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INTRODUCTION

Le diabete de type 2 est considéré aujourd’hui comme le mal du siecle. Cette maladie
métabolique chronique, liée aux changements de mode de vie et d’habitudes alimentaires
de ces 30 derniéres années, voit en effet son incidence croitre de maniére exponentielle et

touche désormais plus de 350 millions de personnes a travers le monde.

La mortalité du diabéte de type 2 est principalement due aux complications vasculaires de
cette pathologie amenant, a terme, a des événements cardiovasculaires graves tels
I'infarctus du myocarde (IM) ou encore des accidents vasculaires cérébraux (AVC). Le risque
d’événement cardiovasculaire est multiplié par 3 chez les patients souffrant du diabete’.
L'hyperglycémie chronique rencontrée au cours du diabéte est donc considérée aujourd’hui

comme un facteur de risque cardiovasculaire.

Des effortsimportants doivent toujours étre fournis en terme de dépistage et de prévention
du diabéte de type 2 atraversle monde pour enrayer la progression de cette pandémie. Il en
est de méme pour le dépistage, la prévention et la prise en charge des atteintes vasculaires
liées au diabéte. En effet le traitement de I’hyperglycémie reconnue comme facteur de
risques cardiovasculaires ainsi que celui de I'hypertension artérielle, des dyslipidémies ou
encore de l'obésité, facteurs de risque couramment utilisés et associés au syndrome
métabolique des diabétiques de type 2, permettent de retarder I'apparition des

complications cardiovasculaires et de limiter la mortalité liée au diabéte.

Cependant de trop nombreux patients souffrent et meurent encore des complications
vasculaires du diabéte par défaut de prise en charge puisqu’ils n’ont pas été identifiés, sinon
trop tardivement, comme a haut risque cardiovasculaire au moyen des biomarqueurs
conventionnels. Ceci améne a penser que les facteurs de risque cardiovasculaires
actuellement identifiés sont insuffisants et que les mécanismes physiopathologiques

amenant aux atteintes vasculaires du diabete ne sont pas encore totalement élucidés.

De nombreux travaux restent donc a entreprendre pour mieux comprendre I'ensemble des

mécanismes physiopathologiques qui contribuent a 'augmentation des atteintes vasculaires

18



au cours du diabéte. Le décryptage précis de ces mécanismes physiopathologiques nous
permettraient ainsi d’identifier de nouveaux biomarqueurs susceptibles de dépister
précocement les patients a haut risque vasculaire et pourraient constituer des cibles
pharmacologiques innovantes dans la prise en charge des complications vasculaires du

diabéte.

Parmi les hypothéses couramment évoquées, le laboratoire GEICO s'est plus
particulierement intéressé aux mécanismes combinés de I'hyperglycémie et du stress
oxydant rencontrés au cours du diabete. Ces deux phénomeénes conjugués, regroupés sous
le nom de glycoxydation, constitueraient en effet un mécanisme physiopathologique central

du diabete et de ses complications vasculaires.

Un des axesimportant de recherche au laboratoire GEICO consiste en I'étude de I'effet de la
glycoxydation sur la protéine circulante la plus abondante du plasma, a savoir I'albumine.
Cest autour de cet axe que I’ensemble des travaux de ce mémoire s’'est articulé. Nous avons
ici travaillé dans un premier temps sur l'identification des modifications des propriétés
structurales et fonctionnelles de I'albumine au cours du diabéte. Dans un deuxiéme temps
nous avons cherché a identifier si ces modifications glycoxydatives de I'albumine avaient
des conséquences physiopathologiques pouvant étre reliées aux complications

cardiovasculaires rencontrées dans le diabéte de type 2.
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1. Le diabete de type 2

1.1. Définition

Le diabéte est défini comme une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
(taux de sucre dans le sang trop élevé) liée a une déficience, soit de la sécrétion, soit de
I’action de l'insuline, ou des deux. Linsuline est une hormone produite par le pancréas,
indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut, le
taux de sucre augmente dans le sang, or 'organisme est trés sensible a ces variations : la
chronicité de I’hyperglycémie est responsable de complications a long terme touchant de

. . 2
nombreux organes notamment les yeux, lesreins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux”.

La grande majorité des cas de diabéte se répartissent en deux catégories : le diabéete de type
1 et le diabéte de type 2. Les autres cas de diabéte sont le diabéte gestationnel défini
comme une intolérance au glucose débutante ou découverte la premiére fois pendant la
grossesse3 ou d’autres types plus spécifiques car liés a : des défauts génétiques des cellules 3
du pancréas, des défauts génétiques de l'action de I'insuline, des maladies du pancréas
exocrine, des endocrinopathies, secondaire a la prise de médicaments ou de substances
chimiques, secondaire a une infection, des formes non communes de diabétes immuns ou

. N .z < , s 2
desdiabétes associés a des syndromes génétiques “.

Le diabéte de type 2 est caractérisé par une résistance a I'insuline et une carence relative de
la sécrétion d’insuline. Son apparition est lente : il peut évoluer avec un degré
d’hyperglycémie suffisant pour engendrer des atteintes organiques et fonctionnelles dans de
nombreux tissus mais sans symptéme clinique et donc sans diagnostic pendant plusieurs
années. Cette forme de diabéte s’établie le plus souvent chez des personnes adultes et trés

majoritairement en surpoids4.

1.2. Epidémiologie

1.2.1. Epidémiologie mondiale
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Selon la Fédération Internationale du Diabete (FID), I'épidémie mondiale du diabéte a
explosé pour toucher en 2013, 382 millions de personnes, soit 8,3 % de la population adulte.
S cette tendance se poursuit, 550 millions de personnes environ, soit un adulte sur 10,
seront atteintes de diabéte d'ici 2030, ce qui représente présde 10 millions de nouveaux cas
par an. Notons de plus que la proportion de personnes atteintes du diabéte mais non

diagnostiquées est estimé a prés de 46% soit environ 175 millions®.

En Europe Occidentale, on compte aujourd’hui 33 millions de diabétiques, avec une

prévision de 50 millions en 2030.

Number of people with diabetes by IDF Region, 2013

WORLD

382M R 4%

@ recpis living undingnosed

Figure n°1 : Prévalence du diabéte de type 2. Données 2013 mondiales et répartition par
continent.®

Environ 80 % des diabétiques vivent dans des pays a faible et moyen revenus et la
prévalence est supérieure dans les zones urbaines par rapport aux zones rurales, avec une
atteinte plus grande des groupes sociaux défavorisés. Les principaux éléments responsables

de 'augmentation du diabéte sont les changements de style de vie et le vieillissement des
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populations. En 2011, la tranche d'age la plus touchée par le diabete, est représentée par les

40-59 ans qui totalisent 179 millions de personness.

Le diabéte de type 2 est un probléme de santé mondial. La mortalité liée au diabéte est trés
forte et peut représenter selon les continents de 28% a 76% des causes de décés chez les
individus de moins de 60 ans. Sa prévalence est fortement associée a I’ethnie mais son
développement accéléré s'est effectué, dans la plupart des pays, en paralléle avec les
changements culturels et sociaux rapides (l'urbanisation croissante, les changements

alimentaires, laréduction de I'activité physique) et avec le vieillissement démographique.

La mortalité des diabétiques est principalement due aux complications vasculaires
rencontrées dans le diabéte de type 2 qui associent la microangiopathie diabétique
(rétinopathie, néphropathie et pied diabétique) et la macroangiopathie diabétique
(athérosclérose, syndromes coronariens, accidents vasculaires cérébraux (AVC),..). En effet,
le risque d’atteinte vasculaire est fortement augmenté et les complications cardiovasculaires
associées (AVC, infarctus du myocarde (IM)) sont responsables de 80% des décés des

personnes diabétiques.

mortality <60

Proportion of deaths due to diabetes in people
under 60 years of age, 2013

Figure n°2 : Mortalité liée au diabéte chez les individus de moins de 60 ans’
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La prévention du diabéte de type 2 et de ses complications repose donc essentiellement sur
des modifications du style de vie, une modification de I'alimentation et une incitation a la

pratique sportive.

1.2.2. Epidémiologie en France

L'Institut de Veille Sanitaire (InVS) rapporte, d’aprés l'analyse du régime général de
I’assurance maladie, une prévalence du diabéte traité pharmacologiquement en France de
4.4 % de la population, soit 2,9 millions de personnes en 2009. Cette prévalence augmente
de maniére continue et cela devrait se poursuivre avec le vieillissement de la population,
I'augmentation de I’espérance de vie des diabétiques et I'augmentation de la prévalence de
I'obésité”.

Il ressort de I’enquéte épidémiologique descriptive ENTRED 2007 (Echantillon national
témoin représentatif des personnes diabétiques), que la grande majorité des personnes (92
%) ont un diabéte de type 2. La population diabétique est agée : la moyenne d’age est de 65
ans et un quart a 75 ans ou plus, et souvent peu aisée financierement. Sur I’ensemble de
I’échantillon représentatif, 77% des personnes diabétiques sont nées en France, 12% dans

un paysdu Maghreb et 11% dans d’autres payss.

Les zones les plus touchées sont les DOM-TOM (7,4% de diabétiques en Martinique; 8,1%en
Guadeloupe; 8,8% a La Réunion7; 7,3% en Guyane), ainsi que le nord et le nord-est de la
métropole (Nord-Pas-de-Calais 5,4%; Picardie 5,3%; Champagne-Ardenne 5,0%; Alsace
5,0%)°%.

L'augmentation de I'espérance de vie participe également a 'augmentation de la prévalence
du diabéte. En effet, il existe une disparité importante selon les ages : 0,4% pour les 0-44
ans, 5,8% pour les 45-64 ans, 13,3% pour les 65-74 ans et 13,4% pour les 75 ans et plus.
Ainsi, la prévention, le dépistage et la prise en charge des patients diabétiques, ainsi que la
prévention et le traitement des complications du diabéte sont des enjeux majeurs de santé

publique, tant sur le plan mondial, qu’européen ou francais.
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1.3. Diagnostic et suivi

1.3.1. La glycémie

Le diagnostic du diabéte repose sur la mesure de la glycémie (taux de sucre dans le sang),

pour cela trois méthodes sont possibles et, en I'absence d’hyperglycémie sans équivoque,

chacune doit étre confirmée un autre jour par la répétition d’'une de ces trois méthodes. Le

. 7z . Lyt . . . 1
patient sera considéré comme diabétique dans les situations suivantes®,'’:

Glycémie a jeun (absence d’apport calorique depuis au moins 8 heures)
supérieure ou égale a 126 mg/dl ou 7mmol/|

Glycémie a un moment quelconque de la journée en présence des signes
cliniques d’hyperglycémie (polyurie, polydipsie, perte de poids inexpliquée
souvent associée a une polyphagie) supérieure ou égale a 200 mg/dl ou
11,1 mmol/Il

Glycémie a la 2°™® heure d’'une HGPO (hyperglycémie provoquée par voie
orale selon les recommandations de 'OMS en utilisant une charge orale
en glucose anhydre égale a 75g dissout dans de I’eau) supérieure ou égale

a200 mg/dlou 11,1 mmol/l

Les valeurs normales de glycémies sont inférieures a 100 mg/dl a jeun et inférieures a 140

mg/dl a la deuxieme heure d’une HPGO. Aussi existe-t-il un groupe intermédiaire de sujets

dont les niveaux de glucose sanguin, bien que ne répondant pas aux critéres diagnostiques

du diabete, sont néanmoinstrop élevés pour étre considérés comme normaux :

S la glycémie a jeun est comprise entre 100 et 125 mg/dl (ou entre 5,6 et
6,9 mmol/l) on parlera d’anomalie de la glycémie a jeun (AGJ).

S ala2éme heure d’'une HGPO la glycémie est comprise entre 140 et 199
mg/dl (ou entre 7,8 et 11,1 mmol/l) on parlera d’intolérance au glucose

(IG).

L'IG et I'AGJ ne sont pas des entités cliniques en elles-mémes mais des facteurs de risque

d’un futur diabéte ou de maladies cardiovasculaires'®”.
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1.3.2. Chémoglobine glyquée (HbA1c)

Le dosage de I’hémoglobine glyquée permet d’obtenir une estimation de la glycémie
moyenne au cours des deux a trois derniers mois de suivi d’'un patient. Sa valeur est
généralement exprimée en pourcentage et permet la surveillance de I’équilibre glycémique
des patients diabétiques o s'agit principalement d’'un élément de suivi de | ‘équilibre
glycémique, mais un niveau supérieur ou égal a 6,5% d’'HbA1c, déterminé par HPLC
(chromatographie en phase liquide a haute performance), a deux reprises, a récemment été

intégré aux critéres diagnostiques du diabéte par I’ADA (American Diabetes Association)m.

L'hémoglobine glyquée est issue de la glycation de I'hémoglobine sanguine au cours
d’épisodes d’hyperglycémie prolongée. La glycation est une réaction non enzymatique au
cours de laquelle le glucose se lie aux protéines de maniére irréversible. Le degré de
glycation des protéines dépend de [I'exposition au glucose et donc du niveau
d’hyperglycémie associé a la durée d’exposition des protéines au glucose. Le dosage de
I’'HbA1c est le reflet de I’équilibre glycémique sur une période de 4 a 8 semaines. Une

corrélation a été établie entre le taux moyen de glycémie et le pourcentage d’HbA1c 1211

Un bon contréle de la glycémie est représenté par une valeur d’HbA1c peu élevée, et celle-ci
est attendue dans la prévention de I'apparition des complications microvasculaires et
macrovasculaires du diabéte. Une augmentation relative de 30% des complications
microvasculaires du diabéte a été observée pour chaque pourcent d’élévation de I'HoA1c'.
Cette mesure, marqueur rétrospectif de la glycémie moyenne des deux derniers mois
permet d’évaluer I'efficacité des traitements pour ainsi les réadapter en fonctions des
objectifs thérapeutiques fixés''. Une HbA1c supérieure a 7,5% constitue également un

facteur de risque de complication cardiovasculaire.

1.4. Etiologie et immunopathologie du diabete de type 2

Le développement d'un diabéte de type 2 est associé a de fortes prédispositions génétiques

combiné a des facteurs environnementaux favorisants.
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1.4.1. Lesfacteurs génétiques

La part du déterminisme génétique dans le diabéte de type 2 est trés importante puisque
I'on estime que le risque de développer la maladie est de 30% avec un parent atteint de
diabéte de type 2 et de 70% si les deux parents le sont. Le taux de concordance entre
jumeaux monozygotes est de pres de 90%.

Cependant, au regard de I'importante prévalence du diabéte de type 2 dans la population
générale, il est probable que les génes de susceptibilité soient trés nombreux, trés répandus
et de faible pénétrance, ce qui les rend difficile a identifier. Ainsi de nombreux génes ont été
analysés notamment ceux impliqués dans la régulation de la sécrétion de I'insuline ou de son

action maisles variationsinterindividuelles et inter-ethniques limitent les conclusions *'*.

1.4.2. Les facteurs environnementaux

Le facteur le plus puissant prédisposant au diabéte de type 2 est I'obésité, particulierement
a répartition abdominale, puisque 80% des personnes atteintes de ce type de diabete
présentent un exces pondéral. L'obésité est capable d’induire ou d’aggraver une
insulinorésistance, imposant au pancréas une hypersécrétion permanente d’insuline. Pour la
majorité des personnes obeses le pancréas sera capable de s'adapter et de maintenir une
glycémie dans les valeurs normales mais pour un tiers d’entre eux les capacités de

compensation s’épuiseront et ilsdévelopperont un diabéte de type 2,

La sédentarité, de plus en plus présente dans nos sociétés industrialisées, est également
mise en cause dans I'apparition de la maladie, puisque l'activité physique améliore la
sensibilité destissus a I'insuline et donc présente un effet protecteur.

Enfin la qualité de la composition du régime alimentaire, notamment la présence d’un index

glycémique élevé : alimentation riche en acides gras et pauvre en fibres double le risque de

diabéte.
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1.4.3. Immunologie

Le diabéte de type 2 est le résultat de deux composantes physiopathologiques : des
anomalies de la sensibilité a I'insuline et des anomalies de sa sécrétion. L'inflammation est
fortement mise en cause dans la pathogénie du diabéte 2. Une augmentation du nombre de
protéines de la phase inflammatoire aigue (protéine C-réactive (CRP)), d’acide sialique, de
cytokines et de chimiokines est retrouvée dans le plasma des patients atteints de diabete de
type 2. Des niveaux élevés d’interleukine 1B (IL-1B), d’interleukine 6 (IL-6) et de CRP sont

également prédictifs d’un diabéte de type 2'°.

1.4.3.1. Mécanismes de I’insulinorésistance

Linsulinorésistance est définie comme une diminution de I'action de I'insuline au niveau des
tissus cibles : les muscles, le foie et le tissu adipeux, se traduisant par des défauts de
captation du glucose au sein de ces tissus et un moindre frein de la production de glucose
par le foie en réponse a I'insuline®. L'insulinorésistance est liée & des mécanismes complexes
mélant réaction inflammatoire, accumulation d’acides gras, stress oxydant et dysfonction

mitochondriale (figure n°3).

Longtemps vu comme un tissu inerte, on sait désormais que le tissu adipeux participe a la
pathogénese du diabete. Les adipocytes ont une capacité a produire des adipokines
(hormones et cytokines) qui régulent l'utilisation et le stockage des nutriments dans les
autres tissus. Laugmentation de la masse adipeuse au cours de I'obésité s’accompagne
d’une libération accrue de résistine, de RBP4 (rétinol-binding protein-4) et de TNF-a. (Tumor
Necrosis Factor-a) responsables d’'une moindre sensibilité des tissus a I'insuline'®. D’autres
adipokines telles que la leptine et l'adiponectine sont considérées comme « anti-
diabétogénes » car elles diminuent la synthése de triglycérides, stimulent I'oxydation du
glucose et des lipides et favorisent I'action de I'insuline au niveau du muscle et du foie'.
L'obésité s’accompagnerait d’'un défaut d’adiponectine et d’une résistance a la leptine et

aurait par conséquence un effet diabétogene'®.

L’hypoxie et la mort de cellules adipocytaires observées au cours de I'obésité contribuent au
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recrutement d’'un grand nombre de macrophages au sein du tissu adipeux. Ces macrophages
activés participent également a la libération de nombreuses substances pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-6..) entrainant I'induction et la maintenance d’un état inflammatoire associé a

, ;21
I'obésité'®.

Au cours de I'obésité la saturation des possibilités de stockage des lipides au niveau des
adipocytes entraine une redistribution anormale de ces lipides responsable d’une

lipotoxicité.

Dans les hépatocytes, les défauts d’oxydation des acides gras entrainent une surcharge
métabolique par accumulation d’espeéces lipidiques cytosoliques telles que le diacylglycérol
(DAG), les céramides et les triglycérides. Ce phénoméne peut étre attribué a 'augmentation
de malonyl-coA, induite par le glucose, qui sert a la fois d’intermédiaire précurseur de novo
pour la lipogenése et qui bloque I’enzyme clé de I'entrée des acides gras, I’acyl-coA, dans la
mitochondrie et donc leur oxydation. Laugmentation d’insuline inhibe I’expression
d’enzymes [-oxydatives et ce r6le est maintenu au cours du développement de

ye . , . . . , N . 1
I'insulinorésistance, alors que son action de suppression de la néoglucogenése diminue .

L'excés d’apport alimentaire, au niveau hépatique comme au niveau du tissu adipeux, est
également associé a un stress du réticulum endoplasmique (RE). Ce stress du RE et
I'accumulation des produits dérivés des lipides activent des protéines de type
sérine/thréonine kinases : les protéines kinases C (PKC), qui agissent sur les récepteurs a
I'insuline ou sur leurs substrats IRS1 et IRS2 (Insulin Responsive Element), entravant le signal

, . 141
de I'insuline .

Dans les cellules du muscle strié squelettique, on observe également une accumulation
cytoplasmique de dérivés lipidiques (DAG, céramides) mais l'insulinorésistance au niveau
musculaire est principalement liée a des dysfonctions mitochondriales. Dans ce modele, la 3-
oxydation a bien lieu mais n’étant pas associée a une augmentation du cycle de l'acide
tricarboxylique et de I'activité de la chaine de transport des électrons, elle pourrait conduire
aun métabolisme incomplet des acides gras dans cette voie et une augmentation de dérivés

tels que l'aryl-carnitine et d’espéces réactives de I’oxygéne au sein de la mitochondrie. Ces
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stress sont susceptibles d’activer des protéines kinases qui entravent la translocation du

transporteur de glucose GLUT4 et donc la pénétration du glucose au sein des tissus'*'®.

La liaison de I'insuline a son récepteur entraine la phosphorylation de résidus tyrosine des
substrats IRS permettant l'activation de la PI3K (phosphoinositol 3 kinase), puis la
translocation du transporteur de glucose GLUT4 dans le muscle et le tissu adipeux, la
synthese de glycogéne au niveau musculaire et hépatique, et [linhibition de la

néoglucogenése hépatique et de la lipolyse dans le tissu adipeux”.

L'obésité et I'alimentation riche en graisse entrainent donc I'apparition de différents stress
métaboliques. Des stimuli extracellulaires représentés par les cytokines comme I'lL-1 et le
TNF-a., par les acides gras libres et par les produits terminaux de la glycation (AGEs), formés
suite a I’hyperglycémie, qui se lient respectivement a leurs récepteurs cellulaires spécifiques
: IL-1R, TNFR, toll like receptor (TLR) et le récepteur RAGE (receptor for advanced glycation
end-products). Des stress intracellulaires induits par la surcharge métabolique que sont
I’'accumulation de lipides (céramides), 'augmentation de la production d’espéces oxygéno-
réactives, du stress du réticulum endoplasmique et I'activation des PKC. Ces différents

Y

stimuli aboutissent a I'activation des voies du IKKb (IkB kinase b)-NF-xB au niveau des

hépatocytes, des adipocytes et des macrophages qui leur sont associés'>'®,

La voie du NF-kB est activée dans de nombreux tissus au cours du diabéte de type 2 et de
I'obésité et a un réle central dans la promotion de I'inflammation tissulaire. L obésité induit
ainsi I’expression de genes cible du facteur de transcription NF-kB comme les génes des
cytokines pro-inflammatoires dans le foie et les tissus adipeux15. Ces cytokines, incluant le
TNF-a, I'lL- 6 et I'lL-1B peuvent entrainer une insulinorésistance dans les tissus dans lesquels
elles sont produites et peuvent étre transportées dans la circulation sanguine pour affecter
des tissus a distance : parois des vaisseaux sanguins, muscle, cceur, reins, et leucocytes
circulants. La voie du UNK active des facteurs de transcription dont le réle n’est pas
complétement établi au cours de I'insulinorésistance'. Les cytokines produites par la voie

du NF-kB, notamment IL-13 et TNF-a. ont elles-mémes la capacité d’activer la voie du NF-kB.
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Figure n°3 : Mécanismes intracellulaires de I'insulinorésistance

Ces processus une fois activés peuvent donc étre auto-entretenus par un feed-back positif,

et perpétuer I'état inflammatoire™.

1.4.3.2. Mécanismes du déficit insulinosécrétoire

Le diabete de type 2 s'accompagne d’un défaut quantitatif et qualitatif de la sécrétion
d’insuline évoluant vers une réduction progressive de cette sécrétion sous-tendue par des
phénomenes d’apoptose des cellules 3 du pancréas4. Plusieurs mécanismes ont été évoqués
pour expliquer la disparition progressive de ces cellules. Les niveaux élevés de cytokines et
de chimiokines retrouvés au niveau des ilots des diabétiques de type 2 placent a nouveau

I'inflammation au coeur des processus pathogéniques.

L'exposition chronique des ilots pancréatiques a de forte quantité de nutriments
(hyperglycémie et excés d’acides gras libres) induit des dysfonctions des cellules B et aboutit
a leur mort cellulaire, définissant le concept de « glucolipotoxicité ». Lhyperglycémie
entraine une apoptose des cellules B par I'induction de I’expression du récepteur pro-
apoptotique FAS a la surface de ces cellules et cette expression est ensuite positivement

régulée par la production d’IL-1 par les cellules 3 sous I'influence du glucose. Les acides
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gras, surtout en présence de glucose, sont également responsables d’une augmentation de
la production d’IL-1B. Linduction initiale d’IL-13 peut ensuite étre amplifiée par un cycle
d’auto-inflammation, les cellules B exprimant fortement son récepteur I'lL-1R1 (IL-1 receptor
type 1) alors que son récepteur antagoniste IL-1RA est diminué dans les ilots des patients
atteints de diabete de type 2. La voie du NF-kB est également activée dans les cellules 3 des
flots par I'intermédiaire de I’action du glucose et de I’ IL-1[3 et son inhibition semble protéger
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ces cellules des effets néfastes liés a la glucotoxicité .

L'hyperglycémie est responsable d’une plus forte sollicitation de la fonction sécrétrice des
cellules B. La demande accrue d’insuline entraine une surcharge de travail au niveau du
réticulum endoplasmique (RE), conduisant a un stress du RE pouvant conduire a la mort des

cellules'® par autophagie.

L'hyperglycémie entraine également une augmentation de la production d’especes
oxygénoréactives, or les cellules B sont trés pauvres en enzymes antioxydantes et donc trés

susceptibles au stress oxydatif15 entrainant a terme une mort cellulaire par apoptose.

Enfin I’hypersécrétion d’insuline est accompagnée par une libération accrue d’amyline
susceptible de former des fibres amyloides qui s’accumulent a la surface des cellules £,
aboutissant a leur dysfonction et leur apoptose. Elles induisent la sécrétion d’IL-1[3 par les
macrophages et peuvent ainsi contribuer elles aussi a I'inflammation des ilots et a la

. . z 1
destruction progressive des cellules 3 du pancréas °,

1.5. Complications chroniques du diabete

Les complications a long terme du diabete sont classiquement divisées en deux catégories :

- les complications microangiopathiques : neuropathie, néphropathie et
rétinopathie dont le facteur de risque majeur est I'hyperglycémie
chronique

- les complications macroangiopathiques : maladies cardiovasculaires dont

les facteurs de risque sont I’hyperglycémie, l'insulinorésistance, des
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carences en insuline, une dyslipidémie, I'hypertension, I’hyperlipidémie et

I'inflammation’®.

1.5.1. Complications microangiopathiques

1.5.1.1. Rétinopathie
La rétinopathie est une complication fréquente qui touche plus de 50% des diabétiques
aprés 15 ans d’évolution du diabéte. Fortement liée a I’hyperglycémie et la durée du
diabéte, elle se traduit par diverses Iésions observables lors d’un examen du fond d’ceil :
micro-anévrismes rétiniens, hémorragies rétiniennes punctiformes, exsudats et oedémes
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rétiniens, et ocedéme maculaire. Hle est responsable, aterme, de cécité °

1.5.1.2. Néphropathie
La néphropathie touche préférentiellement les diabétiques de type 1 : 50% des malades en
sont atteints. Ses principaux facteurs d’apparition et de progression sont le mauvais
équilibre glycémique et I'hypertension. La néphropathie diabétique évolue en plusieurs
étapes et débute par une protéinurie discréte, couramment appelée micro-albuminurie, qui
traduit des défauts anatomiques et biochimiques au niveau des glomérules rénaux. Elle
évolue associée a une hypertension en un syndrome cedémateux susceptible d’évoluer vers
une insuffisance rénale. Le patient est alors macroalbuminurique et les glomérules rénaux
diminuent en nombre et en capacité fonctionnelle. La néphropathie diabétique évolue a

. . , . 2o 1
terme vers une insuffisance rénale chronique sévére .

1.5.1.3. Neuropathie
La neuropathie est la complication la plus fréquente et la plus précoce du diabete sucré. Il
s'agit d’'une démyélisation segmentaire des axones associée a des dépots lipidiques sur les
cellules de Schwann entourant les axones. Sa manifestation la plus commune est la
polynévrite : atteinte bilatérale et symétrigue au départ distale puis qui remonte
progressivement au niveau proximal des membres, touchant quasi exclusivement les
membres inférieurs. Elle débute par des paresthésies et des dysesthésies qui évoluent par
une symptomatologie douloureuse notamment la nuit et qui cédent en général au cours de

I’exercice physique. On observe fréquemment une disparition des réflexes ostéo-tendineux,
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une altération des sensibilités profondes et superficielles, les troubles moteurs étant
exceptionnels. La polynévrite diabétique peut étre compliquée par des troubles trophiques,
notamment le mal perforant plantaire. Il s'agit d’'une ulcération cutanée au niveau des
points de pression du pied, en général non douloureuse du fait de la neuropathie. La
présence d'une infection a ce niveau est susceptible de la faire évoluer en lésions
destructives articulaires et osseuses s’accompagnant d’'une déformation du pied. La
neuropathie peut également se manifester par des atteintes végétatives : vasomotrices,
génito-urinaires et digestives. Sa prévention passe essentiellement par le maintien d’un bon

équilibre glycémique'®.

1.5.2. Complications macroangiopathiques

Elles touchent toutes les arteres de I'organisme mais se manifestent principalement au
niveau des artéres coronaires et cérébrales, et des membres inférieurs. Les principaux
facteurs de risque associés sont I'age, le sexe, I'obésité, le tabagisme, I'hyperglycémie,
I’hypertension artérielle, la dyslipidémie (augmentation des triglycérides, diminution du HDL
cholestérol et présence de petits LDL denses tres athérogenes) ou encore un syndrome

inflammatoire sous-jacent.

Les lésions sont distales, souvent calcifiées et les dépbts lipidiques au niveau des artéres
sont accompagnés de dépdts glycoprotéiques. Elles peuvent conduire a une insuffisance
coronaire susceptible d’entrainer un infarctus du myocarde, a une atteinte des troncs
artériels supra-aortiques responsables d’accidents vasculaires cérébraux, et a une

artériopathie pouvant conduire a des nécroses distales a l'origine d’amputations le plus

souvent des membres inférieurs'®.

36



2. COMPLICATIONS CARDIOVASCULAIRES DU DIABETE DE
TYPE2

La mortalité des diabétiques est principalement due aux complications vasculaires
rencontrées dans le diabéte de type 2 qui associent la microangiopathie diabétique
(rétinopathie, néphropathie et pied diabétique) et la macroangiopathie diabétique

(athérosclérose, syndromes coronariens, AVG,..).

En effet, le risque d’atteinte vasculaire est trés fortement augmenté au cours du diabéte. Et
les complications cardiovasculaires associées (AVC, IM) sont responsables de 80% des déces

des personnes diabétiques5.

2.1. Les complications cardiovasculaires du diabete

Les conséquences les plus importantes du diabete se situent au niveau macrovasculaire, et
en particulier au niveau coronarien, dont l'atteinte conditionne le pronostic vital des
patients. Chez les patients diabétiques la principale cause de mortalité est en effet
cardiovasculaire (60% de décés)e’zo. En pratique, le diabéte multiplie par trois a cing le risque
d’infarctus du myocarde. En 2006 en France, 12 639 personnes diabétiques ont été

hospitalisées pour un infarctus du myocarde et 9 % en sont décédées’.

Les atteintes macrovasculaires touchent les carotides, I'aorte, les artéres des membres

inférieurs, et surtout les coronaires.

2.1.1. Cardiopathie ischémique

La cardiopathie ischémique est la premiére cause de mortalité au niveau mondial : sur 50
millions de déces, ceux par ischémie myocardique représentent 6,3 millions®".

Dans I'étude ENTRED 2001, 17 % des patients diabétiques déclaraient avoir eu une
complication ischémique cardiaque (angor, IDM, ou revascularisation coronaire), et 20% des

médecins déclaraient une complication macrovasculaire chez leurs patients (angor, IM,
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revascularisation coronaire ou AVC)%.

L'étude Framingham a montré que les hommes diabétiques ont 2 fois plus de pathologies

cardiaques et les femmes diabétiques 3 a 5 fois plus que les non diabétiqueszs. Certaines

études tendent également a montrer que le taux d’événements cardiaques chez le

diabétique est aussi élevé que chez le patient non diabétique en ayant déja eu un

événement cardiovasculaire 2.

Plusieurs phénomenes peuvent expliquer I'augmentation du risque d’infarctus chez les

sujets diabétiques et le fait que le pronostic soit plus péjoratif :

I’état d’hypercoagulabilité associé au diabete,

une athérosclérose souvent plus diffuse que chez un patient non diabétique,

une altération de la structure des vaisseaux, ce qui rend la revascularisation plus
difficile

un dysfonctionnement métaboligue empéchant les mécanismes compensatoires

d’étre efficaces®.

L'atteinte cardiague chez le diabétique peut se manifester de différentes maniéeres :

ischémie myocardique silencieuse, angor ou infarctus. Laction préventive repose sur un

traitement médicamenteux intensif, permettant une réduction du risque d’évenement :

par un contrOle glycémique (par exemple I'étude UKPDS a montré que la
diminution de 1% du taux d’hémoglobine glyquée s’accompagnait d’une baisse de
14% du risque d’IDM)?®,

par un contrdle de I'hypertension artérielle (cette méme étude UKPDS a
démontré une baisse de 15% de la mortalité liée au diabéte pour toute
diminution de la pression artérielle systolique (PAS) de 10 mm Hg)27
par une maitrise des dyslipidémies (dans I'étude CARDS, les patients diabétiques
sous 10 mg d’atorvastatine, hypolipémiant inhibiteur de 'HM G CoA-reductase,

ont une diminution de 37% des événements cardiovasculaires et de 27% de la

mortalité)®.

Par ailleurs, I'indication d’une revascularisation peut étre retenue, soit par angioplastie avec

éventuelle pose de stent, soit par pontage aorto-coronarien. La meilleure stratégie de
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revascularisation reste encore débattue et est discutée au cas par cas.

2.1.2. Artérite des membres inférieurs

L'atteinte des artéres périphériques des membres inférieurs (AOMI: artériopathie
oblitérante des membres inférieurs) a une incidence de 0,12% dans la population générale
et environ 3 fois plus élevée chez les diabétiques (soit 0,4%). Cest un facteur prédictif

indépendant de mortalité et d’atteinte des arteres cérébrales et coronariennes .

L'artérite se manifeste cliniqguement par une claudication intermittente. Chez les patients
asymptomatiques, elle se dépiste par la mesure de I'indice de pression systolique (IPS). LIPS
se mesure en faisant le rapport entre la pression artérielle de la cheville et du bras. En cas
d’artériopathie, I'IPS est inférieur a 0,9. Une fois identifiée, la prise en charge des patients
repose sur un traitement médicamenteux intensif avec une correction des facteurs de
risqueso:

- un arrét définitif du tabagisme,

- une statine,

- uninhibiteur de I’enzyme de conversion,

- un traitement inhibiteur de I'agrégation plaquettaire (qui réduit le risque

d’évenement cardiovasculaire sévére),

- un B-bloquant en cas de cardiopathie.

Un programme de réhabilitation a I’exercice est de plus fortement recommandé.

En cas de claudication interférant gravement sur le style de vie, ou d’ischémie mettant en
jeu le pronostic du membre inférieur, une revascularisation par angioplastie et +/- stenting,
ou pontage vasculaire est alors nécessaire, afin d’éviter le traitement radical qu’est

I'amputation.

2.1.3. Athérosclérose carotidienne

Sa principale complication est I'AVC. LAVC est la deuxiéme cause de mortalité a travers le

monde chez les personnes de plus de 60 ans (5,5 millions en 2002). En France, 150 000

39



personnes sont victimes d’AVC chaque année (dont 28 000 de moins de 60 ans), ce qui en
fait la premiére cause de morbidité et la troisieme cause de mortalité®’. Il existe différent
types d’AVC : I'accident ischémique transitoire, ischémique constitué, I'hémorragie intra
parenchymateuse, I’hémorragie méningée. L'AVC ischémique est la conséquence de
I’athérosclérose carotidienne. Celle-ci reste longtemps asymptomatique.

Le premier signe d’athérosclérose est une augmentation de I’épaisseur intima-média (IMT).
Chez le diabétique, I'IMT est plus importante que chez le non diabétique, indépendamment
de tous les autres facteurs de risque32. Elle est d’autant plus élevée que le diabete est mal
contr6lé (HbA1c élevée) et dure depuis Iongtempsss. La résistance a l'insuline chez ces
patients est un facteur de risque de développer une athérosclérose carotidienne®. Vient
ensuite la formation de plaques athéroscléreuses, pouvant provoquer des sténoses et se

compliquer en accident vasculaire.

Les lIésions endothéliales des macros vaisseaux chez le diabétique sont la conséquence des
atteintes dues:
- aux autres facteurs de risque cardiovasculaire: hypertension artérielle,
dyslipidémie, tabagisme, hypercoagulabilité, activation plaquettaire,
- ades phénomenes propres au diabéte : désulfatisation des glycosaminoglycanes
de la matrice vasculaire, activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone,
stress oxydatif, inflammation de I’endothélium, secondaire a la glycémie élevée, a
I'insuline et ses précurseurs, ainsi qu’aux produits liés a la glycation et a leurs

récepteurs %,
2.2. Complications vasculaires et fonction endothéliale

2.2.1. Lendothélium vasculaire : réle physiologique

L'endothélium vasculaire constitue une couche de cellules tapissant I'intérieur des vaisseaux
sanguins. Il joue un rble central dans le maintien de I’homéostasie vasculaire de par sa

position & I'interface des éléments circulants et du muscle lisse vasculaire (figure n°4)%.
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Figure n°4 : structure de la paroi vasculaire et place de I'endothélium vasculaire®

L'endothélium est premierement le régulateur du tonus vasculaire grace a sa capacité a
libérer des substances vasoactives, notamment le monoxyde d'azote (NO) et la prostacycline
(propriétés vasodilatatrices) ainsi que I'endothéline et la thromboxane A2 (propriétés

. . 7
vasoconstrlctlves)3

. En ce qui concerne le NO il est libéré en réponse aux forces de
cisaillement de I'endothélium. Par ailleurs le NO atténue la réponse contractile a différents
vasopresseurs comme la noradrénaline, I'angiotensine Il et I'endothéline. Ces agonistes
activent en effet desrécepteurs endothéliaux et, par ce biais, stimulent la production de NO.
En cas d'anomalie de la fonction endothéliale, la libération de NO est diminuée, avec pour
résultat une montée tensionnelle plus importante pendant la systole et un effet
vasoconstricteur accru de la noradrénaline, de I'angiotensine Il et de I'endothéline. Quant a
I'endothéline, elle est libérée par les cellules endothéliales soumises a un cisaillement ou

stimulées par exemple par lathrombine, I'angiotensine Il et les lipoprotéines a basse densité

(LDL) oxydées®®.

Le systéme nerveux autonome régule également le tonus vasculaire par le biais de
I’endothélium. En effet, I'acétylcholine provoque une vasorelaxation en libérant du NO de
I'endothélium. Cette substance induit par contre une vasoconstriction lorsqu'elle agit

directement sur la musculature des vaisseaux sanguins. Ainsi, en cas de dysfonction
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endothéliale, I'effet vasodilatateur de I'acétylcholine est diminué, voire aboli ou remplacé

par un effet vasoconstricteur.

L'endothélium, en raison de sa localisation a l'interface entre le sang et les constituants de la

paroi vasculaire, est impliqué également de maniéere trés importante dans les processus

d'hémostase, ceci en libérant des facteurs a action anticoagulante aussi bien que des

facteurs a action procoagulante. Dans les conditions normales la couche endothéliale

assume une fonction anticoagulante prédominante, mais en cas d'atteinte de I'endothélium,

la contribution des facteurs menant alathrombose prend le dessus.

La cellule endothéliale intervient dans les phénomenes de régulation de I'némostase®.

L'action anticoagulante de I'endothélium comporte®® :

1)

la libération de l'activateur du plasminogéne tissulaire (tPA) qui conduit a la
formation de plasmine activée et, en conséquence, a une dégradation de la fibrine

la libération de NO et de prostacycline (PGI2) qui diminuent ['agrégabilité
plaguettaire

la présence a la surface cellulaire d'une protéine (thrombomoduline) capable de lier
la thrombine, entrainant ainsi une activation de la protéine C et, par ce mécanisme,
une inactivation des facteurs V et VIl activés

la présence a la surface endothéliale d'ectonucléotidases capables de dégrader I'ADP
libéré lors de l'agrégation plaquettaire et, par ce biais, de limiter le processus

d'agrégation induit par I'ADP.

Quant alafonction procoagulante de I'endothélium, elle met en jeu38 :

la libération du facteur tissulaire qui active la voie extrinséque de la coagulation

la libération de thromboxane A2 et du «platelet activating factor» (PAF) qui
augmentent I'agrégabilité plaguettaire

la libération de I'inhibiteur de I'activateur du plasminogene (PAI-1)

la libération du facteur de von Willebrand qui facilite I'adhésion des plaquettes au

tissu 1ésé et, tout en transportant le facteur VIII, ralentit sa dégradation.
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L'endothélium joue également un rOle essentiel dans la régulation du passage des
monocytes sanguins dans la paroi vasculaire®. Ces monocytes jouent, entre autre, un réle
important dans la pathogenése de I'athérosclérose. lls sont attirés dans I'intima par les LDL
oxydées et le «<monocyte chemotactic-protein-1» (MCP-1), un facteur dont la libération a
partir de l'endothélium est augmentée par I'endothéline et diminuée par le NO. Le
monocyte une fois localisé dans I'intima devient un macrophage qui posséde beaucoup de
récepteurs capables de fixer les LDL oxydées, ce qui I'améne a capter une grande quantité de
ces lipoprotéines et a devenir une cellule spumeuse. Le passage des monocytes est facilité

par les molécules d'adhésion présentes a la surface des cellules endothéliales. Leur

expression est accrue par I'endothéline, et diminuée au contraire par le NO*.

2.2.2. Dysfonction endothéliale et pathologies vasculaires

La caractéristique principale de la dysfonction endothéliale est une réduction de la
biodisponibilité en NO associée a la perte de ses propriétés antiathérogénes et
antithrombotiques®.

Cest pourquoi la dysfonction endothéliale est impliquée de fagon précoce dans la
physiopathologie de I'athérosclérose (figure n°5) prédicteur de la mortalité et morbidité

cardiovasculaire®’.
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Figure n°5 : Coupe schématique d’une artére saine et d’une artére artérioscléreuse : place de
I'endothélium vasculaire"

Bien que la pathophysiologie de la dysfonction endothéliale soit complexe et implique de
multiples mécanismes, la diminution de la biodisponibilité du NO pourrait avoir quatre
origines:
e ['augmentation de la capture ou de la dégradation du NO par les radicaux libres;
e laréduction de I’expression et/ou de I'activité de la eNOS;
e |e «découplage » de la eNOS (en I'absence du substrat I-arginine ou du cofacteur
BH4)™ ;

e [|altération de latransmission des événements signalétiquesinitiés par le NO*.

Etant donné le réle majeur de la dysfonction endothéliale dans la maladie cardiovasculaire,
on comprend pourquoi elle est rapidement apparue comme une cible préventive et

thérapeutique prioritaire.

La présence de dysfonction endothéliale, définie comme une diminution de la réponse
vasodilatatrice a I'acétylcholine, a été démontrée dans différents territoires vasculaires, que
ce soit chez des malades connus pour étre coronariens ou des malades présentant un

facteur de risque cardiovasculaire (hypertension, hypercholestérolémie, diabéte,
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tabagisme)sg. Les études ont montré qu'il est possible d'améliorer la fonction endothéliale

grace au traitement antihypertenseur, aux hypolipémiants et aux hypoglycémiants.

Il est dés lors tentant de spéculer que la mise en évidence d'une dysfonction endothéliale
chez un malade donné indique l'existence d'un processus athérosclérotique sous-jacent,
associé a un risque anormalement élevé de présenter une complication cardiovasculaire a

moyen ou long termes (figure n°6)*.

Glomerular Retinal
capillary capillary
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Blood flow
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Figure n°6 : dysfonction endothéliale et complications cardiovasculaires du diabéte :
athérosclérose, néphropathie et rétinopathie®
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3. Evaluation du risque cardiovasculaire et pathologie diabetique :
facteurs de risque

3.1. Facteurs de risques cardiovasculaires conventionnels

En dehors de la notion de diabéte, plusieurs situations physiopathologiques sont
conventionnellement considérées comme étant a risque de développer une pathologie
cardiovasculaire. Ces facteurs de risque de maladie cardiovasculaire (MCV) peuvent étre
répartis, selon les classifications, en modifiables ou non modifiables’ :
e |esfacteursde risque non modifiablesde MCV sont I'age et le sexe.
e |es facteurs de risque modifiables, qui font I'objet d’'une prise en charge
thérapeutique, sont :
- Les dyslipidémies (hyper LDLémie et hypo HDLémie principalement)
- Lhypertension artérielle
- Le tabagisme

- Le surpoidslié directement ala notion de sédentarité

3.1.1. Les dyslipidémies

Plusieurs anomalies lipidiques sont a I’origine d’un risque accru d’athérosclérose.

3.1.1.1. L’hyper LDLémie
De nombreuses études montrent qu'un taux élevé de LDL est associé a une augmentation
des pathologies cardiagues ou cardiovasculaires et de la mortalité®. Selon la Haute Autorité
de Santé (HAS), chez un patient sans facteur de risque, le bilan sera considéré comme
normal si le LDL cholestérol est < 1,60 g/l (4,1 mmol/l).
Chez les patients ayant une hyperLDLémie, un traitement reposant initialement sur les
regles hygiéno-diététiques sera instauré durant 3 mois, suivi éventuellement d’un

traitement médicamenteux hypolipémiant.
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3.1.1.2. L’hypo HDLémie
Elle est définie par un HDL-cholestérol < 0,40 g/l (1 mmol/l), est souvent associée a une
hypertriglycéridémie, une obésité, ou un diabéte de type 2, et peut s’inscrire dans un
tableau de syndrome métabolique. Le traitement repose essentiellement sur la correction
des facteurs de risque associés, excepté en prévention secondaire, ou la prescription d’un
fibrate peut étre justifiée en cas d’échec diététique (si hypertriglycéridémie avec LDL-
cholestérol< 1,0 g/l et HDL-cholestérol < 0,40 g/1). Uhypo HDLémie est un facteur de risque
d’évenement cardio-vasculaire a part entiére. A l'inverse, un HDL élevé (>0,60 g/l ; soit

1,5mmol/l) est un facteur cardio-protecteur44.

3.1.1.3. L’hypertriglycéridémie
Elle est définie par un taux de triglycérides >1,5 g/l (1,7mmol/l) et s’inscrit aussi souvent
dans le cadre d’un syndrome métabolique. En cas d’hypertriglycéridémie <4g/l (4,6mmol/l),
la prise en charge est avant tout diététique associant une réduction pondérale avec
réduction des glucides simples, une activité physique, et une réduction de la consommation

d’alcool.

3.1.1.4. L’apolipoprotéine A1 et I’'apolipoprotéine B
L'apoA1 est le principal composant possédant une activité anti-athérogéne biologiquement
active de I'HDL cholestérol. L'apoB est un transporteur de particules VLDL (very low-density
lipoprotein), IDL (intermediate-density lipoprotein) et LDL, toutes potentiellement
athérogenes. Un rapport apoB / apoA1 élevé est associé a un plus grand nombre d’IDM,
comme I'a montré I'étude INTERHEART®. Une méta analyse montre que ce rapport apoB /
apoA1 est un meilleur indicateur d’athérosclérose que le cholestérol LDL ou le rapport

cholestérol total/ HDL*.

3.1.2. L’hypertension artérielle

Chez le diabétique, I'hypertension artérielle (HTA) représente un facteur aggravant de la

néphropathie, de larétinopathie, et de la cardiopathie diabétique.
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L'objectif tensionnel chezle patient diabétique est donc plus strict : PA <130/80 mm Hg.

L'étude UKPDS * a montré qu’un contrble tensionnel plus important (objectif TA<150/85
mmHg, avec un traitement par captopril ou atenolol) vs un objectif tensionnel moins strict
(TA <180/105 mm Hg) chez le diabétique permet d’en diminuer les complications : réduction
de 32% de la mortalité liée au diabete, diminution de 44% du nombre d’AVC et enfin
réduction de 37% des complications microvasculaires (rénales ou ophtalmologiques).
Cependant, ce contrdle doit étre poursuivi de fagon durable afin que les bénéfices puissent

étre maintenus sur le long terme.

3.1.3. L'age et le sexe

La prévalence des maladies cardiovasculaires augmente avec I’age. Un age supérieur ou égal
a 45 ans pour ’homme et 55 ans pour la femme est considéré comme un facteur de risque.
Chez les patients diabétiques, par contre, le risque relatif de mort par maladie coronarienne

est significativement plus élevé chez la femme que chez ’lhomme™.

3.1.4. Le tabagisme

La fumée de tabac est a la fois un facteur prothrombotique et athérogéne. Cest un facteur
de risque d’'IDM, de mort subite, d’'anévrysme aortique, et d’atteinte vasculaire
périphérique. Cependant, I’arrét du tabac, méme apres 65 ans, entraine une réduction de la

2 C yea 2 . . . 4
mortalité et de la morbidité cardiovasculaire rapide .

3.1.5. Le surpoids et I’élévation du ratio tour de taille/ tour de hanches

L'étude INTERHEART a montré que I'IMC n’était pas un bon marqueur de risque. En
revanche, dans cette étude le rapport tour de taille/tour de hanches (TT/TH) était un facteur
fortement associé au risque d’IDM. Le tour de taille est lui fortement corrélé au risque
d’IDM, alors que le tour de hanches y est inversement corrélé. Les normes de tour de taille
sont £ 80 cm chez la femme, £ 94 cm chez ’lhomme. Les normes du rapport TT/TH : £ 0,85

chezlesfemmes, <1 chezles hommes®’.
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3.2. Evaluation du risque vasculaire

3.2.1. Le score de Framingham

Le score de Framingham permet d’estimer le risque a 10 ans de développer une pathologie
coronarienne grave. Il a été élaboré grace aux résultats de I'étude Framingham. Le risque est
calculé en fonction de plusieurs données °':

- Age

- Sexe

- Cholestérol total

- HDLcholestérol

- Tabagisme

- Pression artérielle systolique

- Présence ou non d’un diabéte

- +/-Présence ou non d’une hypertrophie ventriculaire gauche

Il se déroule en 9 étapes avec des scores différents en fonction du sexe. De nombreux
logiciels permettent cependant de faire le calcul rapidement. En fonction du score, trois
niveaux de risque sont définis :

- Faible : score < 10%

- Intermédiaire : score entre 10 et 20%

- Hevé :score 220%
Les sociétés savantes européennes et américaines ont fixé a 20% le seuil de risque

. . , . . . , . 10.52
cardio-vasculaire global nécessitant une intervention thérapeutique *'*%.

3.2.2. Risque cardiovasculaire et diabéte de type 2

La définition du risque vasculaire chez le patient diabétique différe quelque peu selon les
pays. Aux Etats-Unis, en 1998, Haffner et al. ont comparé I'incidence des IDM sur 7 ans chez
les diabétiques et les non diabétiques avec ou sans antécédent d’infarctus®. Le risque relatif
entre le taux d’IDM chez les non diabétiques en prévention secondaire et chez les

diabétiques en prévention primaire était de 1,2 une fois ajusté aux facteurs de risque
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traditionnels, les classant donc en risque équivalent. De méme, I’American Heart
Association, ainsi que I’American Diabetes Association (ADA) considérent dans leurs
recommandations que le patient diabétique doit étre traité comme un sujet a risque

. ) . s Zooa . . 7 . 1
coronaire équivalent (ayant déja eu un événement cardiaque |schem|que)9’ 0

En France, selon les recommandations HAS, un patient diabétique est considéré comme a
haut risque cardio-vasculaire (ou risque cardio-vasculaire équivalent a une prévention
secondaire) s'il présente :

- Soit une atteinte rénale, qui est définie par la présence d’'une albuminurie 300
mg/24h, ou bien par une diminution du début de filtration glomérulaire (calcul
selon la formule de Cockcroft et Gault) inférieur a 60 ml/min.

- Soit un diabete évoluant depuis plus de 10 ans et au moins 2 facteurs de risque
parmilesquels:

- Des antécédents familiaux de maladie coronaire précoce (infarctus ou
mort subite chez le pére ou un parent du 1 degré de sexe masculin avant
55 ans, ou avant 65 ans chez la mére ou un parent du 1° degré de sexe
féminin), des antécédents familiaux d’AVC constitués avant I’Age de 45
ans

- untabagisme actif ou arrété depuis moins de 3 ans,

- une hypertension artérielle,

- un HDL-cholestérol <0,40 g/1 (soit 1 mmol/l),

- une microalbuminurie (>30 mg/24 heures),

- un age =50 ans pour un homme, ou 60 ans pour une femme.

- Soit, aprés calcul par des équations de risque, un risque >20% de faire un

événement coronarien dansles 10 ans.

En 2001, dans I’étude ENTRED, 29% des patients diabétiques de type 2 avaient un risque
vasculaire élevé (selon les définitions du risque vasculaire de I'HAS suscitées). Ce
pourcentage était probablement sous-estimé du fait des fréquences insuffisantes des
dosages de microalbuminurie et de cholestérol. Seulement un quart (26%) des personnes a

haut risque atteignaient en 2001 I’objectif de LDL inférieur ou égal a 1 g/I.
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Bien que discutées d’un pays a I'autre, I’ensemble de ces données met en exergue la réalité
d’un risque vasculaire trés élevé chez les patients diabétiques de type 2. Il est
communément admis que le risque cardiovasculaire est 5 fois supérieur chez les sujets
diabétiques comparés a la population non diabétique. Les complications cardiovasculaires
qui en résultent (AVC, IM, AOMI, IRC) sont les principales causes de morbi-mortalité des
patients diabétique constituant aujourd’hui un réel probléme de santé publique au-dela du

dépistage et de la prévention du diabéte de type 2.

3.3. Améliorer le dépistage du risque cardiovasculaire

Les facteurs de risque (FR) cardiovasculaire (CV) classiques tels que la dyslipidémie,
I’hypertension, le tabagisme et le diabéte sucré ont été intégrés dans des modeéles a
variables multiples pour évaluer le risque de survenue d’un accident CV dans la population
générale. Ce concept d’estimation globale du risque permet de prédire avec plus de
vraisemblance le risque CV, tout en jouant un réle clé dans 'individualisation des mesures

thérapeutiquessz.

Ainsi que I'a démontré I'’étude INTERHEART réalisée sur un collectif de plus de 30 000
participants issus de 52 pays différents, les FR traditionnels sont a méme d’expliquer plus de
90% des infarctus du myocarde45. Fondés sur ces FR classiques, les algorithmes permettent
de stratifier les individus en trois catégories de risque, faible, intermédiaire et élevé.
Cependant, il faut tout de méme constater que ces modeles ne sont pas parfaits. En effet,
dans le cadre de I'étude prospective PROCAM (Prospective cardiovascular muenster), un
tiers des victimes d’infarctus du myocarde a été observé dans le groupe des sujets qui

. Su s ey v s , < . . - 4
avaient été initialement classifiés comme étant a risque intermédiaire®.
Cest pour cette raison qu’au cours de ces derniéres années un grand nombre de parameétres

biochimiques ont été évalués en tant que facteurs potentiels de risque CV avec pour objectif

d’améliorer I’évaluation du risque vasculaire aux moyens de méthodes non invasives®’.
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Parmi les biomarqueurs biochimiques actuellement évalués on compte :

- les marqueurs de l'inflammation (CRP Ultrasensible, Homocystéine, Serum
Amyloide A (SAA), Lp-PLA2 (Lipoprotein associated Phospholipase A2),
cytokines (Il-6, IL-18) et facteurs chimiotactiques (M CP-1, ICAM-1, VCAM-1)

- les marqueurs lipoprotéiques autres que les marqueurs conventionnellement
utilisés (LDL-Ox, Génotypes d’ApoE, Lp(a), Small Dense LDL)

- les marqueurs de I'athérothrombose (fibrinogéne, D-Dimeres (DDI), Activateur
tissulaire du plasminogéene (TPA),..)

- les marqueurs d’oxydation (homocystéine, Lp-PLA2, AGEs, ..)

- lesmarqueurs de la néphropathie diabétique (microalbuminurie, cystatine C)

Ces biomarqueurs sont représentatifs de mécanismes physiopathologiques impliqués
directement dans le processus de dysfonctionnement endothélial et d’athérosclérose. lIs
pourraient constituer des critéres de jugement prédictifs de I'apparition d’évenements
cardiovasculaires en association ou non aux facteurs de risques conventionnels. Dans cet

optique, desinvestigations cliniques sont en cours.

52



4. DIABETE, STRESS OXYDANT ET HYPERGLYCEMIE CHRONIQUE

4.1 Hyperglycémie chronique et stress oxydant

Le stress oxydatif correspond globalement a un déséquilibre entre la production cellulaire de
radicaux libres, d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS: Reactive Oxygen Species) et les
défenses antioxydantes de I’organisme56. La toxicité des radicaux libres varie en fonction de

I'intensité et de la durée de leur formation.

La production modérée et transitoire de radicaux libres peut servir de mécanisme de
défense en permettant la destruction de cellules cancéreuses. S la synthése d’especes
radicalaires est récurrente et chronique alors il y a un déséquilibre entre production et
détoxification et stress oxydatif. Dans le cas d’un stress oxydant prolongé, la production
excessive d’espéces radicalaires peut engendrer indirectement des mécanismes de mort

cellulaire programmeée (apoptose, autophagie)57.

4.1.1. Définitions desradicaux libres.

Ce sont des espéces chimiques fortement réactives comportant des électrons non appariés
au niveau de leur couche externe. La présence d'un électron célibataire confére a ces
molécules, la plupart du temps, une grande instabilité. Elles ont la possibilité de réagir avec
de nombreux composés dans des processus le plus souvent non spécifiques, et que leur
durée de vie en solution est trés courte. La stabilité de ces entités chimiques décroit lorsque

le nombre d'électrons célibataires augmente.

Les radicaux sont généralement obtenus par rupture de liaisons chimiques (figure n°7). Etant
donné que les liaisons chimiques ont des énergies de I'ordre de centaines de kdmol™, les
conditions mises en jeu pour donner des radicaux sont souvent drastiques: hautes
températures, radiations ionisantes, ultraviolets. lls résultent de la coupure homolytique

y Z 58
d’'une molécule™.

53


http://fr.wikipedia.org/wiki/Clivage_%28chimie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Radiation_ionisante
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet

A-B s A+'B

Figure n°7 : Coupure Homolytique d’une molécule et production d’espéces radicalaires

4.1.2. Diabéte de type 2 et hyperproduction de radicaux libres

Au cours du diabéte, et plus particulierement dans le type 2 lié a un syndrome métabolique,

I’hyperglycémie est associée a un stress oxydant lié a une hyperproduction de radicaux libres

et ROS.

Le stress oxydant lié a I’hyperglycémie a plusieurs origines (figure n°8 et 10)°°:

Le glucose sous sa forme éne-diol en présence de métaux de transitions donne un
radical anionique éne-diol. Le radical éne-diol en réduisant I’'oxygene moléculaire
libére des radicaux superoxydes (02°). De plus, il y a formation concomitante d’un
dérivé carbonylé au cours de cette réaction. L'anion superoxyde peut se dismuter en
peroxyde d’hydrogéne qui en présence de métaux de transitions produit un radical

hydroxyle (HO') trés réactif *°.

La glycation des protéines est par elle-méme génératrice d’ROS (espéces réactives de
I’'oxygene). Toutes les étapes de la glycation générent des ROS, aussi bien au stade
des produits initiaux que des produits intermédiaires et avancés, conduisant a la
formation d’aldéhydes réactifs comme le méthylglyoxal (MGO). Les produits
d’AMADORI telle que I’hémoglobine glyquée réagissent avec I'oxygene moléculaire

pour former de I'ion superoxyde ou du peroxyde d’hydrogéne57.

Un déséquilibre de la chaine respiratoire mitochondriale et de la NADPH oxydase
présente dans les cellules musculaires et endothéliales génére des radicaux
superoxydes. Le gradient de proton généré par la chaine respiratoire mitochondriale

est a I'origine de la production de radicaux superoxydes (O2'"). Cette production de
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radicaux superoxydes se situe au niveau de la NADH déshydrogénase du complexe |

et alinterface entre I'ubiquinone et le complexe Ill.

L’hyperglycémie prolongée induit la formation de produits terminaux de glycation.
Les AGE stimulent les récepteurs membranaires RAGE situés a la surface des cellules
endothéliales et musculaires. Linteraction AGE-RAGE stimule des voies de
signalisation comportant les voies des Mitogen-Activated Proteine Kinases (M APK) et
la voie du facteur de transcription NFkB (Necrosis Factor kappa B) induisant la

production de radicaux libres via la stimulation de la NADPH oxydase.

L'hyperglycémie induit 'augmentation de la production de sorbitol par la voie des
polyols. La production de sorbitol a pour conséquence la baisse de NADPH
intracellulaire. En effet, le NADPH est nécessaire a I’activité de I'aldose réductase
pour la synthése du sorbitol. Le NADPH étant diminué, le glutathion oxydé sera
réduit plus faiblement. De plus, le sorbitol est oxydé en fructose avec réduction du
NAD+ en NADH,H". L'augmentation de la concentration en sorbitol et fructose
conduit a un oedéme osmotique au niveau oculaire, ce qui explique que la voie des
polyols joue un réle clé dans la cataracte induite par le diabéte®. La voie des polyols
entraine la baisse du NADPH ce qui provoque une baisse d’activité de la NO-synthase
qui synthétise le NO. Le radical superoxyde induit une baisse du NO en réagissant
avec celui-ci et en formant un anion peroxynitrite trés réactif. La baisse de
concentration en NO pourrait étre a I'origine de phénomenes d’hypertension car le
NO est un puissant vasodilatateur. La biodisponibilité du NO est, de plus, diminuée
par trois mécanismes :
- Diminution d’activité de la NO-synthase, consécutive a la chute du rapport
NADPH,H"/NADP".
- Réaction du NO avec I'anion superoxyde conduisant a la formation de
peroxynitrite, oxydant puissant.

- Piégeage du NO par les AGE.
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e L’hyperglycémie induit la synthése de diacylglycerol conduisant a I'activation de la

voie de la protéine kinase C. La protéine kinase C stimule la NADPH oxydase

provoquant la production d’espéces réactives de I’oxygénem.
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Figure n° 8 : représentation schématique des mécanismes de production de ROSau cours
du diabéte (AGEs: advanced glycation end products; CAT: catalase; GPX: glutathione
peroxidase; HBP: hexosamine biosynthetic pathway; PKC: protein kinase C;

PP: polyol pathway; ROS: reactive oxygen species; SOD: superoxide dismuz‘ase)59
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4.1.3. Les défenses antioxydantes.

L'organisme posséde un ensemble de défenses antioxydantes pour se protéger des ROS
(figure n°10). L'organisme comporte deux types de défenses antioxydantes. L'une d’origine
endogéne formée d’enzymes et l'autre d’origine exogéne constituée principalement de

vitamines et d’oligoéléments.

4.1.3.1. Les systemes de défenses enzymatiques.

-Les superoxydes dismutases (SOD).
Ces sont des métalloprotéines. Elles sont en premiére ligne dans le systéme de défense du
stress oxydant. Elles assurent la dismutation de [I'anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne et en oxygéne. |l existe trois isoenzymes de la SOD: la Cu/Zn-SOD1 présente
dans le cytosol, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3. La SOD3 est sécrétée par les
cellules musculaires lisses et représente le systéme de défense majeur dans la paroi des
artéres. L'expression de la SOD3 est augmentée par les facteurs vasoactifs comme

I’histamine, I’endothéline 1 et I'angiotensine 2, et diminuée par I’homocystéiness.

-Les glutathion peroxydases (GPxs).
Les GPxs sont des sélénoprotéines. Les GPxs réduisent les peroxydes lipidiques formés par
I’oxydation des acides gras polyinsaturés. Le taux de GPxs est effondré en cas de déficit en
sélénium. A partir d’un taux élevé en sélénium la concentration en GPxs atteint un plateau.
Le dosage des GPxs ne peut étre utilisé comme marqueur d’une intoxication au sélénium. La
synthése des GPxs étant rénale et hépatique, I'insuffisance rénale et/ou hépatique peuvent

faire varier leurs taux’®.

-Le systeme thiorédoxine.
La thiorédoxine est I'antioxydant majeur qui maintient les protéines intracellulaires a I'état
réduit. La thiorédoxine est régénérée par le NADPH sous I'action de la thiorédoxine
réductase. La thiorédoxine contient un groupement sélénocystéine dans son site actif. De
plus, elle intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d’hydrogéne. Elle permet larégénération du radical ascorbyl en acide ascorbique56.
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-La catalase.
La catalase est une enzyme héminique constituée de quatre sous-unités contenant chacune
un groupement héminique Fe?* lié au site actif. Elle est localisée dans les peroxysomes et les
hématies. La réaction que catalyse cette enzyme consiste en une dismutation du peroxyde

d’hydrogene (H202) en oxygéne et eau®.

4.1.3.2. Les systemes de défenses non enzymatiques.

-Le glutathion
Le gluthation est formé par la condensation de trois acides aminés (acide glutamique,
cystéine et glycine). Il est la source majoritaire de résidus thiols (-SH) dans la cellule ou il est
présent sous forme réduite (GSH). En condition physiologique normale, sa forme oxydée
(GSSG) est présente en trés faible concentration. Le rapport GSH/GSSG est un excellent
marqueur de la peroxydation lipidique. Ce rapport tend a diminuer lors d’un exercice

physique intense et au cours du vieillissement®.

- L’albumine et les protéines-thiols
Toutes les protéines circulantes qui contiennent des groupements thiols participent aux

défenses antioxydantes contre les ROS.

Parmi ces protéines, I'albumine tient une place prépondérante, cette protéine est la plus
abondante du plasma, elle constitue le principal tampon contre les ROS circulants. Cette
protéine de 585 acides aminés est composée de 3 domaines homologues divisés en 9
boucles dont |a stabilité est assurée par 17 ponts disulfures, conférant a cette protéine une

certaine flexibilité (figure n°9)®.

L'aloumine constitue donc l'antioxydant protéique majeur du plasma, compartiment
fortement sollicité par le stress oxydatif et en contact direct avec I’endothélium vasculaire.
La plupart de ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa capacité de fixation de
nombreux ligands de par I’adaptabilité importante de sa structure. L'albumine est en effet

une protéine de transport de nombreux métabolites, xénobiotiques, lipides ou encore de
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métaux divalents. Dans ce cadre elle présente un effet antioxydant indirect puisqu’elle limite
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Figure n° 9: Principaux sites de I'albumine impliqués dans son activité antioxydante“.

De plus son seul groupement thiol libre au niveau du résidu Cys34 lui confére d’une par des
capacités de fixation de ligands supplémentaires et surtout la possibilité de piéger des
radicaux libres.®® Chez un adulte normal, environ 70 & 80% du résidu Cys34 de I'albumine est
a I'état réduit (SH). Le reste est sous la forme de ponts disulfures avec plusieurs composés
soufrés comme la cystéine, I’homocystéine et le glutathion. Le groupement —-SH de
I’albumine représente un site de protection antioxydant puissant, contre les ROSet d’autres

especes radicalaires.

-La vitamine C (acide ascorbique).
Lhomme ne peut synthétiser la vitamine C et doit assurer un apport journalier d’environ

100 mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est un piégeur d’'ROS comme le
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radical hydroxyle ou I’anion superoxyde en agissant en synergie avec la vitamine E. En effet,
elle inhibe la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme

radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux Iipidiques%.

-La vitamine E.
Le terme de vitamine E désigne un ensemble d’isomeéres qui comprend les tocophérols et les
tocotriénols. Les deux isomeres a-et B-tocophérol sont intéressants d’'un point de vue
biologique. Ayant un caractére lipophile, ils sinsérent aux seins des membranes
cytoplasmiques riches en acides gras polyinsaturés. lls réagissent avec les radicaux peroxyles
ROO’ pour former un radical tocophéryle, et ainsi ils limitent la propagation de la

peroxydation lipidique.

-Les caroténoides.
Parmi plus de 600 caroténoides différents, le B-caroténe est le chef de file. On le retrouve
dans l'abricot, le melon, la carotte et les [égumes verts. L'effet bénéfique du B-caroténe
n'est présent qu’a dose physiologique ou alimentaire. A dose pharmacologique, le B-
caroténe est délétére, surtout chez le fumeur car les ROS altérent le métabolisme des

caroténoides et libérent des métabolites pro—carcinogénesss.

-Le Coenzyme Q10 ou ubiquinone.
Cest un dérivé benzoquinolique a longue chaine latérale isoprénique. Sa chaine latérale lui
confere un caractere lipophile. Il joue un rble essentiel dans la chaine mitochondriale de

transport d’électrons et il est un puissant inhibiteur de la peroxydation Iipidiquese.

-L’acide urique.
Il est présent sous laforme d’'urate a pH physiologique et c’est le produit terminal majeur du
métabolisme des purines. L'urate est un puissant piégeur de ROS. Ces réactions conduisent a
des espéeces radicalaires qui seront réduites, notamment par la vitamine C. L'allantoine qui
est un produit de la réaction entre l'urate et les ROS est présent a des taux élevés lors d’'un

stress oxydant®®.
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-La bilirubine.
La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I'héme par les cellules
réticuloendothéliales. La bilirubine non soluble se lie a I'albumine dans un rapport
stoechiométrique 1/1, ainsi sa liaison a I'albumine I'empéche de pénétrer dans les tissus
riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine piége les radicaux ROO" et I’oxygéne

singulet. Ainsi la bilirubine protége I'albumine des ROS®.

-Les polyphénols.
lls sont naturellement présents dans I'alimentation. lls sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge. lls sont sous forme de flavonoides dans
les agrumes et I'huile de lin, et enfin sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le
chocolat, les pommes, les oignons et les algues brunes®’. Ce sont d’excellents piégeurs de

ROSet de trés bons chélateurs de métaux de transition comme le cuivre et le fer.

-Les oligoéléments :

e Le sélénium. Le sélénium est un cofacteur de la GPx, il est donc antioxydant de fagon
indirect. On retrouve le sélénium organique dans l'alimentation, sous forme d’un
acide aminé, la sélénocystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une
métabolisation hépatique conduisant a des intermédiaires nécessaires a la synthese
de la GPx.

e Le cuivre. A concentration physiologique le cuivre est le cofacteur d’'une SOD,
cependant, il peut jouer un r6le dans la production de ROS (réaction de FENTON)
lorsque sa concentration est élevée.

e |e zinc. Le zinc est un cofacteur essentiel de la SOD. Il protége les groupements thiols
des protéines. Il peut inhiber les réactions de formation de ROS induites par les

métaux de transition comme le fer ou le cuivre®®.
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Figure n° 10 : Mécanismes physiologiques de génération de ROS et principales défenses
antioxydantes™

4.1.4. Conséquences de I’hyperproduction d’espéces réactives de I’'oxygéne.

Les ROSréagissent avec leur environnement et le dégrade. lls réagissent avec :

4.1.4.1. Modifications oxydatives de ’ADN.
Par exemple, la guanine peut réagir avec un radical OH pour former la 8-hydroxy-2’-
désoxyguanosine qui s'apparie avec une adénine au lieu d’une cytosine. Ceci entraine alors
des mutations au sein de I’ADN qui conduisent a 'altération du message génétique et peut
déclencher un cancer et augmenter le vieillissement®®. L'anion superoxyde provoque des
cassures au niveau de I’ADN, ceci induit le fonctionnement des poly (ADP-ribose)
polymérases qui sont des enzymes de réparation de I’ADN. L'excés d’ADP-ribose formé par
cette hyperactivité enzymatique vient se fixer sur la glycéraldéhyde-3-phosphate

déshydrogénase et ainsi, I'inhibe. L'accumulation des métabolites de la glycolyse en amont
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est responsable de l'activation de quatre voies métaboliques (voie des polyols, voie des

hexosamines, voie de la PKC et la voie des AGE)68.

4.1.4.2. Modifications oxydatives des protéines.
Les acides aminés les plus réactifs aux ROS sont I'histidine, la proline, le tryptophane, la
cystéine et la tyrosine. Lattaque de produits radicalaires sur les protéines entraine
I'oxydation de certains résidus avec pour conséquences l'apparition de groupements

carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts disulfuresintra et inter-chaines.

L'albumine, protéine circulant la plus abondante, présente une activité antioxydante tres
importante puisqu’elle présente de nombreux sites lui permettant de piéger des radicaux
libres (figure n°9)64. Cette propriété vaut a I'albumine de subir d’importantes modifications
oxydatives puisqu’elle est la cible privilégiée des radicaux libres circulants. S les
modifications structurales et fonctionnelles de I'albumine au cours d’un stress oxydatif
prolongé n’ont pas toutes fait I'objet d’'une description détaillée, 'aloumine modifiée par
I'ischémie encore appelée IMA (Ischemia Modified Albumin), premiérement décrite lors
d’épisode ischémiques du type syndrome coronarien aigu (SCA) ou infarctus du myocarde

(IM), est aujourd’hui communément reconnue comme un marqueur du stress oxydant.69

Cette forme d’albumine est caractérisée par une capacité de liaison d’ions bivalents
diminués, plus particulierement le Co®*. LIMA est donc mise en évidence dans le plasma par
mesure de la capacité de liaison de Cobalt en exces rapporté a la concentration plasmatique
d’albumine.”® La concentration d’'IMA est inversement proportionnelle a la concentration de
Cobalt non lié a l'albumine et est le reflet de l'impact du stress oxydant dans le

compartiment plasmatique.”’

De nombreuses études ont mis en évidences ces dernieres années 'augmentation de 'lMA
dans des pathologies chroniques sujettes a un fort stress oxydant (diabete,

. ) 72,73,74,75
athérosclérose)’®”>"*7®.
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La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications
fonctionnelles importantes comme par exemple la non reconnaissance d’un récepteur par
un ligand ou une perte d’activité enzymatique. Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats dans les cellules et dans le compartiment

. 7
extracellulaire®’®.

Les protéines modifiées par le stress oxydant présentent trés certainement un réle dans les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans des pathologies chroniques comme le
diabéte. Par exemple, les modifications oxydatives de protéines comme I'albumine, sont
elless-mémes source de radicaux libres et d’un stress oxydant qui a pu étre mis en évidence in

. 77
vitro sur des monocytes'’.

4.1.3.3. Modifications oxydatives des lipides membranaires.

En phase d’initiation le radical hydroxyle peut arracher un hydrogéne sur les carbones situés
entre une double liaison. Le radical lipidique réagit avec I'oxygéne et forme un radical
peroxyle (ROO’). Celui-ci est capable d’arracher un hydrogéne a I'acide gras polyinsaturé
voisin et ainsi de propager la réaction. Ceci induit une altération de la fluidité membranaire
et conduit a la mort cellulaire. Les peroxydes formés sont neutralisés par la glutathion
peroxydase, ou, ils continuent de soxyder et de se fragmenter en aldéhydes

(malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) qui ont des activités pro-athérogénes et cancérigenes.
4.1.3.4. Modifications oxydatives des lipoprotéines.

Les LDL oxydées sont captées par des récepteurs spécifiques situés sur les macrophages. Les

macrophages se transforment alors en cellules spumeuses qui ont un rble dans les

premieres étapes de I'athérosclérose. Les LDL oxydées sont immunogénes et les immuns

complexes formés activent la voie classique du com plément56.
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4.2. Hyperglycémie chronique et AGEs (advanced glycation end-

products).

4.2.1. Formation des AGEs : phénomeéne de Glycoxydation

Le terme de glycation non enzymatique désigne les modifications tardives induites par la
fixation d’oses simples sur les groupements aminés des protéines. Cest une réaction
générale, spontanée, irréversible et cumulative procédant en plusieurs étapes. Une phase
précoce qui commence par la formation d’une liaison aldimine (base de Schiff) capable de
subir un réarrangement moléculaire dit réarrangement d’Amadori. L'HbAl1c et les

fructosamines sont des exemples caractéristiques des produits d’Am adori”’.

Les produits d’Amadori ne constituent pas un état définitif. Au cours d’une phase plus
tardive, ils subissent des réactions oxydatives formant des intermédiaires dicarbonylés
réactifs (MGO ou le 3désoxyglucosone) et aboutissant a la formation de structures plus
complexes appelées AGEs: on parle alors de glycoxydation, phénoméne combinant les

mécanismes de glycation et d’oxydation des protéines (figure n°11) °"787"2,

Les AGEs interviennent dans différents phénomeénes tels que l'inflammation, I'apoptose
cellulaire, le remodelage tissulaire ou I'angiogénése. La plupart des réactions de glycation
s’accompagnent de réactions d’oxydation qui sont a I’origine du terme de glycoxydation. Les
différentes étapes de la glycation sont génératrices de ROS. Les ROS induisent la formation
d’aldéhydes réactifs dont I'un des plus abondant est le MGO. Ces produits intermédiaires

réagissent avec les groupements aminés libres des protéines afin de former des AGEs.
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Figure n°11 : Formation des produits d’Amadori et réarrangement oxydatifs en produits
avancés de glycation — Phénoméne de glycoxydation®’.

Les voies de la glycation aboutissent a des composés communs avec ceux issus de la

peroxydation lipidique comme par exemple la carboxymethyllysine®.

Tous les AGEs n’ont pas encore été identifiés et les mécanismes sous-jacents a leur
formation restent incomplétement élucidés. La CML et la pentosidine ont été les plus
étudiés car elles possedent des propriétés antigéniques, ainsi elles peuvent étre localisées et
qguantifiées a 'aide de techniques immunologiques. Les taux sériques de CML ont corrélés
avec le développement de Iésions microvasculaires chez des patients diabétiques de type
28" Au cours de I'insuffisance rénale, on observe une importante accumulation de CML dans

I'organisme, liée a un défaut d’élimination du rein.

Les différents AGEs aujourd’hui décrits, identifiés a partir de mécanismes de glycoxydation

d’albumine in vitro, sont présentés dans la figure n°127°.
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Figure n°12 : Différentes formes d’AGEs rencontrés au cours du diabéte’
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4.2.2. Effets des AGEs sur la matrice extracellulaire, les protéines circulantes

et cellulaires.

4.2.2.1. AGEs et matrice extracellulaire

On observe dans les tissus une réticulation des protéines et la formation d’agrégats. Il existe
plusieurs mécanismes a I'origine de ce phénomene. Le premier mécanisme est I’oxydation
de groupement sulfhydrile en ponts disulfures. Un deuxiéme mécanisme existant est la
formation de liaisons covalentes entre produits avancés de glycation. Ces liaisons covalentes
entre AGEs expliquent l'augmentation des espaces intermoléculaires du collagéne
responsable d’hyperperméabilité vasculaire et des défauts de polymérisation de tubuline
axonale. Une troisieme voie est la formation de liaisons covalentes de protéines
plasmatiques au niveau de groupements réactifs générés par la glycationes. Des liaisons
croisées s'établissent entre AGEs, collagene, albumine et LDL (low density lipoprotein) au
niveau des membranes basales, ceci implique le réle des AGE dans la microangiopathie et
dans la macroangiopathie diabétiquegz. Les AGEs s’accumulent dans les tissus et notamment

7. N e . N 7
sur les protéines a longue durée de vie comme le collagéne de type 1°.

Les AGEs peuvent se lier a la laminine, protéine structurale de la matrice extracellulaire, et
induire une diminution de la liaison d’autres composants majeurs et notamment les
protéoglycannes. Ces derniers empéchent la fuite protéique au niveau de la membrane
basale glomérulaire en lui conférant une charge négativegs. Il existe une corrélation entre la
concentration en AGEs et la sévérité de la pathologie rénale dans des modéles
expérimentaux d’animaux. On trouve une augmentation en CML (Carboxy Methyl Lysine)
dans les protéines solubles et insolubles du collagéne chez les insuffisants rénaux
diabétiques. La dénaturation du collagene par les AGEs et leur capacité a retenir les
protéines plasmatiques est a l'origine de I'épaississement de la membrane basale du
glomérule. Les AGEs sont a I'origine de I’expansion mésangiale ce qui a pour conséquence
une baisse de la filtration glomérulaire par compression des capillaires. Il a été démontré
que les AGEs augmentent la libération de TGF- (Tumor Growth Factor B) qui stimule la

synthése de collagéne et donc I’épaississement de la membrane basale®.
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4.2.2.2. AGEs et acides nucléiques

Les AGE sont susceptibles de réagir avec les groupements aminés des nucléotides, et donc,
de conduire ainsi a des coupures de I’ADN. Les AGEs pourraient étre impliqués dans les
embryopathies diabétiques. Au niveau oculaire, la modification du cristallin par les AGEs
expliqgue en grande partie I'opacification progressive et I'apparition de cataracte survenant
au cours du diabete. On retrouve des concentrations élevées d’AGEs au niveau de I’lhumeur
vitrée du patient diabétique, en rapport avec la rétinopathie diabétiquem. Les AGEs
pourraient contribuer a I'augmentation de la perméabilité vasculaire en altérant I’adhérence

des cellules endothéliales et compromettant leur réplication normale.

4.2.2.3. Effetsdes AGEs sur les protéines : cas particulier de 'albumine

Il existe aussi une glycation des protéines circulantes. La formation de I’hémoglobine

glyquée induit une augmentation de sa viscosité au sein des globulesrouges.

La glycation protéique peut entrainer une altération d’activités enzymatiques, liées a la
présence de résidus de lysine au voisinage du site actif ou a des modifications

conformationnelles.

L'aloumine, principale protéine circulante, subit également d’importantes modifications par

mécanismes glycoxydatifs pour former des AGEs.

Nous nous sommes attachés dans cette étude a décrire les effets de la glycoxydation sur de
cette protéine en étudiant ses propriétés structurales mais aussi fonctionnelles : transport
de molécules endogénes et xénobiotiques, propriété antioxydantes, maintien de

I’homéostasie plasm atique85.
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Figure n°13 : Structure tridimensionnelle de I'albumine : représentation des sites de liaison
spécifique de Sudlow (type 1 et type 2) et des principaux sites de glycation (Iysines)79

Laformation des AGEs sur des protéines intracellulaires est possible au niveau destissus non
insulino-dépendants. Lhyperglycémie peut induire une augmentation intracellulaire de
sucrescomme le fructose, le glucose-6-phosphate et les composés réactifs dicarbonylés. Il se
forme alors des AGE a partir des protéines cytosoliques et de ces sucres. La glycation du
bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) dans les cellules endothéliales affecte son activité

mitogéniqueee.

Les LDL subissent aussi une glycation lors d’hyperglycémie prolongée. La glycation des LDL
est souvent accompagnée d'une oxydation. Cette oxydation contribue a I'accumulation de
LDL oxydées pro-athérogenes dans le sang. Cette glycation empéche leur reconnaissance par

les récepteurs aux LDL et ainsi elle diminue leur clairance. De plus, la glycation des HDL a
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pour conséquence la baisse de l'activité de la paraoxonase. La paraoxonase prévient
I’oxydation des LDL et 'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales de I'aorte, ces
deux parametres sont des événements initiaux clés dans la formation de la plaque
d’athérome. De plus, la présence d’AGEs au niveau du collagéne des parois artérielles
permet de piéger les LDL et/ou d’autres protéines plasmatiques favorisant ainsi la formation
de la plaque d'athérome®. Au niveau endothélial, les AGEs sont capables de piéger le

monoxyde d’azote puissant vasodilatateur®'.

Exogenous Sources Endogenous Sources
Dietary AGEs Glucose/oxidative stress
Smoking TCA intermediates, other

reducing sugars/carbonyls

J

Circulating AGEs Intracellular AGEs
Both free and (e.g., interruption of function of
protein bound proteins and enzymes involved
in metabolism)

SR-A, B, CD-36
(e.g., liver scavenger i |
and phagocytes)
v Extracellular AGEs
AGE-R1, AGE-R3 = inflammation, AGE cross-linking

== metabolic and structural (e.g., extracellular matrix proteins,

Clearance recepiors AN :
stiffening of elastic structures)

v

[ Renal clearance

\

Figure n°14 : Produits avancés de Glycation — Sources et implications ph ysiopathologique32°
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4.2.3. Les Récepteurs aux AGEs.

4.2.3.1 Les différents récepteurs aux AGE.
Les AGEs ont la capacité de se lier a différentes protéines membranaires spécifiques : les
RAGE (receptor for advanced glycation end products), les AGE récepteurs 1 (protéine OST48
du complexe oligosaccharyl-transférase), les AGE récepteurs 2 (protéine 80K-H, substrat
membranaire de protéines kinases), les AGE récepteurs 3 (galectine-3) et les récepteurs
scavengers de classe A et B¥%8, Les récepteurs scavengers internalisent les AGE et peuvent

fixer les LDL glycoxydées™.

4.2.3.2 Le Récepteur RAGE
Le RAGE est un récepteur multi-ligands transmembranaire appartenant a la super famille des
immunoglobulines. Le RAGE est une protéine de 45 kDa présente a la surface de
nombreuses cellules comme les cellules endothéliales, les lymphocytes, les monocytes, les
polynucléaires et les neurones®. Il est constitué d’une région extracellulaire comprenant un
domaine V variable et de deux domaines C et C constants, d’un seul domaine
transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique court (moins de 50 acides aminés)81.

Il existe plusieurs isoformes de RAGE (figure n°15) °>°"%

e Les RAGE membranaires peuvent étre entiers ou tronqués. Les formes tronquées ne
transmettent pas le signal. Les RAGE entiers transmettent un signal pathogéne a la
cellule.

o Les RAGE solubles (sRAGE) sont présents dans la circulation sanguine. Les sRAGE sont
le résultat d’'un clivage des RAGE membranaires par des métalloprotéinase582. Les
RAGE solubles ont la propriété de se lier aux AGE circulants, et donc de limiter leurs
effets pathologiques. Les diabétiques de type 2 ont un taux circulant de sRAGE
diminué par rapport a une personne non diabétique.

e |Les esRAGE (endogenous secretory RAGE) sont le résultat d’un épissage alternatif de
la partie C-terminale de RAGE. Les esRAGE ne possédent pas de domaines

membranaires et cytoplasmiques.
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e |es DN-RAGE (Dominant Negative RAGE) présents au niveau de la membrane
plasmique. Cette forme de RAGE présente une partie extracellulaire identique a celle
du RAGE mais est dépourvue de site d’action cytoplasmique empéchant toute

transduction du signal.

sSRAGE

Cell membrane

: RAGE
V. 1 % .i. -]~

Jak2 0,- Cdc42
p38 1
ERK1/2 Rac
Stat3
NF-kB l

GENE ACTIVATION

[

Nucleus

Figure n°15 : Récepteurs RAGE — Principales Isoformes®®
4.2.3.3. Les ligands de RAGE

Il existe cinqg familles de ligands aux RAGE :
e |les AGEsou produitsterminaux de glycation.
e |a famille des S100/calgranulines dont le polypeptide EN-RAGE. Ce sont des
polypeptides capables de déclencher une réponse pro-inflammatoire et

prooxydantegz.
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I’'homodimérisation des RAGE et ainsi empécher la transduction du signa

Les AOPPs (produits d’oxydation protéiques avancés). lls sont le résultat de I'action
du stress oxydant sur les protéines. Par exemple, I'albumine glyquée interagit avec le
RAGE et conduit a 'augmentation de la production d’IL-8 (interleukine-8) et de M CP-
1 dans les cellules épithéliales rétiniennes pigmentaires. En agissant en synergie avec
une cytokine inflammatoire, le TNF-a, déclenche une voie de signalisation impliquant
Raf et les MAP Kinases. L'albumine glyquée stimule la synthése de la matrice
extracellulaire en activant la production de facteurs de croissance comme le TGF-f31
par I'intermédiaire de la voie de la PKC et des MAPK de type ERK. Dans les cellules
musculaires lisses, elle induit 'augmentation de la sécrétion de NO via la NO
synthase inductible®.

Le peptide B-amyloide. Il est le produit de clivage de la protéine APP (amyloid protein
precursor). Il est impliqué dans la maladie d’Alzheimer®.

L HMGB1 (high mobility group box-1) ou amphotérine. Elle est décrite comme une
protéine nucléaire de type non histone. Ele favorise la croissance des neurites au
cours du développement. En situation de stress ou de stimulation, les cellules
libérent cette protéine. LHM GB-1 est capable de modifier les propriétés des cellules
qui expriment les RAGE tels que les cellules inflammatoires (lymphocytes,
monocytes, macrophages, cellules dendritiques), les cardiomyocytes en inhibant les
canaux potassiques ainsi que les canaux calciques de type L, les neurones et les
cellules cancéreuses. Linhibition de la signalisation induite par I'interaction RAGE-
amphotérine inhibe la croissance et la capacité invasive des cellules tumorales

glialesgs.

4.2.3.4 Transduction du signal des AGE par les RAGE.

Les mécanismes de transduction du signal et d’activation du récepteur RAGE sont décrits sur

lafigure n°16 %

Les récepteurs des AGE sont dépourvus de domaine tyrosine kinase. Une homodimérisation

des RAGE est essentielle a la transduction du signal. Les sRAGE peuvent inhiber

19889 | a fixation des

AGE sur le RAGE déclenche une signalisation entrainant un stress oxydant intracellulaire. Le

74



stress oxydant est renforcé par I'activation de la NADPH oxydase. La NADPH oxydase
catalyse la réduction de I'oxygéne moléculaire en anion superoxyde (O, ). De plus, cette
fixation induit I’expression des génes impliqués dans la réponse inflammatoire entrainant le
recrutement des MAP Kinases, et I'activation du facteur de transcription NFB. Le facteur de
transcription NFkB stimulé pénétre dans le noyau et se lie a son élément de réponse sur le

promoteur des génes cibles®®®.
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Figure n°16 : Effets cellulaires de I'activation du RAGE — Transduction du Sgnal®®
Le domaine intra-cytoplasmique du RAGE interagit avec la protéine mammalian diaphanous1

(mDia-1) appartenant a la famille des formines. La protéine mDia-1 est essentielle a la

transduction du signal aboutissant a la migration cellulaire®
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La stimulation des RAGE induit aussi une baisse d’activité des glyoxalases 1. Les glyoxalases
sont des enzymes qui métabolisent les composés pré-AGE (M GO). Cette baisse d’activité a
pour conséquence une amplification de la formation des AGE, des LDL oxydées et autres

AOPPS™.

Au niveau des reins, les RAGE sont fortement exprimés a la surface des podocytes. La
stimulation des RAGE sur les podocytes conduit a leur apoptose et ala libération de facteurs
inflammatoires comme NFxB et MCP1. La stimulation des RAGE des podocytes induit aussi
une surexpression du VEGF (vascular endothelial growth factor). Ces facteurs libérés vont
étre en relation avec la sclérose du glomérule. Ceci a pour conséquence la perte d’intégrité

68,96

de la membrane basale et ainsi favorise I'albuminurie retrouvées dans la néphropathie

diabétique.

Au niveau endothélial, la fixation des AGE sur le RAGE entraine I'activation de la production
de cytokines telles que I'lL1-B, I'lL-6 ou le TNF-a et de chimiokines tels que le MCP-1. Ces
molécules induisent en retour I’'expression de molécules d’adhésion telles que ICAM-1
(intracellular adhesion molecule-1) et VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1)
impliguées dans le recrutement des leucocytes. Les cellules ainsi recrutées liberent des
cytokines (S100/ calgranulines, MAC-1 et HMGB-1) ligands des RAGE. De plus, NFkB induit
une augmentation de I’expression des RAGE. La réponse inflammatoire est alors auto
entretenue, elle devient chronique et prolongée contribuant a I'augmentation du stress
cellulaire et aux Iésions cellulaires que I’on peut observer dans les complications du diabéte,
le vieillissement, les tumeurs et autres maladies neurodégénératives. De plus, le facteur
NFkB induit un état pro-coagulant par I'augmentation de la synthése du facteur tissulaire FT

et de lathrombomoduline®.
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A travers cette partie bibliographique, nous avons pu montrer qu’au cours du diabéte de
type 2, I'hyperglycémie chronique associée a un syndrome métabolique était a I'origine d’un
stress oxydatif important lié a une forte production endogene de ROS. L'hyperglycémie
associée a ce stress oxydatif est a l'origine de modification post-translationnelles
importantes des protéines circulantes par des mécanismes de glycation et d’oxydation
combinés regroupés sous le terme de glycoxydation. Cette glycoxydation améne a la

formation de peptides et de protéines modifiées appelés AGEs.

Les complications cardiovasculaires du diabéte sont liées a un phénoméne de dysfonction
endothéliale. Ce dysfonctionnement endothélial initial aux atteintes vasculaires chroniques
du diabéte est di a des mécanismes physiopathologiques mélant a la fois réaction
inflammatoire et stress oxydatif. Ces atteintes oxydatives de I’endothélium vasculaires sont
dues aux effets directs des ROS, des radicaux libres et aussi des AGEs circulant sur ces
cellules qui sont en contact direct avec I’environnement plasmatique. La capture du NO par
'O, ~ semble étre I'événement majeur de la dysfonction endothéliale. L'activation combinée
par les AGEs du RAGE présent a la surface des cellules endothéliales induit des effets pro-
oxydants et pro-inflammatoires. Le stress oxydant, la production associée de ROS et
d’AGE au cours du diabete de type 2 et I'activation du RAGE constituent donc I'hypothése

physiopathologique dominante des complications cardiovasculaires du diabete.

Dans la partie expérimentale de ces travaux, nous avons donc cherché dans un premier
temps a caractériser et a quantifier les modifications structurales et fonctionnelles des
protéines au cours du diabete et plus particulierement celles de I'albumine, protéine
circulante la plus abondante et aux propriétés antioxydantes majeures. Nous avons ensuite
étudié I'implication potentielle des formes modifiées d’albumine dans la physiopathologie
des complications vasculaires du diabéte a travers une étude cellulaire in vitro. Pour finir,
nous avons évalué 'intérét potentiel de ces formes modifiées comme biomarqueurs de ces
complications dans une étude clinique pilote préambule a un projet de recherche clinique

prospectif de plus grande ampleur.

77



OBJECTIF DU TRAVAIL

Au cours de ces travaux, notre objectif a été de caractériser les modifications structurales et
fonctionnelles des protéines, et plus particulierement I'albumine, au cours de la pathologie
diabétique. En effet, I’hyperglycémie chronique et le stress oxydant, rencontrés au cours du
diabete de type 2, sont a l'origine de modifications glycoxydatives des protéines circulantes.

S des modifications de l'albumine ont bien été caractérisées a partir de modéles de
glycation in vitro en présence de glucose ou de méthylglyoxal (MGO), les modifications
structurales et fonctionnelles de I'albumine rencontrées in vivo ont nécessité des études

spécifiques, objets de ce mémoire.

Le laboratoire GEICO a développé ces dernieres années des compétences propres en
matiére d’extraction et de purification d’albumine a partir de plasma humain. Nous nous
sommes donc appuyés sur cette expertise pour étudier de maniéere plus approfondie les
modifications structurales et fonctionnelles de I'albumine purifiée issue de plasmas de
patients diabétiques de type 2 en comparaison avec différentes formes d’albumines,
commerciales ou purifiées, glyquées in vitro. Ces travaux font I’objet de la premiéere partie

de I'étude expérimentale de ce rapport.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié les effets de I'albumine de patients diabétiques
sur des modeles cellulaires de macrophages et d’adipocytes. Ces cellules sont impliquées
dans les mécanismes physiopathologiques du diabéte et de ses complications
cardiovasculaires. L'albumine, protéine la plus abondante du plasma joue un rble essentiel
de tampon du stress oxydant en raison de ses propriétés antioxydantes. L'albumine est
profondément modifiée par I'hyperglycémie chronique et le stress oxydant au cours de la
pathologie diabétique. Ces modifications peuvent amener I'aloumine de patient diabétique a
jouer un réle de mémoire du stress oxydant en étant elle-méme a I’origine de la production
de ROS et par la-méme jouer un réle direct dans la physiopathologie des complications

vasculaires du diabéte de type 2.
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Pour finir, au travers d’une étude clinique pilote descriptive ERMIES Alb-Ox, s’appuyant sur
les données d’inclusion du projet de recherche clinique régional d’éducation thérapeutique
ERMIES, nous avons évalué les niveaux de concentration plasmatique de plusieurs produits
de glycation, de glycoxydation issus de l'albumine dans une population de patients
diabétiques de type 2 anciens fortement déséquilibrés présentant a linclusion des
typologies de complications vasculaires hétérogénes. L'objectif de ce projet pilote est de
montrer si des différences significatives existent entre les concentrations plasmatiques des
marqueurs de glycation et de glycoxydation a des niveaux différents d’atteintes vasculaires,
et ainsi déterminer s’ils pourraient constituer des biomarqueurs d’intérét dans le suivi ou le

dépistage des complications vasculaires du diabete.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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1. ETUDES DES MODIFICATIONS STRUCTURALES ET
FONCTIONNELLES DE L’ALBUMINE AU COURS DU DIABETE DE
TYPE 2

1.1. Introduction

L'Albumine est la protéine la plus abondante du plasma ou du sérum humain. Cette
protéine est en effet présente a des concentrations plasmatiques allant de 30 a 50 G/L. Elle
représente a cet égard environ 60% des protéines plasmatiques. La sérum-albumine
humaine (HSA) a un poids moléculaire de 66.7kDa et est composée d’une chaine
polypeptidique de 585 acides aminés réarrangés par 17 ponts disulfure®’. La partie N-
terminale de I'albumine ainsi que ses 59 lysines et 24 arginines sont autant de sites de
glycation potentiels de cette protéine puisqu’ils présentent des résidus amines libres cibles
de la réaction de Maillard. Il est a noter cependant que tous ces résidus amines libres
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présents sur cette protéine ne présentent pastousla méme capacité a étre glyqués’.

L'albumine présente 3 fonctions principales. Premiérement ses propriétés physico-
chimiques et son importante concentration plasmatiques permettent de maintenir la
pression osmotique et le pH plasmatique. L'albumine posséde également 2 sites de liaison
non spécifiques lui conférant une trésimportante capacité de transport pour des substances
endogenes (hormones de bas poids moléculaire, acide gras) et de nombreux xénobiotiques
(médicaments, métabolites,..)*””®. Cette propriété influe sur les déterminants
pharmacocinétiques et plus particulierement le volume de distribution de nombreux

médicaments qui sont fortement liés a I'albumine.

La troisiéme propriété de I'albumine, qui nous apparait ici comme étant la plus importante,
est son rOle de protection contre le stress oxydant64. En effet, I'albumine, comme de
nombreuses protéines présentant une fonction thiol libre, a la capacité de piéger et de
neutraliser les ROS. Ce thiol libre est représenté par une cystéine présente en position 34 de

la protéine. L'albumine agit donc comme un tampon contre le stress oxydant au niveau
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plasmatique et permet de limiter les réactions en chaine de production de ROS dans la

circulation sanguine.

Cette fonction antioxydante de I'alboumine est donc mise a rude épreuve au cours du
diabete, maladie chronique au cours de laquelle nous retrouvons au niveau plasmatique a la
fois une hyperglycémie chronique et un stress oxydant profond marqué par une production
accrue de radicaux libres oxygénés. L'albumine au cours du diabéte peut donc étre sujette a
plusieurs modifications post-traductionnelles liée d’une part a des mécanismes de glycation

sur ces résidus amines libres et d’autre part a des mécanismes oxydatifs.

S des modifications structurales et fonctionnelles de I'aloumine ont pu étre mises en
évidence a partir de sérum albumine humaine (SAH) au moyen de modéles de glycation in
vitro comme une exposition prolongée a un exces de glucose ou a du méthyglyoxal (M GO),
ces modeles restent aujourd’hui largement discutés puisque les états hyperglycémiques
utilisés (glucose 100mM) sont largement supérieurs a ceux retrouvés au niveau
physiologique (5mM) ou méme au cour d’un diabéte déséquilibré (25 mM)®. Egalement, les
phénoménes de glycation et de stress oxydant rencontrés in vivo sont a priori largement

plus complexes et pourraient limiter sinon accentuer les phénomenesrencontrés in vivo.

Cette étude s'est donc portée premiérement sur la caractérisation des modifications
structurales et fonctionnelles de I'albumine au cours de la pathologie diabétique. Nous
avons pour cela comparé les propriétés structurales et fonctionnelles d’albumines extraites
et purifiées de patients diabétiques a celles extraites de patients non diabétiques ainsi qu’a
de la sérum albumine humaine commerciale modifiées ou non par glycation in vitro (glucose
ou MGO). Ces travaux ont fait I'objet de deux articles publiés présentés ci-dessous en

résultats®®®.
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1.2. Résultats

Article 1 : Structural modifications of human albumin in Diabetes. Diabetes and Metabolism.

2011;38:171-178. A. Guerin-Dubourg, A. Catan, E. Bourdon ; P. Rondeau.
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Abstract

Aim. — Albumin, a major protein in the blood circulation, can undergo increased glycation in diabetes. From recent studies, it has become evident
that glycation has important implications for albumin actions and impact on cell functioning. This study compares the structural and functional
properties of albumin glycated by glucose and methylglyoxal (MGO) with those of albumin purified from diabetic patients.

Methods. — Human serum albumin (HSA) was purified from diabetic patients and control subjects using affinity chromatography, and oxidation
parameters in various albumin preparations were determined. Tryptophan and 1-anilino-8-naphthalene sulphonic acid (ANSA) probe fluorescence,
redox state, antioxidant and copper-binding capacities of the different preparations of albumin were also determined and compared.

Results. — Occurrence of oxidative modifications was enhanced in albumin whether purified from diabetic patients, or glycated by glucose or
MGO, after determination of their fructosamine and free thiol and amino group contents, carbonyl content and antioxidant activities. Whereas more
quantitative changes in oxidative and structural parameters were observed in the glucose- and MGO-modified albumins, significant impairment of
albumin function (free-radical-scavenging and copper-binding capacities) were demonstrated in the HSA purified from diabetics. These findings
reveal different structural and functional features of diabetic HSA compared with in vitro models.

Conclusion. — This study provides new information supporting albumin as an important biomarker for monitoring diabetic pathophysiology. In
addition, it reconfirms the influence of experimental conditions in which advanced glycation end-products (AGEs) are generated in tests designed
to mimic the pathological conditions of diabetes.
© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Albumin; AGEs; Oxidative stress; Diabetes
Résumé

Modifications structurales de 1’albumine au cours du diabéte.

But. — Le stress oxydant et les modifications oxydatives des protéines sont directement impliqués dans les complications du diabete. Un facteur
puissamment protecteur contre le stress oxydant, produit par notre organisme, n’est autre que 1’albumine, protéine la plus abondante du plasma.
Mais, en particulier chez les diabétiques, la structure de 1’albumine se trouve modifiée par des phénomenes de glycation qui conférent a la protéine
des propriétés biologiques néfastes. Dans cette étude, nous avons cherché a comparer les modifications structurales et fonctionnelles de I’albumine
glyquée in vitro avec celles de 1’albumine purifiée a partir de patients diabétiques.

Méthodes. — I albumine humaine a été purifiée a partir de patients diabétiques ou de témoins en utilisant la chromatographie d’affinité. La
glycation in vitro d’albumine humaine a été effectuée par des incubations en présence de méthylglyoxal (MGO) ou de glucose. Les statuts
structuraux et fonctionnels (pouvoir antioxydant) des différentes préparations d’albumine ont été déterminés et comparés au moyen notamment de
mesures de propriétés électrophorétiques, de fluorescence, de capacités de liaison de métaux ou de neutralisation de radicaux libres.

Abbreviations: AAPH, 2,2" azobis 2-amidinopropane; AGEs, Advanced glycation end-products; HRP, Horseradish peroxidase; HSA, Human serum albumin;
HSA-C, Commercial human serum albumin; HSA-ND, Human serum albumin from non-diabetic patients; HSA-D, Human serum albumin from diabetic patients;
mPAGE, Phenylboronate polyacrylamide electrophoresis; PBS, Phosphate-buffered saline; —SH, sulfhydryl group; SMBG, Self-monitoring of blood glucose;
TNBS, 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid.
* Corresponding author.
E-mail address: rophil @univ-reunion.fr (P. Rondeau).
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Résultats. — Une augmentation importante et significative des modifications de type oxydatif a été observée a la fois au niveau des préparations
d’albumine glyquée in vitro par le glucose ou le MGO, mais également dans la protéine lorsqu’elle purifiée a partir de patients diabétiques. En
particulier, une altération des propriétés antioxydantes de piégeage des radicaux libres et de fixation des métaux a été mise en évidence pour

I’albumine provenant de diabétiques.

Conclusion. — Ce travail contribue a montrer I’importance de 1’albumine comme un biomarqueur majeur a privilégier pour le développement de
stratégies nutritionnelles ou pharmaceutiques afin de limiter les désordres inhérents a la pathologie diabétique.

© 2011 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Mots clés : Albumine ; Produits de glycation avancée ; Stress oxydant ; Diabete

1. Introduction

Non-enzymatic glycation is one of the underlying modifi-
cation factors that contribute to various alterations of intrinsic
protein functions. It is the result of covalent binding of glucose
to amino groups of circulating proteins, such as haemoglobin
(HbA1¢) and albumin, or proteins present in the extracellular
matrix (such as collagen and laminin) [1]. Because of its long
half-life (about 21 days) compared with other proteins and its
high concentrations in the circulatory system, serum albumin is
a plasmatic protein that is highly sensitive to glycation. Elevated
levels of glycated albumin (two- to threefold increases) in cases
of diabetes mellitus can lead to irreversible damage associated
with metabolic disorders such as retinopathy, nephropathy, neu-
ropathy and coronary artery disease [2,3]. The development of
these diabetic complications is attributed to the formation of
deleterious and irreversible conjugates called “advanced glyca-
tion end-products” (AGEs) during the glycation process [3].

The two main clinical parameters used for chronic glycaemic
control are glycated HbA | levels and SMBG [4]. Measurement
of glucose in blood, a short-term indicator, reflects the diabetic
status over a 24-hour period, while the HbA . value represents
a long-term glycaemic indicator. However, the HbA. is not
always a relevant indicator of glycaemic control in patients with
diabetes-associated pathologies that affect erythrocyte lifespan,
such as haemolytic or renal anaemia and liver cirrhosis [5,6]. In
such cases, glycated albumin appears to be an alternative marker
for glycaemic control: the glycated albumin level is thought to
indicate blood glucose status over a short period (2 to 4 weeks),
while HbA . reflects the glycaemic state over a longer period
(2 months). Indeed, numerous studies support the use of gly-
cated albumin levels in the detection of short-term changes in
glycaemic control [7-9].

Albumin is known to have a set of diverse beneficial func-
tions, including oncotic pressure regulation, and binding and
transport capacities for a wide variety of metabolites, includ-
ing those of therapeutic drugs [10,11]. For this reason, albumin
can play an important role in drug disposition and efficacy [12].
However, the most prominent property of albumin is its major
antioxidant activity in a circulatory system that is constantly sub-
jected to powerful oxidative stress [13]. Previous reports from
our group have demonstrated impairment of these properties
with the glycation process [14,15]. In these studies, modified
albumin in vitro exhibited different structural and functional
properties attributed to the heterogeneous products formed by
glycation, depending on the nature of albumin used (bovine or

human), the nature and concentration of carbohydrates (glucose,
methylglyoxal [MGOY]) and the duration of incubation (3 weeks
or more) [16]. These heterogeneous glycation products derived
from albumin are often used as glycation models in studies deal-
ing with the involvement of AGEs in cellular pathophysiology
in the context of diabetes. However, the question remains as
to whether these glycated albumins in vitro constitute relevant
models in diabetes-associated cellular disorders. For this reason,
it was important to compare the structural and functional differ-
ences between in vitro glycated albumins and albumin purified
from diabetic patients.

The present study examined the differential structural and
functional aspects of albumin purified from diabetic and non-
diabetic subjects. The study was also extended to compare
commercial albumin glycated by glucose and MGO incubation.

2. Methods
2.1. Materials

The bicinchoninic acid, albumin from human serum
(96 to 99%), MGO solutions (40% aqueous), anti-DNPH
(dinitrophenyl hydrazine) antibody, 2,2’-azobis-(2-methy-
Ipropionamidine) dihydrochloride (AAPH) and 3,3,5,5-
tetramethylbenzidine liquid substrate system for the enzyme-
linked immunosorbent assay (Elisa) tests were all obtained
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). ECL™ anti-rabbit
immunoglobulin G (IgG) and HRP-linked whole antibody
(from donkey) were purchased from GE Healthcare Ltd (Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK), and the monoclonal anti-AGE
antibody was from Cosmo Bio Co., Ltd (Tokyo, Japan).

2.2. Purification of albumin

Blood was obtained from a pool of diabetic patients and
non-diabetic subjects, and anticoagulated in EDTA tubes (BD
Vacutainer®) in the biochemistry laboratory of our insti-
tution in Saint-Denis, Réunion. Albumin purification was
conducted using pooled serum from 15 diabetic patients (HbA:
12.0 £ 1.8%) and 38 non-diabetic subjects (HbA¢: 5.3 £ 0.3%).
Included in the diabetic pool were only those patients with
high albuminaemia levels (>40g/L) but no acute inflam-
matory syndrome (C-reactive protein [CRP] levels <2 mg/L),
acute coronary syndrome (troponin Ic<0.03 wg/L) and high
hypertriglyceridaemia (>3.5 g/L) in the 2 months prior to the
analysis (Table S1, Supplementary data). Patients with HbA
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abnormalities and/or hyperleukocytosis were excluded from the
plasma pool.

Purification of serum albumin from fresh human plasma was
based on extensive dialysis against 50 mM Tris/HCI (pH 7.4)
followed by affinity chromatography using Cibacron Blue 3G
linked to agarose (Amersham catalogue number 17-0948-01) as
aligand for albumin. A 1.5-M NaCl (pH 7.4) buffer was used for
the desorption of bound albumin from Cibacron Blue—agarose,
following the elution of other plasma proteins using a 50-mM
Tris/HCI (pH 7.4) buffer. Each fraction of eluate was examined
by gel electrophoresis, and the most purified and concentrated
extracts were pooled before extensive dialysis against phosphate
buffered saline (PBS), then stored at—80 °C.

2.3. Preparation of advanced glycation end-products
(AGEs)

AGEs were prepared, as described elsewhere [15], by incu-
bating 0.37 mM of HSA-C and purified HSA from a HSA-ND
pool without and with glucose (100 mM) in PBS (pH 7.4) under
sterile conditions at 37 °C for 3 weeks or with MGO (10 mM) for
2 days. The proteins were dialysed against PBS, sterile-filtered
with a 0.2-pwm Millipore filter and stored at—80 °C.

2.4. Fructosamine assay and albuminaemia

Albumin concentrations were determined using an albumin
reagent kit (ALB2, COBAS®) based on a colorimetric assay
at 570nm of albumin mixed with bromocresol green (BCG,
3/,3”,5',5”-tetrabromo-m-cresolsulphonephthalein) [17]. Fruc-
tosamine was determined by the method developed by Johnson
et al. [18] using a commercial reagent kit (FRA, COBAS®). The
results were expressed as mmol/L of 1-deoxy-1-morpholino-
d-fructose (DMF), a synthetic ketoamine used as a primary
standard.

2.5. Quenching of tryptophan and 1-anilino-8-naphthalene
sulphonic acid (ANSA) fluorescences

Fluorescence spectra were carried out on a Perkin-Elmer
LS55 spectrometer with protein samples at a concentration of
10 uM in PBS. Tryptophan emission spectra were obtained in
the range of 250 to 600 nm under excitation at 270 nm. All
fluorescence spectra were corrected for their different respective
absorptions.

1-anilino-8-naphthalene sulphonic acid (ANSA) was dis-
solved in 5-uM albumin samples at an ANSA/albumin ratio of
approximately 0.4 (mol/mol) to ensure that the dye was linked
to the hydrophobic sites of albumin. ANSA—protein complex
emission fluorescence spectra were performed in the range of
350 to 700 nm under an excitation wavelength of 470 nm.

2.6. Oxidative modification of —-SH
Thiol groups in native and modified albumin were mea-

sured by Ellman’s assay using 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) [19], as has been well described elsewhere [14].

Various concentrations of 1 -cysteine (10 to 100 nmol) were used
to perform the standard curve. Thiol group content was measured
by reading the absorbance at 412 nm. Results were expressed as
the number of free—SH groups per mol of bovine serum albumin
(BSA).

2.7. 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) assay

The TNBS assay is a sensitive method for determining the
primary free amino groups in proteins [20]. Again, this method
has been described in detail elsewhere [16].

2.8. Methacrylamido phenylboronic acid (MPBA)
polyacrylamide gel

Discriminating analysis between glycated and non-glycated
albumin has previously been performed using MPBA polyacry-
lamide electrophoresis [21]. MPBA-resolving acrylamide gels
were prepared by adding 1% (w/v) of MPBA (provided by J. van
den Elsen, Department of Biology and Biochemistry, University
of Bath, UK) to 8% acrylamide solution. The 4% stacking acry-
lamide gel was prepared without boronic acid. Albumin samples
(20 g) were applied to the gel in denaturing sodium dodecyl
sulphate (SDS) and reductive dithiothreitol (DTT) buffers.

2.9. Copper-binding affinity

The capacity of albumin to bind copper ions can be mea-
sured spectrophotometrically using bathocuproinedisulphonic
acid (BCS, Fluka #11870) [22,23]. AGE preparations (40 nmol
in 0.15M of NaCl) were incubated in triplicate for 2h with
50 nmol CuSOy in a final volume of 500 wL. The unbound
ligand fractions were separated from the albumin-linked lig-
and fractions by ultrafiltration, using the Amicon® Ultra system
(Millipore, Billerica, MA, USA), with centrifugation at 3000 g
for 20 min. The concentration of copper bound to albumin was
determined by adding BCS (1.2 mM) diluted in 1 mM of sodium
ascorbate solution, followed by an absorbance reading at 480 nm
after 5 min of incubation at room temperature. The concentra-
tions of copper bound to modified albumins were calculated
using a calibration standard curve by increasing the amount of
CuSOy4 up to 100 nmol.

2.10. Enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa)
quantification of carbonylated proteins

The degree of carbonylation of glycoxidized albumin was
determined by carbonyl Elisa assay based on recognition of
protein-bound DNPH in carbonylated proteins with an anti-DNP
antibody. This method has been described in detail in previous
published studies from our group [16,24].

2.11. Haemolysis test

Each well of a 96-well plate was filled with 100 nL (about
1.108 erythrocytes; final concentration: 400,000 cells/wL) of a
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diluted solution of red blood (1/10 in 0.15 M of NaCl). Differ-
ent albumin samples (final concentration: 10 nM) were added
in triplicate. Haemolysis was initiated by adding 100 L of
0.45M of AAPH solution to each well. Turbidimetry at 450 nm
was recorded at 10-min intervals using a 37 °C thermostated
microplate reader. Results were expressed as 50% of maximum
haemolysis time (HTsp) in min.

2.12. Statistical analysis

Data were expressed as the means =+ standard deviation (SD)
of a minimum of three experiments. Statistical significances

were determined using one-way analysis of variance (Anova)
followed by Tukey’s test for multiple comparisons, with a P
value < 0.05 required for significance.

3. Results

3.1. Biochemical characterizations of human serum
albumin (HSA) samples

Clinical and biochemical characteristics of the diabetic
plasma samples are presented in Table S1, Supplemen-
tary data. All purified albumin samples exhibited approximately
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Fig. 1. Characterization of purified human serum albumin from non-diabetic patients (HSA-ND) and human serum albumin from diabetic patients (HSA-D) and
commercial human serum albumins (HSA-C) modified by glycation; a: coomassie staining of human serum albumin (HSA) samples separated by sodium dodecyl
sulphate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) (12%); b: electrophoretic migration profile of native polyacrylamide gel electrophoresis (12%); c:
advanced glycation end-product (AGE) content of human serum albumin samples as assessed by Western blotting (WB); d: separation of human serum albumin

samples using phenylboronate acrylamide gel electrophoresis (mPAGE).
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identical molecular weights (about 66 kDa), with a slight vari-
ation of a few Daltons for modified HSA corresponding to
attachment to the protein of one or several glucose (162 Da)
or MGO (54 Da) units (Fig. 1a). In contrast, these albumins
differed in their net charge, as confirmed by native polyacry-
lamide gel electrophoresis (PAGE, Fig. 1b). In this situation, the
protein charge constituted the main factor affecting its migra-
tion. A higher migration was observed for albumins (HSA-ND
and HSA-C) modified by glucose and MGO compared with
native HSA. Indeed, electrophoretic migration was dramatically
enhanced for albumin modified by MGO. Such enhanced migra-
tions for HSA-ND and HSA-C modified by glucose and MGO vs
native HSA indicate impairment of the isoelectric point of albu-
min following glycation. Also, there was a decrease in cationic
charges in albumin after glycation that could be attributed to the
involvement of positively charged residues (arginine and lysine)
in condensation with carbohydrate [14].

The end stage of the glycation process gives rise to irre-
versible conjugates known as AGEs [3]. Of these AGEs,
N?®-carboxymethyl-lysine (CML) and N®-carboxyethyl-lysine
(CEL) were formed during the incubation of albumin with glu-
cose and MGO, respectively. Western blotting (Fig. 1c) revealed
that using antibodies directed against AGEs showed enhanced
signals only for HSA modified by 100 mM of glucose, whereas
no signal was observed for HSA purified from the plasma of
diabetic patients. The lack of signal for MGO-modified albu-
min suggests that our AGE antibody was directed against CML
rather than CEL.

Several oxidative parameters in our albumin preparations are
shown in Table 1. As expected, levels of free thiol and amino
groups decreased significantly in albumin after glycation by
glucose and MGO. For both parameters, the decrease was more
evident with MGO HSA-ND (HSA-C) modification than with
glucose, although such severe decreases with MGO have been
previously reported [25]. Similarly, the increase in carbonyl rate,
attributed to enhanced oxidation of albumin HSA-ND (HSA-C)
with in vitro modification, was more marked with MGO than

Table 1

with glucose. Significant differences in the levels of free thiol
and amino groups and carbonyl rate were also found between
albumin from non-diabetic subjects (HSA-NDgp) and diabetic
patients (HSA-D). Their free amino group modification level
and carbonyl rate values were similar to the values obtained for
HSA-NDg00. In contrast, free thiol content was more affected
in diabetic albumin than in MGO-modified albumin in vitro
compared with non-modified and non-diabetic albumins.

Fructosamine levels (wng/g of HSA) were significantly
enhanced in albumin from diabetic patients compared with the
controls. In comparison to diabetic albumin, fructosamine levels
increased markedly with modification by glucose in vitro and, to
a lesser extent, by MGO of both albumins (HSA-ND and HSA-
C). The lower fructosamine level for HSAngo can be explained
by the higher reactivity of MGO compared with glucose, thereby
giving rise more quickly to AGE formation.

In numerous studies, boronate affinity chromatography has
proved its efficacy in separating Amadori products (ketoamine)
from non-modified albumin [14,27]. According to Morais
et al. [21], Amadori products such as fructosamine can also
be directly characterized by using phenylboronate incorpo-
rated into acrylamide gel electrophoresis. Phenylboronic acid
has also shown its capacity to function as a saccharide
receptor in the aqueous solution of many sensory systems
[26,27].

In mPAGE gel profiles (Fig. 1d), a shift in the main protein
band to a higher molecular weight (>90 kDa) was observed for
modified commercial and purified HSA, and accompanied by
broadening for MGO-modified HSA. A slight shift in the protein
band (= 80 kDa) was observed for diabetic HSA.

3.2. Fluorescence studies

Tryptophan fluorescence emission (at 350nm) decreased
in both modified HSA (HSA-NDg9o and HSA-NDygo) and
diabetic HSA (HSA-D). The quenching of fluorescence was
stronger for HSA-NDygo than for HSA-NDg1g in comparison

Oxidation parameters for various albumin preparations from three independent experiments.

Methods Frutosamine/human serum Thiols/human serum Free amino groups Carbonyl rate increase
albumin (HSA) (ng/g) albumin (HSA) (mol/mol) (% /control) (% /control)
Purified HSA-ND*
HSA-NDg 1.96 + 0.08 0.483 & 0.023 100.00 + 4.70 100.00 £ 5.72
HSA-NDg100 4577 + 1.83™ 0.371 £ 0.019" 60.39 + 6.72" 87.12 + 11.25
HSA-NDygo 31.02 £ 1.24™ 0.307 + 0.016™ 29.43 + 1.39"" 593.76 + 1639
Purified HSA-D*
HSA-Dgo 5.65 + 0.10™" 0.263 £ 0.003" 79.07 £+ 3.20™" 195.66 + 19.39"
Commercial HSAP
HSA-Cgo 2.62 +0.23 0.372 + 0.004 100.00 =+ 5.05 100.00 + 7.96
HSA-Cgigo 47.54 + 1.90" 0.325 £ 0.006™ 61.45 £ 2.35" 86.55 + 8.13
HSA-Cmco 29.76 £+ 1.19™" 0.329 + 0.008" 21.99 + 3.39™ 348.13 + 22.33™

Fructosamine levels were obtained by nitroblue tetrazolium (NBT assay); free thiol group content was assessed by Ellman’s method; unmodified primary amino
group content in proteins was by trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) assay; carbonyl rate (%) was assessed by Elisa carbonyl assay; all data are expressed as

means + SD; P <0.001, P <0.01, “P<0.05.

2 Effect of glycation or diabetes in purified human serum albumin (HSA) (vs HSA-NDgy).

b Effect of glycation in commercial human serum albumin (vs HSA-Cgp).
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Fig. 2. Impairment of functional albumin properties in diabetes; a: antioxidant
activities as assessed by free-radical-mediated blood haemolysis test (HT): his-
tograms represent haemolysis test half-time (HTso in min) expressed as the
means & SD of three separate experiments. The thin line allows comparison
with controls (no albumin). Statistical analyses were performed using one-way
Anova for multiple comparisons. * Effect of HSA-ND or HSA-C (vs. con-
trol): ***P<0.001, **P<0.01, *P <0.05; effect of glycation in commercial
human serum albumin (vs HSA-CGO): b: copper-binding capacity of human
serum albumin (HSA) samples as assessed by the bathocuproinedisulphonic
(BCS) method: histograms represent copper-binding capacity of modified albu-
min (nmol/pmol albumin). Data are expressed as means £ SD (n = 3); statistical
analyses were performed using one-way Anova for multiple comparisons. Effect
of glycation or diabetes in purified human serum albumin (vs HSA-NDgy):
P <0.01, "P<0.05. Effect of glycation in commercial human serum albumin
(vs HSA-Cgp): #P<0.01.

to native HSA-ND, while HSA-D samples had an intermediate
fluorescence emission that was in between those of both gly-
cated HSA-ND samples (Supplementary data, Fig. S1a). While
the emission fluorescence spectra (Supplementary data, Fig.
S1b) showed extrinsic fluorescence quenching at 300 nm for
MGO-modified HSA and diabetic HSA, glycation by glucose

enhanced ANSA fluorescence in comparison to non-modified
albumin. These data show the differential conformational
changes induced by glucose- and MGO-induced glycation.

3.3. Functional properties

To assess the effect of glycation on the antioxidant proper-
ties of albumin, their free-radical-scavenging properties were
investigated in a free-radical-induced haemolysis test. In the
test, the intrinsic capacity of albumin to protect erythro-
cytes from haemolysis induced by free radicals was evidenced
by a higher haemolysis half-time (HTsg) vs a PBS con-
trol (Fig. 2a). While in vitro glycoxidation of both albumins
by glucose and MGO did not significantly affect their anti-
radical activity, this protective effect was partially lost in
the case of diabetic HSA. Compared with HSA-NDgo, a
reduction of about 20% (P<0.05) in HTsofor HSA-D was
observed.

The antioxidant capacity of albumin is also related to its affin-
ity to several metals. Copper deserves special consideration as
most mammalian albumins bind to this cation more tightly and
more specifically than in other animals [28]. Copper absorbed
through the intestines is transported by albumin in the portal cir-
culation before being incorporated in ceruloplasmin in the liver
[29]. While glucose-mediated glycation did not affect albumin
affinity for copper (0.5 mol of copper per mol of albumin), modi-
fication by MGO drastically increased albumin capacity to bind
to the metal (1.1 mol of copper per mol of albumin; Fig. 2b).
Albumin affinity for copper was also significantly affected in
cases of diabetes. HSA-D showed a significant decrease (—16%,
P<0.05) in its copper affinity compared with non-diabetic
HSA.

4. Conclusion

Glycation-induced albumin structural and functional changes
are of particular interest as numerous studies in vivo have
reported the strong involvement of glycated albumin in the devel-
opment and progression of chronic diabetes complications. Most
of these studies were focused on the structural and functional
changes of commercial BSA-induced glycoxidation in vitro.
However, only a few studies compared the structural and func-
tional changes between models of glycoxidation of human
albumin in vitro with albumin in hyperglycaemia in vivo. For
this reason, the present study was undertaken to evaluate the
suitability of in vitro models of glycation mimicking diabetic
pathology.

Using different techniques, modifications in intrinsic proper-
ties were studied in HSA induced by glycation in vitro with
glucose (100mM) and with MGO (10 mM). Comparison of
these modifications with those observed in diabetic albumin
could constitute a key factor in helping investigators to choose
the most suitable glycation model for cellular physiology stud-
ies. Of albumin properties, the redox state, scavenging capacity
and binding affinity of the protein were also investigated. As
expected and consistent with previous studies, the incubation
of human albumin with glucose and MGO in vitro contributed
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to the increase in fructosamine and carbonyl rates, indicat-
ing the formation of Amadori products accompanied by an
oxidation process. This increase in oxidative state was con-
firmed by the impaired redox states of the single thiol group in
albumin (Cys 34). The glycation of albumin also induced a
decrease in free amino group levels, indicating the involve-
ment of several exposed negatively charged lysine and arginine
residues that were neutralized by glucose and MGO during gly-
cation. The increase in the net negative electrical charge has
already been described for oxidized lipoproteins increasingly
involved in atherosclerosis [30]. The tertiary structure is also
partially affected by in vitro glycation by glucose or a deriva-
tive, as confirmed by tryptophan and ANSA fluorescence results.
Overall modification of the three-dimensional structure was also
induced by glycation with, in particular, a conformation change
in hydrophobic pockets. Consequently, these structural changes
associated with modification of the redox state have a direct bear-
ing on the intrinsic biological functionality of albumin, including
its free-radical-scavenging properties and copper-binding affin-
ity. In albumin, the single reduced cysteine unit constitutes an
important redox regulator in extracellular compartments [31,32].
Under our experimental conditions, glucose-mediated glyca-
tion did not affect albumin antioxidant activity, as assessed by
the haemolysis test, as also observed elsewhere [16]. On the
other hand, in MGO-modified albumins, alteration of the pro-
tective effect of albumin was consistent with the redox state of
cysteine. These results could be attributed to the different ter-
tiary structures of HSAgi0o and HSAwmGo, as revealed by the
fluorescence results of the ANSA probe. The partial unfold-
ing of hydrophobic pockets of albumin induced by incubation
with glucose revealed specific amino acids, previously buried
in the native conformation of HSA, to be potential free-radical
scavengers.

The antioxidant capacity of albumin also depends on the
protein’s capacity to bind copper ions. HSA contains one high-
affinity site for copper, the N-terminal tripeptide Asp-Ala-His
[33]. Protein sequestration of copper ions has been shown to pre-
vent reactive oxygen species (ROS)-generating reactions [34].
Given that albumin conformation plays a key role in its transport
capacity, the significant increase in affinity for copper observed
in MGO-modified albumin can be attributed to the specific ter-
tiary structure induced by glycation.

Regarding the data for diabetic HSA, the fundamental ques-
tion to emerge was: are the structural and functional properties of
models in vitro relevant to diabetic HSA characteristics? While
most quantitative changes in oxidative and structural parameters
were observed in glucose- or MGO-modified albumins, signif-
icant impairment of albumin function (free-radical-scavenging
and copper-binding capacities) was demonstrated in HSA puri-
fied from diabetics. However, these findings showed different
structural and functional features in diabetic HSA compared
with in vitro models.

As for structural and biological results, glycated albumin in
vivo appears to be the most relevant model for mimicking hyper-
glycaemia or diabetes. The diabetic model of HSA in vivo may be
more suitable than in vitro cellular physiology studies examining
the relationship between albumin status and diabetes-associated

cardiovascular complications. Also, activated macrophage cells
lines, key elements of atherosclerosis development, may be
the most suitable cell model for evaluating the physiological
impact of the in vivo diabetic albumin model. While considering
glycated HbA | levels from SMBG as the best indicator of dia-
betic status, glycated albumin would appear to be a suitable
marker for the monitoring of diabetes-associated complications.

Albumin plays an important role in the systemic distribu-
tion of many therapeutic drugs [35,36]. A reduced affinity of
albumin for drugs with a narrow therapeutic index can result in
their toxic effect because of an increase in concentrations in their
free forms and the impact of their pharmacological properties. It
would be of great interest to extend the present study to an anal-
ysis of albumin affinity for specific therapeutic drugs relevant to
diabetes to obtain a better understanding of the impact of dia-
betes on the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties
of these drugs.
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SUPPLEMENTARY DATA

Non diabetics (ND) Diabetics (D)

N (females) 38 (21) 15 ()
Age (years) 46.2 = 18.5 48.5 = 16
HbAlc (%) 53 + 03 120 + 1.8
Fructosamines (ng/mL) 202.1 =+ 17.1 419.1 + 90.0""
Creatinin (umol/L) 798 + 139 973 + 2957
Albumin (g/L) 435 + 34 405 + 4.6
Total proteins (g/L) 73.1 £ 6.1 716 £ 59
CRP (mg/L) 56 + 6.8 140 + 1427

Table S1: Clinical and biochemical characteristics of diabetic and non diabetic patients
and plasma samples.

Data are expressed as means = SD and are compared using Student’s t test for unpaired
samples.  p<0.001, “p<0.01, p<0.05.
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Figure S1: a) Fluorescence spectra of tryptophan with excitation wavelength at 270 nm; b)
ANSA emission fluorescence spectra at excitation wavelength of 470 nm for HSA-NDgo (—),
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Albumin, the major circulating protein in blood, can undergo increased glycation in diabetes. One of the
main properties of this plasma protein is its strong affinity to bind many therapeutic drugs, including
warfarin and ketoprofen. In this study, we investigated whether or not there were any significant changes
related to in vitro or in vivo glycation in the structural properties and the binding of human albumin to both
therapeutic drugs. Structural parameters, including redox state and ketoamine contents of in vitro and

Keywords: ) in vivo glycated purified albumins, were investigated in parallel with their affinity for warfarin and keto-
Human albumin . Lo . . L

Diabetes profen. High-performance liquid chromatography was used to determine the free drug concentrations and
Warfarin dissociation constants according to the Scatchard method. An alternative method based on fluorescence
Ketoprofen spectroscopy was also used to assess drug-binding properties. Oxidation and glycation levels were found to
Glycation be enhanced in albumin purified from diabetic patients or glycated with glucose or methylglyoxal, after

determination of their ketoamine, free thiol, amino group and carbonyl contents. In parallel, significant
impairments in the binding affinity of in vitro and in vivo glycated albumin, as indicated by the higher
dissociation constant values and confirmed by higher free drug fractions, were observed. To a lesser extent,
this alteration also significantly affected diabetic albumin affinity, indicated by a lower static quenching in
fluorescence spectroscopy. This work provides useful information supporting in vivo diabetic albumin
could be the best model of glycation for monitoring diabetic physiopathology and should be valuable to
know if glycation of albumin could contribute to variability in drugs response during diabetes.

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction adducts induce irreversible damage associated with the metabolic

disorders observed in diabetes mellitus, such as retinopathy,

Diabetes has reached pandemic proportions and affects around
6%of the world’s adult population in 2006. This disease is consid-
ered to be one of the world’s most important causes of expenditure,
mortality, disability, and lost economic grow th. Diabetes mellitus is
characterized by an elevated level of glucose in the blood, which
can affect the main circulating proteins through a non-enzymatic
process known as glycation or glycoxidation. This condensation
reaction involves circulating proteins and glucose and leads to the
formation of Amadori products, which can give rise to irreversible
conjugates called advanced glycation end products (AGE) in the
case of unchecked hyperglycemia [1]. Elevated levels of these

Abbreviations: AGE, advanced glycation end-products; HSA, human serum
albumin; HSA-ND and HSA-D, purified human serum albumin from non-diabetic
and diabetic patients, respectively; HbA,c, glycated hemoglobin level; PBS, phos-
phate-buffered saline; SMBG, self-monitoring of blood glucose; TNBS, 2.4.,6-
trinitrobenzenesulfonic acid.

* Corresponding author. Tel.: +33 262 262 93 86 48; fax: +33 262 262 93 82 37.

E-mail address: rophil@univ-reunion.fr (P. Rondeau).

0300-9084/$ e see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi2012.05.017

nephropathy, neuropathy, and coronary artery disease [2,3].

Among the blood proteins, hemoglobin and albumin are the
most common proteins that are likely to be glycated. The glycated
hemoglobin (HbA,¢) level is considered as one of the main clinical
parameters used for monitoring chronic glycemic control via blood
glucose measurements (Self-Monitoring of Blood Glucose, SMBG)
[4]. With a shorter half-life than hemoglobin in blood, glycated
human serum albumin (HSA) appears to be an alternative marker
for glycemic control as it can indicate blood glucose status over
a short period (2e4 weeks) [5,6]. In vivo, the proportion of glycated
albumin in healthy people is in the range of between 1%and 10%
[7.8], and in the case of diabetes mellitus, this proportion can
increase two- to three-fold [9].

Human serum albumin (HSA), as the most prominent protein in
plasma, is the major carrier of various endogenous and exogenous
metabolites in blood throughout the body. This plasma protein could
serve as a circulating depot for many drugs [10]. In particular, it could
play a major role in affecting therapeutic drug absorption, distribu-
tion, metabolism, and excretion [11]. Indeed, binding to human
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albumin increases the lifetime of a drug before it is metabolized, and
it also allows some hydrophobic drugs to become more soluble in
blood [12,13]. After delivery by albumin,unbound drugs could easily
reach target organs through the plasma. In contrast,bound drugs can
hardly reach the action site through the blood without losing their
pharmacological activities and toxicity. Among the therapeutic
drugs, some have a narrow therapeutic index, such as warfarin, and
are easily toxic in the unbound state. Indeed, it was established that
Minimal Effective Concentration (MEC) of warfarin is comprised
between |1 and 7 mg/mL while its Minimal Toxic Concentration (MTC)
is above 10 mg/mL[14]. Some pathological states, which impair liver
or renal functions, triggering hypoalbuminemia, could increase the
effects of drugs highly bound to albumin [15].

Albumin has two major binding sites for drugs called Sudlow
site I and Sudlow site II [16]. Because of its large size and adapt-
ability, site I tends to bind bulky heterocyclic compounds including
sulfonamides, salicylate and coumarin compounds such as warfarin
[17,18].In contrast, site I, which is smaller and less flexible, induces
the more stereospecific binding of aromatic carboxylic acids and
profens such as ibuprofen or ketoprofen [19,20]. The interaction of
drugs with albumin can be affected by modifications of the protein
such as glycation or oxidation [21,22]. Several reports have found
that the main glycation reactions occur near both Sudlow sites
[23,24]. But conflicting results have been reported on the impact of
the glycation of albumin on its affinity to several drugs including
warfarin [11,25€27]. These contradictory findings have resulted
from several differences in: the mode of albumin purification, the
way that in vitro glycation is performed, and the methods used for
the measurement of ligand binding. These previous studies high-
light the importance of having accurate knowledge of the prepa-
ration of in vitro glycated albumin models and the necessity of
using an in vitro model of albumin with biochemical characteristics
typical of those expected of serum albumin in diabetes.

Few studies have reported the binding affinities of albumin
in vivo, in case of chronic hyperglycemia, for many therapeuticdrugs.
Regarding these previous findings, the drug-bindings properties of
in vitro glycated albumin models should be investigated and
compared with glycated albumin from diabetic patients. This drug-
binding study should be performed on three different in vitro gly-
cation models. Two of them, which are common glycated albumin
models, are considered controversial and use suprapathological
concentrations of glucose (100 mM) or methylglyoxal (10 mM). The
third model, which uses a pathological concentration of glucose
(25 mM),is more typical ofdiabetic albumin. The binding parameters
ofthese in vitro models should be compared with native and diabetic
HSA.Two therapeutic drugs were selected for this study. Warfarin, an
anti-coagulant drug, and ketoprofen (Fig. 1), a non-steroidal anti-
inflammatory drug with analgesic and antipyretic effects, were
chosen as site-selective probes for Sudlow sites I and II, respectively.

The aim ofthis study is to identify differences between in vitro and
in vivo modified albumin models through the determination of their
binding properties for two probes. The warfarin and ketoprofen
binding characteristics obtained for our different albumin prepara-
tions, by using high-performance liquid chromatography and fluo-
rescence spectroscopy, as well, could provide a better knowledge of
albumin structural modifications during its glycation process.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

Aqueous methylglyoxal solutions (40%), b-glucose, anti-
dinitrophenyl hydrazine (DNPH) antibody, the 3,3',5,5'-tetra-

methyl-benzidine liquid substrate (TMB) system for ELISA, warfarin
and ketoprofen were all purchased from Sigma.

o)
o 0]
1O ¢
OH OH
- o)
Warfarin Ketoprofen

Fig. 1. Structures of warfarin and ketoprofen.

2.2. Human albumin purification

Blood was obtained from a pool of diabetic patients and non-
diabetic subjects and anticoagulated in EDTA tubes (BD Vacu-
tainer) at the Biochemistry laboratory of the Centre Hospitalier
Universitaire (CHU, Saint-Denis, La Réunion). The procedures and
the collection of human materials were approved by the local
governmental French Ethical Committee. The albumin was purified
using pooled serum from 39 diabetic (%HbA;c=11.0 £1.9) and 14
non-diabetic (% HbA;c = 5.5 + 0.4) patients. Pool of diabetics
includes patients with both types of diabetes. Patients with
a hemoglobin abnormality and/or hyperleukocytosis
excluded from the pool of plasma. All biological data related to both
pools are given in Table 1.

The purification of serum albumin from fresh human plasma
was based on extensive dialysis against Tris/HCl (pH 7.4; 50 mM)
followed by affinity chromatography using Cibacron Blue 3G linked
to agarose (Amersham cat#17-0948-01) as a ligand for the albumin.
ANaCl (pH 7.4; 1.5 M) buffer was used for the desorption of bound
albumin from Cibacron Blue-agarose following the elution of other
plasma proteins with a Tris/HCl (pH 7.4; 50 mM) buffer. Each
fraction of eluate was examined by gel electrophoresis and the
most purified and concentrated extracts were pooled before the
remaining immunoglobulins were removed with sepharose-
protein A, followed by extensive dialysis against PBS and then
storage at 80 °C.

were

2.3. Preparation of in vitro glycated HSA

Advanced glycation end products (AGE) were prepared as
previously described [28] by incubating 0.37 mM purified HSA from
anon-diabetic pool (HSA-ND) without and with glucose (25 mM or
100 mM) in PBS, pH 7.4, under sterile conditions, at 37 °C for 3
weeks, or with methylglyoxal (10 mM) for 2 days. The proteins

Table 1
Clinical and biochemical characteristics of diabetic and non-diabetic patients and
plasma samples.

Compounds Non diabetic (ND) Diabetic (D)

N (females) 14 (7) 39 (16)

Age 33+9 51.5 £20.1%*
HbAlc (% 55+04 11.0 £ 1.9%+*
Fructosamines (ng/mL) 2183 £109 390.0 £ 131.5%*
Creatinin (mmol/L) 89.8 £123 88.0 £16.2
Albumin (g/L) 464 £2.6 38.8 £ 5.5%k*
Total protein (g/L) 738 £4.0 67.7 £ 7.7%*
CRP (mg/L) 26 +25 7.0 + 8.0%
Cholesterol (mmol/L) 46 £0.7 45+ 13
Triglycerides (g/L) 09 +£04 1.6 £ 1.0%#*

Data are expressed as means = SD and were compared using the Student’s t test for
unpaired samples; *¥p < 0.001, *p < 0.01, *p < 0.05.
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were dialyzed against PBS, sterile-filtered through a 0.2 mm Milli-
pore filter and stored at —80 °C.

2.4. Structural analysis of modified albumins

Fructosamine and ketoamine derivatives, useful index of dia-
betic control, were determined using the method developed by
Johnson et al. [29] with the nitroblue tetrazolium (NBT) reagent.
The thiol groups in native, modified albumin were measured by
Ellman’s assay using 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
[30], which was well described in a previous study [31].

The 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) assay is a sensi-
tive method for determining the primary free amino groups in
proteins [32]. This method was described in detail in a previous
study by our group [33]. The degree of carbonylation of glycoxi-
dized albumin was determined by the carbonyl ELISA assay based
on the recognition of protein-bound DNPH in carbonylated proteins
with an anti-DNP antibody. This method was described in detail in
previous studies by our group [33,34].

2.5. Affinity study: experimental design for the HPLC method

The experimental design for this study drew its inspiration from
a work conducted by Olsen about the drug-binding capacity of
pharmaceutical grade albumins [35], and is described below.

Stock solutions of warfarin (100 mM) and ketoprofen (100 mM)
were prepared in NaOH (0.1 M). Astandard range of concentrations
from 0.01 to 2 mM was prepared from these stock solutions in PBS
1X, for both drugs.

The samples were prepared in Eppendorf tubes, where
150 nmol of proteins of different albumin samples were incubated
at 37 °C, for 30 min with 60, 80, 100, 120, 130, 140, 150, 160, 1500
and 3000 nmol of warfarin or ketoprofen. After incubation, the
fractions of free drugs and drugs bound to albumin were separated
by ultrafiltration using the Amicon© Ultra system (Millipore) and
centrifugation for 20 min at 13,000 rpm. The percentage of free
drug fractions recovered using this method was about 93%(%2.1).

Then, the unbound (free) drug concentrations were determined
by high performance liquid chromatography (HPLC), coupled to a UV
spectrophotometer. A solution of acetonitrilee Trise HCl (pH 7.4;
50mM) (35:65,v/v) was used as the mobile phase,delivered at a flow
rate of ] mI/min in a LiChrospher 100 RP-18 column (250 x 4.6 mm
id., s-5,5 mm) (Merck, Darmstadt, Germany) at 30 °C. The pump was
maintained at 147 bars and the analysis was performed on 50 mLof
each sample. The measurements took place at 254 nm.

2.6. Affinity study: experimental design of the fluorescence
spectroscopy method

This method is based on the quenching of albumin fluorescence
induced by its interaction with drugs [36]. The intrinsic fluores-
cence of human albumin is mainly attributed to the tryptophan

Table 2
Oxidation parameters in various albumin preparations.

residue (Trp-214). Different series of assay solutions were prepared
by mixing 10 mM of native or diabetic HSA with warfarin or keto-
profen at variable concentrations ranging from 5 to 70 mM. Each
solution was heated for 5 min at 37 °Cand transferred into a quartz
cell. The fluorescence spectra were recorded in the range of
250e500 nm under excitation at 283 nm. The binding parameters
(i.e.the binding constant Ky and the binding site number n) for both
drugs were obtained from the equation given below [37]:

(Fo — Fo)

= log Ky +nlog[C]
Fc

log
where Fy and Fc are the tryptophan fluorescence intensities in the
absence and presence of a drug at concentration [C], respectively,
and Kj is the formation constant of the complex formed between
the drug and albumin, expressed as I/mol.

2.7. Statistical analysis

The data are expressed as the means + standard deviation (SD)
from a minimum of three experiments. Statistical significances
were determined using one-way ANOVA (followed by the Student’s
t test) for multiple comparisons; a p value of less than 0.05 was
required for significance.

3. Results
3.1. Biochemical characterization of the glycated HSA samples

Three in vitro models of glycated albumin were prepared and
compared with native and in vivo diabetic albumin. The HSA-NDg5
and HSA-NDgjoo models were prepared with 25 mM and 100 mM
of glucose, while the HSA-NDygo model corresponded to HSA
incubated with 10 mM of methylglyoxal, a side-product of different
metabolic pathways, such as the degradation process of glucose.
The group of Thornalley has shown that physiological glycation
processes also involve the modification of proteins by reactive a-
oxoaldehydes such as methylglyoxal. These derivatives could also
be formed during glucose-induced protein glycation [38]. At the
first step of glycation process, glucose modification of albumin
gives rise to the formation of fructosamine while methylglyoxal
induces the generation of another ketoamine derivative named as
early glycation product.

As shown in Table 2, the glycated albumin obtained under
typical hyperglycemia conditions (HSA-NDg,s5) had a lower level of
ketoamine, of 5.07 (£0.35) mol/mol HSA, than the other in vitro
glycated albumin models. These albumin models were prepared
with suprapathological concentrations of glucose (HSA-NDgjgg) or
methylglyoxal (HSA-NDygo) and contained 12.43 (£1.88) and 9.25
(£1.46) mol of ketoamine/mol HSA, respectively. If its ketoamine
level is significantly higher (2.13 & 0.58 mol) than that of native
albumin (HSA-NDgp) (1.11 4+ 0.12 mol), diabetic HSA (HSA-D) has

Methods Ketoamine/HSA (mol/mol) Thiols/HSA (mol/mol) Free amino groups/HSA (mol/mol) Carbonyl rate increase (% control)
Purified HSA-ND

HSA-NDgo 1.11 £0.12 0.609 £0.013 1336 £0.98 100.00 + 7.35

HSA-NDg,5 5.07 £ 0.35%** 0.333 £ 0.067** 12.44 £0.83 11142 +£10.89

HSA-NDgj 00 12.43 £ 1.88%#* 0.286 £ 0.01 1 #** 1042 £ 0.20%* 224.84 £+ 13.93 %

HSA-NDyco 9.25 £ 1.46%** 0.250 £ 0.026%** 5.10 £ 0.54 %+ 455.67 £ 69.68%*

Purified HSA-D

HSA-Dgo 2.13 £0.58* 0.307 £ 0.012%** 10.38 £ 0.80* 95.66 £ 3.90%*

1) Ketoamine levels obtained with the NBT assay; 2) free thiol group content as assessed by Ellman’s method; 3) primary amino group contents in proteins by the TNBS assay;
4) percentage carbonyl rate as assessed by the ELISA carbonyl assay. All data are expressed as means =+ SD from three independent experiments.
Effect of glycation or diabetes on purified HSA (vs. HSA-NDgp); *p < 0.001, *p < 0.01, *p < 0.05.
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a very low level of glycation in comparison to HSA-NDgys. The
relatively lower ketoamine level of HSAygo, in comparison to HSA-
NDgioo could be explained by a higher reactivity of methylglyoxal,
which gives rise to a more rapid formation of AGE.

Several oxidative parameters in these albumin preparations are
also reported in Table 2. As expected, the levels of free thiol and
amino groups significantly decreased in albumin with in vitro gly-
cation by glucose or methylglyoxal and in vivo glycation, whereas
the carbonyl level increased, except in diabetic albumin. The
unexpected higher carbonylation level for HSA-NDGO, in compar-
ison with diabetic albumin, could be partially explained by the 3
weeks incubation of native HSA at 37 °C (diabetic albumin did not
undergo this incubation step). During this incubation time, oxida-
tion process could occur.

This oxidative state was more marked in the case of
methylglyoxal-modified HSA. Similarly, the rate of increase of
carbonyl, attributed to the enhanced oxidation of albumin with
in vitro modification, was more marked with methylglyoxal than
with glucose. As expected, the oxidative parameters observed for
diabetic HSA corresponded to those obtained for albumin modified
with 25 mM of glucose. Both types of albumin displayed quite
similar global net charges, as attested by the electrophoretic
migration profile in native page electrophoresis (data not shown).

3.2. Binding of both drugs to glycated albumins

As shown in Fig. 2a and b, warfarin and ketoprofen were highly
bound to native human albumin with unbound drug fractions of 3.9
and 2.7% respectively. As noticed for both drugs, the free fractions
were higher for both in vitro and in vivo glycated albumins. This
increase, which was more marked for HSA-NDpgo, was by
approximately eight and seven times for warfarin and ketoprofen,
whereas the diabetic albumin exhibited a free drug fraction of
around twice higher as well for warfarin (7.3%) as for ketoprofen
(5.4% in comparison with native albumin.

Human albumin, glycated or not, has a lower affinity for keto-
profen than for warfarin. Deeper analyses were performed to
obtain more information on the binding parameters for different
glycated HSA samples with both drugs. Fig. 3 shows the results of
the binding studies, in a Scatchard plot form, at various concen-
trations of warfarin (Fig. 3a) and ketoprofen (Fig. 3b) with HSA-
NDgo, HSA-NDwmGo, and HSA-D. The Scatchard plot was performed
over a range of drug concentrations, giving an r value (mol number
of bound drug per mol of albumin) of between 0.4 and 1.1, corre-
sponding to the specific binding study. As seen in Fig. 3, the drug-
binding yielded straight lines with correlation coefficients (r) above
0.985, which could indicate the number of specific binding sites (n)
and the dissociation constant (Ky). These binding parameters for
warfarin and ketoprofen are summarized in Table 3. The smaller is
the dissociation constant, the stronger is the binding between the
ligand (drug) and the receptor (albumin). As observed for previous
unbound drug results, albumin exerted a higher affinity for keto-
profen (Kg4 = 6.98 mmol/L) than for warfarin (K4 = 9.52 mmol/L).
These results also showed significant variations between native
HSA and in vitro or in vivo glycated HSA. For both drugs, an increase
in Ky values was observed with the in vitro glycation of albumin,
which was more marked for HSA-NDpygo, indicating a loss of
affinity. The binding affinity for warfarin was reduced, according to
an increase in K4 values and the number of binding sites (between
1.55 and 2.80). In contrast, the binding affinity for ketoprofen was
affected, with glycation, but without significant changes in the
number of binding sites (between 1.43 and 1.67). Similar to in vitro
glycated albumin, but to a lesser extent, in vivo glycated albumin
from diabetic patients had a lower affinity for both drugs with
elevated dissociation constants for ketoprofen (Kg = 9.98 mmol/L)
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Fig. 2. Percentage of unbound warfarin and ketoprofen concentrations in various
albumin preparations. All data are expressed as means + SD from three independent
experiments. *Effect of glycation or diabetes on purified HSA (vs. HSA-NDg);
#p < 0.001, *p < 0.05.

and warfarin (Kq = 11.74 mmol/L). This partial loss of affinity was not
accompanied by an increase in the number of binding sites (around
1.3 for both drugs).

3.3. Binding of both drugs to in vivo glycated albumin

In order to strengthen the previous findings, the interactions
between warfarin and ketoprofen and the native and diabetic HSA
were also investigated using an alternative method based on
fluorescence quenching. Fluorescence quenching corresponds to
a process that reduces the intensity of fluorescence. As shown in
the fluorescence emission spectrum of Fig. 4a and b, the maximum
fluorescence intensity of native albumin at 337 nm, attributed to
tryptophan, decreased with increasing concentrations of warfarin
and ketoprofen. Both drugs acted as quenchers via interactions
with the protein. However, the maximum tryptophan emission
wavelength of around 337 nm for native HSA without drugs (thick
lines) was not affected in the presence of warfarin or ketoprofen.
The log plots ((Fy — Fo)/Fc) of HSA-NDgo and HSA-D versus drug
concentration (log [C]) are shown in Fig. 5a for warfarin and Fig. 5b
for ketoprofen. These plots exhibit a good linearity with the
correlation coefficients (r) above 0.986 (Table 4). The numbers of
binding site n and the binding constants K, listed in Table 4 for
warfarin and ketoprofen, were calculated using these plots. The
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Fig. 3. Scatchard plots of warfarin and ketoprofen in various albumin preparations.
Scatchard plot of: (a) warfarin and (b) ketoprofen binding in native human albumin HSA-
NDgo (- ), in vitro glycated albumin HSA-NDygo (A ) and diabetic albumin HSA-D (C ).

binding site n corresponds to the slope and log Ka to the intercept.
The binding constant relative to native HSA with ketoprofen
(Kp = 6.15 x 10° L/mol) is higher than the one calculated for
warfarin (Ky = 2.23 x 10° I/mol), as was found with the HPLC
method. In comparison to the native HSA, a decrease in the binding
constant of diabetic albumin can be observed, which dropped
considerably with both warfarin (120 times lower) and ketoprofen
(200 times lower). These results suggest a partial loss in the affinity
of diabetic albumin for both drugs, which was confirmed by the
reduced number of binding sites to around n = 1.03 (n = 1.08) with
the in vivo glycation of warfarin (ketoprofen) in comparison to the
native albumin, which had around n = 1.44 (n = 1.55) binding sites.

Table 3

Binding parameters of warfarin and ketoprofen in various albumin preparations.

Dissociation constant Ky (mmol/L) Specific binding sites (n)

Warfarin Ketoprofen Warfarin Ketoprofen
Purified HSA-ND
HSA-NDg, 9.52 +0.57 698 +1.49 155 +0.14 143 +0.1
HSA-NDg>s 133 4+ 1.64% 6.65 +2.19 1.60 £0.02 1.49 +£0.02
HSA-NDgi00 24.0 £ 4,145+ 143 £5.07* 1.99 £0.06 2.10 £0.07
HSA-NDyigo 120 £24. 1% 585 +£4.57** 280+0.04 1.67+0.13
Purified HSA-D
HSA-Dgo 1174 £ 1.46* 9.98 + 1.86% 131 +0.1 135 +0.1

The binding studies with warfarin and ketoprofen were performed with 0.5 mM
albumin samples. The binding parameters: specific binding site (n) and dissociation
constant K4 were calculated according to Scatchard. All data are expressed as
means & SD from four or five independent experiments.

Effect of glycation or diabetes on purified HSA (vs. HSA-NDgp): *#p < 0.001,
*#p < 0.01, *p < 0.05.
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Fig. 4. Effects of warfarin and ketoprofen on the fluorescence emission spectrum of
native HSA (HSA-NDgo). Native albumin at 10 mM was incubated without (thick curve)
and with different concentrations of (a) warfarin and (b) ketoprofen of between 5 and
70 mM at 37 °C for 5 min.

These binding site numbers are listed in Table 4 and are quite
similar to those obtained by the HPLC method.

4. Discussion

Uncontrolled hyperglycemia in severely diabetic patients is the
main cause of the advanced glycation process of plasma proteins
such as hemoglobin and albumin. These glycation-induced struc-
tural and functional changes in albumin are of particular interest
because numerous in vivo studies have reported the strong
involvement of glycated albumin in the development and
progression of chronic diabetic complications [2,3]. Furthermore,
this enhanced glycation process could potentially contribute to an
alteration of the binding properties of albumin for many drugs,
with a consequent change in the pharmacokinetic and pharmaco-
dynamic properties of these drugs. There are several causes for the
decreased binding of albumin, such as high concentrations of bili-
rubin or free fatty acids, which can displace drugs from the binding
sites of albumin, or also hypoalbuminemia [39]. This way, glycation
is one of several mechanisms that could induce an increase in
unbound circulating fractions of many albumin-bound drugs. The
unbound drug, which is considered to be pharmacologically active,
appears to be responsible for dose-related therapeutic effects and
also the adverse drug reactions. Glycation, in the diabetic context,
could induce an alteration in the pharmacological properties of
albumin for many drugs associated with adverse consequences.
This effect of glycation on albumin affinity could be more relevant
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Fig. 5. The log plots ((Fy — Fo)/Fc) vs. log [C] for warfarin and ketoprofen binding with
native and diabetic albumin. Fy and Fc are the tryptophan fluorescence intensities of
native albumin, HSA-NDgq (- ) and diabetic albumin, HSA-D (C ) in the absence and
presence of (a) warfarin or (b) ketoprofen at different concentrations [C].

for drugs that are highly bound (>95%) to albumin and have a low
therapeutic index, such as warfarin. Warfarin is an anti-coagulant
with a very low therapeutic index, which could trigger severe
hemorrhaging if the correct degree of its pharmacological effect is
not maintained. In contrast to warfarin, ketoprofen, a common
medication for the treatment of inflammation or pain, has a wide
therapeutic index. Major studies focused on the impact of glycation
on the binding properties of albumin for therapeutic drugs were
exclusively based on in vitro models of glycation, which do not
necessarily meet the biological conditions expected in the context
of diabetes. Moreover, among these numerous studies, some of
them highlighted conflicting findings about the effect of glycation

Table 4
Binding parameters of warfarin and ketoprofen in native and diabetic albumin
preparations obtained by spectroscopy.

Binding constant Binding Correlation
Ka (I/mol) sites (n) coefficient (r)
Warfarin
HSA-NDgo 223 x 10° 1.44 £0.10 0988
HSA-Dgy 1.77 x 10* 1.03 £0.07 0.986
Ketoprofen
HSA-NDgo 6.15 x 10° 1.55 £0.05 0.995
HSA-Dgy 297 x 10* 1.08 £0.03 0.989

The binding studies of warfarin and ketoprofen were investigated with 10 mM
albumin samples. The binding parameters: binding site number (n) and binding
constant Ky were calculated as described in the Materials and methods section.

on the interaction between albumin and warfarin. For instance, in
one study, the affinity of warfarin for the binding site I was shown
to be unaffected in the case of human albumin glycated with
glucose (2 mol glucose/mol albumin) [22], whereas a decrease in
binding with early stage glycated albumin, which was attributed to
conformational changes or to steric hindrance of the protein, was
reported in other studies [40,41]. In contrast, an excessive glycation
(60 days) of albumin with a large amount of glucose (9 mol glucose/
mol albumin) was shown to enhance warfarin binding to
recombinant albumin [26]. Only a few studies have focused on the
drug-binding properties of in vivo glycated HSA.

In this study, we first characterized our different glycated
albumin models (in vitro and in vivo) by checking their redox status
via their thiol and carbonyl contents and by assessing the glycation
level through ketoamine and TNBS assays. Then, we investigated
the interaction between two therapeutic drugs and modified
albumin models by using two completely different techniques.

Three in vitro glycation models were characterized and
compared with unmodified albumin (native) and in vivo glycated
albumin purified from a pool of plasma from diabetic patients with
very high glycated hemoglobin levels (HbAjc = 11.0% + 1.9). The
HSA-NDg;s model, prepared using pathological concentrations of
glucose, closely reflects the conditions found in diabetes, whereas
HSA-NDgi99 and HSA-NDygo are widely used models that greatly
differ from this pathological condition. As expected, both
suprapathological glycation models displayed a considerable level
of glycation associated with an increased oxidative state.
Furthermore, compared to the data obtained for in vivo glycated
HSA (HSA-D), in vitro glycated HSA with 25 mM of glucose (HSA-
NDgp5) appeared to be the most relevant in vitro model for
mimicking hyperglycemia or the diabetes model. However, our
in vivo glycated albumin remained the most suitable model for
drug-binding studies.

The affinity of albumin for both therapeutic drugs was also
evaluated with the help of binding parameters (dissociation
constant and the number of binding sites) and the determination of
free drug concentrations. The unbound fractions of warfarin and
ketoprofen were measured by HPLC after ultrafiltration. An alter-
native would have been to perform an equilibrium dialysis instead
of ultrafiltration in order to recover the unbound drug fraction.
Lagrange et al. reported that both experimental modes generated
quite similar data in the binding capacity of ketoprofen for HSA[20].

Although the experimental conditions used in our study were
quite similar to those used by Olsen et al. [35], there were some
differences in the results obtained for the interaction between
native HSA and warfarin. Indeed, the free fraction of warfarin was
five times higher (3.9% than found by Olsen et al. in purified
human albumin (0.7%. This difference could be attributed to the
mode of purification of albumin in our study. After the chromato-
graphic purification and immunoglobulin removal steps, our
albumin samples were not defatted. Free fatty acids can reduce the
binding affinity of albumin when they are bound to albumin.
Besides this, the present study demonstrated that the increase in
free drug fractions found for warfarin and ketoprofen with the
glycation process was in agreement with the binding parameter
values obtained by the Scatchard method. In parallel with an eight-
fold increase in the free warfarin fraction for the HSA-NDyigo model
(vs. native HSA), there was an eleven-fold decrease in the strength
of this binding, as indicated by the dissociation constant values. The
significant decrease in binding for the most in vitro glycated albu-
mins could be explained by the major structural changes in HSA
after glycation. In particular, the tertiary structure conformation, as
detected by tryptophan fluorescence, was significantly affected by
glycation (data not shown). This structural modification has been
shown to be accompanied by a partial opening of hydrophobic
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pockets, as detected by l-anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS)
fluorescence [42], among which are hydrophobic cavities in the
subdomains IIA and IIIA of albumin, where Sudlow sites I and Il are
located. As expected, the glycation of albumin under conditions
that most closely resemble those that occur in the blood during
hyperglycemia led to fewer changes in the binding of both drugs
compared to the suprapathological models. The reduced affinities
for warfarin and ketoprofen observed in these latter glycation
models featured conformational changes in the Sudlow binding
sites I and II, respectively. These impairments, which occurred
during the glycation process, resulted in an increased binding site
number. Results in the literature have reported that warfarin and
ketoprofen only bind to one highly specific binding site (Sudlow
sites I and II, respectively) [16]. In this study, specific binding site
values of between 1.43 and 1.55 were calculated, indicating the
existence of a secondary binding site with a lower affinity. Several
authors have suggested the existence of a secondary binding site
for warfarin [43,44] and ketoprofen [20]. The increase in the
number of binding sites for highly glycated albumin could indicate
a displacement of drugs from their changed primary binding sites
to binding sites with a lower specificity. In a recent study, we
showed that albumin tertiary structure of albumin was more
affected by methylglyoxal-induced glycation than by glucose [45].
We observed a drastic alteration in albumin tertiary structure
associated with change in the protein hydrophobicity. This alter-
ation could impair affinity of the Sudlow site I for warfarin in
albumin and could lead to formation of a new unspecific binding
site having low affinity.

Moreover, regarding diabetic albumin, our study highlights
interesting findings. Indeed, the specific binding of warfarin was
significantly reduced in diabetic albumin and was quite similar to
the glycation model most typical of the conditions in diabetes
(HSA-NDgps). This partial loss of affinity was confirmed by a higher
free warfarin fraction, which was more marked for diabetic
albumin. This downward trend was also found for ketoprofen,
except for HSA-NDgys, which did not show a significant difference
to native albumin with respect to the binding properties. Thus,
these results are in agreement with a marked increase in the free
fractions of both drugs, which were nearly doubled between the
diabetic and native albumin. It could be hypothesized that, in the
case of diabetes, this minor loss in affinity could significantly
impact the biological responses of many drugs highly bound to
albumin such as warfarin or ketoprofen. Up to now, no study has
established any clinical relevance for this hypothesis in human
pharmacology context. Warfarin constitutes a drug exhibiting
narrow therapeutic window and important inter-individual and
inter-ethnic differences in the dose required for its anticoagulation
effect [46]. The main factors (40% contributing to this inter-
individual variation remain unknown [47]. Therefore, it is at
utmost importance to determine the contribution of albumin
modifications in these factors.

The effect of glycation on the interaction between both drugs
and albumin was determined using the fluorescence quenching
technique. The interaction of warfarin or ketoprofen with albumin
molecules leads to a quenching of tryptophan fluorescence. There
are many reasons to account for such quenching, including
molecular rearrangement or a change in the microenvironment
around tryptophan as aresult of an unfolding process. For instance,
the glycation process of albumin leads to a quenching of tryptophan
fluorescence, as reported in numerous studies [9,33,45]. It can be
noted that the sole tryptophan residue ofhuman albumin is located
in subdomain IIA near Sudlow site I [48]. In these interactions
between the quencher (warfarin or ketoprofen) and the fluo-
rophore (albumin), fluorescence quenching can occur via two
different mechanisms: static and dynamic, respectively [49]. In the

static quenching mode there is a ground state formation of a non-
fluorescence complex between the fluorophore and the quencher.
In the dynamic quenching mode, following the collision of
a quencher during the lifetime of the exited state, the fluorophore
returns to ground state, without the emission of photons. Previous
studies reported that the quenching mechanism of HSA by keto-
profen or warfarin was due to complex formation in the static mode
rather than by dynamic collision [36,50].

In the presence of ketoprofen or warfarin, a quenching of
tryptophan fluorescence occurred for both native and diabetic
albumin without any shift in the maximum emission wavelength.
This result suggests complex formation between the drugs and
albumin, involving changes in the microenvironment around
tryptophan. Furthermore, we found that the binding constant
relative to native HSA with ketoprofen (Ka = 6.15 X 10° I/mol) was
markedly higher than the one calculated (Kp = 1.17 x 104 L/mol) in
arecent study by Bi et al. [36]. Though the experimental conditions
were quite similar to those in our study, this large difference could
be explained by the use of commercial HSA by this group instead of
fresh, purified albumin from plasma. In previous studies we
reported that commercial albumin is often more oxidized than
fresh, purified albumin [28,45]. Oxidation is one of several delete-
rious effects that could impact on the binding properties of plasma
proteins [21].

Using this methodology, we focused on the differences in the
interaction between drugs and native albumin and diabetic
albumin by assessing the number of binding sites and the affinity
constant. In accordance with the binding results calculated in the
Scatchard method, the in vivo glycated albumin affinities appeared
to be significantly and considerably impaired. Indeed, a reduction
in the binding constant associated with a lower number of binding
sites was found for diabetic albumin. Finally, the higher affinity of
albumin for ketoprofen compared to warfarin, as determined by
fluorescence spectroscopy, was in agreement with the results
obtained by the HPLC method (Table 2).

The present study demonstrated the reduced binding capacity
of glycated human albumin for warfarin and ketoprofen, which
were used as probes for the main drug-specific sites of this protein.
These results could provide supplementary information about the
impact of glycation on changes in the structure of albumin,
particularly around both Sudlow sites. Moreover, the relevant
findings obtained for glycated albumin and, in particular, for the
in vivo glycated albumin, emphasize the importance to assess the
biological response of many drugs in diabetic pathology. This could
be of utmost importance for therapeutic drugs highly bound to
albumin and with narrow therapeutic index, such as warfarin
whose dosing adjustment remains challenging in pathological
context.
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1.3. Discussion

Nous avons pu mettre en évidence dans ces deux articles de nombreuses modifications
structurales et fonctionnelles de l'albumine au cours de la pathologie diabétique.
L'originalité de ces travaux a été de travailler essentiellement sur de I'albumine modifiée in
vivo, extraite et purifiée de plasma de patients diabétiques. S les modifications structurales
et fonctionnelles observées présentent de nombreux points communs avec des modéles
couramment utilisés d’albumine glyquée in vitro par du glucose ou encore du MGO, nous
constatons que les niveaux d’expression de ces modifications se distinguent

particulierement in vivo.

En effet, si nous nous concentrons sur les modifications structurales I'albumine au cours du
diabéte, nous constatons premiérement un niveau de glycation élevé, exprimé par les
dosages des résidus amines libres et des fructosamines, mais qui reste moindre sinon
équivalent comparativement aux modeles de glycation par le glucose 100 mM ou le MGO.
Ceci s’explique aisément par un niveau d’imprégnation glycémique des patients diabétiques
qui, méme s’ils sont en situation d’hyperglycémie chronique, reste bien inférieur a des
concentrations de l'ordre de 100 mM d’hexose. En revanche, a niveau de glycation
équivalent, les modifications d’ordre oxydatif, exprimées par le dosage de la cystéine (thiols
libres) ou le dosage des résidus carbonyles, s’expriment beaucoup plus franchement pour
I'albumine glyquée in vivo. Ces résultats sont en faveur de modifications oxydatives plus
importantes d’albumine in vivo liées a des processus oxydatifs plus nombreux et plus
complexes.

Les modifications des structures tridimensionnelles visualisées au travers des propriétés
spectrales de I'albumine sont elles aussi majeures et s'expriment de maniéere plus intense
sur I'albumine modifiée in vivo, étayant un peu plus I’hypothése de réarrangement

structuraux plus nombreux et plus complexes de cette protéine in vivo .

L'ensemble de ces observations confirme bien que les mécanismes combinés

d’hyperglycémie et de stress oxydant observés au cours du diabéte sont a I'origine de la
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formation de trés nombreuses formes d’albumine issues des phénoménes combinés de
glycation et de réarrangements oxydatifs complexes et multiples. Nous retrouvons, en effet,
en plus des formes fructosamines correspondant aux formes glyquées simple du type
produit d’Amadori, trés certainement de nombreuses formes glycoxydées d’albumine du

type AGEs.

S les techniques classiques d’électrophorése en gel SDS-PAGE, ne permettent pas de
séparer et quantifier ces différentes formes d’albumine aux masses moléculaires proches,
des techniques plus résolutives comme 'HPLC-M S M S ou encore I’électrophorése capillaire,
peuvent étre utilisées pour séparer, identifier voir méme quantifier ces formes modifiées

, . . 1 x. 100,101,102
d’albumine au cours du diabéte'?%0"1%2,

L'étude des modifications fonctionnelles de I’aloumine au cours du diabete montre elle aussi
desrésultats qui distinguent clairement les formes modifiées in vivo desformes modifiées in
vitro. Nous avons étudié ici deux fonctions essentielles de I'albumine a savoir sa capacité de

protection contre le stress oxydant et ses propriétésde transport.

La capacité de liaison de I'albumine est trés impactée au cours du diabéte. Nous observons
en effet une trés forte diminution de la capacité totale de fixation de I'albumine d’ions
bivalents comme le Cu®* parallélement a une modification de I'affinité de I'aloumine pour

certains médicaments qui se lient sur le site | ou Il de Sudlow.

S les modifications de la capacité de liaison de I'albumine aux médicaments était attendue
car I'albumine présente des sites glycation sur ses deux sites de liaison, la baisse de la
capacité de liaison d’ions bivalents comme le Cu®* est beaucoup plus marquée pour les
formes d’albumine modifiées in vivo. Cette modification est a mettre en lien avec
I'importance des réarrangements oxydatifs combinés a la glycation observés au cours du
diabete. La capacité de liaison aux ions bivalents est en effet reliée au niveau d ‘oxydation de

la partie N-terminale de la protéine et aussi au niveau d’oxydation de la Cys34 de I’'albumine

70,71
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Ne disposant pas encore de méthode directe de séparation et de quantification des formes
glycoxydées d’albumine en électrophores capillaire ou en HPLC-M S M S au laboratoire, nous
nous sommes appuyés dans la suite de nos travaux sur cette perte significative de capacité
de liaison aux ions bivalents, pour apprécier indirectement la quantité d’albumine au cours
du diabéte. Pour cela nous nous sommes inspirés des travaux de Bar-Or et al. qui ont
précédemment mis au point une méthode de quantification de I'aloumine modifiée par
I'ischémie (IMA : Ischemia Modified Albumin) au cours des syndromes coronariens aigus au

oz . . T . 9,103
moyen de la mesure de la capacité de liaison du Co® aI'albumine®'%,

Concernant I’étude de la capacité antioxydante de I'albumine modifiée au cours du diabéte,
nous observons une diminution trés importante de celle-ci pour I’albumine modifiée in vivo.
Ces résultats sont en accord avec la proportion importante des réarrangements oxydatifs
également observée sur 'albumine extraite de patients diabétiques. Cette diminution peut
étre également reliée a la baisse de la capacité de liaison de I'aloumine aux ions bivalents,
puisque I'on sait qu’ils jouent un réle central dans la génération de ROS circulants. Cette
baisse de capacité antioxydante de I'aloumine modifiée in vivo témoigne bien de
I'importance des réarrangements glycoxydatifs auxquels est confrontée I'aloumine au cours

du diabéte.

1.4. Conclusion

Les différences observées entre I'albumine modifiée in vivo et les modéles de glycation in
vitro couramment utilisés confirment bien I'hypothese que ces modeéles ne sont que trés
partiellement représentatifs des mécanismes de réarrangement glycoxydatifs observés au

coursde la pathologie diabétique.

Nous nous sommes attachés dans la deuxiéme partie de nos travaux a caractériser les effets
cellulaires de I'albumine modifiée au cours du diabéte. En effet si les formes modifiées
d’albumine peuvent constituer le reflet de la pression glycoxydative au cours du diabéte

notre objectif a été de définir si elles présentent des effets cellulaires distinctifs et si elles
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peuvent avoir par conséquent un rbéle dans la physiopathologie du diabéte et de ses

complications cardiovasculaires dont on sait que le stress oxydant joue un réle central.
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2. EFFETS CELLULAIRES DE L’ALBUMINE MODIFIEE AU COURS
DU DIABETE

2.1. Introduction

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production de ROSet la capacité

de défense antioxydante de I'organisme®®®’

. Le stress oxydant est aujourd’hui identifié
comme un des mécanismes menant a une dysfonction endothéliale. Au cours du diabéte, le
stress oxydant circulant est donc considéré comme étant au cceur des mécanismes
physiopathologiques des complications cardiovasculaires puisqu’il est en contact direct avec

y 21 . 102
I'endothélium vasculaire'®.

De nombreuses études identifient ce stress oxydant comme une cible thérapeutique
privilégiée. Une diminution de ce stress au cours du diabéte pourrait limiter I'apparition des
complications vasculaires chroniques du diabete de type 2, c’est pourquoi de nombreuses
travaux portent aujourd’hui sur [l'utilisation de molécules antioxydantes comme
thérapeutiques adjudantes a la prise en charge habituelle des patients diabétiques de type

266

L'albumine constitue une des principales défenses contre le stress oxydant circulant.
Précédemment, nous avons pu montrer qu’au cours du diabéete, I'alboumine subit des
modifications glycoxydatives avec formation de formes avancées de glycation. Ces formes
modifiées d’albumine ont également une capacité de défense antioxydante fortement
diminuée ce qui les place de fagon indirecte dans les processus physiopathologiques menant

a une dysfonction endothéliale puis & des complications chroniques cardiovasculaires® .

L'objectif de I'étude suivante a été d’identifier si ces formes modifiées d’albumine au cours
du diabéte présentaient également des effets sur des cultures cellulaires d’adipocytes et de
macrophages. Ces cellules, impliquées dans la physiopathologie du diabéte et de ses
complications sont connues pour réagir en présence d’AGEs via une réponse inflammatoire
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régulée par le récepteur RAGE ™. La encore, nous avons comparé les effets cellulaires
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observés en présence d’albumine modifiée in vivo au cours du diabete de type 2 a ceux
produits par des formes d’albumines humaines de patients non diabétiques modifiées ou

non in vitro.

2.2. Résultats

Article 3: New insightsinto deleteriousimpacts of in vivo glycation on albumin antioxydant
activities. Biochimica et Biophysica Acta 2013 ; 1830 : 3342-3351. J. Baraka-Vidot, A. Guerin-

Dubourg, F. Dubois, B. Payet, E. Bourdon, P. Rondeau.
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1. Introduction

abstract

Background: Albumin constitutes the most abundant circulating antioxidant and prevents oxidative damages.
However, in diabetes, this plasmatic protein is exposed to several oxidative modifications, which impact on
albumin antioxidant properties.
Methods: Most studies dealing on albumin antioxidant activities were conducted on in vitro modified protein.
Here we tried to decipher whether reduced antioxidant properties of albumin could be evidenced in vivo. For
this, we compared the antioxidant properties of albumin purified from diabetic patients to in vitro models of
glycated albumin.
Results: Both in vivo and in vitro glycated albumins displayed impaired antioxidant activities in the free
radical-induced hemolysis test. Surprisingly, the ORAC method (Oxygen Radical Antioxidant Capacity) showed
an enhanced antioxidant activity for glycated albumin. Faced with this paradox, we investigated antioxidant
and anti-inflammatory activities of our albumin preparations on cultured cells (macrophages and adipocytes).
Reduced cellular metabolism and enhanced intracellular oxidative stress were measured in cells treated with al-
bumin from diabetics. NF-kB -mediated gene induction was higher in macrophages treated with both type of
glycated albumin compared with cells treated with native albumin. Anti inflammatory activity of native albumin
is significantly impaired after in vitro glycation and albumin purified from diabetics significantly enhanced IL6
secretion by adipocytes. Expression of receptor for advanced glycation products is significantly enhanced in
glycated albumin-treated cells.
Conclusions and general significance: Our results bring new evidences on the deleterious impairments of albumin
important functions after glycation and emphasize the importance ofin vivo model of glycation in studies relied
to diabetes pathology.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

our body and contribute to maintain the intracellular redox homeostasis.
Among endogenous antioxidants, albumin represents a very abundant

Free radicals are essential to the physiological control of living organ-
isms [1]. But at high concentrations, free radicals become hazardous and
lead to damages in all major biological constituents [2]. Oxidative dam-
ages are frequently observed in numerous states of diseases. Oxidative
stress occurs when reactive oxygen species (ROS) production overpass
antioxidant defenses. Antioxidants can either be of exogenous origin,
such as active molecules present in foods or endogenously produced by

Abbreviations: AGE, advanced glycation end-products; HSA, human serum albumin;
HSA-ND and HSA—D,puriﬁed human serum albumin from non-diabetic and diabetic patients,
respectively; HbA;, glycated hemoglobin level; PBS, phosphate-buffered saline

* Corresponding author at: GEICO-Université de la Réunion 15, avenue René Cassin, BP
7151-97715 Saint Denis Messag Cedex 09, La Réunion, France. Tel.: + 33 262 93 86 48;
fax: + 33262 93 82 37.

E-mail address: rophil@univ-reunion.fr (P. Rondeau).

0304-4165/$ — see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2013.01.019

and important circulating antioxidant in plasma [3.4], a body compart-
ment known to be exposed to continuous oxidative stress [5]. But in par-
ticular in vivo situation, albumin can incur some damage that affects its
antioxidant properties [6,7]. These modifications could occur in diabetes
mellitus which is one of the pathological conditions associated with early
occurrence of vascular complications, together with functional alter-
ations of albumin [8]. In this complex pathology, albumin undergoes in-
creased glycation. This phenomenon corresponds to the non-enzymatic
attachment of a glucose molecule to a free primary amine residue.
Amadorirearrangement of the glycated protein gives rise to the deleteri-
ous advanced glycation end products (AGEs) [9]. It is now very well
established that interaction of AGEs with their receptors (RAGE) induces
several cellular phenomena potentially relating to diabetic complications
[10,11].Many study have evidenced an AGEs-mediated inflammatory re-
sponses in circulating cells involving up-regulating multiple signaling
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pathways via RAGE[12,13]. These studies generally use glycated albumin
as the source of AGEs. If plethora of studies focuses on AGE—-cell interac-
tions, very few try to elucidate the impact of in vivo glycation phenome-
non on albumin antioxidant activities.

Here, for the first time and by using several complementary bio-
logical tests, we investigated whether in vitro or in vivo glycation of
human serum albumin (HSA) might alter its antioxidant properties
in cellular and in non cellular assays.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Human SW872 liposarcoma cells were purchased from American
Type Culture Collection (Rockville, MD). Mouse macrophage RAW-Blue
cells were purchased from InvivoGen (San Diego). Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) high glucose, fetal bovine serum (FBS) and all
medium nutrients were purchased from PAN Biotech Gmbh (Aidenbach).

The rabbit polyclonal anti human RAGE antibody, methylglyoxal
solutions (40%aq.), D-glucose, 2, 2’-azobis (2-methylamidinopropane)
or AAPH (440914), fluorescein, p-nitrophenyl-phosphate (PNPP),
dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA) and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), were all provided from
Sigma-Aldrich.

2.2. Patient's recruitment

Plasma samples were obtained from thirty nine diabetic patients
(% HbA|c= 11.0£ 1.9) and another pool was from fourteen non-
diabetic subject (%HbA;c= 5.5+ 0.4) at the Biochemistry laboratory of
the Centre Hospitalier Universitaire (CHU, Saint-Denis, La Réunion). Di-
abetic panel included DID (n= 6) and DNID (n= 33) patients with a di-
agnostic established for more than one year. All diabetic patients
followed an antidiabetic treatment. The procedures and the collection
of human materials were approved by the local governmental French
Ethical Committee. Patients with a hemoglobin abnormality and/or
hyperleukocytosis, acute coronary syndrome, renal failure, infectious
or inflammatory syndrome were excluded. All biological data related
to both pools are given in Table S1 (Supplementary data).

2.3. Human albumin preparations

The purification of serum albumin from fresh human plasma was
based on extensive dialysis against 50 mM-Tris/HCl, pH 7 .4, followed
by affinity chromatography using Cibacron Blue 3G linked to agarose
(Amersham cat#17-0948-01) as a ligand for the albumin. A 1.5 M
NaCl, pH 7.4 buffer was used for the desorption of bound albumin
from Cibacron Blue-agarose following the elution of other plasmatic
proteins with a 50 mM-Tris/HCl, pH 7.4 buffer. Each fraction of eluate
was examined by gel electrophoresis and the most purified and con-
centrated extracts were pooled before the remaining immunoglobu-
lins were removed with sepharose-protein A, followed by extensive
dialysis against PBS and then storage at -80 °C. Advanced glycation
end products (AGE) were prepared as previously described [14] by
incubating 0.37 mM commercial human serum albumin (HSA-C)
and purified HSA from a non-diabetic pool (HSA-ND) without and
with glucose (25 mM and 100 mM) in PBS, pH 7.4, under sterile con-
ditions, at 37 °C for 3 weeks, or with methylglyoxal (10 mM) for
2 days. The proteins were dialysed against PBS, sterile-filtered
through a 0.2 pm Millipore filter and stored at —80 °C.

2.4. Biochemical characterization of human albumin preparations
Fructosamine was determined using the method developed by

Johnson et al. [15] using the nitroblue tetrazolium (NBT) reagent. The
protocol was described in a previous study from our group [16]. The

results are expressed as mmol/L of 1-deoxy-1-morpholinofructose
(DMF), which is a synthetic ketoamine used as a primary standard.

TNBS (2, 4, 6-trinitrobenzenesulfonic acid) assay allows the quan-
tification of primary free amino groups in proteins [17]. This method
was described in detail in a previous study by our group [18]. Various
concentrations of L-glycine (10 to 200 nmol) were used to define the
standard curve.

Thiol groups in native or modified albumin were measured by
Ellman's assay using 5, 5’-dithiobis, 2-nitrobenzoic acid (DTNB) [19]
as described previously [20]. A standard curve was performed using
various concentrations of L-cysteine (10 to 100 nmol) (Sigma). The con-
tent of thiol groups for HSA sample was measured in duplicate on two
different quantities of BSAby reading the absorbance at 412 nm. Results
are expressed as the number of free \ SH groups per mol of HSA.

Protein carbonylation was determined by the carbonyl ELISA assay
based on the recognition of protein-bound DNPH in carbonylated
proteins with an anti-DNP antibody. This method was described in
detail in previous studies [18,21].

AGE-related modifications were determined by the measure of
glycophore [14,22] and tryptophan fluorescence [23]. The fluorescence
spectra were carried out on Horiba Scientific Fluoromax-4 spectrome-
ter. The formation of glycophore was monitored at 355 nm excitation
wavelength and in 360-600 nm emission range. The results were
expressed as %increase of glycophore level and calculated as follow:

F, —F
9Glycophore increase = M * 100
(Fo)

where F, is the maximum fluorescence of HSA-NDg( and F; is the max
fluorescence of in vitro or in vivo glycated albumin.

Tryptophan emission spectra were obtained in the range of
280-430 nm emission wavelength range after excitation at 270 nm
[24,25].

2.5. Mass spectroscopic analysis

All mass spectroscopic measurements were performed at the
Molecular Biophysics Unit (MBU) of the Indian Institute of Science
(Bangalore, India). Average molecular weights of both glycated albu-
min samples were determined by electrospray ionization mass spec-
trometry (ESI/MS). ESI/MS was performed on Agilent 1100 LC
coupled to Bruker Esquire3000plus operating in positive ion mode.
Complete ESI/MS settings were: high voltage capillary, 4000 V; high
voltage end plate offset, —500 V; nebulizer gas pressure, 28 psi; dry
gas flow rate, 7.00 /min; dry gas temperature, 340 °C and capillary
exit, 196.0 V; Trap Drive, 120.6. Mass spectra were processed by
using deconvolution algorithm in order to reveal peaks with apparent
m/z ration for main components.

2.6. Red blood cell hemolysis test

The antioxidant properties of modified albumins were examined
with the free radical-induced blood hemolysis test [26]. Human
blood samples were obtained from the Biochemistry department of
the local hospital center (CHU Felix Guyon) and were taken on
EDTA substrate as anticoagulant. Then plasma was removed and
erythrocytes were washed with an isotonic solution (NaCl 0.15 M).
Each well of a 96 well-plate was filled with 100 pl (about 1.10% eryth-
rocytes, 400,000 cells/pl final concentration) of diluted solution of red
blood (1/10 in 0.15 M Na(l). Different albumin samples (10 pM final
concentration) were added in triplicates. Hemolyses were started by
adding 0.45 M of AAPH in each well. Turbidimetry at 450 nm was
recorded in every 10 min using a 37 °C-thermostated microplate
reader. Results were expressed as 50% of maximal hemolysis time
(HTso in min) which represents the total defense against free radicals
in human and animal models submitted to oxidative stress [27].
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2.7. ORAC test

The oxygen radical absorbance capacity (ORAC) developed by Ou et
al. [28] assay has been widely accepted as a standard tool to measure
the antioxidant activity in the nutraceutical, pharmaceutical, and food
industries [29]. The ORAC assay using fluorescein as the fluorescent
probe measures the antioxidant capacity of samples to protect fluores-
cein from AAPH-induced oxidative damage. The automated ORAC assay
was carried out on an Infinite M200 pro spectrofluorometric analyzer
(TECAN) at an excitation wavelength of485 nm and an emission wave-
length of 530 nm. The reaction was carried out in phosphate buffer
(75 mM, pH 7.4) containing each albumin sample (25 ) in six repli-
cates and fluorescein solution (80 nM, 150 ). Trolox solutions at dif-
ferent concentration (6-50 UM) were used as calibration standards.
The fluorescence kinetic of fluorescein was followed for 1 h at 37 °C
after adding automatically AAPH solution (150 mM, 25 W) in each
well. The fluorescence was recorded every 2 min. Antioxidant curves
(fluorescence vs. time) were first normalized to the curve of the blank
(phosphate buffer instead of samples or trolox). Then the area under
the fluorescence decay curve (AUC) was determinate. The antioxidant
activity (ORAC value) of samples was calculated by using trolox calibra-
tion standards as follow:

(AUCsample —AUCblank)

ORACvalue =
A€ = TAUCTrolox (501M) — AUCblank)

* ([Trolox|=[Sample]):

2.8. Culture of SW872 and RAW-Blue ™ cells

Human SW872 liposarcoma cells were cultured in com pleted DMEM
medium (10%FBS, penicillin (100 U/m]), streptomycin (100 U/ml) and
L-glutamine (2 mM)). Cells were grown in a 5%C0O, incubator at 37 °C.
Mouse macrophages RAW-Blue™ cells derived from RAW 264.7 were
maintained in same conditions supplemented with 100 mg/ml of
Zeocin (invivogen). For MTT and DCF experimentations cells were cul-
tured 24 h in 96-well plate (10,000 cells/well) with 200 i DMEM
containing 1%FBS and treated with modified albumin samples (20 UM
or 80 UM) for 24 h.

2.9. MTT proliferation assay

The MTT-assay, using the standard 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2.5-diphenyl tetrazolium bromide (Sigma), was chosen to evaluate
the effect of modified albumin samples (20 LM or 80 UM) on cell prolif-
eration [30]. This assay is based on the cleavage of yellow tetrazolium
salt MTT into purple formazan by metabolically active cells, which can
be photometrically quantified. An increase in the number of living
cells results in an increase in total metabolic activity, which leads to a
higher color formation. After overnight of cell incubations in the
presence of different reagents (treatment with H,O, (500 UM) or/and
modified albumin samples (20 UM or 80 LM)), 20 W of the MTT dye
(5 mg/ml) was added into each well followed by 4 h of incubation.
After discarding the media, 200 W of DMSO was added into each well
and plates were agitated in the dark for 30 min to solubilize dark blue
formazan crystals. The plates were read using a microplate reader at a
wavelength of 595 nm. The negative control well (medium alone with
no cell and no reagent) was used for zeroing absorbance.

2.10. Hematoxylin—eosin staining

SW 872 cells were seeded on glass cover slips in 4 well plates and
treated with 80 UM of HSA samples (control cells were untreated). After
24 h of treatment, cells were fixed in p-formaldhyde 4%at room temper-
ature for 20 min and stained with hematoxylin solution (Vector®). Cells
were washed 10 times in 2%glacial acetic solution, rinsed with water and

stained by incubation with eosin solution for 7 min. Cells were imaged
using a Nikon eclipse microscope and NIS-Element software (Nikon).

2.11. Determination and quantification of intracellular ROS levels

After 24 h oftreatment, cells were washed twice with PBS, and incu-
bated with 10 UM dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA) at 37 °C. After
30 min, cells were washed once with PBS, and the fluorescence intensi-
ty of the oxidized form of DCF was measured in a microplate-reader at
492 nm (excitation) and 520 nm (emission). Fluorescence values
were calculated after background subtraction (using identical condi-
tions without DCF). Intracellular generation of ROS was also evaluated
by fluorescence microscopy in precultured SW872 cells on glass cover
slips incubated with 10 pM of DCF-DA at 37 °Cfor 1 h following by a
stimulation with 80 UM of HSA samples (HSA-NDgy and HSA-NDy60)
for 20 min.

2.12. NFKB and AP-1 activation

RAW-Blue™ cells (invivogen, France) have been stably transfected
RAW 264.7 macrophages with a construct in which NF-kB and AP1
activations lead to the secretion of secreted embryonic alkaline
phosphatase (SEAP). RAW-Blue™ cells were maintained in DMEM
supplemented with FBS 10%and 100 mg/mlZeocin in a 5%CO, incuba-
tor. RAW-Blue ™cells previously platted in 96-well plate (100,000 cells/
well) were exposed to normal culture medium (FBS 1% or treated with
LIPS (1 pg/ml) or/and modified albumin samples (20 UM or 80 UM) at
37 °Cin a 5% CO, incubator for 24 h. After incubation, 1-1073 M of
p-nitrophenyl-phosphate (PNPP) (dissolved in 0.1 M glycine buffer
containing 1 mM MgCl,, | mM ZnCl,, pH 10.4) was added to 40 Ml of
each supernatant at 37 °Cfor 120 min.

PNPP+ H,O in the presence of SEAP are converted to para-
nitrophenol (PNP)+ Phosphate. PNP is yellow in alkaline medium
and assayed to determine SEAP levels using a spectrophotometer at
460 nm.

2.13. Quantification of RAGE expression by real time q-PCR

After treatment, total RNA was extracted from cell cultures using
Trizol reagent (Invitrogen). 6 g of RNA was reversed transcripted
to cDNA using Random primers (Sigma) and Moloney Murine Leuke-
mia Virus (MMLYV, Invitrogen). The cDNA was amplified by PCR on an
ABI PRISM 7000 thermal cycler (Applied Biosystems, France) using
the SYBR green master-mix (Eurogentec, Belgium) and specific
human RAGE primers purchased from Eurogentec. Each PCR cycle
was conducted for 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C. RNA amounts
were calculated with relative standard curves for each mRNA of inter-
est and 18S ribosomal RNA (rRNA) gene as reference. Normalization
to 18S was conducted to account for variability in quality and concen-
tration of total RNA, and RT efficiency. The results were analyzed
using ABI Prism 7000 SDS software. The primer sequences used
were as follows:

18S
Forward primer: 5'-CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT-3'
Reverse primer: 5’-CATTCTTGGCAAATGCTTTC-3"
RAGE
Forward primer: 5'-GCCAGAAGGTGGAGCAGTAG-3’
Reverse primer: 3’-CCAGTGGATTTGAGGAGAGG-5’

2.14. Flow cytometry analysis
Cells were cultured in 6-wells plate at a density of 3- 10° cells/well

with 20 UM of glycated albumin samples or with PBS for 6 h in
DMEM/FBS 1% Cells were then washed with PBS, detached and
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incubated with blocking buffer (PBS/BSA 1% for 30 min, followed by an
incubation with rabbit anti-RAGE polyclonal antibody (1: 200 dilution
in PBS/BSA 1% for 1 h and an incubation with PE-conjugated secondary
IgG (Molecular Probes) for 30 min. After a last wash, SW872 cells were
analyzed by flow cytometry using FACScan flow cytometer (Becton
Dickinson). Cells were gated for analysis based on light-scattering prop-
erties and fluorescence intensity (FI2) was assayed after counting
10,000 events. The results were expressed as the median fluorescence
of labeled cells with respect to the signal obtained for control (SW872
cells incubated with PBS).

2.15. Secreted interleukin-6 quantification

The proinflammatory cytokine interleukin-6 (IL-6) secreted in
SW872 media after 24 h oftreatment with LPS (1 Ug/m]l) in the presence
of modified albumin samples (20 UM) was quantified using a Human
IL-6 ELISA Kit (eBioscience).

2.16. Statistical analysis

Data were expressed as the means+ standard deviation (SD) from
aminimum of three experiments. Statistical significances were deter-
mined using one-way ANOVA (followed by a student's test) for mul-
tiple comparisons, with a P value of less than 0.05 required for
significance.

3. Results

This study was conducted on three albumin preparations reflecting
different in vitro glycation models and compared with albumin purified
from diabetic or control subjects. Two of our in vitro glycation
preparations constitute common glycated albumin models and use
suprapathological concentrations of glucose (100 mM) or methylglyoxal
(10 mM). The third model, which uses a pathological concentration of
glucose (25 mM), is more typical of diabetic albumin. The carbonyl
levels, free amino and thiol groups and fructosamine contents in the dif-
ferent preparations of albumin are reported in Table 1.

Significant modifications were measured especially in albumin
glycated with supraphysiological concentrations of glucose, with
MGO and also (at a lower extent) in albumin purified from diabetics
in comparison with native albumin.

Similarly, enhanced REM and aggregation of high molecular bands
were observed on native PAGE gel for albumin glycated with
supraphysiological concentrations of glucose, with MGO and, at a
lower extent, in albumin puriﬁed from diabetics in comparison with
native albumin (Fig. S1 see supplementary data).

Fluorescence study was performed in order to monitor the formation
of glycophore and the quenching of tryptophan fluorescence in albumin
preparations (Fig. 1). As evident in Fig. 1a, the fluorescence spectra re-
vealed that in vitro modified HSA (HSA-NDg,5 and HSA-NDy;go) under-
go a decrease in the tryptophan fluorescence emission around 340 nm

Table 1
Oxidative parameters in the different albumin preparations.
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(shifted up to 430 nm for HSA-NDy;6o) . This could be attributed to alter-
ation in albumin conformation following glucose- or methylglyoxal-
induced glycation. Concerning diabetic albumin, no quenching of
fluorescence is observed. AGE fluorescence in our samples is reported
in Fig. 1b. For HSA-NDg,s and HSA-D, an increased in glycophore fluo-
rescence is observed at 450 nm, while a shift of the maximum is evident
for HSA-NDyigo which exhibits two major fluorescence emissions at
392 nm and 513 nm. These data attested the increase of AGE level for
in vitro and in vivo glycated albumins as indicated in Table 1.

Average molecular weights of main HSA samples (HSA-NDg,
HSA-NDgy5, HSA-NDygo and HSA-D) were assessed by ESI/MS
(Table 2 and Fig. S2). As expected, in vitro glycation of albumin with glu-
cose or methylglyoxal induces an increased in average molecular weight
of HSA. In comparison with molecular mass of native albumin
(66,567 Da), HSA-NDg,5 and HSA-NDygo exhibit the most abundant
species molecular mass at respectively 66,734 Da (+ 167) and
66,733 Da (+ 166), corresponding to albumin attachment with about
one glucose unit (162 Da for glucose) and three methylglyoxal units
(54 Da for MGO). With an average molecular weight of 66,623 Da, the
most abundant species for diabetic HSAwas increased to approximately
56 Da. Moreover, in vitro and in vivo glycated albumins present many
very high molecular mass species (above 67,000 Da) corresponding to
highly modified albumin forms (Fig. S2 see supplementary data).

The antioxidant properties of these glycated HSA samples were first
investigated using two non cellular assays. One test is based on the in-
trinsic capacity of albumin to protect erythrocytes
radical-induced hemolysis. Results reported in Fig. 2a show a higher he-
molysis half-time (HTso) for unmodified HSA (vs. PBS control), which
attests of the antioxidant capacity exerted by native albumin in this
test. This protected action of native HSA is partially (—64% pb0.05
for HSA-NDg;oo) or totally (—100% pb0.001 for HSA-NDygo) lost
when the protein was in vitro glycoxidized. A marked and significant
decrease (—87% pb0.001) in albumin antiradical properties were ob-
served for the protein purified from diabetics (HSA-D). The second
non cellular test named ORAC showed rather a strengthening of albu-
min antioxidant properties with glycoxidation modifications (Fig. 2b).
Enhanced ORAC values are about 50% for HSA-NDyigo (+ 49.7%
pb0.001) and around 15%for diabetic HSA (+ 15.6% pb0.001) when
compared with native HSA. Secondly, actions of our different glycated
HSA samples were investigated on cellular systems constituted by adi-
pocytes and macrophages. The MTT assay method enables evaluation
of cell proliferation by quantification of relative cellular metabolic
activity.

We choose two types of cell types present in the adipose tissue
exerting a determinant role in inflammation associated to diabetes/
obesity disorders: adipocytes (SW872 cells line) and macrophages
(RAW cell line) [14,31,32]. As observed in Fig. 3, both cellular models
display different biological responses when stimulated with HSA
samples. If a protective role albumin is noticed in adipocyte model,
this property is not evidenced in macrophages. SW872 and RAW
cells showed significant lower metabolic activity when incubated in

from free

Methods Carbonyl rate increase Free amino groups/HSA Ketoamine/HSA Thiols/HSA Glycophore fluorescence increase
(%control) (mol/mol) (mol/mol) (mol/mol) (%control)

HSA-NDgo 100.0£ 7.3 133+ 098 1.11+ 012 0.609+ 0.013 100

HSA-NDg5 111 4+ 10.8 124+ 083 5.07+ 0.35%%* 0.333% 0.067** 249

HSA-NDG100 2248+ 139 104+ 0.20%* 124+ 1.88%%* 0.286% 0.011%F*

HSA-NDMGO 4556+ 69.6 5.10+ 0.54%%* 9.25+ 1.46%F* 0250+ 0.026 205 &203

HSA-DGO 95.6+ 3.9%* 104+ 0.80% 2.13+ 0.58* 0307+ 0.012%F* 259

1) Percentage carbonyl rate as assessed by the ELISA carbonyl assay; 2) primary amino group contents in proteins by the TNBS assay; 3) ketoamine levels obtained with the NBT
assay; 4) free thiol group content as assessed by Ellman's method; and 5) increase of AGE level obtained by maximum glycophore fluorescence emission at excitation wavelength of
355 nm. All data are expressed as means+ SD from three independent experiments. *Effect of glycation or diabetes on purified HSA (vs. HSA-NDg).

* pb0.001, ™ pb0.01, * pb0.05.



3536 J. Baraka-Vidot et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1830 (2013) 3532-3541

V)

7501

500 1

2501

Fluorescence emission (a.u)

300 350 400 450 500

Wavelength (nm)

o

200

150

sk

Q

o
L

Fluorescence emission (a.u)
(93}
o
:

0

370 395 420 445 470 495 520 545 570 595
Wavelength (nm)

Fig. 1. a) Fluorescence spectra of tryptophan (270 nm excitation wavelength);
b) Glycophore emission fluorescence spectra (370 nm excitation wavelength)
for HSA-NDgo (=—), HSA-NDgys5 ("), HSA-NDygo (— — —) and HSA-D (—).
Fluorescence spectra of all samples are shown after data normalization
according to tryptophan maximal absorption.

the presence of 80 UM diabetic albumin in comparison with cells in-
cubated with native albumin (Fig. 3a and b). As shown in Fig. 4,
MTT assay indicated also the protective role exerted by native HSA
for preventing partially cellular death in the presence of H,O,
(250 UM or 500 UM) in both cell lines. If this beneficial role is partially
lost upon in vitro glycoxidation, it was not significantly modified for
diabetic albumin (vs native albumin) in adipocyte cells (Fig. 4b). In
macrophagic cells, the protective role of albumin is altered for
HSA-NDygo and for HSA-D, as well (Fig 4a).

SW872 cell morphology appears modified when incubated in the
presence of glycoxidized albumin. HSA-NDyigo or HSA-D adipocytes
lose their typical fibroblastic morphology (observed with HSA-NDg)
and exhibit a more round shape (Fig. 4c).

Table 2
ESI mass analysis of in vitro and in vivo HSA.

HSA-NDGO HSA-NDG25 HSA-NDMGO HSA-D

Number of components 6 13 16 9
Molecular mass of major
components (Da)

A 66,567 66,734 66,733 66,623
B 66,756 66,910 66,626 67,901
C 66,453 67,007 66,570 66,557
Average molecular mass (Da) 66,679 66,905 68,065 66,751

Average molecular mass (Da) ofthe different preparations of HSAwas obtained by ES/MS.
Number of component with the molecular masses (Da) was determined for each sample.
Average molecular mass determination takes into account all the components and their
respective abundances.
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Fig. 2. Differential effect of glycated albumin in two in vitro free radical-scavenging activity
tests. a) Effect of in vitro or in vivo glycoxidation on antiradical properties of albumin was
assessed by the free radical-mediated blood hemolysis test. Histograms represent half-time
hemolysis (HTsy in min) expressed as means+ sd (n= 3). b) Antioxidant properties of
glycoxidized albumin were assessed using the ORAC test. Histograms represent ORAC values
expressed as means+ sd (n= 6).

To assess the effect of glycated albumin in intracellular free radical
generation, we measured dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA)
fluorescence in adipocyte cells treated with 20 UM native or glycated
HSA. As shown in Fig. 5a,under normal conditions (with 20 UM of na-
tive HSA), SW 872 and RAW 264.7 cells exhibited lower ROS levels
than control cells (PBS). Treatment with 20 UM of glycoxidized albu-
min for 24 h significantly increased intracellular ROS levels, this was
particularly observed in adipocytes treated with HSA-NDgo0
(+ 7.2% pb0.05 vs. HSA-NDg() and with HSA-D (+ 8.1% pb0.05 vs.
HSA-NDgo). This intracellular ROS increase in SW 872 incubated
with 80 UM of HSA-NDygo was also observed by fluorescence micros-
copy (Fig. 5¢). Similar increase in intracellular ROS formation is ob-
served in macrophages treated with in vitro glycated HSA and
HSA-D (+ 18.2% pb0.05 vs. HSA-NDg) (Fig. 5b).

Because glycated HSA samples stimulate intracellular ROS produc-
tion, NF-KB activation was measured in the RAW-Blue™ cell line.
RAW -Blue ™ cells are derived from RAW 264.7 macrophages with chro-
mosomal integration of a secreted embryonic alkaline phosphatase
(SEAP) reporter construct inducible by NF-KB and AP-1. As shown in
Fig. 6, cell incubation in the presence of 20 UM or 80 UM glycated albu-
mins or [PS (1 pg/ml) significantly induced NF-KB activation. The most
significant enhancements in NE-KB activation were measured in cells
treated with albumin glycated with 100 mM of glucose and also with al-
bumin purified from diabetics.

The impact of glycoxidation on albumin anti-inflammatory properties
was also evaluated in IPS-treated cells through the SEAP assay. As shown
in Fig. 7, NF-KB activation induced by IPS was significantly reduced in
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Fig. 3. Albumin from diabetics impaired cellular viability and morphology. The relative viability (% of cells (vs. control PBS) incubated 24 h with 20 pM or 80 UM of HSA-ND,
HSA-AGEs or HSA-D was determined by MTT assay. a) in RAW 264.7 macrophage cells; b) in SW 872 adipocyte cells; ¢) H&E staining of a 70%confluence culture of SW 872 incu-

bated with 80 UM of HSA-ND, HSA-NDygo or HSA-D. Scale bars correspond to 20 pm.
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RAW -Blue™cells incubated with 20 pM of native albumin (-24%pb0.05
vs. IPS control), evidencing the protective anti-inflammatory property of
the protein. As previously observed in the red blood hemolysis test, this
protective effect is progressively lost after in vitro albumin glycation. In
our experimental conditions (20 UM HSA) albumin purified from dia-
betics do not show significant modification on [PS-induced NR<B induc-
tion. But both in vitro glycated albumin and albumin purified from
diabetics exert significant enhancement in [PS-induced IL-6 secretions
by cells (Fig. 8).

The previous datarevealed an inflammatory effect of glycated HSA
involving NFKB transcription factor. The possible role of RAGE in in-
flammatory response of SW 872 upon derived HSA-AGE stimulation
was investigated through its gene expression by real time PCR and
its cell surface protein expression by flow cytometry.

As shown in Fig. 9a, RAGE gene expression is significantly enhanced
in adipocytes incubated with diabetic albumin (+ 193%vs. HSA-NDg,
pb0.05). To our knowledge, RAGE expression at the surface of
liposarcoma SW872 cells has never been reported before.

Regarding RAGE protein expression determined by FACS, typical
dot-plot graphs for different modified-HSA treated SW 872 cells and
corresponding median RAGE fluorescence values are reported in
Fig. 9b and c, respectively. If after 24 h treatment in the presence of
HSA-NDg;s, the percentage of cells which expressed RAGE did not
vary significantly compared to native albumin condition, the corre-
sponding overall events exhibit a significant higher median fluores-
cence value (+ 20%vs. HSA-NDgy, pb0.05). In contrast, the majority
of SW 872 treated with HSA-NDy;go bound RAGE antibody on their
surface thereby attesting a high expression of this receptor in this
condition. This elevated expression is confirmed by the correspond-
ing median fluorescence value which is 4-times higher in comparison
with other albumin conditions (Fig. 9¢).

4. Discussions

Albumin is the major antioxidant and the most abundant protein
in the circulatory system (for comprehensible reviews on albumin
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structure—function relationships: [3,4]). The high lysine and arginine
residue contents in albumin primary structure make the protein a
high potential target for glycoxidation. Most studies have rather
focused on the biological impact of albumin derived AGE than the
glycation effect on the intrinsic antioxidant or anti-inflammatory

properties of the plasmatic protein. This study was undertaken to

500-
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Fig. 6. Albumin from diabetics enhanced NF<B activation. NF<B activation was deter-
mined in RAW-Blue cells after 24 h of incubation with 20 UM or 80 UM of HSA-ND,
HSA-AGEs or HSA-D. Data are presented as % control (PBS) and are expressed as
meanz sd (n= 3).

investigate and discuss the potential impairment of antioxidant prop-
erties of human albumin after in vitro and in vivo glycation.
Previous results, just based on the red blood hemolysis test have
reported a strengthening of radical trapping capacities in bovine
serum albumin glycated with glucose [8,14,18] whereas an impairment
of these properties was noticed upon aggregation process [33]. In the
present study using the same assay, suprapathological conditions of glu-
cose or methylglyoxal induce the lost of albumin antioxidant properties,
which could be partially relied to the aggregative state induced by the
protein glycation process. Faure et al. have already reported deleterious
effects of methylglyoxal on bovine albumin [34]. This impairment is also
associated with the redox state of the only one reduced cystein (Cys-34)
which is prone to oxidation upon glycation process and is able to scav-
enge hydroxylradicals [35]. If in vivo diabetic albumin is similarly affect-
ed, its equivalent in vitro model has rather a more marked antiradical
property. Conclusion arising from this first set of data is that the red he-
molysis test is not sufficient to assess the overall antioxidant action of
the protein. The oxygen radical antioxidant capacity (ORAC) method,
which is considered as a standard tool in the measurement of antioxi-
dant activity in nutraceutical, pharmaceutical, and food areas [29],
gives contrary results. According to the data obtained by this method,
glycation process influences positively the antioxidant activity of albu-
min, for in vitro and in vivo models, as well. These conflicting results
obtained by these methods based also on the free radical theory
suggested that the scavenging properties of albumin depend not only
on the redox status of Cys-34, but also on the structural conformation
of the protein. The conformational structure of glycated HSA revealed
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Fig. 7. Impaired anti-inflammatory activity of albumin after glycation. NF<B activation
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of HSA-ND, HSA-AGEs or HSA-D. Data is presented as %control (with only LPS) and are
expressed as mean# sd (n= 3).

specific amino acids, previously buried in native conformation, which
can improve the free radicals trapping capacity of the protein as assayed
in ORACtest. However, the antagonist results showed by ORACmethod
seem to be in accordance with previous studies which have reported an
involvement of Maillard products in the increase in antioxidant activity
in many food systems [36-38]. Nevertheless, the paradoxal results
raised the question of the clinical relevance of the ORAC method. It is
necessary to perform cellular assays, such as viability test to get more in-
formation on how antioxidant activity of albumin is impacted.
Through MTT assay, it is well established that albumin contributes
to the metabolic activity of SW872 cells deprived of SVF and also pro-
tects against H,O, deleterious effect. This enhanced metabolic activity
observed for some glycated models, should not be considered as a
protective action of glycated albumin. Indeed, the MTT assay also
evidenced a lost of protective effect of albumin upon in vitro
glycation. The oxidative stress induced by some glycated albumin
samples which trigger the cellular metabolic activity could explain
this increase of cell viability. This hypothesis is comforted by the si-
multaneous intracellular oxidative stress and metabolic activity en-
hancements observed in cells incubated in the presence of HSAg;¢o-
Several studies have reported that glycated products are related to
the increase of systemic levels of inflammatory mediators such as
TNF-otor IL-6 [39.,40]. The inflammatory response of these cytokines me-
diated through the activation of the transcription factors NF-KB and
AP-1, support the clinical relevance of the involvement of AGE in many
pathological processes. Here, the SEAP activity induced in RAW -Blue™
cells clearly show that albumin can prevent from NF-KB activation
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Fig. 8. Albumin from diabetics enhanced IL6 secretion by adipocytes. IL6 secretion was
measured in SW872 cells after 24 h incubation with IPS (1 pg/ml) plus 20 UM of
HSA-ND, HSA-AGEs or HSA-D. Data is presented as %control (with only IPS) and are
expressed as mean= sd (n= 3).

induced by IPS and this protective role seems to be affected upon
glycation. On one hand, supraphysiological glycation models and diabet-
ic albumin could induced an activation of NF-KB quite similar to LPS, on
the other hand and contrary to native albumin, these same in vitro
models could not hold down the inflammation induced by IPS. These
data are in accordance with the increased intracellular oxidative stress
observed previously and support the idea that albumin AGE could
upregulate cellular inflammation through the ROS pathway and the acti-
vation of NF-KB and AP-1 [41]. It is important to notice that in vivo dia-
betic albumin is the only glycation model which does not exhibit
paradoxal results. Indeed, with the lowest antioxidant activities deter-
mined by red blood cells and ORACtests, in vivo glycation of HSAinduces
a decrease of cell viability associated with an increase of oxidative stress
and a NF-KB activation. Such deleterious impairments in albumin impor-
tant functions after in vivo glycation, emphasizes the importance of in
vivo model of glycation in studies related to diabetes pathology. Indeed,
most of the available in vitro studies on the biological effects of glycated
albumin on cellular physiology were performed with in vitro AGE
models, which do not reflect the physiopathology of a hyperglycemic sit-
uation. In order to obtain significant cellular responses, glycated albumin
models have been obtained by incubating albumin with an excessive
amount of glucose (up to 1 M) beyond the physiological (5 mM) and
pathological (25 mM) concentrations, which can be encountered in a
normal subject or diabetic patients, respectively. For instance, Stolzing
et al. focused on the ability of microglial cells to degrade extracellular
AGE modified albumin prepared with 1 M of glucose [42]. In addition,
the majority of the literature in this area reports the use of bovine
serum albumin instead of the human form in an in vitro model of
glycation. Arecent comparative study reported the differential biological
responses of monocyte cell lines treated with in vitro glycation models
derived from both BSA and HSA [14]. In that particular study, glycated
BSA appeared to enhance proteolytic activities in THP-1 cells, whereas
glycated HSA induced an inhibition of these proteosomal activities.

Many studies dealing on cell activation by RAGE have employed al-
bumin highly modified by AGEs (30-40 modified groups per protein).
Proteins modified so highly are rarely found in tissues and body fluids
in vivo [43].

In the present study, impaired anti-oxidant and anti-inflammatory
properties were observed in albumin purified from diabetics in two dif-
ferent cellular models: adipocyte (SW872) and monocyte (RAW) cell
lines. RAGE expression at the surface of liposarcoma SW872 cells has
never been reported before. Here and for the first time, an enhanced ex-
pression of RAGEreceptor was evidenced in both SW872 and RAW cells
incubated with albumin purified from diabetics in comparison with
cells treated with the protein purified from controls.

In conclusion, our results clearly highlight strong differences be-
tween in vitro and in vivo models of glycated HSA evidenced by the dif-
ferential impact of glycation in the antioxidant and anti-inflammatory
properties of albumin. Importantly and for the first time very detrimen-
tal effects were evidenced for the in vivo glycated form of albumin con-
tributing to the concept that oxidized form of the protein may act as a
biomarker of oxidative stress in diabetes. Further studies are highly
warranted to reach a better understanding of the impact of in vivo oxi-
dative modification on albumin properties.
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SUPPLEMENTARY DATA

Compounds Non diabetic Diabetic
(ND) (D)
N (females) 14 (7) 39 (16)
Age 33 + 9 51.5 + 20.1°
HbA1c (%) 55 + 0.4 11.0 + 1.97
Fructosamines (ng/mL) 218.3 + 10.9 390.0 + 131.5"
Creatinin (umol/L) 89.8 + 12.3 88.0 £ 16.2
Albumin (g/L) 46.4 + 2.6 38.8 + 5.5
Total protein (g/L) 73.8 £ 4.0 67.7 + 7.7
CRP (mg/L) 26 + 25 7.0 + 8.0
Cholesterol (mmol/L) 46 + 0.7 45 + 1.3
Triglycerides (g/L) 09 £ 04 16+ 1.0

Table S1: Clinical and biochemical characteristics of diabetic and non-diabetic patients

and plasma samples.



Figure S1: Characterization of purified (HSA-ND and HSA-D) modified albumin by native
PAGE electrophoresis (12%)

Relative Electrophoretic Migration (REM) of modified human albumin after glycoxidation were
analyzed by native Polyacrylamide Gel (12 % of acrylamide) and stained by Coomassie blue

according to Laemmli’s method [6].



Figure S2: Mass spectroscopy analysis of native, in vitro and in vivo glycoxidized HSA.
Mass spectra was obtained by electrospray ionisation mass spectrometry (ESI/MS) and a
deconvolution was performed in order to obtain molecular mass of albumin species (m/z). a)
HSA-NDgg; b) HSA-NDgss; ¢) HSA-NDygo; HSA-D.
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2.3. Discussion

Au cours de cette étude portant sur des lignées RAW-blue de macrophages de souris et sur
des lignées SW872 de liposarcome humain (adipocytes), nous avons pu mettre en évidence
plusieurs effets d’intérét de I’'alboumine modifiée in vivo provenant de patients diabétique de

type 2.

Premiérement la perte de la capacité antioxydante de l'albumine au cours du diabéte
montrée précédemment a partir d’'un test d’hémolyse induite de globules rouges a pu
également étre mise en évidence® a partir de test de viabilité sur des macrophages en
présence d’'une source de ROS. Ces observations confirment bien que les modifications
glycoxydatives de I'albumine au cours du diabéte ont un impact sur sa structure et sur ses

propriétés fonctionnelles, se traduisant par des effetsindirects sur des cultures cellulaires en

présence d’un stress oxydant.

Ce qui est intéressant dans cette étude, est que nous avons pu montrer des effets directs de
I'albumine modifiée au cours du diabéte sur des macrophages et des adipocytes. En effet, en
présence d’albumine purifiée de patients diabétiques nous avons pu montrer sur ces cellules
alafois:

e Une augmentation de la concentration intracellulaire de ROS

e Une activation du NF-xB, facteur de transcription pro-inflammatoire

e Une baisse de I'activation du NF-kB en présence de LPSsur les macrophages

e Une augmentation de sécrétion d’IL-6 en présence de LPSsur les adipocytes

e Une activation de la synthése (MRBNA) et une augmentation de I’expression du

récepteur RAGE a la surface des adipocytes

Ces propriétés prooxydantes et inflammatoires de [I'albumine extraite de patients
diabétiques sur les adipocytes et les macrophages nous montrent bien que certaines formes
modifiées de I'albumine au cours du diabéte présentent un effet direct sur ces cellules et
gu’elles peuvent donc étre directement impliquées dans les processus physiopathologiques

pouvant mener a l’athérosclérose et aux complications vasculaires du diabéte.
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Il est a noter que ces observations se distinguent de celles obtenues a partir d’albumine
purifiée de patients non diabétiques mais aussi de formes glyquées in vitro simulant les

conditions physiopathologiques du diabéte (glucose 25 mM).

Nous confirmons la encore que les mécanismes de glycation et d’oxydation de I'albumine in
vivo au cours du diabete sont nombreux et complexe et qu’il est donc plus pertinent de
travailler a partir de modeles d’albumine extraites et purifiées de patient diabétique pour en

mesurer les modifications structurales et fonctionnelles.

2.4. Conclusion

Au cours du diabete, les formes modifiées d’albumine par des mécanismes glycoxydatifs
présentent de nombreux effets délétéres: pertes de capacité antioxydante et anti-
inflammatoire, effets intracellulaire prooxydant et pro-inflammatoire, activation de

I’expression du récepteur RAGE.

Ces effets observés sur des macrophages montrent que ces formes modifiées ont un role
probable dans les mécanismes menant a [I'athérosclérose et aux complications
cardiovasculaires du diabete. La recherche d’effets similaires sur des modeles cellules
endothéliales présenterait un intérét indéniable. Nous pourrions ainsi évaluer si ces formes
modifiées d’albumine circulante sont impliquées dans les mécanismes menant a la
dysfonction endothéliale et relier ainsi les mécanismes glycoxydatifs aux complications du
diabéete. De telles études sont actuellement en cours au laboratoire GEICO a partir d’un

modéle de barriére hémato-encéphalique (BHE).

Compte tenu de leur implication dans les mécanismes physiopathologique menant a
I’athérosclérose, les formes modifiées d’albumine peuvent donc constituer des
biomarqueursd’intérét, venant en complément des facteurs de risque habituellement suivis,
dans le dépistage ou I’évaluation des atteintes vasculaires au cours du diabéte. En effet, ces
formes modifiées d’albumine, incluant certainement des formes AGEs, sont le reflet a la fois
de la glycation mais aussi du fort stress oxydant circulant retrouvés au cours du diabéte de

type 2 et pourraient donc se distinguer de biomarqueurs usuels de glycation tel que ’'HBA1c.
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Nous avons donc cherché, dans une derniére partie de ce travail a évaluer l'intérét des
formes modifiées de 'albumine en tant que biomarqueur potentiel des atteintes vasculaires
du diabete, a travers une étude clinique descriptive sur des sujets diabétiques de type 2

fortement déséquilibrés (HbA1c > 7,5%).
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3. ETUDE PILOTE D’ASSOCIATION DES FORMES MODIFIEES DE
L’ALBUMINE (AGES, GA ET IMA) AUX ATTEINTES VASCULAIRES
DES PATIENTS DIABETIQUES : ERMIES-ALBOX

3.1. Etat actuel des connaissances

3.1.1. Les complications vasculaires du diabéte de type 2

Le diabete de type 2 est une maladie métabolique chronique en pleine expansion liée a I’age
et a I'évolution des modes de vie: sédentarité et apports énergétiques inadaptés. La
prévalence du diabéte de type 2 traité est particulierement forte a La Réunion puisqu’elle
touche prés de 20% de la population de plus de 30 ans'®”’.

La mortalité des diabétiques est principalement due aux complications vasculaires
rencontrées dans le diabéte de type 2 qui associent la microangiopathie diabétique
106(rétinopathie, néphropathie et pied diabétique) et la macroangiopathie diabétique
(athérosclérose, syndromes coronariens, AVC,..). En effet, le risque d’atteinte vasculaire est
fortement augmenté et les complications cardiovasculaires associées (AVC, IM) sont

responsables de 80% des décés des personnes diabétiques.

3.1.2. Prévention des complications vasculaires du diabéte

Le suivi médical et la prise en charge du diabétique de type 2 se focalisent essentiellement
sur un bon contréle de la glycémie vérifié au moyen de marqueurs usuels de glycation, ainsi
que sur la prise en charge des facteurs de risque habituellement associés: surpoids,
dyslipidémie, HTA, tabagisme. L'hyperglycémie chronique, traduite par une élévation
significative de I'HbA1c supérieure ou égale a 7,5% est couramment utilisée comme
marqueur prédictif des atteintes vasculaires des patients diabétiques, cependant prés de
25% des patients présentant une atteinte vasculaire ne sont identifiés par ce marqueur en

. . . ... 1,107
association ou non aux facteurs de risques conventionnels suscités 0 .
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Il existe donc aujourd’hui un réel besoin d’identifier d’autres marqueurs précoces associés a
un risque accru de l'atteinte vasculaire dans le diabéte. Lutilisation de marqueurs
directement impliqués dans les mécanismes physiopathologiques des atteintes vasculaires
dans le diabéte qui pourraient par la suite constituer des cibles pharmacologiques d’intérét

X s s e 11
est a privilégier' .

3.1.3. Glycation des protéines et stress oxydatif dans le diabéte

Au cours du diabéte de type 2, I'hyperglycémie chronique ameéne a la formation de produits
de glycation tels I'hnémoglobine glyquée ou les fructosamines par la réaction de Maillard
dans un premier tempsGS. Il est également constaté une augmentation du stress oxydatif
dans la pathologie diabétique. Ce stress oxydatif transforme ces produits de glycation en
produits avancés de glycation (AGEs) dans un second temps par réarrangements oxydatifs
irréversibles. On parle communément de phénomene glycoxydation77. Il a été montré in
vitro que les phénomeénes de glycation et d'oxydation sont a l'origine de modifications
structurales et fonctionnelles des protéines dans le diabéte et plus particulierement de

9899 | es différentes

I'albumine qui est la protéine circulante la plus abondante du plasma
formes d'albumine glyquée — Glycated Albumin (GA) - ou oxydée — Ischemia Modified
Albumin®®"" (IMA) — sont reconnues aujourd'hui comme des biomarqueurs respectivement

109,110

de niveau de glycation et de I'équilibre glycémique (GA) et du niveau de stress oxydatif

du plasma dans le diabéte'"'"2.

Le stress oxydatif et les AGEs associés ont montré in vitro et in vivo une activité pro-
inflammatoire sur les macrophages et sur les cellules endothéliales, par activation de

113

récepteurs spécifiqgues aux AGEs: RAGE En plus, ils entrainent une inhibition de
I’angiogénese et des modifications épigénétiques « pro-inflammatoires » a long-terme, qui

persistent ala normalisation de la glycémie.

On considére donc aujourd’hui que le phénoméne de glycoxydation (glycation et
réarrangement oxydatifs irréversibles) conjointement au stress oxydatif (hyperproduction de
ROS) occupe une place centrale dans les mécanismes physiopathologiques des atteintes

vasculairesrencontrées notamment dansle diabéte de type 2.
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Une augmentation significative de I'IM A était observée chez les patients diabétiques de type
2" et plus récemment une étude a pu montrer une augmentation significative de I'lMA
chez les patients diabétiques de type 2 déséquilibrés (HbA1C >7,5%) souffrant
d’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMN)'"®. Mais si une augmentation
significative de I'lMA a pu étre montrée au cours d’atteintes vasculaires profondes et
irréversiblescomme I’AOMI, il n’en est pas de méme pour les autres complications micro- et
macrovasculaires du diabete pour un méme niveau de déséquilibre glycémique. Il apparait
nécessaire d’évaluer I'intérét du dosage de I'IMA dans le cadre d’atteintes vasculaires
prévalentes micro et macroangiopathique au sein d’une population de patients diabétiques

présentant un déséquilibre glycémique avéré.

Une augmentation des concentrations plasmatiques de marqueurs de glycoxydation et du
stress oxydatif pourrait étre associée a une augmentation du risque d’atteinte
vasculaire'™®,'%? et les marqueurs associés a la glycoxydation (AGEs) et au stress oxydatif
(IMA) pourraient représenter des biomarqueurs potentiels pour la prédiction du risque

y . . ,86,117
d’atteinte vasculaire®®""".

3.2. Objectifs de la recherche

L'objectif principal de ce projet de recherche est d’étudier I'association entre un
biomarqueur plasmatique du stress oxydatif, a savoir I'IMA (Ischemia Modified Albumin) et
toutes formes d’atteintes vasculaires du diabéte (microangiopathie, macroangiopathie)
versus aucune atteinte, dans une population de patients ayant un diabéte de type 2 mal

contrélé (HbA1¢c27,5%).
Les objectifs secondaires sont les suivants :
- Etudier I’expression de I'lMA (concentration plasmatique moyenne) en fonction du

niveau d’atteintes vasculaires (Critére composite a 4 catégories) :

o Patients sans aucune atteinte vasculaire (groupe témoin)
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o Patients avec microangipathie diabétique seule (rétinopathie et/ou,
néphropathie et/ou, neuropathie et/ou, Iésions du pied diabétique)

o Patients avec macroangiopathie diabétique seule (Syndrome coronarien aigu
SCA et/ou, Angor Stable et/ou, Infarctus du myocarde IM et/ou, Angioplastie
Coronaires et/ou, AOMI et/ou, Accidents vasculaires cérébraux AVC)

o Patients avec macroangiopathie diabétique et microangiopathie diabétique

(atteintes vasculaires combinées).

Comparer la valeur discriminante de I'IlMA & celle des biomarqueurs usuels de
glycation (HbA1c, fructosamine), pour [Iidentification des atteintes vasculaires

prévalentes du diabete.

Etudier I'association entre le dosage plasmatique des produits avancés de glycation

et les atteintes vasculaires du diabéte.

Etudier I'association entre le dosage plasmatique de I'albumine glyquée (GA) et les

atteintes vasculaires du diabéte.

Estimer les corrélations entre les concentrations plasmatiques des AGEs (marqueur
de glycoxydation), des marqueurs de glycation (HbA1c, fructosamines, GA) et le

dosage de I'IMA (marqueur du stress oxydatif).

3.3. Aspects Méthodologiques

3.3.1. Schéma de la recherche

Il s’agit d’'une étude transversale d’association, ancillaire de la cohorte expérimentale

ERMIES, réalisée a partir des données a I’entrée dans la cohorte (sérothéque / recueil) pour

les patientsinclus aladate du 10/04/2014.

Le protocole de recherche biomédicale ERMIES est un essai randomisé multicentrique

d’intervention éducative structurée ambulatoire dans le diabéte de type 2 insuffisamment

contr6lé a La Réunion. Ce protocole a fait I'objet d’un financement DGOS-PHRC inter-
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régional (campagne 2010). Cette étude et la collection biologique associée font I'objection

d’un référencement :

e Numéro ID_RCB:2011-A00046-35

e Numéro d’enregistrement dans Clinicaltrials.gov : NCT01425866

L'analyse statistique a visée exploratoire a porté sur des caractéristiques cliniques recueillies
en pré-inclusion ou en inclusion (événements vasculaires prévalents), ainsi que sur les
mesures biologiques pratiquées en inclusion d’ERMIES (HbA1c%, fructosamine, bilan

lipidique) ou issues de la sérotheque ERMIESau méme moment (biomarqueurs).

A ce jour, I'état d’avancement de la recherche ERMIES ne permet pas d’exploiter les
données du suivi diabétologique trimestriel (sur 2 ans) et ainsi d’approcher le caractere
pronostique des biomarqueurs d’intérét. La taille de I'étude correspond a I'ensemble des

patientsinclus dans ERMIESala date du 10/04/2014.

Les dosages de biomarqueurs issus de la sérothéque ERMIES ont été effectués a partir d’un
aliquot de sérum destiné au laboratoire de Biochimie du CHU La Réunion — Félix Guyon
(partenaire scientifique de I'étude ERMIES) a des fins de recherche conformément au

protocole de I'étude ERMIES : amendement n°2 version 2.2 du 03 Aout 2012.

3.3.2. Critéresd ‘éligibilité

3.3.2.1. Critéres d’inclusion (ERMIES) :
e Diabéte de type 2, défini suivant les criteresde 'OM S
e HbA1c2>7,5%depuis 3 moisou plus
e Patients dgésde plusde 18 ans
e Traités par ADO et/ou analogues de la GLP-1 et/ou insulinothérapie depuis au moins
1an
e Schémathérapeutique stable depuis au moins 3 mois

e Résidant a La Réunion
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e Affilié aun régime de sécurité sociale
e Ayant signé un consentement de participation de I'étude

e Période d’inclusion : octobre 2011 — avril 2014

3.3.2.2. Critéres de non inclusion (ERMIES) :
e Traitement en cours ou programmé susceptible d’influer sur le contréle glycémique
e Hospitalisation en cours ou récente (<3 mois) en lien avec le diabéte
e Complication évolutive sévere : rétinopathie ischémique ou proliférative, insuffisance
rénale chronique, insuffisance coronarienne évolutive, Iésion du pied diabétique
e (Grossesse en cours
e (Cancer évolutif

e Participation concomitante a un essai thérapeutique

3.3.3. Criteresd’évaluations

3.3.3.1. Exposition principale :
Dosage de I'albumine modifiée par I'ischémie (IMA : méthode colorimétrique — Albumin
Cobalt Binding Test)'%*%°
L'IMA est un marqueur du stress oxydatif qui n’est pas spécifique d’'un organe ou d’une
localisation particuliere. Un regroupement de complications est donc envisageable pour

améliorer la puissance statistique des analyses de données.

3.3.3.2. Expositions secondaires :
e Dosage des AGEs plasmatiques (méthode ELISA)
e Dosage de I'albumine glyquée GA (méthode ELISA)
e Dosage de 'albumine plasmatique (méthode colorimétrique)
e Dosage de I’'HbA1c et de la fructosamine
e Toute atteinte vasculaire (terminée ou en cours) relevée spécifiquement a I'inclusion

d’'ERMIES:
o Microangiopathies :

= |ésion du pied diabétique (terminées < a 1an)
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= Neéphropathie diabétique tous stades d’évolution (en cours
uniquement)
= Rétinopathie diabétique tous stades d’évolution
= Neuropathie diabétique hors AOMI (en cours uniquement)
o Macroangiopathies (en coursou terminéesil y amoinsd’une année) :
= Accident coronarien aigu
= Angor
= Coronaropathie ischémique silencieuse
= Pontage coronarien
= Angioplastie coronaire
= Accident ischémique cérébral

= AOMI

3.3.4. Méthodes analytiques

3.3.4.1. Dosage de I’'HbA1c et fructosamines

Le dosage de I'hémoglobine glyquée HbA1c est effectué a partir d’'un échantillon de sang
total prélevé sur tube EDTA (BD Vacutainer). La méthode de dosage utilisée est
I’électrophorése capillaire sur automate Capillarys Flex du laboratoire Sebia validée sur site
au laboratoire de Biochimie du CHU La Réunion — Hépital Félix Guyon. Les échantillons ont
tous été analysés dans les 48 heures suivant le prélevement et conservés 4°C en attente

d’analyse.

3.3.4.2. Analyses biochimiques

Les dosages des protéines plasmatiques totales, de I'albuminémie, de la CRP, du Cholestérol
Total, de la triglycéridémie, de I’'HDL-Cholestérol, du LDL-Cholestérol, de I’ApoA1, de I’ApoB
et des fructosamines ont été réalisés a partir de plasma prélevé sur tube EDTA (BD
Vacutainer). Ces analyses ont été réalisées dansles 6 heures suivant le préléevement sanguin,

échantillons conservés a température ambiante entre le prélevement et I'analyse.
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Le dosage de la glycémie a jeun a été réalisé a partir de plasma prélevé sur tube Fluorure
Oxalate (BD Vacutainer), analyse réalisée dans les 6 heures suivant le prélevement sanguin,

échantillons conservés a température ambiante entre le prélévement et 'analyse.

Le dosage de la microalbuminurie a été réalisé a partir d’échantillons urinaires prélevés par
miction sur flacon stérile. Les urines sont conservées a température ambiante jusqu’a

analyse biochimique dans les 6 heures suivant le prélévement.

Toutes les analyses biochimiques décrites ci-dessus ont été effectuées a partir de coffrets
réactifs Cobas Roche par méthode colorimétrique sur un automate Cobas C501 du
laboratoire RocheDiagnostic au laboratoire de Biochimie du CHU La Réunion — Hépital Félix

Guyon.

3.3.4.3. Dosage de 'IMA

Le dosage de 'lM A a été adapté pour le dosage en plaque 96 puits a partir de la méthode de
référence décrite précédemment par Bar-Or et al.”® Notre objectif a été d’améliorer la
reproductibilité de cette méthode par I'utilisation de pipettes multicanaux étalonnées et la
réalisation simultanée de 'ensemble des dosages tout en limitant la prise d’essai échantillon
(50ul pour un test en triplicata contre 200l pour un seul essai en méthode de référence) et
le volume d’essai final (200l contre 1,5ml en méthode de référence). Ces dosages ont été
réalisés a partir de plasmas de patients prélevés sur tube de sang EDTA décantés apres

centrifugation 10 min a 2000g et conservés a -80°C avant analyse.

Chaque échantillon a été dilué au Y2 dans du tampon PBS 1X (50ul de prise d’essai dans un
volume final de 200pl). Un volume de 20l d’échantillon est mélangé avec un excés de Co®*
15ul d’une solution de Co™ 2 0,1% préparée a partir de chlorure de cobalt anhydre (Acros
Organics). Un volume de 125ul de tampon PBS 1X est ajouté, puis le mélange est placé 15
min a 37°C sous agitation lente. A la fin de la premiére agitation, une premiére lecture
optique est effectuée a 470nm (Fluostar Optima, BM G LabTech) DO pour évaluer le bruit de

fond avant réaction colorimétrique. Aprés incubation, un volume de 20pl de DTT (DL-
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Dithiotreiltol, Sgma ref : D0632) a 1,5mg/ml est ajouté. La réaction colorimétrique formée
par le complexe DTT-Co®* est stoppée aprés 2 min par ajout de 20 ul de NaCl a 0,9M. Une

lecture optique D1 a 470nm est réalisée immédiatement aprés|’arrét de la réaction.

La valeur de I'IMA est exprimée en densité optique AD = D1-DO0. Elle représente la quantité
de Co®* résiduel non lié a I'alboumine. Chaque échantillon a été testé en triplicata a partir de

la dilution initiale. Les valeurs moyennes ont fait I'objet de I'analyse.

La valeur de I'lMA est directement proportionnelle a la quantité d’albumine modifiée par
meécanismes oxydatifs et inversement proportionnelle a la concentration plasmatique en
albumine, c’est pourquoi nous avons rapporté la valeur de I'IMA & celle de I'albumine dans

cette étude a partir de la formule suivante :

IMA/ALB (G/L) =AD/ (1/ (Alb (G/L)) = AD x (Alb) (G/L)

3.3.4.4. Dosage de I'albumine glyquée (GA) et AGEs

Les dosages de GA et d’AGEs ont été réalisés par méthode ELISA a partir de plasma de sang
prélevé sur tube EDTA conservés a -80°C. Les coffrets réactifs utilisés sont : Human AGEs
Elisa kit et Human GA Elisa kit (Sunred Bio). Les lectures optiques desréactions

colorimétriques ont été effectuées sur spectrofluorimétre Fluostar Optima (BGM LabTech).

3.3.5. Analyse statistique des données

L'analyse statistique des données a été réalisée au CIC de la Réunion, a I’'aide des logiciels

SASv9.2 ®et Statav10.0.®

La taille d’étude attendue (N = 75 patients) ne repose sur aucune hypothése et calcul de
nombre de sujets nécessaire, mais sur la disponibilité des données recueillies et saisies a la
date de point, a I'étape de I'inclusion dans I'’essai ERM IES. Ainsi, les analyses statistiques ont

réalisées selon une démarche exploratoire a la recherche d’associations privilégiées entre

139



biomarqueur IMA et événements cliniques prévalents d’intérét (objectif principal), ce qui
permettra d’argumenter la réalisation d’un protocole de recherche ad hoc (suivi de cohorte)

pour I'étude de la valeur pronostique de ce biomarqueur.

La population des patients diabétiques sélectionnés pour cette étude est décrite
(dénombrement, pourcentage, moyenne, écart-type, médiane et autres percentiles) : niveau
de glycation, niveau des biomarqueurs de glycoxydation et du stress oxydatif (étude de
distribution), ancienneté-durée du diabéte et complications micro et mascrovasculaires

(terminées ou en cours).

Les analyses comparatives (au seuil de risque a =5 %) entre groupes de complications font
appel aux tests non paramétriques sur séries indépendantes: test de Wilcoxon (2 groupes)
ou test de Kruskal-Wallis (> 2 groupes). L'évaluation de la capacité discriminante globale des
biomarqueurs candidats nécessitera un calcul d’aire sous la courbe ROC (AUC + 1C95%), ainsi
qgue le recours a un test non paramétrique de comparaison des AUC (module roccomp de
Stata v10.0). Enfin, I’étude de corrélation entre biomarqueurs est déterminée a I'aide du

coefficient de corrélation de Spearman.

Cette analyse statistique est unique et réalisée sur des données de pré-inclusion ou

d’inclusion d’un échantillon de patients recrutés de fagon consécutive dans I'essai

d’intervention ERMIESjusqu’a la date de point.
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3.4. Résultats

3.4.1 Description générale de la population observée

L'ensemble des données clinico-biologiques de I'échantillon de patients diabétiques de type

2 issus de I’étude ERM IES observés dans cette étude figure dans le tableau n°1.

75 patients d’age moyen 59 ans ont été observés (53 femmes pour 22 hommes). La grande
majorité des patients présente au minimum un surpoids (IMC = 30 +/- 6). En accord avec les
criteres d’inclusion d’ERMIES, tous les patients présentent un diabéte de type 2 déséquilibré
avec une valeur d’'HbA1c supérieure a 7,5% (9,1 +/- 1,1%). Ces valeurs sont, elles aussi, en

accord avec des taux de fructosamines et de glycémie a jeun élevés.

Concernant les atteintes vasculaires relevées a l'inclusion, on compte 31 patients sans
complication microangiopathie et sans macroangiopathie. 30 patients présentent au moins
une complication microangiopathique. 3 patients présentent une atteinte
macroangiopathique seule et 12 patients ont a la fois une complication microangiopathique
et une complication macroangiopathique relevées a l'inclusion d’ERMIES. A noter que la

durée moyenne du diabéte est trés élevée (18 +/- 9 ans).

Afin d’avoir des groupes de patients avec des effectifs statistiquement significatifs, nous
avons choisi de présenter 'ensemble des résultats de cette étude en distinguant 2 groupes
principaux. Un groupe témoin de patients sans complication vasculaire relevée a I'inclusion
d’ERMIES (n = 31) et un groupe de patients présentant tous types de complication

cardiovasculaire relevée a I'examen clinique d’inclusion d’ERMIES (n = 44).

L'ensemble des paramétres biologiques utilisés présentent une répartition selon une loi

normale hormis les dosages des AGEs et de GA. Les données relatives a ces deux marqueurs

biochimiques ne sont donc pas présentées sous forme de moyenne +/ - écart-type.

141



Tableau 1 : EBMIES données générales d’inclusion (moyennes + /- écart-type)

Femme (n) 53
Homme (n) 22
Absence d'atteinte vasculaire (n) 31

Mic roangiopathie seule (n) 30
Macmangiopathie seule (n) 3
Microangiopathie et macrangiopathie (n) 11

MC 30 +/- 6
Age (ans) 59 +/- 11
Durée du diabete (ans) 18 +/- 9
Protéines otales (G/D 71 +/- 5
Abumine (G/D 42 +/- 3
CRP (mG/D 6 +- 9
Fruc tosamine s (umo VD) 339 +/- 61
HbAlc (%) 9,1 +- 11
Glycémie (mmol'D) 9,14 +/- 2,99
Cholestémltal(mmolVD) 414 +/- 1,04
HDI:cholesté ol(mmolD) 1,12 +/- 0,29
IDIrcholesté ol (mmol D) 2,50 +/- 0,90
Tiglyc érides (mmol D) 1,60 +/- 1,09
ApoA (mmolD) 1,30 +/- 0,22
ApoB(mmol D 0,89 +/- 0,25
Protéine s urinaire s (G/D) 0,16 +/- 0,21
Mic o albuminurie (mG/D 74 +/- 173
IMA (DO) 0,410 +/- 0,115
IMA/AIB(G/D 17,3 +/- 4,8
GA (mG/D 4,39
AGE(nG/mD 1146

Les données biologiques relatives aux deux sous-groupes formés a partir des relevés

cliniques d’inclusion d’ERM IES sont présentées dans le tableau n°2.
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Entre les deux groupes de patients avec ou sans atteinte vasculaire aucune différence

significative d’expression des paramétres biologiques étudiés n’est relevée. Seuls le dosage

de I'IMA/ALB présente une discrete différence entre les deux groupes de patients sans

toutefois présenter de significativité statistique (p<0,2).

Notons que les données relatives aux AGEs et GA, ne répondant pas a une loi normale de

répartition ne peuvent étre présentées dans ce tableau ni comparées aux autres parameétres

biologiques selon le test t de Student.

Tableau 2: données biologiques (moyenne+/-écart-type) présentées par sous-groupes
d’atteintes vasculaires relevées a l'inclusion d’ERMIES (absence d’atteinte vasculaire vs.
Complication vasculaire comparaison). Les variables sont comparées selon le test de
Wilcoxon (en gras, p < 0,15).

Absence d'atteinte

vasculaire a I'inclusion

Au moinsune complication

vasculaire & I'imc lusion

n=31 n =44

Moyenne +/- écan-type Moyenne +/- écan-type p value
Protéines tales (G/D 71 +/- 5 70 +/- 4 0,3369
Albumine (G/D) 42 +/- 3 43 +/- 3 0,1565
CRP (mG/D 4 +/- 5 7 +/- 11 0,1602
HbAlc (%) 9,0 +/- 1,2 9,1 +/- 1,1 1,0000
Fructosamine s (umo VD) 339 +/- 73 339 +/- 53 0,7085
Glycémie (mmolD) 9,0 +/- 2,9 9,2 +/- 3,1 0,7548
Cholesté ol tal (mmol'D) 4,17 +/- 0,84 4,11 +/- 1,17 0,8071
HDI-cholesté ol (mmol/ 1) 1,13 +/- 0,30 1,12 +/- 0,28 0,8823
IDI-cholesté ol (mmol'D) 2,49 +/- 0,79 2,562 +/- 0,97 0,8870
Tiglyc éride s (mmo VD) 1,61 +/- 1,34 1,60 +/- 0,90 0,9690
ApoA (mmolD) 1,30 +/- 0,22 1,30 +/- 0,22 1,0000
ApoB(mmolD 0,89 +/- 0,21 0,88 +/- 0,28 0,8665
Protéines urnaires (G/D 0,14 +/- 0,14 0,16 +/- 0,25 0,6878
Mic o albuminurie (mG/D) 61 +/- 145 82 +/- 191 0,6063
IMA (DO) 0,391 +/- 0,127 0,423 +/- 0,105 0,2347
IMA/Albumine (G/D) 16,3 +/- 5,1 18,0 +/- 45 0,1296
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3.4.2 Corrélations des marqueurs biochimiques

A I'analyse des corrélations entre les différents biomarqueurs de glycation, d’oxydation ou

de glycoxydation dosés au cours de cette étude clinique, 3 observations sont remarquables :

e L'IMA n’est corrélée a aucun biomarqueur de glycation (HbA1c, fructosamine, GA) ni
a aucun biomarqueur de glycoxydation (AGEs). Seuls sont corrélés I'lMA (DO) et

I'IMA rapportée ala concentration plasmatique d’albumine (r = 0,90398 ; p<0,001) .

e Aucune corrélation n’est retrouvée entre les dosages des AGEs ou de la GA et ceux

des biomarqueurs conventionnels de glycation des protéines (HbAl1c et

fructosamines)

e |e dosage des AGEs et de la GA sont fortement corrélés (r =0,84227 ; p <0,001)

Tableau 3 : Coefficients de corrélation de Spearman entre biomarqueurs de glycation (HbATc,
fructosamines, GA), d’oxydation (IMA, IMA/ALB) et de glycoxydation (AGEs). (* p <0,001)

IMA (DO)  IMA/ALB(G/L) AGE(nG/mL)  GA (mG/L)
IMA (DO) 1 0,90398* 0,08296 0,05351
IMA/ALB (G/L) 1 0,00077 0,03035
AGE (nG/mL) 1 0,84227*
GA (mG/L) 1
HbATC (%) 0,02645 0,03545 0,04283 0,01544
Fructosamines (mmol/L) 0,07378 0,0995 0,01233 0,0529
Fructosamines/protéines 0,08695 0,0913 0,03211 0,06719
(mmol/G)
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3.4.3 IM A et atteintes vasculaires
En comparant les niveaux d’expression des différents biomarqueurs de glycation(HbA1c),
d’inflammation (CRP), d’oxydation (IMA/ALB) et de dyslipidémie (LDL) entre les patients ne
présentant aucune complication vasculaire relevée a l'inclusion d’ERMIES et ceux présentant
au moins une atteinte vasculaire micro et/ou macroangiopathique (figure n°17), aucune

différence significative n’est retrouvée (test de Wilcoxon, p <0,05).

20 1 [ Absence complication
Il Complication vasculaire
T
15 -
10 -
37 T
0 |
IMA/ALB HBA1 CRP LDL

Figure n°17: Valeurs comparatives de concentrations plasmatiques de biomarqueurs
(moyenne +/- écart-type) entre les groupes sans complication vasculaire vs. avec
complication vasculaire.

Egalement, si 'on compare la capacité discriminante globale de I'lM A (DO) a celle de ’'HBA1c
dans I'identification des atteintes vasculaires relevées a I'inclusion de I'étude au moyen de
courbes ROC (figure n°19), on ne constate pas de différence significative entre ces deux
biomarqueurs. Les valeurs d’aire sous la courbe respectivement de 0,5766 et de 0,5459
pour I'HbA1c et I'IMA témoignent d’une capacité faiblement discriminante de ces
biomarqueurs pour distinguer des patients avec ou sans complication vasculaire relevée a

I'inclusion du protocole ERM IES.
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Figure n°18 : Distribution des valeurs d’IMA (DO) et d’IMA/Albumine entre les groupes sans
complication vasculaire et avec complication vasculaire relevée a l'inclusion d’ERMIES
Représentation en box-plot (valeur minimale, 25°me percentile, valeur médiane, 75°me
percentile et valeur maximale).

On remarque malgré tout, bien que non significative, une tendance a 'augmentation des
valeursde I'IMA/ALB chez les patients présentant une atteinte vasculaire (figure n°17). Cette
tendance n’est pasretrouvée pour les autres parameétres biochimiques dosés hormis pour la
CRP, marqueur de I'inflammation, mais dont la dispersion des valeurs reste trés importante

(écart-type supérieur ala valeur moyenne).

S on observe la distribution des valeurs d’IMA et d’IMA/ALB entre les deux groupes avec ou
sans atteinte vasculaire (figure n°18), on retrouve cette tendance a l'augmentation
conjuguée a une augmentation de la dispersion des valeurs d’'IMA chez les patients avec

atteinte vasculaire.
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Figure n° 19 : Courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) des parameétres biologiques
IMA et de I'HbATc rapportées a I’identification des atteintes vasculaires relevées a I'inclusion
d’ERM IES. Données comparées d’aire sous la courbe.

3.4.4 GA, AGEs et atteintes vasculaires

La distribution des valeurs des AGEs et de GA entre les différents groupes avec ou sans

atteinte vasculaire révélée a I'inclusion d’ERM IES sont présentés sur la figure n°20.

On ne constate pas de différence significative de valeurs des AGEs ni de GA entre ces
différents groupes, la distribution des valeurs entre chaque groupe étant entierement

chevauchante.

La distribution des valeurs des AGEs et de GA semble moins hétérogene dans le groupe de
patients avec atteinte vasculaire. Il est a noter que les distributions des valeurs de GA et des
AGEs, bien que ces parameétres aient des ordres de grandeur différents sont quasiment

superposables dans chaque groupe.
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Figure n°20 : Distribution des valeurs des AGEs et de GA entre les groupes sans complication
vasculaire et avec complication vasculaire relevée a I'inclusion d’ERM IES Représentation en
box-plot (valeur minimale, 25°™ percentile, valeur médiane, 75°™ percentile et valeur
maximale).

3.5. Discussion, conclusions et perspectives

Au regard des résultats présentés, nous pouvons premiérement constater le caractére
indépendant, relevé par I’absence de corrélation, des différents biomarqueurs de glycation
(HbA1c et fructosamines), du stress oxydant (IMA) et de glycoxydation (AGEs) étudiés au
cours de ces travaux. Ce premier résultat nous conforte sur le fait que ces marqueurs sont
issus de processus physiopathologiques différents et que le dosage de I'IlMA et des AGEs
apportent des informations complémentaires et non redondantes aux dosages de I'HBA1c

ou des fructosamines.

Nous observons au contraire une tres forte corrélation entre les valeurs des AGEs et de GA.
Ce résultat peut apparaitre surprenant ce d’autant plus que nous nous attendions plus
vraisemblablement a un rapprochement des valeurs de GA a ceux d’HbAl1c et des

fructosamines. En effet, I'albumine glyquée (GA) est un produit de glycation non
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enzymatique (produit d’Amadori) au méme titre que I’hémoglobine glyquée (HbA1c) et les
fructosamines (protéines glyquées plasmatiques). Les AGEs et la GA sont ici dosés a partir de
kits commerciaux ELISA dont nous pouvons clairement remettre en cause la méthode et le
développement puisque les déterminants antigéniques utilisés pour ce dosage
immunologique semblent clairement croisés sinon chevauchant. En I’absence de corrélation
avec les marqueurs de glycation ou du stress oxydant et de précisions sur les déterminants
antigéniques utilisés dans la conception de ces kits réactifs, il nous apparait clairement
impossible de savoir ce que nous dosons précisément avec ces 2 méthodes de dosage. Les
résultats en sont donc inexploitables et leur utilisation sera évitée pour nos projets de

recherche futurs.

L'IMA, marqueur du stress oxydant, ne présente pas de variation significative d’expression
entre les patients avec atteinte vasculaire et ceux sans atteinte vasculaire ; seule une
tendance a une augmentation des valeurs de I'IlMA est retrouvée entre les 2 groupes que
nous avons constitué au cours de cette étude. Des résultats contradictoires ont pu étre
observés sur d’autres publications portant sur des patients diabétiques de type 2 souffrant
d’AOMI'"® ou encore de patients ayant présenté des AVC™®. Dans ces études, les patients
diabétiques de type 2 souffrent de pathologies cardiovasculaires (macroangiopathie) séveres
récentes voir évolutives au moment du dosage de I'lMA et d’autres marqueurs de glycation

(HbA1c).

Dans le projet ERMIES, les patients souffrant de complications cardiovasculaires graves
récentes (IM, AVC, SCA inférieures a un an) ou évolutives ont été exclus. Cette étude est
descriptive et nous permet d’observer les données des patients inclus a un temps donné.
Nous nous situons donc dans ce travail soit a priori soit a posteriori d’événements
cardiovasculaires graves ce qui nous distingue des études citées précédemment. Au regard
desrésultats observés, nous ne pouvons conclure sur I’existence d’une association entre des
valeurs élevées d'IMA et un niveau quelconque d’atteinte vasculaire. Les résultats observés
aujourd’hui et ceux des études cités ci-dessus nous poussent donc a envisager une étude
clinique prospective nous permettant d’évaluer les modifications d’expression sur plusieurs
années (5 a 10 ans) des marqueurs du stress oxydant (IMA) et de la glycoxydation (AGEs)

chez des patients diabétiques de type 2.

149



De plus, la population observée au cours de cette étude réalisée a partir des données
d’inclusion d’ERMIES est constituée de patients ayant un diabéte de type 2 trés ancien,
compliqué et déséquilibré (durée du diabéte supérieure a 10ans et HbA1c supérieure a
7,5%) associé systématiquement a un syndrome métabolique (IMC >25). S I'on peut
distinguer deux groupes d’atteintes vasculaires a partir des recueils cliniques réalisés a
I'inclusion de I'étude ERMIES, compte tenu de la durée du diabéte, il semble donc tres
probable que la majeure partie des patients inclus aient pu présenter des événements

vasculaires antérieurs au début de ce protocole.

Afin d’évaluer le caractére discriminant des différents biomarqueurs de glycation, du stress
oxydant et de glycoxydation dans l'identification des atteintes vasculaires initiales des
patients diabétiques de type 2, voir d’évaluer un caractére prédictif d’atteinte vasculaire
chez les patients diabétiques de type 2 a partir de ces différents biomarqueurs; il semble
nécessaire d’élaborer un projet de recherche clinique permettant un recueil de données
clinico-biologiques prospectif de patients diabétique de type 2 nouvellement pris en charge
al'aide d’outils permettant de caractériser le niveau d’atteinte vasculaire de ce ces patients.
L'épaisseur intima-media carotidienne (IMT) mesurée par echotracking119 ou encore

20 sont

I'estimation de la rigidité artérielle par mesure de la vitesse d’'onde de pouls
considérés aujourd’hui comme des criteres de jugement substitutifs pertinents du niveau
d’atteinte vasculaire et sont donc prédictifs du développement d’athérosclérose et
d’événements cardiovasculaires. L'utilisation de tels marqueurs phénotypiques permettrait
d’évaluer précisément le niveau d’atteinte vasculaire des patients suivis facilitant ainsi
I’évaluation de biomarqueurs circulants d’oxydation et de glycoxydation en association aux
biomarqueurs usuels de glycation et aux autres facteurs de risque cardiovasculaire

conventionnels. La durée d’une telle étude devra étre suffisamment longue pour constater

la survenue d’évenements cardiovasculaires au cours du diabete de type 2 (5 a 10 ans).

Les valeurs de dosage de I'IMA retrouvées dans cette étude portant sur des patients
diabétiques de type 2 déséquilibrés ne sont pas comparables a celles retrouvées dans des
études antérieures portant sur des populations de méme type. En effet, la valeur moyenne

d’IMA (DO) retrouvée ici est de 0,410 +/- 0,115 contre 0,535 +/- 0,125 (n= 80) dans I’étude
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1% et de 0,536 +/- 0,250 (n=290) dans I'étude de Shao Gang et al'* . Ces deux

de Kaeffer et al
études portent toutes deux sur des populations de patients diabétiques de type 2 a
différents niveaux d’HbA1c et différents niveaux d’atteintes vasculaires. Nous constatons
donc a la lecture de ces articles que les valeurs d’'IMA retrouvées sont faiblement
reproductibles d’'une étude a l'autre. Une des causes pouvant expliquer cette faible
reproductibilité est le manque de standardisation de cette méthode qui consiste en une
mesure optique simple de la coloration résultant de la réaction entre un excés de Co”* aprés

réaction colorée avec du DTT'®

. Les outils utilisés (spectrophotomeétre) et la qualité des
solutions méres de Co®* et de DTT (tampon, qualité et conservation des substances pures)

varient d’un laboratoire a l'autre.

L'intérét nouveau de I'IMA dans I'évaluation du stress oxydant et du risque cardiovasculaire

72,731,1 . .
78118 | a standardisation de

suscite aujourd’hui des études de plus en plus nombreuses
cette méthode de dosage aux moyens de solutions réactives commerciales standardisées et
I'utilisation d’étalons permettrait d’améliorer I'analyse des différents travaux portant sur
I'IMA et d’en mettre plus facilement en évidence I'intérét comme biomarqueur du risque

CVD.

En dehors du dosage de I'lMA, le développement de méthodes analytiques de séparation et
de dosage des différentes fractions d’albumine modifiée au cours du diabeéte semble
nécessaire pour identifier quelles fractions sont directement impliquées dans les
mécanismes physiopathologiques des complications cardiovasculaires du diabéte. Dans cet
optique, l'utilisation de méthodes électrophorétiques comme I’électrophorése capillaire ou

encore de méthodes chromatographiques comme 'HPLC-MSM S semble tout a fait indiquée.
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CONCLUSION

Les complications cardiovasculaires représentent la principale cause de mortalité du diabéte
de type 2. Ces atteintes vasculaires peuvent, méme en I'absence d’expression clinique, étre
d’apparition précoce et évoluer progressivement tout au long de cette maladie métabolique
chronique du vieillissement. L'ensemble des pathologies cardiovasculaires retrouvées au
cours du diabete de type 2 trouvent leur origine dans le dysfonctionnement initial des

cellulesde I’endothélium vasculaire.

Le dysfonctionnement endothélial est di au stress oxydant, via les effets directs néfastes des
ROS sur la biodisponibilité du NO ou encore par activation du RAGE situé a la surface de ces

cellules.

Au coursdu diabéte de type 2, I’hyperglycémie est associée a un stress oxydant important lié
a une hyperproduction de ROS. Nous avons pu montrer que, ces phénoménes combinés,
ameénent a des modifications structurales et fonctionnelles complexes de I'albumine par
mécanisme glycoxydatif. Nous pouvons en effet retrouver au cours du diabéte de type 2 a la

foisdesformes glyquées, des formes oxydées et des formes glycoxydées (AGEs) d’albumine.

L'ensemble des modifications de I'albumine au cours du diabéte va altérer sa capacité de
liaison aux molécules endogenes et exogénes ainsi que son pouvoir antioxydant. Au dela de
ces effets, nous avons pu aussi mettre en évidence que les formes modifiées de I'albumine
pouvaient générer des effets cellulaires pro-inflammatoires et pro-oxydants sur des
monocytes et des adipocytes par activation de la voie du NF-kB et par une augmentation de
I’expression du RAGE par ces cellules. Ces observations restent néanmoins a confirmer sur
un modeéle de cellules endothéliales avec des outils d’analyse mécanistique des voies
d’activation du RAGE. Néanmoins, ces éléments confortent I’hypothése selon laquelle les
formes modifiées de l'albumine et plus certainement les formes AGEs auraient une
implication directe dans la physiopathologie des complications vasculaires du diabéte en

initiant le phénomeéne de dysfonction endothéliale.
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Les formes modifiées d’albumine pourraient donc constituer des biomarqueurs pertinents
du dépistage précoce de I'atteinte vasculaire et permettraient d'améliorer ainsi la prise en
charge et la prévention des complications des patients diabétiques de type 2. Il serait
toutefois utile d’identifier si certaines de ces formes d’albumine modifiées sont plus
directement impliquées dans ces effets cellulaires pro-oxydants et pro-inflammatoires :

formes glyquées, formes oxydées ou encore formes glycoxydées (AGEs)?

Dans un second temps la mise au point d’'une méthode de dosage rapide, standardisée et
automatisable de ces fractions par meéthode séparative, colorimétrique ou encore
immunologique permettrait d'en évaluer plus facilement l'intérét au cours d'une étude
clinique prospective orientée sur le suivi vasculaire d'une cohorte de patients diabétiques de

type 2 sur plusieurs années.

Pour finir, les voies glycoxydatives qui ménent aux modifications de protéines circulantes ou
encore a l'activation des cellules endothéliales par ces mémes protéines modifiées
pourraient également constituer des cibles pharmacologiques d'intérét permettant de

retarder I'apparition des complications vasculaires du diabéte de type 2.
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Abstract

Structural and functional impairments of albumin in type 2 diabetes — Focus on
cardiovascular disease-associated biomarker identification

Type 2 diabetes is dramatically associated with an enhanced cardiovascular complication risk. The
identification of novel biomarkers associated with endothelial dysfunction remains highly warranted
to improve diabetes screening and prevention. Oxidative stress and protein modifications are
frequently observed in numerous disease states. Albumin, the major circulating protein in blood, can
undergo increased glycoxidation in diabetes. Objectives of my thesis were to clarify the impact of
glycoxidative modification of albumin on its structure and its functions and to determine whether
such impairments may be encountered in albumin purified from diabetics. The occurrence of
oxidative modifications was found to be enhanced in vitro glycoxidized HSA and albumin purified
from diabetics, after determination of their free thiol group content, relative electrophoretic
migration, carbonyl content, and antioxidant activities. In addition, glycoxidized albumin exhibited
impaired pharmaceutic molecule binding capacities. Cells treated with glycoxidized albumin exhibited
a proinflammatory state attested by an overgeneration of intracellular reactive oxygen species,
enhancementsin RAGE expression, and an accumulation of carbonylated proteins. Methods to detect
IMA (ischemia modified albumin) were developed and applied to diabetics patients. Relationships
have been established between specific pathological parameters (cardiovascular disorders,
hyperglycemia..) with an enhanced glycoxidative modification of albumin in diabetics. We thus
propose that impaired albumin structure and function in relation in the enhanced oxidant stress

observed in diabetics might be involved in the increased mortality risk of these patients.

Subject: Biochemistry and molecular biology

Keywords : Type 2 Diabetes, endothelial dysfunction, albumin, oxydative stress, glycoxydation, AGEs,
RAGE, IMA
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Résumeé

Etude des modifications structurales et fonctionnelles de [I'albumine dans le
diabéte de type 2 : identification de biomarqueurs de glycoxydation et de facteurs de

risque de complications vasculaires

La mortalité du diabéte de type 2 est liée a ses complications cardiovasculaires (CVD). L'identification
de nouveaux biomarqueurs associés a la dysfonction endothéliale, permettrait d ‘en améliorer le
dépistage, la prévention.

Au cours du diabéte de type 2, I'hyperglycémie est associée a un fort stress oxydant. Nous nous
sommes proposés ici d’évaluer I'impact de la glycoxydation sur la principale protéine circulante,
I'albumine, et d’identifier si les modifications glycoxydatives de I’aloumine dans le diabéte avait un
role dans la physiopathologie des CVD du diabete de type 2. Nous avons pu mettre en évidence des
modifications structurales et fonctionnelles importantes de I'albumine au cours du diabéte de type 2
avec la formation entre autres de produits avancés de glycation (AGEs). Ces modifications
glycoxydatives sont associées a des effets cellulaires pro-oxydant et pro-inflammatoire via une
augmentation de I'expression du RAGE.

Ces observations suggérent que les formes glycoxydées d’albumine présentent un rbéle central dans
les mécanismes menant a la dysfonction endothéliale. Il reste néanmoins a évaluer I'intérét du
dosage des formes modifiées de I'albumine dans le dépistage des CVD au cours d’une étude clinique
prospective de grande ampleur. Le développement d’'une méthode de dosage rapide et reproductible
des fractions d’albumine modifiées, comme celui de I'IMA (aloumine modifiée par I'ischémie), en

faciliterait la mise en ceuvre.

Discipline: Biochimie et biologie moléculaire

Mots-clés : Diabete type 2, dysfonction endothéliale, albumine, stress oxydant, glycoxydation, AGEs,
RAGE, IMA
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