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1. Introduction  

1.1.La maladie rénale chronique 

La maladie rénale chronique (MRC) associe une baisse du débit de filtration glomérulaire 

(DFG) en dessous de 90 mL/min/1.73m2 et des marqueurs d’atteinte rénales représentés par une 

protéinurie (ou micro-albuminurie) et/ou des anomalies du sédiment urinaire (hématurie, 

leucocyturie). Elle se décline en 5 stades définis par les recommandations internationales 

K.D.I.G.O.1 (Figure 1). Si ces anomalies persistent plus de trois mois on parle alors de MRC. 

 

Figure 1 – Stades de la maladie rénale chronique selon les recommandations KDIGO1 

 

A mesure que le rein dysfonctionne, les grandes fonctions biologiques qu’il assure sont 

perturbées (Figure 2). Ainsi, l’insuffisance rénale chronique (IRC) que cela entraîne est 

responsable d’un certain nombre de complications qui en découlent directement (anémie, 

troubles phospho-calciques, surcharge hydro-sodée, hypertension, troubles hydro-

électrolytiques) mais aussi d’autres,  qui sont la conséquence de plusieurs de ces dysfonctions, 

comme le sur-risque cardio-vasculaire. 



 

Figure 2 – Illustration des grandes fonctions biologiques du rein. 

Le rein assure l’épuration des déchets métaboliques non volatiles et hydrosolubles. La capacité de filtration 

du rein est définie par le débit de filtration glomérulaire ou DFG. Au niveau tubulaire, le rein va permettre 

d’ajuster la balance hydro-électrolytique et de concert avec la sécrétion hormonale de rénine, la régulation 

de la pression artérielle. La sécrétion d’érythropoïétine va permettre la synthèse des globules rouges. Le 

rein intervient aussi dans l’hydroxylation de la vitamine D et joue ainsi un rôle majeur dans la régulation 

du métabolisme phospho-calcique.  

 

1.2.Le risque cardio-vasculaire dans la maladie rénale chronique 

L’insuffisance rénale chronique (IRC) s’accompagne d’un sur-risque cardiovasculaire 

responsable d’une morbi-mortalité importante (Figure 3).2 Ce sur-risque s’intensifie à mesure 

que l’insuffisance rénale progresse avec un maximum atteint chez les patients en IRC terminale 

hémodialysés.3 Les déterminants de ce sur-risque, bien que largement étudiés, restent encore 

assez mal compris. Chez les patients atteints d’IRC, les facteurs traditionnels de risques cardio-

vasculaires tels l’âge, le sexe, le diabète, l’HTA ou encore le tabagisme et les dyslipidémies 

sont souvent présents. Cependant, de nombreux autres facteurs non traditionnels viennent se 

surajouter comme l’accumulation de toxines urémiques, l’inflammation, les désordres 

phospho-calciques ou le stress oxydant.4



 

Figure 3 – Incidence des évènements cardio-vasculaires selon les stades d’insuffisance 

rénale chronique. Adapté de Go et al, NEJM 2004.2 

L’IRC per se est associée à un sur-risque cardio-vasculaire. La baisse du DFG est associée à un 

sur-risque d’évènements cardio-vasculaires après ajustement sur les facteurs de risques traditionnels. Ces 

données sont issues de l’analyse d’une cohorte de plus d’un million de patients. 

 

1.3.Le rôle des lipoprotéines dans le risque cardio-vasculaire lié à l’IRC 

Le caractère unique de l’IRC dans ce domaine est aussi souligné par l’échec des 

stratégies de prévention du risque cardio-vasculaire pourtant démontrées dans d’autres 

populations à risque. Au premier plan, nous pouvons citer l’inefficacité des statines à réduire le 

risque cardiovasculaire chez le patient hémodialysé malgré une baisse réelle du LDL 

cholestérol.5,6 D’autres indices comme la meilleure santé cardiovasculaire des patients 

hémodialysés présentant un rapport TG/HDL-cholestérol élevé,7 alors que ce rapport est associé 

à plus de morbi-mortalité cardiovasculaire dans la population générale, questionne aussi sur la 

place centrale des lipoprotéines et de leur métabolisme dans la genèse de la maladie 

cardiovasculaire de l’IRC. 



La perturbation du métabolisme des lipoprotéines aboutissant à ce phénotype particulier 

pourrait être en grande partie expliquée par les modifications oxydatives et non-oxydatives 

qu’elles subissent tout particulièrement dans les situations d’IRC avancées. 

 

1.4.Place des travaux de thèse d’université de ce manuscrit 

Le présent travail s’intéressera donc plus spécifiquement aux modifications oxydatives 

et post-traductionnelles des lipoprotéines de haute densité (HDL) dans l’IRC ainsi qu’à leur 

impact leurs propriétés biologiques et plus particulièrement sur leurs effet anti-agrégant 

plaquettaire . 

 

2.  La toxicité urémique 

 Une toxine urémique est définie comme un composé 1) normalement excrété dans les 

urines et qui donc s’accumule chez l’insuffisant rénal du fait d’un défaut de clairance rénale ; 

et 2) qui a des effets biologiques délètères.8 Le groupe de travail européen EuTox (European 

Uremic Toxin Workgroup, www.uremic-toxins.org) a référencé près d’une centaine de solutés 

répondant à ces caractéristiques et cette liste n’est pas encore exhaustive.  

Les toxines urémiques sont traditionnellement classées en trois groupes (Table 1):  

- Les composés de faible poids moléculaire (MW < 500 Da) dont le chef de file est l’urée 

- Les moyennes et larges molécules (MW 500Da - 60kDa) dont le chef de file est la ß2-

microglobuline. 

- Les toxines urémiques liées aux protéines dont la particularité est d’être fortement liées aux 

protéines plasmatiques circulantes. Leur chef de file est l’indoxyl-sulfate. 

Ainsi, l’accumulation de toxines urémiques dans l’IRC est responsable de la perturbation 

de nombreuses fonctions biologiques essentielles. Parmi les nombreux composés recensés par 

l’EuTox,8 certaines ont un tropisme toxique particulièrement intense sur le système 

cardiovasculaire comme l’indoxyl-sulfate,9,10 l’acide indole-3-acétique11 et la Triméthylamine-



N-oxyde.12 Cet environnement urémique contribue sans doute largement au sur-risque 

cardiovasculaire mais ne peut à lui seul pas l’expliquer complètement. En effet, un certain 

nombre de ces toxines n’ont pas fait la preuve directe de leur toxicité cardio-vasculaire.13 

D’autre part, les concentrations plasmatiques de ces toxines sont souvent moins élevés chez les 

patients dialysés que chez les patients IRC de stade terminal non-dialysés8 alors que leur risque 

cardio-vasculaire et leurs complications en général sont plus importantes. 

 Petites molécules hydrosolubres 
(<500 Da) 

Toxines liées aux protéines Moyennes et larges molécules 
(> 500 Da) 

Exemples de molécules Urée, trimethylamine-N-oxide 
(TMAO), asymmetrical and 
symmetrical dimethylarginine 
(ADMA et SDMA) 

Indoxyl sulfate, p-cresyl sulfate, 
indole-3-acetic acid (IAA),  
acide hippurique 

Leptine, Complement Factor D 
(CFD), ß2-microglobuline 

Chef de file Urée 
 

Indoxyl sulfate 

 

ß2-microglobuline 
 

 

Table 1 – Les trois groupes de toxines urémiques tels que définis par le groupe EuTox.8 

 

3.  Le stress oxydant et les modifications post-traductionnelles 

La concentration de certaines toxines urémiques tend cependant à être plus basse dans 

la population hémodialysée que dans la population insuffisante rénale pré-terminale et 

terminale non dialysée alors que celle-ci présente le plus haut risque de complications 

cardiovasculaires.3 L’impact du stress oxydant et des modifications post-traductionnelles sur 

différents composants du système cardiovasculaire joue un rôle majeur dans l’apparition et 

l’aggravation des lésions d’athérosclérose.14  

 

3.1.Le stress oxydant 

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre de la balance pro-oxydante et anti-oxydante 

de l’organisme, responsable d’une surproduction d’espèces réactives de l’oxygène appelés 

reactive oxygen species ou ROS. Ces composés ont une demi-vie très courte et vont rapidement 



réagir dans les matrices biologiques avec d’autres molécules comme les ions métalliques (Fe2+ 

et Cu2+), les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Les modifications oxydatives peuvent 

alors être directes, par oxydation des biomolécules, ou indirectes par des modifications stables 

et peu réversibles des acides nucléiques et des protéines appelées adduits covalents. Pour ces 

dernières, on parle alors de modifications post-traductionnelles. 

 

3.2.Les modifications post-traductionnelles  

Ce terme regroupe plusieurs classes de modifications qui ne sont pas toutes en lien avec 

les résultats d’un excès de stress oxydant. On peut donc distinguer plusieurs mécanismes 

détaillés tels la carbonylation, la glycation ou la carbamoylation. La plupart de ces réactions 

d’adduction sont non-enzymatiques et ont lieu sur les résidus lysine, cystéine et histidine des 

protéines. D’autres réactions peuvent être catalysées par des enzymes comme les 

myéloperoxydases dont l’activité a été montrée comme étant augmentée dans l’IRC.15-17 

 

3.2.1.  La carbonylation 

La carbonylation résulte de l’adduction sur les protéines d’aldéhydes réactifs issus de la 

peroxydation des acides gras polyinsaturées. Parmi ces aldéhydes, on peut citer le 

malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) et le 4-hydroxy-2-hexenal (4-

HHE) (Figure 4). Le 4-HNE et le 4-HHE sont issus respectivement de l’oxydation des acides 

gras polyinsaturés des familles ω-6 et ω-3. Ces aldéhydes peuvent former des adduits covalents 

sur les résidus lysine, cystéine et histidine des protéines par la réaction de Michael18 (i.e. 

production d’adduits de Michael non réversibles, voir Figure 5), non catalysée par un processus 

enzymatique, et ainsi former des produits avancés de la peroxydation lipidique (ALEs*) ou 

ALEs, Advanced lipoxidation end-products. Les ALEs sont l’équivalent pour les aldéhydes issus de lipides des AGEs 
(Advanced glycaation end-products) pour les aldéhydes issus du glucose tel le méthylglyoxal.



encore nommés carbonyles. Ces résidus sont notamment impliqués dans la perturbation de la 

fonction endothéliale19,20 et la prolifération des cellules musculaires lisses dans la paroi 

artérielle.21 

 

 

 

Figure 4 — Principaux aldéhydes issus de la peroxydation lipidique (adapté d’après 

Florens et al, 2016)22 

La peroxydation lipidique entraîne la formation d’hydroperoxydes issues des différentes sous-classes 

d’acides gras polyinsaturés. Ces derniers vont, selon la classe incriminée, donner du malondialdéhyde 

(MDA), du 4-hydroxy-2-hexenal (4-HHE) ou du 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), respectivement pour les 

acides gras polyinsaturés (quel que soit leur nombre de double liaison), les acides gras des familles 

oméga 3 ou oméga 6. 



 

 

 

Figure 5 — Exemple de formation des adduits de Michael sur la cystéine, l’histidine 

et la lysine par le 4-hydroxy-2-nonenal (HNE). 

Le HNE se lie de façon covalente sur la fonction thiol de la Cystéine, le groupe ε-amino de la Lysine ou 

encore le noyau imidazole de l’Histidine. L’adduit peut alors se stabiliser sous forme de noyau hémi-

acétal par cyclisation de la terminaison aldéhyde et le carbone-4 de la molécule de 4-HNE . 

On peut aussi noter la formation de noyau Pyrrole lorsque l’adduit se forme sur la Lysine et la formation 

de pont d’adduit 4-HNE entre une Lysine et une Histidine. 

Source de la figure : http://users2.unimi.it/HNECLUB/?page_id=502 

 

 



3.2.2. La glycation non enzymatique 

La glycation des protéines se fait aussi selon un mécanisme non enzymatique appelé 

réaction de Maillard.23 Celle-ci est le fruit de la liaison du groupe carbonyle d’un sucre réducteur 

sur les résidus amines des acides aminés. Cette liaison va former un produit de glycation 

précoce instable qui va rapidement se transformer en céto-amine (réaction dite d’Amadori) ou 

réagir avec certains aldéhydes issus de la peroxydation lipidique. Les produits de Maillard ainsi 

formés sont aussi appelés produits avancés de la glycation ou AGEs. Parmi ces derniers, on 

peut citer la N-carboxymethyllysine, la pyrraline, le glyoxal (Figure 6). Des dimérisations avec 

la lysine peuvent aussi émerger de ces réactions comme la pentosidine, le MOLD (dimère 

methylglyoxal-lysine), le GOLD (dimère glyoxal-lysine) ou le DOLD (dimère 

désoxyglucosone-lysine).24,25 

La glycation des protéines est très bien documentée et ses effets délétères sur de 

nombreuses fonctions biologiques sont reconnus. Il est à noter que le phénomène de glycation 

affecte tout particulièrement les lipoprotéines circulantes. La glycation non enzymatique des 

LDL accélère la formation et l’accumulation de cellules spumeuses, constituants importants de 

la plaque d’athérome.26 Cette glycation est particulièrement marquée chez le patient diabétique. 

Cependant, elle a aussi été décrite chez les patients IRC et notamment les patients hémodialysés 

chroniques 27,28 Dans cette population, la glycation de l’albumine a été reliée à de nombreux 

effets délétères comme la génération de ROS par activation des polynucléaires neutrophiles.29  



 

3.2.3.  La carbamoylation 

Parmi les autres modifications post-traductionnelles, la carbamoylation joue un rôle 

particulièrement important dans l’insuffisance rénale. Cette réaction résulte de la fixation 

d’acide isocyanique sur les groupements amines des acides aminés, en position α (formation 

de protéine α-carbamoylée) ou en position ε sur la lysine formant alors un dérivé connu sous 

le nom de ε-carbamoyl-lysine. L’acide isocyanique est issu du cyanate (dont il est le principal 

tautomère†) par trois voies métaboliques principales (Figure 7) :  

la dégradation non-enzymatique de l’urée par transformation spontanée en cyanate 

d’ammonium 

la transformation, catalysée par les myéloperoxidases, du thiocyanate en acide isocyanique 

et en cyanate par l’adjonction de peroxyde d’hydrogène 

† Un tautomère est un isomère de constitution issue de la réaction chimique de tautomérisation. Celle-ci est caractérisée par la migration 

d’un atome d’hydrogène avec changement de localisation de la double liaison. 

 

Figure 6 — Principaux produits avancés de glycation (AGEs, advanced glycation 

end-products) issus de la réaction de Maillard 



la tautomérisation du cyanate issu d’un apport exogène comme par exemple la fumée du 

tabac 

 

 

La carbamoylation est de façon abusive nommée carbamylation dans de nombreux 

articles. Cependant, la carbamylation correspond stricto sensu à l’ajout d’une molécule de CO2 

et non d’isocyanate. La carbamoylation est généralement reconnue comme étant l’une des plus 

fréquentes chez les patients IRC. Ainsi, la circulation en grande quantité des formes 

carbamoylées de l’albumine sont reliées à une importante morbi-mortalité cardiovasculaire.30 

L’évolution de la concentration en albumine carbamoylée après le début de la dialyse semble 

être un marqueur pronostique fort concernant la mortalité et la morbidité cardio-vasculaire.31 

De plus, les formes carbamoylées de l’albumine semblent jouer un rôle pro-fibrosant au niveau 

du parenchyme rénal.32 Cette carbamoylation affecte également les lipoprotéines circulantes. 

De nombreux travaux ont démontré l’implication de la carbamoylation des lipoprotéines 

circulantes dans l’avènement de complications cardio-vasculaires particulièrement quand elle 

 

Figure 7 — Voies de carbamoylation des protéines 

Le cyanate est issu de la dégradation spontanée de l’urée, de la métabolisation du thiocyanate par les 

myéloperoxidases (MPO) et/ou d’un apport exogène issue de la combustion de la biomasse et de la fumée de 

cigarettes. Son isomérisation en acide isocyanique le rend particulièrement réactif vis à vis  des groupements 

amines des acides aminés. 

ε
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concerne les LDL. Ces derniers, par le biais de leur fixation à des récepteurs scavengers‡, 

entraînent l’accumulation de cholestérol dans les macrophages, qui par la suite se logent dans 

la paroi vasculaire33 et favorisent la transformation des macrophages en cellules spumeuses.34 

Les LDL vont aussi acquérir des propriétés pro-agrégantes par le biais de la fixation sur le 

récepteur scavenger LOX-1.35 

Cette carbamoylation des protéines semble donc être un déterminant majeur dans la 

morbi-mortalité cardiovasculaire en général36 et dans l’IRC.37 Elle est ainsi pour beaucoup, 

considérée comme la modification post-traductionnelle dominante chez le patient IRC. 

 

3.2.4. Autres modifications post-traductionnelles 

D’autres modifications post-traductionnelles peuvent apparaître sur les protéines. On 

peut notamment citer la nitration (adduction de NO), la nitrosylation (adduction de NO2) et la 

chlorination (impliquant l’acide hypochloreux ou HClO). Ces modifications touchent 

particulièrement la tyrosine et sont catalysées par les myéloperoxidases. Alors que la 

chlorination joue potentiellement un rôle délétère sur les apolipoprotéines,38 le rôle spécifique 

de la nitration et de la nitrosylation reste mal défini. 

La guanidinylation correspond à l’adduction d’une molécule de guanidine sur la 

fonction amines des acides aminés. Cette modification est bien décrite dans la chimie des 

polymères car elle permet d’améliorer la biocompatibilité de certains matériaux comme le 

chitosan39 ainsi que leurs propriétés anti-bactériennes.40 Sur les lysines, l’adduction de 

guanidine forme l’homoarginine, un composé qui, lorsqu’il est libre, voit sa concentration 

inversement corrélé à la mortalité des patients IRC terminaux non-dialysés.41 Cet acide aminé 

‡ Les récepteurs scavengers (« éboueurs » en français) représentent une famille de récepteurs membranaires de natures extrêmement variées qui reconnaissent 

essentiellement les LDL modifiées ou oxydées afin de permettre leur élimination. Ils sont situés sur les macrophages, les cellules musculaires lisses artérielles, les 

cellules endothéliales et les plaquettes. Leur rôle est central dans la survenue des pathologies cardiovasculaires. On peut citer dans cette famille les récepteurs  

CD36, LOX-1, SR-A1 et  SR-B1. 



est aussi le précurseur de l’oxyde nitrique. Sa toxicité en tant que modification post-

traductionnelle est cependant peu documentée. La guanidinylation de l’albumine a cependant 

été décrite comme réduisant ses capacités à lier des composés hydrophobes et notamment 

certaines toxines comme l’indoxyl-sulfate.42 

L’ensemble des modifications oxydatives et d’adduction sur les lipoprotéines va mener 

à une modification profonde de leurs fonctions biologiques et sans doute contribuer au 

phénotype dyslipidémique unique associé à l’IRC. 

 

4. Notions d’agrégation plaquettaire 

l’activation : 

L’ADP, qui se fixe sur les récepteurs P2Y1 et P2Y12 et inhibe la production intra-

cellulaire d’AMPc intracellulaire. Cette inhibition va donc favoriser la dégranulation 

plaquettaire.  

Le thromboxane A2 qui va venir se lier aux récepteurs PAR, TP et P2Y12. 

La thrombine va aussi activer la plaquette via sa fixation sur les récepteurs PAR1 et 

4 

Le facteur Von Willebrand soluble va lui aussi pouvoir activer la plaquette. 







5. Lipides et lipoprotéines oxydés dans l’IRC :  

Modified Lipids and Lipoproteins in Chronic Kidney Disease: A New Class of 

Uremic Toxins. 

N. Florens, C. Calzada, E. Lyasko, L. Juillard, C. O. Soulage.  

Toxin (Basel). 2016. 8(12): 376. Special issue on Uremic toxicity. 

 

La première partie de ce travail est une revue de la littérature qui discute le bien-fondé 

de considérer lipides et les lipoprotéines modifiés par des processus oxydatifs ou non-oxydatifs 

comme de réelles toxines urémiques. En effet, la définition d’une toxine urémique proposée par 

l’EuTox, est définie comme un composé normalement excrété dans les urines et qui s’accumule 

chez l’insuffisance rénale du fait d’un défaut de clairance rénale ; et qui a des effets biologiques 

délétères sur l’organisme.8 De ce fait, les lipides et lipoprotéines oxydés peuvent être considérés 

comme tels. Les lipides ne sont toutefois pas tous stricto sensu excrétés par le rein et à cet égard 

les considérer comme toxines urémiques reste questionnable. 

D’une part, l’accumulation dans l’insuffisance rénale chronique de lipides oxydés est 

désormais bien démontrée. C’est le cas des aldéhydes issus de la peroxydation des acides gras 

insaturés : le malondialdéhyde (MDA)51 et les aldéhydes lipidiques (tels les hydroxyalkenals) 

avec au premier plan, les 4-HHE et 4-HNE.52 Les mêmes constatations peuvent être faites avec 

l’accumulation des F2-isoprostanes issus de l’oxydation de l’acide arachidonique,53 des 

phospholipides oxydés54 et des oxystérols55 issus de l’oxydation du cholestérol (voir le Tableau 

1 de l’article).  

D’autre part, ces modifications entraînent des altérations importantes des propriétés 

biologiques jusqu’à pour certains, leur conférer un caractère toxique. En effet, ces résidus 

oxydés présentent une toxicité particulièrement marquée sur le système cardiovasculaire avec 



un tropisme particulier sur les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses 

vasculaires (voir la Figure 3 de l’article). 

Ainsi, la combinaison de la toxicité et de l’accumulation dans l’IRC rend cohérent le 

reclassement de certains de ces résidus en toxines urémiques. Pour aller plus loin, si l’on 

considère ces mêmes critères (toxicités et accumulation), certains effecteurs biologiques 

essentiels peuvent aussi, dans une certaine mesure, être considérés comme toxines urémiques. 

C’est notamment le cas des lipoprotéines circulantes avec un intérêt particulier pour les 

LDL et les HDL. Ces lipoprotéines vont pouvoir se charger en lipides oxydés et, pour les HDL 

en assurer leur clairance. Les modifications post-traductionnelles précédemment définies 

peuvent en outre massivement perturber le fonctionnement normal de ces lipoprotéines et 

aboutir à un phénotype dyslipidémique unique. D’un côté les LDL, dont les modifications sur 

l’apolipoprotéine B100 vont empêcher leur fixation et leur régulation par le LDL récepteur et 

accélérer leur clairance par des voies médiées par des récepteurs scavengers échappant à tout 

rétrocôntrole.56 De l’autre, les HDL, lipoprotéines indispensables dans le métabolisme des 

triglycérides et du cholestérol dans l’organisme, verront leurs fonctions biologiques modifiées 

et ainsi aboutir à une profonde perturbation du métabolisme des lipoprotéines expliquant en 

partie le phénotype unique de la dyslipidémie dans l’IRC. Celui-ci rassemblant une 

hypertriglycéridémie, une élévation du LDL cholestérol, une accumulation des lipoprotéines 

contenant les apolipoprotéines B et une diminution des concentrations de HDL cholestérol.57,58 

Les HDL vont également perdre des fonctions directement reconnues comme 

athéroprotectrices (voir la Figure 3 de l’article) :  

La capacité à induire l’efflux de cholestérol, fonctionnalité majeure des HDL au niveau 

périphérique et reconnue comme directement liée à l’athérosclérose lorsqu’elle est 

perturbée.59,60 



La protection endothéliale avec la perte d’un phénotype plutôt vasodilatateur par induction 

de sécrétion de NO et de l’effet anti-apoptotique sur les cellules endothéliales.61 

L’effet anti-inflammatoire avec l’’induction de sécrétion de chemokines, de protéines 

d’adhésion cellulaire et de cytokines pro-inflammatoires.61 

Cette revue s’intéresse donc au bien-fondé de considérer certains résidus lipidiques et 

par extension certaines lipoprotéines comme des acteurs essentiels de la toxicité urémique. 

 

 

























































6. Développement d’un modèle animal non chirurgical d’insuffisance 

rénale chronique chez le lapin : 

Adenine Rich Diet Is Not a Surrogate of 5/6 Nephrectomy in Rabbits 

N. Florens, S. Lemoine, C. C. Pelletier, M. Rabeyrin L. Juillard, C. O. Soulage.  

Nephron. 2017. 135(4): 307-14. 

 
Le deuxième point s’attache au développement d’un modèle animal d’insuffisance 

rénale chronique pertinent en lipidologie. En effet, notre intérêt était d’observer l’effet propre 

de l’IRC sur les modifications que nous avions précédemment discuté dans notre revue. De ce 

fait, le recours à l’expérimentation animale permet de s’affranchir en partie des effets 

imputables aux autres facteurs de risques cardio-vasculaires classiques que l’on retrouve chez 

l’homme. Les modèles d’IRC classiquement implémentés au laboratoire (i.e. néphrectomie 

subtotale des 5/6 ou néphrectomie chimique à l’adénine) utilisent comme modèle animal des 

rongeurs, principalement des rats et des souris. Le métabolisme lipidique du lapin étant plus 

proche de celui de l’homme que celui du rat ou de la souris, particulièrement car ce dernier 

exprime la Cholesterol Ester Transfer Protein (CETP), cet animal nous a semblé être le plus 

pertinent pour étudier les modifications des lipoprotéines circulantes et particulièrement sur les 

LDL et les HDL. 

Les « 3Rs », introduites en 1959 par Russel & Butch, sont des recommandations qui 

régissent les bonnes pratiques de l’expérimentation animale avec trois grands principes :  

Le remplacement : éviter d’utiliser les animaux lorsqu’une autre alternative peut être aussi 

efficiente (ex : culture cellulaire). 

La réduction : développer des techniques permettant de réduire le nombre d’animaux 

nécessaire. 



Le « raffinement » : développer des techniques permettant de réduire ou de faire disparaître 

la douleur et le stress et/ou améliorer le bien-être et la convalescence des animaux. 

De ce fait, le lapin pose trois problèmes majeurs qui ont justifié notre tentative de 

développement d’une nouvelle technique non chirurgicale d’induction de l’IRC chez le lapin: 

1. Les modèles « lapin » d’IRC disponibles dans la littérature sont anciens et mal documentés. 

2. Le lapin est un animal fragile pour lequel la gestion péri-opératoire est un frein important initial 

à la pratique chirurgicale. En effet, l’anesthésie est souvent périlleuse chez le lapin (du fait d’une 

sensibilité accrue aux drogues hypnotiques et analgésiques) et la ventilation invasive 

compliquée du fait d’un tractus respiratoire d’abord difficile.  

3. Les complications post-opératoires sont fréquentes. La grande sensibilité aux infections 

nécessite une pratique chirurgicale rigoureuse et une asepsie parfaite. De plus, l’arsenal 

thérapeutique antibiotique est très restreint du fait d’une intolérance digestive majeure et létale 

chez ce mammifère cæcotrophe.  

Le régime riche en adénine a montré sa fiabilité, sa simplicité et sa reproductibilité chez le 

rat et chez la souris et semblait être une parfaite alternative à la chirurgie de néphroréduction 

chez le lapin. C’est donc dans cette optique que nous avons tenté d’induire l’IRC avec ce type 

de régime chez des lapins.  

Du fait d’une physiologie urinaire particulière et d’un mode de délivrance de l’adénine 

inadapté, nous n’avons pas constaté d’induction d’IRC significative chez les lapins nourris par 

un régime enrichi en adénine à 0.75% (w/w). Le protocole ainsi que les raisons précises de cet 

échec sont discutés dans l’article intitulé : « Adenine Rich Diet Is Not a Surrogate of 5/6 

Nephrectomy in Rabbits », publié dans le journal Nephron en 2017.  

Du fait de l’échec de la néphrectomie chimique, nous avons donc mis en place un 

modèle plus classique de réduction néphronique par néphrectomie subtotale des 5/6 s’inspirant 

du modèle décrit par Gotloib et al.62 L’induction de l’IRC était donc réalisée par une première 

chirurgie d’électrocoagulation au bistouri électrique de 2/3 du cortex rénal gauche (Figure 9), 



suivie une semaine plus tard d’une néphrectomie totale à droite. On note lors de la nécropsie 

une hypertrophie du parenchyme rénal résiduel associé à une involution fibrotique des pôles 

électrocoagulés (Figure 10). 

Les caractéristiques de l’IRC ainsi induite sont détaillées dans la partie du travail 

intitulée : « Chronic kidney disease increases carbonylation of HDL and is associated with 

impaired antiaggregant proprieties. »  

 

Figure 9 — Étapes de la néphrectomie partielle gauche 

A : Le rein est externalisé avec soin afin de ne pas léser ou tordre le pédicule rénal. 
B : Les deux pôles du cortex rénal (2/3) sont électro-coagulés par une application d’une seconde avec un 
bistouri électrique. 
C : Aspect macroscopique du rein gauche immédiatement après l’électrocoagulation. 
D : Le rein est replacé dans la cavité rétro péritonéale en faisant attention à ne pas faire un volvulus du 
pédicule. Les muscles et la peau sont refermés séparément plan par plan. 
 

 

 



 

Figure 10 — Aspect macroscopique du rein gauche électrocoagulé 

A : Rein droit normal et rein gauche électrocoagulé (J+1) 
B : Notez la limite entre la zone thermocoagulée et le cortex sain situé à proximité du pédicule.  
C : Vue en coupe de l’aspect à J+7 du cortex coagulé. On note une involution fibrotique comparée au cortex 
sain situé en haut à droite. 
D : Aspect du rein gauche après trois semaines de néphrectomie subtotale. On note une hypertrophie du 
parenchyme sain avec une involution majeure des deux pôles.  
 

 



















7. Effet du stress oxydant dans l’IRC sur les HDL circulantes : 

Chronic kidney disease increases carbonylation of HDL and is associated 

with impaired antiaggregant proprieties. 

Nans Florens, Catherine Calzada, Sandrine Lemoine, Marie Michèle Boulet, Nicolas Guillot, Christophe 

Barba, Julie Roux, Fréderic Delolme, Adeline Page, Jean Michel Poux, Maurice Laville, Philippe Moulin, 

Laurent Soulère, Fitsum Guebre-Egziabher, Laurent Juillard, Christophe O. Soulage 

Manuscrit soumis dans Journal of American Society of Nephrology. 

 

La troisième partie de ce travail est centrée sur l’analyse des modifications oxydatives 

et notamment de la carbonylation des HDL par le 4-hydroxy-2-nonenal dans l’insuffisance 

rénale chronique. Grâce au modèle animal, ce travail permet la description de la part imputable 

à l’IRC indépendamment des autres facteurs de risques cardio-vasculaires. Ces données 

expérimentales sont complétées par une étude clinique sur des lipoprotéines isolées de patients 

IRC dialysés. 

 

Premièrement, nous avons observé une oxydation plus importante des HDL chez les 

animaux IRC. Cette oxydation semble surtout plus intense sur les acides gras polyinsaturés car 

l’augmentation est surtout marquée sur les concentrations de MDA et d’adduits de 4-HNE. Par 

contre, la concentration de F2-isoprostanes issus de l’oxydation de l’acide arachidonique n’est 

pas augmenté. Cependant ils ne sont pas en concentration importante dans les lipoprotéines. Il 

en est de même pour les adduits de 4-HHE qui ne sont pas retrouvés de façon plus importante 

dans les HDL des lapins IRC. L’augmentation des résidus d’oxydation dans les HDL peut être 

expliqué par deux mécanismes : 

1) La plus grande propension à l’oxydabilité des HDL dans l’IRC retrouvée dans notre travail les rend 

plus vulnérables à l’oxydation.  



2) La clairance des lipoprotéines oxydés est probablement perturbée car la liaison avec le récepteur 

SR-B1 au niveau hépatique est impactée par la diminution de la population HDL-2 dans l’IRC. Cela 

augmenterait donc la population d’HDL-3 circulants avec ces résidus. En effet, comme nous l’avons 

décrit plus haut, le métabolisme des HDL est profondément perturbé dans l’IRC. Ces modifications 

sont déjà observées dans des stades précoces d’IRC chez des enfants.61 Notre modèle est assez 

proche de ce que l’on observe chez les enfants IRC, à savoir une insuffisance rénale assez « pure » 

sans autres facteurs de risques cardio-vasculaires. Les travaux de Drozdz et al63 renforcent cette 

similarité entre notre modèle et l’IRC observée chez les enfants. En effet, dans leur travail, ils ne 

retrouvent pas de différences de concentration concernant les oxLDL entre les différents stades 

d’IRC alors que parallèlement les HDL dysfonctionnent déjà.61 

 

D’autre part, nos travaux confirment l’effet délétère de l’IRC sur le phénotype anti-

agrégant des HDL. En effet, cette fonction ne semble pas échapper aux précédentes 

observations sur les propriétés biologiques perturbées des HDL. L’incubation de plaquettes 

humaines avec des HDL issues de lapins IRC montre un phénotype anti-agrégant profondément 

altéré sans être pour autant inversé. Du fait de l’augmentation des adduits de 4-HNE sur les 

résidus protéiques des HDL d’IRC, nous avons voulu tester l’effet de la modification in-vitro 

d’HDL issus de lapins contrôles spécifiquement avec cet adduit. Pour ce faire des HDL de 

lapins contrôle ont été incubé avec 100 μM de 4-HNE afin de générer des adduits covalents 

dont l’existence a été mise en évidence par immunoblotting. Le résultat est cohérent avec 

observations réalisées sur les HDL de lapins IRC car les HDL-HNE présentent une moindre 

capacité à inhiber l’agrégation plaquettaire. Nous avons aussi testé l’effet de toutes les 

lipoprotéines circulantes dans leur proportion d’origine sur l’agrégation plaquettaire. L’IRC 

induit un phénotype limite pro-agrégant alors que dans la population contrôle la tendance 

globale est plutôt à l’anti-agrégation.  



Pour confirmer cette tendance, nous avons regardé s’il existait adduits de carbonylation 

en excès sur les HDL issus de patients en hémodialyse (groupe HD). Nous avons fait appel à 

des patients non-diabétique car cette pathologie est pourvoyeuse de modifications post-

traductionnelles (e.g. des phénomènes de glycation non enzymatique) pouvant potentialiser 

l’effet observé chez les patients. Les patients contrôle non IRC étaient quant à eux des donneurs 

potentiels de rein (i.e. des patients en particulièrement bonne santé). L’immunobloting confirme 

la présence importante de ces adduits sur les protéines composant les HDL des patients HD. 

Pour aller plus loin dans la caractérisation, nous avons fait appel à des techniques plus 

spécifiques de spectrométrie de masse (protocole complet dans les Supplementary data de 

l’article joint) afin d’identifier précisément les protéines modifiées et la place exacte de ces 

adduits dans la séquence peptidique. Cette analyse nous a conduit à plusieurs constatations : 

- Il existe effectivement un nombre d’adduits de 4-HNE présent en quantité significative chez 

les patients hémodialysés par rapport aux contrôles.  

- Ces adduits sont majoritairement situés sur l’apolipoprotéine A1 qui est probablement la 

plus importante pour le métabolisme des HDL et leurs fonctions athéroprotectrices. 

- Les adduits ont été retrouvés sur des acides aminés situés dans des portions clés de la 

protéine. 

Concernant les propriétés d’anti-agrégation chez les patients dialysés, nous avons observé une 

sur-activation plaquettaire induite par le collagène dans la population hémodialysée. Il existait 

par contre une grande hétérogénéicité au sein de la cohorte. Afin de limiter la part imputable à 

la technique d’hémodialyse, nous avons inclus des patients non-diabétiques en dialyse 

péritonéale (groupe PD). Ceux-ci présentaient aussi une sur-activation plaquettaire en réponse 

au collagène après l’incubation avec les HDL. De la même façon que chez le lapin, l’incubation 

d’HDL contrôle avec du 4-HNE entraînait une sur-activation plaquettaire. Du fait de la grande 

hétérogénéité des résultats des groupes de patients en hémodialyse et en dialyse péritonéale, 

nous avons testé plusieurs concentrations de 4-HNE et seule la plus élevée (100μM)  a affecté 



les propriétés anti-agrégantes des HDL. Ces constatations confirment donc que la carbonylation 

par le 4-HNE des HDL dans l’IRC contribue à l’augmentation du risque thrombotique. 

  L’implication de la voie du récepteur scavenger CD-36, des SRC-kinases et de Jun 

Kinase (JNK) semblent participer à ces propriétés délétères comme nous avons pu le démontrer 

en utilisant un anticorps bloquant anti-CD36 et un inhibiteur pharmacologique des SRC-

kinases. Ce récepteur (CD36) a déjà prouvé son implication dans le phénotype pro-agrégant des 

oxLDL44 avec la phosphorylation de la MAP-kinase JNK. Le blocage de ce récepteur par un 

anticorps spécifique permet de rétablir ad integrum le phénotype anti-agrégant des HDL dans 

le groupe HD et PD et dans les HDL modifiés in vitro par l’adjonction de 4-HNE. Le blocage 

des SRC-kinases a montré le même effet d’accentuation du phénotype anti-agrégant des HDL. 

La phosphorylation de JNK est aussi retrouvée diminuée par le blocage du CD36 et des SRC-

kinases (Figure 10). 

Comme le récepteur SRB1 est quant à lui impliqué dans les propriétés anti-agrégantes 

des HDL par le biais de la fixation de l’ApoA1,43 nous avons voulu observer les effets de son 

blocage sur le phénotype d’agrégation. Nous confirmons son rôle pivot dans les propriétés anti-

agrégantes car son blocage entraîne une majoration très significative de l’activation plaquettaire 

et de la phosphorylation de JNK. Ce récepteur semble ainsi exercer son potentiel anti-agrégant 

d’un côté par la phosphorylation de la protéine Kinase C43, mais aussi potentiellement par 

l’inhibition de la phosphorylation de JNK (Figure 11). 

Ainsi, nous décrivons ici pour la première fois la modification du phénotype anti-

agrégant des HDL dans l’IRC. De précédents travaux ont permis de confirmer l’effet pro-

agrégant des LDL dans l’IRC avec notamment l’implication des résidus carbamoylés via la voie 

du récepteur LOX-135. Notre travail renforce ainsi l’hypothèse du rôle central des HDL dans la 

survenue de complications cardiovasculaires associées à l’IRC. Des travaux complémentaires 



sont toutefois nécessaires pour préciser cette implication et proposer des solutions 

thérapeutiques. 

 

 

Figure 11 – Niveau d’expression de la forme phosphorylée de la Jun-kinase (JNK) selon 

les différentes modalités d’agrégation  

Le blocage du récepteur CD-36 et des SRC-kinases réduisaient significativement la 

phosphorylation de JNK alors que le blocage de SR-B1 était plutôt responsable d’une 

augmentation importante de celle-ci. (sans bloqueurs=without blocker, avec les anticoprs anti-

CD36 et SR-B1= anti-CD36 et anti-SRB1 et avec l’inhibiteur pharmacologique des SRC-

kinases= naphtyl PP1) 
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Significance Statement 

 
Chronic kidney disease (CKD) is associated with an increased risk of cardiovascular disease. 

The failure of statins in hemodialysis patients shed light on the unique phenotype of 

dyslipidemia in dialysis patients. HDL atheroprotective properties (cholesterol efflux, anti-

inflammatory and vasorelaxation) in CKD have been found to be impaired. Nothing is known 

about the anti-thrombotic properties of HDL in CKD. The present study describes the impaired 

anti-aggregant properties of HDL induced by CKD, and the putative role of carbonylation by 

4-HNE adduction on these properties. This study provides important insights into the potential 

implication of HDL modifications in atherothrombosis and cardiovascular morbidity and 

mortality among dialysis patients.  



Abstract 
 

BACKGROUND: Cardiovascular disease remains the major cause of death in chronic kidney 

disease (CKD). As oxidative stress is raised in CKD we aimed to explore the specific role of 

oxidative modifications of HDL in CKD and their impact on the anti-aggregant properties of 

HDL. 

METHODS: Blood samples were taken from 15 healthy volunteers 25 hemodialysis (HD) and 

20 peritoneal dialysis (PD) patients at the Lyon university hospital. Eight 5/6-nephrectomized 

rabbits (CKD) were compared with 9 control rabbits (CR). Malondialdehyde (MDA), 4-

hydroxy-nonenal (HNE), and 4-hydroxy-2-hexenal (HHE) protein adduct levels were analyzed. 

Platelet aggregation and activation was assessed in an aggregometer or TxB2 and FACS. HDL 

from controls were modified by an incubation overnight at 37°C with 100μM of HNE. 

RESULTS: HNE-adducts were increased in HDL from CKD rabbits and HD patients. 

Percentage of platelet aggregation/activation induced by collagen was significantly higher 

when were incubated with HDL from CKD rabbit and HD groups than with HDL from the 

control group. Platelet aggregation/activation in presence of HNE-modified HDL was also 

higher than control group either in rabbit or humans (p<0.05 compared to CR or Control 

patients). Incubation with a blocking antibody directed against CD36 and a pharmacological 

inhibitor of SRC-kinases restored the anti-aggregative phenotype in CKD rabbit, HD and PD 

patients and HNE-modified HDL.  

CONCLUSIONS: HDL from CKD rabbits and HD patients exhibited an impaired ability to 

inhibit platelet aggregation suggesting that altered HDL properties could contribute to the 

increased cardiovascular risk in this population. 

 



Introduction 

 

Chronic kidney disease (CKD) is recognized as a major cardiovascular risk factor.1-3 It 

is involved in the onset of cardiovascular events such as myocardial infarction, peripheral 

arterial disease and cerebral ischemia1, and cardiovascular mortality remains the major cause 

of death in hemodialysis (HD) and peritoneal dialysis (PD) patients despite the improvement 

of renal replacement therapies.4 CKD is associated with an increased oxidative stress that is 

correlated with the occurrence of cardiovascular events.5-7 This stress is associated with the 

accumulation of many uremic toxins64, some of which have recognized cardiovascular effects.9-

12 Modifications induced by increased oxidative stress particularly affect circulating 

lipoproteins such as HDL that exhibit anti-atheromatous and anti-thrombotic properties in vitro.  

There are many mechanisms that lead to lipoprotein modification, both enzymatic and 

non-enzymatic, and these affect different lipoprotein sites.13 Oxidized and carbamylated LDL 

are present at higher concentrations in CKD compared to healthy patients5,14 and play a major 

role in the onset and aggravation of atherosclerotic lesions.14,15 The concentration of oxidized 

and carbamylated LDL are, however, lowered by statins.16-18 HDL is considered to be 

antiatherogenic as a result of its antiaggregant, anti-inflammatory and antiapoptotic properties19 

as well as its ability to induce cholesterol efflux from macrophages20, a mechanism known as 

atheroprotective.21 HDL is not affected by conventional hypolipidemic strategies, and 

functional studies in CKD have found impaired biological effects, including decreased capacity 

of macrophage cholesterol efflux22-24 and anti-oxidation,24 as well as impaired endothelial 

protection.25 These disorders become more significant with CKD progression.25 In parallel, 

HDL oxidation has been related to the onset of cardiovascular events in CKD patients.26 These 

functional modifications could partly explain the failure of statins to reduce cardiovascular risks 

associated with haemodialysis.27,28  



Platelets are the target of anti-aggregant treatments which have been shown to be 

beneficial in reducing cardiovascular events in at-risk populations. Oxidized LDL of obese and 

diabetic patients has shown some pro-aggregating properties.29,30 In CKD, carbamylated LDL 

exhibits pro-aggregant proprieties through binding with lectin-like oxidized low density 

lipoprotein receptor 1 (LOX-1)31, and oxidized LDL through binding to the CD36 receptor.32 

Oxidation of HDL leads to a loss of antiaggregation properties in some populations,33 although 

this observation was not found in type 2 diabetes34 in whom oxidized HDL has shown 

antiaggregant properties through a SR-B1 -mediated pathway.35 To the best of our knowledge, 

there is, however, no published data regarding the impact of CKD on the antiaggregant 

properties of HDL.  

 In the present study, we therefore aimed to explore the specific role of CKD in the 

oxidation profile of HDL and the effects of HDL modification on platelet aggregation in a rabbit 

model of CKD. We then aimed to assess, ex vivo, the antiaggregant properties of HDL isolated 

from HD and PD patients. 

 



Concise Methods 

 Subjects and ethics statement 

Patients were sampled at the Lyon teaching hospitals. Control patients were healthy volunteers 

for a living kidney donation, hospitalized for their pre-donation laboratory and clinical work-

up. HD patients were sampled in the hemodialysis unit of the Edouard Herriot hospital (Lyon) 

before the mid-week session. PD patients were sampled in the peritoneal dialysis unit of the 

Association pour l’Utilisation du Rein Artificiel (AURAL, Lyon, France). Inclusion criteria 

were age 18 years, undergoing HD or PD for more than 6 months. Exclusion criteria were 

diabetes mellitus, ongoing inflammatory disease, liver cirrhosis, recent cardiovascular event 

(<3 months; myocardial infarction, stroke, acute peripheral artery occlusion), uncontrolled 

anemia, coagulopathy, and BMI greater than 35 kg.m-2. The study was conducted in accordance 

with the Declaration of Helsinki and was approved by the institutional review board (CPP Lyon 

Sud Est IV, ref: L16-57). A written informed consent was obtained from all subjects. Blood 

samples were obtained by venipuncture on EDTA coated tubes. Blood samples were 

centrifuged at 3500 x g for 10 min to isolate plasma which were stored at -80°C until use. 

 
Animal procedures 

All experiments were performed under the authorization no. n°69-266-0501 and agreed with 

the guidelines laid down by the French Ministry of Agriculture (n° 2013-118) and the European 

Union Council Directive for the protection of animals used for scientific purposes of September 

22, 2010 (2010/63UE). Adult male White New Zealand rabbits (CEGAVssc, Saint Mars 

d'Egrenne, France) were housed in individual cages at constant ambient temperature (21-23°C) 

and humidity (45-50%) with a 12h light cycle. All animals had free access to tap water. After a 

7-day period of acclimation, rabbits were randomized to either the 5/6 nephrectomy group or 

in the control group. Nephrectomy was performed as described by Gotloib et al.36  

 



Measurement of glomerular filtration rate 

The glomerular filtration rate (GFR) in rabbits was measured through the kinetics of decrease 

of plasma concentration of iohexol as decribed in Florens et al.37 The serum iohexol 

concentration was measured by HPLC.38 GFR was calculated using a bi-compartmental model 

equation. 

 

Sacrifice and necropsy 

At the end of the GFR measurement, rabbits were deeply anesthetized with an overdose of 

sodium pentobarbital (70 mg/kg iv). Blood was removed by cardiac puncture and placed in 

EDTA-coated tubes. After a centrifugation at 1250 x g for 10 min, plasma was aliquoted and 

stored at -80°C. Urine was obtained via a direct bladder puncture and stored at -20°C. Kidneys 

were removed, weighed and stored in buffered formalin 10% (w/v) for histological 

examination. 

 

Isolation of lipoproteins from the plasma 

Lipoproteins were separated from plasma by stepwise potassium bromide (KBr) density 

gradient ultracentrifugation as described by Havel et al.39 For the isolation of total lipoproteins, 

a single ultracentrifugation was performed at 54,000 × g for 6 h 30 min at 4°C after an 

adjustment of plasma density to 1.21 g.mL-1 with KBr. For platelet aggregation and copper-

induced HDL oxidation, lipoproteins were extensively dialyzed against phosphate-buffered 

saline (PBS) with 1mM EDTA for 3 h, twice at room temperature and then overnight at 4°C. A 

last dialysis without EDTA was performed just before the platelet aggregation and copper-

induced oxidation. 

 

Biochemistry 



Serum creatinine, urea and lipids were assayed using standard laboratory methods. 

Malondialdehyde (MDA) levels were measured using HPLC-UV as described by Grotto et al.40 

Antioxidant activity (AOA) of the plasma was measured as described by Koracevic et al.41 

Proteinuria was measured using the Bradford protein assay (BioRad, Marne-la-Coquette, 

France) using bovine serum albumin (BSA) as a standard. 

 

Lipoprotein assays 

MDA concentration in HDL was determined by HPLC according to the method described by 

Therasse and Lemonnier.42 Anti-4-hydroxy-nonenal (HNE)-Michael adduct (ref 393207) and 

anti-4-hydroxy-2-hexenal (HHE)-Michael adduct (ref NOF-N213730-EX) antibodies were 

obtained from Calbiochem (San Diego, CA, USA) and Cosmobio (Tokyo, Japan), respectively. 

Fifty micrograms of HDL were loaded directly on to a nitrocellulose membrane using the Bio-

Dot apparatus (BioRad, Marne-la-Coquette, France). Following saturation with 5% BSA, 

membranes were probed overnight with primary antibodies; anti-HHE-Michael adducts, or 

anti-HNE-Michael adducts. After incubation with HRP-coupled secondary antibodies, 

membranes were processed for chemiluminescence (ECL plus, GE Healthcare, Chicago, IL, 

USA) and quantitated by densitometry using Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA). 8-

isoprostane was measured using an immunoassay (Bertin Pharma, Montigny Le Bretonneux, 

France). 4-HNE was added to HDL solutions to final concentrations of 1, 10, 50 or 100μM. 

After a 16 h (overnight) incubation at 37°C in a water bath, HDL were dialyzed three times 

against PBS to remove the free fraction of 4-HNE. 

 

Platelet aggregation, activation and intra-cellular pathways assays 

Blood was collected at the regional blood center from healthy volunteers who had not ingested 

any aspirin or other non-steroidal anti-inflammatory drug in the previous 10 days. Platelets were 



prepared for the assays as described by Lagarde et al.43 Platelet function test was carried out 

according to the Born turbidimetric method.44 Platelet aggregation was measured in isolated 

platelets in a dual-channel aggregometer (Chrono-log; Coulter, Margency, France). Platelet 

suspensions were pre-incubated for 5 min at 37°C in the presence or absence of lipoproteins 

(0.025 mg of protein/mL for rabbit, 0.050 mg/mL for human) and stimulated with threshold 

concentrations of collagen (75 ± 9 ng/ml) while being continuously stirred at 1,000 rpm. The 

threshold concentration of collagen was defined as the concentration of collagen that induced a 

50% increase in light transmission. The extent of platelet aggregation was expressed in terms 

of percentage of change in light transmission 4 min after the addition of collagen. Blocking of 

CD36 or SRB1 receptor was achieved by the pre-incubation with 10 μL of an anti-CD36 (Ab-

CD36) or anti-SRB1 (Ab-SRB1) antibodies (dilution 1:500, Abcam, Paris, France) for 10 min 

at 37°C before the incubation with HDL. Blocking of SRC-kinases was achieved by the pre-

incubation with Naphtyl PP1 (final concentration 1 μM, Santa Cruz Biothechnologies, Dallas, 

TE, USA) for 10 min at 37°C before the incubation with HDL. Aggregation values from 

lipoprotein assays were expressed as a percentage of the maximum aggregation induced by the 

collagen alone (considered as 100%). Levels of thromboxane B2 (TxB2) was measured using 

an immunoassay expressed as a percentage of the maximum level induced by the collagen alone 

(considered as 100%, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). After pre-incubation with 

HDL and antibodies or pharmacological inhibitor, platelets were activated with collagen then 

fixed in paraformaldehyde 5% and stained with anti-CD62/P-Selectin (Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, CA, USA) according to the manufacturer protocol and analyzed by flow 

cytometry.45  

 

Copper-induced HDL oxidation  



Aliquots of freshly dialyzed HDL (50 μg protein) were oxidized in the presence of 2.5 μM of 

CuSO4 within the day following the last dialysis. The oxidation was monitored by measuring 

the formation of conjugated dienes at 234 nm.47  

 

Mass spectrometry 

Samples were reduced, alkylated and digested with trypsin at 37°C overnight. They were 

desalted with spin column C18, dried and then analyzed in triplicate using an Ultimate 3000 

nano-RSLC (Thermo Fisher Scientific) coupled on line with a Q-Orbitrap (Q Exactive HF, 

Thermo Fisher Scientific). Briefly, peptides were separated on a C18 nano-column with a linear 

gradient of acetonitrile and analyzed in a Top 20 HCD (Higher Collision Dissociation) data-

dependent mass spectrometry. Data were processed by database searching using SequestHT 

(Thermo Fisher Scientific) with Proteome Discoverer 2.2 software (Thermo Fisher Scientific) 

against a human Swissprot database and quantified with a label free quantitation approach. 

Precursor and fragment mass tolerance were set at 10 ppm and 0.02 Da respectively. Trypsin 

was set as enzyme, and up to 2 missed cleavages were allowed. Oxidation (M), acetylation 

(Protein N-terminus) and HNE (+ 156.115 Da on K or H) were set as variable modification as 

fixed modification. Peptides were filtered with false discovery rate (FDR) at 1%.  

 

 



Statistical analysis 

Data were expressed as median ± interquartile range (IR). All analyses were performed using 

GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad software, La Jolla, CA, USA). Simple comparisons 

were made using Mann-Whitney U-test. Multiple comparisons were made with Kruskal-Wallis 

test and whenever appropriated Dunn’s tests. Differences were considered as significant at the 

P<0.05 level.  

 



Results 

 

General characteristics of the CKD rabbit model  

Rabbits developed a significant renal insufficiency in the CKD group; there was a 

significant difference (P<0.001) in the median GFR between the control group and the CKD 

group (-58%, Table 1). CKD rabbits exhibited increased levels of lipid peroxidation in the 

plasma as evidenced by the 10-fold significant increase in MDA concentration (P<0.001, Table 

1). Median antioxidant activity of the plasma was significantly (P<0.05) lower in the CKD 

group compared with control (-15%, Table 1). Histological examination found a diffuse fibrosis 

in the parenchyma in the CKD group as well as a glomerulomegaly (Supplementary Figure 

1).  

 

HDL oxidation level and oxidizability in CKD rabbits 

HDL from CKD rabbits had significantly higher levels of HNE-Michael adducts on 

proteins (p<0.05, Figure 1A). By contrast, HHE-adducts on proteins were not significantly 

higher in the HDL of the CKD group (Figure 1A). MDA concentration was significantly higher 

in the HDL of the CKD group (Figure 1B) while the 8-isoprostane concentration was not 

significantly different (Figure 1C). Despite a non-significant difference in the concentration of 

tocopherols (Figure 1D), HDL lipids from CKD rabbits were more prone to oxidize than HDL 

from control animals; there was a significant difference from 70 min until the end of the 

experiment (p<0.05, Figure 1E).  

 

Platelet aggregation induced by HDL from rabbits 

When human platelets were incubated with HDL from the CKD group, the median 

aggregation was 75% as compared to collagen alone; when incubated with HDL from the 



control group it was 30% (p<0.05 as compared to when incubated with HDL from the CKD 

group, Figure 2A). As HNE-adducts were increased in CKD HDL, we incubated control rabbit 

HDL with 100μM HNE; median platelet aggregation in the presence of HNE-modified HDL 

was 85% (Figure 2A, p<0.05 as compared to when incubated with HDL from the control 

group). Pre-incubation of platelets with an anti-CD36 antibody restored the antiaggregant effect 

of the HDL from CKD rabbits and HNE-modified HDL (median: 25 and 22%, respectively, 

Figure 2A, C). Pre-incubation of platelets with Ab-CD36 did not change significantly the 

aggregation induced by collagen (median: 95% vs. 100%, NS). 

To investigate the effect of total lipoprotein (HDL, LDL, and triglyceride-rich 

lipoproteins; LPP) of CKD animals, platelets were incubated with a lipoprotein mix resulting 

from a single ultracentrifugation. The median aggregation in the CKD LPP group was 98% vs. 

21% in the control group (p<0.05, Figure 2B). Platelet aggregation in the presence of HNE-

modified LPP was 99% (p<0.05 compared to control LPP group). Pre-incubation of platelets 

with an anti-CD36 antibody restored the antiaggregant effect of the LPP from CKD rabbits and 

HNE-modified LPP (median: 23 and 11%, respectively, Figure 2B).  HNE-adduct levels in 

HNE-HDL and LPP were higher than in control using an immuno-blot (Figure 2D). 

 

Carbonylation of HDL from HD patients  

Nine controls were compared to 9 non-diabetic HD, the main characteristics of whom are 

presented in Supplementary Table 1. HD patients had significantly lower total cholesterol, 

LDL-cholesterol, and HDL cholesterol than the controls (p<0.05). There was a higher level of 

HNE-adducts in HDL from HD patients than in controls (Figure 3A). To map sites on proteins 

susceptible to carbonylation, HDL from control and HD patients were digested with trypsin; 

digested peptides were separated by liquid chromatography (LC), and peptides were analyzed 

for carbonylation with tandem mass spectrometry (MS/MS). We then expressed a ratio of 



amount of the 4-hydroxy-2-nonenal into the HD patient sample versus the mean amount of 

control patients.  An higher ratio (>1) of 4-HNE Michael adduct was detected onto 48 amino-

acids (Lysine or Histidine) from 8 constitutive proteins of HDL from HD patients (Table 3). 

The majority was located onto apolipoprotein A1 and concerned various important functional 

sites of the protein (Figure 3B). Lys 250, located in the C terminal part of apolipoprotein A1, 

was the most frequently modified site in HD patients (5.3-fold increase compared to controls, 

p<0.01, Figure 3C).  

 

In silico modelling of 4-HNE adduction onto apolipoprotein A1 

In order to gain insights into the accessibility of histidine and lysine residues of apolipoprotein 

A1, a molecular modeling study was achieved with the lipid-free structure of the truncated 

protein (Figure 4A). Histidine and lysine residues mentioned in the primary sequence of 

amino-acids namely K83, K130, H179, H186, H216, H223, K226, K250 and K262 were 

examined and were found to be readily accessible and susceptible to react with 4-HNE (not 

available for H20, K47 and K64 residues in the truncated protein). Therefore, the modification 

of these residues may occur in a random event on free apolipoprotein A1. Careful examination 

of the model of HDL proposed by Wu et al (Figure 4B)49 led to the following observations: 

some histidine and lysine residues are not involved in interactions with lipids and are located 

at the extern part of HDL. These residues which can react with 4-HNE may not affect the 

binding of apolipoprotein A-I with lipids but with other proteins involved in HDL metabolism 

(see Figure 3B, residues K47, K83, H216, K250 and K262); in contrary, some histidine and 

lysine residues (residues K64, K130, H179, H186 and H223) interact tightly with lipids in the 

internal side of the complex. In this case, it can be proposed that these modifications may alter 

the ability of apolipoprotein A-I to bind lipids. Overall, this molecular modeling study shows 

that the reaction of lysine and histidine residues leading to structural modifications may occur 



randomly but may be critical for lipids and protein binding depending on the residue which is 

modified. 

 

Platelet activation and aggregation phenotype of HDL from HD and PD patients and effects of 

carbonylation 

As HD procedure per se can lead to an enhanced oxidative and carbonylated stress, we 

included PD patients to avoid any effects resulting from bio-incompatibility of HD devices. 

Fifteen healthy controls were compared to 25 non-diabetic HD and 20 PD patients, the main 

characteristics of whom are presented in Table 2. HD patients had significantly lower total 

cholesterol, LDL-cholesterol, and HDL cholesterol than the controls (p<0.05). Platelet 

activation was measured with the production of thromboxane B2 and expressed as a percentage 

of the amount found in platelet activated with collagen. When human platelets were incubated 

with HDL from the HD group, the median activation was 147% as compared to collagen alone; 

when incubated with HDL from the control group it was 75% (p<0.05 as compared to when 

incubated with HDL from the HD group, Figure 5A). When human platelets were incubated 

with HDL from the PD group, the median activation was 221% as compared to collagen alone 

(p<0.05 as compared to when incubated with HDL from the control group, p=NS as compared 

to when incubated with HDL from the HD group, Figure 5A). As HNE-adducts were increased 

in HD HDL, we incubated 5 healthy donors HDL with 100μM HNE; median platelet activation 

in the presence of HNE-modified HDL was 123% as compared to collagen alone; when 

incubated with HDL from the control group it was 29%  (Figure 5B, p<0.05 as compared to 

when incubated with HDL from the healthy donor group).  

 

As we performed aggregation assays in rabbits, we chose 9 control and 9 HD patients 

(characteristics in Supplementary Table 1) and performed platelet aggregation assays. When 



human platelets were incubated with HDL from the HD group, the median aggregation was 

50% as compared to collagen alone; when incubated with HDL from the control group it was 

19% (p<0.05 as compared to when incubated with HDL from the HD group, Figure 5C). We 

found a correlation between percentage of activation with TxB2 assay and percentage of 

aggregation (r2=0.3894, p<0.05, Supplementary Figure 2). As HNE adducts were increased 

in HD HDL, we incubated healthy donors HDL with 100μM HNE; median platelet aggregation 

in the presence of HNE-modified HDL was 170% (Figure 5C, p<0.05 as compared to when 

incubated with HDL from the control group).  

As there was an interindividual variability of platelet response to HD-HDL, we tested 

several concentrations of HNE for the modification of control HDL from healthy donors (1, 10, 

50, and 100 μM). A threshold effect was found as only the 100 μM solution of HNE led to a 

significant alteration of the anti-aggregant properties of HDL (median: 5% at 100 μM vs. 98, 

99, and 99% at 1, 10, and 50 μM, respectively, p<0.05, Figure 5D). Immunoblotting found a 

dose-dependent increase of HNE-adducts in HDL incubated with 4-HNE (1-100 μM; 

Supplementary Figure 3). 

 

Activation is mediated by the phosphorylation of JNK through a CD36 and SRC kinases 

pathway. 

To get an insight  in the potential pathways involved in the effects described herein, the 

effect of CD36, SRB1 blockade and SRC kinase pharmacologic inhibitor were tested. Pre-

incubation of platelets with an anti-CD36 antibody significantly decreased their activation 

measured by TxB2 levels when incubated with HDL from control, HD, PD and HNE-modified 

HDL (median: 39%, 41%, 22% and 49% respectively, p<0.05, as compared to when incubated 

without the antibody, Figure 6A). P-selectin expression was also lowered by the pre-incubation 

of platelets with an anti-CD36 antibody for HDL from control, HD, PD and HNE-modified 



HDL (median: -43%, -30%, -42% and -27% respectively, p<0.05, as compared to when 

incubated without the antibody, Figure 6B). Pre-incubation of platelets with an anti-CD36 

antibody restored the antiaggregant effect of the HDL from HNE-modified HDL (median: 12%, 

p<0.05, as compared to when incubated without the antibody, Supplementary Figure 4). Pre-

incubation of platelets with Ab-CD36 did not change significantly the aggregation induced by 

collagen (median: 107% vs. 100%, NS, Supplementary Figure 4).  

 

Pre-incubation of platelets with an anti-SRB1 antibody significantly increased their 

activation measured by TxB2 levels when incubated with HDL from control, HD, PD and HNE-

modified HDL (median: 385%, 178%, 288% and 758% respectively, p<0.05, as compared to 

when incubated without the antibody Figure 6A). P-selectin expression was also increased by 

the pre-incubation of platelets with an anti-SRB1 antibody for HDL from control, HD, PD and 

HNE-modified HDL (median: +35%, +93%, +54% and +88% respectively , p<0.05, as 

compared to when incubated without the antibody, Figure 6B). 

 

Pre-incubation of platelets with Naphtyl PP1, a potent pharmacological inhibitor of 

SRC-kinases, decreased their activation measured by TxB2 levels when incubated with HDL 

from control, HD, PD and HNE-modified HDL (median: 22%, 46%, 24% and 22% 

respectively, p<0.05, as compared to when incubated without the inhibitor Figure 6A). P-

selectin expression was also decreased by the pre-incubation of platelets with Naphtyl PP1 for 

HDL from control, HD, PD and HNE-modified HDL (median: -48%, -48%, -53% and -14% 

respectively, p<0.05, as compared to when incubated without the inhibitor, Figure 6B). 

 

We confirmed that intra-platelet phosphorylation of JNK was reduced by CD36 and 

SRC Kinases blocking while SRB1 blocking increased its phosphorylation (data not shown). 



 

Discussion 

 

The present study confirms that HDL isolated from patients with CKD exhibits impaired 

biological functions that may participate in the onset of cardiovascular disease in this 

population. The work emphasizes the effect of carbonylation from long-chain n-6 fatty acids 

(4-HNE adducts) on the antiaggregative properties of HDL. This adduction onto the protein 

component of the HDL particle was responsible for a deep and significant alteration of the 

antiaggregant properties of HDL in CKD. Combined with all the others impaired functions of 

HDL, this can be a potent contributor to the increased cardiovascular morbidity and mortality 

in CKD3 and the failure of statins in HD patients.27,28 Moreover, a significant part of this 

pathological phenotype was mediated by a CD-36 dependent pathway as its blockade restored 

normal anti-aggregant properties. Furthermore, CKD per se was responsible for a large part of 

this carbonylation as these adducts were obtained in a rabbit CKD model without other 

cardiovascular risk factors. 

 

The rabbit model is of interest for cardiovascular research (e.g. atherosclerosis, lipid 

metabolism) since these animals have a lipoprotein metabolism much closer to humans than 

mice or rats due to the expression of the cholesterylester transfer protein (CETP) gene. The 

CKD rabbits, despite having a lower body weight, developed a metabolic disturbance as their 

plasma cholesterol and glucose levels were significantly higher. The median measured GFR 

reduction in CKD animals corresponded approximately to stage 3 CKD in humans, and results 

of oxidative stress assays (MDA and AOA) were consistent with values observed in a human 

CKD population,5  which  supports the appropriateness of the model. However, a natural history 

of 3-weeks is unlikely to lead to the same modifications as several years of interaction between 



cardiovascular risk factors and uremia in humans. Nevertheless, we found an increase in 4-HNE 

adducts and the impaired antiaggregant properties of HDL in HD and PD patients, rendering 

the animal findings relevant. 

 

The results of the present study suggest that CKD per se may trigger a strong oxidation 

of HDL particles. Interestingly, 4-HNE adducts were both increased in the HDL of CKD rabbits 

and HD and PD patients. This can be due to a loss of antioxidant capacity of HDL particles in 

CKD as HDL from CKD rabbits were more sensitive to copper-induced oxidation. This is in 

accordance with data from Holzer et al. who reported in PD and HD patients a profound 

modification of HDL structure in particular a lower concentration of paraoxonase.24 Moreover, 

the short natural history of CKD in the model used herein suggests that these modifications 

occur during the early stages of the disease. These results are consistent with that reported by 

Shroff et al.25 and Kaseda et al.50 in pediatric CKD patients, who can be considered as close to 

the model used because of a short natural history of CKD and a lower number of CKD-

associated comorbidities.  

 

The results regarding platelet activation and aggregation are consistent with the altered 

properties of HDL in CKD; we observed a significant increase in the activation of platelets 

incubated with HDL from HD and PD patients and a 2-fold reduction in anti-aggregation with 

HDL from HD patients and CKD rabbits suggesting a blunted anti-thrombotic profile of uremic 

HDL. To exclude that the blunted anti-aggregant properties in HD patients did not only result 

from HD procedure per se, we confirmed this profile in PD patients. This strengthened the role 

of CKD and especially ESRD in the pathological properties of HDL.  This is consistent with 

the increase in the incidence of thrombotic events in CKD, especially in HD patients27,28,51,52 and 

with a higher platelet reactivity in CKD.53-56 The pathophysiological pathways of the platelet 



aggregation profile in CKD has only been studied for LDL; Holy et al. found a pro-aggregant 

profile of LDL in CKD that was mostly explained by carbamoylation of these proteins.31 

Moreover, this study highlighted the role of the LOX-1 receptor in the onset of this profile; a 

receptor mainly involved in LDL-mediated pathophysiological pathways. The pro-agreggant 

profile of oxidized LDL has been described by Chen et al. to be mediated by CD-3632 and this 

receptor is also known to bind heavily modified-HDL.57,58 The results of the present study 

suggest a strong implication in the blunted anti-aggregant profile of CD-36-mediated pathway 

as its blocking restored the antiaggregant properties of CKD and HNE-modified HDLs. 

Furthermore, this study suggests the involvment of SRC-kinases mediated pathways in the 

platelet activation process in response with CKD and HNE-modified HDLs as the use of a 

specific pharmacological inhibitor (Naphtyl PP1) also restored the antiaggregant properties of 

these HDLs. Finally, we confirmed that the binding of HDL onto the CD36 receptor resulted in 

a significant increase in JNK phosphorylation as demonstrated by Chen et al for oxidized 

LDL.32 Schematic summary of these pathways is summed up in Figure 7. 

The study also suggests that there is a threshold effect of 4-HNE adduction on 

aggregative properties of HDL as the incubation of control HDL with 4-HNE in concentrations 

lower than 100μM did not modify the anti-aggregant profile of HDL. This could be explained 

by the multiple receptors that are involved in the aggregant properties of HDL. Indeed, native 

and mild oxidized HDL binds ApoER2 and SR-B1 scavenger receptor, inducing an intracellular 

down regulation of platelet activation pathways. Conversely, heavily oxidized HDL binds CD-

36 and platelet activation is upregulated.57,59 Thus, we can hypothesize that the adduction 

induced by the incubation with 4-HNE at a concentration lower than 100μM caused light or 

mild modifications of the protein component of HDL insufficient to bind CD-36. 4-HNE 

adducts to the protein component of HDL particles were associated with pro-aggregative 

properties of HDL. Interestingly, mass spectrometry assay specifically identified such 4-HNE 



adducts on lysines and histidines from 8 constitutive proteins of HDL and especially onto 

Apolipoprotein A1 of HD patients. This apolipoprotein is widely responsible for the 

antiaggregant properties of HDL33 and several modifications were located onto key parts of the 

protein for cholesterol efflux, platelet aggregation and lipid binding.  

To conclude, we describe herein for the first time the impaired anti-aggregant properties 

of HDL in CKD. To improve cardiovascular outcomes in CKD, future studies need to focus on 

HDL quality as well as quantity.  
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Figure legends
 

Figure 1. HNE-adducts were increased in HDL from CKD rabbits (A) as well as MDA 

concentration (B). No difference was observed concerning 8-isoprostane (C) and tocopherols 

(D) concentrations. HDL from CKD rabbits were more prone to oxidation after a copper-

induced oxidation (E) as described in concise methods section. n=8 and 9, CKD and control 

respectively, p<0.05. Mann-Whitney test, p< 0.05 was considered as significant. Data are 

expressed as median and interquartile range. 

 

Figure 2. CKD is responsible for impaired anti-aggregant properties of HDL in rabbits. CKD 

HDL exhibited blunted anti-aggregative properties compared to control HDL (A). Control HDL 

modified by an incubation overnight with HNE (HNE HDL) solution exhibited similar blunted 

properties to CKD HDL compared to Control HDL (A). Pre-incubation with anti-CD36 

antibody restored to CKD and HNE HDL anti-aggregant properties like Control HDL (A). 

Typical aggregation curves obtained with collagen, control HDL and CKD HDL. Collagen 

aggregation level is considered as 100% (B). Same results were observed with a lipoprotein 

mix containing triglyceride-rich lipoproteins (VLDL and chylomicrons), LDL and HDL (LPP) 

from Control and CKD rabbits. CKD LPP exhibited blunted anti-aggregative properties 

compared to Control LPP. Control LPP modified by an incubation overnight with HNE solution 

(HNE LPP) exhibited similar properties to CKD LPP (C). Pre-incubation with anti-CD36 

antibody restored to CKD and HNE LPP anti-aggregant properties like Control LPP (C).  HNE 

HDL had increased level of HNE-adducts compared to control HDL (D). * n=8 and 9, CKD 

and control respectively, p<0.05. Mann-Whitney test, p<0.05 was considered as significant. 

Data are expressed as median and interquartile range. 

 



 



Figure 3. 4-HNE adducts are increased in HDL from hemodialysis (HD) patients compared to 

controls. Immunoblotting (dot blot) of 4-hydroxy-nonenal (4-HNE) Michael adducts were 

performed as described in concise methods section (A). Identification of increased 4-HNE 

Michael adduct on lysine and histidine residues of HDL from HD patients by liquid 

chromatography—mass spectrometry/mass spectrometry assay (LC-MS/MS). HDL were 

reduced, alkylated and digested with trypsin. Sequence of Apolipoprotein A1 (accession 

number: P02647-1) indicating the position of the adducts (bold characters) and the sequences 

of interest (highlighted and framed, B). Typical MS/MS spectra from unmodified peptide 

(upper spectrum) and modified peptide (lower spectrum). The abundance of 4-HNE adduct of 

Lys 250 in HD HDL was 5.3-fold higher than in controls (p<0.01, C). n=9 and 9, HD and 

control HDL respectively, Mann-Whitney test, * p<0.05, data are expressed as median and 

interquartile range.  

 

Figure 4. Structure of truncated human apolipoprotein A-I (pdb code 1av1). Four molecules 

are associated with their hydrophobic faces to form an antiparallel four-helix bundle. Lysine 

and histidine residues possibly modified by 4-HNE are colored in cyan with CPK representation 

(A). Model of HDL: Phospholipids (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 

POPC) are colored in yellow and cholesterol in magenta. Lysine and histidine residues possibly 

modified by 4-HNE are colored in cyan with CPK representation (pdb code 3k2s, B). 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figure 5. HDL from peritoneal (PD) and hemodialysis (HD) patients exhibited impaired anti-

aggregant properties. Regarding levels of Thromboxane B2 (TxB2), HD and PD HDL triggered 

over-activation of platelets compared to control HDL (n=15 for control, n=25 for HD group 

and n=20 for PD group, A). Same observations were found for healthy volunteers HDL 

modified by an incubation overnight with HNE (HNE HDL, n=5 for each group, B). HD, PD 

and HNE HDL exhibited blunted anti-aggregant properties compared to control HDL (n=9 for 

control and HD groups, n=5 for HNE group). We found a threshold effect of HNE modification 

on HDL as only a 100μM solution of HNE permitted to significantly alter the anti-aggregant 

properties of control HDL (n=4 for each group, D).  *p<0.05, Mann-Whitney test and Kruskal-

Wallis test (D), data are expressed as median and interquartile range. 

 

Figure 6. The impaired anti-aggregant properties of HDL in peritoneal (PD), hemodialysis 

(HD) and from healthy volunteers HDL modified by an incubation overnight with HNE (HNE 

HDL) is mediated by CD36 binding and SRC kinases-mediated pathways. Regarding levels of 

Thromboxane B2 (TxB2), the pre-incubation of platelets with an antibody against CD36 

receptor (Ab anti-CD36) significantly lowered the activation of platelets exposed with control 

(CTL), HD, PD and HNE compared without the antibody (A). The pre-incubation of platelets 

with an antibody against SRB1 receptor (Ab anti-SRB1) significantly increased the activation 

of platelets exposed with CTL, PD and HNE compared without the antibody (A). The pre-

incubation of platelets with a pharmacological inhibitor of SRC kinases (Naphtyl PP1) 

significantly lowered the activation of platelets exposed with CTL, HD, PD and HNE compared 

without the inhibitor (A). In a fluorescent activated cell sorting assay, activation of platelets 

were determined with the P-selectin expression. The pre-incubation of platelets with Ab anti-

CD36 and Naphtyl PP1 significantly decreased the activation of platelets exposed with CTL, 



HD, PD and HNE HDL compared to the samples without the antibody/inhibitor (B). The pre-

incubation of platelets with Ab anti-SRB1 significantly increased the activation of platelets 

exposed with CTL, HD, PD and HNE HDL compared to the samples without the 

antibody/inhibitor (B). n=5 for each group. Mann-Whitney test, *p<0.05 compared to Control 

HDL without blocker; $p<0.05 compared to HD HDL without blocker; †p<0.05 compared to 

PD HDL without blocker; ◊p<0.05 compared to HNE HDL without blocker. Without blocker: 

without either Ab anti-CD36, anti-SRB1 or Naphtyl PP1.  

 

Figure 7. HDL from chronic kidney disease patients and rabbit exhibited blunted anti-

aggregant properties by the binding onto CD36 receptor. Carbonylation by 4-hydoxy-2-nonenal 

(4-HNE) of proteins form HDL was found to be part of this pathological behavior. Activation 

of the platelet in response of this binding was through a SRC-kinases mediated pathway. SRC 

kinase activation resulted with an increase of Jun-Kinase phosphorylation (pJNK). Native HDL 

apolipoprotein A1 binds SRB1 and inhibits platelet activation.  
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8. Protéome des patients hémodialysés non-diabétiques : 

Proteomic characterization of high-density lipoprotein particles from non-

diabetic hemodialysis patients 

Nans Florens, Catherine Calzada, Fréderic Delolme, Adeline Page, Fitsum Guebre-Egziabher, Laurent 

Juillard, Christophe O. Soulage 

Toxins 2019, 11(11), 671.  

Special issue on Uremia and Metabolic Complications of Chronic Kidney Disease 

 

La quatrième partie de ce travail est la description du protéome des HDL des patients 

hémodialysés non-diabétiques. Outre la modification qualitative des protéines par les 

modifications post-traductionnelles, un certain nombre de travaux se sont intéressés à la 

composition des HDL per se. Ces travaux ont pu mettre en évidence une modification 

importante du protéome des HDL chez les patients hémodialysés. Les principale limite de ces 

travaux est l’hétérogénéité des patients étudiés en terme de co-morbidités. Dans la continuité 

de nos travaux, il nous semblait intéressant d’explorer le protéome des patients non-diabétiques 

car cette pathologie est déjà elle-même associée à un remodelage important des HDL.65-67  

Premièrement, nous avons mis en évidence un grand nombre de protéines (plus de 500) 

composant le protéome des HDL. La spectrométrie de masse étant une technique très sensible, 

le risque d’une contamination plasmatique des HDL malgré leur purification par 

ultracentrifugation n’était pas exclue. Ainsi, nous avons donc affiné l’étude du protéome aux 

seules protéines présentes dans au moins 60% des patients (HD ou contrôles). L’analyse a donc 

été réduite à 326 protéines dont 171 étaient présentes dans tous les échantillons. Une vingtaine 

de protéines étaient sur- ou sous-représentées dans les HDL des patients en hémodialyse avec 

dans les protéines en abondance, la béta-2-microglobuline (B2M), la protéine AMBP, le 

Complement Factor D (CFD) et la Pulmonary surfactant-associated protein B (SFTPB). Ces 



protéines ont déjà été mises en évidence dans des études protéomiques pour certaines (B2M, 

SFTPB, AMPB), d’autres sont bien documentées comme ayant des rôles délétères chez le 

patient dialysé (B2M8,68, CFD8). 

Nous avons d’autre part mis en évidence une certaine corrélation entre la quantité de 

B2M et de SFTPB avec la quantité de paraoxonase-1, une enzyme importante pour les 

propriétés anti-oxydantes des HDL. Il s’agit potentiellement ici d’une des explications de la 

toxicité potentielle de la B2M dans l’IRC : dans les HDL, sa présence semble négativement 

impacter la quantité de cette enzyme clé. Concernant la SFTPB, cette protéine ne semble pas 

exercer per se de toxicité au niveau rénal mais sa concentration semble être relié au débit de 

filtration glomérulaire d’une part69 et à l’exposition à la fumée de tabac d’autre part70. Comme 

sa concentration est négativement corrélée à celle de PON-1, cela pourrait être une des 

nombreuses voies de toxicité de l’exposition à la fumée de cigarette. 

Cette étude renforce l’idée d’un remodelage important de la composition protéique des 

HDL dans l’insuffisance rénale terminale. Cette modification influence très probablement les 

propriétés biologiques des HDL et participe à leur dysfonction chez les patients dialysés. 

 





















 
 



9. Adductome des HDL de patients non-diabétiques hémodialysés : 

Is glycation of proteins only a diabetes mellitus related problem? 

Nans Florens, Catherine Calzada, Fréderic Delolme, Adeline Page, Fitsum Guebre-Egziabher, Laurent 

Juillard, Christophe O. Soulage 

Manuscrit soumis dans Journal of American Society of Nephrology. 

 

La cinquième partie de ce travail est consacré à la description d’un catalogue de 

modifications post-traductionnelles présentent sur les HDL de patients hémodialysés que nous 

appellerons « adductome ». Notre travail a pu mettre en évidence le rôle central de la 

carbonylation par le 4-HNE dans la perturbation des propriétés biologiques de HDL de patients 

hémodialysés. Cependant, il existe d’autres modifications pouvant aussi fortement impacter les 

propriétés biologiques de ces protéines. Nous avons donc choisi de regarder la présence et 

l’abondance de 7 modifications post-traductionnelles (Figure 12) : 

- La glycation via la formation de carboxy-methyl-lysine (CML) 

- La carbamoylation 

- La carbonlyation par le 4-HNE 

- La guanidinylation des lysines (homoarginine) 

- La nitration 

- La nitrosylation 

- La chlorination  

Chacune de ces modifications correspond à un excès de masse attendu sur les acides aminés. 

Ceux-ci étaient donc rentrés dans le logiciel d’analyse et nous avons pu décrire précisément 

l’adductome des HDL concernant cette sélection de modifications post-traductionnelles.  



 
Figure 12 – Récapitulatif des différentes modifications post-traductionnelles recherchés 

par l’analyse en spectrométrie de masse. 

 
 

Dans cette partie du travail, nous avons mis en évidence une grande diversité d’adduits 

présents sur une partie des protéines constituant le protéome des HDL. En effet, 14% des 

protéines totales retrouvées dans les échantillons présentaient au moins un adduit sus-cité. Cela 

représentait 74 protéines dont le détail des adduits est présenté dans la Table 2 ci-après. La 

première modification post-traductionnelle en terme de fréquence (adduits rapportés au nombre 

d’acide-aminé constituant la protéine) était le produit de la glycation : la carboxy-méthyl-lysine 

(CML). La deuxième modification était non pas la carbamylation mais la guanidinylation. La 

carbamylation n’arrivait qu’en troisième position (voir Figure 1 de l’article). Le pourcentage 

de chaque modification par protéines est présenté dans la Figure 13.  En regardant sur un plan 

quantitatif sur l’Apo A1, nous avons mis en évidence 2 faits : 1) la glycation par le CML restait 

la plus fréquente et 2) la moyenne d’abondance des adduits excédait rarement 1%.  

Cette constatation vis à vis de la carbamoylation reste surprenante sur plusieurs points. 

Le premier est que la glycation par le CML reste la principale modification chez des patients 



non diabétiques. Il est connu que les patients hémodialysés présentent un niveau élevé de 

glycation des protéines plasmatiques, que ce soit l’albumine ou ici les HDL, mais, cet excès de 

glycation est jusqu’ici décrit comme très abondant surtout chez les patients diabètiques. Le 

deuxième point est qu’en terme de fréquence d’adduit, la carbamoylation n’est même pas en 

deuxième position, devancée par la guanidinylation (Figure 13). Cette modification est 

pourtant très peu décrite dans la littérature dans l’insuffisance rénale, hormis pour son rôle sur 

l’albumine dans les perturbations des fonctions de transports des toxines telles que l’indoxyl-

sulfate.42 Le dernier point est que l’abondance de la carbamoylation était la plupart du temps 

corrélée à la glycation par le CML. Ainsi, bien que de nombreuses preuves indiquent que la 

carbamoylation à des effets toxiques, il est légitime de se poser la question si les effets qui lui 

sont reliés dans l’IRC29,30 ne sont pas surtout dus à un excès de glycation. 

 

Figure 13 – Répartition des différentes modifications post traductionnelles parmi 

les 74 protéines adduites 



Le dernier point majeur que soulève ce travail est sur l’origine de cette glycation. En 

effet, il existe potentiellement un rôle majeur de la dégradation de la balance anti/pro-oxydante 

dans l’IRC et que cette dernière entraîne une génération importante de produits de dégradation 

du glucose à partir des sucres endogènes. Cependant, une autre source de ces produits de 

dégradation du glucose potentiellement importante peut être soulevée : les concentrés acides 

composant le bain de dialyse. Le dialysat est formé par un subtil mélange d’un concentré acide 

contenant des concentrations fixes de glucose, potassium, magnésium, calcium et dont le 

tampon acide varie (acétate, acide chlorhydrique, citrate). Ce concentré va être dilué par 

l’apport d’eau ultra-pure et les concentrations de sodium et de bicarbonates vont être ajustées 

par l’apport effectué par le concentré « basique » généralement présenté sous forme de sel de 

bicarbonates de sodium. Le concentré acide contient alors avant dilution une moyenne de 250 

mM soit 50g de glucose par poche (environ 5 litres). La génération spontanée de ces produits 

de dégradation du glucose a été bien étudiée dans les poches de dialyses péritonéales et les 

facteurs qui l’influencent sont le pH de la poche, la température et la durée du stockage.  

Étonnamment, aucune donnée n’est disponible concernant la quantité de ces produits de 

dégradation dans les poches de concentrés acides d’hémodialyse. 

 



 

 

Figure 14 — Heat map des modifications post-traductionnelles des protéines présentant 

des adduits dans les HDL de patients hémodialysés non-diabétiques. 

Les protéines sont classées par ordre décroissant de pourcentage d’adduction en rapport 
avec leur nombre de résidus acides aminés.
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Cardiovascular morbidity and mortality remains a heavy burden for chronic kidney 

disease (CKD) and hemodialysis (HD) patients.1 Interestingly, lowering the low-density 

lipoprotein cholesterol level using statins has failed to reduce the CV risk among hemodialysis 

patients,2 and high-density lipoprotein (HDL) that are well known to be atheroprotective in the 

general population, are reported to have impaired biological properties in HD patients but little 

is known about the underlying mechanism.3 The latter could be explained, at least in part, by 

post-translational modifications (PTM) of proteins that is defined by the adduction onto amino-

acid residues of solutes from oxidative and non-oxidative reactions.4 In CKD, for instance, the 

high level of circulating blood urea exposes patients to an increased risk of carbamoylation. 

This PTM results from the addition of isocyanate to lysine or histidine residues that is generated 

through the spontaneous degradation of urea to cyanate or the transformation of thiocyanate by 

myeloperoxidase,5 and this adduction leads to deep modifications of LDL properties (increased 

generation of foam cells, pro-aggregant behavior).6,7 In HD, the level of carbamoylated albumin 

is correlated with cardiovascular outcomes,8 and is now considered as a surrogate marker of 

cardiovascular (CV) risk among CKD patients, especially the HD population. Nevertheless, 

little is known about PTMs in general, probably owing to technical reasons which have largely 

been overcome with tandem mass spectrometry (MS). 

 

In the present work, we aimed to describe the adductome (i.e. the catalogue of PTM) of 

HDL in non-diabetic hemodialysis patients. We chose non-diabetic HD patients to limit the 

glycation induced by diabetes mellitus per se. HDL was extracted from the plasma of 9 non-

diabetic HD patients and 8 potential kidney donors (controls, See supplementary Table 1) using 

a sequential potassium bromide stepwise density gradient ultracentrifugation. The study was 

approved by the regional review board (CPP Lyon Sud Est IV, reference number L16-57) and 

written informed consent was obtained from all subjects. Samples were analyzed using a nano-
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RSLC coupled to a Q-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fischer, San Jose, CA, USA). 

Proteins were identified using SequestHT with Proteome Discoverer 2.2 software against a 

human Swissprot database and quantified with a label-free quantitation approach. Oxidation, 

acetylation, carboxy-methyl-lysine (CML) resulting from glycation, carbonylation by 4-

hydroxy-2-nonenal (4-HNE), carbamoylation, guanydinilation, chlorination, nitration, and 

nitrosylation were set potential modifications. Protein and peptide label-free quantitation was 

based on pairwise ratios and ANOVA hypothesis test. The mass spectrometry proteomics data 

have been deposited to the ProteomeX change Consortium via the PRIDE partner repository 

with the dataset identifier PXD013301 (DOI: 10.6019/PXD013301; username: 

reviewer26456@ebi.ac.uk; password: oMD4gyDT). See supplementary material for further 

details. 

A total of 522 proteins were identified in HDL from HD patients and controls, among 

which 74 (14%) had covalent adducts. Apolipoprotein A-II and I (ApoA-II and I) were the 

proteins the more prone to adduction (28 and 27% of amino acids, respectively) followed by 

serum albumin (15%), apolipoprotein C-III (9%) and serum amyloid A4 (8%; Figure 1A). 

Surprisingly, the most frequent PTM was glycation, namely formation of CML (26%), followed 

by guanidinylation (17%), carbamoylation (15%), nitration (14%), carbonylation by 4-HNE 

(11%), nitrosylation (9%) and chlorination (8%). Most of the key proteins of HDL metabolism 

were found to be adductable and the most frequent PTM was always glycation (Figure 1B). As 

this analysis was mainly qualitative, we further conducted a quantitative analysis (using Peptide 

Mapping Software; Thermo Scientific) of ApoA-I as it was one of the most extensively 

modified proteins in the samples tested. On ApoA-I, 6 amino acid residues were found to be 

significantly more glycated in HD patients than in controls. The median proportion of glycation 

of such sites was less than 1%. Three amino acid residues were found to be significantly more 

carbamoylated in HD patients than in controls. The median percentage was also about 1% 
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except for lysine K117 which was 4.8%, and none of these were found in control patient 

samples (Figure 1C). 

 

Taken together, these results suggest that formation of CML by glycation is more 

frequent than carbamoylation in HDL from non-diabetic HD patients, but also that the 

proportion of adducted proteins could be regarded as rather low (<1% for ApoA-I) although 

one should keep in mind that tiny structural modifications can strongly impair the biological 

activity of proteins. The results also bring into question the role of carbamoylation in HD 

patients as it was not the main PTM observed in the samples studied; although carbamoylation 

was one of the two most represented in the HD patient samples, and lysine K117 of ApoA-I 

was the most frequently modified by carbamoylation (Figure 1C), more generally glycation was 

more frequent. As these two PTM result mainly from non-enzymatic reactions and concern the 

same amino-acid residues, this could be explained by a competitive effect mostly in favor of 

CML generation in HD patients. Indeed, it is important to note that in the qualitative analysis, 

several PTM could occur on the same amino-acid residue (see supplementary Table 2) but in a 

quantitative approach, only one PTM per amino acid residue was quantified (Figure 1C). 

Interestingly, the CML adducts that were found to be significantly more frequent in patients 

than in controls were all positively correlated with carbamoylation in ApoA-I (Figure 1D); this 

means that for every detected and quantified carbamoylated residue in a protein there were 

probably significant amount of associated glycated ones. Thus, as this glycation is also 

associated with cardiovascular toxicity,9 this could explain an important part of the correlation 

observed between carbamoylation and hard outcomes (death, cardiovascular diseases) in HD 

patients. 

This leads to the question of the origin of such glycation. As is the case for HD, 

peritoneal dialysis requires a dialysate containing glucose. The generation of advanced 
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glycation end-products (AGEs) has been reported with conventional peritoneal dialysis fluids,10 

and this is related to the generation of glucose degradation products (GDP) during heat 

sterilization and/or storage over a long period of time. To the best of our knowledge, there is 

however little data about the generation of GDPs in HD concentrates that contain 250mM 

glucose, while these could be great contributors to the glycation of proteins in non-diabetic HD 

patients.  

 

To conclude, we described herein that glycation is probably the main PTM observed in 

HDL from non-diabetic HD patients. The origin of this excess of glycation needs to be 

investigated; it could be a result of a chemical favorable environment in HD patients but the 

role of GDPs in HD fluids needs to be addressed. 
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Figure 1. A: The 15 most adducted high-density lipoprotein (HDL) proteins from hemodialysis (HD) 

patients. The proportion (%) of amino acids adducted with respect to the total number of amino acids of the 

protein is presented. B: Percentage of post-translational modifications (PTM) in the 15 most adducted 

proteins of HDL from HD patients. The proportion (%) of each modification with respect to the total number 

of amino acids of the protein is presented as a color gradation between green (0%) and red (7%). C: PTM 

onto Apolipoprotein A1 (ApoA-I) quantified by Peptide Mapping tool in Biopharma Finder 3.0 Software 

(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). The median proportion (%) of each post-translational modification 

is presented and compared between HD patients (grey) and controls (white). Boxes represent the interquartile 

range. HDL from HD patients showed 6 amino-acid residues significantly more glycated and 3 amino-acid 

residues carbamoylated. Mann-Whitney U test, *p<0.05 D: correlation matrix of carbamoylated and glycated 

amino-acid residues of ApoA-I. Significant correlations are framed in black (p<0.05; Spearman’s correlation 

test).
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9. Concentration de 4-HHE et 4-HNE dans l’IRC 

The toxic lipid aldehydes 4-hydroxy-2-hexenal (4-HHE) and 4-

hydroxy-2-nonenal (4-HNE) accumulate in adult patients with 

chronic kidney disease 

Christophe O. Soulage, Caroline C. Pelletier, Nans Florens, Sandrine Lemoine, Laurence 

Dubourg, Laurent Juillard, Fitsum Guebre-Egziabher  

Manuscrit en préparation 

La dernière partie de ce travail s’intéresse aux concentrations circulantes des 

aldéhydes issus de la peroxydation des acides gras polyinsaturés n-3 (4-hydroxy-2-

hexenal, 4-HHE) et n-6 (4-HNE) dans la population IRC. Bien que de nombreux 

travaux aient pointé le rôle de ces aldéhydes dans des mécanismes toxiques (cf partie 

4), peu de preuve de leur circulation en quantité importante chez le patient IRC sont 

disponibles. Une étude chez le patient en hémodialyse a montré que ces aldéhydes 

circulaient à plus forte concentration chez le patient indemne de toute insuffisance 

rénale chronique.52 

Cependant, aucune donnée n’est disponible chez le patient IRC non dialysé. 

Dans ce travail, nous avons dosé en spectrométrie de masse couplée à une 

chromatographie en phase gazeuse, les concentrations circulantes des deux aldéhydes 

4-HHE et 4-HNE chez le patient IRC. Le stade d’IRC était validé par une mesure du 

débit de filtration glomérulaire.  

Cette étude confirme que les aldéhydes dosés circulent en plus grande quantité 

chez les patients IRC et notamment dans les stades les plus avancés de la maladie (IV 

et V). Il est à noter que les concentrations de 4-HHE sont plus hétérogènes parmi les 

populations étudiés. Cet aldéhyde est fortement dépendant de l’apport alimentaire en 
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oméga-3 qui peut fortement varier d’un patient à l’autre. Le même constat peut être fait 

avec le 4-HNE et l’apport d’oméga-6 même si les différences semblent être vraiment 

beaucoup plus marquées entre les populations contrôle et IRC de I à III vs IV-V. 

Comme ces aldéhydes sont très réactifs sur les protéines (cf partie 6 et 8), nous 

avons réalisés un immunoblotting sur les protéines plasmatiques totales dans ces 

populations. Les résultats concernant le 4-HHE montrent une quantité d’adduits plus 

importante dans les stades les plus sévères de l’IRC (III à V). Par contre, aucune 

différence n’a été vue sur les adduits de 4-HNE. Cela peut être expliqué d’une part par 

l’hétérogénéité des patients et du faible effectif d’une part et par la plus grande 

spécificité de l’anticorps anti-4-HHE (spécifique des histidines modifiées) par rapport 

à l’anticorps dirigé contre le 4-HNE. En effet, dans notre travail, nous avons mis en 

évidence un certain nombre d’adduits de 4-HNE présents en plus grande quantité chez 

le patient hémodialysé non-diabétique (cf partie 6) mais cela avec une méthode 

beaucoup plus spécifique (spectrométrie de masse).  
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10.Discussion générale 

 

L’insuffisance rénale chronique reste grevée d’une morbi-mortalité cardiovasculaire 

importante malgré l’amélioration continue de la prise en charge et des techniques de 

suppléances rénales.2,74 L’échec de stratégies classiques de réduction du risque cardio-

vasculaire comme la prescription de statines dans l’IRC dialysée5,6,75 nous amène à plusieurs 

constats. Le premier est que cette population présente une gravité sur le plan cardio-vasculaire 

qui rend ces thérapeutiques inefficaces. Deuxièmement, le taux de LDL circulant chez les 

patients en hémodialyse est déjà naturellement bas ce qui grève d’une grande partie l’effet 

protecteur dû à la réduction du LDL cholestérol. Troisièmement, la cible des statines n’étant 

vraisemblablement pas la bonne, il paraît intéressant de s’intéresser  aux lipoprotéines qui ne 

sont pas non affectées par cette prescription, à savoir  les HDL.  

 

Les HDL sont des lipoprotéines protectrices du système cardio-vasculaire 

Ces lipoprotéines sont reconnues comme anti-athérogènes car elles exercent plusieurs 

propriétés biologiques reconnues comme protectrices.76 Toutes ces fonctions ont été décrites 

comme étant altérées dans l’IRC (Figure 14). Les HDL sont responsables d’un efflux de 

cholestérol des macrophages qui est pris en charge par ces lipoprotéines et qui va permettre la 

clairance du cholestérol de la périphérie vers le foie. Ce mécanisme est connu pour être 

important dans l’athéro-protection.59 L’efflux de cholestérol est altéré dans l’IRC comme le 

souligne plusieurs publications.60,61,77-79 Les HDL favorisent également une vasodilatation 

médiée par la sécrétion de NO. Cette propriété est aussi retrouvée comme altérée dans l’IRC.61,80 

La troisième propriété est leur vertu anti-inflammatoire qui est elle aussi altérée dans l’IRC.61,79 

La dernière est l’effet anti-agrégant des HDL qui semble aussi être altérée dans l’IRC (cf partie 

6). Ainsi, l’ensemble des propriétés protectrices des HDL ont été trouvées au moins une fois 
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comme altérées dans la littérature. Cela renforce l’idée d’une implication de ces lipoprotéines 

dans le sur-risque cardio-vasculaire observé dans l’IRC.  Il persiste cependant deux questions : 

1) ces dysfonctions sont-elles des bons marqueurs prédictifs du risque cardio-vasculaire en 

hémodialyse ? 2) quels sont les mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent ces 

dysfonctions ? 

 

Figure 15 – Propriétés des HDL altérées dans l’insuffisance rénale chronique 

 

Peut-on utiliser les HDL comme des marqueurs du risque cardio-vasculaire en IRC ? 

Concernant le premier point, une étude chez l’hémodialysé n’a pas pu mettre en 

évidence de lien entre les niveaux de HDL cholestérol, d’ApoA1 ou C3 et le risque cardio-

vasculaire.81 Parallèlement, une analyse de la capacité d’efflux de cholestérol induit par les HDL 

des patients issue de la cohorte 4D5 n’a pas pu mettre en évidence de relation directe entre cette 

dysfonction et la survenue d’évènements cardio-vasculaires en hémodialyse.82 Cela indique que 

cette propriété bien qu’essentielle n’est pas suffisante pour expliquer un sur-risque cardio-

vasculaire. Cette cohorte était cependant essentiellement composée de diabétiques et n’est pas 

forcément extrapolable à l’ensemble des patients hémodialysés. Il n’existe cependant pas de 
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données concernant l’ensemble des fonctions biologiques des HDL et le risque cardio-

vasculaire mais les quelques données de la littérature restent décevantes. Cependant, les HDL 

peuvent se révéler associées d’une autre manière au risque cardio-vasculaire en hémodialyse. 

Pour cela, il faut s’intéresser aux mécanismes potentiels qui sous-tendent la dysfonction des 

HDL dans cette population. 

 

Les modifications du protéome ou de l’adductome des HDL dans l’IRC contribuent-

elles  à leur dysfonction ? 

D’une part, nous avons mis en évidence dans la partie 7, une modification importante 

du protéome des HDL chez les patients hémodialysés chroniques. Ces modifications ont déjà 

été exploré auparavant dans d’autres travaux.60,83,84 Les HDL sont des lipoprotéines complexes 

dont le protéome contient plusieurs centaines de protéines. Un certain nombre de ces protéines 

sont impliquées dans les grandes fonctions biologiques des HDL mais pour leur vaste majorité, 

leurs rôles précis restent inconnus. On retrouve cependant des toxines urémiques comme la ß2-

microglobuline et le Complement Factor D. Il est ainsi probable qu’elles exercent par là une 

certaine forme de toxicité d’autant plus que, pour certaines, leur concentrations ont été 

négativement corrélées à la présence de protéines fondamentales comme la paraoxonase-1 dont 

la concentration est associée à la survie chez le patient hémodialysé.85,86 D’autre comme la 

SFTPB ne semble pas exercer de toxicité directe mais sont associées à la fonction rénale 

résiduelle chez le patient dialysé et à l’exposition à la cigarette. Dans nos travaux, cette protéine 

était aussi négativement corrélée à la présence de paraoxonase-1, ce qui peut être considéré 

comme une première description de toxicité. Ainsi, les analyses protéomiques apportent un 

grand nombre de données qualitatives sur le protéome des HDL. A une plus large échelle, il 

serait probablement plus intéressant de considérer les corrélations entre la présence de ces 

protéines avec des protéines fondamentales plutôt que la présence per se d’une protéine. En 



201 

effet, le « remplacement » d’une protéine essentielle par une protéine qui au premier abord 

semble inutile dans les fonctions biologiques ici des HDL, pourrait également constituer une 

certaine forme de toxicité.  

 

On peut d’un autre côté expliquer une partie de la dysfonction des HDL par les 

modifications post-traductionnelles qui interviennent sur leurs portions protéiques.  En effet, 

les fractions oxydées des HDL (c’est à dire présentant des adduits de malondialdéhyde sur les 

protéines) sont associées à une surmortalité cardiovasculaire dans une étude de cohorte de 

patients prévalents en hémodialyse.87 Il est cependant impossible de savoir si ces modifications 

sont un indicateur du risque ou en sont bel et bien responsables. De nombreuses constatations 

dans la littérature font état de la toxicité des protéines présentant des modifications post-

traductionnelles. Dans une étude sur les LDL, Holy et al ont démontré que la carbamoylation 

des LDL étaient responsables de propriétés pro-agrégantes et que les LDL issues de patients 

IRC contenant un nombre significatif de résidus de carbamoylation et présentaient des 

propriétés similaires.35 Dans une étude similaire, Speer et al ont démontré que ces fractions 

carbamoylées des LDL entraînaient aussi de la dysfonction endothéliale.88 Les fractions 

carbamoylées du LDL ont aussi été associées à de la dysfonction macrophagique et 

endothéliale.34 D’autres protéines ont aussi révélées des propriétés potentiellement toxiques 

lorsqu’elle présentaient des modifications post-traductionnelles. C’est le cas de l’albumine, 

dont un certain nombre de propriétés sont altérées par les modifications post-traductionnelles 

(capacité de transport de solutés, 89,90 agrégation des globules rouges, 91 pression oncotique92,93). 

Ces modifications vont même influencer l’acuité des techniques de dosage, en effet la 

carbamoylation semble profondément modifier la précision des techniques de dosage classiques 

comme le bleu de bromocrésol92 et même de référence comme l’immunonéphélémétrie.94 Le 

fibrinogène peut quant à lui être carbamoylé et présenter des anomalies de structures 
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tridimensionnelle lors de sa transformation en réseau de fibrine et ainsi exercer des propriétés 

pro-inflammatoires.95 

Ainsi, les HDL peuvent elles aussi logiquement subir des modifications post-

traductionnelles qui vont en altérer les fonctions. La dysfonction endothéliale était remarquée 

avec des HDL issues de patients en IRC terminale80 et expliquée par des taux élevées de 

symétric dimethylarginine (SDMA). L’action des myéloperoxidases et la génération de 3-

chloro-tyrosine sur l’ApoA1 est associée à une perturbation des capacités d’efflux de 

cholestérol médiées par le HDL.38 Dans nos travaux, nous avons pu relier de façon directe la 

carbonylation par le 4-HNE et les propriétés pro-agrégantes des HDL (cf partie 6). Cependant, 

ces adduits n’étaient pas majoritaires lorsque nous avons exploré l’adductome de ces HDL. En 

effet, la glycation représentée par la présence de CML était la première modification dans une 

population expressément choisie comme non-diabétique. En terme de quantité d’adduits, la 

guanidinylation, une modification peu étudiée dans l’IRC, arrivait en deuxième position. La 

carbamoylation était quant à elle troisième suivie par la nitrosylation et la carbonylation par le 

4-HNE (cf partie 8).  

Il n’est cependant pas possible de déterminer laquelle de ces modifications est la plus 

délétère. Il est probablement plus pertinent de considérer le site de modification sur la protéine 

plutôt que sa qualité. En effet, nous avons montré qu’une certaine partie de ces adduits se 

situaient sur des acides aminés appartenant à des portions clés des protéines constituantes des 

HDL (cf partie 6, Figure 3 de l’article). La modélisation in-silico pourrait à l’avenir être une 

aide précieuse dans la prédiction de l’effet des modifications post-traductionnelles. Il y a fort à 

penser qu’une modification post-traductionnelle située dans une portion clé de la protéine aura 

plus d’effet pathologique qu’une autre située dans une portion moins impliquée dans les 

fonctions biologiques de la protéine. Cependant, l’effet de l’addition d’un certain nombre de 

ces modifications sur une même protéine reste inconnu. 
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En effet, il existe de nombreuses preuves dans la littérature de la toxicité des 

modifications post-traductionnelles. La glycation, et notamment les taux circulants de CML, a 

été rapportée comme reliée à la mortalité cardiovasculaire chez le patient dialysé.96 La 

carbamoylation est aussi bien décrite comme associée à des évènements cardio-vasculaires et à 

de la mortalité en hémodialyse.30,36 La guanidinylation, bien que peu étudiée, a également été 

reliée à une altération des propriétés biologiques de l’albumine. La carbonylation par le 4-HNE 

est, dans ce manuscrit, aussi reliée à de la toxicité cardio-vasculaire potentielle. Il est donc 

indéniable que ces modifications jouent un rôle important dans le sur-risque cardio-vasculaire 

chez nos patients hémodialysés. Cependant, aucune étude n’a, à ce jour, étudiée l’effet conjoint 

de ces modifications. Il est donc impossible de prédire l’impact isolée d’une modification par 

rapport à une autre car ces modifications sont souvent liées entre elles comme nous l’avons 

montré dans la partie 8 de ce travail. En effet, en terme qualitatif, il existe une grande variété 

d’adduits sur les HDL de patients hémodialysés. De façon surprenante, les adduits les plus 

fréquents dans une population pourtant non-diabétique étaient issus de la glycation (CML). 

Ainsi, la carbamoylation n’était pas, en terme qualitatif, la modification la plus fréquente, 

derrière la glycation par le CML et la guanidinylation. D’un point de vue quantitatif, le 

pourcentage de modifications n’excédait pas, en médiane, 1% dans la plupart des cas ; ce qui 

indique que les effets toxiques des modifications post-traductionnelles, s’exercent à de très 

faible taux de modifications. Encore une fois, la glycation était la plus fréquente et, elle était 

significativement associée à la carbamoylation. Ainsi, il existe un possible effet synergique de 

ces deux modifications in-vivo. Il est aussi intéressant de noter que, bien qu’elles soient 

possibles sur le même acide aminé dans l’analyse qualitative, ces deux modifications n’étaient 

pas retrouvées sur les mêmes acides aminés dans l’analyse quantitative. 

Ces résultats interrogent aussi beaucoup sur l’origine de cet excès de glycation. D’une 

part, il peut s’agir d’un environnement favorable à la génération de produits de dégradation du 
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glucose chez le patient hémodialysé, du fait d’une exacerbation du stress oxydant. Néanmoins, 

le rôle des solutés perfusés pendant la dialyse peut aussi être questionnée. Dans la dialyse 

péritonéale, il existe un certain nombre de preuves de la génération de produits de dégradation 

du glucose dans les première génération de dialysat.64,81,82 Ces produits avancés de glycation 

sont générés spontanément dans les poches de dialysat, influencés par la chaleur (lors de la 

stérilisation), le pH et les conditions de stockage (durée, température, lumière,…). Dans les 

procédures d’hémodialyse moderne, la génération du dialysat s’effectue avec le mélange d’eau 

ultra-pure, d’un concentré basique (bicarbonate de sodium) et d’un concentré acide contentant 

initialement près de 250 mM de glucose. De plus, les procédures actuelles d’hémodiafiltration 

post-dilutionnelle impose la ré-injection de plus de 20 litres de ce soluté et la présence et 

l’impact éventuel de la perfusion de produits avancés de la glycation sur le patient hémodialysé 

n’a jamais été prise en compte. S’il est confirmé, cet excès de glycation pourrait être une des 

explications à la difficulté pour l’hémodiafiltration d’avoir des résultats clairs en terme 

d’amélioration de la mortalité malgré de nombreux avantages théoriques avancés par les 

néphrologues et industriels convaincus par la technique.74,97 

Nous avons montré dans ce travail, qu’il existe potentiellement un effet seuil de la 

modification post-traductionnelle en terme de répercussion sur les fonctions biologiques (cf 

Partie 6). En effet, de faibles concentrations de 4-HNE ajouté au milieu des HDL issus de 

contrôle ne modifient pas les propriétés anti-agrégantes de ces lipoprotéines. Seule la 

concentration la plus forte (100μM) était responsable d’une altération forte du potentiel anti-

agrégant. Cette concentration peut être considérée comme non physiologique car les quantités 

circulantes de 4-HNE chez le patient IRC varie entre 10 et 250 nM (cf partie 9). Cependant, il 

s’agissait là de la concentration restante circulante mais cela implique qu’une grande partie de 

l’aldéhyde ait déjà réagi avec les protéines, glucides ou acides nucléiques. Il existe cependant 

dans certains autre fluides physiologiques, des concentrations circulantes plus importantes de 
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4-HNE : dans le liquide cérébro-spinal des patients Alzheimer, la concentration peut atteindre 

120μM98 et jusqu’à 30μM dans les îlots pancréatiques.99 Esterbaeur et al suggèrent même que 

les concentrations locales  peuvent monter jusqu’à l’ordre du millimolaire au contact des 

membranes en lieu et place de la peroxidation.100 De plus, nos données suggèrent que seule une 

faible partie du 4-HNE ajouté en solution réagi avec les protéines du milieu car une grande 

partie réagit directement avec les parois des tubes et les constituants des solutions tampons 

(Figure 15). 

 

 

Figure 16 – Rapport entre les concentrations mesurées et ajoutées de 4-HNE dans 

les expérimentations de modification in-vitro. 

Une grande partie du 4-HNE ajouté en solution réagit avec le tampon et les parois 

plastiques des tubes. Pour une concentration ajoutée de 100 μM, seule une vingtaine de μM est 

effectivement disponible pour la modification. 
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Table 3 : Liste des peptides de l’apolipoprotéine A1 présentant des adduits de 4-HNE 
après incubation d’HDL issu de patients sains avec une solution de 100μM de 4-HNE 
 

 
Figure 17 – Séquence d’acides aminés de l’ApoA1 avec localisation comparative des 

adduits de 4-HNE entre les patients dialysés et la modification in-vitro par 100 μM de4-
HNE 

K  or H : adduits observes chez les patients dialysés 

K or H : adduits observés uniquement sur les HDL modifiés par 100 μM de 4-HNE  

K or H : adduits observés dans les deux conditions 
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Il existe un remodelage important des HDL dans l’IRC. Les protéines qui composent 

ces lipoprotéines sont en nature différente chez les patients hémodialysés et présentent un 

certain nombre de modifications post-traductionnelles impliquées dans la dysfonction 

biologique de ces protéines. Ces constatations doivent faire évoluer, pour les protéines 

circulantes, le postulat purement quantitatif qui est souvent appliqué en médecine vers un 

postulat intégrant une notion qualitative prenant en compte les modifications post-

traductionnelles. 
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11.Conclusion 

 

Le risque cardio-vasculaire dans l’IRC et notamment dans les stades les plus avancés reste 

une problématique centrale pour la prise en charge des patients par le néphrologue. En effet, 

malgré l’amélioration de la connaissance sur les causes de ce sur-risque cardiovasculaire, la 

prise en charge et la prévention de ce risque reste décevante dans les populations IRC les plus 

sévères. 

 Notre travail démontre l’implication des modifications post-traductionnelles et 

notamment de la carbonylation par le 4-HNE dans la dysfonction des HDL observée dans l’IRC. 

Chez le patient dialysé, les HDL perdent pour partie leurs propriétés anti-agrégantes, exposant 

potentiellement le patient à un sur-risque thrombotique. La carbonylation par le 4-HNE semble 

jouer un rôle dans l’avènement de ces propriétés pathologiques. Bien qu’impliquée dans ces 

propriétés pathologiques, notre étude montre qu’un grand nombre de modifications sont 

qualitativement et quantitativement présentes sur les HDL de patients hémodialysés non-

diabétiques, avec au premier plan la glycation par le CML.  

Les effets conjoints de l’ensemble de ces modifications reste néanmoins imprévisible et 

les futurs travaux devront faire la lumière sur l’impact d’une mosaïque complexe de 

modifications post-traductionnelles sur la morbi-mortalité cardiovasculaire.  De plus, du fait de 

leur implication bien documentée dans des processus toxiques et de leur présence en quantité 

significative sur les protéines clés du métabolisme, les modifications post-traductionnelles 

doivent faire évoluer notre raisonnement surtout quantitatif vers un paradigme incluant une 

dimension qualitative lorsqu’il est question de protéines importantes (albumine, fibrinogène, 

lipoprotéines…).  



209 

12. Bibliographie 

1. Levey, A. S. et al. Definition and classification of chronic kidney disease: A position statement from 
Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO). Kidney Int. 67, 2089–2100 (2005) 

2. Go, A. S., Chertow, G. M., Fan, D., McCulloch, C. E. & Hsu, C.-Y. Chronic kidney disease and the 
risks of death, cardiovascular events, and hospitalization. N. Engl. J. Med. 351, 1296–1305 (2004). 

3. Schiffrin, E. L., Lipman, M. L. & Mann, J. F. E. Chronic kidney disease: effects on the cardiovascular 
system. Circulation 116, 85–97 (2007). 

4. Stenvinkel, P. et al. Emerging biomarkers for evaluating cardiovascular risk in the chronic kidney 
disease patient: how do new pieces fit into the uremic puzzle? Clin J Am Soc Nephrol 3, 505–521 
(2008). 

5. Wanner, C. et al. Atorvastatin in patients with type 2 diabetes mellitus undergoing hemodialysis. N. 
Engl. J. Med. 353, 238–248 (2005). 

6. Fellström, B. C. et al. Rosuvastatin and cardiovascular events in patients undergoing hemodialysis. N. 
Engl. J. Med. 360, 1395–1407 (2009). 

7. Chang, T. I. et al. Association of Serum Triglyceride to HDL Cholesterol Ratio with All-Cause and 
Cardiovascular Mortality in Incident Hemodialysis Patients. Clin J Am Soc Nephrol CJN.08730816 
(2017). doi:10.2215/CJN.08730816 

8. Duranton, F. et al. Normal and Pathologic Concentrations of Uremic Toxins. Journal of the American 
Society of Nephrology 23, 1258–1270 (2012). 

9. Ito, S., Osaka, M., Edamatsu, T., Itoh, Y. & Yoshida, M. Crucial Role of the Aryl Hydrocarbon Receptor 
(AhR) in Indoxyl Sulfate-Induced Vascular Inflammation. J. Atheroscler. Thromb. 23, 960–975 (2016). 

10. Lin, C.-J. et al. Indoxyl sulfate predicts cardiovascular disease and renal function deterioration in 
advanced chronic kidney disease. Arch. Med. Res. 43, 451–456 (2012). 

11. Dou, L. et al. The Cardiovascular Effect of the Uremic Solute Indole-3 Acetic Acid. Journal of the 
American Society of Nephrology ASN.2013121283 (2014). doi:10.1681/ASN.2013121283 

12. Velasquez, M. T., Ramezani, A., Manal, A. & Raj, D. S. Trimethylamine N-Oxide: The Good, the Bad 
and the Unknown. Toxins (Basel) 8, 326 (2016). 

13. Vanholder, R., Pletinck, A., Schepers, E. & Glorieux, G. Biochemical and Clinical Impact of Organic 
Uremic Retention Solutes: A Comprehensive Update. Toxins (Basel) 10, 33 (2018). 

14. Delanghe, S., Delanghe, J. R., Speeckaert, R., Van Biesen, W. & Speeckaert, M. M. Mechanisms and 
consequences of carbamoylation. Nature Reviews Nephrology 13, 580–593 (2017). 

15. Wu, C.-C. et al. Myeloperoxidase serves as a marker of oxidative stress during single haemodialysis 
session using two different biocompatible dialysis membranes. Nephrol. Dial. Transplant. 20, 1134–
1139 (2005). 

16. Kalantar-Zadeh, K., Brennan, M.-L. & Hazen, S. L. Serum myeloperoxidase and mortality in 
maintenance hemodialysis patients. Am. J. Kidney Dis. 48, 59–68 (2006). 

17. Kitabayashi, C. et al. Positive association between plasma levels of oxidized low-density lipoprotein 
and myeloperoxidase after hemodialysis in patients with diabetic end-stage renal disease. Hemodial Int 
17, 557–567 (2013). 

18. Esterbauer, H., Schaur, R. J. & Zollner, H. Chemistry and biochemistry of 4-hydroxynonenal, 
malonaldehyde and related aldehydes. Free Radic. Biol. Med. 11, 81–128 (1991). 

19. Herbst, U., Toborek, M., Kaiser, S., Mattson, M. P. & Hennig, B. 4 Hydroxynonenal induces 
dysfunction and apoptosis of cultured endothelial cells. Journal of Cellular Physiology 181, 295–303 
(1999). 

20. Go, Y.-M. et al. Reactive Aldehyde Modification of Thioredoxin-1 Activates Early Steps of 
Inflammation and Cell Adhesion. The American Journal of Pathology 171, 1670–1681 (2007). 

21. Ruef, J. et al. Induction of Rat Aortic Smooth Muscle Cell Growth by the Lipid Peroxidation Product 
4-Hydroxy-2-Nonenal. Circulation 97, 1071–1078 (1998). 

22. Florens, N., Calzada, C., Lyasko, E., Juillard, L. & Soulage, C. Modified Lipids and Lipoproteins in 
Chronic Kidney Disease: A New Class of Uremic Toxins. Toxins (Basel) 8, 376 (2016). 



210 

23. Maillard, L. C. Action des acidesamines sur les sucres : formation des melanoidines par voie 
methodique. CR Acad. Sci. (Paris) 154, 66–68 (1912). 

24. Bonnefont-Rousselot, D. Produits de glycation avancée: Production et signification physiopathologique. 
Cahiers de nutrition et de diététique (2003). 

25. Singh, R., Barden, A., Mori, T. & Beilin, L. Advanced glycation end-products: a review. Diabetologia 
(2001). 

26. Klein, R. L., Laimins, M. & Lopes-Virella, M. F. Isolation, Characterization, and Metabolism of the 
Glycated and Nonglycated Subfractions of Low-Density Lipoproteins Isolated from Type I Diabetic 
Patients and Nondiabetic Subjects. Diabetes 44, 1093–1098 (1995). 

27. Noce, A. et al. Hemodialysis biomarkers: total advanced glycation end products (AGEs) against 
oxidized human serum albumin (HSAox). Acta Diabetol 56, 1323–1331 (2019). 

28. El-Saeed, G. S. M. et al. Advanced glycation end products and soluble receptor as markers of oxidative 
stress in children on hemodialysis. Ren Fail 37, 1452–1456 (2015). 

29. Mera, K., Anraku, M., Kitamura, K. & Nakajou, K. Oxidation and carboxy methyl lysine-modification 
of albumin: possible involvement in the progression of oxidative stress in hemodialysis patients. 
Hypertension (2005). 

30. Berg, A. H. et al. Carbamylation of serum albumin as a risk factor for mortality in patients with kidney 
failure. Sci Transl Med 5, 175ra29–175ra29 (2013). 

31. Kalim, S. et al. Longitudinal Changes in Protein Carbamylation and Mortality Risk after Initiation of 
Hemodialysis. Clin J Am Soc Nephrol 11, 1809–1816 (2016). 

32. Gross, M.-L. et al. Glycated and carbamylated albumin are more ‘nephrotoxic’ than unmodified albumin 
in the amphibian kidney. American Journal of Physiology - Renal Physiology 301, F476–85 (2011). 

33. Apostolov, E. O., Ray, D., Savenka, A. V., Shah, S. V. & Basnakian, A. G. Chronic Uremia Stimulates 
LDL Carbamylation and Atherosclerosis. J. Am. Soc. Nephrol. 21, 1852–1857 (2010). 

34. Apostolov, E. O. et al. Carbamylated-oxidized LDL: proatherosclerotic effects on endothelial cells and 
macrophages. J. Atheroscler. Thromb. 20, 878–892 (2013). 

35. Holy, E. W. et al. Carbamylated Low-Density Lipoproteins Induce a Prothrombotic State Via LOX-1: 
Impact on Arterial Thrombus Formation In Vivo. J. Am. Coll. Cardiol. 68, 1664–1676 (2016). 

36. Wang, Z. et al. Protein carbamylation links inflammation, smoking, uremia and atherogenesis. Nature 
Medicine 13, 1176–1184 (2007). 

37. Koeth, R. A. et al. Protein carbamylation predicts mortality in ESRD. Journal of the American Society 
of Nephrology 24, 853–861 (2013). 

38. Hewing, B. et al. Effects of native and myeloperoxidase-modified apolipoprotein a-I on reverse 
cholesterol transport and atherosclerosis in mice. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 34, 779–789 (2014). 

39. Izawa, H., Kinai, M., Ifuku, S., Morimoto, M. & Saimoto, H. Guanidinylation of Chitooligosaccharides 
Involving Internal Cyclization of the Guanidino Group on the Reducing End and Effect of 
Guanidinylation on Protein Binding Ability. Biomolecules 9, (2019). 

40. Mattheis, C., Wang, H., Meister, C. & Agarwal, S. Effect of Guanidinylation on the Properties of 
Poly(2 aminoethylmethacrylate) Based Antibacterial Materials. Macromol. Biosci. 13, 242–255 
(2013). 

41. Ravani, P. et al. Homoarginine and mortality in pre-dialysis chronic kidney disease (CKD) patients. 
PLoS ONE 8, e72694 (2013). 

42. Rueth, M. et al. Guanidinylations of albumin decreased binding capacity of hydrophobic metabolites. 
Acta Physiol (Oxf) 215, 13–23 (2015). 

43. Nofer, J.-R., Brodde, M. F. & Kehrel, B. E. High-density lipoproteins, platelets and the pathogenesis of 
atherosclerosis. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 37, 726–735 (2010). 

44. Chen, K., Febbraio, M., Li, W. & Silverstein, R. L. A Specific CD36-Dependent Signaling Pathway Is 
Required for Platelet Activation by Oxidized Low-Density Lipoprotein. Circulation Research 102, 
1512–1519 (2008). 

45. Gäckler, A. et al. Evaluation of hemostasis in patients with end-stage renal disease. PLoS ONE 14, 
e0212237 (2019). 



211 

46. Yang, K. et al. Uremic solute indoxyl sulfate-induced platelet hyperactivity contributes to CKD-
associated thrombosis in mice. Blood blood–2016–10–744060 (2017). doi:10.1182/blood-2016-10-
744060 

47. Gawaz, M. P. et al. Impaired function of platelet membrane glycoprotein IIb-IIIa in end-stage renal 
disease. J. Am. Soc. Nephrol. 5, 36–46 (1994). 

48. Zwaginga, J. J. et al. Defects in platelet adhesion and aggregate formation in uremic bleeding disorder 
can be attributed to factors in plasma. Arterioscler. Thromb. 11, 733–744 (1991). 

49. Jalal, D., Chonchol, M. & Targher, G. Disorders of Hemostasis Associated with Chronic Kidney 
Disease. Semin Thromb Hemost 36, 034–040 (2010). 

50. Mineo, C. & Shaul, P. W. Regulation of signal transduction by HDL. J. Lipid Res. 54, 2315–2324 
(2013). 

51. Samouilidou, E. & Grapsa, E. Effect of Dialysis on Plasma Total Antioxidant Capacity and Lipid 
Peroxidation Products in Patients with End-Stage Renal Failure. Blood Purif 21, 209–212 (2003). 

52. Alhamdani, M. S. S., Al-Kassir, A. H. A. M., Jaleel, N. A., Hmood, A. M. & Ali, H. M. Elevated Levels 
of Alkanals, Alkenals and 4-HO-Alkenals in Plasma of Hemodialysis Patients. Am J Nephrol 26, 299–
303 (2006). 

53. Wiswedel, I. et al. Serum Concentrations of F2-Isoprostanes and 4-Hydroxynonenal in Hemodialysis 
Patients in Relation to Inflammation and Renal Anemia. Biomark Insights 3, 419–428 (2008). 

54. Bossola, M. et al. Oxidized Low-Density Lipoprotein Biomarkers in Patients with End-Stage Renal 
Failure: Acute Effects of Hemodialysis. Blood Purif 25, 457–465 (2007). 

55. Boaz, M. et al. Baseline Oxysterols and Other Markers of Oxidative Stress, Inflammation and 
Malnutrition in the Vitamin E and Intima Media Thickness Progression in End-Stage Renal Disease 
(VIPER) Cohort. Nephron Clin Pract 100, c111–c119 (2005). 

56. Levitan, I., Volkov, S. & Subbaiah, P. V. Oxidized LDL: diversity, patterns of recognition, and 
pathophysiology. Antioxid. Redox Signal. 13, 39–75 (2010). 

57. Barter, P. Lipoprotein metabolism and CKD: overview. Clin Exp Nephrol 18, 243–246 (2014). 
58. Vaziri, N. D. & Norris, K. Lipid disorders and their relevance to outcomes in chronic kidney disease. 

Blood Purif 31, 189–196 (2011). 
59. Khera, A. V. et al. Cholesterol efflux capacity, high-density lipoprotein function, and atherosclerosis. 

N. Engl. J. Med. 364, 127–135 (2011). 
60. Holzer, M. et al. Uremia Alters HDL Composition and Function. J. Am. Soc. Nephrol. 22, 1631–1641 

(2011). 
61. Shroff, R. et al. HDL in Children with CKD Promotes Endothelial Dysfunction and an Abnormal 

Vascular Phenotype. J. Am. Soc. Nephrol. 25, 2658–2668 (2014). 
62. Gotloib, L. et al. Experimental Model for Studies of Continuous Peritoneal’ Dialysis in Uremic Rabbits. 

Nephron 31, 254–259 (1982). 
63. Drożdż, D. et al. Oxidative Stress Biomarkers and Left Ventricular Hypertrophy in Children with 

Chronic Kidney Disease. Oxid Med Cell Longev 2016, 7520231 (2016). 
64. Vanholder, R. et al. Chronic kidney disease as cause of cardiovascular morbidity and mortality. Nephrol. 

Dial. Transplant. 20, 1048–1056 (2005). 
65. Gourgari, E. et al. Proteomic alterations of HDL in youth with type 1 diabetes and their associations 

with glycemic control: a case-control study. Cardiovascular Diabetology 18, 43–11 (2019). 
66. Shao, B. et al. Albuminuria, the High-Density Lipoprotein Proteome, and Coronary Artery Calcification 

in Type 1 Diabetes Mellitus. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 39, 1483–1491 (2019). 
67. Rached, F. et al. Defective functionality of HDL particles in familial apoA-I deficiency: relevance of 

alterations in HDL lipidome and proteome. J. Lipid Res. 55, 2509–2520 (2014). 
68. Canaud, B., Morena, M., Cristol, J. P. & Krieter, D. Beta2-microglobulin, a uremic toxin with a double 

meaning. Kidney Int. 69, 1297–1299 (2006). 
69. Hermans, C. et al. Determinants of serum levels of surfactant proteins A and B and Clara cell protein 

CC16. Biomarkers 8, 461–471 (2003). 
70. Robin, M. et al. Serum levels of CC16, SP-A and SP-B reflect tobacco-smoke exposure in asymptomatic 

subjects. Eur. Respir. J. 20, 1152–1161 (2002). 



212 

71. Tauer, A. et al. Formation of advanced glycation end products during CAPD. American Journal of 
Kidney Diseases 41, S57–S60 (2003). 

72. Vaziri, N. D., Navab, M. & Fogelman, A. M. HDL metabolism and activity in chronic kidney disease. 
Nature Publishing Group 6, 287–296 (2010). 

73. Berg, A. H. et al. Carbamylation of serum albumin as a risk factor for mortality in patients with kidney 
failure. Sci Transl Med 5, 175ra29–175ra29 (2013). 

74. Maduell, F. et al. High-Efficiency Postdilution Online Hemodiafiltration Reduces All-Cause Mortality 
in Hemodialysis Patients. J. Am. Soc. Nephrol. 24, 487–497 (2013). 

75. Vaziri, N. D. & Norris, K. C. Reasons for the Lack of Salutary Effects of Cholesterol-Lowering 
Interventions in End-Stage Renal Disease Populations. Blood Purif 35, 31–36 (2013). 

76. Navab, M., Reddy, S. T., Van Lenten, B. J. & Fogelman, A. M. HDL and cardiovascular disease: 
atherogenic and atheroprotective mechanisms. Nat Rev Cardiol 8, 222–232 (2011). 

77. Kaseda, R. et al. Dysfunctional high-density lipoproteins in children with chronic kidney disease. 
Metabolism 64, 263–273 (2015). 

78. Kopecky, C. et al. Restoration of Renal Function Does Not Correct Impairment of Uremic HDL 
Properties. J. Am. Soc. Nephrol. 26, 565–575 (2015). 

79. Yamamoto, S. et al. Dysfunctional High-Density Lipoprotein in Patients on Chronic Hemodialysis. JAC 
60, 2372–2379 (2012). 

80. Speer, T. et al. Abnormal High-Density Lipoprotein Induces Endothelial Dysfunction via Activation of 
Toll-like Receptor-2. Immunity 38, 754–768 (2013). 

81. Silbernagel, G. et al. HDL Cholesterol, Apolipoproteins, and Cardiovascular Risk in Hemodialysis 
Patients. J. Am. Soc. Nephrol. (2014). doi:10.1681/ASN.2013080816 

82. Kopecky, C. et al. HDL Cholesterol Efflux Does Not Predict Cardiovascular Risk in Hemodialysis 
Patients. Journal of the American Society of Nephrology ASN.2016030262 (2016). 
doi:10.1681/ASN.2016030262 

83. Mangé, A. et al. HDL Proteome in Hemodialysis Patients: A Quantitative Nanoflow Liquid 
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Approach. PLoS ONE 7, e34107–9 (2012). 

84. Shao, B. et al. A Cluster of Proteins Implicated in Kidney Disease Is Increased in High-Density 
Lipoprotein Isolated from Hemodialysis Subjects. J. Proteome Res. 14, 2792–2806 (2015). 

85. Gugliucci, A. et al. Paraoxonase-1 concentrations in end-stage renal disease patients increase after 
hemodialysis: correlation with low molecular AGE adduct clearance. Clinica Chimica Acta 377, 213–
220 (2007). 

86. Ikeda, Y. et al. Human serum paraoxonase concentration predicts cardiovascular mortality in 
hemodialysis patients. Clin Nephrol 67, 358–365 (2007). 

87. Honda, H. et al. Oxidized high-density lipoprotein as a risk factor for cardiovascular events in prevalent 
hemodialysis patients. Atherosclerosis 220, 493–501 (2012). 

88. Speer, T. et al. Carbamylated low-density lipoprotein induces endothelial dysfunction. European Heart 
Journal 35, 3021–3032 (2014). 

89. Żurawska-Płaksej, E., Rorbach-Dolata, A., Wiglusz, K. & Piwowar, A. The effect of glycation on 
bovine serum albumin conformation and ligand binding properties with regard to gliclazide. 
Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc 189, 625–633 (2018). 

90. Erill, S., Calvo, R. & Carlos, R. Plasma protein carbamylation and decreased acidic drug protein binding 
in uremia. Clinical Pharmacology & Therapeutics 27, 612–618 (1980). 

91. Candiloros, H., Muller, S., Ziegler, O., Donner, M. & Drouin, P. Role of Albumin Glycation on the 
Erythrocyte Aggregation: An In Vitro Study. Diabetic Medicine 13, 646–650 (1996). 

92. Michelis, R., Kristal, B., Snitkovsky, T. & Sela, S. Oxidative modifications impair albumin 
quantification. Biochemical and Biophysical Research Communications 401, 137–142 (2010). 

93. Michelis, R., Sela, S., Zeitun, T., Geron, R. & Kristal, B. Unexpected Normal Colloid Osmotic Pressure 
in Clinical States with Low Serum Albumin. PLoS ONE 11, e0159839 (2016). 

94. Kok, M. B., Tegelaers, F. P. W., van Dam, B., van Rijn, J. L. M. L. & van Pelt, J. Carbamylation of 
albumin is a cause for discrepancies between albumin assays. Clin. Chim. Acta 434, 6–10 (2014). 



213 

95. Binder, V. et al. Impact of fibrinogen carbamylation on fibrin clot formation and stability. Thromb 
Haemost 117, 899–910 (2017). 

96. Wagner, Z. et al. Serum Carboxymethyllysine Predicts Mortality in Hemodialysis Patients. American 
Journal of Kidney Diseases 47, 294–300 (2006). 

97. OK, E. et al. Mortality and cardiovascular events in online haemodiafiltration (OL-HDF) compared with 
high-flux dialysis: results from the Turkish OL-HDF Study. Nephrol. Dial. Transplant. 28, 192–202 
(2013). 

98. Lovell, M. A., Ehmann, W. D., Mattson, M. P. & Markesbery, W. R. Elevated 4-Hydroxynonenal in 
Ventricular Fluid in Alzheimer’s Disease. Neurobiology of Aging 18, 457–461 (1997). 

99. Miwa, I., Ichimura, N., Sugiura, M., Hamada, Y. & Taniguchi, S. Inhibition of glucose-induced insulin 
secretion by 4-hydroxy-2-nonenal and other lipid peroxidation products. Endocrinology 141, 2767–
2772 (2000). 

100. Esterbauer, H., Schaur, R. J. & Zollner, H. Chemistry and biochemistry of 4-hydroxynonenal, 
malonaldehyde and related aldehydes. Free Radic. Biol. Med. 11, 81–128 (1991). 



214 

Annexe 1 : Liste des publications et des communications orales et écrites relatives à ce 
travail. 
 

I- Publications  

Revues internationales :  

• Lipids and lipoproteins in CKD: a new class of uremic toxins. Nans Florens, Catherine Calzada, 
Laurent Juillard, Christophe O. Soulage. Toxins, 2016, 8(12), 376, doi: 10.3390/toxins8120376 (IF 
3,273) 

• Adenine rich diet is not a surrogate of 5/6 nephrectomy in rabbits. Nans Florens, Sandrine Lemoine, 
Caroline C. Pelletier, Maud Rabeyrin, Laurent Juillard and Christophe O. Soulage. Nephron, 2017, 
doi: 10.1159/000454990 (IF 2,203) 

• Proteomic characterization of high-density lipoprotein particles from non-diabetic hemodialysis 
patients. Nans Florens, Catherine Calzada, Frédéric Delolme, Adeline Page, Fitsum Guebre 
Egziabher, Laurent Juillard, Christophe O. Soulage. Toxins, 2019 (IF 3,859) 

 

II- Présentation des travaux de recherche  

Communications affichées : 

• Enhanced Oxidation of HDL in a Rabbit Model Of Chronic Kidney Disease. (Congrès ASN — 
Chicago 2016) 

• Two toxic lipid aldehydes 2-Hydroxy-2-hexenal (4-HHE) and 4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) 
accumulate in adult patients with chronic kidney disease (EDTA — Madrid 2017) 

• Increased carbonylation of HDL in rabbits with CKD: Carbonylated-HDL exhibit blunted anti-
aggregative activity on human platelets through a CD36 pathway (Congrès ERA-EDTA — Madrid 
2017) 

• HDL from CKD rabbits and hemodialysis patients exhibit impaired anti-aggregative activity on 
human platelets through CD36 pathway (Congrès ASN — Nouvelle Orléans 2017) 

• Proteome of HDL from non-diabetic hemodialysis patients (Congrès ERA EDTA Budapest 2019) 
• Adductome of HDL from non-diabetic hemodialysis patients (Congrès SFNDT Nancy, congrès ASN 

Washington 2019) 

 

Communications orales : 

• Oxidative Modification of Lipoproteins and their Effects on Platelet Aggregation in a Rabbit Model 
of Chronic Kidney Disease (ARN Macôn 2016) 

• Carbonylated-HDL exhibit blunted anti-aggregative activity on human platelets through a CD36 
pathway (NSFA Biarritz 2017) 

• Altération des propriétés anti-agrégantes plaquettaires des HDL dans l’insuffisance rénale chronique : 
rôle de la carbonylation et du récepteur CD36 (SFNDT Nice 2017) 

• Modifications post-traductionnelles et risque cardio-vasculaire dans l’IRC (ARN/ANCA Vichy 2018) 
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Modifications post-traductionnelles des lipoprotéines de haute densité 
(HDL) et risque cardio-vasculaire dans l’insuffisance rénale chronique 

 
 

Résumé : Les complications cardiovasculaires restent prépondérantes dans l’insuffisance 

rénale chronique bien que les causes demeurent assez méconnues. Il existe une addition chez 

les patients insuffisants rénaux chroniques de facteurs de risque cardiovasculaires classiques et 

d’autres plus spécifiques à l’insuffisance rénale. Parmi ces derniers, la formation de 

modifications post-traductionnelles (adduits issus de réactions oxydatives et non-oxydatives) 

sur les lipoprotéines HDL pourrait jouer un rôle. Dans ce travail nous avons mis en évidence 

d’une part, un excès de carbonylation par le 4-HNE sur les HDL dans l’IRC sur un modèle 

animal de lapin et chez le patient hémodialysé ou dialysé péritonéal. Cette carbonylation par le 

4-HNE est responsable d’une altération des propriétés anti-agrégantes des HDL et ce par une 

voie médiée par le récepteur scavenger CD36. Nous avons aussi montré que le protéome des 

HDL était modifié chez le patient HD et qu’il existait un large éventail d’adduits covalents sur 

les HDL de patients hémodialysés non-diabétiques. La formation de carboxy-méthyl-lysine 

issue de la glycation était la principale modification post-traductionnelle observée chez les 

patients HD. Cela questionne sur l’origine de cet excès de glycation qui pourrait être dû à un 

environnement chimique favorable chez les patients mais un apport exogène par les solutés 

utilisés en hémodialyse est aussi possible. 

   


