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RESUME

Le diabéte de type 2 (DT2) est associ€ a un risque athéro-thrombotique élevé, en partie di a
I’hyperactivation plaquettaire et aux dyslipoprotéinémies. Les lipoprotéines de haute densité
(HDL) possedent des propriétés anti-athérogeénes et subissent des modifications glycoxydatives
lors du DT2. Notre objectif a été¢ de déterminer les effets d’HDL glycoxydées in vitro ou de DT2

sur les plaquettes sanguines humaines et de déterminer leur contenu en lipides oxydés.

Les HDL glycoxydées posseédent des proportions moindres d’acides linoléique et arachidonique
dans les phospholipides (PL) et esters de cholestérol, des concentrations plus élevées de
dialdéhyde malonique et des principaux acides gras hydroxylés (AGOH) dont les 9-HODE, 13-
HODE et 15-HETE dans toutes les classes lipidiques, en particulier dans les PL ainsi que des
concentrations trés faibles de vitamine E comparativement aux HDL contrdles. Les HDL
glycoxydées in vitro et de patients DT2 inhibent de facon dose-dépendante 1’agrégation
plaquettaire induite par le collageéne via le récepteur SR-BI. Ces HDL glycoxydées diminuent la
phosphorylation des p38 MAPK et cPLA> plaquettaires. D’autre part, des HDL contrdles
enrichies avec le PC(16:0/13-HODE) inhibent fortement 1’agrégation comparativement aux
HDL contréles. De plus, les effets des sous-classes d’HDL, HDL 2 & 3, de DT2 et de témoins
ont été testés sur I’agrégation plaquettaire. Les HDL2 de DT2 possedent des concentrations

d’AGOH plus élevées que les HDL3 de DT2 et tendent a inhiber plus 1’agrégation plaquettaire.

En conclusion, nos résultats montrent que les HDL glycoxydées de patients diabétiques ne

perdent pas leurs propriétés anti-agrégantes, qui pourraient étre médiées par certaines PL oxydés.

Mots clés : diabete de type 2, HDL glycoxydées, agrégation plaquettaire, acides gras hydroxylés,
phospholipides oxydés, sous-classes d’HDL.



Role of oxidized lipids in the regulation of platelet activation by plasma high-
density lipoproteins (HDL) and involvement in type 2 diabetes

ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is associated with a high athero-thrombotic risk, partly due to platelet
hyperactivation and dyslipoproteinemia. High-density lipoproteins (HDL) possess anti-
atherogenic properties and undergo glycoxidation changes in T2D. Our objective was to
determine the effects of glycoxidized HDL in vitro or from T2D patients on human blood

platelets and to identify their oxidized lipid species.

Compared to control HDL, glycoxidized HDL have lower proportions of linoleic and
arachidonic acids in phospholipids (PL) and cholesteryl esters, higher concentrations of
malondialdehyde and main hydroxylated fatty acid (HOFA) including 9-HODE, 13-HODE and
15-HETE in all lipid classes, especially in PL, and very low concentrations of vitamin E. /n vitro
glycoxidized and T2D HDL dose-dependently inhibit platelet aggregation induced by collagen
via the SR-BI receptor. Glycoxidized HDL decrease the phosphorylation of platelet p38 MAPK
and cPLA;. On the other hand, control HDL enriched with oxidized phospholipids i.e.
PC(16:0/13-HODE) strongly inhibit platelet aggregation compared to controls. Moreover, the
effects of HDL subclasses, HDL 2 & 3, from T2D patients and healthy controls were tested on
platelet aggregation. T2D HDL2 have higher concentrations of HOFA than T2D HDL3 and tend
to inhibit platelet aggregation to a greater extent.

In conclusion, our results show that T2D glycoxidized HDL do not lose their anti-aggregating
properties and are even more effective than control HDL. These anti-aggregatory effects could

be partly due to some oxidized PL species.

Keywords: type 2 diabetes, glycoxidized HDL, platelet aggregation, hydroxylated fatty acids,
oxidized phospholipids, HDL subclasses.

Travail effectué au sein du laboratoire CarMeN (équipe INFOLIP), Inserm UMR 1060,
Hospices civils de Lyon, UMR 1397 INRA, Université de Lyon, IMBL, INSA-Lyon, 20
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INTRODUCTION

Le diabéte de type 2 (DT2) est considéré comme une pandémie mondiale et affecte en 2014 plus
de 387 millions dans le monde entier. L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) anticipe
qu’en 2030, le diabéte sera la septiéme cause de déceés dans le monde. Il est associé a un risque
accru de maladies cardiovasculaires.

Il est établi que le DT2 est associé a une hyperactivation plaquettaire [Véricel et al., 2004],
impliquée dans le processus d’athérothrombose. Il est par ailleurs admis que le stress oxydant,
résultant d’un déséquilibre entre la production d’espéces oxydantes et leur élimination par des
systétmes de défense antioxydante, en faveur des espeéces oxydantes, est impliqué dans le
processus d’athérothrombose et est accru dans le DT2. Dans le torrent circulatoire, les plaquettes
sont en contact des lipoprotéines circulantes dont les lipoprotéines de haute densité¢ (HDL), qui
sont soumises a des modifications oxydatives dans le diabéte [Ueda et al., 2007 ; Sorrentino et
al., 2010]. De nombreuses ¢tudes indiquent que les propriétés anti-athérogénes des HDL sont
diminuées suite a leur oxydation et chez les patients souffrant de maladies métaboliques
[Kontush et Chapman, 2006].

Les résultats publiés sur les effets des HDL oxydées sur les fonctions plaquettaires sont peu
nombreux et divergents. Alors que plusieurs études indiquent que les HDL oxydées
potentialisent 'agrégation plaquettaire [Nofer et al., 2010], une étude a montré que les HDL
oxydées in vitro inhibent l'agrégation plaquettaire [Valiyaveettil et al., 2008]. En accord avec ces
résultats inattendus, notre équipe a montré que les HDL de patientes abétalipoprotéinémiques
(donc dépourvues de lipoprotéines riches en apoB) sont fortement oxydées et inhibent pourtant

I’agrégation plaquettaire [Calzada et al., 2013].

L’objectif principal de mon travail de doctorat a été de clarifier le role des HDL oxydées dans le
contexte du DT2. Nous faisons I'hypothése que les lipides et peroxydes lipidiques constitutifs des
HDL pourraient jouer un role important dans leurs propriétés fonctionnelles, notamment dans le
DT2. D’une part, nous avons modifié in vitro des HDL par glycation et/ou oxydation, de fagon a
mimer les HDL de DT2, et les avons comparées a des HDL non modifiées. D’autre part, des

HDL de patients DT2 ont été comparées a celles de volontaires sains. La composition en acides
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gras dans les phospholipides et esters de cholestérol des différentes préparations d’HDL et leur
statut redox ont ét¢ déterminés. Parallelement, leurs effets sur 1’agrégation plaquettaire et la voie
de signalisation conduisant a 1’activation des p38 MAPK et phospholipase A> cytosolique
(cPLA>) ont été étudiés. L’éventuelle implication de certains lipides oxydés, présents dans les
HDL modifiées oxydativement, dans les effets observés sur les plaquettes, a été déterminée par

enrichissement des HDL avec des phospholipides oxydés synthétisés enzymatiquement.

Un objectif corollaire de mon travail de doctorat a été¢ d’étudier de fagon plus fine la contribution
de chaque sous-classe d’HDL, HDL2 et HDL3, dans les effets observés sur 1’agréation
plaquettaire. En effet, les particules d’HDL, dont celles de patients DT2 [Gowri et al., 1999],
sont tres hétérogenes du fait de leurs différences de taille et composition, ce qui impacte leur
fonctionnalité. Nous avons étudié les effets d’HDL2 et HDL3, oxydées in vitro, ou isolées de

patients DT2, sur I’agrégation plaquettaire, en regard de leur état d’oxydation.

Ce mémoire comporte quatre sections :

» une premiére partie bibliographique focalisée sur les plaquettes sanguines, les HDL, le
stress oxydant et le diabete.

» une seconde partiec décrivant les matériels et méthodes utilisés lors du travail
expérimental.

» une troisiéme partie exposant les résultats et dicussions. Les résultats sont divisés en deux
parties, une partie sur les effets des HDL modifiées in vitro par glycoxydation, enrichies
en phospholipides oxydés, et de patients DT2 sur I’activation plaquettaire, et une seconde
partie sur les résultats préliminaires concernant les effets des sous-classes d’HDL,
oxydées in vitro et de DT2, sur ’agrégation plaquettaire.

» une quatriéme et derniére partie de conclusions ouvrant sur les perspectives.

21



BIBLIOGRAPHIE

22



Plaquettes sanguines

I. Structure et fonctions :
I.1. Introduction :

Les plaquettes, également nommées thrombocytes, sont de petites cellules anucléées de forme
discoide (2 a 3 um de diameétre, 1 um d’épaisseur, pour un volume moyen de 1’ordre de 6 a 8
um?®) circulant dans le sang et jouant un réle primordial dans I’hémostase primaire et dans le

processus de coagulation (figure 1).

Elles se forment dans la moelle osseuse par fragmentation du cytoplasme des mégacaryocytes
[Behnke et Forer, 1998]. Le nombre de plaquettes varie entre 150000 et 400000 par uL. de sang.
Leur durée de vie est de 7 a 12 jours. Les plaquettes en fin de vie sont phagocytées par les

macrophages du systéme réticulo-histiocytaire de la moelle osseuse, de la rate et du foie.

Elles sont dépourvues d’ADN mais contiennent des ARNm provenant des mégacaryocytes

[Newman et al., 1988] ainsi que la machinerie nécessaire a la traduction [Kieffer ez al., 1987].

Une diminution du nombre de plaquettes (appelée thrombopénie) entraine un risque

hémorragique important.

Une augmentation du nombre de plaquettes (appelée thrombocytose) provoque un risque de
thrombose par formation d'agrégats plaquettaires provoquant une obstruction vasculaire,

veineuse ou artérielle.
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1.2. Structure :

I.2.a. Membrane plaquettaire :

Systéme
canaliculaire

Microtubules

Granule alpha
Granule dense
Glycogéne

Mitochondrie

Figure 1 : Micrographie électronique de plaquettes au repos et activées.

D’apres [George et al., 2000].

La membrane plasmique plaquettaire est asymétrique et tres riche en phospholipides (PL) de 60
a 80 %. Les phosphatidylcholine (PC) et sphingomyéline (SM) sont majoritairement situées dans
le feuillet externe, tandis que les PL dont la phosphatidyléthanolamine (PE), Ila
phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (PI) sont majoritaires dans le feuillet interne,
ou ils servent de substrat des phospholipases. Au cours de 1’activation plaquettaire, les PL
chargés négativement migrent vers le feuillet externe, étape importante qui va promouvoir la

coagulation en accélérant 1’activation des facteurs de coagulation et la formation de thrombine.

De plus, la membrane comporte, insérés dans la bicouche lipidique, les récepteurs de la
thrombine, de I’ADP, du thromboxane A> (TxAz) entre autres ainsi que différentes

glycoprotéines.
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I.2.b. Cytosquelette :

Le cytosquelette est tres développé et formé de microtubules et de microfilaments a base d’actine
et de myosine. Un faisceau de 8 a 24 microtubules, formés de tubuline, en périphérie interne de
la membrane plaquettaire, permet de maintenir la structure discoide des plaquettes au repos. Un
réseau de microfilaments d’actine, a la fois cytoplasmique et reli¢ a la membrane, intervient dans
la contraction, la dégranulation, la rétraction du caillot et I’émission de pseudopodes. Durant
I’activation, la polymérisation de I’actine et de la myosine induit un changement de forme
(aspect sphérique, émission de pseudopodes), une redistribution des granules plaquettaires et
permet leur liaison avec des glycoprotéines membranaires faisant intervenir également la

spectrine et I’actinine.

I.2.c. Cytoplasme :

Le cytoplasme contient les granules a, les granules denses, les mitochondries, les particules de
glycogene, des lysosomes et des peroxysomes. Les granules o contiennent de nombreuses
molécules : GPIIb-IIIa, P-sélectine, PECAM-1. La P-sélectine va se transloquer a la membrane
externe de la plaquette lors de I’activation (la mise en évidence de P-sélectine a la surface

plaquettaire est un bon témoin de I’activation plaquettaire).

Les granules denses contiennent les nucléotides dont 1’adénosine 5'-diphosphate (ADP),
I’adénosine 5'-triphosphate (ATP) ainsi que ions calciques. Ces derniers sont libérés lors de

I’activation, I’hydrolyse de I’ATP permettant la polymérisation de 1’actine.

I.3. Fonctions :

Leur fonction majeure est d’arréter immédiatement le saignement de la 1ésion vasculaire. Elles
sont aussi impliquées dans la thrombose, la rétraction du caillot, ’angiogenese, I’inflammation,
le développement des Iésions d’athérosclérose, 1’infection, les défenses immunes et la

dissémination tumorale.
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L’hémostase primaire est I’ensemble des phénomenes physiologiques qui conduisent a ’arrét du
saignement suite a ’incision ou au dommage d'un vaisseau sanguin et a la formation d’un
thrombus constitu¢é par un agrégat. Elle comprend [’adhésion des plaquettes au sous-
endothélium, I’activation des plaquettes au cours de laquelle elles changent de forme et libérent

le contenu de leurs granules et I’agrégation des plaquettes entre elles (Tableau 1).

II. Adhésion.

L’¢étape d’adhésion est régulée finement par de nombreuses interactions ligands-récepteurs.

Lors d’une bréche vasculaire, I’endothélium est 1ésé et les plaquettes adhérent au sous-
endothélium. Différents composants de la matrice vasculaire (collagénes I, III, IV, V, VI, VIII,
XII, XIII et XIV [Barnes et Farndale, 1999], vWF, fibronectine, laminine, fibuline et
thrombospondine) sont exposés au flux sanguin et favorisent les interactions entres plaquettes et

paroi vasculaire.

Dans des conditions de forces de cisaillement ¢levées (présentes dans les petites artéres, les
artérioles et les arteres sténosées), le VWF circulant est essentiel a 1’étape d’adhésion. Sa liaison
au collagene exposé entraine un changement conformationnel qui lui permet, entre autres,
d’interagir avec le récepteur plaquettaire GPIba (ou GPIb/V/IX) (signalisation « outside-in »)
[Ruggeri et al., 2000]. Cependant, cette interaction active le récepteur intégrine GPIIb/Illa
(aumbP3) et permet a la glycoprotéine GPVI de se lier au collagéne. La glycoprotéine GPVI joue
un role central dans 1’adhésion des plaquettes au collagene et leur activation (signalisation «
outside-in ») [Nieswandt et al., 2001]. Elle initie la cascade de signalisation conduisant a la
libération d’ADP et de TxA:2 et active via des signalisations « inside-out » le récepteur
glycoprotéique GPIIb/IIIa (auwP3). Cette glycoprotéine lie, entre autres, le fibrinogéne et le vVWF,
stabilisant 1’adhésion des plaquettes a 1’endothélium. Ensuite, les plaquettes s’étalent pour

renforcer leur adhérence avec le substrat [Kuwahara et al., 2002] (figure 2).
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Plaquette « Rolling » Plaquette adhérente Plaquette Plaquettes agrégées

discoide d’une (émission de filopodes) ayant adhérée
circulante plaquette
(interaction
GPIb-vWF)

Figure 2 : Etapes conduisant a l’adhésion plaquettaire suite a une lésion de [’endothélium en
conditions de forces de cisaillement élevées.
D’apres [Kuwahara et al., 2002] .

Dans des conditions de forces de cisaillement plus faibles (présentes dans les veines et les
grosses arteres), 1’adhésion plaquettaire au collagéne se déroule principalement via le récepteur
GPla-1IIa (a2f1) [Saelman et al., 1994].

Les plaquettes ayant adhéré recrutent a leur tour (par leurs sécrétions, leurs molécules
d’adhérence...) d’autres plaquettes circulantes qui libérent de nombreux médiateurs autocrines et
paracrines, subissent un changement conformationnel, libérent leur calcium et s’agrégent entre

elles pour former un clou hémostatique initiant la formation du thrombus.

III. Activation :

II1.1. Les agonistes :

De nombreux agonistes solubles sont susceptibles d’activer les plaquettes sanguines dont les plus
importants sont I’ADP [Dangelmaier ef al., 2000], le TxA» [Saklatvala et al.,1996], la thrombine,

la collagéne et la sérotonine. Ces médiateurs aux effets autocrines et paracrines agissent par
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I’intermédiaire d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG). On compte pres de 1000 a 2000
copies de ces récepteurs par plaquette, qu’il s’agisse des récepteurs du TxA», de la thrombine ou

de la sérotonine. Les récepteurs de I’ADP sont moins nombreux.

II1.2. Adénosine diphosphate :

L’ADP, stocké dans les granules denses, est sécrété dans le milieu extracellulaire lors de
I’activation plaquettaire et potentialise 1’agrégation induite par différents agonistes [Hechler et
al., 1998 ; Jin et al., 1998a; Jin et al.,1998Db]. A la surface des plaquettes, I’ADP se lie aux
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), P2Y1 et P2Y 12 [Kunapuli et al., 2003].

Le récepteur P2Y1 est couplé a la protéine Gaq, responsable du changement de forme des
plaquettes et de 1’activation de la phospolipase C (PLC) B [Jin et al.,1998] qui résulte en une
formation de diacylglycérol (DAG) induisant une libération des ions calcium du systeme
tubulaire dense et activant la protéine kinase C ¢ (PKC) [Paul et al., 1999]. La PKC ¢ régule
négativement les réponses fonctionnelles induites par I’ADP, dont la mobilisation du calcium,
l'activation des MAP kinases et de la cPLA», la formation du TxA» [Bynagari-Settipalli et al.,
2012]. En outre, [Leon et al, 1999] ont montré que des souris invalidées pour le P2Y1
n’agregent plus en réponse a I’ADP et sont résistantes a un thrombo-embolisme induit par
injection intraveineuse d’ADP ou de collageéne et d'adrénaline.

Le récepteur P2Y12 est couplé a la protéine Gai2 qui active la voie des phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) et inhibe I’adénylate cyclase et par conséquent diminue ’AMP cyclique (AMPc)

ce qui favorise I’activation plaquettaire.

I11.3. Collagéne :

Le collagéne est une protéine adhésive de la matrice extracellulaire. Les collagénes fibrillaires de
type I et III sont les plus abondants au niveau de la paroi vasculaire. Les plaquettes expriment
plusieurs récepteurs au collagéne dont les principaux sont ’intégrine a2f1 (GPIa-Ila) et la
glycoprotéine VI [Watson et al., 1998]. L’intégrine a2p1 joue un role essentiel dans I’adhésion
des plaquettes au collagéne et augmente les interactions de la GPVI avec le collagéne [Saelman

et al., 1994].
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La GPVI est une protéine transmembranaire de la superfamille des immunoglobines, associée au
fragment FcRy. Elle joue un role central dans I’adhésion des plaquettes au collageéne fibrillaire et
active fortement la signalisation intracellulaire [Nieswandt et al., 2001]. La liaison du collageéne
a GPVI déclenche une cascade de signalisation conduisant a I’activation de 1’intégrine allbp3
(ou GPIIb/IIIa), le récepteur d’adhésion majoritaire des plaquettes (80000 copies par plaquette).
La fixation du fibrinogéne ou du facteur de von Willebrand Factor (vVWF) sur la ollbB3,
stabilisant I’adhésion des plaquettes a I’endothélium, conduit a une signalisation « outside-in »
augmentant 1’affinit¢ de a2p1 (ou GPIa-Ila) pour le collagéne (2000 a 4000 copies/plaquette)
[Nieswandt et Watson, 2003].

I11.4. Thrombine :

La thrombine appartient a la superfamille des protéases a sérine. Elle transforme le fibrinogeéne
soluble en fibrine insoluble, étape clé de la coagulation. C’est aussi un puissant agoniste
plaquettaire. Les plaquettes humaines possédent 500 sites de haute affinité pour la thrombine, et
pres de 50 000 sites de faible affinité [Tollefsen et al., 1974]. Les récepteurs de la thrombine
exprimés par les plaquettes sanguines humaines sont PAR-1 (« protease activated receptor ») et
PAR-4 [Kahn et al., 1999] couplés aux protéines G12/13 [Offermanns et al., 1994] et Gq. PAR-
1 est aussi couplé a Gi. PAR-1 induit I’activation en réponse a de faibles concentrations de
thrombine alors que PAR-4 I’induit en réponse a de fortes concentrations de thrombine. La

thrombine interagit aussi avec GPIb [Lova et al., 2004].

La thrombine a de nombreux effets plaquettaires. Elle induit le changement de forme, la
sécrétion, la génération de TxA,, la mobilisation du Ca®", D’activation de la PLCP, la

phosphorylation des protéines MAP kinases et I'agrégation.

II1.5. Facteur Von Willebrand:

Le vWF est une protéine multimérique de haute masse moléculaire synthétisée majoritairement

par les cellules endothéliales et les mégacaryocytes. Il est stocké dans les granules alpha et

29



sécrété suite a I’activation des plaquettes par divers agonistes. Dans des conditions de forces de
cisaillement ¢élevées, présentes dans les artéres de faible diamétre, artérioles et en amont des
sténoses artérielles, le vVWF se lie au collagene exposé de la matrice sous-endothéliale et change
de conformation. Il interagit avec le complexe GPIb/V/IX (25000 copies/plaquette) ce qui
permet 1’adhésion transitoire des plaquettes a la surface du sous-endothélium et conduit a
I’activation et a la sécrétion du contenu des granules plaquettaires ainsi qu’a ’activation de
différentes intégrines dont I’intégrine allbP3 [Ruggeri et al., 2000].

L’interaction entre le vVWF et la GPIB-IX induit une augmentation de la concentration en cGMP
intracellulaire et entraine 1’activation séquentielle des protéines kinases dépendantes de cGMP
(PKG), des p38 MAPK et des ERK. La voie de signalisation cGMP est activée en aval par la
cascade Lyn / PI3K / Akt qui est connue pour activer la NO synthase (NOS).

IV. Agrégation :

L’agrégation est I’étape qui conduit a ’accumulation de plaquettes formant le thrombus blanc.
Cette accumulation est basée sur de multiples interactions plaquettes/plaquettes et est médiée par
des substrats d’adhésion liés aux membranes des plaquettes. Il existe plusieurs mécanismes
distincts pouvant initier 1’agrégation plaquettaire en fonction des conditions de vitesses de
cisaillement. A des taux de cisaillement inférieurs a 1000 s-1, le fibrinogéne engagé a la surface
des plaquettes adhérentes interagit avec le récepteur GPIIb/Illa des plaquettes circulantes pour
former des ponts interplaquettaires. Les agonistes solubles produits permettent un changement de
forme et une augmentation de D’activation de GPIIb/Illa qui stabilise ainsi le thrombus.
L’agrégation plaquettaire est régulée dans sa phase finale par 1’activation du récepteur GPIIb/IIla
quel que soit I’élément déclencheur (ADP, thrombine, collagéne ou vVWF).

Par contre, la stimulation par des agonistes forts (collagéne et thrombine) conduit a des agrégats

plaquettaires moins susceptibles de se disloquer [Cosemans et al., 2008].
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Désendothélialisation de la paroi vasculaire

\2

Adhésion des plaquettes au sous-endothélium

v

Changement de forme des plaquettes

\2

Dégranulation des plaquettes

J

Activation des plaquettes

\%

Agrégation plaquettaire

Tableau 1 : Principales étapes d’activation plaquettaire.

V. Voies de signalisation plaquettaires :

V.1. Phospholipase C :

Bien que les voies de signalisation activées par les différents récepteurs plaquettaires soient
différentes, les voies de signalisation intracellulaire en aval sont communes. En particulier,
presque tous les agonistes induisent une activation de PLC [Brass et al., 1987].

Les plaquettes contiennent 3 isoformes de PLC (B, y et ), qui sont régulées par différents
mécanismes connexes impliquant des protéines G hétérotrimériques et des protéines tyrosine
kinases (PTK). Sept isoformes sont présentes dans les plaquettes et dans ’ordre décroissant
suivant y2>B2>B3>B1>y1>61>p4 [Lee et al., 1996].

Les PLC sont des enzymes spécifiques des phosphoinositides (phosphatidylinositol (PI),
phosphatidylinositol phosphate (PIP), phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2)) qu’elles

convertissent en inositol phosphates (respectivement inositol phosphate (IP), inositol
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bisphosphate (IP2) et inositol trisphosphate (IP3)) et en diacylglycérol (DAG). Selon les
récepteurs impliqués, différentes isoformes de PLC sont activées selon des mécanismes
spécifiques. Le collagéne conduit a la phosphorylation des résidus Tyrosine de la tyrosine kinase
Syk [Blake et al., 1994] et de la PLCy2 [Mangin et al., 2003]. La PLCy2 doit étre relocalisée aux
membranes, prés de son substrat PIP2, via le PIP3 (produit de la PI3K) pour induire la

génération des seconds messagers IP3 et DAG.

V.2. Libération de calcium par IP3 :

Le role du calcium cytosolique dans l'activation plaquettaire est essentiel. L’IP3 se lie a ses
récepteurs du systeme tubulaire dense, conduisant a la libération du calcium et a I’augmentation
de la concentration cytosolique du calcium [Irvine, 1990], passant de 100nM a 1uM suite a une
stimulation par 1’agoniste. Il se produit aussi un influx de calcium extracellulaire via les canaux
TRPC « transient receptor potential cation channels» et les CRAC (Ca®" Release-Activated
Calcium Channels).

L’¢lévation du calcium cytosolique induit l'interaction entre 1'actine et la myosine, active la PKC,
la calmoduline, la NOS et des protéases. L’¢élévation de calcium stimule différentes voies de

signalisation dont les SFKs (Src family kinases) et la voie PI3K /Akt [Xiang ef al., 2012].

V.3. Activation de la protéine kinase C par le DAG :

Le DAG est, quant a lui, responsable de la translocation membranaire et de ’activation de la
PKC qui va contribuer a I’activation d’allbB3 [Shattil et Brass, 1987] et a la libération d’acide
arachidonique (AA) [Halenda et Rehm, 1987] via la cascade p38MAPK et cPLA,.

Les plaquettes expriment plusieurs isoformes de la famille PKC, y compris les isoformes
conventionnelles dépendantes du calcium et du DAG, que sont les PKC a, B et v, les nouvelles
isoformes PKC (9, 0, et ) dépendantes de DAG et indépendantes du calcium et I’isoforme
atypique zéta ( indépendante du calcium et du DAG. Leur localisation peut étre cytosolique ou

membranaire [Cockcroft et Thomas, 1992].
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Les PKC classiques, en particulier la PKCa, jouent un rdle critique dans [’agrégation
plaquettaire. La PKC-6 est nécessaire pour 1’activation d’allbp3 et 1’agrégation induite par le
collagene. Les PKC 6 et 6 sont impliquées dans la sécrétion du contenu des granules denses en
réponse a la thrombine. Les PKC 6 potentialisent 1’activation des voies ERK et p38 « Mitogen

Activated Protein Kinase » (MAPK) [Yacoub et al., 2006] et la libération de thromboxane As.

V.4. Les p38 MAPK :

Les p38 MAPK (a, B, v et 6 ou SAPK2a/2b/3/4 respectivement) font partie de la superfamille des
sérine/thréonine protéines kinases [Pearson et al., 2001]. Les p38 MAPK sont activées par une
variété de stress environnementaux comme les radiations ionisantes, les UV, les protéines de
choc thermique, le choc osmotique, le stress oxydant ainsi que par les cytokines pro-

inflammatoires (IL-1, TNFa).

Les signaux déclenchés sont transmis par des cascades de signalisation qui conduisent a
I’activation de petites GTPases de la famille Rho (Rac, Cdc42). Ce processus va activer une
MAP3K, typiquement une MEKK ou une kinase de lignée mixte (MLCK). La MAP3K
phosphorylée active les MAPKK, les MEK3 et MEK 6, qui activent la p38MAPK, laquelle

phosphoryle les résidus Ser et Thr de nombreux substrats.

Les plaquettes sanguines contiennent les MAPK suivantes : ERK1/2 (ou p42/p44MAPK)
[Papkoff et al., 1994], INK1 [Bugaud et al., 1999] et les p38 MAPK a, B, y et & [Borsch-
Haubold et al., 1999]. Ces derni¢res sont activées par phosphorylations de la Thr180 et de la

Tyr182 en réponse a de nombreux stimuli de stress endogeénes et exogenes.

Dans les plaquettes, le collageéne, la thrombine et le vVWF stimulent la phosphorylation rapide
des p38 MAPK. La p38MAPK est essentielle a I’activation de la cPLA> [Borsch-Haubold ef al.,
1998] puisque la phosphorylation de la cPLA> induite par le collagéne ou la thrombine est
diminuée suite a l'inhibition de la p38MAPK, conduisant a une diminution de la libération d’AA

et de la synthése du TxAo.
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V.5. La phospholipase A: cytosolique :

La cPLA> (PLA> IV A) fait partie de la superfamille des phospholipases A> (PLA2) comprenant
en outre les PLA, sécrétées (sSPLA>), les PLA; indépendantes du Ca’*, les iPLA,, les « platelet
activating factor » (PAF)-acétylhydrolases (PAF-AH) et les PLA> lysosomales [Burke et Dennis,
2009]. Ces enzymes catalysent I’hydrolyse spécifique de la liaison ester en position sn-2 des PL

pour donner un acide gras libre et un lysophospholipide.

La cPLA2 de 85 kDa joue un role central dans la libération de 'AA qui se produit dans plusieurs
types de cellules en réponse a une grande variété de stimuli [Clark et al., 1991]. La cPLA>
posséde une dyade catalytique Ser/Asp et nécessite des concentrations submicromolaires de Ca"
pour son activité. Son interaction avec un domaine de liaison aux lipides CaLB (Calcium/lipid-
binding domain, CaLB) et la présence de Ca’*' permettent a la cPLA; de se transloquer du
cytoplasme a la membrane [Evans et al., 2001] et d’accéder a son substrat préférentiel, les PL
contenant I’AA [Clark et al, 1991]. Cependant, sa liaison avec des messagers lipidiques
secondaires comme le PIP2 (4,5) ou le céramide 1-phosphate augmentent son activité catalytique
indépendamment du Ca?" [Mosior et al, 1998] et son temps de résidence a la membrane
[Subramanian et al., 2007]. La phosphorylation des Ser-505 et Ser-727 par la p38 MAPK est le
deuxiéme facteur essentiel a 1’activation de la cPLA> [Borsch-Haubold et al., 1998]. Une fois

transloquée et activée par phosphorylation, la cPLA> libére I’AA des PL membranaires.

V.6. La cascade de I’acide arachidonique :

Figure 3 : Structure de l’acide 5, 8,11, 14 eicosatétraénoique (20:4n-6, acide arachidonique).
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L'AA est un AGPI constitué¢ de 20 carbones et de 4 liaisons éthylénes (4 insaturations : carbones
5,8, 11 et 14). Il représente 20% de I’ensemble des AG membranaires plaquettaires [Marcus et
al., 1969] est estérifié en position sn-2 des PL, et représente 1’un des substrats les plus importants

dans la synthése de médiateurs biologiques (figure 3).
V.6.a. Prostaglandine G/H synthase :

La PGHS est une enzyme bifonctionnelle possédant une activité cyclooxygénase (COX) et une
activité hydroperoxydase. Elle reconnait spécifiquement des AG a 20 carbones possédant 3
doubles liaisons en 8, 11 et 14 (tels I’AA, D’acide dihomo-y-linolénique et 1’acide
eicosapentaénoique) et permet la production de différentes prostaglandines (PG) [Smith ef al.,

1991].

La PGHS convertit 'AA de maniére régio- et stéréo spécifique [Schneider et al., 2007], en PGG2
(activité COX) puis en PGH» (activit¢é hydroperoxydase) qui est le précurseur de tous les
prostanoides synthétisés en aval par différentes voies enzymatiques comme la thromboxane
synthase, la prostacycline synthase et plusieurs prostaglandine-isomérases ou réductases. Il
existe trois isoformes de COX: la COX-1 constitutive, la COX-2 inductible et la COX-3
[Chandrasekharan ef al., 2002]. Les plaquettes n’expriment néanmoins que la COX-1 [Vane et
al., 1998, Patrignani et al., 1999]. Dans les plaquettes, la PGH> est convertie en TxA»
(proagrégant) par la thromboxane synthase [Needleman et al., 1976]. En méme temps, I’enzyme
catalyse la production d’un acide gras hydroxylé (AGOH), I’acide 12-hydroxy-5,8,10-
heptadécatriénoique (HHT) et du dialdéhyde malonique (MDA) par coupure du cyclopentane de
la PGH; [Haurand et Ullrich, 1985]. Contrairement au TxA», les MDA et HHT peuvent
¢galement étre produits non enzymatiquement par peroxydation des AGPI. L’activité¢ des
prostanoides est tres variable. Le TxA» diffuse ensuite a travers la membrane plasmique pour
agir de manicre autocrine ou paracrine sur les plaquettes a proximité via les récepteurs du
thromboxane (prostanoid TP receptor). En outre, il induit diverses réactions physiopathologiques
dont I’activation, le changement de forme, 1’agrégation et la sécrétion plaquettaires et finalement
promeut la formation du thrombus. Par contre, le TxA> ayant une demi-vie d’environ 30
secondes, est rapidement hydrolysé en TxB; inactif [Hamberg et Samuelsson, 1974]. Par contre,
HHT a un effet inhibiteur sur 1’agrégation plaquettaire induite par les analogues de PGH» [Croset

et Lagarde, 1983]. La PGH; peut également étre prise en charge par diverses prostaglandines
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synthases pour former les prostaglandines primaires PGE; (Prostaglandine Ez), PGD:

(Prostaglandine D») et PGF2a (Prostaglandine Foa).

V.6.b. 12-lipoxygénase :

12-lipoxygénase
Arachidonate + O:2 — 12-(S)-hydroperoxyeicosa-5Z, 8Z, 10E, 14Z-

tétraénoate

Dans les plaquettes sanguines, la 12-lipoxygénase (12-LOX) [Hamberg et Samuelsson, 1974] est
une dioxygénase présente dans le cytoplasme puis transloquée a la membrane suite a 1’activation
[Ozeki et al.,1999]. Elle catalyse 1’addition d’une molécule d’oxygene sur le carbone 12 de ’AA
pour donner 1’acide 12(S)-hydroperoxy-5,8,10,14-eicosatétraénoique (12(S)-HpETE). Ce
dernier est réduit en acide 12(S)-hydroxy-5,8,10,14-eicosatétraénoique (12(S)-HETE) par la
glutathion peroxydase cytosolique. La 12-LOX peut aussi métaboliser le LA. A fortes
concentrations, le 12-HpETE (5uM) inhibe la COX [Siegel ef al., 1979] tandis qu’a de faibles
concentrations, il I’active (100nM) [Calzada et al., 1997]. De plus, le 12-HpETE active sa propre
synthése en augmentant 1’activité de la 12-LOX plaquettaire humaine [Croset et Lagarde, 1985].

VI. Les récepteurs plaquettaires des lipoprotéines :

VI.1. « Scavenger receptor BI » :

VI.1.a. Structure :

Le récepteur éboueur ou « scavenger » de type I de classe B (SR-BI) a été découvert en 1993
[Calvo et Vega, 1993] dans les hépatocytes et fait partie de la grande famille des CD-36. Ils
partagent de 20 a 30 % d’homologie au niveau des résidus acides aminés. Le récepteur SR-BI est
une glycoprotéine membranaire de 509 acides aminés et de masse moléculaire 82 kDa,
constituée d'un grand domaine extracellulaire riche en résidus de cystéine et de 11 sites de N-

glycosylation, de deux domaines transmembranaires et de deux domaines cytoplasmiques (coté
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N-terminal et C-terminal). Sur les 11 sites glycosylés, toutefois la perturbation de seulement
deux sites (Asn-108 et Asn-173) par mutation dirigée induit des impacts conséquents sur la
fonction et I’expression de SR-BI. Bien que les faibles niveaux de mutants 108 et 173 exprimés
sur la surface cellulaire aient montré une réduction marquée de leur capacité a transférer des
lipides des HDL vers les cellules, ils n’altérent pas leur capacité¢ a lier des HDL. La N-
glycosylation peut influencer a la fois le transport intracellulaire et 1’activité de transport des

lipides de SR-BI [Viials ef al., 2003].

Du coté¢ C-terminal cytoplasmique de SR-BI se lie la protéine PDZK1 adaptateur cytosolique
multimérique de 70kDa. PDZK1 posséde 4 domaines d’interaction protéiques PDZ dans sa
séquence primaire (figure 4). PDZKI1 est essentielle pour assurer la stabilit¢ de SR-BI dans les
hépatocytes [Yesilaltay et al,, 2006, Kocher et al., 2009] et pour la signalisation médiée par les
HDL via SR-BI dans les cellules endothéliales [Li ef al., 2002 ; Yuhanna et al., 2001 ; Mineo et
al., 2006, 2007].

posz O:0 @

(SR-BI Binding) C-Terminal Region

Figure 4 : Séquence de PDZK1 du récepteur SR-BI.
D’apres [Kocher et Krieger, 2009].

Le récepteur SR-BI est exprimé dans de nombreux tissus et cellules, et notamment dans les tissus
impliqués dans la captation des EC par le foie et les tissus stéroidogéniques mais aussi dans les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les macrophages et les plaquettes. SR-BI a
¢été initialement identifié comme un récepteur spécifique des HDL par le groupe d’Acton en 1996

[Acton et al., 1996].

37



VI.1.b. Ligands :

Il lie une grande variété de ligands, incluant les HDL (natives ou oxydées) [Valiyaveettil et al.,
2008], les LDL (natives, acétylées ou oxydées) [Krieger et al., 2001], les VLDL et les PL
anioniques ou oxydés, les EC, les apolipoprotéines (apoA-I, apoA-II), la lipoprotéine(a) [Acton
et al.,, 1996, Yang et al., 2013; Krieger, 2001] , les cellules apoptotiques [Li et al., 2005], les
AGE (advanced glycation end products) [Cai ef al., 2005; Ohgami et al., 2003], le peptide B-
amyloide, 1I’apoE dépourvue en lipides, la glycoprotéine E> de I'enveloppe du virus de I'hépatite

C.

VI.1.c. Fonctions :

Le role le plus important de SR-BI est d’étre le récepteur majeur des HDL, et de médier le
transport sélectif des EC des HDL vers les cellules et de participer a 1’efflux du cholestérol
cellulaire vers les HDL matures. Le récepteur SR-BI stimule également le flux bidirectionnel de
cholestérol entre les lipoprotéines et les cellules [Ji ef al., 1997 ; Stangl et al., 1999 ; Yancey et
al., 2003 ; Phillips, 2014 ; Rigotti et al., 2000]. Les souris SR-BI -/- & apoE -/- ont un phénotype
lipoprotéique anormal, développent des maladies artérielles occlusives et meurent

prématurément d'infarctus du myocarde [Braun et al., 2002].

I1 a été démontré que le récepteur SR-BI lie les HDL natives, des HDL reconstituées en forme de
disque contenant I'ApoA-I ou I’apoE. L’affinité entre les sous-classes d’HDL et SR-BI dépend
principalement de la conformation d’apoA-I, et de la structure des HDL. Plus la taille de la
particule est importante, plus I’affinit¢ de SR-BI pour les HDL est élevée [de Beer et al., 2001,
Liadaki et al., 2000].

VI.1.d. SR-BI et plaquettes :

Les plaquettes humaines expriment aussi le récepteur SR-BI [Imachi et al, 2003]. Outre son
role dans le métabolisme du cholestérol, le SR-BI joue un role important dans la régulation de
I’agrégation plaquettaire et de la thrombose, notamment dans des conditions hyperlipidémiques

[Dole et al., 2008 ; Ma et al., 2010]. SR-BI a ¢été identifié comme le récepteur plaquettaire des
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HDL3 et serait le récepteur-clé de I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire médiée par HDL3
[Nofer et al., 1998]. L’expression réduite du SR-BI plaquettaire chez des patients diabétiques
souffrant d’athérosclérose a été associée a une augmentation de I’agrégation plaquettaire [Imachi
et al, 2014]. La présence de phospholipides chargés négativement (PS, PI) ainsi que
I’enrichissement des HDL3 en PS potentialiseraient I’effet antiagrégant des HDL3 [Brodde et
al, 2011].

D’autre part, 1’équipe de Podrez a été la premicre a montrer que les HDL modérément oxydées
in vitro par le cuivre inhibent I’activation des plaquettes induite par les agonistes via le récepteur
SR-BI et non via CD-36, ayant ét¢ montré étre un récepteur des HDL oxydées et participant a

leur captation par les macrophages [Thorne et al., 2007].

L'activité anti-agrégante des HDL oxydées pourrait étre attribuable a la présence des PL oxydés
qui augmenteraient la charge négative des particules et leur affinité pour SR-BI. La méme équipe
a également démontré que des PL oxydés ne se lient pas spécifiquement a SR-BI [Ashraf et al.,
2008]. A I’inverse, les HDL fortement oxydées modifieraient la structure des HDL et lieraient

CD-36.

VI.1.e. Impact du diabéte de type 2 sur I’expression de SR-BI :

L’expression de SR-BI, récepteur des HDL exprimé dans les plaquettes, est inversement associée
au pourcentage d’agrégation plaquettaire chez des patients DT2 [Imachi et al., 2014]. De plus,
les HDL de DT2 diminuent I’expression de SR-BI dans les cellules endothéliales (HUVEC) [Pan
et al., 2012] et diminuent la capacité des HDL a stimuler la prolifération et la migration des

cellules endothéliales.

Le diabete stimule 1'expression de SR-BI dans les macrophages de souris diabétiques traitées par
la streptozotocine conduisant a une réduction de I’efflux de cholestérol médié¢ par les HDL et a
une augmentation du cholestérol intracellulaire [Gantman et al, 2010]. Ces résultats suggeérent
que lors du diabete, SR-BI peut induire une captation d’EC des HDL par les macrophages et

augmenter la formation de cellules spumeuses.
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Les protéines modifiées par les AGE, ligands de SR-BI, inhibent a la fois la captation sélective
d'EC médi¢ée par SR-BI et l'efflux de cholestérol des cellules périphériques vers les HDL
[Ohgami et al., 2003].

En outre, il a ét¢ récemment montré que 1’affinité de protéines modifiées par les AGE a SR-BI
dépend du degré de modification induit par les AGE [Nagai et al., 2007]. Seul le complexe
AGE-albumine fortement modifié pourrait étre significativement reconnu par SR-BI, tandis que
le complexe AGE-albumine modifié 1égerement ou physiologiquement n’aurait aucun effet sur
SR-BI. Par contre, les produits d'oxydation protéiques avancés (AOPPs) transportés par les
protéines plasmatiques oxydées, en particulier I'albumine, s’accumulent chez les patients atteints

d’une insuffisance rénale, de maladie artérielle ou coronarienne, ou de DT2.

VI1.2. CD-36:

VI1.2.a. Structure :

Le récepteur CD36 est une glycoprotéine transmembranaire de 88 kDa. Le géne codant CD36, qui est
situé sur le chromosome 7 (7qll. 2), se compose de 15 exons [Calvo et al., 1995 ; Febbraio et al.,

2001].

La protéine CD36 se compose de 472 acides aminés et d'une seule chaine peptidique en forme d’épingle
a cheveux, organisée en deux domaines transmembranaires, un grand domaine extracellulaire fortement

glycosylé [Hoosdally et al., 2009] et deux extrémités cytoplasmiques trés courtes.

Le récepteur CD-36 est exprimé dans divers types cellulaires, y compris les monocytes, macrophages,
plaquettes, cellules endothéliales microvasculaires, adipocytes, cellules épithéliales du rein et myocytes

[Asch et al., 1987; Febbraio et al., 2001].

VI1.2.b. Ligands :

Le récepteur CD36 reconnait de nombreux ligands, dont la thrombospondine-1 [Asch et al., 1992], le

collageéne [Tandon et al., 1989], les AG a longue chaine, les DAG microbiens, certains PL oxydés, les
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lipoprotéines natives ou oxydées, le peptide B-amyloide. La diversité des ligands explique les
nombreuses fonctions de CD-36. Le CD36 a un role physiologique important dans la captation d’AG
libres a longue chaine [Dawson et al., 1997], dans les myocytes, utilisées pour la béta-oxydation lors de
la contraction musculaire et le stockage des lipides dans les adipocytes [Abumrad et al., 1993]. Dans les
macrophages, les LDL glyquées sont également reconnues par CD36 et SR-A [Brown et al., 2007].
L’activation combinée de CD36 et SR-A conduit a I’activation de la p38 MAPK plaquettaire par les
LDL oxydées [Korporaal et al., 2007].

Les ligands de CD36 transportés par les LDL oxydées ne sont pas totalement caractérisés mais sont
d’origine lipidique. En effet, les LDL oxydées délipidées ne sont pas reconnues par CD36 alors que des
liposomes de PL anioniques se lient au CD36 [Nicholson et al., 1995; Rigotti et al., 1995; Ryeom et al.,
1996]. 11 a été montré¢ que des PC oxydées [Podrez et al, 2002] se lient au CD36 et induisent

I’activation plaquettaire.

V1.2.c. Fonctions :

CD-36 a des effets pléiotropiques en fonction des cellules ou il est exprimé. Dans les macrophages, il
promeut I’endocytose. Le CD36 se lie a plusieurs ligands et sert de médiateur a différents processus
biologiques. Des études récentes ont démontré que le CD36 est impliqué dans la progression de
l'athérosclérose et que la délétion génétique de CD36 ou un blocage de la cascade de signalisation
induite par CD36 réduit la formation de lésions d’athérosclérose. Le site de liaison pour les oxPL est
situé dans les résidus 157 a 171, et le site de liaison pour les LDL oxydées est a proximité des résidus de
155 a 183 [Puente Navazo et al, 1996]. Il joue un rdle important dans plusieurs processus
physiologiques et pathologiques tels que le métabolisme lipidique (transport d’AG), les réponses
immunitaires innées, I’angiogenése, 1’athérogenese, le diabéte [Febbraio ef al, 2001] et I’activation

plaquettaire [Aiken et al.,1990] par les LDL oxydées [Chen ef al., 2008] et le flux de cholestérol .
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VI.2.d. Réle de CD-36 dans les plaquettes :

Les plaquettes expriment CD-36 qui possédent en moyenne 12000 récepteurs par plaquette [Aiken et al.,
1990]. 11 interagit avec le collagene et la thrombospondine notamment et régule I’activation plaquettaire.
Podrez et al., (2007) ont montré que les LDL oxydées se lient a CD36 et activent les plaquettes via
l'expression de la P-sélectine et I'activation de 1'intégrine aunfs. Le groupe de Silverstein a confirmé que
les LDL oxydées se lient a CD36 ce qui conduit a la phosphorylation des Vav et de Jun kinase (JNK) via
la phosphorylation des kinases de la famille Src (Fyn et Lyn) promouvant la formation de thrombus chez

la souris [Chen et al., 2008 ; 2011].

Certains PL oxydés possédant une forte affinité pour CD-36, nommés oxPLcp-36, activent les plaquettes
en se fixant sur CD-36 et via la cascade de signalisation Src, Syk et phospholipase C-y [Zimman et al.,
2014]. Une étude récente de [Badrnya ef al., 2013] renforce cette observation en ¢élucidant le rdle de
CD36 dans ce processus. Les plaquettes interagissent avec les LDL oxydées et libérent des chemokines

qui favorisent 1’athéroclérose [Siegel-Axel et al., 2008].

VI.2.e. HDL oxydées et CD-36 :

Les HDL fortement oxydées par I’hypochlorite (généré par la myéloperoxydase) se lient spécifiquement
a CD-36, potentialisent 1’agrégation plaquettaire et induisent I’externalisation de la PS sur le feuillet
externe des membranes et la libération du contenu des granules a. CD-36 lie aussi les HDL3 natives et

médient leur effets inhibiteurs sur I'agrégation plaquettaire [Brodde et al., 2011].

Dans les macrophages, la captation des HDL oxydées par CD-36 accélére la formation des cellules
spumeuses. Par contre, les HDL oxydées peuvent réguler négativement l'expression a la fois de 'ARNm

et de la protéine CD36.

L’inhibition de I’expression de CD-36 se produit via une phosphorylation de PPARy par la p38 MAPK,

ce qui peut inhiber la captation des HDL oxydées par les macrophages.
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Lipoprotéines
I. Généralités :

Les lipides exogenes apportés par 1’alimentation et les lipides endogénes synthétisés par le foie sont
transportés entre les tissus périphériques, les organes et les cellules par les lipoprotéines. Les
lipoprotéines sont des macromolécules sphériques et hydrosolubles dont la densité, la taille, la
composition en lipides et protéines, et les fonctions varient. Elles constituent une entit¢é dynamique
puisqu’elles subissent de nombreux remaniements au cours de leur circulation sous I’action
d’enzymes lipolytiques et des protéines de transfert de lipides. Toutes sont cependant constituées
d’un cceur hydrophobe qui comprend des lipides apolaires EC et TAG et d’une enveloppe
périphérique amphiphile constituée d’une monocouche de PL polaires dans laquelle sont insérées des
molécules de cholestérol non estérifi¢ et différentes apolipoprotéines liées de fagon non covalente

aux lipides.

Cinq classes sont classiquement identifi¢es en fonction de leur densit¢ par ultracentrifugation,
méthode de référence pour leur séparation : les chylomicrons (CM), les lipoprotéines de trés basse
densité¢ (ou VLDL), les lipoprotéines de densité¢ intermédiaire (ou IDL), les lipoprotéines de basse

densité (ou LDL) et les lipoprotéines de haute densité (ou HDL) (tableau 2).

I1. Classes de lipoprotéines hormis les HDL :
IL.1. Chylomicrons (CM) :

Les CM sont synthétisés au niveau des entérocytes sous forme de CM natifs qui sont libérés dans la
circulation lymphatique mésentérique puis dans la circulation sanguine. Ce sont les particules
lipoprotéiques ayant la plus faible densit¢ (< 0,93 g/mL), la demi-vie la plus bréve (quelques
minutes) mais étant par contre les plus grosses en taille (100-500 nm de diameétre). Les CM
contiennent essentiellement des TAG (85-92%), de 6 a 12% de PL, de 1 a 3% de cholestérol etde 1 a
2% de protéines dont principalement I’apo B-48. Ils assurent le transport des TAG alimentaires vers
le muscle et le tissu adipeux et celui du cholestérol alimentaire vers le foie. Une fois dans la
circulation sanguine, les TAG des CM sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL) plasmatique,

activée par I’apo CII, en glycérol et en AG. Les particules résiduelles de CM en résultant (ou
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«remnants» de CM), de plus petite taille, sont captées par le foie grace a la liaison de 1’apo E a des
récepteurs spécifiques. La lipolyse des CM et VLDL conduit aussi au transfert des composés de

surface (PL, cholestérol et certaines apolipoprotéines) vers les HDL.
I1.2. Lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) :

Le foie produit et sécrete les VLDL, particules de taille hétérogene (de 30 nm a 80 nm) composées
principalement d’apoB-100 et d’autres apolipoprotéines (apo E, apo C) ainsi que de quantités

variables de TAG, EC, PL et cholestérol.

Suite a I’hydrolyse des TAG des VLDL par la LPL, une partie des particules résiduelles de VLDL est

recaptée par les hépatocytes via la liaison de I’apoE au LDL-R.

Une autre partie des VLDL circulantes est convertie en IDL suite a I’hydrolyse de leurs TAG par la
LPL. Les IDL, appauvries en TAG et enrichies en EC, sont transformées en LDL par la lipase

hépatique.
IL1.3. Lipoprotéines de basse densité (LDL) :

Les LDL sont des particules de petite taille (de 18 a 25 nm) contenant une molécule d’apoB-100 par
particule et sont les plus riches en EC parmi les différentes classes lipoprotéiques. Les LDL se fixent
par I’intermédiaire de I’apo B-100 sur leur récepteur membranaire LDL-R, découvert par Brown et
Goldstein [Brown et Goldstein, 1986]. Les complexes LDL/LDL-R sont internalisés par endocytose
dans les tissus périphériques ou le foie. Alors que les récepteurs des LDL sont recyclés vers la
membrane cellulaire, les apolipoprotéines et les EC des LDL sont catabolisés par les enzymes
lysosomales en acides aminés, AG et cholestérol non estérifié, respectivement. Les LDL transportent

environ 2/3 du cholestérol circulant.
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Lipoprotéines Chylomicrons VLDL IDL LDL HDL2 HDL3
Densité (g/mL) <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,125 1,125-1,21
Taille (nm) 100-500 30-80 25-35 18-25 8,8-12,9 7,2-8,8
Mobilité - .
électrophoretique ongine pré-p p p ¢
Protéines (%) 2 8 14 22 35-45 55-65
Lipides (%) 98 92 86 78 65-55 45-35
Principales B-48, C-I, 1l et | B-100, C-I, II A-L Il et IV, C-I, T etIII, E,
apolipoptl')otéines 11, E et I, E B-100,E B-100 D
Principaux lipides TAG TAG TAG EC PL/EC PL/EC
Temps de demi-vie 6 minutes 4-6 heures 2 minutes 2-3 jours 4 jours 7 jours

Tableau 2 : Caractéristiques des lipoprotéines plasmatiques humaines.

I1I. Lipoprotéines de haute densité (HDL) :

Les HDL sont les lipoprotéines ayant la plus haute densité et la plus petite taille.
I11.1. Biosynthese des HDL :

Les HDL ont 3 origines. Elles sont principalement synthétisées par le foie [Zannis et al., 1982],
mais aussi par I'intestin [Brunham et al., 2006] et sont aussi produites via le métabolisme des

CM et des VLDL.

Les HDL naissantes sont constituées de 1’assemblage d’apolipoprotéines dont principalement
I’apoA-I, I’apoA-II et I’apoC-II (apo E pour celles d’origine hépatique) et de PL. Puis elles
s’enrichissent en EC, cholestérol non estérifi¢é, TAG, antioxydants, peptides et micro-ARN
(miRNA) [Yetukuri et al., 2010 ; Shah et al., 2013 ; Rezaee et al., 2006]. Les HDL naissantes
ont une structure discoidale composée d’une couche unique de PL repliée sur elle-méme, et de
cholestérol non estérifi¢ et d’apolipoprotéines. La « Lecithin Cholesterol Acyl Transferase »
(LCAT) permet D’estérification duc cholestérol transformant les HDL naissantes en HDL3
matures (figure 5). En s’enrichissant en EC, les HDL3 deviennent des HDL2, plus larges et
moins denses. Ces derniéres sont captées par les hépatocytes grace aux récepteurs reconnaissant
I’apoA-I. Le cholestérol transporté au foie est éliminé dans la bile.
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Figure 5: Biosynthese des HDL.
D’apres [Rader, 2006].

II1.2. Classification des HDL :

Dés les années 1950, De Lalla et Gofman utilisent 1’ultracentrifugation, pour séparer des
lipoprotéines selon leur différence de densité. La densité des HDL se situe entre 1,063 et 1,21
g/mL en raison de leur teneur élévée en protéines (45% en poids) par rapport aux autres classes
de lipoprotéines. Les HDL plasmatiques sont des particules hétérogenes différant selon leurs
densités, tailles, formes, charges, compositions lipidique et protéique. Les HDL sont souvent
sub-divisées en HDL3 (petites et denses de 1,125 a 1,21 g/mL) et HDL2 (larges et légeres de
1,063 a 1,125 g/mL). En utilisant des techniques d’électrophorése non-dénaturante en gel a
gradient de polyacrylamide (ou d’agarose) ou des techniques d’ultracentrifugation en gradient de
densité, elles peuvent étre sub-divisées en cinq sous-fractions (trés petites, petites, moyennes,
larges, et tres larges) avec les dénominations suivantes (HDL3c; HDL3b; HDL3a; HDL2a; et
HDL2b) (voir tableau 3).
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Densité (ultracentrifugation)
HDL2 (1,063—1,125 g/mL)
HDL3 (1,125-1,21 g/mL)

Taille (électrophorése sur gel en gradient)
HDL2b (9,7-12,0 nm)
HDL2a (8,8-9,7 nm)
HDL3a (8,2—-8,8 nm)
HDL3b (7,8-8,2 nm)
HDL3c¢ (7,2-7,8 nm)
Taille (RMN)
« Large » HDL (8,8-13,0 nm)
« Medium » HDL (8,2—8,8 nm)
« Small » HDL (7,3-8,2 nm)

Forme et charge (gel d’agarose)
a-HDL (sphérique)
Prép-HDL (discoidale)

Charge et taille (électrophorese 2D)
Prep-HDL (pref1 and prep2)
a-HDL (al, a2, a3 and a4)

Prea-HDL (preal, prea2, prea3)

Composition en protéines (électro-immuno-diffusion)
LpA-I
LpA-L:A-II

Tableau 3: Classification des HDL selon différentes techniques de séparation et d’isolement.



II1.3. Structure des HDL :

*Esters de cholesteérol
*Triglycerides

* Phospholipides
Protéines (>80):

(apo A l, apoAll..). * Cholestérol

Figure 6 : Représentation schématique d 'une HDL.

Plus de 200 especes moléculaires lipidiques ont été identifiées dans les HDL a ce jour. Leur coeur
hydrophobe est composé d’EC (30 a 40% des lipides totaux) et de TAG (3%), et leur enveloppe
de PL (37 a 50%) amphiphiles et de cholestérol (9 a 13 %) [Kontush et al., 2013] (figure 6),
comme cela a ét¢ montré dans des HDL isolées par ultracentrifugation. Les proportions en
principales classes lipidiques sont similaires dans des HDL isolées par ultracentrifugation ou
FPLC [Wiesner et al., 2009].

II1.3.a. Généralités sur les acides gras :

Les acides gras sont des acides carboxyliques (R-COOH) formés d'une chaine aliphatique
hydrocarbonée. La grande majorit¢ des acides gras naturels ont une chaine linéaire avec un
nombre pair de carbones.

Il existe trois types d'acides gras qui se différencient par leur degré d’insaturation : (tableau 4)

. les acides gras saturés (AGS).
. les acides gras monoinsaturés (AGMI, la chaine carbonée contient une double liaison).
. les acides gras polyinsaturés (AGPI, contenant plusieurs doubles liaisons).
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Catégorie Formule Nom commun ou IUPAC

16:0 acide palmitique
18:0 acide stéarique
Acides Gras Saturés
20:0 acide arachidique
(AGS) . .
22:0 acide béhénique
24:0 acide lignocérique
16:1n-7 acide 9-cis-hexadecénoique
16:1n-9 acide palmitoléique
18:1n-7 acide 11-cis-octadecénoique
Acides Gras Monoinsaturés
18:1n-9 acide oléique
(AGMI)
20:1n-9 acide eicosénoique
22:1n-9 acide érucique
24:1n-9 acide nervonique
18:2n-6 acide linoléique
18:3n-3 acide a-linolénique
18:3n-6 acide y-linolénique
Acides Gras Polyinsaturés 20:3n-6 acide di-homo-y-linolénique
(AGPI) 20:4n-6 acide arachidonique
20:5n-3 acide eicosapentaénoique
22:5n-3 acide docosapentaénoique
22:6n-3 acide docosahexaénoique

Tableau 4 : Classification des principaux acides gras.

L’acide linoléique (LA, 18:2 n-6) et I’acide a-linolénique (LNA, 18:3 n-3) sont des AG
indispensables car les Mammiféres sont incapables de les synthétiser, et ils doivent étre apportés
par I’alimentation. Ces deux AG sont les précurseurs des deux principales familles d’AG, les

familles n-6 (ou w6) et n-3 (ou ®3) respectivement, n (ou ®) désignant la position de la premiere
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double liaison a partir du groupement méthyle terminal. Les AG de ces deux familles ne sont
pas interconvertibles.

Les AG servent de substrats énergétiques, stockés sous forme de TAG. Ils sont présents dans les
PL, les constituants majeurs de la bicouche lipidique des membranes biologiques et de la
monocouche des lipoprotéines, et dans les EC.

Outre leur rodle de lipides de structure, les AGPI sont impliqués dans de nombreuses fonctions
biologiques. Certains AGPI sont notamment des précurseurs de nombreux composés oxygénés
biologiquement actifs. Parmi ces AGPIs, ’acide arachidonique (AA, 20:4 n-6) synthétisé par une
série d’¢longations et de désaturations a partir du LA, est métabolis¢ en divers médiateurs
lipidiques (détaillés dans la partie métabolisme de I’AA page 34).

L’acide eicosapentaénoique (EPA, 20:5 n-3) et I'acide docosahexaénoique (DHA, 22:6 n-3) sont
des acides gras polyinsaturés n-3 (ou ®3) a longue chaine, synthétisés a partir du LNA. IIs sont
synthétisés par les phytoplanctons et sont présents dans les produits marins (poissons gras des
mers froides). L’EPA et le DHA ont des propriétés anti-inflammatoires et cardioprotectrices. Par
ailleurs, ils stimulent le développement cérébral du bébé. Chez l'enfant, ils optimisent, au cours
de sa croissance, l'acuité visuelle et l'intelligence. Une consommation de quantités
« convenables » permet de protéger contre les maladies cardiovasculaires (MCV), de ralentir le

vieillissement cérébral et la maladie d’Alzheimer et de diminuer 1’inflammation.
II1.3.b. Lipidomique des HDL :
I11.3.b.1. Lipides neutres :

II1.3.b.1.a. Esters de cholestérol:

Les EC des HDL sont issus de la réaction de trans-estérification entre les PL et le cholestérol,
catalysée par la LCAT. Fortement hydrophobes, ils sont localisés dans le coeur des particules
d’HDL. Le pourcentage d’EC (et de TAG) est corrélé a la taille des HDL [Hayek et al., 1993;

Razavi et al., 2012], et inversement a leur densité.

L’acide linoléique représente plus de 50 % des AG constitutifs, les acides ol€ique, palmitique et

AA étant présents en moindre proportion.
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1I1.3.b.1.b. Stérols :

Le cholestérol libre (non estérifi¢) est localisé dans la monocouche de PL et participe a la
régulation de la fluidité des particules. Le contenu en cholestérol varie de 9 a 13% et dépend de
la taille des lipoprotéines, les HDL2b étant 2 fois plus riche en cholestérol que les HDL3b
[Shiflett et al., 2005]. D’autres stérols sont présents a des niveaux beaucoup plus faibles tels que
les oxystérols, les phytostérols (B-sitostérol, campestérol), les cestrogenes, le lathostérol et

I’ergostérol [Kontush et al., 2015].
IIL.3.b.1.c. Triacylglycérols :

Les TAG présents dans les HDL proviennent des VLDL, lipoprotéines riches en apoB, via les
transferts bidirectionnels de lipides neutres entre fractions lipoprotéiques catalysés par la CETP
« Cholesteryl Ester Transfer Protein ». Ils contiennent essentiellement des acides oléique,
palmitique et linoléique [Kontush et al., 2015]. Il n’y a pas de différence de profil en especes
moléculaires de TAG entre les HDL2 et les HDL3.

I11.3.b.1.d. Diacylglycérols :

La présence de DAG a ¢été¢ démontrée dans les HDL [Vieu et al., 1996; Kuksis et al., 1981].
Leurs espéces moléculaires principales sont les 16:0/18:2, 18:0/18:2 et 16:0/18:1.

I11.3.b.2. Phospholipides :

Ces lipides amphiphiles formant la monocouche représentent de 37 a 50% des lipides totaux

[Kontush et al., 2013] et sont la classe la plus riche en PL de toutes les classes de lipoprotéines.
I11.3.b.2.a. Phosphatidylcholines :

Les phosphatidylcholines (PC) sont les principaux phospholipides des HDL, représentant en %
molaire de 32 a 35 % des lipides totaux des HDL [Wiesner ef al., 2009]. Les PE, PI, PS, SM et

LPC sont aussi présentes dans les HDL en moindre proportion.

La répartition de la PC est équivalente entre les sous-classes de HDL. Les principales especes
moléculaires des PC sont les 16:0/18:2, 18:0/18:2 et 16:0/20:4 [Kontush ef al., 2013 ]. Les HDL

contiennent aussi des PC estérifices avec des AGPI oxydés (les acides gras hydroxylés) ou
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fragmentés comme POVPC (1-palmitoyl-2-(5-oxovaléroyl)-sn-glycéro-3-phosphocholine),
PGPC  (1-palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycéro-3-phosphocholine) en  position sn-2 du
glycérophospholipide (figure 7). Parmi les sous-classes de PC, les 1-alkényl-2-acyl-
glycérophosphocholines ou plasmalogénes a phosphocholine, phospholipides mineurs possédant
une liaison éther vinylique, sont parmi les plasmalogénes les plus présents (de 2,2 a 3,5 mol %

des lipides totaux) mais représentent moins de 10% des PC  totaux.
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Figure 7: Structure de différents PC oxydés dérivés de PAPC.
D’apreés [Philippova et al., 2014].

I11.3.b.2.b. Phosphatidyléthanolamines :

Les PE ne représentent que 0,7 a 0,9 mol % des lipides totaux. La sous-classe des 1-alkényl-2-
acyl-glycérophosphoéthanolamines ou plasmalogénes a phosphoéthanolamine, constituées des
especes moléculaires 18:0/20:4 and 16:0/20:4 [Wiesner et al., 2009] représente la moitié¢ des PE

présentes.
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I11.3.b.2.c. Lysophosphatidylcholines :

Les lysophosphatidylcholines (LPC), PC dont I’un des résidus d’AG est hydrolysé, représente de
1,04 a 8,1 % des lipides totaux des HDL. C’est la fraction lipoprotéique en contenant le plus,
bien qu’une éventuelle contribution des LPC associ¢es a 1’albumine ne peut pas étre exclue.
Parmi les sous-classes d’HDL, elles sont plus présentes dans les HDL3 que dans les HDL2
[Camont ef al., 2013].

Elles sont dérivées de I’hydrolyse des PC par des phospholipases, dont la LCAT, enzyme
préférentiellement associée aux HDL et aux HDL petites et denses [Kontush et al., 2007]. Les
LPC sont également produites suite a I’hydrolyse des PC oxydées par la Lp-PLA> « Lipoprotein-
associated phospholipase A2 » ou par la PLA> sécrétée dans des conditions pro-athérogenes,
telles que le stress oxydant et 1'inflammation. La composition des LPC en AG comprend suivant
les études, soit préférentiellement des AGS 16:0 et 18:0, soit des 20:4n-6 et 22:6n-3 [Serna et al.,
2015]. Fait intéressant, les 16:0 LPC sont présentes en majorité dans les HDL, tandis que les

18:0 LPC sont principalement associées aux VLDL et LDL.
I11.3.b.2.d. Autres phospholipides :

Les phosphatidylinositol (PI), phosphatidylsérine (PS), cardiolipines, phosphatidylglycérol (PG)
et acide phosphatidique (PA) sont des phospholipides chargés négativement, présents de facon
décroissante dans les HDL et a de trés faibles quantités. Cependant, ces lipides ont un impact
significatif sur la charge de surface des HDL et peuvent moduler les interactions des HDL avec
les lipases, les protéines de transfert de lipides, la matrice extracellulaire et les récepteurs comme
SR-BI [Brodde et al., 2011]. La PS, bien que mineure, augmente de fagon progressive avec la
densité des HDL, étant surtout présente dans les HDL3b et HDL3c. Il en est de méme pour les
PC, PA et LPC.

I11.3.b.2.e. Sphingolipides :

Les sphingomy¢élines (SM) (6% des lipides totaux des HDL) sont la deuxiéme sous—classe des
PL dans les HDL. Les HDL2 sont plus riches en SM que les HDL3 [Hammad et al, 2010,

Martinez-Beamonte et al., 2013 ]. Dans les HDL, les SM se situent a proximité du cholestérol
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non estérifi¢ (figure 8). Les SM des HDL stimulent I’efflux de cholestérol via ABCAI
[Takahashi et al., 2006] mais inhibent I’influx d” EC, et le transport inverse de cholestérol via
SR-BI. La sphingosine-1-phosphate (S1P) est un lipide bioactif, préférentiellement associ¢ aux

HDL petites et denses [Sattler et Levkau, 2009], ayant des propriétés athéroprotectrices.

) Cholesterol
Q9 PC
® swm

Figure 8: Localisation des sphingomyélines a la surface des particules d’HDL.

D’apres [Martinez-Beamonte ef al., 2013].

I11.3.b.3. Antioxydants :

Les HDL contiennent dans leur monocouche lipidique de la vitamine E comme antioxydant majeur,
I’a-tocophérol étant majoritaire et le y-tocophérol mineur. Elles contiennent aussi de 1’ubiquinone-10,

du lycopene et du B-caroténe. Ces molécules protégent les HDL contre les radicaux libres.
IIL.3.c. Protéomique des HDL :

Les HDL possédent un grand nombre de protéines comparativement aux autres classes de
lipoprotéines [Rezaee et al., 2006; Shah et al., 2013]. Plus de 80 protéines ont été¢ identifiées a
ce jour dont en majorité¢ des apolipoprotéines, des enzymes impliquées dans le métabolisme des
lipides, des protéines de transfert de lipides, des protéines de phase aigué, des inhibiteurs de

protéases et d'autres composants protéiques mineurs.
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I11.3.c.1. Apolipoprotéine A-I (apoA-I) :

L’apoA-I est la principale apolipoprotéine des HDL et représente en moyenne 70% des protéines.
Certaines particules d’HDL contiennent a la fois des apo A-I et A-II comme apolipoprotéines
majeures (LpA-I/A-II) alors que certaines particules ne contiennent que I’apoA-I (LpA-I) [Cheung
et al., 1984] (tableau 3).

Concernant les sous-classes d’HDL, les HDL2 contiennent de 4-5 molécules d’apoA-I par particule
alors que les HDL3 en contiennent 2-3 [Kontush et Chapman, 2006]. L’apoA-I est produite par le
foie (70%) et l'intestin gréle (30%) [Eggerman et al, 1991]. Elle est principalement associée aux
HDL et régule la distribution des tailles de ces particules. Elle est également associée aux CM et
VLDL mais rapidement transférée vers les HDL. C’est une protéine de 28,3 kDa. Le geéne codant

pour 1’apoAl se situe sur le chromosome 11.

L’organisation structurelle de I’apoA-I consiste en 10 hélices a amphipathiques. Chaque hélice
interagit avec les PL via leur face hydrophobe et avec la phase aqueuse plasmatique via leur face
riche en acides aminés chargés négativement. L’assemblage de 1’apoA-I dans les particules d’HDL
est trés dynamique. Différents modeles, dont les modéles de cloture ou de ceinture (figure 9), ont été
décrits pour expliquer I’interaction de I’apoA-I avec les PL lors de la formation des HDL discoidales
[Frank et Marcel, 2000]. Plus récemment, un modele en « trefle » a été proposé pour les HDL
sphériques (figure 9). Dans le domaine central, les résidus 100 a 121 de I’hélice sont trés importants
pour la liaison des lipides et la formation des HDL matures. Le domaine d'activation de la LCAT a
maintenant ét¢ clairement attribué¢ a I'hélice 143 a 164 tandis que I'hélice 144 a 186 est importante
pour le déplacement de la LCAT vers ses substrats lipidiques. En revanche, les hélices C-terminales

sont importantes pour la liaison lipidique et le maintien des HDL dans la circulation.

L’apoA-I est fonctionnellement importante. L’apoA-I interagit avec le récepteur ABCA1 (ATP-
binding cassette transporter 1) [Eggerman et al., 1991], qui permet I’assemblage des PL et du
cholestérol libre avec I’apo-Al délipidée et résulte en la formation des préf-HDL ou HDL naissantes.

Les mutations silencieuses du gene codant pour I’ABCA1 sont la cause de la maladie de Tangier
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[Rust et al, 1999], qui est caractérisée par des concentrations extrémement basses d’apoA-I et
d’HDL-cholestérol et est associée a une diminution de I’efflux de cholestérol des macrophages.
L’apoA-I interagit aussi avec le récepteur SR-BI pour la liaison des HDL et I’efflux de cholestérol

[Liu et al., 2002].

Outre I’activation de la LCAT, I’apoA-I active la CETP et la PLTP. Elle est impliquée dans I’efflux
de PL et de cholestérol des cellules périphériques et stabilise la structure et la fonction des PON et

PAF-AH. L’apoA-I des HDL est décrite pour avoir des effets anti-athérogenes.

A

Figure 9: Modélisation de [’arrangement moléculaire de [’apoA-I sur une particule d’HDL. (A)
Modele de « double ceinture », (B) modele de « trefle ». Chaque hélice est représentée par une
couleur différente.

D’apres [Silva et al., 2008].

II1.3.c.2. Apolipoprotéine A-II (apoA-II) :

L’apo A-II, de masse moléculaire de 17 kDa, est la deuxiéme apolipoprotéine majeure des HDL

(20%). L’apoA-II est présente dans la plupart des particules d’HDL. Chez les humains, le gene
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qui code pour l'apo A-II est localisé sur le chromosome 1 [Brewer et al., 1986; Lackner et
al.,1984]. La structure de D’apoA-II est similaire a 1’apoA-I, comportant des o-hélices
amphiphiles. Elle est principalement synthétisée dans le foie [Eggerman et al., 1991] suite a
plusieurs clivages post-traductionnels, et elle est présente dans le plasma sous forme active de
dimére avec deux chaines de 77 résidus amino-acides liés par un pont disulfure [Brewer et al.,
1986]. Son expression est régulée a la hausse par les récepteurs nucléaires tels que le rétinoide X
Receptor (RXR), le PPAR-alpha [Vu-Dac et al., 1995 et 1996] et SREBP-2 [Kan et al., 1999].
L’apoA-II joue un role important dans le transport inverse du cholestérol en régulant 1’activité de

la LCAT et en modulant ’afflux de cholestérol.

I11.3.c.3. Autres apolipoprotéines mineures :
I11.3.c.3.a. Apolipoprotéine A-1V :

L’apoA-IV est une apolipoprotéine synthétisée par I’intestin et le foie, associée aux CM. Suite a la
lipolyse des CM [Mahley et al., 1984], ’apoA-IV s’associe aux HDL, majoritairement aux HDL3.
L’apoA-IV s’associe dans une moindre mesure avec les PL comparativement a 1’apoA-I et serait
moins anti-athérogeéne et plus sensible a la glycation [Yoo ef al., 2015]. Elle active la LCAT et la

PLTP.
I11.3.c.3.b. Apolipoprotéine E:

L’apo E est présente dans les CM, VLDL et HDL. Elle est importante pour le métabolisme des
lipides dans le cerveau et d'autres tissus. [Kothapalli et al,, 2012]. C’est un ligand spécifique des
LDLR (« LDL receptor »), LRP (« low-density lipoprotein receptor-related protein-1 ») et SR-BI des

hépatocytes et des cellules périphériques.
I11.3.c.3.c. Apolipoprotéine D:

L’apo-D est principalement présente dans les HDL et dans une moindre mesure dans les LDL. Elle
appartient a la famille des lipoprotéines qui transportent de petites molécules hydrophobes comme

I’AA, des hormones stéroidiennes et le cholestérol.

I11.3.c.3.d. Apolipoprotéine C-I:
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L’apoC-I est majoritairement associée aux HDL mais aussi aux VLDL et CM chez I’Homme.
L’apoC-I est un inhibiteur de la CETP en diminuant I’¢lectronégativité des HDL, via en partie sa
charge positive, et en diminuant la liaison des HDL avec la CETP et de fait son activité. L’apo C-I a
un effet inhibiteur sur SR-BI en diminuant la liaison des EC des HDL a SR-BI. Elle active la LCAT

dans une moindre mesure que 1’apoA-I.

II1.3.c.4. «Lécithine Cholestérol Acyl Transférase» (LCAT ) :

La LCAT est synthétisée dans le foie et fortement N-glycosylée. La LCAT est une
acyltransférase qui catalyse I’estérification du cholestérol libre en transférant I’acide gras en
position sn-2 de la lécithine vers le groupement 3-hydroxyle du cholestérol libre (figure 10),
localisé a la surface des particules. Il s’ensuit la migration des molécules d’EC vers le coeur plus
hydrophobe des particules et la conversion des HDL naissantes discoidales (préf-HDL) en HDL
matures sphériques, HDL3 puis en HDL2. L’apoA-I est le principal activateur de la LCAT.
Environ 75% de l'activité de la LCAT plasmatique est associée aux HDL, davantage aux HDL3

qu’aux HDL2, mais est ¢galement présente dans les LDL.
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Figure 10: Réaction catalysée par la LCAT. Migration des EC dans le coeur hydrophobe des
HDL et formation des HDL sphériques a partir des HDL discoidales.

II1.3.c.5. Paraoxonases (PON) :

Les PON (PON1, PON2, PON3) constituent une famille d’enzymes dépendantes du calcium,
synthétisées principalement dans le foie mais aussi dans les reins. Seules les PON1 et PON3
sont présentes dans les HDL, la PON2 ¢étant une protéine intracellulaire (qui ne serait pas
associée aux lipoprotéines). La PON1 est I’isoforme la plus présente a la surface des HDL ou
elle est étroitement associ¢e a 1’apoA-I. C’est une glycoprotéine de 354 acides aminés et de
masse moléculaire de 43 kDa. Elle a initialement été décrite comme une estérase capable
d’hydrolyser des substrats organophosphorés, dont le paraoxon, substrat utilis¢ habituellement
pour mesurer son activité sérique et dont elle tire son nom. La PON1 possede également des
propriétés anti-oxydantes vis-a-vis de I'oxydation des LDL in vitro. Elle hydrolyse une grande
variété de substrats oxydatifs endogénes ou exogenes [Biggadike e al., 2000 ; Billecke et al.,
2000], tels que le peroxyde d'hydrogeéne, les phospholipides oxydés dérivés de I’AA, les
hydroperoxydes de cholestéryl linoléate présents dans les LDL oxydées et dans les lésions
d’athérosclérose ainsi que des lactones (tels que les glucocorticoides, gamma-lactones et
statines). L’activité de la PON1 est diminuée dans les maladies associées a un stress oxydatif
¢leve telles que le diabete [Durrington et al, 2001], les MCV [Mackness et al., 2003], les
dyslipoprotéinémies [Paragh et al., 1998]. Comme la PON1, la PON3 est associ¢e aux HDL et

protege les LDL contre I’oxydation.

II1.3.c.6. «Platelet-activating factor-acetyl hydrolase» (PAF-AH):

La PAF-AH est également appelée phospholipase A> associée aux lipoprotéines (« lipoprotein-

phospholipase A» », LpPLA>). Les macrophages et les plaquettes synthétisent cette enzyme et la

sécrétent dans le milieu extracellulaire [McIntyre ef al., 2009]. La PAF-AH plasmatique circulante

est majoritairement associée aux LDL (60-80%) et aux HDL [Tselepis et al., 1995]. Dans les

macrophages, elle est fortement N-glycosylée ce qui détermine sa faible association avec les HDL
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d’origine humaine. La PAF-AH est une phospholipase A indépendante du calcium qui dégrade le
PAF pro-inflammatoire en hydrolysant le groupement acétyl en position sn-2 du glycérol pour
produire du lyso-PAF inactif et un acétate [Mallat et al., 2010]. L’enzyme clive aussi les PL oxydés
contenant une chaine courte en position sn-2 en lysophospholipides. Le site de la PAF-AH est proche

de la surface des lipoprotéines et accessible aux PL oxydés présents a la surface des HDL.

I11.3.c.7. Glutathion-peroxydase 3 (GPx-3) :

La GPx-3 ou glutathion-peroxydase plasmatique est une isozyme de la famille des glutathion-
peroxydases, enzymes anti-oxydantes catalysant la réduction des hydroperoxydes lipidiques et du
peroxyde d'hydrogéne en dérivés alcool et eau respectivement, en présence de glutathion. Elle est
synthétisée dans les poumons, le ceeur, les seins, le foie, les reins, le poumon et le placenta. La GPx-3
est présente dans le plasma, étant exclusivement associée aux HDL [Chen et al., 2000]. C’est un
homotétramere dont chaque sous-unité de 22 kDa contient un résidu sélénocystéine. La GPx-3 réduit
différents hydroperoxydes d’AG mais aussi les hydroperoxydes de PL et le peroxyde d’hydrogéne
[Yamamoto et Takabashi, 1993]. Outre le glutathion, la thiorédoxine et la glutarédoxine peuvent étre

des co-substrats réducteurs de la GPx-3.

I11.4.c.8. « PhosphoLipid Transfer Protein » (PLTP) :

La « PhosphoLipid Transfer Protein » (PLTP) appartient a la superfamille des protéines de transfert
de lipides. Cette glycoprotéine est synthétisée dans le placenta, le pancréas, le poumon, le rein, le
cceur, le foie, le muscle squelettique et le cerveau. Dans la circulation, la PLTP est principalement
associée aux HDL et induit la fusion de 2 particules d’HDL3, ce qui conduit a la formation d’une
particule d’HDL2 plus large et a la libération d’une apoA-1 « pauvrement lipidée » [Lusa et al.,
1996, Rye et al., 2009] (figure 11). En général, la PLTP permet les échanges de PL mais aussi
d’alpha-tocophérol, de cholestérol non estérifi¢ et de LPS « Lipopolysaccharides », des lipoprotéines

riches en TG (VLDL/LDL) vers les HDL.
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Figure 11: Fonction de la PLTP permettant la fusion des petites particules d’HDL pour former des
particules plus grandes.

D’apres [Lusa et al., 1996].

I11.4.¢.9. « Cholesteryl Ester Transfer Protein » (CETP) :

La CETP fait partic de la famille des protéines de transfert des lipides, permettant 1’échange
bidirectionnel de lipides neutres et de PL entre les classes de lipoprotéines [Von Eckardstein et al.,
2001; Charles et al.,2012]. C’est une glycoprotéine hydrophobe qui est sécrétée par le foie et le tissu
adipeux et qui circule dans le plasma, principalement liée aux HDL et de fagon moindre aux LDL et
VLDL. [Zhang et al., 2015] viennent de montrer que la CETP se lie aux HDL via une interaction
hydrophobique avec la monocouche de PL plutdt que via une interaction protéine-protéine. La CETP
assure le transfert d’EC des lipoprotéines qui en sont riches (HDL) vers les lipoprotéines riches en
TAG (VLDL) et inversement le transfert des TAG des VLDL vers les LDL/HDL (figure 12) [Von
Eckardstein et Assmann, 2001]. Une conséquence de ces transferts d'EC des HDL vers les VLDL,
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médiés par la CETP, est une diminution de la teneur en cholestérol et de la taille des particules
d’HDL. Lors du DT2, I’augmentation des liprotéines riches en TAG favorise le transfert via la CETP
de TAG vers les HDL.

VLDL

Figure 12: Echanges des EC et TAG entre lipoprotéines via la CETP.

II1.3.d. Remodelage des HDL :

Les HDL sont remodelées en continu par des enzymes comme la LCAT, la CETP, la PLTP, la
lipase hépatique et endothéliale [Nijstad et al, 2009]. Comme décrit dans les pages 60 et 61, la
CETP et la PLTP participent au remodelage des particules d’HDL en permettant 1’échange
bidirectionnel de lipides entre les classes de lipoprotéines. De plus, la PLTP catalyse la fusion de

deux particules d’HDL3 entre elles [Lusa ef al,, 1996, Rye et al., 2009].

En outre, les HDL sont remodelées via les récepteurs tels que SR-BI, ABCAIl, et ABCGI
[Murakami et al., 1995; Korhonen et al., 1998; Webb et al., 2004] dans un processus appelé «

afflux de cholestérol », les grosses particules de HDL (HDL2 ) étant mieux reconnues par les
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récepteurs que les petites particules de HDL (HDL3) [Rothblat et Phillips, 2010, de Beer ef al.,
2001]. II a été démontré que les HDL se lient directement a ABCG1 via I’apoA-I [Kobayashi et
al., 2006; Sankaranarayanan et al., 2009] ce qui favorise la translocation des phospholipides des

HDLS3 Ies cellules cibles [Baez et al., 2002].

Des modifications par oxydation ou glycoxydation des HDL induisent aussi différents
remodelages de ces particules [Gao ef al., 2008]. Une faible oxydation des HDL accélére la
dissociation des apolipoprotéines et la fusion des HDL entre elles tandis qu’une forte oxydation
inhibe ces phénomenes. Cette inhibition est corrélée a une réticulation massive des protéines et a

la lipolyse [Gao et al., 2008].

Ces remodelages des HDL provoquent un changement de leur taille, forme et composition. Ils
impactent aussi la fonctionnalité des HDL notamment dans des situations pathologiques comme
le DT2 et les MCV [Borja et al., 2013]. Ils pourraient expliquer en partie certains résultats

contradictoires sur les fonctions des HDL modifiées.

I11.4. Fonctions des HDL :

Production de NO
/ Anti-apoptotiques

— 3

Anti-thrombotiques

Anti-oxydantes

. —> Anti-inflammatoires

Transportinverse du cholestérol

Figure 13: Principales fonctions des HDL.

Les HDL possédent plusieurs propriétés athéroprotectrices, incluant leur role dans le transport
inverse du cholestérol, leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-oxydantes,

anti-apoptotiques (figure 13).
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I11.4.a. Transport inverse du cholestérol :
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Figure 14 : Transport inverse du cholestérol, formation et maturation des particules d’HDL et
récepteurs spécifiques.

Adapté de Kingwell et al., (2014).

La fonction anti-athérogéne la plus décrite des particules d’HDL concerne leur capacité a
promouvoir I'efflux de cholestérol des macrophages, des tissus périphériques et des cellules

spumeuses vers le foie ou il pourra €tre ¢liminé dans la bile ou recyclé.

Différentes protéines transmembranaires jouent un réle majeur dans la captation du cholestérol
excédentaire des cellules périphériques par les HDL. Le transporteur ABCA1 (ATP-binding
cassette Al) participe a I’efflux de PL et de cholestérol cellulaire vers les préB-HDL (et les
HDL3) et le transporteur ABCG1 vers les HDL lipidées (dont les HDL2) (figure 14).
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Le récepteur SR-BI capte sélectivement les EC au niveau du foie et des tissus stéroidogéniques

[von Eckardstein ef al., 2001] (figure 14).

L’efflux de cholestérol peut se produire par différents mécanismes, y compris la diffusion

passive du cholestérol libre ou sous forme estérifiée via la LCAT.
I11.4.b. Propriétés anti-inflammatoires :

Les HDL inhibent I’adhésion des monocytes a 1’endothélium [Barter ef al., 2004] induite par les
LDL oxydées [Navab et al,2007], diminuent [D’activation des neutrophiles et inhibent
I’infiltration des neutrophiles dans la paroi artérielle [Nicholls et al, 2005]. Les HDL sont
capables de diminuer 1’expression endothéliale des molécules d’adhésion telles que la « vascular
cell adhesion molecule » (VCAM-1), la molécule d’adhésion cellulaire « Intercellular Adhesion
Molecule 1 » ICAM-1 et la E-sélectine, induite par différents agents tels que les LDL oxydées,
le TNF-a, I'interleukine 1 (IL-1) et les endotoxines [Cockerill e al., 2001 ; Ashby et al., 1998].
Les HDL activent 1’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) résultant en une production
accrue de monoxyde d’azote (NO) [Mineo et al, 2003, 2006] (figure 15), et stimulent la
production de prostacycline (PGIlz) [Fleisher ef al., 1982 ; Calabresi et al., 2003]. In vivo, la
perfusion intra-veineuse d’HDL reconstituées a des souris apoE (-/-) diminue I’expression des
molécules d’adhésion endothéliales dont VCAM-1 [Dimaguya et al., 1999] et diminue la taille

des lésions d’athérosclérose chez le lapin [Nicholls et al., 2005].

Les mécanismes par lesquels les HDL sont anti-inflammatoires sont liés a la présence de certains
PL dont la S1P, a I’apoA-I et a I’hydrolyse des lipides oxydés par les PON-1 et la PAF-AH
[Nofer et Assmann, 2005].

I11.4.c. Propriétés anti-thrombotiques :

Les HDL possedent des propriétés anti-thrombotiques en diminuant I’activation plaquettaire et la
formation de thrombi veineux et artériels [Aviram et al., 1987].

Le groupe de Nofer a démontré en 1998 [Nofer et al, 1998] que les HDL3, apportées a des
concentrations de 0,6-1,2 mg protéines/mL, inhibent 1’agrégation plaquettaire induite par la
thrombine en diminuant la formation de 1,2-DAG et d’IP; et la mobilisation du Ca®

intracellulaire. Les HDL3 inhibent aussi la liaison du fibrinogéne en réponse a la thrombine. La
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liaison des HDL3 au récepteur SR-BI et le contenu en PL chargés négativement (PS et PI)
contribueraient a I’effet anti-agrégant des HDL3 [Brodde et al., 2011]. Par contre, les HDL2 (1
mg/mL) n’inhibent pas I’agrégation plaquettaire induite par la thrombine et la mobilisation du
calcium [Brodde er al, 2011]. Les effets respectifs des HDL2 et HDL3 sur 1’agrégation
plaquettaire sont cependant controversés. D’autres études ont montré que les HDL riches en apo
E et les HDL2, plus riches en apoE que les HDL3, inhiberaient davantage 1’agrégation
plaquettaire que les HDL pauvres en apoE et les HDL3 [Desai et al., 1989 ; Higashihara ef al.,
1991]. Des études antérieures avaient montré que les HDL inhibent la formation de TxB> dans
des plaquettes humaines ou de lapins alors qu’elles augmentent la formation de 6-keto-PGFi,,
produit d’hydrolyse de la PGL anti-agrégante (figure 15), dans des aortes de lapin [Beitz ef al.,
1992]. Les HDL inhibent également la formation de 12-HETE dans des plaquettes de lapin
[Fujimoto et al., 1994].

Les effets anti-thrombotiques directs des HDL sont aussi démontrés dans des mod¢les animaux.
L’infusion d’apoA-I Milano recombinée a des rats inhibe 1’agrégation plaquettaire induite par
I’ADP, retarde la formation et le poids du thrombus induit par injection de chlorure de fer dans
I’aorte de rat [Li ef al., 1999; Shah et al., 2001].

Chez ’Homme, des études cliniques ont montré que les concentrations plasmatiques d’HDL-
cholestérol sont inversement corrélées a I’expression de la P-sélectine plaquettaire (figure 15)
[Nagvi ef al., 1999] et a la formation de thrombine ainsi qu’au risque de thrombose artérielle
[van der Stoep et al., 2014] et veineuse [Doggen et al., 2004].

L’injection d’HDL reconstituées a des volontaires sains diminue 1’agrégation plaquettaire induite
par le collageéne et 1’activation de la coagulation induite par le lipopolysaccharide, en diminuant
les concentrations plasmatiques du fragment F1 + 2 de la pro-thrombine, marqueur de la
génération de thrombine, et de I’activateur tissulaire du plasminogene (t-PA), enzyme
protéolytique initiant la fibrinolyse [Pajkrt et al., 1997]. Plus récemment, [Calkin et al., 2009]
ont montré que la perfusion intraveineuse d’HDL reconstituées a des diabétiques de type 2
augmente de 40% la concentration plasmatique en HDL-cholestérol, diminue de plus de 50%
I’agrégation plaquettaire en PRP induite par I’ADP et le collagéne, et diminue la liaison des
plaquettes au fibrinogene et la taille des thrombi. Le mécanisme d’action est li¢ a une diminution
du cholestérol dans les rafts lipidiques et au contenu en PL mais est indépendant de I’apo-Al et

de SR-BI.
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Les HDL peuvent agir de fagon indirecte sur les plaquettes en stimulant la synthése de molécules
anti-agrégantes dans les cellules endothéliales. En effet, in vitro, les HDL induisent la synthése
de PGIL: et de NO (figure 15), molécules vasodilatatrices et anti-agrégantes dans les cellules
endothéliales via ’expression de la COX-2. De plus, les HDL3 stimulent plus fortement la
sécrétion de 6-keto-PGF1a, produit d’hydrolyse de la PGI, que les HDL2 alors que les HDL2
diminuent la production du TxA; par les cellules endothéliales [Oravec et al., 1998].

Les HDL inhibent aussi I’expression de facteurs impliqués dans la coagulation (facteur tissulaire,
facteurs X, Va et VIlla). Par exemple, les HDL reconstituées inhibent I’expression du facteur
tissulaire induite par la thrombine dans des cellules endothéliales. Les HDL augmentent les
activités anti-coagulantes exercées par la protéine C activée (APC) et la protéine S, co-facteur

non enzymatique de I’APC [Griffin et al., 1999].

(+) Flux sanguin Thrombus
(+) NO, PGI:

A\

A

— (-) Activation des cellules

(+) Facteur tissulaire
(-) P-sélectine, E-sélectine
+) NO

(-) Activation

(-) TxA2
(+) NO, PGI2

Figure 15: Principales activités anti-thrombotiques des HDL.
Adapté de Mineo et al., (2006).
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I11.4.d. Propriétés anti-oxydantes :

Les propriétés anti-oxydantes des HDL ont été initialement démontrées par leur capacité a
inhiber 1’oxydation des LDL induite in vitro par le sulfate de cuivre [Navab et al, 2000]. Les
HDL préviennent I’accumulation de PL oxydés et soustraient des LDL des acides gras
hydroxylés (AGOH) dérivés de LA (les acides hydroxy-octadécadiénoiques ou HODEs) et de
I’AA (les acides hydroxy-eicosatétraénoiques ou HETEs) formés par les lipoxygénases [Navab
et al, 2000]. Les HDL sont aussi les principaux transporteurs des produits primaires et
terminaux de la peroxydation lipidique non enzymatique, soient les hydroperoxydes lipidiques
[Bowry et al, 1992] et les isoprostanes [Proudfoot et al., 2009] dans le plasma, les produits
d’oxydation étant transférés des LDL vers les HDL.

Les propriétés anti-oxydantes des HDL sont liées a la présence d’apoA-I [Navab et al., 2004 ;
Kontush et Chapman, 2006] qui assurerait la réduction des hydroperoxydes lipidiques en
hydroxyles, et d’enzymes anti-oxydantes présentes a la surface des lipoprotéines dont les PON 1
et 3, la PAF-AH, la GPx-3 et la LCAT qui permettraient ’hydrolyse des PL oxydés en
lysophospholipides. Les résidus Met des HDL, en s’oxydant, jouent aussi un rdle dans la
réduction des hydroperoxydes estérifiés dans les PL et EC associés aux HDL en dérivés

hydroxyles moins toxiques [Garner ef al., 1998].

L’activité anti-oxydante des sous-classes d’HDL augmente avec 1’augmentation de la densité
comme suit: des HDL2b aux HDL3c. La plus grande présence d’apoA-I et d’enzymes anti-
oxydantes (PON1, PAF-AH et LCAT) au sein des HDL 3 expliquerait en partie leurs propriétés
anti-oxydantes supérieures aux HDL 2 [Kontush et al., 2003].

68



IIL5. Quantité d’HDL-cholestérol et qualité des HDL :

II1.5.a. Quantité d’HDL-cholestérol :

De trés nombreuses études épidémiologiques ont montré que de faibles concentrations
plasmatiques d’HDL-cholestérol sont associées a un risque plus €¢levé de MCV chez des patients
diabétiques [Karadag et al., 2009] et atteints de cardiopathies ischémiques [Acharjee et al,
2013], méme lorsque les concentrations de LDL-cholestérol sont normales. D’autres études ont
montré que I’augmentation des concentrations d’HDL étaient corrélés a une progression plus
lente des 1ésions d’athérosclérose et a la stabilisation des plaques d’athérosclérose [Gordon ef al.,
1989]. La stratégie a alors été d’augmenter le HDL-cholestérol pour protéger les sujets a risque
contre les MCV. Plusieurs grands essais cliniques ont mis en ceuvre des thérapies pour
augmenter le HDL-cholestérol, par exemple avec des statines [Nicholls et al., 2007; Ballantyne
et al., 2008], de la niacine [Boden et al., 2011] ou des inhibiteurs de CETP [Barter et al., 2007].
Mais ces derniers n’ont pas réduit la survenue d’événements cardiovasculaires et ont méme
augment¢ le taux de mortalité, bien qu’ils aient augmenté la concentration d’HDL-cholestérol,
notamment du HDL2-cholestérol. Plus récemment, une étude de randomisation mendélienne a
montré que I’augmentation du HDL-cholestérol chez des patients porteurs de certains génes n’est
pas associ¢ a un risque diminué d’infarctus du myocarde [Voight et al., 2012]. Toutes ces études
indiquent que la relation entre les HDL et le risque cardiovasculaire est plus compliquée qu’il
n’y paraissait et qu’un taux élevé d’HDL-cholestérol n’est pas forcément associé a un risque

cardiovasculaire moindre.

II1.5.b. Qualité des HDL :
Depuis quelques années, les études se sont focalisées sur la « qualit¢ » des HDL et non plus
uniquement sur la quantit¢ d’HDL-cholestérol. La qualité des HDL est définie par leur structure,

leur composition lipidomique et protéomique et leur fonctionnalit¢ [Rothblat et al, 2010 ;

Kontush et Chapman ; 2006] (figure 16).
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Figure 16 : Concepts sur la quantité versus la qualité des HDL.
D’apres [Kontush et Chapman, 2006].

Certaines propriétés fonctionnelles des HDL, telles que le transport inverse du cholestérol, les
propriétés anti-oxydantes et vasoprotectrices vis-a-vis de l’endothélium, sont décrites étre
altérées dans les maladies métaboliques. En effet, des patients atteints d’'un DT2 ou d’un
syndrome métabolique ont un risque cardio-vasculaire accru et des concentrations faibles
d’HDL-cholestérol, mais aussi des HDL dysfonctionnelles [Kontush et Chapman, 2006].
Récemment, certaines larges études de population ont montré une corrélation entre le nombre de
particules d’HDL, leur composition protéique et lipidique, et les risques de MCV [Mackey et al.,
2012].

Dans des modé¢les animaux, 1’augmentation des concentrations d’HDL-cholestérol ne conduit
pas toujours a une capacité accrue des HDL a promouvoir le transport inverse du cholestérol et a
une athéroprotection. En effet, chez des souris SR-BI -/- x apoE -/-, les concentrations plus
¢levées d’HDL-cholestérol sont associées a une incidence plus forte d’athérosclérose
comparativement a des souris apoE -/- [Trigatti al., 1999]. De méme, une surexpression de SR-
BI protege des souris invalidées pour le LDL-R contre l'athérosclérose, en dépit d'une réduction

significative du HDL-cholestérol [Kozarsky et al., 2000].

Les HDL subissent des modifications oxydatives, notamment lors du diabéte. Les notions de

stress oxydant et de diabéte sont développées dans les deux chapitres suivants.
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Stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes réactives de

I’oxygeéne (ERO) et les défenses anti-oxydantes de I’organisme, en faveur des premicres.

I. Radicaux libres :

Les radicaux libres (RL) se définissent comme toute espéce chimique instable contenant un ou
plusieurs électrons non appariés, produite en trés faible quantité et capable d’une existence
indépendante. Les RL sont trés réactifs, ont un temps de demi-vie trés court et peuvent étre

déléteres compte tenu de leur puissant pouvoir oxydant.

Toute réaction impliquant de 1’0z et un systéme réducteur de transfert d’électrons est susceptible
de libérer des ERO (qui peuvent étre radicalaires ou pas). L’oxygene possede deux électrons
célibataires. Ces derniers sont susceptibles de capter un électron pour donner le radical
superoxyde O>" (anion superoxyde) sous I’effet d’un rayonnement, de métaux de transition ou
d’enzymes. L’anion superoxyde est un radical modérément réactif, produit par les organismes
ac¢robies dans la mitochondrie. Ce radical est le substrat des superoxyde dismutases (SOD),
enzymes qui catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde en oxygene et peroxyde
d’hydrogéne (H20,). En présence de métaux, tels que (Fe?"Fe*™ Cu'/Cu?"), H,O, peut se
transformer par la réaction de Fenton en radical hydroxyle (*OH), radical extrémement réactif qui
va oxyder trés rapidement les molécules voisines, formant d’autres RL [Barouki, 2006]. Le
radical hydroxyle *OH peut également étre produit par la réaction d’Haber-Weiss catalysée par

(Fe*"'Fe*" Cu*/Cu®).

Il existe également des especes réactives nitrogénées (comme le monoxyde d’azote, le dioxyde

de nitrogene ou le peroxynitrite).

I1. Formation et fonctions des espéces réactives de I’oxygéne :

Toutes les cellules aérobies produisent en permanence des ERO au niveau de la chaine de
transport des électrons dans la mitochondrie, de [’activation de la xanthine oxydase, de
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I’oxydation de I’hémoglobine, de la libération de « fer libre », du métabolisme des PG, lors de

I’activation des globules blancs et des cellules endothéliales ou lors de 1’inflammation.

Les ERO ont aussi des fonctions biologiques importantes, en intervenant notamment dans la
signalisation intracellulaire [Bae ef al., 1997], la différenciation cellulaire, 1’arrét de croissance,
I’apoptose [Ghosh et Myers, 1998], 'immunité [Tohyama et al., 2004] et la défense contre les

microorganismes.

Lorsqu'ils sont en surnombre, ils deviennent un facteur d'inflammation et de mutagenése,
favorisant les maladies chroniques comme la cataracte, le cancer, les maladies coronariennes, le
diabéte, I’insuffisance rénale, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, 1’arthrite
rhumatoide. Le mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense,

alimentation) influe aussi sur la production des RL qui ont des effets dé¢létéres a long terme.

III. Cycle de peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique peut étre enzymatique ou non enzymatique. De fait, les AGPI, dont les
plus abondants sont le LA et I’AA, sont les cibles privilégiées de la peroxydation lipidique. La
peroxydation lipidique enzymatique représente la peroxydation de certains AGPI catalysée par
les enzymes PGHS et LOX conduisant a la génération de molécules bioactives. La peroxydation
lipidique non enzymatique est un processus oxydatif d’altération des AGPI induit par les RL.
Elle peut altérer la structure, la fluidité et la perméabilité des membranes. Elle cible aussi les
lipoprotéines qui sont tres riches en AGPI et en particulier les LDL leur conférant des propriétés
pro-athérogenes et pro-inflammatoires ainsi que les HDL. Elle génére des produits

potentiellement toxiques, mutagenes et carcinogenes [Niki et al., 2009].
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Figure 17 : Cycle de peroxydation lipidique non enzymatique d 'un AGPI.

IIL.1. Initiation par déshydrogénation:
La peroxydation lipidique est initiée par 1’abstraction d’un atome d’hydrogéne a un groupement
méthyléne (-CH2-) adjacent aux doubles liaisons d’une chaine AGPI (LH) par un radical

hydroxyle *OH ou HOOe. Un radical carbone (L¢) est formé ainsi qu’une molécule d’eau (H>0).

Le Le se stabilise par remaniement électronique pour former 2 dienes conjugués (figure 17).
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I11.2. Propagation :

Le radical Le réagit avec une molécule de dioxygene (O2) pour former un radical peroxyle
(LOOe) :

Le+ O, — LOOe
Le LOOe- va propager la réaction en chaine avec une molécule LH voisine pour former un
nouveau Le et un hydroperoxyde lipidique (LOOH). De cette maniére, de nombreuses molécules

d’hydroperoxydes lipidiques peuvent étre formées a partir de chaque LH (figure 17).

LOO++LH — Le+LOOH

Les hydroperoxydes LOOH trés instables sont immédiatement réduits en forme alcool
correspondante LOH ou peuvent également devenir des radicaux alkoxyles (LO¢) ou peroxyles

(LOOe) (figure 17) en présence d'un métal de transition, comme le fer ou le cuivre :

LOOH + Fe** — LOe*+ OH + Fe**
LOOH + Fe** — LOOe+ H'+ Fe?*

Le cycle peut continuer suite a I’attaque d’un autre AGPI par ces radicaux.

LO*+LH — LOH +Le

II1.3. Terminaison :

Cette étape consiste en la formation de composés stables issus de 1’association de 2 composés
radicalaires. Leurs électrons non appariés s’associent rapidement pour former une liaison

covalente stable.

LOO- + LOO* — LOOL + O
LOO-+Le — LOOL
Le +Le — LeeL
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La réaction peut également étre stoppée a ’aide d’antioxydants (figure 17, 18). Ces derniers

donnent un hydrogeéne qui peut s’apparier avec I’électron non apparié¢ des RL. Par exemple :

Hie' R

Figure 18 : Réaction d’un radical libre avec la vitamine E.

IV. Produits de peroxydation lipidique :
IV.1. Phospholipides oxydés :

L’oxydation des AGPI estérifiés majoritairement en position sn-2 des PL conduit a la formation
d’un panel de molécules phospholipidiques oxydées porteuses d’acides gras hydroxylés ou de
produits de cassure aldéhydiques et carboxyliques, et de lysoPL. Par exemple, 1’oxydation du 1-
palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (PAPC) conduit entre autres a la
formation de I-palmitoyl-2-(5-oxovaléroyl)-sn-glycéro-3-phospholcholine (POVPC), de 1-
palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycéro-3-phosphocholine  (PGPC) et de I-palmitoyl-2-(5,6-
epoxyisoprostane E2)-sn-glycéro-3- phosphatidylcholine (PEIPC) [Ashraf et al, 2009] ((figure
7). Ces PL oxydés sont présents au sein des lipoprotéines de DT2 comme les LDL ou HDL, et
sont généralement décrits pour avoir des actions pro-inflammatoires et pro-apoptotiques.
[Fruhwirth et al., 2006 ; Leitinger, 2005 ; Kar et al., 2012, Mastorikou et al., 2006]. Ils sont
considérés comme de bons marqueurs diagnostiques des MCV [Tsimikas et al., 2006 ; Taleb et
al., 2011, Kiechl et al., 2007].
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Divers aldéhydes peuvent se former lors de la scission des hydroperoxydes estérifiés dans les PL.
Le malondialdéhyde (MDA), marqueur classique de la peroxydation lipidique, est issu de la
peroxydation des AGPI comportant 3 doubles liaisons. Le 4-hydroxynonénal (4-HNE) provient
de la peroxydation des AGPI de la série n-6 alors que le 4-hydroxy-hexénal (4-HHE) provient
de la peroxydation des AGPI de la série n-3. Ces hydroxy-alkénals sont trés réactifs puisqu’ils
réagissent avec les groupements aminés des protéines, des acides nucléiques, des PE et des PS

pour donner des bases de Schiff ou des adduits de Michael [Bacot et al., 2007] (figure 19).

OH NHZ OH
= O
H)\/\f —_— R)\/\/N
H

Schiff base

NH,
OH OH
= (6] [o)
R E—— R
H NH H

Michael adduct
= (o} (o}
R/j\/\( R)W
H S H

Michael adduct

Figure 19: Réactions chimiques des phospholipides oxydés contenant des groupes aldehydes n-
terminaux avec des groupes amine et sulfhydryle de protéines, et formation de bases de Schiff et
adduits de Michael.

D’aprés [Bochkov et al., 2010].

IV.2. Produits d’oxydation du cholestérol :

Le cholestérol peut €également subir une peroxydation lipidique par voie non enzymatique ou
enzymatique [Murphy et Johnson, 2008]. Ses produits d’oxydation sont appelés les oxystérols.
Les 7-a,B-hydroperoxycholestérol, 7-a,B-hydroxycholestérol, 7-oxocholestérol et 6-oxo-5a-

hydroxycholestérol sont les principaux oxystérols formés par auto-oxydation. Les 24-, 25- et 27-
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hydroxycholestéol sont formés par voie enzymatique. Dans les esters de cholestérol, I’oxydation
a la fois du cholestérol et des AGPI génére une quantité importante de produits d’oxydations.
Ces oxystérols sont d’ailleurs présents au niveau plasmatique sous forme estérifiée dans les

différentes classes lipoprotéiques mais aussi liés a I’albumine.

V. Défenses antioxydantes :

La production de RL est régulée en permanence et de facon trés stricte par I'organisme. Pour
maintenir un équilibre du statut redox, 1’organisme posséde son propre systeme de défense
antioxydant incluant les molécules qui piegent les RL et les enzymes antioxydantes qui
s’opposent a la propagation des RL. Les antioxydants dans les organismes sont d’origine
endogene, exogéne ou apportés par I’alimentation, et de nature différente, liposolubles ou

hydrosolubles.

V.1. Défenses antioxydantes non enzymatiques :

V.1.a. Antioxydants liposolubles :

V.1.a.1. Tocophérols et tocotriénols (vitamine E) :

Il s’agit d’une famille de molécules comprenant les a-, -, y- et d-tocophérols ainsi que les a-, -,
y- et d-tocotriénols. Ces molécules sont constituées d’un noyau 6-chromanol sur lequel est
greffée une chaine phytyle saturée (tocophérols) ou non (tocotriénols). Les isoméres différent
selon le nombre et la place des résidus méthyles sur le noyau. Seuls les a- et le y-tocophérol sont
retrouvés en quantités significatives dans 1’alimentation, dans les huiles végétales, dans le sang et
les tissus. Etant liposoluble, la vitamine E est localisée dans les membranes et dans la
monocouche lipidique des lipoprotéines. En outre, les HDL2 sont plus riches en isomeres de la

vitamine E que les HDL3 [Goulinet et al., 1997].
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Les tocophérols sont de trés bons piégeurs des radicaux alkoxyles et peroxyles avec lesquels ils
réagissent pour former des hydroperoxydes (LOOH) ou hydroxydes (LOH) lipidiques ainsi

qu’un radical a-tocophéryle (a-TO¢) stabilisé par résonance.

LOOs + 0-TOH — LOOH + a-TOe
LOs +0-TOH — LOH + a-TOe°

Ils interrompent ainsi la propagation de la réaction en chaine de peroxydation lipidique. La
vitamine E est régénérée par le glutathion, 1’'ubiquinol et la vitamine C [Packer et al., 1979]. Par

contre, a fortes concentrations, la vitamine E devient pro-oxydante.

V.1.a.2. Ubidécaquinone (Coenzyme Q10) :

Cette molécule appartient a une famille de composés liposolubles connus sous le nom
d’ubiquinones essentielles a la respiration mitochondriale. Elles sont composées d’une structure
benzoquinone et de 1 a 12 unités isoprénes. L’'ubidécaquinone avec 10 unités isoprenes, est la
forme prédominante dans les HDL humaines [Garner et al, 1998]. C’est le deuxicme
antioxydant principal des lipoprotéines [Vincent ef al., 1992] et est présent également dans les

membranes cellulaires. Elle existe sous 3 états d’oxydation (CoQ10H2, CoQioHe, CoQ1o).

V.1.b. Antioxydants hydrosolubles :

V.1.b.1. Vitamine C :

L’Homme ne peut pas synthétiser 1’ascorbate qui doit donc étre apporté par son alimentation. La
vitamine C ou acide ascorbique est un antioxydant puissant qui réagit avec les RL présents dans
la phase aqueuse tels que les radicaux hydroxyles, 1’anion superoxyde et I’acide hypochloreux.
Le radical ascorbyle est ensuite réduit grice aux systémes enzymatiques dépendants du

glutathion.
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V.1.b.2. Glutathion :

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) synthétisé par les cellules. Il
est présent a des concentrations millimolaires dans la plupart des cellules et a des concentrations
micromolaires dans le plasma. Le glutathion pi¢ge notamment les radicaux hydroxyles,
I’oxygene singulet, le peroxynitrite ONOO— et détoxifie les métaux lourds. Le glutathion est
¢galement un cofacteur d’enzymes antioxydantes telles que les glutathion-peroxydase,
glutathion-réductase et transférase. Lors d’un stress oxydant, I’oxydation du glutathion réduit

(GSH) conduit a la formation de glutathion oxydé (GSSG).

V.1.b.3. Albumine :

¥ Lysa7s

XN o)

Metdds NN g @)
v b,\' /
(e R) % R
RPey |

»~
T,

‘: ) HL?* P \
X 22 ? S
$2€ ) " a" (Ifﬁ\ ;
&8 8 46,\:'
SV, A
Y

Met548 &

T Met123

Figure 20: Structure tridimensionnelle de |’albumine et principaux sites de [’albumine impliqués
dans son activité antioxydante.

D’apres [Roche et al., 2008].

L’albumine est la protéine la plus abondante dans le plasma, représentant environ 50 % des
protéines totales (=35-50 g/l). Elle est synthétisée par le foie et posséde une masse moléculaire
de 66 kDa. Elle constitue dans la circulation le plus grand pourvoyeur de thiols, lui conférant des

propriétés antioxydantes. En particulier, la présence d’un thiol au niveau du résidu cystéine 34
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(figure 20) [Gutteridge et al., 1986 ; Oettl et al., 2007] est responsable de 80 % de I’activité
antioxydante du plasma associée au pi¢geage des ERO telles que le radical hydroxyle, 1’anion
superoxyde et le peroxyde d’hydrogene, et a la liaison de radicaux libres dérivées de 1’azote
comme le peroxynitrite [Carballal et al., 2003]. L’oxydation des résidus méthionine (au nombre
de 6) (figure 20) en sulfoxydes de méthionine contribue aux défenses antioxydantes, en
protégeant les protéines d’une modification oxydative et en chélatant les métaux [Bourdon et al.,
2005]. La portion N terminale composée de quatre acides aminés DAHK (Asp-Ala-His-Lysine)
représente un site de liaison des métaux de transition comme le Cu, Fe, Co et Ni [Laussac et
al., 1984]. Le résidu lysine 240 permet la liaison de I’albumine a I’héme et a la bilirubine

[Jacobsen, 1978].
V.2. Antioxydants enzymatiques :
V.2.a. Superoxydes dismutases :

La SOD participe a la premiere ligne de défense contre les ERO. Elle catalyse la dismutation de

I’anion superoxyde en oxygene et peroxyde d’hydrogene.

SOD

20" +2H H20:2 + 02

V.2.b. Catalase :
La catalase est localisée dans les peroxysomes ou elle catalyse la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne en dioxygene et eau selon I’équation bilan :
catalase
H:0:2 + H202 — 2 H20 + O2
V.2.c. Glutathion peroxydases & glutathion réductase :
Certaines glutathion peroxydases ont au niveau de leur site catalytique une sé¢léno-cystéine. Elles

ont la propriété de catalyser la réduction des hydroperoxydes d’acides gras ou H>O> en leurs

composés hydroxylés correspondants en utilisant le glutathion comme cosubstrat.
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glutathion peroxydase
H:0:2 +2 GSH — 2 H20 + GSSG

glutathion peroxydase
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H20
Ensuite, la réduction du glutathion oxydé (GSSG) en forme GSH (réduit) est catalysée par la
glutathion réductase en utilisant un NADPH.

glutathion réductase
NADPH + H* + GSSG - NADP*+ 2 GSH

VI. Oxydation des HDL.:

Bien que certaines études aient suggéré que les HDL sont plus sensibles a I’oxydation que les
LDL [Shao et Heinecke, 2009], d’autres ont montré que les HDL résistent mieux face a

I’oxydation car elles ont des concentrations plus importantes d’antioxydants.

L’agent d’oxydation le plus utilisé pour les études in vitro est le cuivre (CuClz ou CuSOg).

Le mélange fer ferreux/peroxyde d’hydrogéne (Fe*'/H20), la myéloperoxydase (MPO), I’acide
hypochloreux (HOCI) et la 15-LOX sont également utilisés. Les métaux de transition comme le
Cu*" et le Fe*" et la 15-LOX modifient les lipides tandis que HOCI cible surtout les

apolipoprotéines.

VI.1. Oxydation du compartiment lipidique :

Les acides hydroperoxy-octadécadiénoique (HpODE) et hydroperoxy-eicosatétraénoique
(HpETE) sont les deux hydroperoxydes majeurs et molécules primaires formés lors de la
peroxydation non-enzymatique des HDL mais aussi des LDL. IIs sont rapidement réduits sous
forme hydroxyle plus stable. Dans la circulation, les HDL sont considérées comme un accepteur

majeur des hydroperoxydes lipidiques [Castilho et al., 2001] tels que les HpETE et HpODE, qui
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pourraient étre produits par la 12/15-lipoxygénase dans les LDL [Navab et al., 2000]. Les HDL
sont aussi le transporteur des F2-isoprostanes plasmatiques, issues de la peroxydation non
enzymatique de I’AA [Proudfoot et al., 2009]. Différents aldéhydes, comme le MDA, 4-HHE,
4-HNE, et des produits avancés de peroxydation lipidique sont présents dans les lipoprotéines
oxydées (dont les HDL) et reconnus comme des marqueurs de peroxydation lipidique [Hoff et
al., 1992 ; Sangvanich et al., 2003 ; Chen et al., 1992; Palinski et al., 1990]. Les oxystérols,
dont les 7-oxo-cholestérol, 7-a-hydroxy-cholestérol, 7-B-hydroxy-cholestérol et 25-hydroxy-

cholestérol sont également présents dans les HDL oxydées [Gesquiére et al., 1999].

VI1.2. Oxydation du compartiment protéique:

L’apoA-I peut étre modifiée oxydativement, des immuno-épitopes caractéristiques d’une
oxydation ayant été identifiés dans les Iésions d’athérosclérose et dans la circulation sanguine.
De plus, les taux circulants de I’apoA-I nitré sont ¢levés chez les diabétiques de type 2 [Hermo
et al., 2005]. L’oxydation de I’apoA-I cible les résidus d’acides aminés tels que les résidus
méthionine et tyrosine, conduisant a la production de différents dérivés dont les sulfoxydes de
méthionines (Met=0), les nitrotyrosines, les chlorotyrosines [Shao et al., 2006]. Les résidus
cystéine, lysine et tryptophane de I’apoA-I peuvent aussi €tre oxydés dans des situations de
stress oxydant.

L’oxydation des HDL conduit a 1’oxydation des résidus Met 86 et Met 112 de 1’apoA-I et du
résidu Met 26 de 1’apoA-II et a la formation de sulfoxyde de méthionine [Garner et al., 1998 ;
Pankhurst et al., 2003 ; Panzenbock et Stocker, 2005]. Ces modifications déstabilisent les
lipoprotéines [Anantharamaiah et al., 1988; Sigalov et al., 2001], les sulfoxydes de méthionine
¢tant plus polaires que les résidus méthionines ce qui contraint 1’interaction hydrophobique

entre les a-hélices amphiphiles de 1’apolipoprotéine et les lipides [ Anantharamaiah et al., 1988].

L’oxydation par la MPO, oxydoréductase abondante dans les phagocytes et particuliérement
dans les macrophages, produit l'acide hypochloreux (HOCI) qui modifie une grande variété de
biomolécules par chloration et/ou oxydation, y compris les HDL [Bergt et al., 2004]. Elle
conduit a la nitration et a la chloration des résidus tyrosine de 1’apo-Al, ciblant particulierement

les résidus Tyr 192, et produisant la nitro-tyrosine, la méta-tyrosine,
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I’0,0'-dityrosine ou la chlorotyrosine [Shao et al., 2006 ; Zheng et al., 2004]. Elle conduit aussi
a ’accumulation d’espéces réactives nitrogénées dans les 1ésions d’athérosclérose [Bergt et al.,

2004] et dans le plasma de patients atteints de maladies coronariennes [Pennathur et al., 2004].

Certaines des modifications induites par I’HOCI produit par la MPO, telles que la formation de
3-chlorotyrosine, résultent en une diminution de I’efflux de cholestérol via la voie ABCA-I
[Bergt et al., 2004, Shao et al, 2006, 2012]. La chlorination spécifique du résidu Tyr192 de
I’apoA-I par la MPO conduit également a la modification oxydative de la Met 148 en sulfoxyde
de méthionine, altére 1’efflux de cholestérol des HDL [Shao ef al, 2006] et la capacité de
I’apoA-I a activer la LCAT [Shao et al., 2008 , 2012].

Lors d’une forte modification de 1’apoA-I par la MPO, les résidus aromatiques Phe37, Phe73, et
Trp de I’apoA-I situés dans les faces hélicoidales lipidiques sont aussi ciblés [Peng et al., 2005].

La modification des sous-classes d’HDL (HDL 2 & HDL3) par le méthylglyoxal ou ses
métabolites dicarbonylés induit une glycation des résidus Arginine, diminue la taille et stabilité

des HDL, accélére leur dégradation et diminue leur fonctionnalité [Godfrey ef al., 2014].

VI1.3. Effet de 'oxydation des HDL sur les fonctions plaquettaires :

Les modifications oxydatives des HDL impactent les fonctions plaquettaires. Néanmoins, les

effets des HDL oxydées sur les fonctions plaquettaires divergent selon les études.

Différentes études ont montré que les HDL fortement oxydées par le Cu®" [Ardlie et al., 1989,
Takahashi et al., 1996] ou par HOCI [Assinger ef al.,2008] peuvent induire directement
l'agrégation plaquettaire sans agoniste ou la potentialiser en présence d’agoniste. De plus, les
HDL modifiées par HOCI, généré par la MPO, se lient aux plaquettes via CD-36, induisent
I’expression de la P-sélectine et de la PS a la surface des plaquettes, et augmentent la

concentration de calcium cytosolique [Assinger et al., 2008].

A P’inverse, le groupe de Podrez a montré que des HDL oxydées par le Cu*" ou par la MPO

inhibent I'agrégation plaquettaire induite par la thrombine, le collagéne ou I’ADP via SR-BI,
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I’activation d’allbB3 et l'expression de la P-sélectine a la surface des plaquettes [Valiyaveettil et

al., 2008].

Bien que les raisons sous-tendant les effets discordants des HDL oxydées sur 1’agrégation
plaquettaire en fonction des études ne soient pas entiérement élucidées, elles pourraient étre
liées aux degrés variables de modifications oxydatives et/ou a 1’agent oxydant utilisé. En effet,
l'oxydation modérée des HDL avec de faibles concentrations de Cu®" pourrait conduire a la
génération de PL oxydés dans les HDL qui augmentent la charge négative des particules HDL et
de fait leur affinit¢é pour SR-BI, inhibant I’activation plaquettaire. Inversement, une forte
oxydation des HDL par I'hypochlorite ou la MPO modifie les apolipoprotéines des HDL qui se
lient au CD36, activant les plaquettes [ Van der Stoep et al., 2014].
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Diabéte

I. Introduction :

Le diabete sucré est considéré comme une pandémie mondiale, qui affecte plus de 387 millions
de personnes dans le monde entier, sans compter les 179 millions de personnes qui vivraient
avec un diabéte sans le savoir. En France, 9% (4,9 millions) de la population adulte est
diabétique. Il est associ¢ a un risque accru de maladies cardiovasculaires [Shaw et al., 2010] dont
2 a 4 fois plus de risque de maladies vasculaires cérébrales, coronariennes et périphériques,
constituant la principale cause de déces [Haftner ef al., 1998, Kannel et al., 1990]. En 2014, le
diabéte a été la cause directe de 4,9 million de déces. Plus de 80% des décés par diabéte se
produisent dans des pays a revenu faible ou intermédiaire. Cette pandémie mondiale augmente
sans cesse en raison de I’augmentation de I’obésité, de I’inactivité physique, du vieillissement,

du surpoids, de I'urbanisation et de la pollution.

Le diabéte est une maladie métabolique chronique qui apparait lorsque 1’organisme ne parvient
plus a stocker et utiliser le glucose de fagon convenable. Il est caractérisé par une hyperglycémie
chronique avec une glycémie a jeun supérieure a 7mM. Il survient lorsque le pancréas ne produit
plus assez ou plus du tout d’insuline (diabéte de type 1, DT1) ou lorsque les cellules des tissus
périphériques n’utilisent pas correctement I’insuline afin d’absorber le glucose (diabéte de type

2, DT2).

I1. Diabéte de type 1 :

Le DT1 (aussi nommé diabete insulino-dépendant ou juvénile) représente 10% des diabétes dans
le monde. Les individus qui en sont atteints produisent trés peu ou pas du tout d'insuline en
raison d'une réaction auto-immune qui détruit partiellement ou entierement les cellules § de leur
pancréas. Les symptomes sont les suivants: émission excessive d’urine (polyurie), sensation de

soif (polydipsie), faim constante, perte de poids, altération de la vision et fatigue.
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I11. Diabéte de type 2 :

Le DT2 (aussi appelé diabete non insulino-dépendant ou diabéte "gras" ou diabéte de la maturité)
représente 90% des diabetes dans le monde. Il résulte d’une défaillance d’utilisation de I’insuline
par D’organisme et les tissus périphériques. Il survient lorsque I’organisme développe une
résistance a l'insuline au niveau des tissus périphériques apres une longue période d’hyper-
insulinémie pendant laquelle les cellules béta pancréatiques produisent davantage d’insuline. Ces
derniéres finissent par s’épuiser et sécréter de moins en moins d’insuline jusqu’a ne plus en

produire, conduisant a une production excessive de glucose hépatique.

Ses symptomes peuvent étre les mémes que ceux du DT1 mais sont souvent moins marqués. De
ce fait, la maladie est parfois diagnostiquée plusieurs années apres son apparition, une fois les
complications déja présentes. Bien qu’il survienne souvent chez des personnes d’age mir en
surcharge pondérale et sédentaires, il atteint désormais aussi des sujets plus jeunes, y compris

des enfants.

I11.1. Diabéte de type 2 et activation plaquettaire :

De nombreuses ¢tudes montrent que les plaquettes de DT1 et DT2 sont hyperagrégables
[Bensoussan et al., 1975] méme en I’absence de complications cardiovasculaires [Véricel ef al.,
2004]. L’hyperactivation plaquettaire est associée a une augmentation du TxA dans les
plaquettes non stimulées de patients DT1 et DT2 [Véricel et al., 2004]. De plus, les plaquettes de
diabétiques expriment a leur surface plus de GPIb et GPIIb/Illa [Tschoepe et al., 1990],
indiquant 1’augmentation de la liaison des protéines d’adhésion (dont le vVWF et le fibrinogéne) a
ces récepteurs.

L’hyperglycémie induit la glycation non enzymatique des protéines de surface, diminuant la
fluidité de la membrane et augmentant 1’activation plaquettaire [Winocour et al., 1992]. Elle
augmente aussi la production d’ERO dans les plaquettes, en particulier la production d’anion
superoxyde, potentialisant 1’agrégation plaquettaire et la libération de PDGF [Yamagishi et al.,
2001]. De facon cohérente, I’amélioration du contréle glycémique de patients DT2 diminue la

réactivité plaquettaire [ Yngen et al., 2006]. La résistance a I’insuline et la déficience en insuline
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contribuent a augmenter la réactivité plaquettaire. En effet, I’insuline diminue 1’agrégation des

plaquettes induite par divers agonistes [ Westerbacka et al., 2002].

I11.2. Glycation :

III1.2.a. Mécanisme :

La glycation, ou réaction de Maillard, est une réaction chimique découverte en 1911 par le
chimiste frangais Louis-Camille Maillard. Le glucose en solution existe sous deux formes en
équilibre : sous forme de cycle pyranose stable (plus de 99 %) ou sous forme d’aldéhyde a
chaine ouverte, que 1’on appelle aussi ose réducteur (moins de 0,25%). La glycation est une
réaction qui se produit entre le groupement carbonyle (CHO) des oses réducteurs (sous forme
linéaire), en général le glucose, et les groupements amines (NH2) des protéines (lysines,
arginines, hydroxy-lysine, histidine ou d’un acide aminé N-terminal), les lipides et les acides
nucléiques. Les lysines sont les acides aminés les plus favorables a la réaction de Maillard. Cette
réaction initiale, rapide et réversible, conduit a la formation d’une base de Schiff. Elle est suivie
par des réarrangements connus sous le nom de réarrangements d'Amadori, donnant naissance a
des produits d'Amadori puis a des céto-amines, bien plus stables. Enfin, les produits d'’Amadori
peuvent &tre modifiés (déshydratations, clivages...) ou se réarranger en compos€s dicarbonyles
aboutissant a la production d’Advanced Glycated End products (AGE) ou PTG « Produits
Terminaux de Glycation » tels que la carboxyméthyllysine (CML) (figure 21). Ces produits tres
réactifs augmentent au cours du diabéte et sont responsables de nombreuses complications. Ils
augmentent aussi dans le vieillissement, I’insuffisance rénale, la cataracte, les maladies

cardiovasculaires et les accidents vasculaires cérébraux.

La vitesse de la réaction dépend de la nature des résidus aminés impliqués et de la concentration
des deux espéces moléculaires. Cette réaction est particulierement présente dans le diabéte

puisqu’elle est favorisée par une concentration ¢levée de glucose.
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Figure 21: Principales étapes de la réaction de Maillard conduisant a la formation de produits
avances de glycation (AGE).

L'une des protéines dont la glycation a été particulierement étudiée est 'hémoglobine, qui sous sa
forme glyquée est appelée HbAlc. Cette protéine est glyquée méme lorque la glycémie est
normale et son degré de glycation est positivement corrélé a la glycémie. Le taux normal
d’HbAlc est de 4 a 6 %. Toute variation de 1 % de ’HbAlc correspond a une variation de 0,35
g/L ou 2 mmol/L de la glycémie moyenne. Ainsi, mesurer le taux de glycation de 'hémoglobine
renseigne sur la glycémie moyenne des 2 a 3 mois précédant la mesure (la durée de vie des
globules rouges qui contiennent I'hémoglobine étant de 1'ordre de 4 mois). Le taux d’HbAlc est

utilisé comme indice du controle métabolique de la glycémie [Koenig et al., 1976].

I11.2.b. Glycation des HDL :

Les protéines des lipoprotéines plasmatiques circulantes, notamment les LDL et HDL, sont
sujettes a la glycation. D’ailleurs la glycation des LDL [Younis ef al., 2009] et des HDL est déja
présente chez des sujets non diabétiques et chez des patients hyperlipidémiques non diabétiques

[Akanji ef al., 2002]. L’hyperglycémie conduit a une glycation accrue des LDL, en particulier de
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I’apoB100, et de I’apoA-I des HDL. Le taux de glycation des lipoprotéines est corrélé
positivement a celui de I’'HbAlc. Le pourcentage d’apoB glyquée est augmenté (8% vs 4%) et

corrélé au taux d’HbA 1c chez des patients diabétiques [Tames et al. , 1992]

Au sein des HDL, toutes les apolipoprotéines sont sujettes a la glycation mais ce sont les apoA-I
qui sont glyquées en majorité (80%) [Calvo et al., 1988]. En particulier, les résidus Lys et Arg de
I’apoA-1, exposés vers D’extérieur, ainsi que les PE sont considérés comme des cibles
préférentielles de glycation. Les HDL glyquées in vitro ont une augmentation importante des
produits de glycation suivants, fructose-lysine, AGE et CML [Hedrick et al, 2000]. Une
augmentation de 400 % des adduits de glycation a été trouvée dans les HDL de patients DT2 et
DT1 comparés a ceux de sujets sains [Calvo et al., 1988 ; 1993]. Les sous-classes HDL2 et
HDL3 de patients DT2 ont des concentrations plus importantes de composés dicarbonyles

[Godfrey et al., 2014].

Il a été montré que des HDL reconstituées avec de 1’apoA-I et des PL sont davantage glyquées
que I’apoA-I seule, indiquant que la glycation des HDL est fortement dépendante des molécules

environnantes dont les PL [Calvo et al., 1988].

I11.2.c. Impact de la glycation des HDL sur leur fonctionnalité :

La glycation des HDL in vitro, en réduisant les résidus Lys de 40 a 50%, diminue I'efflux de
cholestérol des macrophages [Duell ef al., 1991] et la liaison des HDL glyquées aux fibroblastes
[Duell et al., 1990], bien que certaines études n’ont pas observé de tels effets [Rashduni et al.
1999]. L'hyperglycémie et les AGE altérent 1'efflux de cholestérol et diminuent l'expression
d’ABCA-1 [Passarelli et al , 2005] et de SR-BI [Ohgami et al., 2001].

La glycation des HDL et de 1’apoA-I est délétére sur l'activité des enzymes antioxydantes
associ¢es aux HDL. Elle diminue fortement 1’activité de la PON1 in vitro [Hedrick et al., 2000,
Ferretti ef al. , 2001]. De plus, l'activité de la PON1 est corrélée négativement avec les niveaux
de produits de glycation avancés [Zhou et al. , 2008] et l'activité de la LCAT est associée
négativement au taux d’ HbAlc de patients DT2 [Nakhjavani et al. , 2008 ; Nobecourt ef al. ,
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2007]. La glycation de 1’apoA-I inactiverait la LCAT en diminuant la capacité de 1’apoA-I a se
lier a la LCAT [Nobecourt et al., 2007].

La glycation des HDL a également des effets déléteres sur leur fonction anti-inflammatoire,
puisque la perfusion d’apo-Al glyquée délipidée ne diminue pas l'expression des molécules
d'adhésion apres une lésion vasculaire, contrairement a une apoA-I native délipidée [Nobecourt

etal, 2010].

Les HDL glyquées in vitro perdraient leurs propriétés antiagrégantes et ne s’opposeraient plus a

I’augmentation de la formation de TxA» induite par la thrombine [Takeda et al., 1992].

II1.2.d. Glycoxydation des HDL :

Bien qu’une étude ait montré que la glycation in vitro des HDL ne promeut pas leur oxydation
[Rashduni et al., 1999], la plupart des études in vitro ont montré que le processus de glycation
des HDL est accompagné par 1'oxydation de leurs lipides [Hedrick et al. , 2000, Ferretti et al. ,
2001]. Les deux processus sont intimement liés, d’ou le terme de glycoxydation [Baynes, 1991].
Ce terme est treés utilis€ pour décrire les modifications des protéines dont les lipoprotéines,
I’albumine et le collagene chez les patients DT1 et DT2 [de Nigris et al., 2003 ; Actis Dato et
Rebolledo, 2000 ; Napoli et al., 2002 ; Kalogerakis et al., 2005, Thornalley et al., 2014].

I1 est bien connu que la glycation par elle-méme génere des RL. Méme en absence d’oxygene ou
d’ERO, les protéines glyquées [Jiang et al., 1990 ; Gillery et al., 1988] ou les lipides glyqués (PE
glyquée nommée Amadori-PE) deviennent des cibles d’oxydation avec production d’anions
superoxyde [Oak et al., 2000] et peroxydation accrue des AGPI des lipoprotéines. En outre, dans
des conditions hyperglycémiques, le glucose peut produire des ERO par auto-oxydation [ Wolff et
Dean, 1987]. Des ERO sont donc générés a toutes les étapes de la glycation, a la fois au stade
initial, intermédiaire et terminal, conduisant a la formation de différents aldéhydes réactifs tels

que les glyoxal, méthylglyoxal, 2-oxo-aldéhydes et 3-désoxy-glucosone.

La glycation produit des composés communs avec ceux issus de la peroxydation lipidique [Fu et

al., 1996]. En effet, la CML est un AGE mais aussi un produit de lipoxydation avancé
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puisqu’elle peut se former par oxydation pendant la peroxydation lipidique, sans glycation
préalable. La CML présente d’ailleurs une forte similitude structurale avec Ia
carboxyméthyléthanolamine (CME), produit d'oxydation des PE. En conclusion, la glycation
favorise ou méme amplifie [’oxydation, et ces deux phénomenes sont concomitants et

indissociables chez les patients diabétiques.
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MATERIELS

I. Réactifs et petits matériels :

Tous les réactifs utilisés proviennent de Sigma-Aldrich a I’exception de ceux cités ci-dessous.
- Anticorps polyclonal anti-SR-BI, Novus Biologicals

- Anticorps polyclonaux anti-p38 MAPK, anti-phospho-p38 MAPK et anti-phospho-cPLA>, anti-
B-actin, Cell Signaling Technology

- Cartouches C18, Macherey-Nagel

- Collageéne, Horm Nycomed

- Colonne chirale (ChiralCel® OD-H, 5 um, 4,6 x 250 mm), Daicel

- Colonne de silice greffée (X Bridge C18, 3,5 um, 4,6 x 150 mm), Waters

- Colonne Nucléosil C18 (5 um, 4,6 x 250 mm), colonne Nucléosil C18 (5 pm, 4 x 150 mm),
Macherey-Nagel

-<< ECL Advance Western Blotting Detection Kit>>, GE Healthcare

- Gels d’¢lectrophorese Critérion XT MOPS 12% Bis-Tris, tampon de migration, Bio-Rad

- 15-HEDE, HETEs, HODEs, Cayman Chemicals

- Kit de dosage de I’apolipoprotéine A-1 9D92, Abbott Diagnostics

- Réactifs de dosage des protéines, Bio-Rad

- Kits de cholestérol RTU et triglycérides PAP 150, Biomérieux

- 15-lipoxygénase de soja (type V), Sigma

- PC (16:0/18:2), Avanti Polar Lipids

- Tampon de décrochage « stripping buffer », Gene Bio-Application Ltd
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- Tubes « Ethylenediamine tetraacetic acid » (EDTA) 10 mL, BD Vacutainer

II. Appareils :

- Agrégometre « Dual Aggro-Meter », Chrono-Log Coulter Margency

- Balances Mettler

- Centrifugeuse GR4.11 Jouan

- Centrifugeuse 4K15 Sigma

- Chromatographie en phase gazeuse série HP6890 modéle G1530 Hewlett Packard

- Détecteur fluorimétrique SFM Kontron

- HPLC 320 system Kontron

- HPLC 1100 Series Agilent

- Collecteur de fraction Model 2110 Bio-Rad

- pH-meétre Radiometer Tacussel

- Spectrophotometre Kontron Instruments

- Systéme chromatographique FPLC Akta

- Systéme d’¢lectrophoreése Mini-Protean II et d’¢électrotransfert Mini-Trans Blot, Bio-Rad
- Systéme d’imagerie ImageMaster VDS-CL (logiciel ImageQuant) Amersham Pharmacia

- Ultracentrifugeuse Optima, rotor 100.3 Beckman Coulter
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METHODES

I. Méthodes relatives aux HDL:

Les échantillons de plasma, de lipoprotéines et d’extraits lipidiques sont préparés soigneusement
de fagon a éviter 1’auto-oxydation. Lors de chaque étape requérant des temps d’attente, les
¢chantillons ont été mis a I’abri du dioxygene de 1’air en remplacant ce dernier par de 1’azote. De
I’EDTA (1 mM), un chélateur d’ions divalent, a systématiquement €té rajouté aux préparations
d’HDL afin d’éviter leur oxydation par des ions divalents métalliques comme le Cu*" ou le Fe*".
Enfin, du butyl-hydroxy-toluéne (BHT), antioxydant synthétique, a été ajouté afin de prévenir

I’auto-oxydation des échantillons.

I.1 Isolement du plasma :

Le sang de donneurs de I’EFS est recueilli par ponction veineuse sur anticoagulant CPD (acide
citrique 15,6 mM, citrate de sodium 89,4 mM, phosphate monosodique 16,1 mM, dextrose 128,7
mM, pH 5,6) a raison d’1 volume de CPD pour 7 volumes de sang.

Le sang des patients diabétiques est prélevé par une infirmiére du service d’Endocrinologie-
Diabétologie-Maladies métaboliques - Nutrition du Groupement Hospitalier Est des Hospices
Civils de Lyon (dirigé par le Prof. P. Moulin) et recueilli dans des tubes contenant un
anticoagulant sous forme lyophilisée (1,8 mg d'EDTA/tube).

Quelle que soit sa provenance, le sang est immédiatement centrifugé a 1800 g durant 10 minutes
a 20°C afin d’obtenir du plasma auquel ImM d’EDTA et 10 uM de BHT sont ajoutés. Le plasma

est stocké sous azote a -80°C, et I’utilisation se fait dans un délai court.

1.2 Ultracentrifugation séquentielle a temps courts :

La séparation des lipoprotéines par ultracentrifugation a temps courts [Tong et al., 1998] est
basée sur leurs différences de densité. Leurs propriétés de flottaison sont différentes en fonction
de la densité du milieu. La densité du plasma est ajustée a 1,063 g/mL par addition de bromure

de potassium (KBr) solide. Ce plasma est ultra-centrifugé a 540 000 g (correspondant a 100 000

95



rpm) durant 5h a 4°C pour faire flotter un anneau, contenant les chylomicrons, VLDL, IDL et
LDL qui ont une densité inférieure a la densité ajustée (d<1,063). Apres élimination de I’anneau,
la phase aqueuse restante est prélevée en prenant soin d’éviter de prélever le culot. La densité de
la solution est alors ajustée a 1,21 g/mL par addition de KBr solide. Une seconde centrifugation
est réalisée a 540 000 g pendant 6h30 a 4°C afin de faire flotter I’anneau contenant les HDL.
Pour obtenir les sous-classes d’HDL (HDL2 & HDL3), la densité de la solution « plasma sans
chylomicrons, VLDL et LDL » est d’abord ajustée a 1,125g/mL pour obtenir les HDL2 et
centrifugée a 540 000 g pendant 6h30 a 4°C. Apres prélevement de 1’anneau correspondant aux
HDL2, la densité de la solution restante est ajustée a 1,21 g/mL et centrifugée a 540 000 g
pendant 6h a 4°C pour obtenir les HDL3.

Les différentes solutions d’HDL sont dialysée 3 fois pendant 2h dans 2 L de PBS 1X (NaCl
136,8 mM ; KCI 2,6 mM ; KH,PO4 1,71 mM ; NaaHPOs 8 mM ; pH 7,2) contenant ImM

d’EDTA. Les HDL sont ensuite conservées a 4°C sous azote pendant 7 jours au maximum.

1.3 Modification des HDL in vitro :

Les HDL obtenues apres dialyse sont incubées en absence ou en présence de glucose (50mM)
pendant 5 jours a 37°C a une concentration de 3mg de protéines/mL. Une dialyse est réalisée
pour éliminer I’exces de glucose, celui-ci empéchant I’oxydation par une réaction chimique de
Fehling. En effet, en présence de glucose, le métal de transition Cu®" est réduit en CuO qui n’est
plus capable d’induire la production de radicaux libres initiateurs de la peroxydation lipidique.
Les HDL dialysées sont ensuite oxydées ou non pendant 1 jour a 37°C par le chlorure cuivrique
CuClz (5uM). Enfin, une derniére dialyse est réalisée afin d’éliminer ’excés de Cu®* qui pourrait
interférer sur la fonction des plaquettes sanguines (figure 22). Les incubations des controles sont
réalisées en présence d’EDTA (ImM) et de BHT (20uM) afin de prévenir 1’auto-oxydation.

Toutes les préparations contiennent de 1’azide de sodium (1mM).
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Figure 22 : Schéma décrivant les étapes d’isolement et de modifications in vitro des HDL.

1.4 Dosage des protéines:

Le contenu protéique des HDL est déterminé par une réaction colorimétrique selon la méthode
de Lowry [Lowry et al., 1951]. Celle-ci combine une réaction du biuret et une du réactif de
Folin-Ciocalteu. Ce dernier, a base de phosphomolybdate et de phosphotungstate, réagit avec les
tyrosines et les tryptophanes pour donner une coloration bleue qui s’ajoute a celle du biuret
(NH2-CO-NH-CO-NH3), formant un complexe entre deux liens peptidiques consécutifs en
présence de cuivre en milieu alcalin. Le complexe résultant absorbe fortement dans le bleu. La
lecture du dosage s’effectue par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 750 nm. Une
gamme ¢étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes d’albumine bovine

sérique (BSA). Chaque échantillon est dos¢ en triplicate.

1.5 Dosage du cholestérol total :

Le contenu en cholestérol des LDL est déterminé par une réaction enzymatique selon la méthode
d’Allain [Allain et al., 1974]. Celle-ci consiste a hydrolyser les esters de cholestérol a 1’aide de

cholestérol estérase pour former du cholestérol et des acides gras non estérifiés.

Cholestérol estérase
Ester de cholestérol — Acide gras + Cholestérol
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Le cholestérol, en présence de dioxygene, est oxydé par la cholestérol oxydase en cholesténe-4,

one-3 et peroxyde d’hydrogene.

Cholestérol oxydase
Cholestérol + Oz — Cholesténe-4,0ne-3+ H202

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne se combine au phénol et a 1’amino-4

antipyrine pour former de la quinonéimine, absorbant de 492 a 550 nm.

Peroxydase
2 H20: + Phénol + Amino-4 antipyrine — 4 H20 + Quinonéimine

10uL d’échantillon sont incubés avec 1 mL de réactif pendant 10 minutes a température
ambiante. La lecture du dosage s’effectue par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 500

nm. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes de cholestérol.

1.6. Dosage des triacylglycérols :

Le contenu en TAG des HDL est déterminé par une réaction enzymatique selon la méthode de
Fossati [Fossati et Prencipe, 1982]. Celle-ci consiste a hydrolyser les TAG en glycérol et acides
gras non estérifiés a I’aide d’une lipase.

Lipase

Triacylglycérol — 3 Acides gras + Glycérol

Le glycérol, en présence d’ATP, est phosphorylé par une glycérokinase pour donner du glycérol-

3-phosphate.

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

Ce dernier est oxydé en dihydroxyacétone et en peroxyde d’hydrogeéne par la glycérol-3-

phosphate oxydase.

98



Glycérol-3-phosphate
ﬁ

Glycérol-3-phosphate + O2 Dihydroxyacétone phosphate + H2O>

oxydase

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne se combine au 4-amino-antipyrine et au 3,5

dichloro-2-hydroxybenzéne sulfonate pour former de la quinonéimine, absorbant de 492 a 550

nm.
2 H20:2
+
Peroxydase
Parachlorophénol — 2 H20 + HCI + Quinonéimine
+

Amino-4antipyrine

10uL d’échantillon sont incubés avec 1 mL de réactif pendant 10 minutes a température
ambiante. La lecture du dosage s’effectue par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 500

nm. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes de TG.

L.7. Dosage de ’apoA-I :

Le dosage de I’apoA-I est réalis¢ par immuno-turbidimétrie avec 1’automate ARCHITECT
c16000 au Centre de Biologie et Pathologie Est (Dr. Mathilde Di Filippo). Cette méthode
consiste a mesurer I’augmentation de la turbidimétrie dans un échantillon causée par la formation
de complexes immuns insolubles entre I’anticorps anti-apoA-I et 1’apo A-I des HDL [Brustolin

et al., 1991 ; Contois et al., 1996].

1.8. Composition en acides gras des classes lipidiques des HDL :

1.8.a. Extraction lipidique :

La technique d’extraction liquide-liquide utilisée pour extraire les lipides totaux des HDL est

basée sur le coefficient de partition entre la phase organique contenant les lipides (éthanol +
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chloroforme) et la phase aqueuse (H20). Un ratio HDL : éthanol : chloroforme, (1:3:6,
respectivement) est utilisé pour extraire les lipides totaux [Croset et Lagarde, 1985]. Sont
¢galement ajoutés 50 uM de BHT ainsi que deux standards internes: la diheptadécanoyl-glycéro-
phosphocholine et le cholestéryl-heptadécanoate. Le mélange est centrifugé a 600 g durant 10
minutes. La phase organique inférieure est prélevée, évaporée sous azote et conservée a -20°C.
Une seconde extraction est effectué¢e sur la phase aqueuse restante et laissée a décanter pendant
au moins 4h a 4°C. La seconde phase organique est poolée a la premicre, évaporée sous azote

puis conservée a -20°C.

L.8.b. Séparation des classes lipidiques par chromatographie sur couche

mince (CCM) :

Une seule migration chromatographique est réalisée afin de séparer les phospholipides (PL), les
esters de cholestérol (EC) et les triacylglycérols (TAG). Les échantillons secs sont repris avec de
I’¢éther diéthylique/méthanol (9:1, v/v) puis déposés sur une plaque de silice (gel 60, 20x20 cm)
préalablement ¢luée par du méthanol. La phase mobile trés apolaire, composée
d’hexane/éther/acide acétique (80:20:1, v/v/v) permet d’¢luer les lipides suivant leur polarité (R
EC =0,9; Rf TG = 0,56), tandis que les phospholipides tres polaires (Rr = 0) restent au point
initial du dépot. Les lipides sont révélés sous une lampe UV (220nm) apreés vaporisation de
dichlorofluorescéine (0,02% dans éthanol/eau, 95:5, v/v). Les zones de silice contenant les

différentes classes lipidiques sont grattées.

I.8.c. Transméthylation des acides gras :

Cette étape permet de séparer les acides gras du squelette ou ils sont estérifiés, tout en les
rendant volatils afin de permettre leur analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC). La
réaction chimique de transméthylation, en présence d’un catalyseur (le trifluorure de bore, BF3),
permet de rompre la liaison ester pour en former une autre avec un groupement méthyle. 250 pL.
de toluéne/méthanol (40:60, v/v) et 250 uL de BF3/méthanol (1,3 M, 10% dans le méthanol) sont
ajoutés a la silice. Les échantillons sont placés dans un bain sec a 100°C pendant 1h30. La

réaction est arrétée dans la glace pendant 5 minutes puis 1,5 mL de carbonate dipotassique 5%
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(K2CO3) est ajouté pour neutraliser ’acidité du milieu. L’extraction des acides gras méthylés est
réalisée deux fois par 2 mL d’isooctane. Une centrifugation a 600 g de 10 minutes permet de
séparer la phase aqueuse de la phase organique. Cette derniére est récupérée et évaporée sous
azote. Les échantillons sont repris dans un volume défini d’isooctane pestipur de maniere a étre

suffisamment dilués pour leur analyse par GC.

1.8.d. Analyse par chromatographie en phase gazeuse :

Les acides gras, dérivés sous forme d’esters méthyliques, sont analysés dans un chromatographe
en phase gazeuse (HP6890 G1530). 1 uL est injecté via un injecteur split/splitless (T = 230°C)
dans une colonne capillaire (60 m x 0,25 mm). La température du four augmente réguliérement
de 50°C a 140°C a raison de 20°C/minute puis de 140°C a 250°C a raison de 2°C/minute. Les
acides gras sont portés a ¢ébullition et entrainés dans la colonne BPX 70 recouverte
intérieurement d’un film de phase stationnaire (25 um) par de I’hydrogéne et interagissent avec
la phase stationnaire selon leur polarité. Ils sont séparés en fonction de leur point d’ébullition et
de leur affinité avec la phase stationnaire. La détection est réalisée par un détecteur a ionisation
de flamme (T = 250°C). Le flux de la colonne arrive dans un brileur alimenté en air et
hydrogéne. La combustion produit des ions responsables du courant ionique qui est transformé
en tension avec un ¢électrometre pour donner un signal. La réponse est proportionnelle au nombre
de carbones et de doubles liaisons m présentes dans les molécules détectées. Les différents
acides gras sont identifiés selon leur temps de rétention comparativement a des standards injectés

seuls (figure 23). Le standard interne permet de quantifier chaque acide gras.
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Figure 23 : Chromatogramme typique obtenu apres séparation par chromatographie en phase

gazeuse (GC) des esters méthyliques d’acides gras des phospholipides.

1.9. Dosage de la vitamine E :

Une extraction liquide-liquide de 50pul de HDL (3mg/mL) auxquels sont ajoutés 470uL d’H20 a
été effectuée. Les isomeres de tocophérol sont extraits par 470ul d’éthanol et 2 mL d’hexane.
200 pmoles de tocol sont ajoutées comme standard interne. Le mélange est vortexé et centrifugé
a 1800g durant 10 minutes a 10°C. La phase organique supérieure est prélevée et évaporée sous
azote et conservée a -20°C jusqu’a analyse. L’extrait est repris par 300 pL de méthanol/eau
(85:15, v/v), dont 100 pL sont injectés et analysés par HPLC en phase inverse couplée a un
détecteur fluorimétrique. La phase stationnaire est une colonne Nucléosil greffée de Cis (Spm,
150mm x 4,6mm) trés hydrophobe et la phase mobile est le solvant méthanol/eau (95:5, v/v)
dont le débit est fix¢ a ImL/min [Calzada et al., 2007]. Plus la molécule est polaire, plus son
temps de rétention est court. Excités a 295 nm, les isomeres de tocophérol sont fluorescents a

340 nm. L’a-tocophérol et le y-tocophérol sont quantifiés grace au standard interne (figure 24).
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Figure 24: Chromatogramme typique obtenu apres séparation des isomeres du tocophérol
contenus dans les HDL par HPLC couplée a un détecteur fluorimétrique (4 excitation=295nm, A

émission=340nm). Le tocol est le standard interne.

1.10. Dosage du dialdéhyde malonique (MDA) :

Il est I'un des produits terminaux de la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés
(AGPI) ayant un motif 1,4 cis,cis-pentadiéne. Il est considéré comme un marqueur de la

peroxydation lipidique non enzymatique.
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Figure 25 : Chromatogramme de [’adduit du MDA avec 2 molécules de TBA obtenu apres

séparation par HPLC couplée a un détecteur fluorimétrique.

Le dosage du MDA est basé sur la réaction entre une molécule de MDA et 2 molécules d’acide
thiobarbiturique (TBA) en milieu acide a 100°C selon un mécanisme d’addition nucléophile
[Therasse et Lemonnier, 1987] (figure 25).

50 uL d’HDL (3 mg/mL) auxquelles sont ajoutés 450uL d’H>0, 40 uL de BHT 5 mM, 100 puL
d’acide acétique 16,5 N et 200 uL. de TBA 10 mM, dissous dans un tampon phosphate (KH>PO4
0,1 M, pH 3), sont placés dans un tube et incubés pendant 1h a 95°C. La réaction est stoppée
dans la glace durant 5 minutes. Le milieu est acidifi¢ avec 10 pL d’HCI 6N et le complexe
MDA-2TBA extrait par 2 mL d’acétate d’éthyle. Aprés une centrifugation de 10 minutes a 1800

g, la phase organique supérieure est prélevée et évaporée sous azote. L’adduit MDA-2TBA est
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repris par 200 pL de méthanol/eau (10:90, v/v) dont 100 pL sont injectés puis analysés par
HPLC en phase inverse couplée a un détecteur fluorimétrique. La phase stationnaire est une
colonne Nucléosil greffée de C18 (Sum, 250 mm x 4,6mm) parcourue par le solvant
méthanol/eau (7:3, v/v) a un débit de 0,8 mL/min. Le détecteur fluorimétrique va exciter 1’adduit
MDA-2TBA a une longueur d’onde de 515 nm qui va émettre a 553 nm. Une gamme étalon de
standardisation externe est réalisée parallelement avec le 1,1,3,3—tétraméthoxypropane (TMP)

pour quantifier la concentration de MDA dans les HDL.

I.11. Synthése de 1-palmitoyl,2-(15(S)-hydroxy-eicosadienoyl)-sn-glycéro-3-
phosphocholine :

Dans le but de quantifier les acides gras monohydroxylés (AGOH) dans les phospholipides, un
phospholipide estérifié avec un acide gras hydroxylé¢ pouvant servir de standard interne a été
synthétisé, en collaboration avec le laboratoire de Chimie Organique et Bioorganique, ICBMS,
INSA-Lyon (Meddy El Alaoui).

Tout d'abord, du 1-palmitoyl,2-eicosadienoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine PC(16:0/20:2n-6) est
synthétis¢ chimiquement a partir d’une lyso-PC (la 1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycéro-3-
phosphocholine) (0,2 mmol) et un acide gras libre le 11,14-eicosadiénoique (20:2n-6) (0,08
mmol). La réaction d’estérification est réalisée pendant 40h a température ambiante en présence
de 2 catalyseurs, les 4-pyrrolidinopyridine (PPyr) (0,09 mmol) et dicyclohexylcarbodiimide
(DCC) (0,09 mmol) dans un milieu réactionnel de ImL de chloroforme anhydre. Aprés avoir
concentré le milieu réactionnel, le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice
(chloroforme / méthanol / H2O, 65:35:4, v/v/v). La fraction contenant le produit est purifiée par
chromatographie sur résine échangeuse d'ions de type Amberlyst® (chloroforme/méthanol/H>O,
65:35:4, v/v/v) pour obtenir du PC(16:0/20:2). Du 1-palmitoyl,2-(15(S)-hydroperoxy-
eicosadiénoyl)-sn-glycéro-3-phosphocholine (PC(16:0/15(S)-HpEDE)) est alors synthétisé par
voie enzymatique a partir du PC(16:0/20:2n-6) et réduit en PC(16:0/15(S)-HEDE). La
concentration du standard est déterminée par spectrophotométrie et la pureté du produit a été

controlée par HPLC.
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1.12. Quantification des acides gras monohydroxylés totaux :

Les AGOH sont soient estérifiés dans les PL, TAG, EC, soient non estérifiés. Ils ont été dosés
dans les lipides totaux des HDL et dans les principales classes lipidiques des HDL apres
séparation des classes lipidiques PL, EC et TAG par CCM suivant le protocole décrit en détail
auparavant. Pour la quantification des AGOH dans les PL et les lipides totaux, le standard
interne synthétis¢ PC(16:0/15(S)-HEDE) est ajouté dans les HDL avant extraction lipidique.
Pour les EC et TAG, I’acide15-hydroxy-eicosadiénoique (15-HEDE) est utilis¢é comme standard
interne et ajouté aprés séparation des classes lipidiques par CCM. Suivant les dosages, 400
pmoles de PC(16:0/15(S)-HEDE) ou 400 pmoles de 15-HEDE sont ajoutées a S00uL d’HDL (=
4 mg/mL). La phase aqueuse est acidifiée a pH 3 avec de I’acide acétique. Les lipides sont
extraits par 1,5 mL d’éthanol et 3 mL de chloroforme en présence de 50 uM de BHT. Suite a la
centrifugation de 1’échantillon a 600 g pendant 10 minutes, la phase organique inférieure est
prélevée, évaporée sous azote et conservée a -20°C. Une seconde extraction est effectuée sur la
partie restante (éthanol/chloroforme, 1:2, v/v, BHT 50 uM) et laissée a décanter une nuit. La
seconde phase organique est poolée a la premicre, évaporée sous azote puis conservée a -20°C.
Une hydrolyse en condition basique des liaisons esters des PL, EC et TAG est effectuée sur les
fractions lipidiques obtenues. Pour cela, I’extrait sec est repris dans 950 pL d’éthanol auquel sont
ajoutés 50 pL. de KOH 10 M et 50 uM de BHT puis incubé pendant 30 minutes a 60°C. La
réaction est arrétée en plongeant les tubes dans la glace. Les hydroperoxydes d’acides gras
présents sont réduits en acides gras hydroxylés en ajoutant Sul de tétrahydroborure de sodium
(NaBHy4) solubilisé dans 1’eau (1mg/mL) pendant 10 min dans le milieu réactionnel. Ensuite, de
I’acide acétique pur (80 pL) est ajouté pour neutraliser le KOH et ¢liminer I’excés de NaBH4 qui
pourrait réduire les doubles liaisons des AGPL. ImL d’eau et 2mL d’hexane sont ajoutés. Le
mélange est vortexé, centrifugé a 800g a 20°C pendant 10 min. La phase organique supérieure
est prélevée. Une double extraction est réalisée. Les phases organiques sont évaporées sous No.
L’échantillon est repris avec de 1’éther diéthylique/méthanol (9:1, v/v) et déposé sur une plaque
de silice préalablement éluée par du méthanol. Le solvant de migration hexane/éther
diéthylique/acide acétique (60:40:1, v/v/v) permet de séparer les AGOH (Rf = 0,3) des acides

gras non estérifiés (Rr = 0,6). Les AGOH sont extraits trois fois par 2 mL de méthanol. Une
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centrifugation a 600 g de 10 minutes permet d’éliminer la silice. Le solvant est prélevé et

évaporé sous azote [Colas et al., 2011].

1.13. Analyse des énantiomeres d’acides gras hydroxylés par HPLC chirale :

Les AGOH (13-HODE, 9-HODE, 15-HETE) sont repris par de I’acétonitrile/eau pH 3 (3:7, v/v)

et analysés par HPLC sur une colonne de silice greffée C18 (X Bridge (3,5 um, 4,6 x 150 mm).

Un gradient d’élution est réalis¢ avec deux solvants A et B, I’éluant A étant composé

d’acétonitrile/eau pH 3 (1:9, v/v) et I’¢luant B d’acétonitrile pur. Ce gradient permet I’élution des
composés injectés (t = 5 min, 0% B; t = 10 min, 30% B; t = 30 min, 40% B; t = 50 min, 60% B; t
= 65 min, 100% B). Le débit du solvant est fixé a 1 mL/min. En sortie de colonne, les AGOH,

possédant une double liaison conjuguée, sont détectés a 234 nm avec un détecteur a barrette de

diodes (figure 26).
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Figure 26 : Profil chromatographique d’acides gras hydroxylés apres séparation par HPLC et

detection UV a 234 nm.
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I.13.a. Préparation du diazométhane :

La méthylation des groupements carboxyliques libres s’effectue avec du diazométhane. 10
pastilles d’hydroxyde de potassium (KOH) sont solubilisées dans un mélange d’éther
diéthylique/méthanol (3:6, v/v). Le diazométhane sous forme gazeuse est généré par 1’addition
d’environ 10g de N-Nitroso-N-méthyl-4-tolueénesulfonamide utilisé comme précurseur, et piegé
par barbotage dans 30 mL d’éther diéthylique stabilis¢é par 10 % de méthanol. La solution
devient de plus en plus jaune et a saturation, elle est préte a étre utilisée. La solution saturée en

diazométhane peut étre conservée a 1’obscurité pendant environ un mois.

1.13.b. Méthylation des acides gras hydroxylés :

Ces molécules sont préalablement dérivées sous forme d’esters méthyliques par le diazométhane
afin de les rendre plus hydrophobes et faciliter ainsi leur séparation sur colonne chirale.

Les échantillons d’AGOH séparés auparavant par HPLC sont collectés et évaporés sous N2. En
vue de les rendre plus hydrophobes, les AGOH sont dérivés en esters méthyliques avec du

diazométhane selon la réaction ci-dessous :

RCOOH + CH2N2 => RCOOCH: + N2

Des standards 13(S)-HODE, 13(R)-HODE, 9(S)-HODE, 9(R)-HODE, 15(S)-HETE, 15(R)-
HETE, des standards de mélange racémique 9(R/S)-HODE, 13(R/S)-HODE, 15(R/S)-HETE
ainsi que les échantillons biologiques sont évaporés a sec sous azote. Ils sont alors méthylés
pendant 15 min a température ambiante par 1’addition de 100ul de la solution d’éther saturée en
diazométhane. Les échantillons sont ensuite évaporés sous azote et les AGOH méthylés sont
repris par un mélange: n-hexane/2-propanol/acide acétique (85:15:0,1, v/v/v) en vue de leur

analyse par chromatographie chirale.
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I.13.c. Analyse des isomeéres stéréospécifiques des acides gras hydroxylés par

chromatographie chirale :

La chromatographie chirale est réalisée avec une colonne ChiralCel® OD-H (4,6 x 250 mm)
remplie d’une phase stationnaire composée de cellulose tris (3,5-diméthylphénylcarbamate)
adsorbée sur des particules de gel de silice de 5 um. L’¢lution est réalisée en mode isocratique a
25 °C avec une phase mobile constituée d’un mélange de n-hexane/2-propanol/acide acétique
(85:15:0,1; v/v/v) dont le débit est fixé a 1 mL/min. Les acides gras monohydroxylés méthylés

sont détectés a 234 nm avec un détecteur a barrette de diodes.

I.14. Synthése de 1-palmitoyl,2-(13(S)-hydroperoxy-octadécadiénoyl)-sn-glycéro-3-
phosphocholine et 1-palmitoyl,2-(13(S)-hydroxy-octadécadiénoyl)-sn-glycéro-3-
phosphocholine:

Du 1-palmitoyl,2-(13(S)-hydroperoxy-octadécadiénoyl)-sn-glycéro-3-phosphocholine
(PC(16:0/13(S)-HpODE) a été synthétis€ par voie enzymatique a partir de 1-palmitoyl-2-
linoléoyl- sn-glycéro-3-phosphocholine (PLPC ou PC (16: 0/18: 2n-6), suite a la co-incubation
de 6 pmoles de PC(16:0/18:2n-6) avec 20000 U/mL de 15-lipoxygénase de soja (Type V) dans
un tampon Tris HCI 0,2M a pH=8,8 contenant du désoxycholate (3mM) pendant 30 min sous un
flux continu d'oxygene et sous agitation. Les hydroperoxydes de phosphatidylcholine sont élués
par le méthanol sur une colonne Sep-Pak C18. IIs sont réduits par le NaBH4 en hydroxyde de
phosphatidylcholine. La concentration de 1-palmitoyl,2-(13(S)-hydroxy-octadécadiénoyl)-sn-
glycéro-3-phosphocholine (PC(16:0/13-HODE)) est déterminée par spectrophotométrie UV a
234 nm. La pureté du produit est vérifiée par HPLC.

I.15. Enrichissement des HDL avec des phospholipides oxydés ou non :

Pour préparer des HDL enrichies en PL oxydés, les HDL controles ont été incubées avec du PC
(16: 0/13-HODE) ou avec son précurseur PC(16: 0/18 :2n-6) pendant 24 heures a 37°C dans un
un bain-marie sous agitation. Une dialyse des HDL dans du PBS suivie d’un passage sur colonne

de Sephadex G-25 (PD-10) ont été réalisés dans le but d’éliminer les PL non fixés aux particules
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d’HDL. Pour vérifier I’enrichissement des HDL, les HDL enrichies sont séparées par FPLC, les

fractions correspondantes sont collectées et analysées par HPLC.

1.16. « Fast-protein liquid chromatography » (FPLC) :

La séparation des lipoprotéines par FPLC [Zambon et al., 1996] est basée sur leur différence de
taille. Il s’agit d’une chromatographie gel exclusion qui permet leur séparation par ordre de taille
décroissante. Le plasma est filtré (0,22 um) pour éliminer les débris cellulaires. Le plasma et les
fractions d’HDL enrichies ou non en PC(16 :0/13-HODE) sont injectées sur une colonne
Sephadex G-25 parcourue par un tampon Tris pH 7,4 (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA
2mM, 0,03% d’azide de sodium) circulant a un débit de 0,3 mL/min pour une pression maximale
de ImPa et a 4°C. L’¢lution des échantillons est suivie par détection de la DO a 280 nm (figure
27). Des fractions de volume variable (de 200ul a 1 mL) sont alors collectées pour les études

ultérieures.
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Figure 27: Profil de FPLC typique d’HDL isolées par ultracentrifugation et enrichies avec des
phospholipides oxydés.

110



I.17. Mesure de la taille des particules d’HDL par électrophorése en conditions

natives :

Des gels de polyacrylamide avec un gradient de 4 a 30% sont préparés. Un volume d’échantillon
d’HDL est mélangé a un volume d’une solution de dépot 2X (62,5 mM Tris-HCL a pH 6,8 ; 25%
sucrose, 0,025% bleu de bromophénol). La quantité de protéine déposée est de 5 a 10 ug par
puits. L’¢lectrophorese est réalisée dans un tampon de migration contenant 25 mM Tris et 192
mM glycine a pH=8,3. Une premiére migration sans échantillon a un voltage constant de 125 V
pendant 30 min pour stabiliser le gradient, puis est suivie d’'une seconde migration en présence
de I’échantillon sous une tension de 170V pendant 24 heures a 4°C de facon a séparer les HDL
controles et glycoxydées ou les sous-classes d’HDL. Le gel est coloré en utilisant une solution de
bleu de Coomassie (Blue R-250) (0,3% (w/v) dans un mélange méthanol/acide acétique
glacial/H,O (45:10:45, v/v/v). Le gel est ensuite décoloré plusieurs fois avec un mélange
méthanol/acide acétique/H20 (20:10:70, v/v/v). Les bandes ont été photographiées [ Alabakovska
etal., 2002].

I1. Méthodes relatives aux plaquettes :

I1.1. Isolement des plaquettes sanguines :

Les plaquettes sont isolées selon la méthode de Lagarde [Lagarde et al. 1980] a partir de sang de
donneurs sains n’ayant pris aucun médicament pouvant interférer sur le fonctionnement normal
des plaquettes (par exemple aspirine et anti-inflammatoires non stéroidiens). Le sang est recueilli
en présence d’anticoagulant CPD (acide citrique 15,6 mM ; citrate de sodium 89,4 mM ;
phosphate monosodique 16,1 mM ; dextrose 128,7 mM, pH 5,6) (1 volume de CPD pour 7
volumes de sang). Il est centrifugé pendant 17 minutes a 200g a 20°C. Nous récupérons la phase
supérieure, le PRP (plasma riche en plaquettes), que nous acidifions a pH 6,4 a 1’aide d’acide
citrique (0,15M) afin d’éviter I’agrégation spontanée des plaquettes pendant la deuxieme
centrifugation (900g pendant 12 minutes a 20°C). Nous enlevons le surnageant correspondant au

plasma pauvre en plaquettes (PPP) et resuspendons les culots plaquettaires par de la Tyrode-

111



HEPES (NaCl 137 mM ; KCI 12,7 mM ; NaHCO3 11,9 mM; NaH>POs, H>O 0,41 mM ; MgCl,,
6 H,O 1 mM; HEPES 5mM ; glucose S mM) (pH 7,35). Les plaquettes sont laissées au minimum

1 heure au repos a température ambiante avant toute autre intervention.

I1.2. Mesure de I’agrégation plaquettaire :

L’agrégation des plaquettes isolées a été réalisée selon la méthode turbidimétrique de Born
(1962) dans un agrégometre. Ce dernier est équipé d’une cellule photo-électrique couplé a un
enregistreur qui permet de mesurer le changement de transmission lumineuse a travers la
suspension plaquettaire suite a 1’addition d’un agoniste. Le 0 % de transmission lumineuse est
réglé avec 400 pL de suspension plaquettaire turbide et le 100% de transmission lumineuse
(agrégation totale) est réglé avec le tampon Tyrode-HEPES. 400 pl de plaquettes a concentration
physiologique sont pré-incubées pendant 5 minutes a 37°C en absence ou en présence d’HDL.
Le collagene, agoniste physiologique, est ajouté et I’agrégation est mesurée durant 4 minutes a

37°C sous agitation (1000 tours/min).

I1.3. Dosage des protéines plaquettaires :

Le contenu protéique des plaquettes est déterminé par une réaction colorimétrique selon la
méthode de Bradford. Le réactif utilisé est un colorant : le bleu de Coomassie G250 qui absorbe
a une longueur d'onde maximale de 465 nm. La fixation covalente du colorant sur les résidus
d'acides aminés basiques (arginine, lysine et histidine) provoque un déplacement du maximum
d’absorption de 465 a 595 nm. Le nombre de molécules de pigment fixé par molécule de
protéine est approximativement proportionnel au nombre de charges positives portées par la
protéine. Une gamme étalon est réalisée avec des concentrations connues et croissantes
d’albumine bovine sérique (BSA). La lecture spectrophotométrique de la gamme et des

¢chantillons a 595 nm est réalisée en méme temps. Chaque €chantillon est dosé en triplicate.
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I1.4. Analyse par immunoblot (western-blotting) des p38 MAPK et phospholipase
Az cytosolique phosphorylées:

La suspension contenant les plaquettes incubées dans le tube d’agrégometre est récupérée. Apres
une centrifugation de 5 minutes a 13000 g, le surnageant est ¢liminé et remplacé par 500 pL de
solution de lyse (Trizma 20 mM, Triton-X100 1%, MgCl, 5SmM, EGTA 2mM, pH=8 en présence
d’inhibiteurs de phosphatases : NasP,07, 10 HO 40mM, NaF 50 mM, Na3VO4 100uM et
d’inhibiteurs de protéases : AEBSF 2mM, aprotinine 3uM, leupeptine 43uM, pepstatine 29uM).
Les tubes sont vortexés puis placés dans la glace pendant 30 minutes au minimum. Apres une
centrifugation de 5 minutes a 13000 g, si aucun culot n’est observé, des fractions aliquotes de
50uL sont prélevées (pour les dosages de la concentration en protéines plaquettaires, des p38
MAPK totale et phosphorylée et des cPLA> totale et phosphorylée) et conservées a -80°C. La
concentration de protéines est déterminée par la méthode de Bradford comme décrite ci-dessus.
Suite a la lyse des plaquettes, les protéines sont dénaturées a 100°C pendant 5 min par ajout d’un
tampon de dénaturation et séparées par électrophorese sur gel de polyacrylamide 12% bis-Tris
pré-coulé, réalisée dans un tampon de migration XT MOPS (Bio-Rad) a une tension constante de
200 V pendant 1h. Des marqueurs colorés de masses moléculaires connues sont aussi déposés
afin de permettre la localisation des enzymes d’intérét sur la membrane. Les protéines séparées
sur gel sont transférées sur une membrane de nitrocellulose avec un « mini trans blot transfer
cell ». L’¢léctro-transfert est réalisé¢ dans un tampon de transfert (Trizma 25 mM, glycine 192
mM, méthanol 20%) réfrigéré durant 30 minutes a une tension constante de 100 V. La membrane
est rincée dans un tampon salin TBS-T (Trizma 20 mM, NaCl 137 mM, Tween 0,1%, pH 7,6)
puis incubée durant 1h sous agitation dans du tampon de blocage (TBS-T contenant 5% de lait
écrémé) afin de saturer les sites aspécifiques. Apres plusieurs ringages de la membrane dans du
TBS-T, elle est incubée une nuit a 4°C avec des anticorps polyclonaux de lapin, soient anti-p38
MAPK ou anti-phospho-p38 MAPK, soient anti-phospholipase A> cytosolique (cPLA>) ou anti-
phospho-cPLA; (dilués au 1:2500 dans un tampon TBS-T contenant 1% de BSA), lavée dans
du TBS- puis incubée avec un anticorps secondaire polyclonal de chévre anti-Ig G de lapin
conjugué a la peroxydase de Raifort (1:5000°™ dans un tampon TBS-T contenant 1% de BSA).
La membrane est révélée par chimioluminescence grace au kit ECL Advance, et les bandes

correspondant aux phospho-p38 MAPK et phospho-cPLA> sont visualisées avec une caméra
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VDS et leur intensité est quantifiée par densitométrie avec le logiciel « Image Quant » et

normalisée par les pP38MAPK et cPLA; totales respectivement.

I1.5. Mesure de la concentration de calcium intra-plaquettaire :

Le plasma riche en plaquettes (PRP) est incubé avec 1 umol/L de Fura 2-AM pendant 45 min a
37 © C dans un bain-marie sous agitation a l'abri de la lumiére. Les plaquettes sont ensuite
acidifi¢ a pH 6,4 avec de l'acide citrique et isolées et mises en suspension dans du tampon
Tyrode-HEPES comme décrit ci-dessus, et laissées a température ambiante pendant au moins 1
heure dans l'obscurité. Les plaquettes enrichies avec le Fura 2-AM sont pré-incubées avec les
HDL contrdle ou glycoxydées pendant 5 min a 37°C puis stimulées par le collagéne pendant 5
min. La concentration externe en Ca’" des suspensions plaquettaires a été ajustée a 1 mmol/L en
utilisant une solution de CaCly. Les suspensions plaquettaires ont été excitées alternativement a
340 et 380 nm et 1'émission de fluorescence a été enregistrée a 510 nm. La concentration de
calcium intracellulaire a été calculée a partir du rapport émission de fluorescence sur excitation

[Nofer et al., 1998].

III. Analyse statistique :

Les valeurs données dans les tableaux et les figures représentent les moyennes + S.E.M. de 4 a
10 expériences indépendantes. Les comparaisons des moyennes sont effectuées grace au test
bilatéral et non apparié¢ de Student. Les différences sont considérées comme significatives
lorsque P<0,05). Les corrélations sont définies en utilisant le test de corrélation linéaire de

Spearman et le logiciel Statview.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

115



Les HDL posseédent des propriétés anti-athérogenes dont des propriétés anti-thrombotiques. Les
effets des HDL oxydées sur les fonctions plaquettaires sont moins décrits et les résultats publiés
sont divergents. Une étude réalisée dans notre équipe sur des patientes abétalipoprotéinémiques
(donc dépourvues de lipoprotéines riches en apoB) a permis de montrer que les HDL fortement
oxydées inhibent I’agrégation plaquettaire via le récepteur SR-BI [Calzada et al, 2013]. Nos
résultats inattendus suggéraient donc que I’oxydation des HDL n’était pas associée a une perte

de leurs propriétés antiagrégantes.

Nous avons émis ’hypothése que les peroxydes lipidiques des HDL pourraient jouer un role
important dans leurs propriétés antiagrégantes en particulier dans le DT2, pathologie associée a

une hyperglycémie et un stress oxydant élevé.

Notre objectif a alors ét¢ de modifier des HDL in vitro par glycation et/ou oxydation afin de
mimer les modifications des HDL de patients diabétiques, de définir le profil en AG et
peroxydes lipidiques des HDL, et de déterminer les effets de ces HDL modifiées sur I’agrégation
plaquettaire comparativement aux HDL non modifiées. De plus, les effets d’HDL de patients

DT2 sur I’agrégation plaquettaire ont été¢ comparés a ceux de témoins.

A. Effets des HDL modifiées par glycation et /ou oxydation sur les plaquettes:

Une étude in vitro a d’abord été réalisée afin de tester les effets respectifs de la glycation, de
I’oxydation et de la glycoxydation sur les HDL, puis de déterminer I’impact de ces HDL sur

I’agrégation plaquettaire.

Apres isolement par ultracentrifugation d’HDL a partir du plasma de volontaires sains, nous
avons préparé cinq types d’HDL comme décrit dans la partie « méthode » (page 96) qui seront

nommeées :

» HDL contréles non incubées (conservées a 4°C, en présence de ImM d’EDTA et 20 uM
de BHT).

» HDL contréles incubées (incubées pendant 6 jours a 37°C en présence de ImM d’EDTA
et 20 uM de BHT a 37°C).
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» HDL glyquées (incubées pendant 5 jours en présence de S0 mM de glucose a 37°C, ImM
d’EDTA et 20 uM de BHT, dialysées puis incubées pendant 1 jour a 37°C).

» HDL oxydées (incubées pendant 5 jours a 37°C, dialysées puis traitées pendant 1 jour par
5 uM de CuCly a 37°C).

» HDL glycoxydées (incubées pendant 5 jours en présence de 50 mM de glucose a 37°C,
dialysées puis traitées pendant 1 jour par 5 uM de CuCl>a 37°C).

I. Caractérisation des HDL modifiées par glycation et/ou oxydation :
I.1. Composition en acides gras des principales classes lipidiques dans les HDL

modifiées versus HDL controles :

Nous avons analysé par GC la composition détaillée en AG des classes lipidiques principales
(PL & EC) des différentes préparations d’HDL. Les résultats sont exprimés en pourcentages

molaires.
I.1.a. Composition en acides gras des esters de cholestérol :

Le cceur hydrophobe des HDL contient en majorité des EC qui sont composés: (tableau 5)
- d’AGPI dont le LA (18:2n-6), 43% ; I’AA (20:4n-6), 7% ; ’EPA (20:5n-3), 0,7% et le
DHA (22:6n-3), 2%.
- d’AGMI dont I’acide ol¢éique (18:1n-9), 19%.
- d’AGS, principalement I’acide palmitique (16:0),15% et ’acide stéarique (18:0), 3,3%.
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HDL controles | HDL controles
Acide Gras HDL glyquées | HDL oxydées HDL glycoxydées
non incubées incubées
16:0 14,75+ 0,73 14,56 + 0,49 14,02 + 0,46 22,75+ 1,28 28,70 £ 1,22%**
18:0 3,30+ 0,31 2,63 +0,23 2,28 +0,09 3,95+0,71 7,22 + 0,89 (*)
18:1n-9 19,39 + 0,43 18,63 £ 0,33 19,7+ 0,56 22,72+ 1,25 27,16 £ 0,84 **
18:2n-6 43,06 £ 0,70 4545 +0,45 44,58 + 0,35 32,78 £2,16 (*) |20,01 £ 1,50 ***
20:4n-6 7,00 £ 0,35 7,12+0,22 7,17 +0,25 3,53 +£0,47 (*) 0,58 £0,15%**
20:5n-3 0,72+ 0,07 0,78+ 0,11 0,63+ 0,09 0,61 +0,10 0,08 £0,03*
22:6n-3 1,95+0,21 2,22+0,13 1,79 £ 0,23 1,50 £ 0,43 1,27+ 0,24

Tableau 5 : Composition en acides gras des esters de cholestérol dans les HDL contridles et
modifiées par glycation et / ou oxydation.

Les résultats sont exprimés en pourcentage molaire des principaux AG et représentent les
moyennes + S.E.M. de 5 expériences. Significativement différent des HDL controles incubées * :
P<0,05; **: P<0,01 ; ***: P<0,001 et (*) : P<0,1. 18:2n-6 ou LA ; 20:4n-6 ou AA ; 20:5n-3
ou EPA ; 22:6n-3 ou DHA.

En comparant les moyennes des pourcentages molaires des différents AG dans les HDL
modifiées a celles des HDL contréles incubées (tableau 5), une diminution significative des
proportions d’AGPI est observée dans les HDL glycoxydées. Le LA, principal AGPI dans les
EC, est diminué¢ de 59% dans les HDL glycoxydées. L’ AA, deuxieéme principal AGPI et ’EPA
diminuent tres significativement dans les EC des HDL glycoxydées (-89% pour I’EPA et - 92%
pour I’AA). Le DHA diminue (-35%) mais non significativement. A I’inverse, les pourcentages

molaires des 16:0 et 18:0 augmentent.

Comparativement aux HDL controles incubées, les proportions de LA et AA tendent a diminuer
dans les HDL oxydées (-28% et -50%, respectivement) tandis qu’aucune différence significative

n’est observée pour les autres AG. Aucune variation de pourcentages molaires des AG n’est
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notée e

ntre les HDL glyquées et les HDL contrdles non incubées comparativement aux HDL

contrdles incubées.

I.1.b. Composition en acides gras des phospholipides :

La monocouche amphiphile des HDL contient en majorité des PL composés (tableau 6) :

d’AGPI dont le LA, 16% ; ’AA, 8,8% ; ’EPA, 0,9% et le DHA, 3,2%.
d’AGMI dont I’acide oléique (18:1n-9), 8,5%.
d’AGS, principalement I’acide palmitique, 34% et 1’acide stéarique, 18%.

sous-classe des plasmalogenes.

de 16:0 diméthylacétal (DMA), 18:0 DMA, 18:1n-9 DMA, représentant les AG de la

Acide Gras EE,I;“C:;,négsﬁles il;lllc)uliléecsontrﬁles HDL glyquées | HDL oxydées HDL glycoxydées
16:0 34,16 £ 1,85 35,81 +1,90 35,06 £ 1,58 41,28 £2,36* 48,87 £2,61***
18:0 17,62 + 0,94 19,69 + 0,60 19,24 + 0,78 23,1 £1,46* 26,03 £ 1,47***
18:1n-9 8,51 +£0,36 7,64 + 0,40 8,24+ 0,43 10,07 +£ 1,21 8,28 + 2,53 (*)
18:2n-6 16,51 £ 1,06 13,47 + 1,05 15,04 + 1,29 10,74 + 1,41* 6,86 £ 0,78***
20:4n-6 8,77+0,77 8,27+0,79 8,1 +£0,82 425+ 1,71* 0,76 £ 0,17%**
20:5n-3 0,88 +£0,08 0,89 + 0,08 0,77 +0,15 0,36 +£ 0,22 0,42 +0,19*
22:6n-3 3,23+ 0,25 3,18+0,25 2,83 +0,37 1,7+ 0,96 0,27 £ 0,10%**
16:0 DMA 1,18+ 0,12 1,36 £ 0,22 1,18 0,18 0,8 +0,27 0,4 £ 0,15%**
18:0 DMA 0,32+0,14 0,53+0,12 0,57+0,19 0,25+0,13 0+0(*)

18:1n-9 DMA 0,18 0,08 0,25 +0,09 0,24 + 0,07 0,17+ 0,09 0,13 +0,07
Tableau 6 : Composition en acides gras des phospholipides dans les HDL controles et modifiées

par glycation et / ou oxydation.

Les résultats sont exprimés en pourcentage molaire des principaux AG et représentent les

moyennes £ S.E.M. de 5 expériences. Significativement différent des HDL controles incubées * :
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P<0,05; ***: P<0,001 et (*) : P<0,1. 18:2n-6 ou LA ; 20:4n-6 ou AA ; 20:5n-3 ou EPA ;
22:6n-3 ou DHA) ; DMA : diméthylacétal.

Comparativement aux HDL contrdles incubées, les pourcentages molaires de tous les AGPI
majeurs présents dans les PL des HDL glycoxydées sont significativement diminués (-49 % pour
LA, -91% pour I’AA, -53% pour EPA et -91% pour le DHA). Les AG de la sous-classe des
plasmalogenes (ou 1-alkényl-2-acyl-glycéroPE) sont représentés par les diméthyacétals, formés
par transméthylation des chaines alkényles. Le pourcentage molaire du 16:0 DMA diminue trés
significativement et celui du 18:0 DMA tend a diminuer. A ’inverse, les proportions de 16:0 et

18:0 augmentent.

Comparativement aux HDL controles incubées, seuls les pourcentages molaires de LA et d’AA
diminuent significativement dans les PL des HDL oxydées (- 20% ; -48%, respectivement) alors
que les proportions d’AGS augmentent. Aucune différence de pourcentages molaires des AG n’a

été observée entre HDL glyquées, HDL contrdles incubées ou non.

120



1.2. Statut redox des HDL :
I.2.a. Dialdéhyde malonique (MDA) :

Le MDA est un marqueur reconnu de la peroxydation lipidique non enzymatique des AGPI du

fait de sa stabilité.
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I 1 1
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0,50 [
I 1
000 T E—
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Figure 28 : Concentrations de MDA dans les HDL contréles et modifices par glycation et/ou
oxydation.
Les résultats, exprimeés en nmol/mg de protéines, représentent les moyennes + S.E.M. de 5

expériences indépendantes. *** : P<0,001 et NS : non significatif.
La concentration de MDA est augmentée tres significativement dans les HDL glycoxydées (10,7

fois plus élevés comparativement aux HDL contrdles incubées) et tend a étre dans les HDL

oxydées (P =0.1), indiquant un taux ¢€levé de peroxydation lipidique induit par la glycoxydation.
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Aucune augmentation significative du MDA dans les HDL glyquées n’a été constatée

comparativement aux HDL contrdles incubées ou non (figure 28).

I.2.b. Vitamine E :

En tant qu’antioxydant liposoluble majeur des HDL, la vitamine E constitue la premiére ligne de
défense contre les radicaux peroxyles et alkoxyles dérivés de la peroxydation lipidique. L’ a- et
le y- tocophérols sont les principaux isomeres présents dans les HDL. L’a-tocophérol est le plus

abondant (85%) et le y-tocophérol représente 15% de la vitamine E.

a-tocophérol y-tocophérol
Vitamine E
(nmol/mg de protéines) | (nmol/mg de protéines)

HDL contréles non incubées 2,02+0,12 0,31 +£0,02

HDL controéles incubées 2,04 +£0,18 0,32 +0,02

HDL glyquées 1,63 +£0,48 0,28 +0,05

HDL oxydées 1,09 £ 0,49 0,22 + 0,06 (*)
HDL glycoxydées 0+ Q *** 0,08 £0,01 ***

Tableau 7: Concentrations d’a-tocophérol et de y-tocophérol dans les HDL modifiées par
glycation et/ou oxydation.

Les résultats, exprimés en nmol/mg de protéines, représentent les moyennes + S.E.M. de 5
expériences indépendantes. *** : P<0,001 et (*) : P<0,1 comparativement aux HDL contréles

incubées.

Nous observons une chute de la concentration d’ a-tocophérol dans les HDL glycoxydées et une
diminution non significative (-46%) dans les HDL oxydées comparativement aux HDL
contrdles incubées. Nous observons une diminution trés significative (-75%) de la concentration
de y-tocophérol dans les HDL glycoxydées et une tendance a la diminution de y-tocophérol dans

les HDL oxydées (-31%). Aucune diminution des a- et y-tocophérols n’est observée dans les
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HDL glyquées versus les HDL controles incubées. Aucune différence n’est notée dans les

concentrations de ces 2 isomeres entre les HDL controles, incubées ou pas (tableau 7).

L.2.c. Acides gras hydroxylés dans les classes lipidiques des HDL controles et

glycoxydées :

Comme nous avons trouvé une diminution des proportions d’AGPI dans les HDL glycoxydées
comparativement aux HDL contrdles, cela sous-entend une formation probable de produits de
peroxydation lipidique issus de ces AGPI. Parmi eux, les HODEs (2 isomeres : 13-HODE et 9-
HODE) sont issus de la peroxydation de LA et sont des molécules stables. De la méme maniére,
les HETEs proviennent de la peroxydation de I'AA (dont I’isomere le plus abondant est le 15-
HETE). Les AGOH dans les classes lipidiques des HDL contrdles incubées et HDL glycoxydées

ont été sépares et analysés par HPLC.
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Figure 29: Concentrations en acides gras hydroxylés dans les classes lipidiques d’HDL
controles incubées et glycoxydées mesurées par HPLC.

Concentrations de 13-HODE (A), de 9-HODE (B) et de 15-HETE (C) dans les HDL controles et
glycoxydées. Les résultats représentent les moyennes = S.E.M. de 5 expériences indépendantes

*k P <0,01; *** P <0,001 par rapport aux HDL controles.
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Dans les HDL controles incubées, les AGOH se trouvent majoritairement dans les EC, et de
facon moindre dans les PL et les TAG. Dans les HDL glycoxydées, la plupart d'entre eux sont
présents dans les PL. Il est a noter que les concentrations des 13-HODE, 9-HODE et 15-HETE
augmentent 17, 20, et 8,5 fois dans les PL des HDL glycoxydées comparativement aux HDL
controdles (figure 29 ).

Dans les EC des HDL glycoxydées, la concentration de 9-HODE augmente significativement de
1,7 fois et celle de 13-HODE tend a augmenter. Dans les TAG des HDL glycoxydées, la
concentration de 13-HODE augmente (2,7 fois) et la concentration des 9-HODE a tendance a
augmenter (1,8 fois) par rapport aux HDL contrdles. Par ailleurs, la concentration de 15-HETE a
tendance a augmenter dans les EC et les TAG des HDL glycoxydées comparativement aux HDL

controles.

L.3. Electrophorese des HDL sur gel de polyacrylamide :

HDL glycoxydée

h

HDL controle

Albumine ' -

Figure 30: Electrophorese des particules d’HDL sur gel de polyacrylamide en conditions

natives.

Pour estimer la taille des particules HDL, une électrophorése native en gradient (4-30%) en
conditions natives sur gel de polyacrylamide a été réalisée, technique utilisée parfois pour

séparer les sous-classes d’HDL.

L’albumine sérique humaine a été utilisée comme standard pour connaitre la taille apparente des
lipoprotéines. La taille apparente de I’albumine est de 7 nm. Les HDL glycoxydées ont une taille
plus importante que celle des HDL controles. La glcoxydation modifie aussi la charge des HDL

(figure 30).

125



I1. Effets des HDL sur Pactivation plaquettaire :

II.1. Effets des HDL modifiées par glycation et /ou oxydation sur I’agrégation

plaquettaire :

Le collagene est un agoniste primaire physiologique conduisant a I’adhésion et a I’agrégation des

plaquettes. Afin de déterminer les effets des différentes préparations d’HDL sur les fonctions

plaquettaires, nous avons d’abord recherché la concentration de collagéne induisant une

agrégation irréversible des plaquettes d’environ 60 a 80 %, appelée concentration « seuil »

(““threshold’’) (figure 31). Puis nous avons incubé les plaquettes de donneurs sains en absence

ou en présence des HDL modifiées ou non, puis ajouté le collagene.
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Figure 31: Agrégation plaquettaire induite par le collagene en absence ou en présence des HDL

controles ou modifiées par glycation et/ou oxydation.
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Les plaquettes isolées du sang de volontaires sains ont été incubées en absence ou en présence
des HDL (25ug/mL) pendant 5 minutes a 37°C, puis stimulées par 0,1ug/mL de collagéne. La
cinétique d’agrégation a éteé suivie pendant 4 minutes. Les résultats, exprimés en pourcentage
d’agrégation, représentent les moyennes + S.E.M de 4 expériences. *** : P<0,001

comparativement aux plaquettes controles ou aux plaquettes incubées avec des HDL contriles.

Les résultats obtenus montrent que les HDL contrdles non incubées ou incubées ajoutées a une
concentration de 25ug/mL, n’ont aucun effet sur [’agrégation plaquettaire induite par le
collagéne comparativement aux plaquettes incubées seulement avec le collagéne. La pré-
incubation des plaquettes en présence d’HDL modifiées in vitro (glyquées, oxydées ou
glycoxydées) a une concentration de 25ug/mL inhibe fortement et de fagon trés significative

I’agrégation plaquettaire induite par le collagéne (figure 31).
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I1.2. Effets de concentrations croissantes d’HDL controles et glycoxydées sur

I’agrégation plaquettaire :

Comme les HDL glycoxydées in vitro sont les particules les plus proches des HDL de DT2, nous

avons focalisé nos études ultérieures sur ces HDL modifiées.
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Figure 32 : Effets des HDL controles et glycoxydées sur I’agrégation plaquettaire induite par le

collagene.

Des plaquettes isolées du sang de volontaires sains ont été pré-incubées en absence ou en

présence d’anticorps anti-SR-BI, en absence ou en présence de concentration croissantes d’HDL

pendant 5 minutes a 37°C, puis stimulées par 2,5-5 ug/mL de collagene. La cinétique

d’agrégation a été suivie pendant 4 minutes a 37°C. Les résultats, exprimés en pourcentage

d’agrégation, représentent les moyennes = S.E.M. de 10 manipulations indépendantes. Les
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asterisques indiquent des différences significatives (*, p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
NS, non significatif.

Les HDL contréles n’inhibent pas 1’agrégation induite par le collagéne a une concentration
inférieure ou égale de 25 pug/mL. Par contre, pour des concentrations d’HDL égales ou
supérieures a 50 pg/mL, les HDL controles inhibent 1’agrégation plaquettaire de facon
significative.

Comparativement aux plaquettes incubées avec le collagene, la pré-incubation des plaquettes
avec les HDL glycoxydées pendant 5 min a 37°C conduit a une inhibition de l'agrégation
plaquettaire par le collagéne de fagon dose-dépendante avec une inhibition significative des 25
pg/mL et presque complete a 100 pg/mL (figure 32). A 50 pg/mL, I’effet antiagrégant des HDL
glycoxydées est plus important et significatif que celui des HDL contrdles. Cependant, a des
concentrations supérieures a 100 pg/mL, les effets antiagrégants des HDL controles ou
glycoxydées sont similaires. Les concentrations utilisées sont inférieures de 1’ordre de 10 a 40

fois aux concentrations physiologiques des HDL (de I’ordre de 1mg de protéines/mL).

Comme le récepteur « éboueur » SR-BI est exprimé dans les plaquettes et représente le récepteur
spécifique des HDL natives ou ayant subi des modifications oxydatives, son implication dans le
mécanisme d’action des HDL a été recherchée. La pré-incubation des plaquettes avec
I’anticorps anti-SR-BI  pendant 5 min a 37 °C empéche les effets inhibiteurs des HDL
glycoxydées (a 100pg/mL) sur l'agrégation plaquettaire induite par le collagéne (figure 32).

De plus, la pré-incubation des plaquettes avec I’anticorps anti-SR-BI empéche également
l'inhibition de l'agrégation plaquettaire induite par le collagéne en présence des HDL contrdles.
En effet, la pré-incubation des plaquettes avec 100pug/mL d’HDL controles incubées conduit a
12% d’agrégation induite par le collagéne (comparativement a 71% d’agrégation dans les
plaquettes stimulées par le collagéne seul) alors que I’addition d’anti-SR-BI léve I’inhibition
induite par les HDL contrdles (65% agrégation).

Nous avons vérifi¢ que I’anticorps anti-SR- BI n’avait aucun effet sur l'agrégation plaquettaire

induite par le collagéne, et que la pré-incubation des plaquettes avec un anticorps contrdle
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isotypique non immun anti IgG n’a pas diminué¢ l'effet inhibiteur des HDL glycoxydées sur

l'agrégation plaquettaire (données non présentées).
I1.3. Effets des HDL controles et glycoxydées sur les p3SMAPK et cPLA:
plaquettaires :

Pour déterminer les effets des HDL glycoxydées sur les enzymes clés impliquées dans la
libération d’AA des phospholipides membranaires, 1’activation par phosphorylation des

p38MAPK et cPLA> a été¢ déterminée par immuno-détection.
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Figure 33: Effets des HDL glycoxydées sur les quantités de p38 MAPK et cPLA> phosphorylées.
Phosphorylations des p3SMAPK (A) et cPLA> (B) dans les plaquettes pré-incubées pendant 5
min a 37°C en l'absence ou en présence d'anticorps anti SR-BI puis incubées avec des HDL
controéles ou des HDL glycoxydées (soit 25 ou 50 ug/mL) pendant 5 min a 37°C, et stimulées
avec le collagene (2,5 a 5 ug/mL). Les résultats sont exprimés en pourcentage du controle
(plaquettes seules), et représentent les moyennes = S.E.M. de 5 expériences indépendantes. Les
asterisques indiquent des différences significatives (*, p <0,05; *** p <0,001). NS, non
significatif.

Comme représenté sur la figure 33, 1'addition de collagéne conduit & une augmentation des
quantités de p38 MAPK et de cPLA> phosphorylées dans les plaquettes. La pré-incubation des
plaquettes avec des HDL glycoxydées s’oppose entierement a [’augmentation de
phosphorylation des deux enzymes induites par le collagéne comparativement aux plaquettes

stimulées par le collagéne. En présence d’anticorps anti-SR-BI, les plaquettes ne sont plus
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protégées par les HDL glycoxydées contre ’activation des p38MAPK et cPLA; induite par le
collagene. Les quantités phosphorylées de ces enzymes étant comparables a celles des plaquettes

activées par le collagene (figure 33).

11.4. Effets des HDL contréles et glycoxydées sur la concentration calcique

plaquettaire :

Dans les plaquettes, le Ca®>" est un second messager clé en aval de la plupart des voies de
signalisation et est en particulier essentiel pour la translocation de la cPLA> au niveau des
membranes. Les effets des HDL contrdles et glycoxydées sur la cinétique de libération du Ca**

induite par le collagéne ont été déterminés.

Concentration de calcium
(unités arbitraires)

temps (s)

0 100 200 300 400

= = = = Plaquettes + collagéne
EmmEmn Plaquettes + HDL contréles + collagéne
Plaquettes + HDL glycoxydées +

collagéne

Figure 34 : Concentration du calcium cytosolique dans les plaquettes activées par le collagene
en présence ou en absence d’HDL contréles ou glycoxydées.

Les concentrations intracellulaires de calcium sont déterminées en utilisant le Fura-2 AM pré
chargé sur les plaquettes en l'absence ou en présence de 50 ug/mL d’ HDL controles ou HDL

glycoxydées pendant 5 min a 37 ° C et stimulées avec le collagene (2,5 a 5 ug/mL). Les tracés
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sont representatifs de 4 expériences indépendantes. a, P <0,001 comparativement a (plaquettes

+ collagene); b, P <0,05 comparativement a (plaquettes + HDL contréles + collagene).

L’addition de collagéne dans les plaquettes pré-chargées avec le Fura2-AM a entrainé une
augmentation rapide et transitoire de la concentration du Ca*" intracellulaire. Les HDL controles
et glycoxydées inhibent significativement 1’augmentation de concentration calcique induite par
le collagéne (figure 34). A dose équivalente d’HDL, les HDL glycoxydées inhibent la libération
intracellulaire du Ca®" induite par le collagéne dans les plaquettes de 47% tandis que les HDL
contrdles I’inhibent de fagon moindre (-32%). La différence entre les HDL controles et les HDL
glycoxydées est significative. De plus, la pré-incubation des plaquettes avec un anticorps anti-
SR-BI pendant 5 min a 37°C atténue I’inhibition de la mobilisation du Ca*" induite par les HDL

glycoxydées.

I11. Effets des HDL enrichies avec du 1-palmitoyl, 2- (13(S)-hydroxy-octadécadiénoyl) -sn-
glycéro-3-phosphocholine (PC (16:0/13(S)-HODE)) sur I'agrégation plaquettaire :

Pour déterminer si les PL oxydés contenus dans les HDL glycoxydées ont un role dans les effets
antiagrégants des HDL, les HDL ont été pré-chargées avec deux concentrations différentes de
PC (16:0/13(S)-HODE), synthétisé par 15-lipoxygénation d’une PC(16:0/18:2n-6) et réduction
chimique par le NaBH4 du groupement hydroperoxyle du PC (16:0/13(S)-HpODE) obtenu en
hydroxyle PC (16:0/13(S)-HODE).

Pour vérifier I’enrichissement des HDL en espéces oxydées, les concentrations d’AGOH des
fractions d’HDL ont été mesurées par HPLC. Nous avons constaté que des concentrations plus
¢levées de 13-HODE ¢étaient présentes dans les HDL enrichies par rapport aux HDL contrdles,
s’avérant proches de celles trouvées dans les HDL glycoxydées in vitro (2x [PC (16: 0/13-
HODE)]). Par contre les concentrations de 9-HODE étaient similaires dans les HDL contrdles et
enrichies, confirmant I'absence de peroxydation lipidique non enzymatique au cours de la

préparation des particules d’HDL enrichies (figure 35A).
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Figure 35: Effets des HDL enrichies avec du 1-palmitoyl, 2-(13-hydroxy-octadécadiénoyl) -sn-

glycéro-3-phosphocholine (PC (16 :0/13(S)-HODE) sur l'agrégation plaquettaire.
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(A) Concentrations en HODE dans les phospholipides des HDL enrichies ou non avec [PC (16:
0/13-HODE)] ou 2x [PC (16: 0/13-HODE)].

(B) Agrégation des plaquettes incubées en l'absence ou en présence d’HDL controles (50 ug/mlL)
ou HDL enrichies avec [PC (16:0/13(S)-HODE)] ou 2x [PC (16: 0/13(S)-HODE)], et stimulées
avec le collagene (2,5 a 5 ug/mL). Les résultats sont les moyennes = S.E.M. de quatre
préparations différentes d’HDL et de quatre suspensions plaquettaires différentes. Les

asterisques indiquent des différences significatives (* P <0,05; ** P <0,01).

Comme le montre la figure 35 B, les HDL enrichies avec des PC(16:0/13(S)-HODE) inhibent
l'agrégation plaquettaire induite par le collagéne de fagon dose-dépendante. Plus la concentration
de phospholipides oxydés enrichies au sein des HDL est importante, plus I’effet antiagrégant est

marque.

Par contre, les HDL natives enrichies avec le précurseur PC (16:0/18:2n-6) n'ont pas d’effet
significatif sur l'agrégation plaquettaire induite par le collagéne comparativement aux plaquettes

incubées avec des HDL controles et stimulées par le collagene (données non présentées).

IV. Acides gras hydroxylés dans les HDL de patients diabétiques de type 2 et effets des
HDL de patients diabétiques de type 2 sur I’agrégation plaquettaire :

8 patients atteints de DT2 (5 hommes et 3 femmes, agés de 66 + 4 ans) ont €té recrutés dans le
service du département d'endocrinologie et des maladies métaboliques, Hopital cardiologique,
Lyon Bron (Professeur Philippe Moulin). 8 volontaires sains (6 hommes et 2 femmes, agés de 25
+ 3 ans) ont été prélevés a I’EFS. Le protocole a été approuvé par le comité d'éthique local (CPP

Sud-Est IV, Hospices Civils de Lyon).

Les patients avaient un diabéte au controle glycémique médiocre (glycémie a jeun: 8,7 = 1,4
mmol/L; hémoglobine glyquée HbAlc: 83 =+ 0,6%, 67 mmol/mol). Ils avaient une
hypertriglycéridémie (triglycérides: 1,9 £ 0,4 mmol/L), une concentration de LDL-cholestérol

normale (2,4 + 0,2 mmol/L) et de faibles concentrations d’HDL-cholestérol (1,1 & 0,1 mmol/L).
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IV.1. Acides gras hydroxylés dans les phospholipides et esters de cholestérol des
HDL de patients diabétiques de type 2 :
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Figure 36: Concentrations des acides gras hydroxylés dans les phospholipides et esters de
cholesterol d’HDL de sujets sains et de patients DT2.

Concentrations de 13-HODE, 9-HODE et 15-HETE dans les PL (A) et EC (B) d’HDL de 5
témoins sains et 5 patients atteints DT2. Les résultats sont la moyenne = S.E.M. ** P <0,01

comparativement aux HDL de sujets témoins.
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Les concentrations des AGOH ont été¢ déterminées dans les 2 principales classes lipidiques des
HDL de patients DT2 versus les sujets témoins. Les concentrations de 13-HODE et 9-HODE
sont deux fois plus ¢€levées dans les PL des HDL de patients DT2 comparativement a celles des
sujets témoins. Comparativement aux HDL de témoins, la concentration en 15-HETE (dérivé de
I’AA) est 2,4 fois plus €levée dans les HDL de patients DT2 (figure 36A). Nous avons également
réalisé les dosages des AGOH dans les EC. Bien que les HODE tendent a augmenter dans les EC
de patients DT2, les différences ne sont pas significatives du fait de la viabilité inter-échantillon

(figure 36B).

IV.2. Stéréoisoméres des acides gras hydroxylés des HDL de patients diabétiques de
type 2 :

Des ¢études ont montré que les activités de la 15-LOX et de la 12/15-LOX sont fortement
stimulées chez les patients DT2. Pour déterminer si les AGOH des HDL proviennent d’une
peroxydation enzymatique (12/15-LOX) ou non enzymatique (radicaux libres), une analyse fine

des énantiomeres R et S par HPLC en phase chirale a été réalisée sur chaque AGOH.

A/ Témoins B/ DT2
i 100% -
80% -
T 46% 51%
60% 0 60% | S . ’ as
i 60% 1 | 78% 83%
OR OR
] 40% A
I 54% 20% 20% - 49%
22% 17%
0%
13-HODE ~ 9-HODE  15-HETE 13-HODE  9-HODE 15-HETE

Figure 37 : Pourcentages des énantiomeres d’acides gras hydroxylés des HDL de DT?2 et de
témoins.

Suite a [’analyse par HPLC chirale de chaque AGOH, les résultats sont exprimés en
pourcentage d’énantiomeres S et R de chaque AGOH dans les lipides totaux d’HDL de 5 témoins
(A) et DT2 (B).
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Concernant les AGOH du LA, le 13-HODE présent dans les HDL de DT2 est composé de 78%
d'isomére S et de 22% d’isomére R, indiquant l'implication de la peroxydation lipidique
enzymatique, probablement via la 15-LOX, et d’une peroxydation non enzymatique dans la
formation du 13-HODE. Les 9(R)-HODE et 9(S)-HODE sont présents dans HDL de patients
DT2 a des proportions similaires (51% de 9(S)-HODE et 49% de 9(R)-HODE) suggérant qu’une
grande majorit¢ des 9-HODE provient de la peroxydation lipidique non enzymatique. Le 15-
HETE comprend 84% d’isomeére S et 16% d’isomére R suggérant une contribution de la 15-LOX
dans l'oxydation de I'AA (figure 37B).

Par comparaison, les HDL des sujets témoins contiennent 60% d’isomere S et 40% d'isomere R
pour les 13(R/S)-HODE et 15(R/S)-HETE et des pourcentages R et S équivalents pour le 9-
HODE, ce qui écarte une peroxydation enzymatique dans la formation des AGOH dans les HDL
de témoins (figure 37A).

IV.3. Effets des HDL de patients diabétiques de type 2 sur ’agrégation plaquettaire :
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Figure 38: Effets des HDL de patientes DT2 sur [’agrégation plaquettaire.
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Agrégation de plaquettes isolées a partir du sang de donneurs sains, pre-incubées pendant 5 min
a 37°C en l'absence ou en présence d’HDL (50ug/mL) de sujets témoins et de patients DT2 et
stimulées avec le collagene (2,5 a Sug/mL). Les résultats sont les moyennes £ S.EM. de 8
expériences indépendantes réalisées avec huit préparations différentes d’HDL et de plaquettes.

Les astérisques indiquent des différences significatives (*, P<0,05 ; ** P<0,01).

La pré-incubation des plaquettes avec des HDL de DT2 a entrainé une inhibition significative de
l'agrégation plaquettaire induite par le collagéne comparativement aux plaquettes seules. A une
concentration de 50 pg/mL, les HDL de patients DT2 inhibent l'agrégation plaquettaire induite
par le collagéne de 38% tandis qu’a la méme dose, les HDL de sujets témoins inhibent de 28%

(figure 38).

Il est a noter que les concentrations d’AGOH dans les PL d’HDL de DT2 sont doublées par

rapport a celles des sujets sains contrdles (figure 36A).
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Figure 39 : Effets des HDL enrichies in vitro avec du PC(16:0/13(S)-HODE) sur [’agrégation

plaquettaire.

(A) Concentrations de 13-HODE, 9-HODE et 15-HETE dans les HDL enrichies en PC (16:0/13-
HODE) ("HDL enrichie") ou non (HDL contrdle), n=2. (B) Agrégation des plaquettes pre-
incubées pendant 5 min a 37 ° C en l'absence (controle HDL) ou en présence d’ HDL enrichies
en [PC (16: 0/13-HODE)] et stimulées par le collagene. Les résultats sont les moyennes =+
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S.EM. de 4 préparations différentes d’HDL contréles et enrichies et de plaquettes. Les

asterisques indiquent des différences significatives (*, P <0,05).

Les HDL ont été enrichies en PC(16:0/13(S)-HODE) de facon a obtenir des concentrations
similaires d’HODE a celles trouvées dans les HDL de DT2 (figure 36A) puis testées sur
I’agrégation plaquettaire. Nous avons confirmé 1’enrichissement de PC (16:0/13(S)-HODE) par
HPLC, la concentration de 13-HODE augmente de 358%. Aucun autre AGOH n’augmente dans
les HDL enrichies in vitro (figure 39A). De plus, les HDL enrichies avec le PC(16:0/13(S)-
HODE) inhibent I’agrégation plaquettaire induite par le collagene de fagon similaire a celle

induite par des HDL de patients DT2 (figures 39 B et 38).

V. Schéma récapitulatif :
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Figure 40 : Schéma illustrant les effets des HDL sur les voies de signalisation plaquettaire.
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La liaison des HDL glycoxydées ou des HDL de patients DT2 sur le récepteur SR-BI
membranaire conduit a l'inhibition des voies de signalisation de libération de I’AA via une
diminution des quantités de p38 MAPK et cPLA> phosphorylées et a la moindre libération de

Ca’" du systeme tubulaire dense et inhibent 'agrégation plaquettaire induite par le collagene.
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VI. Effets du mélange (LDL + HDL) sur I’agrégation plaquettaire :

Comme nous I’avons montré, les HDL de patients DT2 inhibent davantage 1’agrégation
plaquettaire que les HDL de témoins. D’autre part, notre équipe avait montré que les plaquettes
de patients DT2 sont hyperactives [Véricel et al., 2004] et que les LDL de patients DT2 activent
et stimulent plus I’agrégation plaquettaire que les LDL de témoins [Colas ef al., 2011]. Afin de
se placer dans des conditions plus physiologiques, nous avons recherché si la présence de LDL

pro-agrégantes pouvait modifier les effets anti-agrégants des HDL de DT2.

Le plasma de patients DT2 a été ultracentrifugé a 540000 g pendant 3h30 de fagon a ¢éliminer les
éventuels CM et les VLDL. La densité de la suspension restante a été ajustée avec du KBr a une
densité¢ de 1,21 g/mL et ultra-centrifugée a 540000 g pendant 6h30 pour obtenir une fraction
contenant le mélange (LDL + HDL).
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Figure 41: Effets du mélange (LDL + HDL) de DT2 sur [’agrégation plaquettaire induite par le

collagene.
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Les plaquettes sont pré-incubées en absence ou en présence de (50-100 ug/mL de protéines)
d’HDL de DT2 ou des mélanges (LDL + HDL) de DT2, puis stimulées par le collagene
(concentration 0.21 ug/ml). Les astérisques indiquent des différences significatives (*, P<0,05 ;
** P<0,01). N=4

Comparativement aux plaquettes stimulées par le collagene, les HDL de DT2 ainsi que le
mélange (LDL + HDL) de DT2 inhibent I’agrégation plaquettaire (figure 41). Aux
concentrations testées, le mélange (LDL + HDL) de DT2 inhibe cependant 1’agrégation
plaquettaire, mais de fagcon moindre que les HDL de patients DT2 (24,6% vs 16%). Ces résultats
suggerent que la présence d’une faible concentration de LDL léve 1égérement I’inhibition induite
par les HDL. On ne peut pas exclure que les proportions d’HDL et de LDL ne soient pas
équivalentes dans le mélange (LDL + HDL) de DT?2.

VII. Discussion :

Le DT2 est associé a une augmentation du risque athérothrombotique et a un stress oxydant
accru. Bien que le stress oxydant ait surtout été¢ mis en évidence dans le plasma des patients DT2,
des HDL oxydées ont été détectées dans 1’intima de plaques d’athérosclérose [Nakano et Nagata,
2003] et dans le plasma de patients DT2 [Ueda et al., 2007]. Les HDL ont été décrites comme
des capteurs de lipides oxydés provenant des LDL [Castilho ef al., 2001 ; Navab et al., 2000] et
des transporteurs majeurs des hydroperoxydes lipidiques [Bowry et al., 1992 ; Hahn et al.,
1994] et des isoprostanes [Proudfoot et al., 2009]. Nos résultats confirment que les HDL de
patients DT2 sont oxydées comme en atteste I’augmentation des concentrations d’acides gras
hydroxylés (incluant les hydroperoxydes d’acides gras), produits primaires de peroxydation
lipidique, comparativement a celles de témoins sains. En particulier, nous avons mis en évidence
une augmentation d’un facteur 2 des concentrations d’HODEs, dérivés du principal AGPIL le
LA, et du 15-HETE, dérivé de I’AA, dans les PL des HDL glycoxydées de patients DT2. Des
augmentations similaires de 13 HODE, 9-HODE et 15-HETE ont été récemment décrites dans
les lipides totaux d’HDL de patients diabétiques [Morgantini et al., 2014], mais c'est la premicre
preuve de 'augmentation des concentrations en AGOH dans les PL des HDL de patients DT2.

De plus, I’analyse des énantioméres R et S des AGOH nous a permis de montrer que les 13-
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HODE et 15-HETE des HDL de patients DT2 ont un ratio R/S d’environ 20/80 et sont par
conséquent formés par voie non enzymatique mais aussi enzymatique, probablement via la voie
de la 15-LOX, stimulée chez des patients DT2 ou souffrant de MCV [Suzuki et al, 2015 ;
Kayama et al., 2009 ; Kuhn et al., 1997 ; Folcik et al., 1995 ]. Ceci confirme que les HDL, du
fait de leur richesse en AGPI, sont la cible de la peroxydation lipidique non enzymatique et

enzymatique.

Dans la littérature, le role des HDL oxydées sur l'activation plaquettaire est matiere a
controverse. Bien qu'il ait été montré que les HDL fortement oxydées par le Cu®" [Ardlie ef al.,
1989, Takahashi et al., 1996] ou oxydées par HOCI, peuvent stimuler l'agrégation des plaquettes
par l'intermédiaire de CD36 [Assinger ef al., 2008, 2010], le groupe de Podrez a été le premier a
montrer que les HDL oxydées par le Cu?*" ou la MPO peuvent inhiber 1'activation et I'agrégation
plaquettaire induite par différents agonistes via SR-BI [Valiyaveettil et al., 2008]. Notre équipe
avait également décrit des effets antiagrégants d’HDL fortement oxydées provenant de patientes
souffrant d’abétalipoprotéinémie, une maladie génétique orpheline caractérisée par l'absence de

lipoprotéines contenant 'apolipoprotéine B [Calzada et al., 2013].

D’une part, nous avons montré que les HDL glycoxydées in vitro inhibent 1’agrégation
plaquettaire induite par le collagéne de fagcon dose-dépendante et s’averent plus anti-agrégantes
que les HDL controle pour des concentrations inférieures a S0ug/mL. Les HDL glyquées et
oxydées inhibent également I’agrégation plaquettaire a ces mémes concentrations. En ce qui
concerne les mécanismes d’action des HDL glycoxydées, nous avons focalisé notre étude sur la
voie de signalisation conduisant a la libération de I'AA des PL membranaires via l'activation des
p38 MAPK et cPLA2 puisqu'elle est 1'une des cibles du stress oxydant. Nous présentons des
données originales montrant que les HDL glycoxydées s’opposent a I’augmentation de
phosphorylation induite par le collagéne et donc a I’activation de la p38 MAPK, kinase
responsable de la phosphorylation de cPLA> [Borsch-Haubold et al., 1997] et de la cPLA,,
enzyme clé impliquée dans la libération d’AA des PL [Kramer ef al., 1997] qui constitue une
¢tape limitante dans la biosynthése des eicosanoides biologiquement actifs dans les plaquettes

comme le TxA».

D’autre part, nous avons montré pour la premicre fois que des HDL de patients DT2 inhibent

l'agrégation plaquettaire & des concentrations aussi faibles que 25 pg de protéines/mL, soit 40
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fois moins que la concentration physiologique des HDL. Confirmant nos résultats in vitro, les

HDL de DT2 s’averent plus anti-agrégantes que les HDL de témoins.

De plus, nos résultats indiquent que les HDL glycoxydées in vitro ainsi que les HDL de DT2
inhibent 1'agrégation des plaquettes par l'intermédiaire du récepteur SR-BI en accord avec les
résultats publiés initialement sur les effets des HDL oxydées in vitro. Ces études démontraient
que les HDL oxydées par le cuivre se lient de facon plus forte au récepteur SR-BI plaquettaire
que les HDL non modifiées [Valiyaveettil et al., 2008] et qu’elles sont aussi des ligands plus
puissants que les HDL natives au niveau des cellules endothéliales [Nakajima et al., 2000]. En
outre, il a été rapporté que I'expression de SR-BI humain est réduite a la surface des plaquettes
de patients ayant une maladie athérosclérotique et que son niveau d'expression est corrélé
négativement avec l'agrégation plaquettaire [Imachi ef al., 2003, 2014], ce qui pourrait impacter
sur les propriétés antiagrégantes des HDL de patients DT2. Un dysfonctionnement dans la
reconnaissance des HDL par SR-BI pourrait aussi expliquer partiellement le risque
athérothrombotique plus €levé des patients DT2. En effet, des études ont montré que des produits
avancés d’oxydation des protéines liés a I’albumine, in vitro ou provenant de patients souffrant
d'insuffisance rénale chronique, puis injectés dans des souris SR-BI +/+, augmentent la demi-vie
de leurs HDL d’un facteur 8. Ceci suggere qu’une clairance défaillante des HDL via SR-BI
pourrait contribuer a la composition anormale des HDL et au risque cardiovasculaire accru chez

ces patients [Marsche ef al., 2009].

L’analyse par HPLC des AGOH dans les HDL glycoxydées a permis de mettre en évidence une
augmentation tres forte des HODE et du 15-HETE dans les PL des HDL glycoxydées in vitro
ainsi qu’une augmentation dans les PL des HDL de DT2, comparativement aux HDL contrdles
respectives. Les concentrations des AGOH dans les EC & TAG sont augmentées de fagon
moindre dans les HDL glycoxydées, probablement du fait de leur localisation dans le noyau des
HDL. Par contre, les PL sont des cibles plus accessibles des radicaux libres du fait de leur
localisation dans I’enveloppe des particules lipoprotéiques et sont plus susceptibles d'interférer
avec les plaquettes via SR-BI. De plus, les concentrations d’HODE et de 15-HETE dans les PL
d’HDL sont corrélées négativement a 1'agrégation plaquettaire induite par le collagéne (r = -0,65,
P = 0,004). En nous focalisant sur ces résultats, nous avons pu établir que les PL estérifiés avec

du LA oxydé, en particulier le PC (16:0/13-HODE), contribuent aux effets antiagrégants
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observés des HDL glycoxydées in vitro et des HDL de DT2. L'enrichissement d’HDL avec du
PC(16:0/13-HODE) conduit a wune inhibition de l'agrégation plaquettaire alors que
l'enrichissement des HDL avec de la PC non oxydée n'a pas d’effet significatif. En outre,
l'association entre des concentrations ¢levées de PL oxydés dans les HDL et une moindre
réactivité a l'agrégation induite par le collagéne sont en accord avec 1'é¢tude « Cardiovasculaire
Risk in Young Finns » suggérant une corrélation entre un risque cardiovasculaire plus élevé et

des niveaux plus faibles de lipides oxydés au sein des HDL [Kresanov et al., 2013].

L’¢lectrophorese des HDL sur gel de polyacrylamide suggere que les HDL, lorsqu’elles sont
glycoxydées, ont une taille apparente plus importante que les HDL contréles. L’une des
hypothéses serait que la glycoxydation modifierait la taille des particules d’HDL, soit par la
modification de I’interaction entre I’apoA-I et les PL, soit via la réticulation entre les particules
d’HDL [Gao et al., 2008]. En effet, il a montré que I’oxydation modérée des HDL permet la
dissociation des apolipoprotéines et la fusion entre les particules HDL pour donner des HDL de
plus grande taille [Gao et al., 2008]. Une autre hypothése serait que I’oxydation des HDL
modifierait la mobilité électrophorétique des HDL du fait de la formation de PL oxydés chargés
négativement. D’autres études ont d’ailleurs montré que les PL oxydés augmentent la charge
négative des HDL [Gao ef al., 2008, 2010] et contribuerait a leur effet anti-agrégant et que des
particules d’HDL3 contenant des Pl et PS chargées négativement inhibent I’agrégation

plaquettaire via SR-BI [Brodde ef al., 2011].

En conclusion, nos résultats ne vont pas dans le sens des résultats décrivant la perte de fonctions
athéroprotectrices des HDL lorqu’elles sont oxydées. Bien qu’il soit difficile de comparer les
différentes études du fait de conditions expérimentales variables (concentration d’HDL, agent
oxydant utilisé, temps d'interaction avec les plaquettes) et des propriétés fonctionnelles étudiées,
les discordances pourraient étre liés a des différences dans le degré et le type de modification
oxydative et fonction des molécules impliquées, déterminant la liaison des HDL aux récepteurs
plaquettaires, SR-BI ou CD36, et la capacit¢ des HDL a inhiber ou stimuler l'agrégation
plaquettaire via SR-BI ou CD36, respectivement [ Van Der Stoep et al., 2014].
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B. Effets des sous-classes d’HDL sur I’agrégation plaquettaire.

Les HDL sont classiquement divisées en sous-classes HDL2 et HDL3 qui différent par leur taille
et densité mais aussi par leurs compositions lipidiques et protéiques. De plus, les HDL3 seraient
moins sensibles a 1’oxydation que les HDL2. Les résultats des études sur leurs propriétés
fonctionnelles respectives sont contradictoires. Dans le diabéte de type 2, les concentrations
d’HDL cholestérol et d’HDL2 cholestérol sont diminuées alors que celles d’HDL3 cholestérol
sont inchangées [Bakogianni ez al., 2001 ; Drexel et al., 1992].

Notre objectif a été de déterminer 1I’impact des sous-classes d’HDL oxydées in vitro ainsi que

celui de DT2 sur I’agrégation plaquettaire.
I. Effets des HDL2 et HDL3 oxydées in vitro sur I’agrégation plaquettaire :

Apres isolement par ultracentrifugations séquentielles des HDL2 et HDL3 a partir du plasma de
volontaires sains, nous avons oxydé ces sous-classes d’HDL par le cuivre comme décrit dans la

partie « méthodes » (page 96) et les nommerons par souci de clarté :

HDL2 controles ou HDL2C (incubées pendant 1 jour a 37°C).
HDL2 oxydées ou HDL2ox (incubées pendant 1 jour a 37°C avec 5 uM de CuCl).
HDL3 contrdles ou HDL3C (incubées pendant 1 jour a 37°C).
HDL3 oxydées ou HDL3ox (incubées pendant 1 jour a 37°C avec 5 uM de CuClb).

YV V V V

Nous avons déterminé 1’impact de I’oxydation des HDL2 et HDL3 oxydées in vitro sur la

composition en AG et leurs propriétés anti-agrégantes.

I.1. Composition en acides gras des principales classes lipidiques dans les sous-

classes d’HDL oxydées versus HDL contréles :
I.1.a. Composition en acides gras des esters de cholestérol :

Les pourcentages molaires des AG présents dans les EC des HDL2 et HDL3 sont similaires a
ceux des HDL totales (tableau 5). Nous ne présenterons que les résultats correspondant aux deux

principaux AGPI, LA et AA, cibles préférentielles de 1’oxydation.
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Figure 42: Proportions d’acides linoléique et arachidonique dans les esters de cholestérol des
HDL?2 et HDL3 controles et oxydeées.

Les résultats sont exprimés en pourcentage molaire et représentent les moyennes = S.E.M de 5
expériences. Significativement différent des HDL contréles respectifs **: P<0,01; (*) :
P<0,1; NS : non significatif. 18:2n-6 ou LA ; 20:4n-6 ou AA.

Comparativement aux HDL2C, le pourcentage molaire d’AA diminue significativement dans les
HDL2ox (-56%) et tend a diminuer pour le LA (-34 %). En revanche, ces pourcentages ne
varient pas entre les HDL3C et les HDL3ox.

I.1.b. Composition en acides gras des phospholipides :

Aucune différence n’a ét€¢ notée dans les pourcentages molaires des AG dans les PL entre

HDL2C et HDL3C, et comparativement aux HDL totales (tableau 6).
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Figure 43: Proportions d’acides linoléique et arachidonique dans les phospholipides des HDL?2
et HDL3 contréles et oxydées.

Les résultats sont exprimés en pourcentage molaire et représentent les moyennes = S.E.M de 5
expériences. Significativement différent des HDL controles * : P<0,05 ; ** : P<0,01 ; NS : non
significatif. 18:2n-6 ou LA ; 20:4n-6 ou AA.

Les pourcentages molaires des LA et AA diminuent de 50% et 93% respectivement dans les
HDL2o0x comparativement a ceux des HDL2C. Aucune modification des proportions de LA et

d’AA n’a été notée entre les HDL3C et les HDL3ox.

Dans les plasmalogenes, les proportions de 18:0 DMA et 16:0 DMA chutent significativement
dans les HDL2ox comparativement a celles des HDL2C alors qu’elles ne varient pas dans les

HDL3ox comparativement a celles des HDL3C (données non présentées).

149



L.1.c. Agrégation plaquettaire :
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Figure 44 : Effets des HDL2 et HDL3, contrdles et oxydées, sur l’agrégation plaquettaire
induite par le collagene.

Des plaquettes isolées du sang de volontaires sains ont été pré-incubées en absence ou en
présence des différentes préparations d’HDL (50 ug/mL) pendant 5 minutes a 37°C, puis
activées par le collagene (5-10 ug/mlL). La cinétique d’agrégation a été suivie pendant 4
minutes. Les résultats, exprimés en pourcentage d’agrégation, représentent les moyennes +

S.E.M. de 3 expériences indépendantes. * : P<0,05 ; NS : non significatif.

Les résultats de la figure 44 indiquent que comparativement aux plaquettes pré-incubées sans
HDL, les HDL2ox, HDL3 et HDL3ox inhibent significativement 1’agrégation plaquettaire
induite par le collagéne et que les HDL2C tendent a I’inhiber. Les HDL2ox sont plus anti-
agrégantes que les HDL2C (19% vs 33% agrégation) alors que les effets anti-agrégants des
HDL3C et HDL3ox sont similaires (26% vs 23% agrégation). Les HDL2o0x sont la sous-classe
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testée la plus efficace pour inhiber I’agrégation plaquettaire. Ces résultats doivent étre pris avec
précaution du fait de la grande variabilit¢ de réponse entre les suspensions plaquettaires et du

nombre faible de manipulations.

I1. Effets des HDL2 et HDL3 de patients diabétiques de type 2 sur D’agrégation

plaquettaire :

10 patients DT2 (5 hommes et 5 femmes, agés de 60 £ 6,7 ans) ont été recrutés dans le service du
Professeur Philippe Moulin et 10 volontaires sains (dénommés témoins) ont été prélevés a ’EFS.
Les patients DT2 avaient un pourcentage d’hémoglobine glyquée (8,04 + 0,6 %) et une glycémie
a jeun (8,02 = 0,5 mmol/L) élevés. Ils avaient une hypertriglycéridémie (2,5 £ 1,4 mmol/L), des
concentrations normales de LDL-cholestérol (2,70 + 0,4 mmol/L) et de faibles concentrations de

HDL-cholestérol (1,04 = 0.2 mmol/L).

Les HDL2 et HDL3 ont été isolées parallélement par ultracentrifugations séquentielles du
plasma provenant de patients DT2 ou de témoins. Les différentes préparations de sous-classes

d’HDL seront nommées :

HDL2 contréles de témoins ou HDL2C.
HDL2 de patients DT2 ou HDL2 de DT2.
HDL3 controles de témoins ou HDL3C.
HDL3 de patients DT2 ou HDL3 de DT2.

YV V VYV V

I1.1. Acides gras hydroxylés :

Nous avons montré que les PL des HDL totales de DT2 avaient une concentration d’AGOH
doublée comparativement a celle d’HDL de témoins sains (figure 36). D’autre part, I’analyse de
la composition en AG des HDL2 et HDL3 oxydées in vitro a mis en évidence une oxydation plus
forte des HDL2 comparativement aux HDL3. Nous avons donc choisi de quantifier les AGOH
présents dans les HDL2 et HDL3 de patients DT2. Les analyses n’ont pu étre réalisées que sur
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les lipides totaux des sous-classes d’HDL du fait des volumes limités de sang de DT2 et par

conséquent d’HDL.
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Figure 45 : Concentrations d’acides gras hydroxylés dans les lipides totaux des HDL2 et HDL3

de témoins et de patients DT2.
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Concentrations de 13-HODE, 9-HODE et 15-HETE dans HDL2 (4) & HDL3 (B) de 5 témoins et
5 patients DT2. Les résultats sont les moyennes = SEM. *, P <0,05 comparativement aux HDL

de témoins.

Une augmentation significative des concentrations en HODE dans les HDL2 et HDL3 de DT2 a
été observée comparativement aux valeurs des témoins. En effet, les concentrations de 13-
HODE et 9-HODE augmentent respectivement de 170% et 173% dans les HDL2 de DT2
comparativement a celles des HDLC alors qu’elles augmentent de 97% et 116% dans les HDL3
de DT2 comparativement a celles des HDL3C. Les concentrations de 15-HETE augmentent de
119% dans les HDL2 et de 112% dans les HDL3 de DT2, mais non significativement
comparativement aux HDL2C et HDL3C.

I1.2. Agrégation plaquettaire :

Nous avons montré que les HDL totales de patients DT2 inhibent ’agrégation plaquettaire de
maniere plus importante que les HDL de témoins et des données de la littérature suggerent des
effets fonctionnels différents des sous-classes d’HDL. Nous avons donc déterminé 1’impact de

chaque sous-classe sur I’agrégation plaquettaire.

Du fait des différences de taille et du nombre de particules dans chaque sous-classe, 1’addition
des HDL a été réalisée en fonction de la concentration de protéines, de la concentration

¢quivalente d’apoA-I et selon le nombre de particules.
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plaquettaire.
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Des plaquettes isolées de volontaires sains ont été pré-incubées en absence ou en présence des
sous-classes d’HDL (2 ou 3) pendant 5 minutes a 37°C, activées par le collagene (0,11 pg/mL
puis la cinétique d’agrégation a été suivie pendant 4 minutes. L addition des HDL a été faite en
fonction de leur concentration protéique a (50 pg/mL), (A) concentration d’apoA-I (B) et
nombre de particules estimé (C). Les résultats, exprimés en pourcentage d’agrégation,
représentent les moyennes = S.E.M. de 5 expériences indépendantes. * : P<0,05 ; **: P<0,01 ;

*#%. P<0,001 ; NS : non significatif.
I1.2.a. HDL ajoutées aux plaquettes par rapport a la concentration de protéines :

Comparativement aux plaquettes activées par le collagéne (sans HDL) (71% d’agrégation), les
HDL2 de DT2, HDL 3C et HLD3 de DT2 inhibent significativement 1’agrégation induite par le
collagene (13%, 16% et 27% respectivement). A noter que, pour la concentration protéique
testée, les HDL3C inhibent I’agrégation alors que les HDL2C sont sans effet (27% vs 66%,
respectivement) (figure 46A).

Pour une méme quantit¢ de protéines ajoutée, les HDL2 de DT2 inhibent 1’agrégation
plaquettaire induite par le collagéne comparativement aux HDL2C (13% vs 66%
respectivement). Cependant, les HDL3 de témoins et de DT2 inhibent de facon similaire

I’agrégation.
I1.2.b. HDL ajoutées aux plaquettes par rapport a la concentration d’apoA-I :

L’apoA-I est I’apolipoprotéine majeure des HDL et les HDL2 ont plus de molécules d’apoA-I
que les HDL3 (4-5 dans les HDL2 vs 2-4 dans les HDL3) [Kontush et Chapman, 2006].

Nous avons ajouté une méme quantité¢ d’apoA-I de chaque sous-classe d’HDL aux suspensions
plaquettaires en se basant sur la concentration protéique ajoutée dans les HDL2C ci-dessus. Les
résultats d’agrégation plaquettaires sont exprimés par rapport a la concentration d’apoA-I dans
les HDL (figure 46B) et non plus par rapport a la concentration protéique des HDL comme

auparavant.

Comparativement aux plaquettes stimulées par le collagéne, les HDL2 de DT2, et les HDL3 de
DT2 inhibent significativement I’agrégation induite par le collagéne (67% vs 16% et 21%

respectivement). Les HDL2C et les HDL3C sont sans effet sur 1’agrégation.

155



Les HDL2 de DT2 inhibent plus 1’agrégation plaquettaire que les HDL2C (55% vs 16%). Les
HDL3 de DT2 tendent a inhiber plus 1’agrégation plaquettaire que les HDL3C (21% vs 29 %

respectivement) mais la différence n’est pas significative.
I1.2.c. HDL ajoutées aux plaquettes par rapport au nombre de particules :

Les HDL2 sont « plus larges » et moins riches en protéines comparativement aux HDL3 plus
petites et plus riches en protéines, mais contiennent moins d’apoA-I par particule. Dans les tests
précédents, nous avons par conséquent incubé les plaquettes avec plus des particules HDL3
qu’HDL2 pour avoir une quantité équivalente de protéines ou d’ApoA-I. La question se pose de
savoir si les différences observées entre les sous-classes d’HDL seraient dues a des différences
du nombre de particules d’HDL ajoutées. Nous avons donc utilisé un autre parameétre, le nombre
de particules d’HDL. Celui-ci a été calculé pour chaque préparation d’HDL en utilisant
I’algorithme de Shen et al., (1977) modifié par Mazer et al., (2013). Dans ce calcul, les

concentrations de protéine, d’apoA-I et de cholestérol total sont prises en compte.

Le nombre de particules ajoutées a été fixé par rapport aux nombres de particules dans les
HDL2C, et le méme nombre de particules a ensuite été ajouté dans chaque préparation d’HDL.
Les résultats de la figure 46C montrent que les HDL2 de DT2 et les HDL3 de DT2 inhibent
I’agrégation plaquettaire induite par le collagéne comparativement aux plaquettes activées
seulement par le collagéne. Les HDL2C et HDL3C n’inhibent pas I’agrégation, contrairement au
résultat de la figure A montrant un effet antiagrégant des HDL3C quand elles sont ajoutées par
rapport a la quantité de protéines.

Les HDL2 de DT2 sont plus antiagrégantes que leurs homologues contrdles, confirmant les
résultats des figures 46 A, B. Les HDL3 de DT2 tendent a inhiber plus I’agrégation plaquettaire
que les HDL3C (30% vs 47 %), mais la différence n’est pas significative. A noter que les HDL2
de DT2 tendent a inhiber plus significativement I’agrégation plaquettaire que les HDL3 de DT2.

En résumé, quels que soient les parametres utilisés pour fixer I’addition des différentes
préparations d’HDL et déterminer leurs effets sur 1’agrégation plaquettaire, nous avons observé
un effet inhibiteur constant des HDL2 de DT2 et des HDL3 de DT2. De plus, quel que soit le
mode d’addition des HDL, les HDL2 de DT2 tendent a étre plus antiagrégantes que les HDL3 de

156



DT2. Les HDL3 de témoins inhibent I’agrégation seulement lorsque les HDL sont ajoutées par

rapport a la concentration de protéines alors que les HDL2C n’inhibent pas 1’agrégation.

III. Discussion :

Un nombre croissant d’études souligne I’importance de la qualité des HDL et notamment de leur
taille et composition sur leurs propriétés anti-athérogeénes. Peu de données dans la littérature sont
relatives aux effets des sous-classes d’HDL sur I’agrégation plaquettaire et aucune étude
n’existe a notre connaissance sur les effets des HDL2 et HDL3 de patients DT2 sur les fonctions

plaquettaires.

Nous montrons d’abord que les HDL2 oxydées in vitro inhibent 1’agrégation plaquettaire induite
par le collagéne et qu’elles sont plus puissantes que les HDL2 contrdles non modifiées. Les
HDL3, qu’elles soient oxydées ou non par le cuivre, inhibent 1’agrégation plaquettaire induite
par le collagéne de facon similaire. Nos résultats corroborent ceux obtenus par le groupe de
Nofer montrant une inhibition par les HDL3 et HDL3 oxydées de l’agrégation plaquettaire
induite par la thrombine, les HDL3 étant aussi anti-agrégantes que les HDL3 oxydées, pour des
concentrations variant de 0,6 a 1,2 g/L [Nofer et al., 1998]. De plus, le traitement des HDL2 par
le cuivre résulte en une diminution des proportions des LA et AA dans les PL alors que la
composition en acides gras des HDL3 oxydés n’est pas significativement différente de celle des
HDL3 controles. Nos résultats suggerent donc que les HDL2 sont plus oxydées que les HDL3,
en accord avec les études indiquant que les HDL3 sont plus résistantes a une oxydation induite
par HOCI [Chantepie et al., 2009] ou par le cuivre [Shuhei et al., 2010] que les HDL2. De plus,
les HDL3 possedent une activit¢ PON1 plus importante que les HDL2 [Nobécourt ef al., 2005] et
inhibent I’oxydation des LDL de fagon plus prononcée que les HDL2 [Yoshikawa et al., 1997].

Cette différence de sensibilit¢ a 1’oxydation des sous-classes d’HDL pourrait expliquer la
fluctuation observée dans le degré d’oxydation des HDL totales glycoxydées in vitro isolées de

différents sujets qui pourraient posséder des ratio HDL2/HDL3 différents.

Nous montrons pour la premiere fois que des HDL2 et HDL3 isolées du plasma de patients DT2

inhibent 1’agrégation plaquettaire induite par le collagéne comparativement aux plaquettes non
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incubées avec des HDL, confirmant les effets antiagrégants des HDL2 et HDL3 oxydées in vitro
et ceux des HDL totales de patients DT2. Les concentrations plus ¢élevées d’AGOH dans les
HDL2 de DT2 comparativement a celles des HDL3 de DT2 pourraient expliquer en partie la
tendance a une inhibition plus importante de I’agrégation plaquettaire suite a la préincubation des

plaquettes avec des HDL2 de DT2.

L’approche consistant a ajouter les HDL en fonctions de différents parameétres, la concentration
en protéines, celle en apoA-I et le nombre de particules, nous a permis de montrer que les effets
des sous-classes d’HDL sur I’agrégation plaquettaire peuvent varier en fonction du parametre
utilisé.

En effet, les HDL3 de témoins inhibent fortement 1’agrégation plaquettaire sur la base de leur
concentration de protéines mais n’inhibent plus significativement 1’agrégation sur la base de leur
concentration en apo A-I ou du nombre de particules. Quel que soit le mode d’addition des HDL,
les HDL2 de témoins n’inhibent pas 1’agrégation plaquettaire. Nos résultats sur les sous-classes
d’HDL de témoins sont en accord avec 1’étude du groupe de Nofer montrant une inhibition de
I’agrégation plaquettaire par les HDL3 et aucun effet des HDL2 (1g de protéine/mL) [Brodde et
al, 2011].

Nous avons observé un effet anti-agrégant constant des HDL2 et des HDL3 de DT2, quel que
soit le mode de comparaison, confirmant le role important de 1’oxydation dans les propriétés

anti-agrégantes des HDL.

Comme les HDL2 de patients DT2 s’averent les plus puissantes pour inhiber 1’agrégation
plaquettaire et que les taux d’HDL2 sont diminués chez les patients DT2, cette diminution des
HDL?2 pourrait contribuer a 1’hyperactivation plaquettaire et au risque athérothrombotique élevé

chez ces patients.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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La premiere partie de mes travaux a permis de montrer que les HDL glycoxydées in vitro et les
HDL de patients DT2 inhibent 1’agrégation plaquettaire et sont plus anti-agrégantes que les HDL
contrdles aux plus faibles concentrations. De plus, des HDL enrichies avec du PC(16 :0/13(S)-
HODE) inhibent I’agrégation plaquettaire, suggérant que les PL oxydés pourraient en partie
médier les effets inhibiteurs des HDL glycoxydées sur l'agrégation plaquettaire. Le mécanisme
d’action de ces HDL glycoxydées, enrichies avec des PL oxydés, et de patients DT2 implique le
récepteur SR-BI et une moindre activation des p38 MAPK et cPLA>. Nos résultats indiquent que
I’oxydation des HDL n’est pas forcément associée a une diminution de leurs propriétés anti-
agrégantes et bousculent le concept des effets systématiquement néfastes des lipides oxydés et

des HDL oxydés sur I’athérothrombose.

La seconde partie présente des données indiquant que les sous-classes des HDL ont des effets sur
I’agrégation plaquettaire qui différent selon la sous-classe et le degré d’oxydation. Les HDL2 et
les HDL3 de DT2 inhibent 1’agrégation plaquettaire induite par le collagéne comparativement
aux plaquettes non incubées avec des HDL, confirmant les effets anti-agrégants des HDL totales
de patients DT2. De plus, les HDL2 de DT2 posseédent des concentrations plus ¢élevées d’AGOH
que les HDL3 de DT2 et ont tendance a inhiber davantage 1’agrégation plaquettaire que les
HDL3 de DT2. Les HDL2 de témoins n’inhibent pas 1’agrégation plaquettaire. Les effets des
HDL3 varient en fonction du mode d’addition des HDL aux plaquettes (concentration de
protéines, d’apoA-I, nombre de particules).

Ces résultats originaux sont cependant préliminaires et nécessitent d’étre confortés.

De nombreuses pistes restent a explorer pour comprendre le mécanisme d’action des HDL
glycoxydées de patients DT2 sur les plaquettes et les effets respectifs des sous-classes d’HDL

provenant de sujets sains et de patients DT2 :

Nos analyses ont été limitées a certains paramétres du stress oxydant et lipides oxydés des HDL,
permettant d’établir la contribution du PC(16 :0/13-HODE) dans les effets anti-agrégants des
HDL glycoxydées et de patients DT2. Une analyse lipidomique plus compléte devra étre réalisée

afin d’identifier d’autres molécules impliquées dans le mécanisme d’action des HDL. Nous
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chercherons en particulier a identifier et quantifier par LC-MS/MS toutes les espeéces
phospholipidiques oxydées, fragmentées ou non, dérivées des AGPI dans les HDL de patients

D2 et de témoins.

D’autre part, la glycoxydation des HDL conduit a des changements hétérogeénes et multiples
affectant aussi la partie protéique des particules, et notamment 1’apolipoprotéine A-I, reconnue
par SR-BI. Une analyse protéomique des HDL glycoxydées et de patients DT2 permettrait de

rechercher leurs éventuelles implications.

Compte-tenu des effets différents et complexes des sous-classes d’HDL sur 1’agrégation
plaquettaire, nous chercherons a corréler la composition de ces sous-classes et la taille des

particules (définie par RMN) a leurs propriétés anti-agrégantes.

Notre travail a été focalisé sur les HDL isolées afin de définir leur role spécifique dans
’activation plaquettaire dans le contexte du DT2. Afin de se rapprocher d’une situation in vivo,
les autres classes de lipoprotéines (notamment les LDL) et ’albumine devront étre prises en
compte. Elles représentent des facteurs importants modulant l'activation des plaquettes puisque
les LDL oxydées de patients DT2 activent les plaquettes [Colas et al., 2011] et puisque
I’albumine glyquée isolée de patients DT2 contribue a I’hyperactivation plaquettaire [Doweiko et
al., 1994; Rubenstein et al, 2009 ; Blache et al., 2015]. Dans ce contexte, nos expériences
préliminaires visant a intégrer les effets des LDL suggerent que les LDL dans le mélange
LDL/HDL de DT2 (avec des ratio physiologiques de ces deux classes) lévent partiellement
I’effet anti-agrégant des HDL a des concentrations de 50 ou 100 pg/mL. Cette étude suggérant
que les HDL de DT2 conservent leurs effets anti-agrégants malgré la présence des LDL, devra

étre approfondie.

Le mécanisme d’action des HDL glycoxydées et de patients DT2 dépend de leur liaison a SR-BI.
L’analyse par cytométrie en flux nous permettra de déterminer finement les récepteurs
plaquettaires impliqués dans la liaison des sous-classes d’HDL aux plaquettes, dans des

conditions physiologiques et pathologiques.
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Compte-tenu de nos résultats, I’approche visant a prendre en compte la qualit¢ des HDL
(composition en peroxydes lipidiques et taille) en regard de leurs propriétés anti-agrégantes
pourrait s’avérer une stratégie prometteuse pour diminuer le risque athéro-thrombotique élevé

chez les patients diabétiques.
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Glycoxidized HDL, HDL Enriched With Oxidized
Phospholipids and HDL From Diabetic Patients Inhibit
Platelet Function
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Context: High-density lipoproteins (HDL) possess atheroprotective properties including anti-
thrombotic and antioxidant effects. Very few studies relate to the functional effects of oxidized
HDL on platelets in type 2 diabetes (T2D).

Objective: The objective of our study was to investigate the effects of in vitro glycoxidized HDL and
HDL from patients with T2D on platelet aggregation and arachidonic acid signaling cascade. At the
same time, the contents of hydroxylated fatty acids were assessed in HDL.

Results: Compared with control HDL, in vitro glycoxidized HDL had decreased proportions of
linoleic (LA) and arachidonic (AA) acids in phospholipids and cholesteryl esters, and increased
concentrations of hydroxy-octadecadienoic acids (9-HODE and 13-HODE) and 15-hydroxy-eicosa-
tetraenoic acid (15-HETE), derived from LA and AA respectively, especially hydroxy derivatives
esterified in phospholipids. Glycoxidized HDL dose-dependently decreased collagen-induced
platelet aggregation by binding to scavenger receptor Bl (SR-BI). Glycoxidized HDL prevented
collagen-induced increased phosphorylation of platelet p38 MAPK and cytosolic phospholipase A,,
aswell asintracellular calcium mobilization. HDL enriched with oxidized phosphatidylcholine (PC),
namely PC(16:0/13-HODE) dose-dependently inhibited platelet aggregation. Increased concentra-
tions of 9-HODE, 13-HODE, and 15-HETE in phospholipids (2.1-, 2.1-, and 2.4-fold increase, respec-
tively) were found in HDL from patients with T2D, and these HDL also inhibited platelet aggre-
gation via SR-BI.

Conclusions: Our results suggest that in vitro glycoxidized HDL as well as HDL from patients with
T2D inhibit platelet aggregation, and suggest that oxidized LA-containing phospholipids may
contribute to the anti-aggregatory effects of glycoxidized HDL and HDL from patients with T2D.
(J Clin Endocrinol Metab 100: 2006-2014, 2015)
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here is growing evidence that high-density lipoprotein
T (HDL) composition determines its functional prop-
erties besides the levels of HDL cholesterol (1). HDLs are
highly heterogeneous particles consisting of 200 individ-
ual molecular lipid species and a hundred of proteins (2,
3). Among lipids, the presence of oxidizable polyunsatu-
rated fatty acids (PUFAs) substrates renders these particles
sensitive to oxidative attack. In particular, HDLs are the
major carriers of primary and terminal end products of
nonenzymatic lipid peroxidation such as lipid hydroper-
oxides (4) and isoprostanes (5) in human blood plasma.
HDLs also remove seeding molecules from low-density
lipoproteins (LDLs) such as hydroperoxy-octadecadien-
oic and hydroperoxy-eicosatetraenoic acids (6). Oxida-
tively modified HDLs have been detected in vivo (7) in the
intima of atherosclerotic plaques in human abdominal
aortae (8) and in patients with type 2 diabetes (T2D) (9);
however, the molecular mechanisms involved were not
investigated compared with the extensive studies on oxi-
dized LDL in atherogenesis. Functional properties of ox-
idized HDL in T2D, a disease associated with increased
risk for atherothrombosis and oxidative stress, have been
investigated but gave contradictory results. Most studies
showed that HDL might lose their protective properties in
T2D (10, 11) whereas other studies provided evidence for
beneficial effects such as increased cholesterol efflux from
macrophages in patients with T2D (12, 13). Studies on the
effects of oxidatively modified HDL on platelet functions
are few and contradictory, reporting either a stimulation
(14) or inhibition (15) of platelet aggregation by in vitro
oxidized HDL. To clarify this issue in the frame of T2D,
we undertook two approaches. On one hand, HDLs from
control subjects were modified in vitro by glycoxidation to
mimic changes occurring in HDL particles of patients with
T2D, and their effects on platelet activation were deter-
mined and compared with those induced by unmodified
HDLs. In contrast, HDLs from patients with T2D were
compared with HDLs from healthy control subjects as far
as platelet aggregation was concerned. We hypothesized
that some elective lipid peroxides in HDL phospholipids
(PL) might exert antiaggregating properties.

Subjects and Methods

Study subjects

Eight patients with T2D (5 men and 3 women, age 66 = 3.5y)
and eight healthy subjects (6 men and 2 women, age 25 + 2.9y)
were included. The patients had poorly controlled diabetes (fast-
ing glycemia, 8.7 = 1.4 mmol/L; glycated hemoglobin (HbA ),
8.3 = 0.6%, 67 mmol/mol). They had mild hypertriglyceridemia
(triglycerides, 1.9 = 0.4 mmol/L), normal LDL cholesterol
(2.4 + 0.2 mmol/L), and low HDL cholesterol (1.1 = 0.1 mmol/
L). The patients were recruited at the Department of Endocri-
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nology and Metabolic Diseases, Cardiovascular Hospital, Lyon
Bron. The protocol was approved by the Local Ethics Committee
(CPP Sud-Est IV, Hospices Civils de Lyon) and the study was
conducted in accordance with the principles of the Helsinki dec-
laration. Written informed consent was obtained from each of
the participants.

Isolation of HDL by ultracentrifugation

Blood was collected on EDTA and HDLs were immediately
isolated from plasma by potassium bromide stepwise ultracen-
trifugation (16). HDLs were extensively dialyzed against PBS
(pH 7.35) in the presence of 1 mmol/L EDTA. The concentration
of proteins was estimated using a Lowry assay (17).

Preparation of HDLs modified by glycoxidation

Glycoxidized HDLs consisted of HDL incubated with 50 mmol/L
glucose for 5 days at 37°C, dialyzed in PBS to remove excess glucose,
and treated with 5 wmol/L CuCl, for 1 day at 37°C. Control HDL were
prepared by incubating native HDL in the presence of butylated hy-
droxytoluene (5 umol/L) and EDTA (1 mmol/L) for 6 daysat 37°C. All
HDL were finally dialyzed against EDTA-free PBS just before their
interaction with platelets.

Platelet isolation

Venous blood was collected on citrate-phosphate-dextrose (19.6
mmol/L citric acid, 89.4 mmol/L sodium citrate, 16.1 mmol/L
NaH,PO,, 128.7 mmol/L dextrose; pH 5.6) from healthy volunteers
who had not ingested any aspirin or anti-inflammatory drugs in the
previous 10 days. Platelet-rich plasma (PRP) was prepared by centrif-
ugation of the blood at 200 X g for 15 minutes at 20°C. Platelets were
isolated as previously described (18).

Synthesis of 1-palmitoyl, 2-(13-hydroxy-
octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine

1-palmitoyl,2-(13(S)-hydroperoxy-octadecadienoyl)-sn-gly-
cero-3-phosphocholine (PC(16:0/13(S)-HpODE) was enzymat-
ically synthesized from 1-palmitoyl,2-linoleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (PC(16:0/18:2), Cayman Chemicals, Ann Ar-
bor, MI) following incubation of PC(16:0/18:2) with soybean
15-lipoxygenase (type V) in the presence of deoxycholate for 30
minutes under a continuous flux of oxygen (19). Phosphatidyl-
choline hydroperoxide formed was reduced by sodium borohy-
dride (NaBH,) into phosphatidylcholine hydroxide. 1-palmitoy
1,2-(13(S)-hydroxy-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phos
phocholine (PC(16:0/13-HODE)) concentration was deter-
mined spectrophotometrically by UV absorbance at 235 nm and
its purity was checked by HPLC.

Synthesis of 1-palmitoyl,2-(15(S)-hydroxy-
eicosadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine

First, 1-palmitoyl,2-eicosadienoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
line PC(16:0/20:2n-6) was chemically synthesized. To a solution
of 1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine (0.2
mmol), eicosa-11,14-dienoic acid (20:2n-6) (0.08 mmol) was
added in anhydrous chloroform (1 mL). A solution of freshly
recrystallized 4-pyrrolidinopyridine (20) (0.09 mmol) and dicy-
clohexylcarbodiimide (0.09 mmol) in 1 mL of chloroform was
then added dropwise (21). After 40 hours, the reaction mixture
was concentrated and the product was then purified by flash
chromatography on silica gel (chloroform/methanol/H,0, 65:
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35:4, by volume). Fractions containing the product were further
purified by ion exchange chromatography using Amberlyst
resin (chloroform/methanol/H,0, 65:35:4, by vol.) to give
PC(16:0/20:2). 1-palmitoyl,2-(15(S)-hydroperoxy-eicosadien-
oyl)-sn-glycero-3-phosphocholine (PC(16:0/15(S)-HpEDE) was
then enzymatically synthesized from PC(16:0/20:2) as described
above and reduced into 1-palmitoyl,2-(15(S)-hydroxy-eicosadi-
enoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine [PC(16:0/15(S)-HEDE)],
and used as an internal standard in relevant analyses.

In vitro enrichment of HDL with oxidized
phospholipids

To prepare HDLs enriched with oxidized PLs, native HDLs
were incubated with dried PC(16:0/13-HODE) for 24 hours at
37°C in a shaking bath. Unbound PLs were removed by dialysis
in PBS and using PD-10 desalting columns. A similar procedure
was applied to prepare HDLs enriched with PC(16:0/18:2).

Characterization of HDL

Fatty acid compositions of lipid classes
Fatty acid methyl esters and fatty dimethylacetals (DMA) were

analyzed by gas chromatography as detailed in the Supplemental
Methods.

Quantification of monohydroxylated fatty acids
Hydroxylated fatty acids were separated and quantified by
reverse-phase HPLC according to the amount of appropriate
internal standards, PC(16:0/15-HEDE) and 15-HEDE. For the
detailed procedure, please refer to Supplemental Methods.

Stereochemical analysis of hydroxylated fatty
acids

Optical isomers of HODE and HETE were separated by chi-
ral phase HPLC as detailed in the Supplemental Methods.

Malondialdehyde determination

Overall lipid peroxidation was assessed by quantitation of
thiobarbituric acid-malondialdehyde (MDA) adducts by re-
verse-phase HPLC with fluorimetric detection. For details,
please refer to Supplemental Methods.

Vitamin E determination

Tocopherol isomers were separated by reverse-phase HPLC
and measured fluorimetrically containing tocol as an internal
standard. For details, please refer to Supplemental Methods.

Platelet aggregation

Aggregation was measured in isolated platelets in a Chrono-log
dual-channel aggregometer (Coulter, Margency, France) according
to the method of Born (22). Platelet suspensions were preincubated
for 5 minutes at 37°C in the presence or absence of different prep-
arations of HDL and then stimulated with threshold concentrations
of collagen (Nycomed, Linz, Austria) with continuous stirring at
1000 rpm. The threshold concentration of collagen was defined as
the concentration of collagen that induced approximately a 60%
increase in light transmission. The extent of platelet aggregation
was expressed in terms of percentage of change in light transmission
4 minutes after the addition of collagen.
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Platelet p38 MAPK and cytosolic phospholipase A,
(cPLA,) activation

Chemiluminescent Western blotting detection of p38 MAPK,
phospho-p38 MAPK, and phospho-cPLA, was performed as de-
scribed in the Supplemental Methods.

Determination of intracellular Ca?* concentrations

Intracellular calcium concentrations were measured fluori-
metrically in fura 2-loaded platelets as described in the Supple-
mental Methods.

Statistical analysis
Results are expressed as the means = SEM. Comparisons
between groups were performed using paired Student # test.

Results

Characterization of glycoxidized HDL compared
with control HDL

Fatty acid composition of phospholipids and
cholesteryl esters

Following in vitro glycoxidation, proportions of the
main PUFAs, linoleic (LA; 18:2n-6) and arachidonic
(AA; 20:4n-6) acids, significantly decreased in PL and
cholesteryl esters (CEs) of glycoxidized HDL compared
with control HDL (Table 1). In PL from glycoxidized
HDL, the proportions of LA, AA, eicosapentaenoic (20:
5n-3), and docosahexaenoic (22:6n-3) acids decreased
by 54, 91, 56, and 91%, respectively. The proportions
of 16:0 DMA, 18:0 DMA, and 18:1 n-9 DMA issued
from the alkenyl residue of alkenyl, acyl-glycero-phos-
phoethanolamine (ethanolamine plasmalogens) de-
creased in PL from glycoxidized HDL compared with
those from control HDL. By contrast, proportions of
palmitic (16:0), stearic (18:0), and oleic (18:1n-9) acids
increased in modified HDL. In CE, glycoxidation of
HDL also led to decreased proportions of LA, AA, and
eicosapentaenoic acid, by 53, 92, and 86%, respec-
tively, and increased proportions of palmitic, stearic,
and oleic acids.

Vitamin E concentration

The concentrations of a-tocopherol strongly de-
creased in glycoxidized HDL compared with control
HDL (0 in glycoxidized HDL vs 2.04 = 0.28 nmol/mg
HDL protein in control HDL; n = 5; P < .001). y-to-
copherol concentrations decreased by 75% in glycoxi-
dized HDL (0.08 = 0.01 in glycoxidized HDL vs 0.32
*+ 0.02 nmol/mg HDL protein in control HDL; n = 5;
P <.001).
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Table 1. Fatty Acid Composition of Phospholipids and Cholesteryl Esters in Control and Glycoxidized HDL
Phospholipids Cholesteryl Esters

Fatty Acid,
mol % Control HDL Glycoxidized HDL Control HDL Glycoxidized HDL
16:0 346 £ 2.1 489 + 2.6° 149 =1 287 +2.7°
18:0 187 £1.2 26 + 1.5 26*04 7.2 £ 2.5°
18:1n-9 8+ 0.5 10.6 = 0.7¢ 194 =1 27.2 +1.9¢
18:2n-6 148 = 1.6 6.9 +0.8° 445 = 1.3 20 + 3.4°
20:4n-6 8.8+0.8 0.8 +0.2° 73=05 0.6 +0.3°
20:5n-3 0.9 0.1 0.4 +=0.2° 0.7+0.2 0.1 £0.1¢
22:6n-3 3.2*+0.2 0.3+0.1° 1904 1.3 =05
DMA sum?® 2.1+08 0.53 + 0.5°

Results, expressed as mol % of main fatty acids, are means + sem of five independent experiments.
@ DMA sum corresponds to the sum of 16:0 DMA, 18:0 DMA, and 18:1 n-9 DMA.

b P < .001 vs control HDL.
P < .05.
dp< .01,

MDA concentration

The concentrations of MDA, a marker of overall
lipid peroxidation, were more than 10-fold higher in
glycoxidized HDL compared with control HDL (1.93 =
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0.32 nmol/mg protein in glycoxidized HDL vs 0.18 *
0.13 nmol/mg protein in control HDL, n = 4, P < .01).

Concentrations of hydroxylated fatty acids in lipid
classes

The concentrations of the stable
primary products of PUFA peroxi-
dation, 13-HODE and 9-HODE,
derived from LA, and 15-hydroxy-
eicosatetraenoic acid (15-HETE),
derived from AA, were assessed in
HDL. In control HDL, most hy-
droxylated fatty acids were present
in CE, followed by PL and triacyl-
glycerols (TAG), whereas most of
them were present in PL of glycoxi-

EC TAG

% aggregation
F)
o

*k

dized HDL (Figure 1). HODE con-
centrations increased strongly in
PL of glycoxidized HDL compared
with those of unmodified HDL

(Figure 1, A and B). 13-HODE con-
centrations tended to increase (1.8-

Control HDL
(pg/mL)

25

50

100

fold) and 9-HODE concentrations

Glycoxidized
HDL (ug/mL)

significantly increased in CE from gly-

Collagen +

+ + +

coxidized HDL. In TAG, 13-HODE
concentrations increased in glycoxi-

SR-B1
antibody

* dized HDL (2.7-fold) and 9-HODE

Figure 1. Hydroxylated fatty acids in control and glycoxidized HDL. Effects of respective HDL on
collagen-induced platelet aggregation. Concentrations of 13-HODE (A), 9-HODE (B), 15-HETE (C)
in control, and glycoxidized HDL. Results are the means + SEM of five independent experiments.
*, P < .05; **, P< .01, ***, P < .001 vs control HDL. D, Platelet aggregation monitored in
platelets isolated from healthy donors, following preincubation for 5 minutes at 37°C in the
absence or presence of anti-SR-BI antibody, incubation with either control or glycoxidized HDL
(25, 50, or 100 wg/mL) for 5 minutes at 37°C, and stimulation with collagen (2.5-5 ug/mL).
Results are the means = SEM of up to 10 experiments performed with 10 independent
preparations of HDL and 10 independent platelet suspensions. Asterisks indicate significant

differences (*, P < .05; **, P < .01; ***, P < .001). NS, not significant.

concentrations tended to increase
(1.8-fold) compared with control
HDL. 15-HETE concentration in-
creased in PL from glycoxidized HDL
(8.5-fold) while 15-HETE concentra-
tion tended to increase in CE and TAG
from glycoxidized HDL compared
with control HDL (Figure 1C).
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lets incubated with anti-SR-BI anti-
body and 100 ug/mL control HDL vs
12% in platelets incubated with
100 pg/mL control HDL). Anti-
SR-BI blocking antibody had no ef-
fect on collagen-induced platelet ag-
gregation, and preincubation with
nonimmune isotype control anti-
body did not reduce the inhibitory
effect of glycoxidized HDL on plate-

time (sec)

200 300 a00 let aggregation (data not shown).
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To determine the effects of glycoxi-
dized HDL on key enzymes involved
in the release of AA from membrane
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Figure 2. Effects of glycoxidized HDL on platelet p38 MAPK and cPLA, phosphorylation, and on
collagen-induced increases of calcium concentrations in platelets. Phosphorylation levels of p38
MAPK (A) and cPLA, (B) in platelets preincubated for 5 minutes at 37°C in the absence or
presence of anti-SR-BI blocking antibody, then incubated with control or glycoxidized HDL (either
25 or 50 pg/mL) for 5 minutes at 37°C, and stimulated with collagen (2.5-5 wg/mL). Results,
expressed as percentages of control, represent the means = SEM of five independent
experiments. Asterisks suggest significant differences (*, P < .05; ***, P < .001). NS, not
significant. C, Intracellular concentrations of calcium in fura 2-AM-loaded platelets preincubated
in the absence or presence of 50 ug/mL control or glycoxidized HDL for 5 minutes at 37°C and
stimulated with collagen (2.5-5 pg/mL). Tracings are representative of four independent
experiments. a, P < .001 vs (platelets + collagen); b, P < .05 vs (platelets + control HDL +

collagen).

Effects of control and glycoxidized HDL on platelet
activation

Compared with platelets incubated with collagen, pre-
incubation of platelets with glycoxidized HDL for § min-
utes at 37°C resulted in a dose-dependent inhibition of
collagen-induced platelet aggregation with near complete
inhibition at 100 pug/mL (Figure 1D). Control HDL had no
effect at 25 ug/mL but significantly inhibited collagen-
induced platelet aggregation at concentrations greater
than or equal to 50 pug/mL. Because scavenger receptor
SR-BI binds modified HDL and is expressed in platelets
(23), its involvement in the mechanism of action of HDL
on these cells was sought. Preincubation of platelets with
anti-SR-BI blocking antibody for 5 minutes at 37°C fully
prevented the inhibitory effects of glycoxidized HDL on
collagen-induced platelet aggregation (Figure 1D). Prein-
cubation of platelets with anti-SR-BI also prevented the
inhibition of collagen-induced platelet aggregation in
presence of control HDL (aggregation rate: 65% in plate-

PL, phosphorylation of p38 MAPK
and cPLA, was determined in platelet
suspensions incubated in the absence
or presence of HDL for 5 minutes and
further stimulated with collagen for 4
minutes. As shown in Figure 2, A and
B, addition of collagen to platelets re-
sulted in increased amounts of phos-
phorylated p38 MAPK and cPLA,.
Preincubation of collagen-stimulated
platelets with glycoxidized HDL fully
prevented the collagen-induced in-
creased phosphorylation of both
enzymes.

Given that Ca®" is a key second
messenger downstream of most sig-
naling pathways and is essential for
the translocation of cPLA, to mem-
branes, the effects of control and gly-
coxidized HDL on the kinetics of col-
lagen-induced Ca®* release were determined (Figure 2C).
Addition of collagen to fura 2-AM-loaded platelets re-
sulted in a rapid and transient increase in intracellular
Ca®" levels. Glycoxidized HDL inhibited collagen-in-
duced intracellular Ca®* increase in platelets by 47%
whereas control HDL decreased it by 32%. Preincubation
of platelets with anti-SR-BI blocking antibody for 5 min-
utes at 37°C alleviated the inhibitory effects of glycoxi-
dized HDL on phosphorylation of p38 MAPK and cPLA,,
and Ca®* mobilization (data not shown).

Effects of HDL enriched with 1-palmitoyl,2-(13-
hydroxy-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine on platelet aggregation

To determine the role of oxidized LA-containing PL for
antiaggregating effects of HDL, HDL were preloaded with
two different concentrations of PC(16:0/13-HODE) pre-
pared by 15-lipoxygenation of LA esterified to phosphati-
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Figure 3. Effects of HDL enriched with oxidized phosphatidylcholine
on collagen-induced platelet aggregation. A, Concentrations of HODE
in HDL samples enriched or not with [PC(16:0/13-HODE)] or 2 [PC(16:
0/13-HODE)]. **, P < .01 HDL enriched with PC(16:0/13-HODE) vs
control HDL. B, Collagen-induced aggregation obtained in platelets
preincubated for 5 minutes at 37°C in the absence (control HDL) or
presence of HDL (50 ug/mL) enriched with [PC(16:0/13-HODE)] or 2X
[PC(16:0/13-HODE)], and stimulated with collagen (2.5-5 wg/mL).
Results are the means = SEM of four different preparations of various
HDL and four different suspensions of platelets. Asterisks indicate
significant differences (*, P < .05; **, P < .01).

dylcholine, followed by chemical reduction with NaBH,,
(Figure 3A). As expected, higher concentrations of 13-
HODE, close to those found in glycoxidized HDL, were
present in enriched HDL compared with control HDL,
whereas concentrations of 9-HODE were similar in con-
trol and enriched HDL, confirming the absence of non-
enzymatic lipid peroxidation during the preparation of
enriched HDL particles. As shown in Figure 3B, HDL en-
riched with PC(16:0/13-HODE) inhibited collagen-in-
duced platelet aggregation. The more HDLs were enriched
with PC(16:0/13-HODE), the more platelet aggregation
was inhibited. HDL enriched with native PC(16:0/18:2)
had no significant effect on collagen-induced platelet ag-
gregation compared with platelets incubated with control
HDL and stimulated with collagen (data not shown).

Effects of glycoxidized HDL obtained from
patients with T2D on platelet aggregation

The concentrations of hydroxylated fatty acids were
assessed in HDL PL from poorly controlled patients with
T2D and control subjects. 13-HODE and 9-HODE con-
centrations were 2-fold higher in HDL PL from patients
with T2D compared with those in control subjects. 15-
HETE concentration was 2.4-fold higher in patients’ HDL
PL compared with its concentration in control HDL (Fig-
ure 4A). To determine whether hydroxylated fatty acid
products originated from enzymatic or nonenzymatic
lipid peroxidation, chiral-phase HPLC was carried out on

jcem.endojournals.org 2011

each isomer. Concerning hydroxylated LA metabolites,
9(R)-HODE and 9(S)-HODE enantiomers were equally
presentin HDL from patients with T2D (51% 9(S)-HODE
and 49% 9(R)-HODE), suggesting that the great majority
of 9-HODE originated from nonenzymatic lipid peroxi-
dation. 13-HODE consisted of 78% S isomer and 22% R
isomer, indicating the involvement of enzymatic lipid per-
oxidation, presumably by 15-/w6-lipoxygenase, together
with nonenzymatic lipid peroxidation in the formation of
13-HODE. 15-HETE comprised 84% S and 16% R iso-
mer, suggesting again the involvement of 15-lipoxygenase
in the oxidation of AA. By comparison, unmodified HDL
from control healthy subjects contained equal ratios of
9(R/S)-HODE, 60% S isomer and 40% R isomer for 13-
HODE and 15-HETE, suggesting that the lipoxygenation
was a minor process compared with what occurred in
T2D.

The preincubation of platelets with HDL from patients
with T2D resulted in an inhibition of collagen-induced
platelet aggregation compared with control platelets in-
cubated with collagen (Figure 4B). The inhibitory effect of
patient HDL on collagen-induced platelet aggregation
was stronger than the one induced by control HDL be-
cause 50 pg/mL patients’ HDL inhibited collagen-induced
platelet aggregation by 63% whereas 50 pug/mL control
HDL inhibited it by 28 %. To establish the role of oxidized
PLin the antiaggregating effects of HDL, HDL were enriched
with PC(16:0/13-HODE) to obtain similar amounts of hy-
droxylated fatty acid as those found in T2D HDL (Figure
4C). PC(16:0/13-HODE) enriched HDL inhibited collagen-
induced platelet aggregation to a similar extent as patient
HDL (Figure 4D).

Discussion

The present results suggest that HDL modified by glycoxi-
dation inhibited platelet aggregation via SR-BI in a dose-
dependent manner and displayed higher antiaggregatory
potency than control HDL. Regarding the platelet-signal-
ing cascade involved in the mechanism of action of HDL,
we present new data showing that in vitro glycoxidized
HDL prevented both the collagen-induced increased phos-
phorylation of p38 MAPK, the stress kinase responsible
for the phosphorylation of cPLA, (24) and that of cPLA,,
the key enzyme involved in the release of AA from mem-
brane PL (25), which constitutes a rate-limiting step in the
biosynthesis of biologically active eicosanoids. Support-
ing our in vitro results, we show for the first time that HDL
from patients with T2D also inhibited platelet aggregation
via SR-BI at concentrations as low as 50 ug/mL. Our re-
sults are in line with our previous results reporting anti-
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HDL, and it is likely that the antiag-
gregatory effects of HDL from T2D

may be reduced and might indirectly
contribute to platelet hyperactivation
in T2D. So far, few studies have inves-
tigated the effects of oxidized HDL
on platelet function. Although it has
been shown that hypochlorite-oxi-
dized HDL may stimulate platelet ag-
gregation via CD36 (31), HDL oxida-
tively modified by copper sulfate or

P +
control HDL

myeloperoxidase strongly inhibit ago-
nist-induced platelet activation and

lets +
T2D HDL

aggregation via SR-BI (15). Besides ef-
fects of HDL on platelet function, ox-
idative modification of HDL (as a re-
sult of in vitro oxidation or diabetes)
may decrease cholesterol efflux capac-
ity (32, 33), impair their capacity to
protect LDL from oxidation (10), and
alter their anti-inflammatory proper-
ties (34). Nevertheless, a few studies
reported beneficial effects of HDL
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Figure 4. Hydroxylated fatty acids in HDL phospholipids from control healthy subjects and from
patients with T2D. Effects of respective HDL on collagen-induced platelet aggregation. A,
Concentrations of 13-HODE, 9-HODE, and 15-HETE in HDL PL from five control healthy subjects
and five patients with T2D. Results are the means + SEM. **, P < .01 vs HDL from control
subjects. B, Platelet aggregation monitored in platelets isolated from healthy donors,
preincubated for 5 minutes at 37°C in the absence or presence of HDL (50 wg/mL) from control
subjects and patients with T2D for 5 minutes at 37°C, and then stimulated with collagen (2.5-5
wmg/mL). Results are the means + SEM of eight independent experiments performed with eight
different preparations of HDL and platelets. Asterisks suggest significant differences (*, P < .05;
**x P < .001). C, Concentrations of 13-HODE, 9-HODE, and 15-HETE in HDL samples enriched
with PC(16:0/13-HODE) (“enriched HDL") or not (control HDL), n = 2. D, Collagen-induced
aggregation obtained in platelets preincubated for 5 minutes at 37°C in the absence (control
HDL) or presence of HDL enriched with [PC(16:0/13-HODE)] (“enriched HDL"”) and stimulated
with collagen. Results are the means = SEM of four different preparations of control and

enriched HDL. Asterisks indicate significant differences (*, P < .05).

aggregatory properties of severely oxidized HDL isolated
from patients with abetalipoproteinemia, an orphan met-
abolic disease characterized by the absence of apolipopro-
tein B-containing lipoproteins (26), and extend them in
T2D, a common and growing disease known to be asso-
ciated with chronic oxidative stress (27). Patients with
T2D, with (28) or without cardiovascular complications
(29), show platelet hyperactivation evidenced by increased
platelet adhesion and aggregation as well as increased throm-
boxane A, production. Oxidatively modified lipoproteins
present in plasma from patients with T2D may represent
important contributing factors modulating platelet activa-
tion, as shown with oxidized LDL from patients with T2D
which activate platelets (30). Decreased plasma levels of
HDL in patients with T2D lead to lower levels of oxidized

Control HDL "Enriched HDL"

modified by oxidative tyrosylation on
the efflux of cholesterol in fibroblasts
and macrophages (35). Altogether,
these discrepant results might be re-
lated to differences in the extent and
type of HDL oxidation, which may de-
termine the binding of HDL to either
SR-BI or CD36 platelet receptors and
the capacity of HDL to inhibit or stim-
ulate platelet aggregation by binding
either to SR-BI or CD36 respectively
(36). Our results are also in agreement
with studies demonstrating that cop-
per-oxidized HDL showed better
binding to platelet SR-BI than native
HDL (15), and showing that oxidized HDL were more ef-
fective competitors than native HDL in cultured endothelial
cells (8). In addition, it has been reported that the abundance
of human SR-BI was reduced on the surface of platelets from
patients with atherosclerotic disease and that its expression
level correlated negatively with platelet aggregation (23),
which might impair the antiaggregatory properties of HDL
in patients with T2D.

We also establish the contribution of PL esterified with
oxidized LA, especially PC(16:0/13-HODE), in the anti-
aggregatory properties of glycoxidized HDL. First,
HODEs and 15-HETE were strongly increased in PL from
in vitro glycoxidized HDL. It was associated with de-
creased proportions of LA and AA in this class of lipids,
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conceivable that PL are more acces-
sible targets of free radicals com-
pared with CE and TAG localized in
the core of HDL, and are more likely
to interfere with platelets following
SR-BI interaction. In addition, the
structure of lipoproteins in the phys-
iological conditions might increase
the preferential oxidation of li-
noleate into HODE over cholesterol
as shown in human plasma (39). A
limitation of our study is that lipido-
mic analyses were limited to HODE
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Figure 5. Summary diagram for the effects of glycoxidized HDL on platelet signaling pathways.
Binding of glycoxidized HDL or HDL enriched with PC(16:0/13-HODE) to SR-BI receptor on
platelet membranes led to the inhibition of signaling pathways through decreased
phosphorylated p38 MAPK and cPLA, levels and inhibited collagen-induced platelet aggregation.

increased MDA levels, and vitamin E consumption. In-
creased concentrations of HODE and 15-HETE, originat-
ing from both enzymatic and nonenzymatic lipid peroxi-
dation, were also observed in HDL PL from patients with
T2D compared with control HDL. It should be underlined
that the concentrations of HODEs and HETE in HDL PL
were negatively associated with collagen-induced platelet
aggregation (r = —0.65, P = .004). This confirms PL es-
terified with oxidized LA as important biologically active
components supporting protective effects of HDL against
platelet aggregation. Second, in vitro enrichment of HDL
in phosphatidylcholine carrying out 13(S)-HODE inhib-
ited platelet aggregation whereas enrichment of HDL with
nonoxidized phosphatidylcholine had no significant effect
on platelet aggregation. Similar increases of 13-HODE,
9-HODE, and 15-HETE have been recently described in
HDL total lipids from patients with diabetes compared
with those from patients without diabetes (37) but this is
the first evidence of increased content of hydroxylated
fatty acids in the phospholipid class of HDL from patients
with T2D correlated with atheroprotective activities of
HDL. Moreover, the association of higher levels of oxi-
dized PL in HDL and lower response to aggregation are in
line with the Cardiovascular Risk in Young Finns study
suggesting that an elevated cardiovascular risk profile was
associated with lower oxidized HDL lipids levels (38). Due
to their localization at the surface of HDL particles, it is
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be explored to decipher the mole-
cules involved in the protective role
of glycoxidized HDL on platelet ag-
gregation, although inhibition of
platelet aggregation by exogenous
PC(16:0/13-HODE) was very simi-
lar to that observed by endogenous
ones in glycoxidized HDL as well as
in HDL from patients with T2D.

We conclude from our experi-
ments that as far as platelet aggregation is concerned, the
ability of HDL to decrease platelet aggregation is not im-
paired in glycoxidized HDL, but even increased compared
with control HDL. Supporting our in vitro results, we also
show that glycoxidized HDL from patients with T2D re-
tain their antiaggregating properties. We show that the
HDL content of hydroxylated fatty acids esterified in PL
could contribute to the inhibitory effects of glycoxidized
HDL on platelet aggregation and associated signaling
pathways through SR-BI (Figure 5). Our consistent find-
ings challenge the concept of the systematic detrimental
effects of oxidized lipids on atherothrombosis.
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Moderate oral supplementation with docosahexaenoic acid improves
platelet function and oxidative stress in type 2 diabetic patients
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Summary

Platelets from patients with type 2 diabetes are characterised by hy-
peractivation and high level of oxidative stress. Docosahexaenoic acid
(DHA) may have beneficial effects on platelet reactivity and redox
status. We investigated whether moderate DHA supplementation,
given as a triglyceride form, may correct platelet dysfunction and
redox imbalance in patients with type 2 diabetes. We conducted a ran-
domised, double-blind, placebo-controlled, two-period crossover trial
(n=11 post-menopausal women with type 2 diabetes) to test the ef-
fects of 400 mg/day of DHA intake for two weeks on platelet aggre-
gation, markers of arachidonic acid metabolism, lipid peroxidation
status, and lipid composition. Each two week-period was separated
from the other by a six-week washout. Daily moderate dose DHA
supplementation resulted in reduced platelet aggregation induced by
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Introduction

In 2035, the number of people affected by diabetes mellitus could
reach more than 550 million in the world (1). Moreover, cardio-
vascular disease is one of mortality causes in type 2 diabetes (2).
Indeed, it is fully recognised that long-term macrovascular com-
plications are the main cause of morbidity and mortality associ-
ated with diabetes. In type 2 diabetes, a complex interplay occurs
between hyperglycaemia and oxidative stress. Factors that may
contribute to increased oxidative stress in diabetes mellitus include
protein glycation, increased formation of reactive oxygen species,
and antioxidant deficiencies (3, 4). On the other hand, it is gen-
erally admitted that platelet activation contributes to the increased
incidence of thrombotic and atherosclerotic diseases. During pla-
telet activation, several steps occur including the release of arachi-
donic acid (ARA) from membrane phospholipids. Once released,
ARA can be oxygenated into thromboxane A, (TxA,), a potent
pro-aggregatory and vaso-constricting compound (5) that rapidly
breaks down to form the stable and inactive product thromboxane

© Schattauer 2015

collagen (-46.5 %, p<0.001), and decreased platelet thromboxane B,
(-35%, p<0.001), urinary 11-dehydro-thromboxane B, (-13.2%,
p<0.001) and F2-isoprostane levels (-19.6%, p<0.001) associated
with a significant increase of plasma and platelet vitamin E concen-
trations (+20 % and +11.8 %, respectively, p<0.001). The proportions
of DHA increased both in plasma lipids and in platelet phospholipids.
After placebo treatment, there was no effect on any parameters
tested. Our findings support a significant beneficial effect of low in-
take of DHA on platelet function and a favourable role in reducing ox-
idative stress associated with diabetes.
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Platelet aggregation, arachidonic acid, vitamin E, isoprostane, plasma
and platelet lipid composition
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B, (TxB,). Moreover, we have shown that increased platelet aggre-
gation is already detectable in diabetic patients who do not suffer
from vascular complications linked with impairment of antioxid-
ant mechanisms (6).

For several decades, there has been accumulating evidence that
n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) could protect against car-
diovascular diseases and interestingly, there is a low prevalence of
diabetes and coronary heart disease in populations known for high
intake of n-3 fatty acids (7, 8). Because of the pivotal role of pla-
telets in the regulation of hemostasis and athero-thrombosis, some
studies have focused on the effects of n-3 PUFA on these cells. It is
widely accepted that eicosapentaenoic (EPA or 20:5n-3) and doco-
sahexaenoic (DHA or 22:6n-3) acids can decrease platelet function
(9). Moreover, DHA could be associated with reduced progression
of coronary atherosclerosis (10). Despite these described protec-
tive effects, some studies failed to report a beneficial association
between n-3 PUFA consumption and cardiovascular events (11).
Among some explanations for these discordant results, some per-
tain to the high unsaturation of these PUFA. Indeed, DHA is
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highly oxidisable owing to the presence of six double bonds, and it
is known that lipid peroxidation provides some peroxidised lipids
increasing the oxidative stress. Such a lipid peroxidation has been
implicated to the pathogenesis of cardiovascular diseases (12). Pre-
viously, we have shown a bimodal in vitro effect of DHA with anti-
oxidant and pro-oxidant effects at low and high concentrations,
respectively (13). More recently, we have conducted an ex vivo
study, with healthy volunteers, which has shown the validity of our
in vitro findings (14). Following ingestion of increasing doses of
DHA (200, 400, 800, 1600 mg/day of DHA for two weeks each), we
have shown that platelet reactivity was decreased after 400 and 800
mg DHA/day. It was concluded that low consumption of DHA
(400 to 800 mg/day) could be an effective “treatment” to protect
healthy volunteers from platelet-related cardiovascular events.

These data prompted us to perform a randomised double-blind
study to determine whether a modest intake of DHA (400 mg/day
for two weeks) may be also beneficial in type 2 diabetic patients, a
population characterised by platelet hyperactivity, impaired anti-
oxidant defense, and increased oxidative stress, in opposing that
oxidative stress or synergising with it.

Materials and methods
Materials

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quen-
tin, Fallavier, France). All solvents were provided by Carlo Erba-
Reactifs (Val de Reuil, France). Silica gels 60 plates were supplied
by Merck (VWR International, Strasbourg, France).

Ethics statement

Informed, written consents were obtained from all participants
and the protocol was approved by the local ethic committee, the
“Comité de Protection des Personnes Sud-Est II” (Clinical-
Trials.gov Identifier is NCT01150292).

Study design

Eleven post-menopausal women with type 2 diabetes partici-
pated. Subjects with diabetes had recent glycated haemoglobin
(HbAlc: 7.89 + 1.27%, 62.8 + 14.1 mmol/mol, n=11), anti-dia-
betic drugs but no drugs known to affect platelet function

(acetylsalicylic acid, clopidogrel, gliclazide, ticlopidine, non-ste-
roidal anti-inflammatory drugs). A randomised, placebo-con-
trolled clinical trial was conducted. The subjects were randomly
assigned in double-blind fashion to DHA or placebo, adminis-
tered for two weeks. After baseline visit, subjects were randomly
assigned to take two capsules/day of DHA or placebo with meals
for two weeks, then, after six weeks of wash out, subjects took
two capsules/day of placebo or DHA (P> Figure 1). Capsules of
DHA (Pro-Mind) were supplied by Decola (Maldegem, Bel-
gium). Each capsule contained 200 mg DHA, as the only PUFA,
in triglycerides from algal oil, 175 mg gelatin, 0.125 mg DL-
alpha-tocopherol, and 0.125 mg ascorbic palmitate. Placebo cap-
sules were made, specifically upon our request, by Ayanda
GmbH & Co.KG (Pritwalk, Germany) and contained the same
quantities of antioxidants and triglycerides of sunflower oil.
Placebo and DHA capsules were indistinguishable and indepen-
dently packaged by the Central Pharmacy of the hospital (Hos-
pices Civils de Lyon). Pharmacists dispensed placebo or DHA
capsules in a random process. All study personnel and partici-
pants were blinded to treatment assignment and the code was
only revealed to the researchers after laboratory analyses were
completed. A dietary record was obtained on the first visit and
dietary changes monitored at each visit.

Blood and urine samples were collected after overnight fasting
before and after each supplementation. Urine samples were stored
immediately at -80°C in presence of butylated hydroxy-toluene
(BHT).

Plasma lipid measurements

Total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-, low-density li-
poprotein (LDL)- cholesterol and triglyceride concentrations were
measured using commercial enzymatic kits. Intra-assay and inter-
assay coefficients of variation were <10 %.

Plasma preparation and isolation of platelets

Blood samples were collected in tubes containing acid-citrate-
dextrose (0.8 % citric acid, 2.2 % sodium citrate, and 2.45% dex-
trose, 6:1 v/v) and platelets were isolated as described previously
(15). The supernatant removed from above the platelet pellet was
centrifuged for 10 minutes (min) at 18°C to obtain platelet-poor
plasma.

400 mg DHA 400 mg DHA

wo w2 w8 w10
Bgs_eline —> Randomized
visit

wo w2 [ 10

placebo placebo
—
wash-out pericd . .
Figure 1: Study design.
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Platelet aggregation

Collagen (Horm, from Nycomed, Linz, Austria) was used as agon-
ist to induce platelet aggregation in a Chronolog dual-channel ag-
gregometer (Coulter, Margency, France) according to the turbidi-
metric method of Born (16). Intra-assay and inter-assay coeffi-
cients of variation were 5% and 6 %, respectively, with a lower de-
tection limit of <0.1%.

Arachidonic acid metabolism
Metabolism of exogenous arachidonic acid

The oxygenation of ARA through the lipoxygenase and cyclo-
oxygenase pathways was determined by incubating 2.2 microM of
[1-"C] ARA (specific activity 2.07 GBg/mmol, G.E. Healthcare,
Vélisy-Villacoublay) with platelets for 4 min at 37°C. Following
lipid extraction and thin-layer chromatography (TLC) separation,
oxygenated products were visualised and quantified with a TLC
analyser radioscanner (Raytest, Paris, France) (17). Intra-assay
and inter-assay coefficients of variation were 9% and 10%, re-
spectively, with a lower detection limit of <0.1%.

Basal formation of platelet thromboxane B, and its
urinary 11-dehydro metabolite

In the absence of specific stimulation, platelets in presence of BHT
as an antioxidant (5x10-°> mol/l) were immediately frozen. TxB,
was quantified by immunoassay according to the manufacturer’s
recommendations (Enzo Life Sciences, Lyon, France) (Intra-assay
and inter-assay coefficients of variation were 4%). Spot urine
samples were collected and stored immediately at -80°C in pres-
ence of BHT, and then 11-dehydro-TxB, was also quantified by
immunoassay. Intra-assay and inter-assay coefficients of variation
were 12% and 13 %, respectively, and the limit of detection was 10
pg/ml for both kits.

Antioxidant status
Plasma and platelet vitamin E

Alpha- and gamma-tocopherol concentrations were determined
according to a described method (18). Briefly, after extraction with
hexane, tocopherol isomers were separated by reverse-phase
HPLC and detected by fluorimetry (excitation and emission at 295
nm and 340 nm, respectively). Intra-assays and inter-assay coeffi-
cients of variation were <5% and the limit of detection was 4
pmol.

Lipid peroxidation markers

The malondialdehyde (MDA) content of unstimulated platelets
was measured by the HPLC technique of Therasse and Lemonier
(19) with fluorimetric detection (excitation 515 nm, emission
553 nm). Intra-assay and inter-assay coefficients of variation

© Schattauer 2015

were 12% and 15 %, respectively, and the limit of detection was 5
pmol.

Urinary isoprostane (8-is0-PGF,,, or 15-F2t-IsoP) and creati-
nine were determined by immunoassay (Enzo Life Sciences, Lyon,
France) and urinary isoprostane expressed per milligram of creati-
nine. Intra-assays and inter-assays coefficient of variations were
5% and 9%, respectively, and the limit of detection was 15 pg/ml
for isoprostane kit. Intra-assay and inter-assay coefficients of vari-
ation were 4% and 3 %, respectively, and the limit of detection was
0.3 ug/ml for creatinine kit.

Lipid analysis

Plasma lipids were extracted twice with chloroform/ethanol (2:1,
v/v) containing BHT and 1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine as an internal standard and transmethylated
with methanol (20). Fatty acid methyl esters (FAMEs) were ana-
lysed by gas chromatography (GC) and values were calculated as
mole percentages (mol%) of all FAMEs determined (Cy to C,,).

Platelet lipids were extracted twice with chloroform/ethanol
(2:1, v/v) containing BHT and 1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine and 1,2-diheptadecanoyl-sn-3-phosphoethano-
lamine as internal standards. Phosphatidylcholine (PC) and phos-
phatidylethanolamine (PE) were separated by TLC, transmethyl-
ated with methanol and analysed by GC. Intra-assay and inter-
assay coefficients of variation were between 3% and 10% accord-
ing to the fatty acid, and the limit of detection was 10 ng.

Sample size calculation

The sample size calculation was based on our previous data. Con-
sidering that, first the percent of aggregation was increased in dia-
betic patients compared to controls (6), and second 400 mg-DHA
ingestion in healthy volunteers decreased platelet aggregation in-
duced by collagen (14), we estimated that 13 subjects would give
80% power to detect a 40% difference in platelet aggregation in-
duced by collagen at a significance level of p=0.05. Fourteen dia-
betic patients were recruited but three voluntarily withdrew.

Statistical analysis

The study was designed as a two-period crossover study with
double blinding to the order of randomisation to DHA or placebo.
Statistical analyses were performed by using StatView 5 for
Windows (Abacus Corp, Baltimore, MD, USA). The non-para-
metric Friedman test was used to analyse the differences for all the
variables. Wilcoxons post-test was used to identify group differ-
ences. Results are presented as mean + SEM (n=11).

Results
Subjects’ characteristics
Eleven post-menopausal women with type 2 diabetes were in-

cluded in the protocol analysis. Their mean age was 59.8 + 4.7
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Table 1: Characteristics of participants

Pre DHA Post DHA Pre placebo Post placebo
before and after DHA or placebo supple-

Weight (kg) 84248 83315 83.7 + 4.6 83.8+4.38 mentation.

Diastolic blood pressure (mmHg)  75.8 + 1.5 778 +3 79 +3 742+238

Systolic blood pressure (mmHg) 137 5.9 1412 £5.2 137.8 £3.7 1373 £6.3

Triglycerides (mmol/l) 1.67+0.8 151 +0.16 1.75+0.17 1.91+0.24

Total cholesterol (mmol/l) 437 +0.23 447 +0.33 459 +0.30 430+ 0.25

HDL cholesterol (mmol/l) 1.18 £ 0.06 1.18 £ 0.08 1.13 £ 0.07 1.12 £ 0.07

LDL cholesterol (mmol/l) 241 £0.26 2.53£0.30 254 £0.33 2.35+0.21

Data are means + SEM (n=11). There were no significant differences between pre DHA and post DHA valu-

es and between pre placebo and post placebo values.

years at baseline. Some anthropometric variables were measured
such as body mass index (BMI) (34.1 + 5.1 kg/m?), waist and hip
circumferences (113.7 + 10.1 cm and 115 # 10.5 cm, respectively,
n=9 to 11). Patients followed the DHA and placebo supplemen-
tations without any reported difficulty. According to patient self-
reports, lifestyle and medication were unchanged throughout the
study. As reported in P> Table 1, there were no significant differ-
ences in metabolic parameters measured during placebo or DHA
treatment.

Platelet aggregation

As shown in P>Figure 2, platelet aggregation induced by 0.05
pg/ml collagen was significantly decreased (-46.5%) after the 400
mg/d DHA supplementation compared to baseline. No effect was
observed after placebo treatment.

Platelet metabolism

Incubations of platelets with exogenous ARA allowed us to deter-
mine the specific oxygenation of this fatty acid by cyclooxygenase

40

: 1

% aggregation
S

0 S
PreDHA  Post DHA Pre placebo Post placebo

Figure 2: Influence of DHA or placebo intake on platelet aggre-
gation. Percentages of aggregation were assessed 4 min after the addition
of 0.05 pg/ml collagen. All values are means + SEM, n=11. ** p<0.001 post
DHA vs pre DHA.
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and 12-lipoxygenase. Interestingly, DHA intake affected signifi-
cantly the formation of TxB, with a decrease of 35% (P> Table 2).
Moreover, 12-hydroxy-5,8,10-heptadecatrienoic acid (HHT), the
other main cyclooxygenase product in platelets was decreased by
16.4% (p=0.06). Altogether, a significant decrease of the cyclo-
oxygenase pathway was noted whereas the formation of 12-HETE,
the lipoxygenase end-product, was not affected by DHA supple-
mentation (P Table 2). In the absence of specific stimulation,
lower amount of basal TxB, was found after DHA intake com-
pared to before DHA (P>Table 2). One major urinary metabolite
of TxB, (11-dehydro-TxB,) was also significantly decreased after
DHA supplementation (P Table 2). No effect was observed after
placebo treatment.

Antioxidant status and lipid peroxidation

To evaluate the antioxidant status, alpha-tocopherol level, an effec-
tive lipophilic antioxidant and free radical scavenger, was deter-
mined in both plasma and platelets. As shown in P>Table 2, sig-
nificant increases of plasma and platelet alpha-tocopherol levels
were observed after DHA intake compared to tocopherol levels be-
fore supplementation. A tendency to the increase was observed for
platelet gamma-tocopherol levels but the difference did not reach
statistical significance (pre DHA: 34.1 £ 1.7 vs post DHA: 39.5 +
2.8 pmol/mg prot., p=0.09, n=10). To assess the overall lipid perox-
ide levels in platelets, platelet MDA contents were determined and
a tendency to decrease was observed (p=0.06) (P Table 2) after
DHA supplementation compared to pre DHA. Finally, we
measured a urinary marker of oxidative stress, 8-i50-PGF,, (01
15-F2t-IsoP). The level of this marker was significantly decreased
after DHA intake compared to the control before supplementation
of DHA (P> Table 2). No effect on the antioxidant status and lipid
peroxidation was observed after placebo treatment as compared to
the situation before placebo.

Fatty acid composition of plasma and platelet lipids

In plasma, supplementation of the diet with 400 mg DHA/d for 2
weeks, induced a significant increase of DHA (+40%) in total li-
pids (P> Figure 3A). This result reflects acceptable compliance for
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Table 2: Effect of DHA and placebo on pla-

telet arachidonic acid metabolism, antioxid- Pre DHA Post DHA Pre placebo _ Post placebo

ant status and lipid peroxidation. TxB, (nmol/mg prot.) 0.92+0.2 0.60 +0.16**  0.68 +0.11 0.55 + 0.07
HHT (nmol/mg prot.) 0.55 + 0.09 0.46 +0.10 0.47 + 0.06 0.46 + 0.05
TxB, + HHT (nmol/mg prot.) 1.48 +0.28 1.07 £0.26* 1.15+0.17 1.02 £0.12
12-HETE (nmol/mg prot.) 0.27 +0.08 0.24 +0.07 0.21 +0.02 0.23 +£0.02
Basal TxB, (pmol/mg prot.) 1029+ 14 709 £12.1** 81.2+13.6 85.1+133
11-dehydro-TxB, (ng/mg creat.) 6.1 £0.5 53 +0.4%* 5.8+0.6 62+038
Plasma vitamin E (hnmol/ml) n=10 8.5+ 0.9 102 £0.8** 11.2+1.1 106 +1.2
Platelet vitamin E (pmol/mg prot.) 220.1+13.5  246.1 £17.7** 251.1+11.9 2346+ 121
MDA (pmol/mg prot.) 211.9+364  1472+293 2282 +48.1 219.1 +37.6
15-F2t-IsoP (ng/mg creat.) 5.1+09 41+0.8** 41+0.7 52+ 1

Formation of the main ARA metabolites through cyclooxygenase (TxB, and HHT) and lipoxygenase
(12-HETE) produced after stimulation with 2.2 microM [14C] ARA during 4 min. at 37 °C (the first four
lines). Platelet lipids were extracted and separated by TLC, and metabolites of [14C] ARA were quanti-
fied by radio-chromatography. Basal formations of TxB, in unstimulated platelets and of one major uri-
nary metabolites of TxB,, 11-dehydro-TxB,, were quantified by immunoassays. Plasma, platelet vitamin
E (alpha-tocopherol) and platelet MDA were extracted and quantified after HPLC separation. Urinary
isoprostanes were quantified by immunoassays. There were no significant differences between pre
placebo and post placebo values. All values are means + SEM, n=11. *p<0.05, **p<0.001 compared
to values before DHA (pre DHA).

capsule intake. Interestingly, this change was accompanied by a
concomitant slight but significant decrease of 22:5n-3 (-9.9%)
while 20:5n-3 proportion did not change significantly. No effect on
the main n-6 fatty acids (18:2, 20:3 and 20:4) was observed (P> Fig-
ure 3B). Regarding platelets, a significant increase of DHA in PC
(+36%) was detected (P>Figure 3C) as well as in PE (+29%)
(P> Figure 3E). As already found in plasma, the 22:5n-3 proportion
decreased significantly in PE (-18.7%) and a tendency to decrease
could be observed in PC (-10.7%). No effect on the main n-6 fatty
acids (18:2, 20:3 and 20:4) was observed in PC (P> Figure 3D) and
PE (P> Figure 3F) after DHA supplementation. Placebo supple-
mentation had no significant effect either on plasma lipid com-
position or platelet phospholipids (P Figure 3A-F). Proportions of
saturated fatty acids (and 16:0 and 18:0 dimethyl-acetals for PE,
representing plasmalogens), and monounsaturated fatty acids re-
mained constant for all plasma and platelet lipids (results not
shown).

Discussion

Platelet aggregation is a complex process involving multiple recep-
tors and signalling pathways. Collagen-induced platelet shape
change and aggregation involves the participation of its receptors,
the release of endogenous arachidonic acid and formation of TxA,,
and the response to the latter lipid mediator. Indeed, whole reac-
tivity to collagen could not take into account the reactivity to other
specific agonists such as ADP and epinephrine. Because we have
previously shown that low supplementation of DHA can reduce
platelet aggregation in response to collagen, in healthy volunteers

© Schattauer 2015

(14), the primary objective of this study was to investigate the effi-
cacy of 400 mg DHA daily supplementation for two weeks on pla-
telet function in type 2 diabetic patients, who are characterised by
platelet hyperactivity (6). One of the main findings of the study is
the demonstration that this modest oral dose of DHA was able to
reduce platelet aggregation in response to collagen in post-meno-
pausal women with type 2 diabetes mellitus. In such a population,
Woodman et al. (21) and Venkatakrishnan et al. (22) already
showed that DHA supplementation reduced collagen-induced pla-
telet aggregation, but our result is the first one obtained after such
a low DHA supplementation. In addition and in agreement with
our data on platelet aggregation, we show for the first time that the
conversion of exogenous ARA into cyclooxygenase products was
decreased after DHA intake while conversion of ARA by the lip-
oxygenase pathway was not affected as already observed in vitro
(23). Moreover, the basal formation of platelet TxB, was signifi-
cantly reduced after DHA as well as the concentration of one
major urinary metabolite (11-dehydro-TxB,), which represents a
biomarker of platelet activity (24), and reflects the whole biosyn-
thesis of TxA, by platelets and extra-platelet sources. Altogether,
our results indicate that moderate DHA intake efficiently de-
creased platelet reactivity in patients with type 2 diabetes mellitus.

Because of the high susceptibility of DHA to oxidative damage,
care was taken to ensure that DHA supplementation did not in-
crease lipid peroxidation. Indeed, numerous studies support the
conclusion that there is an association between diabetes and ox-
idative stress. It is known that oxidative stress may be an important
factor in the pathogenesis of cardio-vascular diseases (3), and also
precedes the development of atherosclerosis as already shown in
patients affected by type 1 (25) or type 2 diabetes without vascular
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Figure 3: Effect of the DHA or placebo intake on plasma and platelet
lipid composition. A) Effect of the DHA or placebo supplementation on
main n-3 fatty acids in plasma. B) Effect of the DHA or placebo supplemen-
tation of DHA on main n-6 fatty acids in plasma. C) Effect of the DHA or
placebo supplementation on main n-3 fatty acids in platelet phosphatidyl-

complications (6). Previously, it was shown that plasma MDA sig-
nificantly decreased after n-3 PUFA (EPA+DHA) supplement in
patients with type 2 diabetes mellitus (26) or did not increase after
DHA or EPA intervention (27). Platelet MDA is considered as a
global oxidative stress marker (produced by both enzymatic and

Thrombosis and Haemostasis 114.2/2015

choline (PC). D) Effect of the DHA or placebo supplementation of DHA on
main n-6 fatty acids in platelet PC. E) Effect of the DHA or placebo supple-
mentation on main n-3 fatty acids in platelet phosphatidylethanolamine
(PE). F) Effect of the DHA or placebo supplementation on main n-6 fatty acids
in platelet PE. ** p<0.001 post DHA vs pre DHA.

non-enzymatic oxidation). Interestingly, we observed a tendency,
close to significance, to a decrease of platelet MDA after the 400
mg/d DHA supplement. Accordingly, F2-isoprostanes, products of
free radical peroxidation of ARA, released by PLA, activity to the
blood stream and finally excreted into urine, provide a reliable
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measure of in vivo oxidative stress (28). As already shown by Mori
et al. (29), we also found a significant decrease of 15-F2t-isopros-
tane excretion following DHA intake. These results are also in
agreement with those of McDonald et al. (30) who found an n-3
PUFA-mediated decrease in platelet isoprostane levels in a group
of patients with type 2 diabetes. However, both studies (29, 30)
dealt with much higher intake of EPA plus DHA. The augmented
oxidative stress reported in diabetic patients (3, 6) may be the re-
sult of higher free radical production but also caused by decreased
antioxidant defenses. For a long time, it has been reported that
alpha-tocopherol level was decreased in plasma (31) as well as in
platelets from patients with diabetes (6). Interestingly, our evalu-
ation of plasma and platelet alpha-tocopherol levels before and
after 400 mg/day DHA supplementation confirmed the efficacy of
the intervention. Indeed, consistent with decreased lipid perox-
idation, plasma and platelet vitamin E levels were significantly in-
creased as already observed in platelets after low intake of EPA
(18) or DHA (14).

Supplementation of patients with 400 mg/day DHA had no ef-
fect on the plasma lipid profile with no changes in the concen-
trations of total cholesterol, cholesterol fractions and triglycerides
but it should be noted that the baseline values were already quite in
the normality or borderline high. In agreement, several reports
have indicated that DHA supplementation reduced plasma trig-
lycerides with doses superior to 2 g/day (32) and had no signifi-
cant effects on total cholesterol and lipid subfractions (33).

Baseline plasma DHA proportion is generally low because this
fatty acid is consumed in small quantities in dietary lipids and the
synthesis from alpha-linolenic and eicosapentaenoic acids is not
efficient in humans. Consequently, a low supplementation like 400
mg/day DHA induced a substantial increase in plasma lipids vs
baseline. We have indeed previously reported that a 200 mg/day
DHA dose was sufficient to increase DHA proportion in both plas-
ma phospholipids and cholesteryl esters in healthy men (14). As
already reported (14, 34, 35), we found a decreased 22:5n-3 pro-
portion in response to DHA intake. To explain this decrease, Con-
quer and Holub (36) had proposed a possible competition between
DHA and 22:5n-3 to esterification into phospholipids while other
modifications of metabolism could not be ruled out.

The biological actions of DHA may probably be due to different
mechanisms induced by the fatty acid itself, esterified or not. In-
deed, we cannot exclude some effects of DHA on the molecular or-
ganisation of plasma membrane according to its incorporation
into phospholipids and the remodelling of cholesterol-enriched
lipid microdomains (37). The effects of such small doses of DHA
on the regulation of numerous gene products (38) have not been
shown, but they cannot be excluded either. Moreover, since more
than 10 years, there is a growing interest for the effects of DHA
oxygenated metabolites either on oxidative stress (39) or on pla-
telet aggregation (40). Thus, additional mechanisms may mediate
the effects observed in the current study. Nevertheless, our results
reinforce recommendations for a low intake of DHA but the du-
ration of such a supplement remains to be established.

Altogether, in this randomised study, our findings indicate that
a modest DHA intake, not only decreases platelet reactivity, but

© Schattauer 2015

What is known about this topic?

e Increased platelet function and oxidative stress are observed in
patients with type 2 diabetes.

e DHA may exert athero-protective properties under certain condi-
tions.

e DHA may have a bimodal effect with antioxidant and pro-oxidant
at low and high concentrations, respectively.

What does this paper add?

e Moderate dose of DHA reduced platelet hyper-aggregation of
patients with type 2 diabetes.

o In these conditions, DHA reduced oxidative stress associated with
type 2 diabetes.

e Our study supports a beneficial effect of low intake of DHA in
patients with type 2 diabetes.

offers an additional therapeutic benefit in reducing redox status in
patients with type 2 diabetes mellitus. Our results reinforce the
antioxidant potential of low doses of DHA already suggested in
healthy subjects (14).
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