AG sont des AGSt @@% de 16:0, 24,4% sont des
AGMI, dont 84% de 18 :1n-9 et 62% sont des AGPhtd#% de 18:2n-6 et 11% de 20:4n-6
(Tableau 18 page 139).

Comparativement aux EC des LDL du groupe V, nobservons une diminution
significative du pourcentage molaire des AGPI (-68&s EC des LDL du groupe SM,
majoritairement due a la diminution du 18:2n-6 @)1 Parallelement, les AGMI et AGS
augmentent (respectivement +11% et +9%) du faitaleggmentation des 16:0 (+9%) et
16:1n-7 (+68%). Quantitativement, nous observores diminution des AGPI (-19%) dont le
18:2n-6 (-22%) ainsi qu’'une augmentation du 16:Xm477%).

Concernant les EC des LDL du groupe DT-1., lemgipaux AG ne varient pas
significativement. Cependant, nous notons des dititins du pourcentage molaire des 16:1n-
7 (-32%) et 20:3n-6 (-25%) et des diminutions descentrations des AGMI (-11%) dont le
16:1n-7 (-35%). La concentration de 20:3n-6 dimiggalement (-32%).
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Les EC des LDL du groupe DT-2 ont une composiganAG différente de celle des
EC des LDL témoins. Nous observons une augmentatiopourcentage molaire des AGS
(+9%) dont le 16:0 (+10%) et une diminution des AGB%) dont le 18:2n-6 (-10%). En
revanche, le 20:4n-6 augmente (+34%). Quantitattrgmnous voyons a linverse une
diminution des AGS (-12%) dont le 16:0 (-11%) e$ @&5MI (-13%) dont le 18:1n-9 (-13%).
La concentration en AGPI diminue significativemg2u%) dont le 18:2n-6 (-27%).

[1.2.b. Triacylglycérols :

33,3% de la totalité de leurs AG sont des AGS,t @10 de 16:0. 47% sont des
AGMI, dont 89% de 18 :1n-9 et 19,3% sont des AGRht 73% de 18:2n-6T@bleau 19
page 140).

Comparativement aux TG des LDL du groupe V, ndageovons une augmentation du
pourcentage molaire des AGS (+12%) des TG des LiDhrdupe SM, principalement due a
'augmentation du 16:0 (+11%). Nous voyons une dirtion des 20:5n-3 (-60%) et 22:6n-3
(-55%). En revanche, nous n’observons aucune neatifin des concentrations des AG.

Concernant les TG des LDL du groupe DT-1, noudseovons aucune différence de
la majorité des AG hormis une diminution des pontages molaires d’AG quantitativement
mineurs, les 20:3n-6 (-77%), 20:5n-3 (-60%) et B236(-75%). Aucune différence de
composition en AG n’est a noter lorsque les réskant exprimés en concentration.

Pour les TG des LDL du groupe DT-2, nous voyons diminution du pourcentage
molaire des 20:5n-3 (-60%) et 22:6n-3 (-55%). QuatiMement, nous observons une
augmentation des AGS (+56%), dont les 16:0 (+5684)8:0 (+63%), des AGMI (+60%)
dont le18:1n-9 (+62%) et des AGPI (+40%) dont [8Ra-6 (+49%) et 20:4n-6 (+50%).

[I.2.c. Phosphatidylcholines :

50% de la totalité de leurs AG sont des AGS daft @le 16:0 et 32% de 18:0. 12,9%
sont des AGMI dont 84% de 18:1n-9 et 37,1% sontAd&B| dont 59% de 18:2n-6 et 19% de
20:4n-6 Tableau 20 page 141).

Comparativement aux PC des LDL du groupe V, ndagevons une diminution du
pourcentage molaire du 18:2n-6 (-12%) et une autatien du 20:3n-6 (+19%) dans les PC
des LDL du groupe SM. Nous voyons une diminutioargitative du 18:2n-6 (-19%).
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Concernant les PC des LDL du groupe DT-1, les geniages molaires des
principaux AG ne sont pas significativement diffésede ceux des témoins, si ce n’est une
diminution du pourcentage molaire du 20:3n-6 (-29%®s concentrations d’AGS (-13%)
diminuent dont les 16:0 (-12%) et 18:0 (-18%)mkme que celles du 20:3n-6 (-37%).

Les PC des LDL du groupe DT-2 possedent moins8d2ni6 (-10%) et davantage de
20:4n-6 (+29%) lorsque les résultats sont exprim@spourcentage molaire. En quantité

absolue, les concentrations des 18:0 (-12%) en18:213%) diminuent.

[I.2.d. Phosphatidyléthanolamines :

Les PE comportent  deux  sous-classes principaleses | diacyl-
glycérophosphoéthanolamines et les alkényl-acydagiyphosphoéthanolamines (sous-classe
des plasmalogenes a PE). Celles-ci sont caracérigr une liaison ester ou vinyl-éther en
positionsn-1 et une liaison ester en positiom2. Les dimethylacétals (DMA) sont formés par
transméthylation des chaines alkényles.

38,9% de la totalité des AG des PE sont des AGH 4226 de 16:0 (acyl et alkényl)
et 55% de 18:0 (acyl et alkényl). 11,3% sont desvA@ont 80% de 18:1n-9 (acyl et alkényl)
et 49,8% sont des AGPI dont 17% de 18:2n-6, 43930dén-6 et 25% de 22:6n-3gbleau
21, page 142). La somme des trois DMA (16:0 DMA, 1BMA et 18:1n-9 DMA) représente
24,3% des AG des PE.

Comparativement aux PE des LDL du groupe V, ndagewons une diminution du
pourcentage molaire des 16:0 DMA (-22%) et 18:0 Df423%) ainsi qu’une augmentation
du 18:0 (+38%) dans les PE des LDL du groupe SMsdrame des trois DMA représente
18,9% de la totalité des AG et est diminuée de -Z2F6rapport au témoin. Nous voyons
également une diminution de la concentration d0 DMA (-27%).

Concernant les PE des LDL de du groupe DT-1, leqgantage molaire du 16:0 DMA
diminue (-22%) alors que celui du 18:0 augmented¥R La somme des trois DMA
représente 20,6% de la totalité des AG et est dié@rde -15% par rapport aux témoins. Les
concentrations des 16:0, 18:0 et 18:2n-6 augmergspectivement de 48%, 55% et 46%.

Dans les PE des LDL du groupe DT-2, les pourcestagolaires des 16:0 DMA (-
47%), 18:0 DMA (-50%), 18:1n-9 DMA (-42%) et 20:8n-60%) diminuent alors que ceux
des 16:0 (+48%) et 18:0 (+73%) augmentent. La soweserois DMA représente 12,4% de
la totalité des AG et est diminuée de -49%. Lesceantrations en 16:0 DMA, 18:0 DMA,
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18:1n-9 DMA et 20:5n-3 diminuent (respectivement% -50%, -42% et -55%) alors que
celles des 16:0 et 18:0 augmentent (respectivefio et +96%).

[I.2.e. Sphingomyeélines :

La majorité des AG des SM sont des AGS (75,4%} d6f6 de 16:0, 16% de 18:0,
6% de 20:0, 18% de 22:0 et 14% de 24:0. 21,3% destAGMI dont 90% de 24:1n-9 et
3,4% sont des AGPTableau 22 page 143).

Il n"apparait aucune différence de compositioAé&entre les différents groupes.
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tent les moyennes + S.E.M. de 8 a 10
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DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patiatinbétique de type-2; SM, volontaires ayant un

syndrome métabolique; V, volontaires sains.
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Tableau 19 : Composition en principaux acides grdss triacylglycérols des LDL des

volontaires ECLIPSE.

La Iégende est identique a celle du tableau 18. réssiltats
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volontaires ECLIPSE.
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Tableau 21 : Composition en principaux acides grdes phosphatidyléthanolamines des

LDL des volontaires ECLIPSE.
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La légende est identique a celle du tableau 18. réssiltats
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DT-2
mol %
332+2,0
14,5+ 1,6
1,2+0,4
0,9+0,3
52+0,3
13,4+0,8
0,4+0,2
1,3+0,3
9,2+1,0
19,2+2,0
756+ 1,7
21,8+1,8
33+0,7

DT-1
mol %
351+15
12,0+1,1
1,5+0,3
1,7+0,4
4,4+0,2
12,8 +0,7
04+0,1
1,3+0,2
10,0 +£0,7
18,6 +1,3
74,3+0,9
20,7+1,1
50+1,0

SPHINGOMYELINES
SM
mol %
313+1,3
13,5+ 1,0
1,3+0,3
1,6 +0,5
49+0,3
14,0+0,9
0,5+0,2
1,3+0,1
10,6 +0,8
18,8+ 1,3
74,3+ 1,0
20,8+1,1
49+14

\Y
mol %
346+1,22
12,0+ 0,6
1,4+0,4
1,0+04
4,9+0,2
13,5+0,6
0,4+0,2
1,1+0,2
10,5 0,7
19,1+1,3
75,4+ 1,4
21,2+1,3
34+0,8

n
Q
<
Tableau 22 : Composition en principaux acides grdes sphingomyélines des LDL des
volontaires ECLIPSE.

La légende est identique a celle du tableau 18. réssltats, exprimés en mol%, représentent les
moyennes +S.E.M. de 10 sujets par groupe.

e Qe

©
—

e @
o W
S\

Q
q—
3\

Acide Gras
18:1n-9
18:2n-6
22:1n-9
22:6n-3
24:1n-9

AGMI
AGPI

I1.3. Taille des particules de LDL :

Nous avons déterminé la taille des LDL présentasde plasma des volontaires des
différents groupes Higure 35. Comparativement aux LDL du groupe témoin, nous
observons une diminution tres faible mais sigatfiee du diamétre des LDL des groupes
SM et DT-2. Les LDL du groupe DT-1 ont pour leurtda méme diamétre que les LDL des

témoins.
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255 1 [l LDL du groupe vV

T Il DL du groupe SM
[] LDL du groupe DT-1
Il oL du groupe DT-2

25,0 -

Taille (nm)

24,5 4

24,0 ~

Figure 35 : Taille des LDL des sujets ECLIPSE.

Les résultats, exprimés en nm, représentent leemnep + S.E.M. de 10 sujets par groupe. **
P<0,01 comparativement aux volontaires sains.

DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patatiibétiques de type-2; SM, volontaires ayant un
syndrome métabolique; V, volontaires sains.

[ll. Paramétres du stress oxydant :

l1l.1. Acides gras monohydroxylés totaux :

Pour chaque sujet, nous avons pu détecter lesBEHD 13-HODE, dérivés du 18:2n-
6, et les 8-HETE, 11-HETE, 12-HETE et 15-HETE, @ési du 20:4n-6Kigure 36) (Figure
24). Comme nous le voyons, les 9-HODE et 13-HODRMAsttuent 78% des AGOH détectés
dans les LDL. Seuls quatre des six isomeres HETE détectés et représentent 22% des
AGOH.

Comparativement aux LDL du groupe témoin, nouenlms une augmentation des
9-HODE et 13-HODE dans les LDL de chacun des tymsipes : groupe SM (respectivement
+62% et +55%), groupe DT-1 (respectivement +50% +80%) et groupe DT-2
(respectivement +52% et +50%).

Concernant les HETE, nous observons une augmamtdti 15-HETE (+82%) dans
les LDL du groupe DT-2 mais ne mettons en évidenaaine modification significative des
8, 11, 12 et 15-HETE dans les LDL des autres gr@gpenparativement aux LDL du groupe
témoin.
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Figure 36 : Concentrations des acides gras monolydrdés des LDL des volontaires
ECLIPSE.

Les lipides ont été extraits des LDL puis les tias ester ont subi une hydrolyse basique (KOH). Les
acides gras monohydroxylés totaux ont été séparésadonne Oasis et par chromatographie sur
couche mince. La composition et la quantificatiart été réalisées suite a I'analyse par HPLC
couplée a un détecteur UV. Les résultats, expriengsmol/mg cholestérol, représentent les moyennes
+S.E.M. de 7 a 9 sujets par groupe. * P<0,05 campivement aux volontaires sains.

DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, pasietiabétiques de type-2; HETE, acide hydroxy-
eicosatétraénoique; HODE, acide hydroxy-octadécaalgue; SM, volontaires ayant un syndrome
métabolique; V, volontaires sains.

[1l.2. Dialdéhyde malonique :

Les concentrations en MDA augmentent dans les dDIgroupe SM (+91%), DT-1
(+69%) et DT-2 (+96%) comparativement a celle des du groupe témoinHigure 37).
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Figure 37 : Concentration en dialdéhyde maloniquesiLDL des volontaires ECLIPSE.

Les LDL ont été incubées avec de 'acide thiobarftjtie en milieu acide. Le complexe formé avec le
dialdéhyde malonique a été extrait avant d’étvarifié suite a I'analyse par HPLC couplée a un
détecteur fluorimétrique. Les résultats, exprimeépmol/mg cholestérol, représentent les moyennes *
S.E.M. de 9 a 10 sujets par groupe. * P<0,05, ®0F01 comparativement aux volontaires sains.

V, volontaires sains; SM, volontaires ayant un sgnte métabolique; DT-1, patients diabétiques de
type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; MDialdéhyde malonique.

[11.3. Vitamine E :

L’ a-tocophérol est 'isomére majoritaire ety@ocophérol représente environ 10% de
I’ a-tocophérol dans les LDLT@bleau 23. Les résultats ont été exprimeés classiquement par
mg de protéines mais aussi par rapport aux lipidesfait du caractere lipophile de la
vitamine E.

Dans les LDL du groupe SM, nous voyons une augatientduy-tocophérol (+50%)
exprimé en nmol/mg protéine ainsi qu’'une augmemtatdes concentrations des deux
isomeéres de tocophérol exprimées en nmol/mol shérel (respectivement +29% et +67%)
comparativement a leurs concentrations dans les tDlgroupe témoin. Il n'y a aucune
modification de concentration de vitamine E darns I®L des groupes DT-1 et DT-2.
Cependant, la concentrationaetocophérol, exprimée en nmol/mg TG, tend (P=0,a4)

diminuer dans les LDL du groupe DT-2.
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Y] SM DT-1 DT-2
g nmol/mg protéine 59+0,3 6,7+0,5 6,604 6503
g- nmol/mg cholestérol 28+0,2 36=x0,2% 3,3+£0,2 3,3+0,3
*c'); nmol/mg TG 21,6 +2,1 23,3+3,8 229+2,6 1625
g nmol/mg protéine 06+0,1 09+0,1* 0,7+0,1 0,7+0,1
g— nmol/mg cholestérol 03+£0,1 0,5%0,1* 0,3£0,1 0,4+0,1
E nmol/mg TG 23+04 3,0+0,6 24+0,4 1,8+0,2

Tableau 23 :Concentrations des différents isoméres de vitamiBedans les LDL des
volontaires ECLIPSE.

Les isomeéres de tocophérol des LDL ont été quéstsuite a I'analyse par HPLC couplée a un
détecteur fluorimétrique. Les augmentations sigatfves sont signalées en jaune. Les résultats,
exprimés en nmol/mg protéine, nmol/mg cholestétolnmol/mg triacylglycérol, représentent les
moyennes +S.E.M. de 10 sujets par groupe. * P<@dIfparativement aux volontaires sains.

DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, paatiibétiques de type-2; SM, volontaires ayant un
syndrome métabolique; V, volontaires sains.

IV. Effet des LDL sur les plaquettes :

Dans le but d'étudier I'impact des LDL sur l'aation plaquettaire, nous avons
incubé les LDL des differents groupes avec desugtigs isolées de donneurs de 'EFS.
D’une part, nous avons déterminé les effets des killa cascade de signalisation de I'AA,
en évaluant par immuno-détection la phosphorylaties p38 MAPK et cPLA ainsi qu’en
déterminant la concentration basale de thrombogan®’'autre part, nous avons évalué les

effets directs de ces LDL sur I'agrégation placpiettinduite par le collagene.

IV.1. Effet des LDL sur la p38 MAPK plaquettaire :

La p38 MAPK est une protéine clé dans I'activatmaquettaire. Sa phosphorylation
lui permet de phosphoryler la cPLA&t ainsi, d’activer la cascade conduisanfine a la
production de TxA Suite a l'incubation des plaguettes en absencenoprésence des LDL
(Img/mL) pendant 2h a 37°C, aucun effet des LDLgdoupe V n’est observable sur la
phosphorylation de la p38 MAPK plaquettaire compeeanent a des plaquettes incubées
avec le vehicule (PBSF{gure 38). En revanche, les LDL du groupe SM augmenterie cet
phosphorylation (+21%), de méme que les LDL desjggs DT-1 (+31%) et DT-2 (+55%).
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Figure 38 : Phosphorylation de la p38 MAPK plaquetite en absence ou en présence des
LDL de volontaires ECLIPSE.

Des plaquettes isolées de donneurs de I'EFS ahntiritubées pendant 2h a 37°C en absence
(contréle) ou en présence de LDL de chacun desrguabupes de volontaires. La phosphorylation
de la p38 MAPK a été évaluée par immuno-détecti@s. résultats, exprimés en pourcentage du
contrble, représentent les moyennes +S.E.M. dgesspar groupe. NS non significatif, * P<0,05, **
P<0,01 comparativement aux volontaires sains.

DT-1, patients diabétiques de type-1; DT-2, patiediabétiques de type-2; MAPK, « mitogen
activated protein kinase »; PBS, « phosphate bu$dine »;, SM, volontaires ayant un syndrome
métabolique; V, volontaires sains.

IV.2. Effet des LDL sur la cPLA; plaquettaire :

La cPLA, a un réle crucial dans la libération de I'AA ediér dans les PL
membranaires, servant ensuite de substrat a la CA¥euUs voyons que l'incubation des
plaquettes avec des LDL du groupe V est sans sfifeta phosphorylation de la cPLAes
plaquettes de volontaires sains comparativementdlhquettes incubées en absence de LDL
(Figure 39. Il en est de méme pour les LDL du groupe DT-1 spnt sans effet. En
revanche, les LDL des groupes SM et DT-2 augmeiwtstd phosphorylation respectivement
de +23% et +24%.
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Figure 39 : Phosphorylation de la cPLAplaguettaire en absence ou en présence des LDL
de volontaires ECLIPSE.

Des plaquettes isolées de donneurs de I'EFS ahntiritubées pendant 2h a 37°C en absence
(contréle) ou en présence de LDL de chacun desrggabupes de volontaires. La phosphorylation
de la cPLA a été évaluée par immuno-détection. Les résukxizrimés en pourcentage du contrdle,
représentent les moyennes + S.E.M. de 7 sujets gpaupe. NS non significatif, * P<0,05
comparativement aux volontaires sains.

cPLA, phospholipase Acytosolique; PBS, » phosphate buffer saline »;1IDPatients diabétiques de
type-1; DT-2, patients diabétiques de type-2; SMomtaires ayant un syndrome métabolique; V,
volontaires sains.

I\V.3. Effet des LDL sur la production basale de TxB plaquettaire :

Le TxB; est le catabolite stable et inactif du plaquettaire. Sa concentration basale
dans les plaquettes incubées seules est de 18pm@B7LJ plaquettes. Nous voyons que les
LDL du groupe V sont sans effet sur la producticmsdle de TxB de plaquettes de
volontaires sains comparativement a des plaquieitebées en absence de LHigure 40).

En revanche, les LDL du groupe SM augmentent sduygtmn (+90%), de méme que les
LDL du groupe DT-1 (+110%) et DT-2 (+111%).
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Figure 40 : Concentration de TxB plaquettaire en absence ou en présence des LDL de
volontaires ECLIPSE.

Des plaquettes isolées de donneurs de I'EFS ahntiritubées pendant 2h a 37°C en absence
(contréle) ou en présence de LDL de chacun desrgumbupes de volontaires. Le thromboxane B
plaguettaire a été quantifié par dosage immuno-eraigue. Les résultats, exprimés en pourcentage
du contréle, représentent les moyennes = S.E.M1@esujets par groupe. NS non significatif, *
P<0,05, ** P<0,01 comparativement aux volontaisesns.

DT-1, patients ayant un diabéte de type-1; DT&ignts ayant un diabéte de type-2 et un syndrome
métabolique; PBS, « phosphate buffer saline »; 8dgntaires ayant un syndrome métabolique;
TxB,, thromboxane B V, volontaires sains.

IV.4. Effet des LDL sur I'agrégation plaquettaire :

Physiologiquement, le collagéne est un agonistegire conduisant a I'adhésion et a
I'agrégation des plaquettes. En utilisant des cotmagons de collagene induisant seulement
une faible agrégation plaguettaire, nous avonseptet I'impact des LDL (100ug/mL) sur la
réponse des plaquettes au collagéne. Nous obsequenia pré-incubation des plaquettes en
présence de LDL du groupe V pendant 5 minutesaest sffet sur 'agrégation des plaquettes
en réponse au collagene comparativement a desegtlagpré-incubées en absence de LDL
(Figure 41). Il en est de méme pour les LDL du groupe DT-1 spnt sans effet sur

I'agrégation plaquettaire dans les conditions t=st&n revanche, I'incubation des plaquettes
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en présence des LDL des groupes SM et DT-2 induitdgrégation (respectivement +197%
et +251%).
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Figure 41 : Agrégation plaquettaire induite par leollagéne en absence ou en présence des

LDL de volontaires ECLIPSE.

Suite a la pré-incubation des plaquettes isoléedatmeurs de 'EFS en absence ou en présence des
LDL de chacun des quatre groupes pendant 5 miru&’C, les plaquettes ont été stimulées par le
collagéne puis incubées pendant 4 minutes et létigime d'agrégation a été suivie. Les résultats,
exprimés en pourcentage d’agrégation, représergsntmnoyennes +S.E.M. de 5 sujets par groupe. NS
non significatif, ** P<0,01 comparativement auxmataires sains.

DT-1, patients ayant un diabete de type-1; DT-2igoés ayant un diabéte de type-2 et un syndrome
métabolique; PBS, phosphate buffer saline; SM, ntaices ayant un syndrome métabolique; V,
volontaires sains.

V. Corrélations :

Le tour de taille est corrélé positivement a I'HiwA au MDA et aux TG des LDL. Il
est corrélé négativement a la taille des LDL et plasmalogenes. Le pourcentage d’HbAlc
est corrélé positivement au MDA et aux TG des LDInégativement aux plasmalogenes.

n’existe pas de corrélation entre I'HbAlc et les@iGou la taille des LDLKigure 42).
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Figure 42 : Corrélations entre parametres du syndre métabolique et du diabete de type-2
et état d’oxydation des LDL.

* P<0,05, ** P<0,01. NC non corrélé

HbAlc, hémoglobine glyquée; HODE, acides hydratgdaécadiénoiques; LDL, « Low
density Lipoproteins »; MDA, dialdéhyde maloniqui&, triacylglycérols.
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La concentration plaquettaire de TxBreflet de celle du TxA est corrélée
positivement aux concentrations de MDA, d’'HODE et des LDL. Aucune corrélation

n’est mise en évidence entre le @ les plasmalogénes ou I'HbAXedure 43).
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Figure 43 : Corrélation entre I'état d’oxydation delLDL et le thromboxane Aplaquettaire.

* P<0,05, ** P<0,01. NC non corréle.

HbAlc, hémoglobine glyquée; HODE, acides hydrotgaecadiénoiques; LDL, « Low density
Lipoproteins »; MDA, dialdéhyde malonique; TG, tiyéglycérols; Tx, Thromboxane.

VI. Discussion :

VI.1. Caractérisation des LDL :

Le diabete de type 2 est associé a une augmentdtiaisque de maladies cardio-
vasculaires. Par ailleurs, il est établi que lesstroxydant et la modification oxydative des
LDL jouent un r6le crucial dans le développement ldghérosclérose (Witztum and

Steinberg, 1991) et contribuent aux complicaticarsliovasculaires du diabete (Rosral,
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2001). Bien que démontré dans le DT-2, le stragdant a surtout été mis en évidence dans
le plasma et la preuve de I'oxydation des LDL diEnBT-2 est essentiellement basée sur le
taux plus élevé d’anticorps dirigés contre lesdésilysine de I'apoB modifiée par des
aldéhydes (Njajoet al, 2009).

Nous avons sélectionné des DT-2 présentant touSMinlcomme 86% des DT-2)
(Alexanderet al, 2003) et un contrdle glycémique médiocre (HbA1D54%). Nos résultats
montrent que les LDL de DT-2 ont une compositigridique et un niveau de peroxydes
lipidiques modifiés comparativement aux LDL de \VornCernant les classes lipidiques, les
LDL des DT-2 montrent une augmentation des TG et diminution des EC. Ce profil est
représentatif des sdLDL (Packard, 2003; Verges9p068ous-classe de LDL augmentée dans
le DT-2 (Moraet al, 2010) et sensible a I'oxydation (Tribkae al, 1992). La diminution du
diametre des LDL de DT-2 comparativement a celsildeL de V, confirme la présence de
sdLDL chez les DT-2. Nous montrons pour la premi@ie une diminution de moitié des
plasmalogenes des PE qui constitueraient une préliérentielle des attaques oxydatives. Il
est en effet connu que cette sous-classe de Philmom@ la résistance des LDL a I'oxydation
in vitro et pourrait agir comme un antioxydant (Engelmanal, 1994; Jurgenst al, 1995).

La composition en acides gras des principales etasipidiques des LDL de DT-2 est
modifiée avec une diminution du 18:2n-6 et une asmfiation du 20:4n-6 dans les EC et PC
des LDL de DT-2. A notre connaissance, une seuldeéh montré une diminution du 18:2n-6
associée a une augmentation du 20:4n-6 dans lgdaBmatiques de diabétiques de type 2
(Pelikanovaet al, 2001). L'augmentation paradoxale du 20:4n-6 (danscontexte de
peroxydation lipidique accrue) et la diminution gonte du 18:2n-6 pourraient étre le résultat
de I'hyperactivation deA6-désaturase (catalysant la désaturation du 182m-83:3n-6) et
A5-désaturase (catalysant la désaturation du 2D8m20:4n-6) dans le DT-2. Il est en effet
connu que l'insuline augmente l'activité de cesatiégses (Brenner, 2003) et que le diabéete
de type-2 entraine de longues périodes d’hypeimsmie chronique. Nos résultats montrent
également une augmentation de différents indexedexgdation lipidique dans les LDL de
DT-2 comparativement aux LDL de V. En accord awediminution du 18:2n-6, principal
AGPI des LDL, les HODE (estérifiés et libres), pudd primaires stables de peroxydation du
18:2n-6, augmentent de 50 %. Parmi les AGOH dsrigdé 20:4n-6, seul le 15-HETE
augmente significativement. Les concentrations deAMindex global de peroxydation

lipidique, doublent dans les LDL de DT-2 compamtnent aux LDL de V et confirment
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'augmentation des TBARS dans le plasma de patdiatsdtiques (Griesmacher al, 1995).
L’augmentation des peroxydes lipidiques dans lek h2st pas associée a une diminution de
la vitamine E dans les LDL de diabétiques, commewarait pu s’y attendre. L’absence de
diminution de la vitamine E dans les LDL, déja dtécdans le plasma (Feillet-Coudratyal,
1999; Griesmachesat al, 1995), pourrait refléter une réponse adaptatesadritamine E a un
environnement pro-oxydant. Celle-ci pourrait é&générée par d’autres antioxydants tels que
la vitamine C (Weret al, 2000) qui est diminuée dans le plasma de patidiatsetiques

caucasiens.

Pour établir si le stress oxydant avéré chez iasétiqgues de type-2 est associé au
syndrome métabolique et déja présent avant I'apparde la maladie, nous avons analysé les
mémes parametres biochimiques chez des volonfaigsentant un syndrome meétabolique.
De nombreuses études prospectives montrent cgatirome métabolique est un indicateur
prédictif du diabete de type-2 (Lorengbal, 2003; Wilsoret al, 2005) et de la survenue de
maladies cardiovasculaires (Alexander al, 2003; Ford, 2005; Lakkat al, 2002).
Cependant, la présence d'un stress oxydant lorssyshdrome métabolique est encore
débattue. Selon les études, les concentrationsnptagies de 8-isoPGE marqueur de
peroxydation lipidique, sont soit augmentées (Gbeawal, 2001; Hanseét al, 2004), soit
inchangées (Seet al, 2010; Sjogreret al, 2005) chez des sujets présentant un syndrome
métaboligue comparativement a des volontaires sadtnsce qui concerne les LDL de
volontaires ayant un syndrome métabolique, les eatnations sériques de LDL oxydées sont
soit plus élevées (Holvoet al, 2004; Sigurdardottiet al, 2002) et associées a davantage de
sdLDL, soit similaires a celles de témoins (Sjoggeal, 2005).

Les SM inclus dans notre protocole clinique présent une insulino-résistance,
attestée par I'hyperinsulinémie et 'augmentationrHDMA-IR, une obésité (BMI > 30) mais
étaient modérément dyslipidémiques (cholestéral &t LDL-cholestérol normaux, hyperTG
modérée). L’augmentation des TG et la diminutiondiameétre des LDL de SM sont en
faveur de la présence de sdLDL. Nos résultats mte¢te évidence un stress oxydant accru
dans les LDL issues de SM. En attestent 'augmiemtates HODE, 'augmentation du MDA,
ainsi que la diminution des plasmalogénes. La dimtmom du 18:2n-6, principal AGPI des
LDL, dans les principales classes lipidiques (E@€) est en accord avec 'augmentation des
concentrations en HODE. Par contre, aucune motditales concentrations en HETE ni en

AA n’a été notée dans les LDL de SM, en accord auee étude trés récente ne montrant
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aucune modification des produits d’oxydation deA;AHETE totaux et 8-isoPGF, dans le
plasma d’'une population asiatique présentant unreyme métabolique (Seet al, 2010).
Ces résultats pourraient signifier que 'AA, pluensible a I'oxydation que le 18:2n-6, est
converti en produits plus avancés de peroxydatiomnge des aldéhydes, les HETE ne
représentant que des intermédiaires (Wiswetlal, 2002). Nos résultats montrent également
une augmentation des concentrations @t dey-tocophérols exprimés en nmoles par mg de
cholestérol, dans les LDL de SM comparativementebes de V. Cette augmentation
paradoxale de la vitamine E reste a étre expligegrgequantifiant d’autres antioxydants
endogenes qui auraient pu régénérer la vitamind ilentification de la contribution
individuelle de chaque facteur de risque du syndrométabolique dans le stress oxydant des
LDL est impossible a ce stade puisque chacun @eux, i.e. I'insulino-résistance (Urakawa
et al, 2003), I'obésité (Urakawat al, 2003) et I'hypertension artérielle (Boden, 2008t

reconnu étre associé a un stress oxydant

Afin de définir le role de I'hyperglycémie danadigmentation du stress oxydant, nous
avons réalisé les mémes analyses chez des diadgtigutype-1 a évolution lente. La plupart
des études publiées indiquent que le diabéte deltypst associé a un stress oxydant accru.
Une augmentation du MDA plasmatique (Domingaeal, 1998; Erciya®t al, 2004) et une
augmentation de la susceptibilité des LDL a unedatign induite par le cuivre (Tsat al,
1994) en font état. Cependant, un groupe n'a pas eni évidence de différence de
composition en lipides et acides gras, antioxydahigycation dans les LDL de diabétiques
de type-1 (Jenkinst al, 1996) ni de susceptibilité particuliére des LDLoxydationin vitro
(Jenkinset al, 2004). Les DT-1 recrutés dans notre protocolsentaient globalement une
hyperglycémie mais un bon contréle glycémique (HbA1L7.7%), étaient de poids normal et
normolipidémiques. Du fait de la difficulté de remment de DT-1 relativement ages, ils ne
sont pas appariés pour I'age avec les témoinsns&a moyenne). Aucune modification de la
composition en lipides et acides gras ni de lamvitg E n'a été observée dans les LDL de
DT-1, comparativement aux LDL de V. Par contre, angmentation des concentrations en
peroxydes lipidigues a été mise en évidence. La phtable concerne les concentrations
d’HODE qui augmentent similairement a celles desD{+50%). Une augmentation du
MDA et une diminution des plasmalogenes sont ol&servnais les pourcentages de variation
sont inférieurs a ceux des LDL de DT-2 et SM.
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Les études préliminaires de corrélation indiqugotil existe une relation entre
'augmentation de tour de taille, présente chez D852 ou SM, et divers index de
peroxydation lipidique (augmentation du MDA et dimiion des plasmalogéenes) ainsi que la
présence de sdLDL (augmentation des TG et diminud® la taille des LDL). De méme, le
pourcentage d’'HbAlc, décrit comme fortement corééla glycation des LDL (Lyonst al,
1986) est corrélé négativement aux plasmalogenessitivement au MDA et aux TG des
LDL. Ceci indique et confirme (Hurdt al, 1990) que les LDL de diabétiques de type-1 et 2

sont glycoxydées.

VI.2. Effet des LDL sur les plaquettes :

Le diabéte de type-2 est associé a une hyperdotivplaquettaire (Véricekt al,
2004), impliquée dans le processus d’athérothrombloes mécanismes moléculaires sous-
tendant la plus grande réactivité plaquettaire pat spas entierement élucidés. Les
lipoprotéines circulantes interagissent avec legjymttes, notamment lorsqu’elles subissent
des modifications oxydatives comme c’est les cas thu diabéete de type-2. Bien que les
interactions entre LDL oxydées et plaquettes oitt [fabjet de nombreuses études, peu
d’études existent sur I'impact des LDL issues dabédiiques ou de sujets ayant un syndrome
métabolique, sur I'activation des plaquettes samggihumaines. Nous avions montré que des
LDL de diabétiques de type-2 étaient capables dercdes plaquettes de volontaires sains
alors que des LDL de volontaires sains sont safes @falzadaet al, 2007). Comme la
plupart des diabétiques de type-2 ont un syndroré@lmlique associ€, nous avons aussi
déterminé dans le présent travail les effets dek pidvenant de sujets ayant un syndrome
métabolique sans diabéte, ou un diabete sans syedroétabolique associé, sur leur
propension a activer les plaquettes. En effetytali®ome métabolique et le diabéte de type-1
sont associés a une augmentation des risque®-easiiulaires (Brindisét al, 2010; Ford,
2005) et a une hyperactivation plaquettaire (Udyatdal, 1998; Vaidyeet al, 2009; Véricel
et al, 2004).

Nos résultats confirment que les LDL de V n’ong pkeffet sur la cascade de I'AA
(phospho-p38 MAPK, phospho-cPLA&t TxAy) ni sur I'agrégation plaquettaire induite par le
collagene. lls confirment que les LDL de DT-2 aetiv les p38 MAPK et cPLAet
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augmentent d'un facteur 2 la formation de pxglaquettaire (Calzadat al, 2007). lIs
montrent de plus que des concentrations trés faitke LDL (1/16™ de la concentration
physiologique) de DT-2 potentialisent fortemengtégation de plaquettes stimulées par de

faibles concentrations de collagéne.

Nous montrons que des LDL de SM activent les m#gs, comme en atteste
laugmentation des phospho-p38 MAPK, phospho-cPL& TxA, et potentialisent
'agrégation plaquettaire. L'amplitude des augmgotes observées est semblable a celle
observée avec les LDL de DT-2. L’hyperglycémieeesyndrome métabolique, tous les deux
présents chez les DT-2, ne semble donc pas aveffets synergiques sur I'activation
plaquettaire. A notre connaissance, aucune étulentore décrit I'effet activateur des LDL
issues de sujets ayant un syndrome métaboliqudesuplaquettes. Une étude récente a
cependant montré que l'incubation de plaguettegottntaires sains avec des LDL de sujets
obéses conduit a une activation des plaquettefiagiema celle obtenue avec des plaquettes de
sujets obeses (Raffaedit al, 2009).

Nos résultats montrent que les LDL de DT-1 augewria phosphorylation de la p38
MAPK et la formation de TxAmais n‘augmentent pas significativement la phosghton
de la cPLA. Par contre, les LDL de DT-1 n’ont aucun effet kagrégation plaquettaire dans
les conditions expérimentales testées. L'explicatotle ces résultats contradictoires est
difficile a ce stade. Il n'est pas exclu que lesepieurs aux LDL impliqués dans l'activation
de la cascade de 'AA et dans celle de I'agrégatimuite par le collagene different. Une
autre explication pourrait étre liee a lI'absence @ua présence plus faible de sdLDL
comparativement aux LDL de SM et DT-2. Quelguesl@&wnt montré que les LDL de DT-1
(dont I'état redox n'a pas été défini) potentialisd’agrégation de plaquettes témoins
stimulées par un agoniste (Watanabk al, 1988) et augmentent les concentrations
intracellulaires de calcium (Ferregt al, 2002).

L’ensemble de nos résultats nous donne quelqusspsur les molécules présentes
dans les LDL responsables de I'activation plaquett&n effet, le TxA, puissant agent pro-
agrégant, est corrélé positivement au MDA et auwDHGinsi qu'aux TG des LDL. Aucune
association entre TxAet les autres molécules quantifiées dans noteéfplasmalogenes,

AG, vitamine E, HbAlc) n’a été mise en évidencesd tentant de spéculer que I'activation
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plaquettaire induite par les LDL de sujets ayantsyndrome métabolique avec ou sans
diabete associé pourrait étre attribuable aux predie peroxydation lipidique (dont certains
acides gras hydroxylés et aldéhydes) localisesméfiellement dans les sdLDL. De plus,
nos résultats corroborent les eétudes vitro montrant I'implication des produits de
peroxydation lipidique et notamment des PL oxyd&sh(af et al, 2008) dans I'activation
plaquettaire. Parmi les plus récentes, des glyb@sghocholines oxydés (Podetzal, 2007)
ainsi que des lipoprotéines enrichies en PC oxy@iéadwichet al, 2002) s’averent étre des
ligands préférentiels du CD36, activent les plapseet s’accumulent dans le plasma de
patients hyperlipidémiques (Podrek al, 2007). Des PL oxydés tronqués de type lysoPAF
potentialisent 'agrégation plaquettaina le récepteur du PAF (Chex al, 2009).
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La premiere partie analytique de notre travail naupermis de montrer que la
séparation des LDL par ultracentrifugation étaitiiéglente a celle par FPLC en termes de
composition en lipides et peroxydes lipidiques. kaantification, inédite a notre
connaissance, des acides gras hydroxylés et plagéreds dans les LDL de volontaires sains,
nous a permis d’obtenir des valeurs qui pourrasentir de référence pour attester un stress
oxydant chez des personnes souffrant de diverskslpgies dont le diabete.

La seconde partie clinique de notre travail noasraduit & caractériser précisément le
contenu en lipides et peroxydes lipidiques de LDavpnant de personnes susceptibles de
développer un diabéte de type-2 ou ayant dévelappdiabéte de type-1 ou 2. Nous avons
parallelement déterminé le potentiel activateucele LDL sur des plaquettes de volontaires
sains. Nous avons obtenu des résultats originauxesuLDL de sujets ayant un syndrome
métaboliqgue en montrant que ces LDL ont déja sabirdodifications de leur composition en
lipides et peroxydes lipidiques, et activent leagplettes. D’autre part, nous avons vu que,
seule, I'nyperglycémie caractéristique du diabegetygpe-1, est associée a une modification
oxydative des LDL sans altération de leurs lipidesquelles activent la cascade de I'AA.
Nous avons mis en évidence une altération du dipiilique ainsi gu’'une augmentation des
peroxydes lipidiques des LDL de diabétiques de B/pé confirmons que ces LDL activent la
cascade de signalisation de I'AA (p38 MAPK, cRLA'XB,) et stimulent I'agrégation
plaquettaires. Toutefois, nos résultats obtenwesc ales LDL de diabétiques de type 2
montrent que I'hyperglycémie et les anomalies naigbes associées au syndrome
métabolique n’agissent pas de maniére synergique goplifier le stress oxydant subi par
les LDL ou leurs capacités a activer les plaquett&s conclusion, dans le syndrome
métabolique et le diabéte de type-1 ou 2, lesxyeles lipidiques au sein des LDL pourraient

étre le dénominateur commun conduisant a I'actvagilaquettaire.

Les résultats les plus originaux de notre travailtda mise en évidence d’'une part
d’'un stress oxydant dans les LDL de sujets ayansymdrome métabolique et d’autre part
d’un effet activateur de ces LDL sur les plaquettesnparable a celui induit par des LDL de
diabétiques de type-2. Ces résultats donnent coipsilité de dépister cette « pathologie »
de maniéere précoce afin de prévenir les complioattbhrombotiques ultérieures. Toutefois,
de nombreux points restent a approfondir. Le syméronétabolique en tant que tel est une

constellation d’anomalies métaboliques causalesuljimo-résistance, obésité viscérale) et
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consécutives (dyslipidémie, hypertension) du désordétabolique. Bien que nos résultats
suggerent que l'obésité abdominale est le facteuisdjue davantage associée a I'oxydation
des LDL, la détermination du profil lipidomique sein de cohortes présentant exclusivement
un des facteurs de risque associé au SM permetdeatement de discriminer le role de

chague anomalie et de cibler & terme plus efficacéntes personnes a risque.

La caractérisation du profil en lipides et peroxytipidiques des LDL n’a pas permis
d’incriminer spécifiguement une molécule responsatée I'activation plaquettaire et de
définir a fortiori un marqueur du risque athérothrombotique. Néansndéndétection inédite
des différents acides gras hydroxylés estérifiédibe¢és dans les LDL nous a permis de
montrer pour la premiere fois 'augmentation nette ceux dérivés de I'acide linoléique
(HODE) dans les groupes SM, DT1 et DT2. De plusclencentrations plus élevées d’acides
gras hydroxylés ainsi que de MDA dans les LDL sasgociées a la formation accrue de
thromboxane A métabolite pro-agrégant. Etant donné que les H@®@&ux comprennent
ceux estérifiés aux phospholipides, une piste itapbe a explorer sera celle des
phospholipides oxydés. Il a d'ailleurs été montue gles glycérophosphocholines oxydées
synthétiques se lient aux plaquetiés CD36 et induisent I'activation plaquettava o33
(Podrez, Nat. Med. 2007). Les phospholipides oxyu@amment dérivés du 18:2n-6 et/ou
leurs produits de fragmentation, seront identi@égjuantifiés dans les LDL de patients et la
capacité des dérivés d’oxydation des PL a acte®iplaquettes sera ensuite déterminée afin
de voir s’ils pourraient constituer des marqueugdietifs mais aussi pronostiques du risque

athérothrombotique.

Un autre point essentiel a élucider est le méoamide I'activation des plaquettes par
les LDL oxydées (et des molécules activatrices@éss). Il est probable que des récepteurs
éboueurs comme CD36, SR-A ou LOX-1 entrent en jpuisqu’ils possedent une forte
affinité de liaison pour les LDL oxydées. Des amfzs bloquant les récepteurs CD36, SR-A
ou LOX-1 seront utilisés puis éventuellement con@@éar des souris knock-out pour ces
récepteurs. De simples échanges lipidiqgues entre &€Dplaquettes pourraient également
contribuer a I'activation, un transfert accru degpholipides oxydés (comparativement aux
phospholipides natifs) des lipoprotéines aux pldigs ayant été mis en évidence dans notre

équipe (Ibrahinet al, 2009).
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Ce travail a été orienté vers les LDL isolémerm afidentifier leur role spécifiqgue
dans I'activation plaquettaire. Afin de se rappmrctiune situatiorin vivo, les HDL, décrites
inhiber I'agrégation plaquettaire (Calkat al, 2009), doivent aussi étre prises en compte.
L’état redox des HDL des différents groupes d’ECRHPet leur impact sur I'agrégation des
plaquettes sont d'ailleurs déterminés dans uneeétantillaire. Il reste a éclaircir les
contributions respectives des différentes classes lidoprotéines dans les fonctions
plaquettaires sachant que les HDL diminuent etlBs oxydées augmentent chez des

patients dyslipidémiques.

Dans le but de nous placer dans des conditionsgbggues, seules les LDL dans
leur totalité ont été testées. Cependant, 'augatiemt des TG dans les LDL de patients ayant
un syndrome meétabolique ou un diabéte de typeecatrice de la présence de LDL petites
et denses, ainsi que la corrélation positive desaV& la formation accrue de T¥Bious
guestionne sur le role de cette sous-classe de d#&rs I'activation plaquettaire. Il nous
faudrait déterminer si les peroxydes lipidiqgues de& ne sont pas davantage localisés dans

cette sous-classe et déterminer leur impact sdofegions plaquettaires.

L'étude ECLIPSE aurait besoin d’étre complétéedéterminant I'effet des LDL de
chaque groupe de volontaires sur des plaquettedogues, notamment pour le groupe des
sujets présentant un SM. En effet, bien que de neuskes études montrent que les plaquettes
de diabétiques de type-1 et 2 sont hyperactivesilesequelques études récentes
(Vaduganathaet al, 2008; Vaidyeet al, 2009) indiquent que les plaquettes de sujetataya
un SM présentent une hyper-réactivité plaquettassociée a une moindre réponse a
I'aspirine. Il reste a vérifier que ces plaquetteat hyperagrégables et que la présence avérée

de LDL modifiées oxydativement contribue a leunaatton.

Nos résultats sur la composition en AG des LDL reav des perspectives tres
intéressantes sur des études métabolioueiso. La diminution du 18:2n-6 et 'augmentation
simultanée de I'AA dans les principales classeditjpes des LDL pourraient refléter
I'hyperactivation des A6 et A5 désaturases dans les cellules hépatiques. Pster tette

hypothese, nous envisageons d’étudier le métabelisompartimental du 18:2n4é vivo

Romain COLAS 163
Institut National des Sciences Appliquées
Mémoire de thése



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

chez 'Homme. L’ingestion d’'une dose traceuse €]f18:2n-6 par des volontaires sains,
ayant un SM ou un DT-2, nous permettrait de sui@reinétique d’incorporation de l'acide
gras et de ses métabolites (AA et produits de pelation) dans divers compartiments
(lipoprotéines, albumine et plaguettes) I'analyse par « Gas Chromatography Combustion-
Isotope Ratio Mass Spectrometry » (GCC-IRMS) (etlaboration avec le CRNH RA).
Ainsi, nous serions en mesure de mettre en éviddngeeractivation potentielle de certaines
désaturases tout en déterminant I'importance dosfeat d’acides gras et des peroxydes
lipidiques entre les classes de lipoprotéines pddisimes mais aussi entre lipoprotéines et

plaquettes.

A terme, une meilleure compréhension des altérataxydatives subies par les LDL
en conditions pré-diabétiques ou diabétiques eliede impact sur l'activation plaquettaire
facilitera leur prévention, évitant ainsi poterldelent de nombreux accidents

cardiovasculaires.
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