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Pa kapab lé mor san eséyé 
Pas capable est mort sans essayer 

 
Ti pa, ti pa narivé 

Patience, petit à petit, nous arriverons  
 
 
“Success is the sum of small efforts - repeated day in and day out” – Robert Collier 

 
 

« Tout le monde est un génie. Mais si vous jugez un poisson sur ses capacités à grimper 
à un arbre, il passera sa vie à croire qu’il est stupide » – Albert Einstein 
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Résumé 

Les lipoprotéines de haute densité (HDL) sont essentielles pour une bonne santé 
cardiovasculaire, grâce notamment à leur transport « inverse » du cholestérol des tissus 
périphériques vers le foie pour son élimination. De plus, les HDL exercent de nombreuses 
autres activités bénéfiques à la fois de type anti-inflammatoire, antioxydantes et anti-
infectieuses. 
Lors de situations inflammatoires, comme celles rencontrées lors d’infections bactériennes 
ou virales, les HDL peuvent subir des altérations tant quantitatives de baisse de concentration 
circulantes que qualitatives, comme la modification de composition et perte d’activités 
protectrices.  
L’humanité fait toujours face à la maladie au coronavirus (COVID-19) caractérisée par une 
inflammation aiguë et à l’origine de plus de 6,9 millions de morts dans le monde à ce jour.  

Aussi, mon travail de thèse a visé la caractérisation des modifications tant 
quantitatives que qualitatives des HDL durant la COVID-19, l’identification de biomarqueurs 
spécifiques de modifications retrouvées dans ces HDL et l’essai thérapeutique d’une 
supplémentation en HDL mimétiques au cours de cette maladie. 

La quantification des lipoprotéines circulantes dans le plasma de patients atteints de 
COVID-19 sévère montre une diminution importante du HDL-cholestérol et d’autres 
lipoprotéines pouvant constituer autant de biomarqueurs prédictifs de sévérité de la maladie. 
L’analyse de la distribution des lipoprotéines montre un profil pro-athérogène avec 
notamment la présence de lipoprotéines de basses densités (LDL) petites et denses dans les 
plasmas des patients atteints de COVID-19 sévère.  
L’analyse qualitative par spectrométrie de masse de la composition tant des HDL que des 
LDL, montre une présence accrue en protéines de la phase aiguë de l’inflammation au 
détriment de la partie apoprotéique de ces lipoprotéines quand elles sont isolées de plasma 
de patients atteints de COVID-19. 
Testées sur des cellules endothéliales humaines en culture primaire, les HDL présentent une 
altération significative de leurs propriétés anti-apoptotique et anti‑inflammatoire, lorsqu’elles 
sont purifiées à partir de plasma de patients atteints de COVID‑19. 
Enfin, des propriétés anti-inflammatoires d’injections répétées de HDL recombinantes ont pu 
être mises en évidence chez une patiente admise en réanimation et souffrant d’une forme 
grave de COVID-19. 

Pour conclure, mon travail de thèse apporte des éléments nouveaux de connaissance 
sur les modifications des lipoprotéines lors de maladie infectieuse, en l’occurrence la COVID-
19. Il ouvre aussi des perspectives prometteuses de recherches pour l’utilisation des HDL à 
la fois comme biomarqueur de sévérité de maladies inflammatoires que comme moyen de 
lutte thérapeutique. 
 
Mot-clés : HDL, protéome, LDL, COVID-19, inflammation, apolipoprotéome, CER-001. 
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Abstract 
High-density lipoproteins (HDL) are crucial for maintaining good cardiovascular health 

due to their ability to transport cholesterol from peripheral tissues to the liver for elimination 
via a "reverse transport of cholesterol” mechanism. Moreover, HDL exhibits several other 
advantageous properties, including anti-inflammatory, antioxidant, and anti-infectious 
activities. In inflammatory situations, such as those encountered during viral infections, HDL 
can undergo both quantitative alterations, with a drop in circulating concentration, and 
qualitative alterations, such as a change in composition and loss of protective activities. 
Humanity is still struggling with coronavirus disease (COVID-19), characterized by acute 
inflammation and responsible for over 6.9 million deaths worldwide to date.  

The aim of my thesis was to characterize the quantitative and qualitative changes in 
HDL during COVID-19, to identify specific biomarkers of the changes found in HDL, and to 
conduct a therapeutic trial of HDL mimetic supplementation during this disease. 

 
Quantification of circulating lipoproteins in the plasma of patients with severe 

COVID-19 shows a significant decrease in HDL and other lipoproteins, which may be 
predictive biomarkers of disease severity. Analysis of lipoprotein distribution shows a pro-
atherogenic profile, with the presence of small, dense low-density lipoproteins (LDL) in the 
plasmas of patients with severe COVID-19.  
Qualitative mass spectrometry analysis of the composition of both HDL and LDL showed an 
increased presence of proteins from the acute phase of inflammation, to the detriment of the 
apoprotein part of these lipoproteins when isolated from the plasma of COVID-19 patients. 
When tested on human endothelial cells from primary culture, HDL demonstrated a significant 
alteration in their anti-apoptotic and anti-inflammatory properties when purified from the 
plasma of COVID-19 patients. 
Finally, the anti-inflammatory properties of recombinant HDL injections were demonstrated in 
a patient admitted to intensive care with a severe form of COVID-19. 
 

In conclusion, my thesis work provides some new insights into lipoprotein 
modifications during infectious disease, in this case COVID-19. It also opens up promising 
prospects for research into the use of HDL both as a biomarker of inflammatory disease 
severity and as a means of therapeutic control. 
 
Keywords: HDL, proteome, LDL, COVID-19, inflammation, apolipoproteome, CER-001. 
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LTA :  Acide lipotéichoïque  

LXR :  Liver X Receptors  

MCP-1 :  Monocyte chemoattractant protein-1  

MGAT :  Monoacylglycérol acyltransférase  

MGO :  Methylglyoxal 

miR :  MicroARN 

MTTP :  Microsomal triglyceride transfer protein 

NF-κB :  Nuclear Factor-kappa B  

NOX : NADPH oxydase 

NPC1L1 :  Niemann-Pick C1 like 1 

oxPL :  Phospholipide oxydée 

PA :  Acide phosphatidique 

PAF :  Facteur d'activation des plaquettes 

PAF-AH :  Platelet-activating factor acetyl hydrolase 

PAI-1 :  Plasminogène-1 

PE :  Phosphatidyléthanolamine 

PG :  Phosphatidylglycérol 

PI :  Phosphatidylinositol 

PL :  Phospholipides 

PLOOH :  Phospholipide peroxydée 

PLTP :  Phospholipid Transfer Protein 

PON :  Paraoxonase 

POPC :  1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  

PPARs :  Peroxysome Proliferator-Activated Receptors 

PS :  Phosphatidylsérine 

PSM :  Score de correspondance peptide-spectre 
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PUFA : Acide gras polyinsaturé 

rHDL :  HDL reconstituée 

RMN :  Résonance Magnétique Nucléaire  

ROS :  Reactive oxygen species 

RXRs :  Retinoid X Receptors 

S1P :  Sphingosine-1-Phosphate 

S1PR :  Sphingosine-1-Phosphate receptor 

SAA :  Sérum amyloïde A 

SARS-CoV-2 :  Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus-2 

sdLDL :  LDL petites et denses 

SFA : Acide gras saturé 

SM :  Sphingomyéline 

sPLA2 :  PLA2 sécrétée 

SR-B1 :  Scavenger Receptor-B1  

TG :  Triglycérides 

TICE :  Excrétion trans intestinale du cholestérol 

TLR :  Toll-Like Receptor 

TNF-α :  Tumor Necrosis Factor-α 

TRL :  Lipoprotéine riche en triglycérides 

UC :  Ultracentrifugation 

VCAM :  Vascular Cellular Adhesion Molecule  

VLDL :  Lipoprotéine de très basse densité, Very-low-density lipoprotein 
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Les lipoprotéines de haute densité ou HDL (High-Density Lipoproteins) sont 

responsables du transport inverse du cholestérol des tissus périphériques vers le foie, 

assurant son recyclage et son élimination par voie biliaire. Cette fonction permettrait de 

réduire l’accumulation de lipides dans la paroi des artères, conférant aux HDL des propriétés 

athéro-protectrices. Les HDL ne se limitent pas à cette fonction unique de transport de lipides 

et possèdent également des propriétés pléiotropes protectrices comme des fonctions 

antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-infectieuses.  

 

La composition protéique et lipidique des HDL est directement associée à l’ensemble 

de leurs propriétés protectrices. L’apolipoprotéine A-I (Apo A-I), la protéine majoritaire des 

HDL, confère à ces nanoparticules, leurs propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et 

anti-apoptotiques. Les HDL transportent aussi d’autres protéines, notamment des enzymes 

antioxydantes, qui contribuent également aux propriétés protectrices de ces particules. Les 

HDL sont hétérogènes et sont subdivisées en sous-populations dans la circulation sanguine 

en raison des remodelages qu’elles subissent durant leur métabolisme. Chaque sous-

population de HDL remplit différentes fonctions pendant leur métabolisme. Les HDL petites 

et denses sont plus antioxydantes et anti-inflammatoires, tandis que les HDL de plus grosse 

taille transportent majoritairement le cholestérol estérifié afin d’être éliminé ou recyclé. 

 

Les concentrations circulantes en HDL-C peuvent se retrouver considérablement 

diminuées tant dans des situations d’inflammation chronique de bas grade comme celle 

rencontrée dans le diabète, que dans le cas d’inflammations aiguës comme celles associées 

à des infections induites par des pathogènes. Ainsi, une concentration basse en HDL-C peut 

représenter un biomarqueur de la sévérité des maladies infectieuses et des maladies 

cardiovasculaires.  

 

La partie protéique d’Apo A-I constitue également un biomarqueur des maladies 

cardiovasculaires. En effet, une corrélation inverse existe entre l’incidence des maladies 

cardiovasculaires et les concentrations circulantes en Apo A-I. Au-delà des changements 

quantitatifs des HDL, ces nanoparticules sont aussi sujettes à des modifications structurales 

au cours de ces pathologies. Des altérations structurales, tant dans la composition des 

nanoparticules que de leur taille, peuvent être à l’origine d’un dysfonctionnement des HDL et 

affecter leurs propriétés pléiotropes.  
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Les altérations quantitatives et qualitatives des HDL rencontrées lors de pathologies 

peuvent être palliées par une thérapie reposant sur la supplémentation en particules de HDL 

mimétiques fonctionnelles. Ces infusions de HDL mimétiques ont été évaluées dans des 

modèles précliniques et ont fait l'objet d'essais cliniques, en particulier de sepsis 

inflammatoire. Aussi, une telle utilisation thérapeutique de HDL mimétiques constitue une 

piste de recherche d'intérêt.  

 

En 2019, l’ensemble des habitants de la planète a été touché par une maladie 

infectieuse qui, à ce jour, a causé plus de 6,9 millions de morts dans le monde. Cette 

pathologie respiratoire a été nommée maladie au coronavirus 2019 (COVID-19, Coronavirus 

disease-2019) et elle est causée par une infection par le virus SARS-CoV-2 (Severe Acute 

Respiratory Syndrome CoronaVirus-2). La COVID-19 a été identifiée pour la première fois à 

Wuhan, en Chine, en décembre 2019. La COVID-19 présente un large spectre de symptômes, 

allant de simples troubles grippaux à des complications pouvant entraîner une défaillance 

systémique et la mort. L’hyper-inflammation de la COVID-19 est marquée par une tempête 

cytokinique, caractérisée par une libération L’hyper-inflammation résulte de la suractivation 

de la réponse immunitaire causée par l’infection par le SARS-CoV-2 est marquée par une 

tempête cytokinique, caractérisée par une libération importante de cytokines pro-

inflammatoires (interleukine-6, Tumor Necrosis Factor α) et de protéines hépatiques de la 

phase aiguë (sérum amyloïde A). Cette tempête cytokinique entraîne des lésions, notamment 

au niveau hépatique, ainsi qu'une dysfonction endothéliale qui provoque une modulation du 

métabolisme des lipides, conduisant ainsi à une dyslipidémie. Cette altération lipidique est 

marquée notamment par une modification des concentrations circulantes des lipoprotéines. 

Au-delà des aspects quantitatifs, les modifications de la composition et la fonctionnalité des 

lipoprotéines au cours de la COVID-19 étaient inconnues. De plus, il existe peu de marqueurs 

pronostiques de sévérité des maladies infectieuses ou métaboliques.  

 

Mon travail de thèse se fonde sur l’hypothèse selon laquelle la structure et la fonction 

des HDL seraient altérées durant la COVID-19. Il repose également sur l’idée que la 

caractérisation de ces HDL durant la COVID-19 permettrait d’identifier des biomarqueurs de 

sévérité de la pathologie. La découverte de tels biomarqueurs pourrait servir à la mise en 

place d’un outil pronostique de sévérité de la maladie. Enfin, l’utilisation de supplémentation 

en HDL mimétique pourrait constituer une thérapie envisageable afin de limiter l’hyper-

inflammation de l’infection induite par le SARS-CoV-2. 
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L’objectif de ma thèse a donc été, tout d’abord, de caractériser les modifications tant 

qualitatives que quantitatives des HDL au cours de l’inflammation induite par l’infection par 

le SARS-CoV-2, ensuite, d’identifier des biomarqueurs spécifiques de modifications 

retrouvés dans ces HDL et enfin, de tester l’efficacité thérapeutique d’une supplémentation 

en HDL mimétiques au cours de cette maladie. 

Pour répondre à cet objectif, j’ai tout d’abord évalué les modifications quantitatives 

des apolipoprotéines circulantes dans le plasma de patients atteints de COVID-19 sévère et 

en service de réanimation. Puis, après isolement des LDL et HDL par ultracentrifugation, j’ai 

procédé à la caractérisation structurale et fonctionnelle (in vitro) des lipoprotéines. Enfin, les 

effets thérapeutiques d’une supplémentation en HDL mimétiques ont été testés chez une 

patiente en réanimation souffrant d’une forme grave de COVID-19. 

 
Mon manuscrit de thèse commence par une synthèse bibliographique abordant en 

premier lieu une description générale des lipoprotéines. Un focus est ensuite porté sur le 

métabolisme, la structure, les fonctions et les dysfonctions des HDL en situation 

inflammatoire dans la deuxième partie de la synthèse. Enfin, la dernière partie de cette 

synthèse porte sur les thérapies reposant sur la supplémentation en HDL à partir de différents 

types d’HDL mimétiques, leur utilisation en cliniques dans les maladies cardiovasculaires et 

leur repositionnement thérapeutique contre le sepsis. L’objectif de ma thèse est ensuite 

explicité, suivi d'un exposé de mes travaux de thèse qui se déclinent en trois parties : La 

première partie porte sur les modifications de l’apolipoprotéome des patients atteints de 

COVID-19. La seconde partie se concentre sur les modifications structurales et fonctionnelles 

des lipoprotéines isolées des patients affectés par la COVID-19. La dernière partie de mes 

travaux, aborde les propriétés protectrices des injections de HDL mimétiques chez une 

patiente admise en soins critiques et souffrant de COVID-19 sévère. Enfin, je conclue mon 

mémoire avec les avancées sur les modifications des HDL au cours d’une infection et ouvre 

des perspectives de recherche sur l’utilisation des protéines associées aux HDL en tant 

qu’outils pronostiques et les effets protecteurs de la supplémentation en HDL au cours d’un 

sepsis viral. 

 

 



 32 

  



 33 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

 



 34 

  









 38 

 Tableau 1. Caractéristiques biochimiques des lipoprotéines plasmatiques humaines 
(Feingold 2000). 

VLDL : very low-density lipoprotein, IDL : intermediate-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, Lp(a): lipoprotein (a), 

HDL: high-density lipoprotein, LpB: lipoprotéine à apoB, TG: triglycérides, PL: phospholipides, CE : cholestérol estérifié, CH : 

cholestérol libre ou non estérifié. 

C. Métabolisme des lipoprotéines  

En raison de leur hydrophobicité, les lipides sont transportés par des complexes 

macromoléculaires, les lipoprotéines (Brewer 1981). Ces lipides sont de deux origines : soit 

exogènes provenant de l’alimentation ou soit endogènes provenant de la synthèse hépatique 

ou des tissus périphériques.  

1. La voie exogène 

En situation postprandiale, le pool lipidique gastrique peut se composer de cholestérol 

libre, d’esters de cholestérols, de phytostérols, de triglycérides, de phospholipides, de 

vitamines liposolubles et d’acides gras. Les lipides estérifiés sont hydrolysés par les lipases 

gastriques et pancréatiques (Figure 4). Les lipides hydrolysés et les vitamines liposolubles 

sont émulsionnés avec les sels biliaires, du cholestérol libre alimentaire ou biliaire, les 

phospholipides, et les phytostérols pour préparer leur passage aux niveaux des 

microvillosités intestinales en formant des micelles biliaires complexes (Iqbal and Hussain 

2009). Les sels biliaires et le cholestérol libre de la bile proviennent d’une sécrétion par les 

hépatocytes. Ils sont sécrétés dans le système biliaire par le transporteur ATP Binding 

Cassette G5 (ABCG5), ATP Binding Cassette G8 (ABCG8) et ATP Binding Cassette B11 

(ABCB11) (Yu et al. 2005; Strautnieks et al. 2008). L’internalisation des acides gras au niveau 

de la bordure en brosse des entérocytes peut se faire par diffusion passive. Cette 

internalisation peut aussi être facilitée par des transporteurs membranaires, tels que les 

protéines transports : Cluster of differentiation 36 (CD36) et le Fatty Acid Transporter Protein 

(FATP) (Febbraio et al. 1999; Pepino et al. 2014). Le cholestérol libre et les phytostérols sont 

Lipoprotéines Type Densité (g/ml) Taille (nm) 
Lipide total 

(% masse) 

Principales 

Apolipoprotéines 

Lipide 

majoritaire 

Chylomicrons LpB < 0,930 75-1200 98 B48, E TG, PL 

VLDL LpB 0,930 - 1,006 30-80 90 
B100, C-I, C-II, 

C-III, E 
TG, CE 

IDL LpB 1,006 - 1,019 27-35 83 B100, E TG, CE, CH 

LDL LpB 1,019 - 1,063 18-27 77 B100 CE, CH 

Lp(a) LpB 1,055 - 1,120 25 77 B100, (a) CE, CH 

HDL2 HDL 1,063 - 1,125 9-12 58 A-I, A-II CE, CH, PL 

HDL3 HDL 1,125 - 1,210 7-9 44 
A-I, A-II, C-I, C-

II, C-III, E 
CE, CH, PL 

Préβ-HDL HDL 1,210 - 1,250 <7 9 A-I CE, CH, PL 
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eux absorbés par les entérocytes à l’aide d’un transporteur de stérols, la protéine Niemann-

Pick C1 like 1 (NPC1L1) (Altmann et al. 2004). Après absorption dans la cellule intestinale, le 

cholestérol et les phytostérols sont convertis en esters de stérol par l’acyl-CoA cholesterol 

acyl transferase (ACAT). Cependant, les stérols végétaux sont de mauvais substrats pour 

l’ACAT, ainsi seuls moins de 5 % des phytostérols alimentaires sont absorbés. Les 

phytostérols non-absorbés sont transportés de la cellule intestinale à la lumière intestinale, 

grâce aux transporteurs ABCG5 et ABCG8 (Figure 4) (Feingold 2000; Iqbal and Hussain 

2009).  

 

Les acides gras et les monoacylglycérols absorbés par les entérocytes sont utilisés 

pour synthétiser les triglycérides, par l’action de la monoacylglycérol acyltransférase (MGAT) 

puis la diacylglycérol transférase (DGAT). L’Apo B48 est synthétisée dans le réticulum 

endoplasmique des entérocytes et est associée aux triglycérides, au cholestérol estérifié par 

la voie ACAT et les phospholipides grâce à la microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) 

pour former les pré-chylomicrons (Feingold 2000; Hussain et al. 2003; Iqbal and Hussain 

2009). Ces pré-chylomicrons sont transportés dans l’appareil de Golgi, où ils vont poursuivre 

leur maturation notamment par glycosylation de l’Apo B48 et par l’enrichissement en 

apolipoprotéines (Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV). Les chylomicrons matures sont ensuite 

sécrétés par exocytose dans la circulation lymphatique (Figure 4) (Tso and Balint 1986; Xiao 

et al. 2019).  

 

Ces chylomicrons voyagent dans la lymphe et passent dans la circulation sanguine 

par le canal thoracique, ils vont ensuite capter les Apo C (I, II, III) dans le sang. Ces 

chylomicrons ont pour fonction de transporter les triglycérides vers le tissu adipeux pour être 

stockés ou vers les muscles pour être utilisés comme substrat énergétique. Pour cela, les 

triglycérides des chylomicrons sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL). La LPL est 

une enzyme synthétisée au niveau des muscles et du tissu adipeux. Le lipase maturation 

factor 1 (LMF1) est essentiel pour la sécrétion de la LPL vers la surface de l’endothélium des 

capillaires, des cellules musculaires et des adipocytes. Elle est ensuite ancrée au niveau de 

l’endothélium des capillaires par la glycophosphatidylinositol-anchored high-density 

lipoprotein-binding protein-1 (GPIHBP1) (Beigneux et al. 2007; Fong et al. 2016). La LPL est 

activée par l’Apo C-II tandis que l’Apo C-III l’inactive et inhibe l’absorption des particules 

résiduelles. Ainsi, l’activation de la LPL par l’Apo C-II portée par les chylomicrons, induit la 

formation d’acides gras et de monoacylglycérol suite à l’hydrolyse des triglycérides 

transporté par ces chylomicrons (Goldberg et al. 1990; McConathy et al. 1992). Les acides 
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2. La voie endogène 

En situation post-absorptive, les VLDL remplacent progressivement les chylomicrons 

en tant que transporteurs principaux des triglycérides dans le sang (Figure 5). Les 

triglycérides d’origine hépatique sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique à partir 

d’acides gras provenant des chylomicrons rémanents ou des acides gras libres non estérifiés 

des adipocytes. La biogenèse des VLDL se déroule dans la lumière du réticulum 

endoplasmique des hépatocytes. L’Apo B100 nouvellement synthétisée se retrouve 

progressivement enrichie en lipides : en cholestérol, triglycérides, esters de cholestérol et 

phospholipides par un processus régulé par la MTTP (Rustaeus et al. 1999; Sirwi and 

Hussain 2018). Cependant, l’enrichissement en lipides de l’Apo B100 est dépendant de la 

concentration en triglycérides. Si la concentration en triglycérides est insuffisante, l’Apo B100 

est dégradée, entraînant l’arrêt de la synthèse des VLDL (Figure 5) (Fisher et al. 1997; Sirwi 

and Hussain 2018). 

 

Les VLDL nouvellement formées sont sécrétées dans la circulation sanguine sous 

deux formes : VLDL1 et VLDL2. Les VLDL2 sont des particules pauvres en triglycérides tandis 

que les VLDL1 sont des particules riches en triglycérides (Stillemark-Billton et al. 2005). Ces 

VLDL s’enrichissent en esters de cholestérol au cours de leur voyage vers les tissus 

périphériques, sous l’action de la Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) et en Apo C et en 

Apo E à partir des HDL circulant. Au niveau des tissus périphériques, comme les 

chylomicrons dans la voie exogène, les triglycérides des VLDL sont hydrolysés par la LPL. 

Les acides gras libérés sont internalisés puis utilisés par les tissus périphériques. L’activité 

de la LPL est régulée par l’Apo C-II (activateur) et l’Apo C-III (inhibiteur) présents sur les VLDL. 

Après la lipolyse des triglycérides, les VLDL se transforment en IDL qui sont enrichies en 

esters de cholestérol et en Apo E captée à partir des HDL. Une fraction des IDL est éliminée 

par le foie, soit par leur liaison au LDLR via l’Apo B100 ou l’Apo E, soit par leur liaison au LRP 

via l’Apo E. Les triglycérides de l’autre fraction d’IDL sont, quant à eux, hydrolysés par la 

lipase hépatique (HL), entraînant la formation des LDL (Figure 5) (Feingold 2000; Ginsberg 

et al. 2021).  
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Les LDL sont des produits du métabolisme des VLDL et sont composées 

principalement d’esters de cholestérols et d’Apo B100 (Figure 5). La particule de LDL est le 

principal transporteur de cholestérol plasmatique chez l’Homme. La concentration en LDL 

dans le plasma est modulée par leur clairance hépatique via la liaison des particules à leurs 

récepteurs spécifiques : LDLR et LRP1. La majorité des LDL est éliminée par le LDLR des 

hépatocytes via l’Apo B100, le reste des LDL étant absorbé par les tissus périphériques 

(Feingold 2000; Tiwari and Siddiqi 2012; Ginsberg et al. 2021). Le taux des récepteurs 

hépatiques est régulé par la concentration en cholestérol dans les hépatocytes. Lorsque la 

concentration en cholestérol est faible, la production de LDLR et l’activité de la HMG-CoA 

réductase sont activées. L’ensemble de ces processus contribue à l’augmentation de la 

concentration en cholestérol dans les hépatocytes, notamment via l’HMG-CoA réductase, 

une enzyme clé dans la synthèse du cholestérol. Cependant, lorsque la concentration en 

cholestérol hépatique est élevée, ces processus sont inhibés (Smith et al. 1990; Goldstein 

and Brown 2009). Des concentrations élevées en LDL-cholestérol (LDL-C) sont associées à 

un risque accru de développer des maladies cardiovasculaires (Feingold 2000; Visseren et 

al. 2021).  
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3. Le transport inverse du cholestérol  

Le transport inverse du cholestérol est le processus par lequel le corps élimine le 

cholestérol excédentaire des tissus périphériques (muscles, tissus adipeux, et même les 

macrophages dans les plaques d’athérome) vers le foie. Les principaux transporteurs du 

cholestérol dans ce processus sont les HDL (Glomset et al. 1966; Miller et al. 1985). Cette 

fonction spécifique aux HDL sera abordée en détail dans la partie : biogenèse, catabolisme 

et fonction principale des HDL. 

 

D. Les apolipoprotéines régulatrices du métabolisme lipidique 

Les apolipoprotéines (Apo) sont une famille de protéines qui sont associées aux lipides 

pour former les lipoprotéines. La structure, la fonction et le devenir métabolique des 

lipoprotéines sont conférés par ces apolipoprotéines qui sont à leur surface, à l'interface avec 

le plasma. Ces apolipoprotéines peuvent être classifiées en deux groupes : les 

apolipoprotéines échangeables et les non-échangeables. Les Apo B (B100 et B48) sont les 

seules apolipoprotéines non-échangeables et celles-ci circulent donc uniquement liées à 

leurs lipoprotéines associées. L’Apo B100 est la protéine majoritaire des LDL, VLDL et de la 

Lp(a) alors que l’Apo B48 est la protéine principale des chylomicrons. Les apolipoprotéines 

échangeables ont une taille inférieure à celle des Apo B et peuvent être transférées entre les 

lipoprotéines et capter des lipides lorsqu’elles se retrouvent dans la circulation. Les 

apolipoprotéines sont également classées en différentes sous-familles et elles présentent des 

fonctions et des structures différentes (Tableau 2) (Mahley et al. 1984; Utermann 1989; 

Jonas and Phillips 2008; Dominiczak and Caslake 2011).  
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Tableau 2. Caractéristiques des apolipoprotéines (Mahley et al. 1984; Utermann 1989; 
Jonas and Phillips 2008; Dominiczak and Caslake 2011). 

Apolipoprotéine Source 
Poids moléculaires 

(kDa) 

Lipoprotéine 

associées 
Fonctions 

Apo (a) Foie Varie Lp(a) 
Inhibition de l’activité du 

plasminogène, composition 
de la Lp(a) 

Apo A-I Foie, intestin 28,1 
HDL, CM, 

VLDL 
Structure des HDL, 

cofacteur de la LCAT 

Apo A-II Foie, intestin 17,4 
HDL, CM, 

VLDL 
Structure des HDL, 

inhibitrice HL 

Apo A-IV Foie, intestin 44,5 HDL, CM 
Modulation de l’assemblage 

et le métabolisme des 
lipoprotéines riches en TG 

Apo A-V Foie 41,3 CM, VLDL 
Module l’activité de la LPL 
permettant d’accélérer la 

lipolyse des TG 

Apo B100 Liver 550,0 
VLDL, IDL, 
LDL, Lp(a) 

Protéine de structure VLDL, 
IDL, LDL, Lp(a), ligand du 

récepteur LDL 

Apo B48 Intestine 210,0 CM 
Protéine de structure des 

CM 

Apo C-I Foie, intestin 6,6 
HDL, CM, 

VLDL 
Activatrice de LCAT, 

inhibitrice de LPL 

Apo C-II Foie, intestin 9,0 
HDL, CM, 

VLDL 
Cofacteur LPL 

Apo C-III Foie, intestin 8,8 
HDL, CM, 

VLDL 

Inhibitrice de LPL et de 
l’élimination des 

lipoprotéines riches en TG 

Apo D Foie 29,0 HDL Inconnue 

Apo E 
Foie, intestin, 
cerveau, rein, 

rate 
34,0 

HDL, CM, IDL, 
VLDL 

Ligand du récepteur aux 
LDL 

Apo J/Clusterin Foie 70,0 HDL 

Liaison des molécules 
hydrophobes, interaction 

avec les récepteurs 
cellulaires 

Apo L Inconnue 39,0 LDL, HDL Inconnue 

Apo M Foie, rein 26,0 HDL 
Liaison de petites molécules 

hydrophobes 

LCAT : lécithine-cholestérol-acyltransférase ; LPL : lipoprotéine lipase ; TG : triglycérides ; HL : Lipase 
Hépatique 
 

  



 46 

Les apolipoprotéines exercent trois fonctions majeures : 1) structuration des 

lipoprotéines ; 2) transport et redistribution des lipides dans les différents tissus (foie, muscles 

et tissus adipeux) et 3) rôle de cofacteurs d’enzymes impliqués dans le métabolisme lipidique. 

Historiquement, les apolipoprotéines étaient classifiées en fonction de leurs séquences et de 

leurs tailles en six sous-familles qui sont : les Apo A (A-I, A-II, A-IV), les Apo B (B100, B48), 

Apo C (C-I, C-II, C-III), Apo D, Apo E et Apo J (Alaupovic 1971, 1996; Mahley et al. 1984; 

Franceschini 1996; Dominiczak and Caslake 2011).  

1. Les apolipoprotéines A 

Les apolipoprotéines A sont majoritairement associées aux HDL et participent à leur 

métabolisme. 

 

L’apolipoprotéine A-I constitue la composante structurale majoritaire des HDL 

humaines et elle correspond à 70% des protéines contenues dans les HDL (Cheung and 

Albers 1982; Bryan Brewer et al. 1986). Cette protéine est également présente très faible 

en quantité sur les chylomicrons, VLDL et les LDL (Mahley et al. 1984). L’Apo A-I est 

synthétisée par le foie et l’intestin, et sa concentration plasmatique est contrôlée par son taux 

de dégradation, l’Apo A-I non associée à des lipides étant rapidement dégradée. Elle a 

plusieurs fonctions comme assurer la structure des HDL, l’activation de la lécithine 

cholestérol acyltransférase (LCAT), être le ligand de la protéine ATP-Binding Cassette 

Transporter A1 (ABCA1) ainsi qu’exercer des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes 

(Klimov et al. 1993; Frank and Marcel 2000). Les taux en apolipoprotéine A-I sont 

inversement corrélés avec le risque de développement de maladies cardiovasculaires 

(Walldius and Jungner 2004).  

 

L’apolipoprotéine A-II est la seconde protéine majoritaire des HDL et elle représente 

environ 20% de leur contenu protéique (Brewer et al. 1972; Cheung and Albers 1982). 

L’Apo A-II est synthétisée par le foie et l’intestin et elle participe à stabiliser la structure des 

HDL et à réguler le métabolisme des triglycérides. L’Apo A-II module ce métabolisme 

notamment en remplaçant l'Apo C-III des VLDL et en inhibant l’activité de la LPL. Elle est 

également un cofacteur de la LCAT et de la CETP (Boisfer et al. 1999; Escolà-Gil et al. 

2001). La concentration en Apo A-II est régulée par son taux de production. La concentration 

en apolipoprotéine A-II est potentiellement inversement corrélée avec le risque de 

développement de maladie coronarienne (Walldius and Jungner 2004; Birjmohun et al. 

2007).  
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L’apolipoprotéine A-IV est produite principalement par l’intestin grêle dont la 

production est stimulée par l’absorption lipidique lors de la prise alimentaire (Kalogeris et al. 

1994). En situation postprandiale, l’Apo A-IV est incorporée aux chylomicrons et circule dans 

la lymphe. Après hydrolyse des chylomicrons dans la circulation, l’Apo A-IV est associée aux 

HDL et mais elle peut aussi circuler librement, c’est-à-dire sans association avec des 

lipoprotéines (Green et al. 1980; Ohta et al. 1985; Ghiselli et al. 1988). Elle jouerait 

également un rôle dans la satiété et régulerait le métabolisme des lipoprotéines riches en 

triglycérides (TRL) (VLDL, IDL, LDL) (Fujimoto et al. 1993; Lu et al. 2006; Weinberg et al. 

2012). Cette apolipoprotéine présente aussi des propriétés antioxydantes (Qin et al. 1998), 

améliore l’activité de la LPL en présence d’Apo C-II (Goldberg et al. 1990) et favorise le 

transport inverse du cholestérol en modulant les activités de la LCAT et de la CETP 

(Steinmetz and Utermann 1985; Main et al. 1996).  

 

L’apolipoprotéine A-V est un régulateur de la concentration en triglycérides 

plasmatiques (Pennacchio et al. 2001). Cette apolipoprotéine circule dans le plasma associé 

aux HDL, VLDL et CM. Produite par le foie, elle circule à des concentrations plus basses que 

les autres apolipoprotéines (O’Brien et al. 2005). L’apolipoprotéine A-V module le 

métabolisme des TG probablement en agissant sur la LPL et sur la synthèse et la sécrétion 

des VLDL (Nilsson et al. 2011). 

 

2. Les apolipoprotéines B 

Les apolipoprotéines B sont les apoprotéines des lipoprotéines de basses densités 

allant des chylomicrons aux VLDL, IDL, LDL et Lp(a) (Fisher and Schumaker 1986; Hardman 

and Kane 1986; Utermann 1989). L’apolipoprotéine B est codée par un unique gène exprimé 

dans le foie et l’intestin. La différence étant que chez l’Homme, l’apolipoprotéine B 

synthétisée par l’intestin (Apo B48) est une protéine dont la taille est approximativement de 

48% de celle synthétisée par le foie (Apo B100) (Kane et al. 1980). La taille plus courte de 

l’Apo B48 est issue de la conversion d’un codon en un codon stop au cours de l’édition de 

l’ARNm (Young 1990). Une des caractéristiques des Apo B est que chaque particule de 

lipoprotéine n’en contient qu’une seule molécule. 

 

L’apolipoprotéine B100 est la composante structurale principale des VLDL, IDL, LDL 

et Lp(a). L’Apo B100 est un ligand du récepteur aux LDL (LDLR) et exerce un rôle important 

dans la clairance de ces lipoprotéines. Si L’Apo B100 est produite en excès, elle se retrouve 
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dégradée au sein même des cellules. De plus, chaque particule de VLDL, IDL, LDL et Lp(a) 

ne comprend qu’une Apo B100 par particule (Elovson et al. 1988; Dominiczak and Caslake 

2011).  

 
L’apolipoprotéine B48 est la protéine structurale des chylomicrons et des 

chylomicrons rémanents, contrairement à l’Apo B100, elle n’est pas reconnue par le LDLR. 

Ainsi, l’internalisation des chylomicrons rémanents est principalement réalisée par le LRP 

(lipoprotein-related receptor protein) et le LDLR via l’Apo E (Mahley et al. 1989; Hussain et 

al. 1991).  

3. Les apolipoprotéines C 

Les apolipoprotéines C se retrouvent à la surface des chylomicrons, VLDL et HDL. 

Elles sont synthétisées majoritairement par le foie et vont s’échanger dans la circulation 

sanguine entre les lipoprotéines riches en triglycérides et les HDL (Mahley et al. 1984).  

 

L’apolipoprotéine C-I joue un rôle majeur dans le métabolisme des lipoprotéines. En 

effet, cette apolipoprotéine est un activateur de la LCAT, un modulateur de la CETP et elle 

inhibe aussi la liaison aux récepteurs LDLR et LDL-receptor related protein (LRP) (Soutar et 

al. 1975; Weisgraber et al. 1990; Sehayek and Eisenberg 1991; Gautier et al. 2000).  

 

L’apolipoprotéine C-II est un cofacteur de l’activation enzymatique de la LPL pour 

l’hydrolyse des triglycérides des TRL (LaRosa et al. 1970; Shen et al. 2010). Une déficience 

en Apo C-II causé par une mutation génétique engendre une hypertriglycéridémie causé par 

une altération de l’élimination des TRL (Breckenridge et al. 1978). 

 

L’apolipoprotéine C-III est la plus abondante des Apo C. L’Apo C-III est un régulateur 

du métabolisme des TRL, car elle inhibe la LPL et la capture des TRL par le foie (McConathy 

et al. 1992; Clavey et al. 1995). De plus, l’Apo C-III stimulerait l’assemblage et la production 

de VLDL par le foie. Aussi, la concentration en Apo C-III est corrélée positivement avec la 

concentration en triglycérides (Cohn et al. 2004). Une perte de fonction de l’Apo C-III 

engendre une diminution des triglycérides et réduit aussi le risque de maladies 

cardiovasculaires (Jørgensen et al. 2014). Aussi, l’Apo C-III constitue une véritable cible 

thérapeutique et un marqueur potentiel des maladies cardiovasculaires.  
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4. L’apolipoprotéine E 

L’apolipoprotéine E est une lipocaline et un composant des chylomicrons, VLDL, IDL 

et HDL (HDL3) (Shore and Shore 1973; Mahley et al. 1979). L’Apo E est produite par 

plusieurs organes, majoritairement par le foie, mais également par les astrocytes du cerveau, 

le rein, les glandes surrénales ainsi que par les macrophages (Basu et al. 1982; Blue et al. 

1983). Lorsqu’elle est sécrétée, l’Apo E est soit associée aux lipoprotéines ou à des disques 

de phospholipides localisée dans le fluide interstitiel, la lymphe et le plasma où sa 

concentration est plus abondante mais aussi dans le fluide cérébrospinal (Huang and Mahley 

2014). L’Apo E joue un rôle important dans le transport des lipides entre les cellules des 

différents organes grâce à son interaction avec le LDLR, le LRP et les HSPG (Heparan Sulfate 

Proteoglycans) (Mahley 1988; Ji et al. 1994). En plus d’être ubiquitaire, cette apolipoprotéine 

possède des propriétés pléiotropes. Elle contribue, en effet, à la clairance des TRL, à l’efflux 

du cholestérol avec l’Apo A-I et a des propriétés anti-athérogènes, antioxydantes ainsi que 

modulatrices de la réponse inflammatoire (Mahley et al. 1979; Chroni et al. 2005; Ulrich et 

al. 2014). L’apolipoprotéine E est une protéine polymorphe existant sous trois isoformes 

: l’Apo E2, E3 et E4. Ces différentes isoformes d’Apo E n’ont pas la même affinité avec les 

différents récepteurs (Utermann 1987; Weisgraber 1994). De plus, ces trois isoformes 

forment six combinaisons différentes de phénotypes. La combinaison homozygote pour 

l’Apo E2 peut être associée à une dysbétalipoprotéinémie étroitement reliée à un risque élevé 

de maladie coronarienne (Brewer et al. 1983; Utermann 1987). L’Apo E4 représente aussi 

un facteur de risque accru de développement de maladies neurodégénératives comme la 

maladie d’Alzheimer (Yamazaki et al. 2019).  
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5. L’apolipoprotéine (a) 

L’apolipoprotéine (a) ou Apo (a) est produite par le foie et est transportée par la Lp(a) 

dans le sang. La Lp(a) est une lipoprotéine similaire aux LDL avec pour seule différence la 

présence d’une unique apolipoprotéine (a) couplé à l’Apo B100 par un pont disulfure (Berg 

1963; Utermann 1989). Le gène codant pour l’Apo (a), le LPA, présente une homologie de 

séquence élevée avec celui du plasminogène (McLean et al. 1987). Cette apolipoprotéine 

est une grosse glycoprotéine avec un polymorphisme structural important. Elle est composée 

de structures en forme de boucle nommées “Kringles” et d’un domaine peptidase non-

fonctionnel (S1). Au sein de l’Apo (a), il existe 10 sous-types de KIV (Kringle IV), nommés KIV1 

à KIV10 et un type de KV (Kringle V). Son polymorphisme structural s’explique par la réplication 

contrôlée génétiquement d’un unique sous-type de KIV, le KIV2, allant de 1 à 40 copies, ainsi 

son poids moléculaire varie entre 300 et 800 kDa (Utermann 1989; Reyes-Soffer et al. 2022). 

Les concentrations élevées d’Apo (a) et de Lp(a) sont fortement associées à un risque élevé 

de développer des maladies cardiovasculaires (Reyes-Soffer et al. 2022).  
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II. Focus sur les Lipoprotéines de Haute Densité (HDL) 

Les HDL sont des lipoprotéines sécrétées principalement par le foie et l’intestin. Elles 

ont pour fonction principale le transport inverse du cholestérol. Ces HDL sont remodelées au 

cours de leur métabolisme, leur conférant une structure très hétérogène tant par leur forme, 

leur taille que leur composition. Ces HDL sont pléiotropes en plus de leur fonction principale 

de transport inverse du cholestérol car elles présentent de nombreuses propriétés vasculo-

protectrices. Cependant, en situation d’inflammation, ces nanoparticules peuvent être 

modifiées. Dans les prochaines parties, nous aborderons tout d’abord, la biogenèse, le 

remodelage et le catabolisme des HDL au cours du transport inverse du cholestérol. Nous 

explorerons ensuite l’hétérogénéité de la structure de ces nanoparticules. Enfin, nous 

détaillerons les altérations causées sur les HDL dans les différentes pathologies. 
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La formation des HDL est la première étape du transport inverse du cholestérol, qui 

commence par la sécrétion d’Apo A-I sans lipide ou avec peu de phospholipides par le foie 

et l’intestin (Figure 6) (Hamilton et al. 1976; Zannis et al. 1985). L’Apo A-I interagit ensuite 

avec le transporteur ABCA1 des hépatocytes ou des entérocytes, ce qui entraîne un 

enrichissement en cholestérol libre et phospholipides intracellulaire de cette lipoprotéine 

naissante. Ces lipides sont transportés de l’intérieur des cellules vers l’Apo A-I via le canal 

d’ABCA1. Cet enrichissement lipidique de l’Apo A-I conduit à la formation de HDL 

discoïdales, également appelées préβ-HDL. Ces préβ-HDL et l’Apo A-I libre peuvent avoir 

d’autres origines comme le catabolisme des grosses HDL. Les préβ-HDL peuvent 

également provenir d’une captation des phospholipides, du cholestérol libre issus de la 

lipolyse des TRL par l’Apo A-I libre circulante (Patsch et al. 1978; Vélez-Carrasco et al. 

1999). Ce processus explique la concentration basse en HDL que l’on rencontre dans la 

maladie de Tangier, du fait de la mutation perte de fonction sur le gène ABCA1. Cette maladie 

se caractérise par l’impossibilité de lipider l’Apo A-I via ABCA1, entraînant alors son 

catabolisme (Brooks-Wilson et al. 1999; Rust et al. 1999; Wang et al. 2000a).  

ATP Binding Casette Transporter A1 (ABCA1) fait partie de la famille des transporteurs ABC. 

ABCA1 est exprimée dans divers tissus et abondamment dans les macrophages et les 

hépatocytes. Dans le métabolisme des HDL, l’activation d'ABCA1 favorise le transport des 

phospholipides et du cholestérol libre provenant de la membrane plasmique de ces cellules vers 

l’Apo A-I pour former les préβ-HDL. ABCA1 interagit uniquement avec les préβ-HDL ou l’Apo A-I 

libre. Une mutation perte de fonction d’ABCA1, provoque la maladie de Tangier, caractérisée par 

des niveaux bas en HDL-C, des dépôts de cholestérol dans les macrophages à l’origine du 

développement de l’athérosclérose. Les voies Liver X Receptors (LXR) et Retinoid X Receptors 

(RXRs) jouent un rôle clé dans l’expression d’ABCA1. En effet, l’activation de LXR entraîne une 

augmentation de la formation de HDL modulée par ABCA1 accélérant ainsi l’efflux du cholestérol 

vers l’Apo A-I (Wang et al. 2000b; Remaley et al. 2001; Kielar et al. 2001; Phillips 2018). Les 

Peroxysome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) α and γ contribue également à la biogenèse 

des HDL par l’activation d’ABCA1 (Chawla et al. 2001; Li and Glass 2004).  

 

Les préβ-HDL formées entrent rapidement dans un processus de maturation en HDL 

sphérique (α-HDL), aussi appelée HDL3, sous l’action de la LCAT, une enzyme activée 

notamment par l’Apo A-I. Lorsque la LCAT est activée, elle interagit avec la 

phosphatidylcholine et le cholestérol libre pour former respectivement des 

lysophosphatidylcholines (LPC) et des esters de cholestérol (Fielding et al. 1972). Les esters 

de cholestérol se déplacent dans le cœur lipidique des HDL formant les HDL sphériques de 

petite taille (HDL3, environ 7,2 - 8,8 nm, densité 1,063-1,125 g/mL). Les 

lysophosphatidylcholines, quant à elles, quittent la membrane des HDL pour se lier à 
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l’albumine où elles sont recyclées par la LCAT en phosphatidylcholine (Glomset et al. 1966; 

Fielding et al. 1972; Subbaiah et al. 1980; Nichols et al. 1985).  

2. Remodelage et catabolisme des HDL 

Après leur synthèse par le foie et les intestins, les HDL sont remodelées par de 

nombreux facteurs avant d’être catabolisées par leurs récepteurs et d’autres protéines 

plasmatiques. Les HDL sphériques (HDL2 et HDL3) sont la forme plus abondante dans le 

plasma. Ces particules sont de véritables entités dynamiques, continuellement remodelées, 

conduisant à l’apparition de sous-populations distinctes en fonction de leur taille, leur forme 

et leur composition en lipides et protéines. Le remodelage complexe des HDL s'accomplit 

par plusieurs mécanismes.  

La voie ABCG1/SR-B1 - Les lipides sont intégrés aux préβ-HDL via le transporteur 

ABCA1. Cependant, ABCA1 ne parvient pas à poursuivre l’enrichissement en lipides des HDL 

dès lors que ces dernières deviennent matures (HDL3 et HDL2) (Figure 7). Ainsi, le transporteur 

de cholestérol ATP Binding Cassette Transporter G1 (ABCG1) joue un rôle important dans la 

suite de l’enrichissement en lipides des HDL. En effet, ABCG1 facilite préférentiellement 

l’intégration du cholestérol libre et des phospholipides dans les HDL sphériques (HDL2 et 

HDL3). Ce transporteur est exprimé par diverses cellules, notamment les macrophages et les 

cellules endothéliales (Wang et al. 2004, 2006). De plus, ABCA1 et ABCG1 présentent de 

nombreuses similitudes comme leur localisation cellulaire. Aussi, ces deux transporteurs 

peuvent agir en synergie sur l’efflux du cholestérol des tissus périphériques vers les HDL, 

partant d’une Apo A-I peu lipidée à des HDL sphériques (Gelissen et al. 2006). ABCA1 et 

ABCG1 peuvent aussi permettre l’efflux du cholestérol de façon indépendante. De plus, 

ABCG1 permet aussi l’efflux d’un large spectre de stérols vers les HDL comme notamment 

les oxystérols des cellules spumeuses (Terasaka et al. 2008). Ainsi, l’enrichissement en 

lipides des HDL sphériques par ABCG1, contribue à l’augmentation de leur taille. Les HDL 

peuvent ensuite interagir avec le Scavenger Receptor-B1 (SR-B1) pour s’enrichir en 

cholestérol libre provenant notamment des macrophages (Figure 7) (Lorenzi et al. 2008; 

Larrede et al. 2009). 
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Les reins participent aussi, dans une moindre mesure au catabolisme des HDL. Les 

HDL sphériques ne passeront pas par la barrière glomérulaire. Ainsi, seules les Apo A-I, Apo 

A-II et Apo A-IV sans lipide et les préβ-HDL traversent la barrière de filtration glomérulaire 

(Graversen et al. 2008). Une fois dans les cellules tubulaires proximales, les préβ-HDL et les 

Apo sans lipide se lient à un complexe récepteur membranaire, la cubiline/amnionless, puis 

sont captées par endocytose. L’endocytose des HDL par la cubiline est accélérée par un 

autre récepteur la mégaline. La cubiline et la mégaline fonctionnent en synergie pour moduler 

l’endocytose des HDL (Kozyraki et al. 1999; Hammad et al. 2000; Barth and Argraves 

2001; Graversen et al. 2008). Après endocytose, les préβ-HDL et les Apo subissent une 

dégradation lysosomale ou une réabsorption dans la circulation. 

Nous avons pu voir qu’au cours du métabolisme des HDL, la structure de ces 

nanoparticules est fortement hétérogène avec un remodelage tout au long de leur vie. 

B. L’hétérogénéité de la structure des HDL 

Les HDL, comme les autres lipoprotéines, comprennent un cœur hydrophobe 

composé de lipides neutres, entouré par une enveloppe amphiphile composée de lipides 

polaires et de protéines structurales et fonctionnelles. Ces lipoprotéines sont de petite taille, 

denses et riches en protéines comparées aux autres lipoprotéines. Les HDL présentent une 

densité allant de 1,063 à 1,21 et une taille moyenne comprise entre 8-10 nm. Les particules 

de HDL se présentent sous plusieurs formes : discoïdale ou sphérique. La concentration en 

HDL-C est inversement proportionnelle à l’incidence des maladies cardiovasculaires (Wilson 

et al. 1988). 

Les HDL présentent une importante hétérogénéité tant au niveau de leur taille, leur 

densité, leur forme que leur composition lipidique et protéique.  

1. La classification des sous-populations de HDL 

Les différentes sous-populations de HDL ont été identifiées en premier par rapport à 

leur différence physique : taille, densité et forme. Ces différences ont pu être mises en avant 

par différentes méthodes de séparation notamment l’ultracentrifugation, la migration sur gel 

électrophorétique et la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) (Figure 12). 
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La RMN, comme le Lipoprint, permet l’étude des différentes sous-populations de HDL 

sans nécessiter l’isolement de ces dernières du plasma. Cette technique exploite les 

propriétés du groupe méthyle terminal des lipides qui les composent, pour identifier les 

différentes tailles de lipoprotéines. Lorsque les lipoprotéines de grosse taille sont soumises à 

une impulsion électromagnétique par la RMN, les lipides qui les composent émettent des 

signaux dont la forme est différente avec des fréquences supérieures à celles émises par les 

particules de plus petites tailles. Ces signaux sont observables sur un spectre du proton 

(Lounila et al. 1994; Jeyarajah et al. 2006). Cette distinction entre les signaux émis pour les 

différentes tailles de lipoprotéines permet d’identifier et de quantifier les différentes sous-

populations de lipoprotéines, allant des VLDL aux différentes sous-fractions de HDL (petite, 

intermédiaire, large). De nombreux logiciels ont été développés sur cette base afin de 

permettre la détermination quantitative automatique des différentes sous-populations de 

lipoprotéines (Jeyarajah et al. 2006). 

Les études qui s’intéressent aux différentes tailles lipoprotéines à partir de la RMN 

utilisent désormais principalement des logiciels de dosage automatique de ces lipoprotéines 

qui sont NMR LipoProfile©, The Lipoprotein Fractionation NMR ou encore le module Bruker 

IVDr B.I. LISA (Lappegård et al. 2021).  
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molécules d’Apo A-I et un nombre variable d’Apo A-II, allant d’une à trois molécules 

(Gauthamadasa et al. 2010).  

Les différentes sous-classes de HDL en fonction de la technique d’isolement sont 

résumées dans le Tableau 3. 

Tableau 3. Principales sous-classes de HDL en fonction des différentes techniques 
d’isolement (traduit de (Kontush et al. 2015)). 

Densité (ultracentrifugation) 

   HDL2 (1,063-1,125 g/mL) 
   HDL3 (1,125-1,21 g/mL) 
Taille (électrophorèse sur gel polyacrylamide gradient non-dénaturant) 
   HDL2b (9,7-12,0 nm) 
   HDL2a (8,8-9,7 nm) 
   HDL3a (8,2-8,8 nm) 
   HDL3b (7,8-8,2 nm) 
   HDL3c (7,2-7,8 nm) 
Taille (RMN) 
   HDL large (8,8-13,0 nm) 
   HDL médium (8,2-8,8 nm) 
   HDL petit (7,3-8,2 nm) 
Forme et charge (gel d’agarose)  
   α-HDL (HDL sphérique) 
   Préβ-HDL (HDL discoïdaux) 
Charge et taille (électrophorèse 2D) 
   Préβ-HDL (préβ1 et préβ2) 
   α-HDL (α1, α2, α3 et α4) 
   Préα-HDL (préα1, préα2 et préα3)  
Composition de protéine (électroimmunodiffusion) 
   LpA-I 
   LpA-II 
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2. Le protéome des HDL : une diversité fonctionnelle 

Les HDL présentent une importante diversité protéique par rapport aux autres classes 

de lipoprotéines. L’étude de la composition en protéines des HDL de manière semi-

quantitative a été permise grâce à l'électrophorèse 2D couplée à la de spectrométrie de 

masse (Karlsson et al. 2005a).  

Cependant, l’identification et la quantification des différentes protéines des HDL 

dépendent de plusieurs facteurs : la méthode d’isolement de ces lipoprotéines, la 

conservation de l’échantillon biologique de départ ainsi que la technologie de spectrométrie 

de masse utilisée. Les HDL isolées par la technique de chromatographie en phase liquide 

(FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography) par gel filtration, présente une forte 

contamination par de l’albumine et d’autres protéines plasmatiques qui co-éluent avec les 

HDL (Wiesner et al. 2009; Collins et al. 2010). Les méthodes d’isolement par 

immunoaffinité à l’aide d’anticorps anti-Apo A-I présentent aussi des limites. Parmi ces 

limites, la capacité de l’anticorps à se lier uniquement à une unique conformation d’Apo A-I, 

et aussi son interaction possible avec des contaminants. De plus, pour les décrocher de 

l’anticorps, les HDL doivent être soumises à des pH extrêmes qui sont susceptibles de 

modifier leur composition (Cheung and Albers 1984; Davidson et al. 2022). Tout comme 

avec la chromatographie par filtration sur gel, la séparation par électrophorèse 

multidimensionnelle du plasma peut entraîner la co-migration de contaminants avec les 

protéines des HDL. Les HDL sont exposées à un certain nombre de stress importants au 

cours de l’ultracentrifugation sur gradient de densité de sel. Parmi ces stress, les forces de 

cisaillement dus à la centrifugation, les forces ioniques importantes en raison des sels utilisés 

qui peuvent possiblement affecter la composition des HDL. Ceci étant, l’ultracentrifugation à 

densité de sel, reste la technique d’isolement de référence pour l’analyse du protéome des 

HDL. De plus, l’ultracentrifugation est la seule technique pour laquelle les lipoprotéines 

isolées à une densité de 1,063 et 1,21 sont nommées les HDL (Delalla et al. 1954; Havel et 

al. 1955; Munroe et al. 2015).  
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La première étude de lipoprotéomique a permis d’identifier 13 protéines après 

isolement par ultracentrifugation, puis migration sur un gel électrophorèse 2D et analyse des 

différents spots obtenue sur gel par spectrométrie de masse (Figure 16) (Karlsson et al. 

2005a).  

 

Figure 16. Composition en protéines des HDL par spectrométrie de masse sur 2D-
PAGE (Karlsson et al. 2005a). 
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De nos jours, l’équipe de Davidson alimente un site internet 

(https://homepages.uc.edu/~davidswm/HDLproteome.html) correspondant à la banque de 

données sur les protéines identifiées dans les HDL mais aussi dans d’autres lipoprotéines. 

Cette banque de données est composée de près de 1030 protéines identifiées dans les HDL 

provenant de 51 études protéomiques. Parmi ces protéines, 285 ont été identifiées plus de 

trois fois par différents laboratoires (Figure 17) attestant ainsi de leur présence probable au 

sein du protéome des HDL. Les différentes protéines ont été principalement identifiées à 

partir des protéines totales des HDL après isolement principalement par la technique 

d’ultracentrifugation. Ces HDL ont ensuite été analysées par spectrométrie de masse grâce 

à une analyse Shotgun proteomics (Davidson et al. 2022). 

 

Figure 17. Analyse fonctionnelle des protéines identifiées dans le protéome des HDL 

(adaptée de (Davidson et al. 2022)). 

  

https://homepages.uc.edu/~davidswm/HDLproteome.html
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Tableau 4. Composants majoritaires du protéome des HDL (traduit et adapté de 
(Kontush et al. 2015)). 

Protéine 
Masse 
(kDa) 

Fonction principale 

Apolipoprotéines   

Apo A-I 28 
Principale apolipoprotéine structurelle et fonctionnelle, 
activateur de la LCAT 

Apo A-II 17 Structure des HDL, inhibitrice LPL 

Apo A-IV 46 
Modulation de l’assemblage et le métabolisme des 
lipoprotéines riches en TG 

Apo C-I 6,6 Activatrice de LCAT, inhibitrice de LPL, modulateur de CETP 

Apo C-II 8,8 Activatrice LPL 

Apo C-III 8,8 
Inhibitrice de LPL et de l’élimination des lipoprotéines riches 
en TG 

Apo C-IV 11 Régule le métabolisme des TG 

Apo D 19 Liaison de petites molécules hydrophobes 

Apo E 34 
Apolipoprotéine structurelle et fonctionnelle, ligand du LDL-R 
et du LRP 

Apo F 29 Inhibitrice du CETP 

Apo H/ béta-2-glycoprotéine 38 Liaison de molécules chargées négativement 

Apo J/Clusterin 70 
Liaison des molécules hydrophobes, interaction avec les 
récepteurs cellulaires 

Apo L1 44/46 Facteur trypanolytique du sérum humain 

Apo M 25 Liaison de petites molécules hydrophobes 

Enzymes   

LCAT 63 Estérification du cholestérol  

PON1 43 Lactonase dépendante du calcium, enzyme antioxydante 

PAF-AH (LpPLA2) 53 Hydrolyse des phospholipides oxydés à chaîne courte 

GSPx-3 22 Réduction des hydroperoxydes par le glutathion 

Protéines de transfert des lipides   

PLTP 78 
Conversion des HDL en particules plus grandes et plus 
petites, transport du LPS 

CETP 74 
Hétéro-échange de CE et de TG et homo-échange de PL 
entre les HDL et les lipoprotéines contenant de l'Apo B 

Protéine de la phase aiguë   

SAA-1 12 Principale protéine en phase aiguë 

SAA-4 15 Protéine mineure en phase aiguë 

Alpha-2-HS-glycoprotéine 39 Protéine négative en phase aiguë 

Fibrinogène chaine alpha 95 
Précurseur de la fibrine, cofacteur de l'agrégation 
plaquettaire 

Composé du complément   

Complément C3 187 Activation du complément 

Protéinase inhibiteurs   

Alpha-1-antitrypsine 52 Inhibiteur des protéases à sérine et notamment l'élastase 

Haptoglobin-related protein 39 Substrat leurre pour empêcher la protéolyse 

Autre protéines   

Transthyrétine 55 Liaison et transport de l'hormone thyroïdienne 

Sérotransferrine 75 Liaison et transport du fer 

Protéine de liaison à la vitamine D 58 Liaison et transport de la vitamine D 

Alpha-1β-glycoprotéine 54 Inconnue 

Hemopexin 52 Liaison et transport de l'hème 

Apo : apolipoprotéine, CE : ester de cholestérol, CETP : Cholesteryl Ester Transfer protein, GSPx-3 : Glutathione 

Selenoperoxidase 3, LDL-R : récepteur aux LDL, LCAT : lecithin/cholesterol acyltransferase, LPL : lipoprotéine 
lipase, LpPLA2 : lipoprotein-associated phospholipase A2, LRP : LDL receptor-related protein, PAF-AH : platelet-

activating factor acetyl hydrolase, PL : phospholipide, PLTP : Phospholipid Transfer Protein, PON1 : paraoxonase 
1, SAA : Sérum amyloïde A, TG : triglycérides. 
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a) Les apolipoprotéines  

Au-delà des apolipoprotéines impliquées dans le métabolisme des lipides comme les 

Apo A-I, A-II, C et E, les HDL transportent aussi d’autres apolipoprotéines. 

(1) L’apolipoprotéine D 

L’apolipoprotéine D est détectée à la surface des HDL (McConathy and Alaupovic 

1973). L’Apo D est très peu exprimée dans le foie et l’intestin contrairement aux autres 

apolipoprotéines. Les glandes surrénales et les reins sont les organes où est retrouvée 

l’expression en ARNm de l’Apo D la plus élevée (Drayna et al. 1986). L’Apo D est une protéine 

sécrétée et malgré un faible taux d’expression en ARNm hépatique, sa concentration 

protéique dans le foie est élevée (Uhlén et al. 2015). L’Apo D transporte des lipides 

notamment l’acide arachidonique, les stéroïdes, le cholestérol et aussi d'autres ligands. Cette 

capacité à se lier à de multiples ligands reflète le caractère multifonctionnel de l’apoprotéine 

(Rassart et al. 2000).  

(2) L’apolipoprotéine H 

L’apolipoprotéine H, aussi connue sous le nom de béta-2 glycoprotéine 1 est 

associée aux lipoprotéines et elle est synthétisée par le foie mais sa fonction physiologique 

reste encore mal connue (Polz and Kostner 1979; Polz et al. 1979). Cette apolipoprotéine 

présenterait plusieurs fonctions notamment dans le métabolisme lipidique en activant la LPL 

(Nakaya et al. 1980). Aussi, cette apolipoprotéine semble impliquée dans la régulation du 

complément et de la coagulation (Miyakis et al. 2004; Gropp et al. 2011). L’Apo H est le 

principal antigène du syndrome auto-immun des anti-phospholipides (Schwarzenbacher et 

al. 1999). 

(3) L’apolipoprotéine J  

L’apolipoprotéine J ou clusterine est associée aux HDL et aux LDL dans la 

circulation. L’expression de l’ARNm de la clusterine est ubiquitaire (De Silva et al. 1990) et 

sa fonction physiologique est mal connue. Néanmoins, cette apolipoprotéine est 

multifonctionnelle. Elle représente une protéine chaperonne dans la circulation, qui permet la 

clairance des protéines mal repliées (Wyatt et al. 2011) et elle possède aussi des fonctions 

anti-apoptotiques et une capacité d’interaction avec de nombreux ligands comme des 

lipides, des protéines amyloïdes ou avec elle-même (Wyatt et al. 2011; Pereira et al. 2018). 

(4) L’apolipoprotéine L 

L’apolipoprotéine L figure comme un composé minoritaire des HDL (Duchateau et 

al. 1997). Si sa fonction dans le métabolisme lipidique est encore inconnue, la concentration 

en apolipoprotéine L est corrélée positivement avec les triglycérides (Duchateau et al. 2000). 
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Les apolipoprotéines L représentent une famille de six apolipoprotéines (Apo L-I à Apo L-VI) 

(Page et al. 2001). L’Apo L-I est exprimée dans le pancréas, le poumon, la prostate, le foie, 

le placenta et la rate. Elle est un composant de l’activité trypanolytique humaine, qui permet 

de lutter contre le Trypanosoma brucei, un parasite responsable de la maladie du sommeil. 

Les HDL, qui contiennent l’haptoglobin related protein et l’Apo L1 sont internalisées par le 

trypanosome. L’Apo L1 forme des pores dans la membrane du parasite, déclenchant des flux 

ioniques osmotiques fatals pour le parasite (Vanhollebeke et al. 2007). Cette apolipoprotéine 

partage des similitudes avec la protéine intracellulaire de la famille Bcl-2 régulant l’apoptose 

(Duchateau et al. 1997; Wan et al. 2008).  

(5) L’apolipoprotéine M  

L’apolipoprotéine M se retrouve associée aux HDL dès sa synthèse à la suite de 

laquelle elle sera échangée avec les TRL et les LDL dans la circulation sanguine. L’Apo M est 

une lipocaline principalement exprimée dans le foie et les reins et de façon minoritaire dans 

les tissus adipeux (Xu and Dahlbäck 1999). Cette apolipoprotéine possède une poche 

hydrophobe, lui permettant d’interagir avec des petites molécules hydrophobes, 

principalement la sphingosine-1-phosphate (S1P) (Ahnström et al. 2007). La S1P est un 

sphingolipide bioactif qui interagit avec cinq récepteurs à la S1P (S1PR1-5) qui régulent de 

nombreuses fonctions biologiques (l’angiogenèse, améliore la barrière endothéliale, 

régulation de la migration des lymphocytes). La combinaison Apo M, S1P et HDL présente 

de nombreuses fonctions vasculo-protectrices (Christoffersen et al. 2011; Zheng et al. 

2019). Aussi, l’Apo M participe au métabolisme lipidique en contribuant à l’enrichissement en 

lipides des préβ-HDL (Wolfrum et al. 2005; Mulya et al. 2010). L’Apo M est 

préférentiellement associée au HDL3 (Davidson et al. 2009) et sa concentration est 

potentiellement régulée dans la réponse immunitaire, par les cytokines ou encore les facteurs 

inflammatoires. Toutefois l’origine de ces mécanismes reste encore inconnue (Xu et al. 2002). 

Par exemple, la concentration en Apo M est retrouvée diminuée chez les patients souffrant 

de diabète. De plus, la concentration en Apo M est diminuée durant un diabète de type MODY 

comparé à des sujets contrôles et le diabète de type 1, mais ce n’est pas le cas pour le 

diabète de type 2 (DT2). L’Apo M pourrait ainsi constituer un marqueur permettant de 

distinguer un diabète de type MODY d’un diabète de type 1 (Christoffersen et al. 2011; 

Mughal et al. 2013).  

b) Les enzymes  

Les HDL transportent aussi des enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides 

et dans les réactions d’oxydoréduction.  
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(1) Lécithine Cholestérol Acyltransférase (LCAT) 

La LCAT identifiée par Glomset, catalyse l’estérification du cholestérol dans les 

lipoprotéines (Glomset et al. 1966). La LCAT est une glycoprotéine produite majoritairement 

par le foie (Warden et al. 1989) et elle circule dans le plasma associée principalement aux 

HDL. Son activité est essentielle au remodelage des lipoprotéines, en particulier lors de la 

maturation des HDL (Glomset et al. 1966; Chen and Albers 1982). La LCAT est activée 

principalement par l’Apo A-I, mais son activation dépend aussi de l’Apo A-II, l’Apo A-IV, l’Apo 

C-I, l’Apo C-III et de l’Apo E (Jonas 1991). Lorsque la LCAT est activée, elle interagit avec la 

phosphatidylcholine et le cholestérol libre pour former respectivement des 

lysophosphatidylcholines et des esters de cholestérol (Fielding et al. 1972). La LCAT est 

responsable de l'estérification du cholestérol libre associé aux lipoprotéines contenant de 

l’Apo A-I (activité α) et de l’Apo B (activité β) (Barter 1983). L’activité de la LCAT est réduite 

lors de la formation des grosses particules sphériques de HDL, possiblement dû à 

l’enrichissement des HDL en sphingomyéline (Bolin and Jonas 1996; Kosek et al. 1999). La 

LCAT présente aussi de nombreuses autres fonctions comme l’hydrolyse des lécithines 

(phosphatidylcholine) oxydées contribuant ainsi à la détoxification des lipoprotéines oxydées. 

Elle contribue ainsi aux propriétés antioxydantes et participe également aux propriétés anti-

inflammatoires des HDL (Goyal et al. 1997; Subramanian et al. 1999; Itabe et al. 1999). Le 

déficit en LCAT se retrouve dans deux maladies héréditaires rares : le déficit familial en LCAT 

(FLD) et la maladie des yeux de poisson (FED), qui se caractérisent respectivement par une 

déficience totale et une déficience partielle de la LCAT. Les patients atteints de FED sont 

incapables d’estérifier le cholestérol des HDL, mais pourront estérifier le cholestérol des 

lipoprotéines à Apo B (Norum and Gjone 1967; Carlson and Philipson 1979). Cette 

déficience totale ou partielle induit des concentrations basses en HDL-C et des 

concentrations élevées de triglycérides. Cependant, les mutations FLD et FED sont associées 

pour la première à une diminution et pour la seconde à une augmentation de l’athérosclérose. 

Cette divergence s'expliquerait par la capacité de la LCAT à générer des esters de cholestérol 

dans les lipoprotéines contenant de l’Apo B dans la maladie de FED (Oldoni et al. 2018).  

(2) Phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (PAF-

AH/LpPLA2) 

La phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (LpPLA2) fait partie du groupe VII de 

la superfamille des phospholipases A2 (PLA2) qui comprend six types divisés en 16 groupes. 

Les PLA2 hydrolysent tout particulièrement la liaison du groupement acyle sn-2 des 

phospholipides conduisant à la formation d’un acide gras libre et d'un lysophospholipide. La 

LpPLA2 est aussi appelée Platelet-Activating Factor Acetyl Hydrolase (PAF-AH) en raison de 
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son activité hydrolytique sur le facteur d’activation des plaquettes (PAF) (Schaloske and 

Dennis 2006). Cette enzyme est produite par le tissus adipeux blanc, le cerveau et 

abondamment par les macrophages (Elstad et al. 1989; McIntyre et al. 2009). La LpPLA2 

peut hydrolyser les phosphatidylcholines (PC) à courte chaîne conduisant à la formation de 

LPC et d’un acide gras libre. L’efficacité de l’hydrolyse diminue lorsque la chaîne carbonée 

est allongée et elle est inactive contre les chaînes longues non -oxydées. Également, la 

LpPLA2 hydrolyse les phospholipides oxydés pro-inflammatoires à chaînes courtes 

(Stremler et al. 1991; Dennis et al. 2011). Elle serait potentiellement pro-inflammatoire. En 

effet, l’hydrolyse des LDL oxydées par la LpPLA2 produit des lysophosphatidylcholines et 

des acides gras non-estérifiés oxydés, qui sont des produits pro-inflammatoires et pro-

athérogènes (Zalewski and Macphee 2005; Huang et al. 2020b). 

(3) Paraoxonase  

Les paraoxonases (PON) appartiennent à la famille des lactonases. Elles possèdent la 

capacité d’hydrolyser les lactones, esters, dont le groupe fonctionnel ―CO―O― fait partie 

d'un cycle. Les PON se composent de trois membres : PON1, PON2 et PON3 (Primo-Parmo 

et al. 1996; Draganov and La Du 2004). PON1 est la première paraoxonase à avoir été 

identifiée, et son nom lui vient de sa capacité à hydrolyser le substrat organophosphoré, le 

paraoxon (Mazur 1946). La paraoxonase-1 présente des propriétés neuroprotectrices du fait 

de sa capacité à hydrolyser de nombreux substrats organophosphorés et des esters d’acide 

carboxyliques aromatiques (Harel et al. 2004; Draganov et al. 2005). PON-1 est 

majoritairement synthétisée par le foie et sécrétée dans la circulation associée principalement 

aux HDL (Deakin et al. 2002). Grâce aux HDL, elle est retrouvée dans de nombreux tissus 

(Mackness et al. 2010). PON1 est l’une des enzymes responsables des propriétés 

antioxydantes des HDL, en raison de sa contribution à la réduction de l’accumulation des 

produits de peroxydation lipidique dans les LDL, et l’inhibition de l’oxydation des HDL et des 

LDL (Mackness et al. 1991, 1993, 1997; Aviram et al. 1998). PON1 exerce aussi une activité 

anti-inflammatoire qui contribue à celle des HDL, en réduisant la production de cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α et interleukine-6) ainsi que la production d’espèces réactives de 

l’oxygène, PON1 réduit la réponse inflammatoire des macrophages (Aharoni et al. 2013). 

PON-2 n’est pas retrouvée sur les lipoprotéines, mais elle est exprimée par de nombreux 

tissus incluant le cerveau, le foie, le rein. Cependant, elle présente également une activité 

antioxydante et anti-inflammatoire (Mochizuki et al. 1998; Ng et al. 2006). La paraoxonase-

3 (PON-3) est associée aux HDL et présente une activité anti-inflammatoire et antioxydante 

similaire à celle de PON1 (Reddy et al. 2001). 



 76 

c) Les protéines de transfert de lipides 

Les HDL transportent également des protéines de transfert de lipides. Ces protéines 

jouent un rôle essentiel dans le métabolisme des lipoprotéines.  

(1) Phospholipid Transfer Protein (PLTP) 

La Phospholipid Transfer Protein (PLTP) appartient à la famille des protéines de 

transfert des lipides comme la CETP ou encore la protéine de liaison aux lipopolysaccharides 

(LPS) (Day et al. 1994). La PLTP est synthétisée principalement par le placenta et le foie et 

aussi par le cerveau et le pancréas (Vuletic et al. 2003). Deux formes de PLTP existent dans 

la circulation, une forme « active » qui peut transférer la PC des nanoparticules aux HDL et 

une forme « inactive » qui ne présente pas cette fonction (Oka et al. 2000; Kärkkäinen et al. 

2002). La PLTP convertit les HDL sphériques en grosse et petites HDL (Lusa et al. 1996; 

Settasatian et al. 2001) et joue un rôle dans le transport des phospholipides extracellulaires. 

En se liant aux LPS, la PLTP est capable de les transférer sur les HDL (Hailman et al. 1996; 

O’Brien et al. 2003).  

(2) Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) 

La CETP est une glycoprotéine synthétisée principalement par le foie et le tissu 

adipeux qui appartient aussi à la famille des protéines de transfert des lipides (Hesler et al. 

1987). Dans la circulation, on la retrouve associée aux HDL et aux lipoprotéines à Apo B. La 

CETP a pour fonction le transfert bidirectionnel des esters de cholestérol et des triglycérides 

entre les lipoprotéines à Apo B et les HDL (Barter et al. 1982). Le transfert des esters de 

cholestérol et des triglycérides peut se faire par deux mécanismes. Le premier utilise la CETP 

comme navette à laquelle, les lipoprotéines se lient pour échanger leur triglycéride ou les 

esters de cholestérols avec la CETP, en fonction de la lipoprotéine associée. Ensuite, la CETP 

se détache de la lipoprotéine et circule librement dans le plasma jusqu’à ce qu’elle trouve une 

nouvelle lipoprotéine à qui se lier. La CETP recommence ainsi le complexe transitoire 

(Pattnaik and Zilversmit 1979; Barter et al. 1982). Le second mécanisme de transfert par la 

CETP est un mécanisme de tunnel. La particule de HDL se lie au domaine N-terminal de la 

CETP tandis que la LDL ou la VLDL se lie à son domaine C-terminal. Il s’ensuit l’ouverture 

d’un tunnel à travers duquel les VLDL ou LDL s’appauvrissent en triglycérides et 

s’enrichissent en esters de cholestérols alors que pour la HDL c’est l’inverse qui se produit 

(Zhang et al. 2012). Les HDL ainsi enrichies en triglycérides sont de plus petite taille et 

deviennent pro-athérogènes. C’est pour cette raison que l’inhibition de la CETP est devenue 

une cible thérapeutique dans les maladies cardiovasculaires (Tall and Rader 2018; Girona 

et al. 2019).  
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3. Le lipidome des HDL 

Au-delà de leur composition en protéines très diverses, les espèces lipidiques qui 

composent les HDL n’en sont pas moins plus importantes. Ces composants lipidiques étaient 

aux départs caractérisés majoritairement selon leur classe principale, c’est-à-dire, 

phospholipides, cholestérol, esters de cholestérol et triglycérides. Outre les niveaux de HDL-

C, les phospholipides sont la classe de lipides la plus abondante du lipidome des HDL. Les 

phospholipides comprennent les sphingomyélines, qui représentent 40 à 60% du poids total 

en lipides, viennent ensuite les esters de cholestérol (30-40%), les triglycérides (5-12%) et 

enfin le cholestérol libre (5 à 10%) (Wiesner et al. 2009). Actuellement, le lipidome des HDL 

compte plus de 200 sous-espèces moléculaires individuelles de lipides identifiées (Wiesner 

et al. 2009; Yetukuri et al. 2010). Grâce à la spectrométrie de masse, différentes classes de 

lipides ont été identifiées, regroupées en cinq grandes familles, résumées dans le Tableau 5. 

Tableau 5. Principaux lipides du lipidome des HDL (traduit et adaptée de (Kontush et 
al. 2013, 2015)). 

Classe de lipide 

% en poids 
total de 

lipides des 
HDL  

Principales sous-espèces 

Phospholipides 37,4-49,3 Phosphatidylcholine 

Phosphatidylcholine (PC) 32-35 
16:0/18:2,18:0/18:2, 16:0/20:4, 16:0/18:1 

 
Lysophosphatidylcholine (LPC) 1,4-8,1 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 
PC-Plasmalogènes 2,2-3,5  
Phosphatidyléthanolamine (PE) 0,70-0,87 16:0/18:2, 18:0/18:2, 18:0/20:4 
PE-Plasmalogènes 0,54-0,87  
Phosphatidylinositol (PI) 0,47-0,76 18:0/20:3, 18:0/20:4 
Phosphatidylsérine (PS) 0 ,02-0,03 16:0/18:0 
Phosphatidylglycérol (PG) 0,004-0,006 18:1/20:2 
Acide phosphatidique (PA) 0,006-0,009 20:0/20:4, 20:2/20:4, 18:2/20:1 
Cardiolipine 0,077-0,201  

Sphingolipides 5,7-6,9 Sphingomyéline 

Sphingomyélines (SM) 5,6-6,6 
18 :1/16 :0, 18 :2/24 :0, 18 :1/24 :1, 

18 :2/22 :0,18 :1/22 :1 
Céramides (Cer) 0,022-0,097 24:0, 24:1, 23:0, 22:0, 16:0 
Sphingosine-1-phosphate (S1P) 
d18 :1 

0,015-0,046  

S1P d18:0 0,007  
Sphingosylphosphorylcholine d18 :1 0,001  

Lipides neutres 46,7-54,0  
Esters de cholestérol (CE) 35-37  
Cholestérol libre (FC) 8,7-13,5  
Triacylglycérol (TG) 2,8-3,2  
Diacylglycérol (DAG) 0,17-0,28  

Lipides mineurs   
Acides gras libres (FA) ND 16:0, 18:0, 18:1 
PC contenant de l’isoprostane ND Isoprotaglandine E2/D2-PC (36:4) 
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Les phospholipides transportés majoritairement par les HDL sont les 

phosphatidylcholines (PC), les lysophosphatidylcholines (LPC), les 

phosphatidyléthanolamines (PE), les PE- et PC- plasmalogènes et les céramides (Cer). Les 

autres phospholipides comme les phosphatidylglycérols (PG), les phosphatidylsérines 

(PS), les acides phosphatidiques (PA) et les cardiolipines sont minoritaires. La classe de 

phopholipides la plus abondante est celle des phosphatidylcholines qui représente de 32 à 

35 % du poids en lipides des HDL (Wiesner et al. 2009; Kontush et al. 2015). Les PC 

contribuent à la structure des membranes cellulaires et aussi à celle des lipoprotéines. Les 

PC peuvent avoir une origine hépatique (formation de préβ-HDL) et extra-hépatique (sous 

l’action de la CETP et la PLTP). Les PC sont distribuées de manière équivalente entre les 

différentes classes lipoprotéines (Wiesner et al. 2009) ce sont les précurseurs de la 

lysophosphatidylcholine (LPC) sous l’action de la LCAT (Fielding et al. 1972). Les LPC 

s’associent préférentiellement aux HDL plutôt qu’aux lipoprotéines à Apo B, ce qui est 

cohérent avec l’activité préférentielle de la LCAT avec cette classe de lipoprotéine (Kontush 

et al. 2007; Wiesner et al. 2009). La LPC est aussi un produit de réaction de la Lp-PLA2 

notamment par l’hydrolyse des PC oxydées des LDL, ce qui en fait des produits pro-

inflammatoire et pro-athérogène pouvant servir de biomarqueur de l’inflammation (Zalewski 

and Macphee 2005; Huang et al. 2020b). La concentration en LPC associée aux HDL est 

dépendante de la technique d’isolement des lipoprotéines. L’isolement des HDL par FPLC 

est associée à une co-élution de l’albumine avec les HDL. Les LPC ayant une forte affinité 

avec l’albumine, sont présents en importante quantité lorsque les HDL sont isolées par FPLC 

(≤ 15% du poids en lipide des HDL). À l’inverse, quand l’isolement des HDL est effectué par 

ultracentrifugation, les niveaux de LPC sont plus bas (0,7-0,8% du poids en lipides des HDL) 

(Wiesner et al. 2009; Camont et al. 2013). Les HDL transportent aussi des 

glycérophospholipides membranaires présentant une activité antioxydante, les 

plasmalogènes. Deux principaux plasmalogènes sont transportés par les HDL, PC-

plasmalogène et les PE-plasmalogène (Wiesner et al. 2009). Les plasmalogènes sont 

retrouvés également dans la membrane des érythrocytes et possèdent une structure capable 

de résister au stress oxydant (Maeba et al. 2002; Maeba and Ueta 2003; Fahy et al. 2005). 

Les HDL véhiculent dans leur lipidome, des phospholipides chargés négativement en faible 

concentrations, comme les phosphatidylinositols (PI), les phosphatidylsérines (PS), les 

phosphatidylglycérols (PG), les acides phosphatidiques (PA) et les cardiolipines. Ces 

différents phospholipides impactent significativement la charge nette des HDL (Davidson et 

al. 1994; Kontush et al. 2015). Les PS et les PA sont davantage présents dans les HDL3c 

(petite et dense) qu’au sein des HDL2 (large HDL). Aussi, les PS et PA semblent participer 
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aux propriétés anti-apoptotiques, anti-inflammatoires, antioxydantes et antithrombotiques 

des HDL3 petites et denses (Camont et al. 2013; Darabi et al. 2022). La concentration des 

différentes classes de phospholipides (PC, LPC, PE, PI, PA, PG et PS) a tendance à être 

augmentée en fonction de l’augmentation de la densité hydratée des HDL. Cette variation 

montre bien l’hétérogénéité existante dans la composition en phospholipides et 

sphingolipides des HDL selon leur densité (Wiesner et al. 2009; Camont et al. 2013). 

Également, en pourcentage total de lipides, les PC sont réparties entre les différentes sous-

classes de HDL alors que les PS, PA, PE et PI sont toujours plus élevées en fonction de la 

densité croissante des HDL (Kontush et al. 2015).  

Les sphingomyélines représentent les sphingolipides majoritaires des HDL 

(Tableau 5) et celles-ci participent à la réduction de la fluidité membranaire (Rye et al. 1996; 

Wiesner et al. 2009; Kontush et al. 2013). Contrairement aux phospholipides chargés, la 

sphingomyéline est diminuée en fonction de l’augmentation de la densité des HDL (Kontush 

et al. 2007; Camont et al. 2013). Les céramides constituent les deuxièmes sphingolipides 

des HDL issus de l’hydrolyse des sphingomyélines. Cependant, les céramides et les 

sphingomyélines sont transportés majoritairement par les LDL. Les céramides jouent un rôle 

clé en tant que molécule de signalisation (Taha et al. 2006; Wiesner et al. 2009). La 

concentration en céramide et en sphingomyéline diminue en fonction de la croissance de la 

densité hydratée des HDL, ils sont ainsi plus abondants dans les HDL2 (Camont et al. 2013; 

Kontush et al. 2015).  

La sphingosine-1-Phosphate (S1P) est un lysosphingolipide avec des propriétés 

bioactives de par sa capacité à interagir avec les récepteurs S1P (S1PR1 à S1PR5) couplés 

aux protéines G (Hla and Maciag 1990; Sattler and Levkau 2009; Levkau 2015). Cette 

sphingosine est issue d’un céramide sous l’action de la céramidase, puis elle est 

phosphorylée par la sphingosine kinase (Maceyka and Spiegel 2014). La S1P est transportée 

majoritairement par des protéines chaperonnes comme l’Apo M, en conséquence la majorité 

de S1P circulante est associée aux HDL (Scherer et al. 2011; Christoffersen et al. 2011). 

Aussi, l’Apo M étant principalement associée aux HDL3 (Davidson et al. 2009), cette sous-

classe de HDL est également enrichie en S1P (Kontush et al. 2007, 2015). Les concentrations 

de sphingosine-1-phosphate sont élevées dans la circulation sanguine et lymphatique, mais 

elles sont basses dans les tissus du fait que la S1P est rapidement dégradée (Maceyka and 

Spiegel 2014). Le complexe S1P-Apo M et HDL confèrent des propriétés vasculo-

protectrices à ces nanoparticules (Christoffersen et al. 2011; Yao Mattisson and 

Christoffersen 2021). 
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La fonction principale des HDL étant le transport inverse du cholestérol, le cholestérol 

libre (FC) est le stéroïde majoritaire des HDL. Néanmoins, les HDL transportent aussi d’autres 

stéroïdes minoritaires comme certains oxystérols (Burkard et al. 2007; Wiesner et al. 2009). 

Tout comme les phospholipides et les sphingolipides, le cholestérol libre se localise au niveau 

de la membrane des HDL, augmentant ainsi leur fluidité membranaire (Brewer 1981; Yetukuri 

et al. 2010; Kontush et al. 2013). La concentration en cholestérol libre membranaire des HDL 

étant inversement associée à la densité croissante des HDL, ce sont donc les HDL2 qui sont 

les plus riches en FC (Kontush et al. 2015). 

Les esters de cholestérol sont les produits de l’estérification du cholestérol par la 

LCAT (Fielding et al. 1972). Alors que la concentration en FC diminue avec la croissance de 

la densité des HDL, celles des esters de cholestérol reste identique entre les différentes sous-

populations de HDL (Wiesner et al. 2009; Kontush et al. 2015). Aussi, ces esters de 

cholestérol transportés au cœur des HDL, sont ensuite échangés contre des triglycérides 

avec les lipoprotéines à Apo B sous l’action de la CETP (Barter et al. 1982). Ainsi, les HDL 

transportent aussi au sein de leur noyau de lipides neutres, des triglycérides. Les HDL 

transportent également différents lipides mineurs comme les diacylglycérols, les 

monoacylglycérols et des acides gras (Wiesner et al. 2009; Kontush et al. 2013; Christinat 

and Masoodi 2017). 
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CML : cellules musculaires lisses 

Figure 22. Progression schématique de l’athérosclérose  

(traduite de (Jebari-Benslaiman et al. 2022). 

 

L’inflammation chronique au cours de l’athérosclérose est une réponse au dépôt de lipides 

dans les artères. Ainsi dans la paroi artérielle, a lieu une réponse inflammatoire locale, en 

conséquence de l’accumulation de lipoprotéines à Apo B. Ces lipoprotéines accumulées 

subissent des modifications oxydatives, engendrant l’activation des cellules endothéliales. Aussi, 

les LDL oxydées peuvent inhiber la production de monoxyde d'azote (NO), un médiateur chimique 

antiathérogène notamment vasorelaxant. Les cellules endothéliales activées produisent de 

nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α, l'IL-6 ou encore le monocyte 

chemoattractant protein-1 (MCP-1), ainsi que des molécules d’adhésions comme Inter Cellular 

Adhesion Molecule (ICAM), Vascular Cellular Adhesion Molecule (VCAM) et des sélectines. Le 

recrutement et l’adhésion des monocytes et des lymphocytes sur les cellules endothéliales à lieu 

par l’interaction des intégrines avec VCAM-1 et par la présence de chimiokines. Les monocytes 

internalisés dans l’espace intimal sont différenciés en macrophages. Les lymphocytes T aussi 
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s’accumulent dans l’intima, exerçant des effets délétères favorisant l’athérogénèse et induisant 

une production massive de cytokines pro-inflammatoires. Les LDL hautement oxydées sont 

phagocytées par les macrophages causant la formation des cellules spumeuses. L’importante 

modification des LDL est causée notamment par des espèces pro-oxydantes comme les espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) produites par les macrophages et les cellules endothéliales, mais 

aussi par des enzymes telles que la myéloperoxydase et les phospholipases. La formation des 

cellules spumeuses est médiée par le récepteur scavenger, SR-A et le CD36 dont les expressions 

sont régulées par le Peroxisome Proliferator Activated Receptor-γ (PPARγ). Les cellules 

spumeuses vont s’accumuler et se charger progressivement en LDL oxydées, contribuant à la 

formation de strie lipidique. Les cellules musculaires résidant dans la média vont migrer vers la 

plaque intimale en faveur de l’environnement inflammatoire causé par la sécrétion des cytokines. 

Cet environnement inflammatoire et oxydant favorise la progression de la lésion avec les 

processus de nécrose et d’apoptose des cellules musculaires lisses et les macrophages. Les 

débris cellulaires s’accumulent dans la plaque pour former le noyau nécrotique de l’athérome en 

raison d’une déficience du processus d'élimination des cellules mortes. Les plaques 

athérosclérotiques peuvent par la suite se calcifier. Durant le processus d’athérosclérose, la 

plaque d’athérome en croissance peut conduire à l’obstruction de la lumière artérielle pouvant 

produire une ischémie. La plaque peut également se rompre entraînant la formation d’un thrombus 

(Lusis 2000; Libby et al. 2019). 

 

  





 87 

Les HDL exercent leurs propriétés anti-inflammatoires notamment par l’interaction 

avec le récepteur SR-B1 et les récepteurs S1PR. Les HDL activent la voie PI3-kinase/Akt 

conduisant à la synthèse de monoxyde d'azote qui inhibe la production de molécules 

d’adhésions (ICAM, VCAM, E-sélectine) à la surface des cellules endothéliales sous l’action 

de divers stimuli (TNF-α, LDL oxydée, endotoxine). (Cockerill et al. 1995; Calabresi et al. 

1997; Robbesyn et al. 2003; Kimura et al. 2006). Lorsque les HDL interagissent avec SR-B1, 

une cascade de signalisation inhibant l’activation de NF-κB se produit (Robbesyn et al. 2003; 

Grao-Cruces et al. 2022). Aussi, la liaison des HDL à SR-B1 induit la production de deux 

enzymes qui sont anti-inflammatoires et anti-apoptotiques, la 3-bêta-hydrostéroïde-delta 24-

réductase (DHCR24) et de l’hème-oxygénase-1 (Wu et al. 2013). Les HDL réduisent la 

production de ROS intracellulaires et inhibent l’activité du protéasome. Elles réduisent 

également la dégradation de la protéine modulatrice de NF-κB, IκB, induite par les LDLox 

(Robbesyn et al. 2003; Grao-Cruces et al. 2022). Aussi, les HDL exercent une activité anti-

inflammatoire au niveau des macrophages, en diminuant leur production de cytokines pro-

inflammatoires issues des voies TLR. Cette répression est contrôlée par l’activation de 

l’expression de l’Activating Transcription Factor 3 (ATF3) qui est un répresseur 

transcriptionnel induit par les HDL (De Nardo et al. 2014). L’Apo A-I des HDL réduit aussi le 

chimiotactisme des monocytes, en limitant la production de MCP-1, ainsi que le relargage de 

molécules d’adhésion solubles (sICAM-1, sVCAM-1) par les monocytes THP-1 lorsque ceux-

ci sont activés par les LPS. Ces nanoparticules réduisent également la polarisation des 

macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire (THP-1) en inhibant notamment la 

translocation de NF-κB dans le noyau des macrophages (Wang et al. 2010). De plus, les HDL 

réduisent l’activation des monocytes par les lymphocytes T, en inhibant la production de 

cytokine pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IL-6) et de chimiokines (chemokine ligand (CCL)3 

et CLL4) induites par le contact de LT avec les monocytes (Hyka et al. 2001; Gruaz et al. 

2010). Enfin, les HDL transportent des enzymes comme la LCAT, LpPLA2, PON1 qui sont des 

enzymes participant à l’élimination de lipides oxydés des cellules endothéliales, macrophages 

et LDL oxydées (Watson et al. 1995; Shih et al. 1998; Van Lenten et al. 2001).  

 Les différentes activités anti-inflammatoires des HDL sont associées à la composition 

de leur protéome et leur lipidome (Kontush et al. 2013; Davidson et al. 2022). Ainsi, les 

Apo A-I, A-IV participent aux effets anti-inflammatoires des HDL (Hyka et al. 2001; Recalde 

et al. 2004). Au sein de la particule HDL, l’Apo A-I semble contribuer majoritairement aux 

fonctions anti-inflammatoires de ces lipoprotéines. L’Apo A-I est en effet suffisante pour 

inhiber l’activation des neutrophiles induite par les LT ainsi que le recrutement des monocytes 

(Hyka et al. 2001; Wang et al. 2010; Murphy et al. 2011). La composition lipidique joue 
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et al. 2019). Les lipides et les apolipoprotéines des LDL se retrouvent sujets aux modifications 

oxydatives par les espèces pro-oxydantes comme les ROS ou les espèces réactives de 

l’azote, les lipoxygénases ou encore la myéloperoxydase. Ces différents processus oxydatifs 

causent l’accumulation d’hydroperoxydes lipidiques et l’oxydation de l’Apo B (Figure 24) 

(Stocker and Keaney 2004). Les HDL possèdent alors la capacité d’inhiber les phénomènes 

oxydatifs affectant les LDL (Figure 24).  

Les HDL inhibent l’oxydation des LDL induite par les radicaux libres. Cette inhibition 

s’opère par un transfert des peroxydes lipidiques des LDL vers les HDL. Les phospholipides 

peroxydés (PLOOH) peuvent être transférés directement entre la monocouche de 

phospholipides de la surface des LDL à celles des HDL. Le transfert des PLOOH et des 

peroxydes d’ester de cholestérol (CEOOH) vers les HDL peut être accéléré par la CETP. Aussi, 

les lipides peroxydés peuvent être transférés aux HDL sous l’action de la PLTP des TRL et 

des cellules endothéliales (Christison et al. 1995). Ainsi, les HDL représentent les 

transporteurs majoritaires de lipides peroxydés dans la circulation sanguine (Bowry et al. 

1992). On peut noter que le transfert des lipides oxydés aux HDL est dépendant de la fluidité 

membranaire des particules. Le transfert des lipides peroxydés et la capacité des HDL à 

limiter l’oxydation des LDL diminuent lorsque la rigidité membranaire augmente. Cette rigidité 

membranaire est étroitement dépendante de la composition en sphingomyéline, cholestérol 

libre et acides gras saturés ou insaturés de la particule par rapport à sa concentration en 

phospholipides (Zerrad-Saadi et al. 2009).  

Après leur transfert aux HDL, ces lipides peroxydés (LOOH) sont inactivés par 

réduction des hydroxydes au cours d’une réaction d’oxydoréduction (Figure 24) (Garner et 

al. 1998; Zerrad-Saadi et al. 2009). L’inactivation des lipides peroxydés des HDL se fait 

majoritairement par l’Apo A-I, avec une implication notable des résidus méthionines (Figure 

24). D’autres protéines composant les HDL comme l’Apo A-II, l’Apo A-IV, l’Apo E, l’Apo M 

ainsi que les enzymes telles que PON1, LpPLA2, la LCAT et GSPx peuvent également 

inactiver les lipides peroxydés (Davidson et al. 2009). Au-delà de l’inhibition des lipides 

peroxydés, les enzymes antioxydantes composant les HDL (LCAT, PON1 et LpPLA2) 

hydrolysent les phospholipides oxydés à courtes chaînes en lysophospholipides et acides 

gras libres ou en aldéhydes (Figure 24) (Aviram et al. 1998; Van Lenten et al. 2001). Enfin, 

les lipides peroxydés et les hydroxydes lipidiques sont éliminés de la circulation sanguine par 

le foie, via l’interaction avec le récepteur SR-B1 (Christison et al. 1996). Les HDL transportent 

également des vitamines, comme l’α-tocophérol, qui participent également aux propriétés 

antioxydantes des HDL (Bowry et al. 1992; Goulinet and Chapman 1997).  
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La distribution des protéines composant les HDL est hétérogène entre les différentes 

sous-populations de HDL, engendrant une variation de leur capacité protectrice. Les HDL 

petites et denses (HDL3) sont enrichies en paraoxonase, PLTP, LpPLA2 et se retrouvent plus 

antioxydantes que les grosses particules de HDL (HDL2) (Davidson et al. 2009; Zerrad-

Saadi et al. 2009).  

3. Les propriétés anti-apoptotiques 

Ces nanoparticules exercent également une fonction cytoprotectrice sur les cellules 

endothéliales et les macrophages. La protection de ces cellules par les HDL se fait grâce à 

l’efflux du cholestérol oxydé cellulaire. En effet, les macrophages et les cellules endothéliales 

sont plus sujets à l’apoptose lorsqu’elles sont chargées en cholestérol libre ou en LDL 

oxydées. Ainsi, les HDL favorisent l’efflux des lipides oxydés des macrophages et des cellules 

endothéliales via ABCG1 et ABCA1, protégeant ainsi ces cellules de l’apoptose (Suc et al. 

1997; Terasaka et al. 2008; Yvan-Charvet et al. 2010). Aussi, les propriétés antioxydantes 

des HDL contribuent à l’effet cytoprotecteur de ces lipoprotéines, notamment par la réduction 

de la production de ROS intracellulaires (Robbesyn et al. 2003; Yvan-Charvet et al. 2010). 

Dans l’espace intracellulaire, les HDL jouent un rôle clé dans l’apoptose car elles préservent 

l’intégrité mitochondriale, notamment en inhibant la libération du cytochrome c. De plus, elles 

réduisent la fragmentation de l’ADN en bloquant les voies de signalisation cytotoxique 

induites par des agents toxiques ou des LDL oxydées. Les HDL inhibent aussi les voies 

caspases dépendantes ou indépendantes initiatrices du processus apoptotique (Suc et al. 

1997; Terasaka et al. 2008; De Souza et al. 2010; Yvan-Charvet et al. 2010).  

Ces différentes fonctions cytoprotectrices sont assurées par certains composants des 

HDL comme l’Apo A-I et l’Apo E (DeKroon et al. 2003; De Souza et al. 2010; Yvan-Charvet 

et al. 2010; Atehortua et al. 2023). Les effets protecteurs de l’Apo A-I et l’Apo E sont 

associés à leur capacité à réaliser l’efflux des lipides oxydées ou à agir sur les voies de survie 

intracellulaires. On peut noter également que l’Apo J participe directement à l’efferocytose 

des cellules apoptotiques et à l’élimination des débris cellulaires (Cunin et al. 2016). La 

présence de l’Ecto-F1-ATPase/P2Y1 récepteur sur les cellules endothéliales (HUVEC) et son 

activation par l’Apo A-I conduit à l’inhibition de l’apoptose de ces cellules (Radojkovic et al. 

2009). Le complexe Apo M-S1P porté par les HDL participe également à leurs propriétés anti-

apoptotiques. Les HDL Apo M-S1P délivrent la S1P à ses récepteur spécifiques S1PR1 et 

S1PR3 menant à l’activation de la voie PI3K/Akt et l’extracellular signal-regulated kiase (ERK) 

entrainant une inhibition de l’apoptose (Kimura et al. 2003; Ruiz et al. 2017). Les HDL petites 

et denses (HDL3) enrichies en ces différentes protéines et lipides cités précédemment, 
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Grunfeld et al. 1999; Levels et al. 2001). L’inactivation du LPS par les HDL implique une 

réduction de la réponse pro-inflammatoire marquée par une réduction de la libération de 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6 et IL-8) et de l’expression de CD14 à la surface des 

monocytes, principal récepteur du LPS (Figure 25) (Pajkrt et al. 1996). Les HDL sont aussi 

capables d’inhiber l’activation des gènes de l’interféron de type 1, un immuno-régulateur 

antiviral impliqué dans la réponse au pathogène induite par le LPS (Hirotani et al. 2005; 

Suzuki et al. 2010).  

L’inactivation du LPS se fait principalement et directement par l’Apo A-I. L’Apo A-I se 

lie au LPS et le neutralise. De plus, une diminution de la libération de TNF-α par les 

macrophages est observée en présence de LPS et d’Apo A-I (Henning et al. 2011). Aussi, in 

vivo chez des souris soumises à des injections de LPS, la surexpression d’Apo A-I atténue la 

production de TNF-α, IL-6, d’IL-1β, l’expression de CD14 des monocytes et réduit les 

dommages pulmonaires des animaux (Figure 25) (Li et al. 2008). L’Apo C-I est également 

capable de se lier au LPS. Cette apolipoprotéine augmente la réponse pro-inflammatoire en 

présentant le LPS aux CD-14/TLR4 (Berbée et al. 2010).  

Les HDL transportent également des protéines de transfert, comme la protéine de 

liaison au LPS (LBP, LPS binding protein). La LPB transfère le LPS au CD14 ou à une autre 

HDL, engendrant une activation des neutrophiles et une inactivation du LPS (Figure 25) 

(Wurfel et al. 1994, 1995; Gutsmann et al. 2001). La PLTP possède également la capacité à 

transférer le LPS aux lipoprotéines dans la circulation sanguine (Hailman et al. 1996). La 

PLTP joue un rôle clé dans le « transport inverse des lipopolysaccharides ». La PLTP favorise 

la désagrégation et la liaison du LPS aux HDL. Ainsi, cette action de la PLTP permet de 

moduler l’activation des macrophages par le LPS (Figure 25) (Gautier and Lagrost 2011). 

Enfin, les LPS transportés par les HDL sont captés via SR-B1 par le foie et sont éliminées 

dans la sécrétion biliaire. De plus, SR-B1 favorise la production de glucocorticoïdes en 

situation de sepsis bactérien, ce qui participe également à la réponse anti-inflammatoire (Cai 

et al. 2008).  

 

Les HDL présentent donc de nombreuses propriétés protectrices qui sont conférées 

par leur structure et leur composition. Ces propriétés protectrices sont d’autant plus 

marquées que les particules sont riches en protéines, comme c’est le cas pour les HDL petites 

et denses. Cependant, l’ensemble de ces fonctions protectrices peut être altéré au cours 

d’une inflammation chronique ou aiguë tel que les infections virales ou bactériennes. 
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D. Modification des HDL en situation pathologique 

L’inflammation chronique est une inflammation de bas grade qui perdure dans le 

temps (plusieurs mois) pouvant conduire au développement de maladie chronique comme le 

diabète de type 2 ou les maladies cardiovasculaires. L’inflammation aiguë est associée à une 

réponse de phase aiguë qui constitue un mécanisme de défense mis en place par l’organisme 

afin de lutter contre l’infection. Cette réponse est principalement sous le contrôle des 

cytokines pro-inflammatoires endogènes comme l’interleukine-1β, le TNF-α ou encore l’IL-6. 

Au-delà des symptômes, ces cytokines provoquent également la synthèse de protéines de la 

phase aiguë par le foie (Cem and Irving 1999). Les HDL participent à la réponse contre 

l’inflammation, mais avec pour conséquence un bouleversement de leur structure et de leurs 

fonctions par ces processus inflammatoires. 

1. Protéome des HDL durant l’inflammation 

La structure des HDL se retrouve altérée au cours de l’inflammation. En effet, ces 

nanoparticules subissent un remodelage causé par une modification de leur protéome par 

des protéines de la phase aiguë. 

(1) Sérum amyloïde A 

La sérum amyloïde A ou SAA est une apolipoprotéine échangeable qui représente la 

principale protéine de la phase aiguë essentiellement d’origine hépatique (Linke et al. 1975; 

Uhlar and Whitehead 1999), exprimée sous quatre isoformes : SAA-1, SAA-2, SAA-3 et SAA-

4. Chez l’Homme, on retrouve deux SAA de la phase aiguë (A-SAA) produites qui sont SAA-

1 et SAA-2, ainsi qu’une forme constitutive, la SAA-4. (Kluve-Beckerman et al. 1991; Steel 

et al. 1993; Uhlar and Whitehead 1999). La sécrétion de SAA dans la circulation peut être 

multipliée par 1000 pendant la réponse de la phase aiguë, induite par les cytokines pro-

inflammatoires telles qu’IL-1β, IL-6 et TNF-α (De Buck et al. 2016). Contrairement aux autres 

SAA, la SAA-4 est constitutivement présente dans la circulation (Whitehead et al. 1992; Steel 

et al. 1993). Les SAA se retrouvent associées aux HDL, majoritairement aux HDL3, et dans 

une moindre mesure aux LDL et VLDL. Les A-SAA (acute SAA, SAA-1 et SAA-2) s’associent 

aux HDL en substituant l’Apo A-I de ces particules, devenant ainsi les apolipoprotéines 

majoritaires des HDL (Benditt and Eriksen 1977; Coetzee et al. 1986; Kotani et al. 2009; 

Wilson et al. 2018). Dans les lipoprotéines à Apo B, l’implémentation de la SAA est favorisée 

par l’action de la CETP où elle contribue potentiellement au développement des maladies 

cardiovasculaires (Wilson et al. 2018). De plus, une élévation de la concentration en SAA est 

donc associée à une augmentation du risque de mortalité associée à de nombreuses 

pathologies et plus particulièrement aux maladies cardiovasculaires (Mayer et al. 2019). En 
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effet, les HDL enrichies en SAA perdent leur fonction anti-inflammatoire et deviennent pro-

inflammatoires (Schuchardt et al. 2019). 

(2) Alpha-1-acide glycoprotéine 

L’alpha-1-acide glycoprotéine ou l'orosomucoïde (AGP-1) est une protéine glycosylée 

à chaîne unique. Sa glycosylation est modifiée en contexte inflammatoire, conduisant à une 

modification de son catabolisme et de son interaction avec les médicaments. L’AGP-1 est un 

immunomodulateur (Hochepied et al. 2003; Gornik et al. 2009; Fernandes et al. 2015) 

synthétisé principalement par le foie avec une concentration sérique multipliée de deux à cinq 

fois au cours de la réponse inflammatoire à la phase aiguë. Sa production est stimulée par 

les cytokines et les glucocorticoïdes. Cette protéine est retrouvée associée au HDL au cours 

de la réponse à la phase aiguë et elle est notamment retrouvée augmentée dans les HDL chez 

des patients souffrant de maladies cardiovasculaires (Vaisar et al. 2007; Kontush et al. 

2015). Une concentration élevée en AGP-1 est d’ailleurs associée à un développement de la 

plaque d’athérome et aux accidents vasculaires cérébraux (Berntsson et al. 2016).  

(3) Alpha-1-antitrypsine  

L’alpha-1 antitrypsine (AAT) est une protéine de la phase aiguë qui se caractérise par 

sa fonction d’inhibiteur de l’élastase des neutrophiles qui est une protéase extracellulaire. 

L’AAT est une serpine synthétisée principalement par le foie avant d’être sécrétée dans le 

plasma (Schroeder et al. 1985). Durant la phase aiguë, les concentrations en AAT sont 

augmentées par un facteur de deux à quatre sous l’influence de cytokines pro-inflammatoires 

et du LPS. L’AAT permet de réguler la dégranulation des neutrophiles et ainsi diminuer 

l’inflammation pendant la phase aiguë (Knoell et al. 1998; Cem and Irving 1999; Bergin et 

al. 2014). L’AAT présente aussi des propriétés anti-apoptotiques, en plus de ses propriétés 

anti-inflammatoires (Zhang et al. 2007; Al-Omari et al. 2011). Les patients déficients en AAT 

développent des emphysèmes pulmonaires (Gadek et al. 1981). Les analyses 

lipoprotéomiques ont montré l’association de l’AAT avec les HDL, les LDL et les VLDL 

(Karlsson et al. 2005a; Vaisar et al. 2007; Sun et al. 2010). 

(4) Les protéines du complément 

Les HDL transportent aussi des protéines impliquées dans la régulation du 

complément. Le complément a pour fonction de favoriser l’élimination des agents 

pathogènes soit via la liaison des anticorps après leur recouvrement (opsonisation) ou de 

manière directe (sans implication d’immunoglobulines) (Sarma and Ward 2011).  

Le complément C3, C4 (les sous-unités : C4a et C4b) et la vitronectine ont été 

identifiés en association avec les HDL (Vaisar et al. 2007). Le complément C3 est un 

activateur du complément tant au niveau de l’activation directe, que de l’opsonisation ou 
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au cours du diabète, elle constitue un facteur de risque de développement des maladies 

cardiovasculaires (Wilson et al. 1988). Paradoxalement, il a été montré dans deux cohortes 

que des concentrations extrêmement élevées en HDL-C (>77 mg/dL) peuvent être associées 

à une augmentation de la morbidité au cours des maladies cardiovasculaires (Madsen et al. 

2017). Les concentrations basses en HDL-C sont associées à la surproduction de VLDL, à 

l’activité de la CETP et à celle de la lipase hépatique (Adiels et al. 2005, 2008). Au cours du 

diabète de type 2 (DT2), la concentration et l’activité de la CETP sont augmentées contribuant 

ainsi à l’enrichissement des HDL en TG et à la diminution en esters de cholestérol de ces 

dernières (Figure 26) (Mann et al. 1991; Föger et al. 1996; Rashid et al. 2003). Puis, l’HL 

métabolise rapidement les HDL riches en TG, générant des petites HDL et de l’Apo A-I libre 

qui seront rapidement catabolisés (Clay et al. 1992; Rashid et al. 2003; Farbstein and Levy 

2012). Feng et al. ont développé un nouveau test reposant sur la capacité des HDL à capter 

le cholestérol libre lors de la lipolyse des TRL par la LPL. Ces auteurs ont montré que mesurer 

la capacité de l’efflux du cholestérol représente un meilleur biomarqueur que les niveaux 

plasmatiques des HDL-C. En effet, les HDL issues de personnes diabétiques ou souffrant de 

maladies cardiovasculaires présentent une altération de l’efflux du cholestérol (Feng et al. 

2020). 

Outre le point de vue quantitatif des concentrations en HDL, ces nanoparticules sont 

également altérées dans leurs structures et leurs fonctions au cours de ces pathologies. Au 

cours du diabète, les processus de glycation en lien avec l’hyperglycémie sont exacerbés. La 

glycation est un processus non-enzymatique au cours duquel un sucre se lie à une protéine 

conduisant à la formation d’un produit avancée de glycation (AGE). De ce fait, les produits 

avancés de glycation (AGE) se retrouvent augmentés, contribuant à l’augmentation du stress 

oxydant. Ce stress oxydant entraîne l'oxydation de nombreuses biomolécules conduisant à 

la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α par les macrophages, 

contribuant ainsi au processus inflammatoire. Le processus de glycation est d’autant plus 

augmenté chez les patients ne contrôlant pas leur hyperglycémie (Nowotny et al. 2015). 

Ainsi, les phénomènes de glycation et d’oxydation sont des facteurs potentiellement 

responsables du dysfonctionnement des HDL.  

Chez les patients diabétiques de type 2, l’Apo A-I peut subir cette glycation non-

enzymatique. De plus, la concentration en Apo A-I glyquée est corrélée positivement avec le 

développement de la plaque et la sévérité de la maladie cardiovasculaire (Pu et al. 2013). Ce 

phénomène de glycation peut être causée par une interaction de l’Apo A-I avec du glucose 

ou avec un α-oxoaldéhyde (méthylglyoxal, glycoaldéhyde, glyoxal) contribuant à la formation 

d’AGE (Curtiss and Witztum 1985; Brown et al. 2013). La glycation ou l’oxydation de l’Apo 
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A-I engendre une perte des fonctions des HDL car celles-ci perdent leur propriétés anti-

inflammatoires du fait de la perte de la capacité à inhiber la production de ROS, de cytokines 

pro-inflammatoires, de molécules d’adhésion des leucocytes. D’ailleurs, suite à ces 

modifications, ces HDL deviennent pro-inflammatoires (Figure 26) (Nobecourt et al. 2007; 

Nobécourt et al. 2010; Liu et al. 2018). De plus, l’Apo A-I glyquée empêche l’efflux de l’excès 

de cholestérol des macrophages de la paroi vasculaire, du fait de la diminution de l’interaction 

entre l’Apo A-I et ABCA1 (Passarelli et al. 2005; Hoang et al. 2007; Brown et al. 2013; 

Domingo-Espín et al. 2018). Les HDL possèdent des propriétés anti-diabétiques. En effet, 

l’Apo A-I, présent dans les HDL, favorise la captation du glucose par les cellules musculaires 

en activant l’AMPK (Han et al. 2007). De plus, l’Apo A-I est aussi capable de stimuler la 

sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques (Cochran et al. 2021). L’altération de 

l’Apo A-I engendre une perte de leurs propriétés anti-diabétiques. Aussi, la glycation des HDL 

notamment de l’Apo A-I, de l’Apo A-II et de la PON-1 induit une perte de leurs fonctions 

antioxydantes. Cette perte de fonction rend les HDL moins aptes à contrecarrer 

l’environnement pro-oxydant en situation diabétique. Aussi, les phospholipides et les 

triglycérides des HDL glyquées sont plus sujet à la peroxydation. De plus, les HDL on 

également une capacité réduite à prévenir l’oxydation des LDL. Ces altération des fonctions 

des HDL liées à la glycation participe indirectement au développement de l’athérosclérose 

chez les diabétiques (Hedrick et al. 2000; Ferretti et al. 2001; Mastorikou et al. 2008; 

Murakami et al. 2013; Gomez Rosso et al. 2017). Enfin, les HDL glyquées présentent aussi 

des concentrations diminuées en S1P, engendrant une perte de leurs propriétés 

cytoprotectrices (Brinck et al. 2016).  

 

En plus de la glycation, l’Apo A-I peut également s’oxyder dans un environnement 

pro-oxydant que l’on peut rencontrer au cours du diabète et des maladies cardiovasculaires. 

Comme pour la glycation, les HDL perdent leur capacité à réaliser l’efflux du cholestérol via 

ABCA1 lorsqu’elles sont oxydées (Bergt et al. 2004; Martínez-López et al. 2019). L’Apo A-

I oxydée perd également sa capacité à activer la LCAT (Shao et al. 2008).  

En plus des phénomènes oxydatifs et de glycation, une inflammation chronique de bas grade 

est associée à la pathologie diabétique (Figure 27). Outre les modifications post-

traductionnelles des HDL, la composition du protéome et du lipidome de ces nanoparticules 

est aussi altérée pendant le diabète et les maladies cardiovasculaires. L’altération des HDL 

au cours de ces pathologies se caractérise par un enrichissement en protéines de la phase 

aiguë telles que les SAA, et en certaines apolipoprotéines comme les Apo C (II, III). Cet 

enrichissement des HDL se réalise par la déplétion en apolipoprotéine (A-I, A-II, A-IV, D, E, F, 
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3. Inflammation aiguë - dysfonction en situation de sepsis bactérien 

Le sepsis se définit comme une dérégulation de la réponse inflammatoire de 

l’organisme à une infection (bactérienne, virale, fongique ou parasitaire) pouvant causer un 

dysfonctionnement des organes et par la suite la mort (Gyawali et al. 2019). De plus, la 

concentration en HDL-C est inversement corrélée à la mortalité et conduit à une dysfonction 

systémique (Van Leeuwen et al. 2003; Chien et al. 2005). La réponse à l’infection par une 

réaction d’inflammation aiguë se caractérise par une surproduction de médiateurs 

inflammatoires comme les cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6), les phospholipases, 

les prostaglandines et les protéines de la phase aiguë (Chen et al. 2017). En parallèle de 

l’inflammation aiguë, le métabolisme lipidique est modifié pendant l’infection avec une 

modification des concentrations en lipides et en lipoprotéines. Parmi ces changements durant 

l’infection, les concentrations en triglycérides et du VLDL-cholestérol sont augmentées, 

tandis que les concentrations en cholestérol total, HDL-C et LDL-C sont diminuées (Chien et 

al. 2005; Wendel et al. 2007).  

 

 

Figure 28. Liens entre les concentrations en HDL-C, en Apo A-I et la mortalité 
associée aux maladies infectieuses en population générale (Étude Copenhague, 

adaptée de (Madsen et al. 2018)) 

Cette concentration basse en HDL-C (<20 mg/dL) et en Apo A-I (<100 mg/dL), On 

peut la retrouver au premier jour d’un sepsis sévère, associée à un tableau clinique 

défavorable et à une mortalité importante (Figure 28) (Chien et al. 2005; Wendel et al. 2007). 

Paradoxalement, comme nous avons pu le voir avec les maladies cardiovasculaires, des 

concentrations extrêmement élevées en HDL-C et en Apo A-I peuvent être associées à un 

risque accru de mortalité au cours des maladies infectieuses (Figure 28) (Madsen et al. 

2018). Ces observations montrent l’importance de cibler la qualité des HDL plutôt que leur 

quantité.  

Les différentes variations quantitatives sont associées à une altération du 

métabolisme lipidique. Il existe un lien entre hypertriglycéridémie et des concentrations 

basses en HDL-C. Durant une infection bactérienne, la présence de LPS favorise la circulation 
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des lipoprotéines riches en triglycérides contribuant à l’hypertriglycéridémie (Feingold et al. 

1992). De plus, la réduction de l’activité de la LPL induit aussi une diminution de la production 

de HDL-C (Feingold et al. 1994). Au cours d’un sepsis sévère, les concentrations en LCAT 

et CETP sont diminuées alors que les concentrations en EL et en PLTP sont augmentées 

avec pour conséquence une diminution des concentrations de HDL-C. D’ailleurs, l’activité de 

la LCAT est également diminuée chez ces patients (Reisinger et al. 2022). Ces modifications 

suggèrent que les HDL sont converties en HDL riches en triglycérides qui donnent rapidement 

des préβ-HDL et de l'Apo A-I libre par action de l'EL (Maugeais et al. 2003; Nijstad et al. 

2009). Ainsi, la taille de ces nanoparticules est également modifiée par l’infection. Dès leur 

arrivée en service de réanimation, les patients ayant un sepsis présentent une concentration 

faible en HDL-C avec une répartition particulière : plus de grosses particules de HDL et moins 

de petites HDL. La taille plus importante des HDL est possiblement associée à leur capacité 

à transporter le LPS pour son élimination (Figure 30) (de la Llera Moya et al. 2012; Tanaka 

et al. 2019).  

Une étude récente menée en population générale par Harsløf et al. et portant sur 

l’analyse des différentes sous-populations de HDL par RMN, a montré une association entre 

des concentrations basses en petites HDL, HDL intermédiaire et l’augmentation de la 

morbidité et de la mortalité chez les patients souffrant de maladies infectieuses (Figure 29) 

(Harsløf et al. 2023).  

 

Figure 29. Relation entre le nombre et la taille des particules de HDL en fonction de la 
mortalité associée aux maladies infectieuses (Harsløf et al. 2023). 

En plus de leur diminution quantitative et de la modification de leur taille, la 

composition et la fonctionnalité des HDL sont altérées suite à une infection. La composition 

protéique des HDL est effectivement fortement altérée au cours d’un sepsis. Cette altération 

s’illustre par une diminution en apolipoprotéine (A-I, A-II, A-IV, C-I, C-II, C-III et E), en 

complément C3 et aussi en enzymes clés pour leur fonctionnalité comme la LCAT, la CETP, 

PON, PAF-AH. Cette déplétion en certaines protéines s’accompagne d’un enrichissement en 
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III. HDL mimétique à des fins thérapeutiques 

Nous avons rappelé dans cette partie bibliographique que les concentrations de HDL-

C étaient inversement corrélées à l’incidence des maladies cardiovasculaires (Wilson et al. 

1988) et que des concentrations basses en HDL-C et en Apo A-I étaient associées à un risque 

accru de mortalité et de morbidité liées aux infections (Madsen et al. 2018). Ainsi, ces 

observations cliniques ont incité à définir l’augmentation des concentrations en HDL-C 

comme une approche thérapeutique d’intérêt. Divers médicaments ont été développés et 

testés dans de nombreux essais cliniques pour répondre à cet objectif. La présentation et la 

description de ces études cliniques associées à ces médicaments ont fait l’objet d’une revue 

dans le journal Current Atherosclerosis Reports. Dans la partie suivante, je développerai 

davantage les approches thérapeutiques utilisant des nanoparticules d’Apo A-I. 

A. Les différentes HDL mimétiques 

En raison des modifications à la fois quantitative et qualitative des HDL au cours de 

différentes pathologies, une nouvelle voie thérapeutique reposant sur l’injection de HDL 

mimétiques a été développée (Tsompanidi et al. 2010; Cho 2022). Badimon et al. ont été les 

premiers à montrer les effets bénéfiques de l’injection de HDL sur les plaques d'athérome 

dans un modèle in vivo (Badimon et al. 1990). L’infusion de HDL mimétiques présente de 

nombreux avantages avec toutefois quelques limites (Tableau 6) (Kingwell and Chapman 

2013). 

  



 103 

Tableau 6. Avantages et limites des thérapies reposant sur l’infusion de HDL (traduit 
de (Kingwell and Chapman 2013)). 

Propriétés Avantages Limites 

Pharmacocinétique 

Augmentation du nombre de 
particule de HDL : élévation 

importante, rapide, 
proportionnelle à la dose et 

dépendante du temps de l'Apo 
A-I et génération rapide de 

niveaux élevés de pré-βHDL. 

Demi-vie et durée d'action 
courtes de l'Apo A-I  

Absence d’augmentation du 
nombre de particules à 

l’équilibre  

Voie d'administration 
intraveineuse 

Convient à l'administration lors 
d'interventions vasculaires de 

courte durée 

Administration à long terme n'a 
pas été réalisée à grande 

échelle 
Injections multiples 

nécessaires 

Fonctionnalité de HDL 

Efflux du cholestérol, 
absorption de glucose, 

vasodilatation et inhibition de 
l’inflammation, de l’adhésion et 

de la réactivité plaquettaire. 

 

Profil de sécurité Bonne  

Facilité et coût de production 

Les HDL reconstituées 
dérivées du plasma humain 

sont relativement peu 
coûteuses à produire 

La production de HDL à partir 
d'Apo A-I recombinant et de 

peptides mimétiques de l'Apo 
A-I est plus complexe et plus 

coûteuse. 

 

Les HDL mimétiques présentent une structure similaire aux préβ-HDL et sont 

constituées de phospholipides et d’Apo A-I sous forme de protéine totale (Murray et al. 

2016). Les HDL produites à partir d’Apo A-I délipidée provenant de plasma sont appelées 

HDL reconstituées (rHDL), parmi elles, celles produites par le laboratoire CSL 

(Commonwealth Serum Laboratories) Behring (SRC-rHDL/CSL111 et CSL112) (Lerch et al. 

1996; Tardif and Heinonen 2007; Tricoci et al. 2015). Les HDL mimétiques contenant la 

protéine totale d’Apo A-I produite dans un système d’expression recombinant bactérien, 

eucaryote sont appelées HDL recombinantes, comme les CER-001, ETC-216, MDCO-216 

(Nicholls et al. 2011; Tardif et al. 2014; Kallend et al. 2016). Au-delà des HDL reconstituées 

ou recombinantes, de nombreuses études ont développé des peptides mimétiques de l’Apo 

A-I. Ces peptides d’Apo A-I présentent une taille de 18 à 22 peptides et peuvent ainsi être 

facilement synthétisés tout en présentant les mêmes propriétés bénéfiques que l’Apo A-I 

totale. Certains de ces peptides mimétiques sont complexés avec des phospholipides 

comme l’ETC-642 (Di Bartolo et al. 2011a, b) ou encore le 5A (Tabet et al. 2010; Amar et 

al. 2010). D’autres peptides mimétiques ne sont pas complexés aux phospholipides, comme 

les peptides 4F (Navab et al. 2006). 
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1. SRC-rHDL/CSL111 

Les premières HDL reconstituées utilisées en essais cliniques ont été produites par ZLB 

Central Laboratoire, ce sont les SRC-rHDL (Swiss Red Cross rHDL). Les SRC-rHDL sont 

produites à partir d’Apo A-I précipitée du plasma puis reconstituées. Ces HDL reconstituées 

sont composées d’une molécule d’Apo A-I pour 150 molécules phosphatidylcholines de soja 

(Lerch et al. 1996). À l’origine, les SRC-rHDL devaient être utilisées dans le traitement du 

sepsis, étant donné la capacité des HDL à neutraliser les endotoxines (Parker et al. 1995; 

Casas et al. 1995). Cependant, en raison de ses propriétés endothélio-protectrices, le SRC-

rHDL a été repositionné en médicament contre l’athérosclérose. En 2000, le SRC-rHDL 

devient le CSL111 après le rachat de ZLB par CSL Limited (Tardif and Heinonen 2007; 

Krause and Remaley 2013; Tardif et al. 2014).  

2. CSL112 

Une nouvelle formule de CSL111 a été développée et nommée CSL112 afin de pallier 

l’hépatotoxicité du CSL111 (Lerch et al. 1996; Diditchenko et al. 2013). Ces CSL112 sont 

composées de deux molécules d’Apo A-I pour environ 110 molécules de phosphatidylcholine 

de soja et du sucrose comme agent stabilisant (Diditchenko et al. 2013; Tricoci et al. 2015). 

Les CSL112 ont montré une tolérance clinique à des doses plus importantes que celles 

utilisées pour les CSL111 (Easton et al. 2014; Tricoci et al. 2015). Ces CSL112 sont plus 

homogènes et présentent une taille unique (7,1-7,6 nm) de nanoparticules, plus petite que les 

HDL3, tandis que les CSL111 présentent deux tailles (12,6 et 17,7 nm) (Lerch et al. 1996; 

Diditchenko et al. 2013). Des études in vitro ont montré que les CSL112 amélioreraient 

l’efflux du cholestérol et qu’elles conservaient cette capacité in vivo chez des sujets sains 

(Diditchenko et al. 2013; Gille et al. 2014). Aussi, le CSL112 a de nombreuses propriétés 

anti-inflammatoires et stabilise la plaque d’athérome in vivo et in vitro (Ortega-Paz et al. 

2023). 
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3. CER-001 

Les CER-001 sont des HDL recombinantes composées d’Apo A-I recombinante 

produite par des cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO, Chinese Hamster Ovary cells) 

complexée à deux différents phospholipides, les sphingomyélines et le dipalmitoyl 

phosphoglycérol (Tardy et al. 2014). L’administration de CER-001 est tolérée en une seule 

dose de 45 mg/kg chez l’Homme, celui-ci mobilise et élimine le cholestérol par le transport 

inverse des lipides (Keyserling et al. 2017). Dans un modèle de souris déficientes en LDLR, 

l'administration de CER-001 a permis d’augmenter le transport inverse du cholestérol en 

réduisant la progression de la plaque d’athérosclérose. Parallèlement, des effets anti-

inflammatoires ont été montrés avec une réduction de production de cytokines pro-

inflammatoires (MCP-1, IL-6) et l’inhibition de l’adhésion monocytaire aux cellules 

endothéliales a été observée in vitro (Tardy et al. 2014). 

 

4. ETC-216, MDCO-216  

Une stratégie alternative à l’utilisation d’Apo A-I natif, a été de produire des mutants 

d’Apo A-I, notamment l’Apo A-I Milano. L’Apo A-I Milano a été identifiée dans un petit village 

d’Italie appelé Limone sul Garda chez 40 individus présentant des concentrations basses en 

HDL-C sans développer, pour autant, de maladies cardiovasculaires. La différence avec l’Apo 

A-1 natif réside dans la substitution d’une arginine en position 173 par une cystéine sur le 

gène de l’APOA1 chez le mutant Milano (Franceschini et al. 1980; Weisgraber et al. 1983). 

La complexation de l’Apo A-I Milano recombinante avec du dipalmitoylphosphatidylcholine 

(DPPC) forme l’ETC-216 qui présente des propriétés vasculo-protectrices (Shah et al. 1998; 

Nicholls et al. 2011).  

Les résultats encourageants obtenus dans les études cliniques utilisant L’ETC-216 sont 

détaillés dans la prochaine partie. L’ETC-216 est devenue le MDCO-216 par la Medicines 

Co., suite à une amélioration du processus de production des HDL mimétiques (Nicholls et 

al. 2011). Le MDCO-216 est composé d’Apo A-I Milano recombinant et de 1-palmitoyl-2-

oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) (Kallend et al. 2016).  

5. ETC-642  

Une nouvelle stratégie de synthèse de HDL mimétiques est la lipidation de peptide 

mimétique de l’Apo A-I comme l’ETC-642 qui est constitué d’un peptide d’Apo A-I de 22 

acides aminés complexé avec du DPPC et des sphingomyélines dans des ratios 1/1/1. 

L’ETC-642 a montré des effets anti-inflammatoires associés à une inhibition de la progression 

de l’athérosclérose in vivo chez des lapins atteints d’hyperlipidémie (Di Bartolo et al. 2011a, 

b; Iwata et al. 2011). 
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B. Supplémentation en nanoparticules d’Apo A-I en situation de 

perturbation métabolique 

De nombreuses études ont décrit l’efficacité des injections de HDL mimétiques en tant 

que médicament dans des modèles in vitro et in vivo en situation d’athérogénèse. L’ensemble 

des résultats montre un effet bénéfique de la supplémentation dans différents modèles 

impliquant globalement des effets anti-inflammatoires et athéroprotecteurs (Tableau 7) 

(Murphy et al. 2009). 
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Tableau 7. Résumé des effets vasculo-protecteurs des HDL mimétiques in vitro et in 

vivo (adaptée de (Rani and Marsche 2023)). 

HDL mimétiques In vitro Effets 

CSL111 
Macrophage dérivé de 

monocyte humain 
↑ Efflux du cholestérol, 

↓ TLR2, NF-κB 

ETC-642 THP-1-monocytes 
↓ Adhésion monocytaire 

↓ MCP-1, p65 sous-unité de NF-κB 
ETC-642 Macrophage RAW264.7 ↓ Ciblage de TLR4 par les radeaux lipidiques 

PS-Apo A-I 
THP-1 monocytes et 

macrophage de 
monocyte humain 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Production de cytokines inflammatoires, 

radeaux lipidiques 

Peptide 4F 
Macrophage dérivé de 

monocyte humain 

↑ Efflux de cholestérol, polarisation M2 
↓ NF-κB activation, phagocytose, marqueur 

inflammatoire de surface 
↓ CD14, assemblage et recyclage de TLR4 

↓ Adhésion et migration des monocytes 
Peptide 4F Monocyte humain ↓ Chimiotaxie 

Peptide 18A 
THP-1 macrophage, 

HUVEC 

↑ Efflux du cholestérol, polarisation M2 
↓ Production de cytokine 

↓ Sécrétion de MCP-1 
5A-POPC/5A-

SM-DPPC 
Macrophage RAW264.7 ↑ Efflux du cholestérol 

HDL mimétiques In vivo Effets 

Apo A-I Milano-
PC 

Souris déficiente en Apo 
E 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Macrophages dans la plaque 

Apo A-I Milano 
Lapin 

hypercholestérolémiques 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Épaisseur de l’intima, macrophages dans 

l’intima 

CER-001 Souris déficiente LDLr 
↑ Efflux du cholestérol 

↓ Production de cytokines, MCP-1 

CSL111 
Modèle murin d’infarctus 

du myocarde 
↑ Efflux du cholestérol 

↓ CD11b sur les monocytes circulants 

CSL112 Essai clinique 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Marqueurs instabilité de la plaque et cytokine 

anti-inflammatoire 
↑ Estérification du cholestérol par la LCAT 

Peptide 4F 
Modèle de maladie 

cardiovasculaire murin 
dyslipidémique 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Réduction de la teneur en macrophages dans la 

lésion 

5A-PLPC 
Lapin avec la carotide 
fermée par un collier 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Stress oxydant 

5A-POPC/ 5A-
SM-DPPC 

Souris déficiente en Apo 
E 

↑ Efflux du cholestérol 
↓ Développement de la plaque 

5A peptide Modèle murin de colite ↓ Infiltration monocytaire 
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Au vu des résultats précliniques prometteurs des injections de HDL mimétiques, 

différents essais cliniques ont été élaborés principalement sur les maladies cardiovasculaires, 

résumés dans le Tableau 8 et Figure 31. 

 

Figure 31. Chronologie des études humaines des thérapies de perfusion de HDL 
mimétiques (Kalayci et al. 2022). 
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Tableau 8. Liste des essais cliniques sur les infusions de HDL (adaptée de (Rani and Marsche 2023)). 

 

HDL 
mimétique 

Protéine Lipide Administration 
Nombre 

de 
patients 

Essai clinique Découvertes majeures 
Raison de l’interruption de 

l’essai clinique 

ETC-216 
Apo A-I Milano 
recombinante 

DPPC 
Une dose hebdomadaire sur 5 

semaines, par voie intraveineuse, 15 
mg/kg et 45 mg/kg 

57 Milano, Phase II 
Diminution significative du 

volume de l'athérome 

Changement de propriétaire 
de l'entreprise ; limitation de la 
production et de la qualité des 

protéines 

MDCO-216 
Apo A-I Milano 
recombinante 

POPC 
Une dose hebdomadaire sur 5 

semaines, par voie intraveineuse, 20 
mg/kg 

126 
MILANO-PILOT, 

Phase III, 
NCT02678923 

Augmentation de de l'efflux de 
cholestérol, absence de 
régression de la plaque. 

Changement de propriétaire 
de l'entreprise ; limitation de la 
production et de la qualité des 

protéines 

CER-001 
Apo A-I natif 
recombinante 

SM, DPPG 
Une dose hebdomadaire sur 6 

semaines, par voie intraveineuse, 
12 mg/kg 

507 
 

CHI SQUARE, 
Phase II 

NCT01201837 

Pas de régression de 
l'athérosclérose coronarienne 

Effets bénéfiques insuffisants 
dans la maladie coronarienne 

CER-001 
Apo A-I natif 
recombinante 

SM, DPPG 

Une dose hebdomadaire par voie 
intraveineuse de 3 mg/kg avec les 

statines sur 10 semaines 
 

293 
CARAT, Phase II 

NCT2484378 
Pas de régression de 

l'athérosclérose coronarienne 
Effets bénéfiques insuffisants 
dans la maladie coronarienne 

CSL111 
Apo A-I purifiée 

de plasma humain 
PC de soja 

Une dose hebdomadaire sur 4 
semaines, par voie intraveineuse, 40 

mg/kg et 80 mg/kg 
111 

ERASE, Phase II, 
NCT00225719 

Amélioration significative de 
l'indice de caractérisation de la 
plaque, élévation des enzymes 
hépatiques dans le groupe 80 

mg/kg. 

Modifié et amélioré en 
CSL112 

CSL112 
Apo A-I purifiée 

de plasma humain 
PC de soja 

Une dose hebdomadaire sur 4 
semaines, par voie intraveineuse, 2 g 

et 6 g 
1258 

AEGIS-I, Phase II, 
NCT02108262 

Pas de toxicité 
rénale/hépatique, bien toléré 

N.A 

CSL112 
Apo A-I purifiée 

de plasma humain 
PC de soja 

Une dose hebdomadaire sur 4 
semaines, par voie intraveineuse, 6 g 

17 400 
AEGIS-II, Phase III, 

NCT03473223 
 

Résultats attendus N.A 

ETC-642 

Peptide 
mimétique de l’ 

Apo A-I, 22 
acides aminés, 
hélice simple 

DPPC et 
SM 

Une dose hebdomadaire sur 4 
semaines, > 30 mg/kg 

28 Phase I 
Sûre et tolérée, activation de la 

LCAT 
Changement de propriétaire 

de l'entreprise 
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Les premières HDL injectées à des humains ont été les SRC-rHDL, une HDL 

reconstituée avec une injection unique à une dose de 40 mg/kg chez des volontaires sains. 

Cette étude a montré que cette injection était bien tolérée par les sujets et qu’elle induisait la 

production de préβ-HDL associée à une activation du transport inverse du cholestérol, ainsi 

que l’augmentation de la concentration d’Apo A-I, une modulation du métabolisme des 

lipoprotéines humaines (Nanjee et al. 1999). Les SRC-rHDL devenues les CSL111 ont 

ensuite été testées au sein d’un essai clinique nommé ERASE (The Effect of rHDL on 

Atherosclerosis-Safety and Efficacy). Cette étude ERASE visait à évaluer l’effet des CSL111 

sur l’évolution de la plaque d’athérome analysée par échographie intravasculaire. Ces 

CSL111 ont été administrées par une perfusion hebdomadaire pendant quatre semaines à 

une dose de 40 mg/kg chez 111 patients et 80 mg/kg chez 12 autres patients. Aucune des 

deux doses n’a montré de réductions significatives du volume de l’athérome. L’étude a 

ensuite été arrêtée en raison de l’élévation des enzymes hépatiques dans le groupe de 

patients à 80 mg/kg et de l’hypotension dans le groupe à 40 mg/kg (Tardif 2007; Tardif and 

Heinonen 2007). L’innocuité de la version améliorée des CSL111, les CSL112, a été vérifiée 

sur des sujets sains en simple ou en multiples doses. La particule CSL112 a été tolérée par 

les sujets sains chez qui il a été noté une augmentation de leur concentration en Apo A-I, une 

meilleure capacité à effectuer le transport inverse du cholestérol ainsi qu'une estérification 

accrue de leur cholestérol (Easton et al. 2014). L’étude AEGIS-1 randomisée, en double 

aveugle et multicentrique a été réalisée sur des patients présentant une athérosclérose stable 

ayant reçu une unique injection de CSL112. Trois doses ont été testées de 1,7 g, 3,8 g et de 

6,8 g chez ces patients et celles-ci ont été bien tolérées. Les injections de CSL112 ont montré 

une augmentation des concentrations en Apo A-I plasmatique ainsi que de l’efflux du 

cholestérol (Tricoci et al. 2015; Gibson et al. 2022). Les mêmes observations ont été notées 

chez des patients en situation d’insuffisance rénale modérée suite à l’administration de 

CSL112 (Gille et al. 2019). Gibson et al. ont également confirmé la tolérance des CSL112 

ainsi que leur impact durable sur l’efflux du cholestérol lorsque celles-ci étaient administrées 

sur une durée de 4 semaines à une dose hebdomadaire de 6g (Gibson et al. 2022). 

Actuellement, les CSL112 font l’objet d’une étude multicentrique de phase 3, en double 

aveugle, randomisée et contrôlée par un placebo (étude AEGIS-II) à laquelle participent près 

de 17 400 patients souffrant de maladies cardiovasculaires. L’objectif principal de l’étude est 

d’évaluer l’efficacité d’une perfusion hebdomadaire de 6 g de CSL112 sur une durée de 4 

semaines sur la réduction d’évènements cardiovasculaires indésirables majeurs jusqu’à 90 

jours (Gibson et al. 2021).  
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Les HDL recombinantes formulées à partir d’Apo A-I Milano, l’ETC-216 ont également 

été évaluées au cours d’un essai clinique portant sur 123 patients souffrant de maladies 

cardiovasculaires. L’ETC-216 a été administrée par une perfusion hebdomadaire sur cinq 

semaines avec deux groupes de patients recevant des doses de 15 mg/kg ou de 45 mg/kg. 

L'injection de ces nanoparticules a permis de réduire significativement le volume de 

l’athérome, mesuré par une échographie intravasculaire, chez les patients traités à l’ETC-216 

comparée au placebo (Nissen et al. 2003). La version améliorée de l’ETC-216, devenue le 

MDCO-216, a été évaluée au cours de l’étude MILANO-PILOT. Cette étude a été effectuée 

en double aveugle, randomisée, placebo-control, multicentrique. Les injections de MDCO-

216 à une dose de 20mg/kg en complément des statines n’ont pas induit de régression de la 

plaque d’athérome chez ces patients (Nicholls et al. 2018b).  

L’Apo A-I recombinante a été associée à deux type de phospholipides, des 

sphingomyélines et des dipalmitoylphosphoglycérols pour former le CER-001 qui a montré 

des résultats prometteurs dans les modèles in vivo (Tableau 7) (Tardy et al. 2014, 2015). Le 

CER-001 a été évalué au cours de l’étude CHI-SQUARE (The Can HDL Infusions Significantly 

Quicken Atherosclerosis Regression). Dans cette étude à double aveugle, randomisée, 

contrôlée par placebo et à doses croissantes, 507 patients ont été recrutés et répartis en trois 

groupes pour recevoir chacun une dose différente de CER-001, 3 mg/kg, 6 mg/kg et 12 

mg/kg, sous forme de six perfusions hebdomadaires. Dans cette étude, le CER-001 n’a pas 

démontré d’effets positifs sur la régression de l’athérosclérose chez ces patients (Tardif et 

al. 2014). Un nouvel essai clinique CARAT (The CER-001 Atherosclerosis Regression Acute 

Coronary Syndrome Trial) a été mené avec une dose unique de 3 mg/kg de CER-001 sur 10 

semaines. Comme la précédente étude, aucun effet des CER-001 en complément des 

statines n’a été montré sur l’athérosclérose coronarienne (Nicholls et al. 2018a). La dose de 

CER-001 a été de nouveau évaluée au cours d’un essai clinique de Phase 1 et celui-ci a 

permis de montrer qu’une unique dose allant jusqu’à 45 mg/kg était tolérée par les sujets 

sains (Keyserling et al. 2017). Un nouvel essai clinique a donc été réalisé pour évaluer l’effet 

des CER-001 mais cette fois-ci chez des patients ayant des niveaux bas en HDL-C avec une 

impossibilité d’effectuer le transport inverse du cholestérol. Un traitement prolongé de 24 

semaines au CER-001 à une dose de 8 mg/kg, n’a pas montré d’effet sur l’inflammation de 

la paroi artérielle et ceux malgré l’amélioration du RCT (Zheng et al. 2020). 
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Ainsi, dans l’attente des résultats du CSL112 (étude AEGIS-II) et au vu de l’absence 

d’effets significatifs des HDL la régression des plaques d'athérosclérose, les administrations 

de HDL ont été repositionnées dans d’autres pathologies notamment le sepsis en raison de 

leurs propriétés anti-inflammatoires et anti-infectieuses. 

 

C. Perfusion de HDL mimétiques en situation d’inflammation 

aiguë au cours d’une infection 

En situation de sepsis, les concentrations de HDL-C sont drastiquement diminuées et 

les particules de HDL deviennent dysfonctionnelles. Trinder et al. ont montré que 

l’augmentation pharmacologique des HDL-C par voies médicamenteuses permet de pallier 

cette diminution en HDL-C tout en améliorant le pronostic vital des souris en situation de 

sepsis (Trinder et al. 2020, 2021). Ainsi l’injection de HDL mimétique serait une nouvelle 

approche thérapeutique pour pallier ces altérations rencontrées lors d’une inflammation 

aiguë, d’autant plus que les HDL présentent des propriétés anti-inflammatoires et sont 

capables de se lier aux LPS pour les neutraliser (Wurfel et al. 1994). Certaines HDL 

mimétiques ont été évaluées dans des modèles précliniques mais assez peu chez l’Homme. 

 

Les CSL111 ont été testées dans des modèles précliniques de sepsis bactérien. Sur 

ces différents modèles précliniques, les injections de CSL111 ont réduit significativement la 

production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6) ainsi que la concentration en LPS 

dans le plasma (Casas et al. 1995; Hubsch et al. 1995). Une étude sur différents modèles 

de sepsis de souris (pneumonie aiguë, péritonite, sepsis) a évalué l’effet des CSL111 sur les 

infections bactériennes. Les injections de CSL111 ont permis d’améliorer la survie des 

différents modèles de sepsis en réduisant simultanément les cytokines pro-inflammatoires et 

le nombre de bactéries dans les organes (Tanaka et al. 2020a). En 1996, la première étude 

humaine sur l’injection de rHDL chez l’homme a été réalisée par Pajkrt et al. qui ont injecté 

des endotoxines d’Escherichia coli à 8 sujets sains volontaires après avoir reçu une perfusion 

de SRC-rHDL/CSL111 à une dose de 40 mg/kg. Cette étude a montré que l'administration 

préalable CSL111 a permis d’inhiber la production de cytokines (TNFα, IL-6, IL-8), de réduire 

l’expression de CD14 sur les monocytes et également de limiter la leucopénie, la 

monocytopénie, et la neutropénie (Pajkrt et al. 1996). 

 

  



 113 

Les HDL synthétiques en situation d’inflammation aiguë comme l’ETC-642 ont été peu 

évaluées dans des modèles précliniques et in vitro. Elles ont seulement été testées dans un 

modèle de souris sepsis. Leur administration par voie intraveineuse a permis de montrer une 

amélioration de la fonction rénale et une réduction de l’inflammation. In vitro, les ETC-642 ont 

également montré leur capacité à inhiber l’activation de NF-κB induit par le LPS et le LTA. De 

plus, l’ETC-642 est anti-inflammatoire et vasculo-protecteur lors de l’exposition aux 

endotoxines des cellules endothéliales (Guo et al. 2022) . 

 

Une récente étude translationnelle de Stasi et al. a montré des effets bénéfiques des 

injections de CER-001 chez des patients souffrant de sepsis et également sur un modèle in 

vivo de souris septiques. Cette étude montre que les injections en CER-001 présentent des 

effets pléiotropes chez les patients souffrant de sepsis et chez les souris septiques. Ces effets 

se traduisent par une diminution de la tempête cytokinique, une augmentation de l’excrétion 

de LPS dans la bile, la restauration des niveaux d’Apo A-I et par la réduction de la dysfonction 

endothéliale et rénale. Ainsi, le CER-001 devient un candidat potentiel pour une approche 

thérapeutique dans le traitement du sepsis (Stasi et al. 2023). 
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Abstract

Purpose of Review High-density lipoproteins (HDL) have long been regarded as an antiatherogenic lipoprotein species by 

virtue of their role in reverse cholesterol transport (RCT), as well as their established anti-inflammatory and antioxidant 

properties. For decades, HDL have been an extremely appealing therapeutic target to combat atherosclerotic cardiovascular 

diseases (ASCVD).

Recent Findings Unfortunately, neither increasing HDL with drugs nor direct infusions of reconstituted HDL have convinc-

edly proven to be positive strategies for cardiovascular health, raising the question of whether we should abandon the idea 

of considering HDL as a treatment target.

Summary The results of two large clinical trials, one testing the latest CETP inhibitor Obicetrapib and the other testing the 

infusion of patients post-acute coronary events with reconstituted HDL, are still awaited. If they prove negative, these trials 

will seal the fate of HDL as a direct therapeutic target. However, using HDL as a therapeutic agent still holds promise if we 

manage to optimize their beneficial properties for not only ASCVD but also outside the cardiovascular field.

Keywords HDL · Atherosclerosis · Cardiovascular disease · CETP inhibitor

Introduction

Of all lipoproteins, high-density lipoproteins (HDL) are the 

smallest with a diameter ranging from 8 to 14 nm and the most 

protein enriched. Apolipoprotein A-I (Apo A-I) accounts for 

70% of HDL protein mass [1]. HDL also contains a diverse 

proteome, consisting of other apolipoproteins (e.g., Apo A-II, 

Apo A-IV, Apo Cs, Apo E) and several enzymes such as lecithin 

cholesterol acyltransferase (LCAT) and paraoxonases (PON). 

Nascent HDL, also referred to as pre-beta-HDL, are discoidal 

in shape and contain Apo A-I, phospholipids, and non-esterified 

cholesterol. Mature HDL, referred to as alpha-HDL, are spheri-

cal in shape and also contain esterified cholesterol generated by 

LCAT as well as triglycerides in their core. The most investi-

gated function of HDL is reverse cholesterol transport (RCT), a 

metabolic pathway by which excess cholesterol is removed from 

peripheral tissues and transported to the liver. This is permitted 

by the selective uptake of HDL-cholesterol esters by hepato-

cytes, a process mediated by the scavenger receptor-B1 (SR-B1). 

In addition, HDL display antioxidant and anti-inflammatory 

properties. Taken together, these characteristics are thought to 

confer HDL particles’ cardiovascular protective properties [2, 3].

Indeed, countless epidemiological studies have established 

that circulating HDL-cholesterol (HDL-C) concentrations 

negatively correlate with the incidence of cardiovascular 

diseases, the leading cause of death worldwide [4, 5]. Para-

doxically, the association between HDL and cardiovascular 

and all-cause mortality is U shaped, with individuals with 

extremely high HDL-C levels being at increased risk. The 

mechanisms underlying this observation are unknown. It has 

nevertheless been proposed that HDL particles in these indi-

viduals were dysfunctional [6]. For years, increasing HDL-C 

levels has been an extremely appealing therapeutic strategy 

to prevent and cure atherosclerotic cardiovascular diseases 

(ASCVD). Thus, circulating HDL and Apo A-I levels can 

be starkly increased by a healthy lifestyle consisting of a bal-

anced diet and physical exercise [7–10]. However, pharma-

cological modalities aimed at increasing HDL, in particular 

the cholesterol ester transfer protein (CETP) inhibitors, have 
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failed to provide incremental cardiovascular benefits. Like-

wise, direct infusions of reconstituted HDL have also yielded 

poor results. In that respect, recent Mendelian randomization 

studies do not appear to support a protective role for HDL 

in cardiovascular health, raising the question of whether we 

should abandon the idea of considering HDL as a treatment 

target once and for all [11, 12].

Reverse Cholesterol Transport: the Basis 
for Research into Drugs Targeting HDL

HDL targeting as a therapy stems (i) from the observa-

tion that HDL-C levels are inversely correlated with car-

diovascular mortality and (ii) from HDL’s pivotal role in 

RCT [13, 14]. RCT is a multi-step pathway (Fig. 1) pro-

posed to facilitate the clearance of cholesterol that has 

accumulated within atherosclerotic plaques. The first step 

is mediated by the ATP-binding cassette A1 (ABCA1), 

a transporter expressed in many cell types, allowing the 

efflux of phospholipids and cholesterol molecules present 

in plasma membranes and their association with circulating 

Apo A-I originating from hepatocytes or enterocytes [15, 

16], thereby generating nascent HDL particles. The sec-

ond step consists of cholesterol esterification by LCAT, 

an enzyme secreted from the liver and activated by apoA-I 

[17]. Unlike cholesterol and phospholipids molecules, cho-

lesterol esters are entirely hydrophobic and subsequently 

migrate into the core of nascent HDL, thus generating 

spherical particles. ABCA1 as well as the ATP-binding 

cassette G1 (ABCG1) transporter continue to efflux cellular 

lipids to mature HDL [15, 18]. In parallel, HDL undergo 

a series of remodeling steps under the combined action 

of enzymes (LCAT, endothelial, and hepatic lipases) and 

transfer proteins (phospholipid transfer protein, CETP), 

the latter being responsible for the equimolar exchanges 

of cholesterol esters and triglycerides molecules between 

HDL and other classes of lipoproteins [2, 19]. The final 

step of RCT is the selective uptake of HDL-cholesterol 

esters, a process mediated by the scavenger receptor SR-B1 

[20]. Whole HDL particles endocytosis occurs via a com-

plex mechanism that involves the ecto-F1-ATPase and the 

P2Y13 receptor [21]. In humans, most of the cholesterol 

present in HDL is esterified and transferred by CETP to an 

Fig. 1  HDL metabolism and pharmacotherapeutic targets. 

ABCA1: ATP-binding cassette A1; ABCG1: ATP-binding cassette 

G1; Apo A-I: apolipoprotein A-I; CETP: cholesterol ester transfer 

protein; FFA: free-fatty acid; HDL: high-density lipoproteins; HMG-

CoA: 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A; PCSK9: proprotein 

convertase subtilisin/kexin type 9; PPARs: peroxisome proliferator-

activated receptor; LCAT: lecithin cholesterol acyltransferase; LDL: 

low-density lipoproteins; LDLR: LDL receptor; NP1C1L1: Nie-

mann–Pick C1-like 1; RXR: retinoid x receptors; SR-B1: scavenger 

receptor B1; VLDL: very-low-density lipoproteins
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apolipoprotein B containing lipoprotein, in particular very-

low-density lipoproteins (VLDL), and therefore ends up 

in intermediate-density and then low-density lipoproteins 

(LDL) that are cleared by the LDL receptor (LDLR) [22]. 

This is not the case in most other animal species, in par-

ticular rodents, that naturally lack CETP. Noteworthy, gene 

expression of many RCT players is governed by nuclear 

receptors such as peroxisome proliferator-activated recep-

tors (PPARs) and the liver X receptor (LXR), but increas-

ing HDL levels and activating RCT using selective agonists 

of these transcription factors have proven disappointing in 

terms of cardiovascular benefits [23, 24].

Mouse models have been widely developed to investigate 

RCT and to assess the athero-protective function of HDL 

(Table 1). For instance, Apo A-I and LCAT knockout (KO) 

mice have virtually no HDL in their plasma, but whereas, Apo 

A-I KO [25] are prone to developing atherosclerotic plaques, 

LCAT-KO are not [26]. Likewise, SR-B1 KO mice that accu-

mulate HDL do not display less atherosclerotic lesions than 

wild-type animals [27, 28]. In contrast, mice that overexpress 

human CETP display more atherosclerotic plaques than con-

trols [29, 30]. Conflicting observations have, however, been 

reported. These discrepancies likely result from the use of mice 

with different genetic backgrounds, different diets (high-fat vs. 

atherogenic diets), or distinct procedures to assess atheroscle-

rosis (en face aortas vs. aortic sinus) between studies, making 

it difficult to draw definitive conclusions regarding the pro- or 

antiatherogenic roles of each protein implicated in RCT.

Increasing HDL Pharmacologically: 
a Disappointing Journey

Niacin and Fibrates

Several drugs safely reduce low-density lipoprotein 

cholesterol (LDL-C) and associated cardiovascular risk 

by either inhibiting endogenous cholesterol synthesis 

(statins), reducing cholesterol intestinal absorption 

(ezetimibe), or increasing the abundance of the LDL 

receptor (PCSK9 inhibitors). Even if these drugs margin-

ally increase HDL-C plasma levels, their beneficial effects 

have only been causally linked to their ability to reduce 

LDL [31–36].

In contrast, drugs aimed at reducing plasma triglyc-

erides (TG) such as niacin and fibrates can substantially 

increase the circulating levels of HDL-C. Niacin (also 

known as nicotinic acid or vitamin B3) [37] that showed 

encouraging results in pilot studies was tested in two large 

outcome trials: AIM-HIGH (Atherothrombosis Inter-

vention in Metabolic Syndrome with Low HDL/High 

triglycerides: Impact on Global Health Outcomes) and 

HPS2-THRIVE (Heart Protection Study 2-Treatment of 

HDL to Reduce the Incidence of Vascular Events). AIM-

HIGH compared niacin to placebo on top of high-dose 

simvastatin in patients with established cardiovascular 

disease. Niacin improved their lipid profile with a com-

bined increase in HDL-C (+25%) and reductions in TG 

(−28%) and LDL-C (−12%), but the trial was stopped after 

a mean follow-up period of three years owing to lack of 

clinical efficacy [38]. Likewise, HSP2-THRIVE compared 

the efficacy of niacin (plus laropiprant) to placebo on top 

of statin therapy in more than 25,000 patients at very high 

cardiovascular risk. As in AIM-HIGH, niacin increased 

HDL and lowered both TG and LDL-C levels but failed to 

significantly reduce the risk of major vascular events [39].

Agonists of the PPAR alpha nuclear receptor, known 

as fibrates, primarily function by reducing hepatic tri-

glyceride synthesis and enhancing lipolysis. As a result, 

they lower circulating TG and increase HDL [40]. In the 

VA-HIT trial (Veterans Affairs Cooperative Studies Pro-

gram High-Density Lipoproteins Cholesterol Intervention 

Trial), gemfibrozil significantly reduced the major risk of 

cardiovascular events in secondary prevention [41]. In the 

BIP (Bezafibrate Infarction Prevention) study, bezafibrate 

increased in HDL-C (+18%) and reduced TG (−21%) but 

failed to significantly reduce coronary events in secondary 

prevention. However, bezafibrate significantly reduced car-

diovascular events in two subgroups of patients: those with 

baseline TG levels above 200 mg/dL [42] and those with 

metabolic syndrome [43]. Likewise, in the FIELD (Fenofi-

brate Intervention and Event Lowering in Diabetes) study, 

fenofibrate did not significantly reduce coronary events 

in this primary prevention trial exclusively conducted in 

diabetics. This lack of efficacy was attributed to a higher 

prescription rate of statins to patients randomized to pla-

cebo in this study [44]. Fenofibrate was therefore assessed 

on top of simvastatin in the ACCORD (Action to Control 

Cardiovascular Risk in Diabetes) trial in type 2 diabetic 

patients. Again, fenofibrate did not provide any signifi-

cant cardiovascular benefit compared with placebo [45]. 

Table 1  Mouse models of HDL metabolism and effect on atheroscle-

rosis

↑ and ↓ respectively denote increases and decreases

Apo A-I, apolipoprotein A-I; CETP, cholesterol ester transfer protein; 

LCAT , lecithin cholesterol acyltransferase; SR-B1, scavenger receptor B1

Target Effect on target Model Effect

Apo A-I Targeted gene deletion Mouse ↓↓ HDL

↑↑ Atherosclerosis

LCAT Targeted gene deletion Mouse ↓↓ HDL

↑↓ Atherosclerosis

SR-B1 Targeted gene deletion Mouse ↑↑ HDL

↑↑ Atherosclerosis

CETP Human cDNA overexpression Mouse ↓↓ HDL

↑↑ Atherosclerosis
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Likewise, the more recent PROMINENT (Pemafibrate to 

Reduce Cardiovascular Outcomes by Reducing Triglyc-

erides in Patients with Diabetes) trial testing pemafibrate 

on top of statins failed to demonstrate any significant car-

diovascular benefit despite improvements in patients’ lipid 

profiles [46]. Lastly, the pan-PPAR agonist Lanifibranor 

currently tested in the NATIVE (NASH Trial to Validate 

IVA337 Efficacy) trial showed positive changes in lipid 

profile; in particular, it increases HDL-C levels [47]. This 

study has, however, specifically been designed to study 

nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and not cardiovas-

cular outcomes.

CETP Inhibitors

Like LDL-lowering therapies such as statins, neither nia-

cin nor fibrates were designed to specifically increase HDL 

concentrations. Given the overall disappointing results of 

both drugs in clinical trials, LDL-lowering strategies using 

statins, but also ezetimibe and nowadays Proprotein con-

vertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) inhibitors, remain 

to this day at the center of CVD prevention and treatment 

[48]. It has long been envisaged that a drug able to specifi-

cally increase HDL and hence RCT would nicely comple-

ment LDL-lowering approaches to further reduce CVD risk. 

The molecular target of choice of such a drug was CETP, 

given that this protein transfers cholesterol from HDL to 

apo B containing lipoproteins [49]. The interest in CETP as 

a therapeutic target was fueled by the discovery of Japanese 

families with a loss of function genetic variant in the CETP 

gene, associated with sharply increased HDL-C concentra-

tions. Despite a net increase in plasma total cholesterol, 

these individuals did not appear at increased CVD risk [50].

The ILLUMINATE (Investigation of Lipid Level Man-

agement to Understand Its Impact in Atherosclerotic Events) 

study was the first large-scale cardiovascular outcome trial 

with a CETP inhibitor. The aim of that study was to assess 

the efficacy of the CETP inhibitor Torcetrapib on the risk of 

major cardiovascular events in 15,000 patients at high car-

diovascular risk and treated with atorvastatin doses sufficient 

to achieve LDL-C levels of less than 100mg/dL [51]. To the 

surprise of many, despite promoting a massive 72% increase 

in HDL-C levels and a 25% decrease in LDL-C, Torcetrapib 

significantly increased the number of cardiac events and 

deaths, prompting the premature termination of the trial. 

This negative result was later shown to result from off-tar-

get effects of Torcetrapib, that is, a concomitant increase in 

blood pressure among treated individuals [51]. Several other 

CETP inhibitors have been developed, and a handful were 

evaluated in clinical trials. Dalcetrapib, for instance, was 

tested in 15,900 patients with recent acute coronary syn-

drome on top of statins. Dalcetrapib increased HDL-C by 

30 to 40% with minimal effects on LDL-C. Despite these 

changes, Dalcetrapib failed to significantly reduce the risk 

of cardiovascular events [52]. The more potent Anacetrapib 

was tested in the DEFINE (Details of the Determining the 

Efficacy and Tolerability of CETP Inhibition with Anace-

trapib) and REVEAL (Randomized Evaluation of the Effects 

of Anacetrapib through Lipid Modification) trials. The 

DEFINE study was designed to determine the safety and 

efficacy of Anacetrapib in patients with coronary heart dis-

ease or risk factors for cardiovascular disease. Anacetrapib 

showed positive improvements in their lipid profiles with 

an increase of 138% in HDL-C and a decrease of 40% in 

LDL-C [53]. In REVEAL, Anacetrapib was tested on top of 

statins in more than 30,000 patients in secondary prevention. 

It increased HDL-C levels by 104% and reduced LDL-C 

levels by 41%, and most importantly, it showed a significant 

reduction in the incidence of major coronary events over 4 

years [54]. Anacetrapib development was nevertheless aban-

doned as the result of safety concerns since it was shown that 

the drug accumulates in the adipose tissue. The last CETP 

inhibitor evaluated in a large trial was Evacetrapib. As with 

all the others, it was tested as an adjunct to statin therapy in 

patients with cardiovascular diseases. Evacetrapib signifi-

cantly increased HDL-C levels by 133% and lowered LDL-C 

by 31% but failed to reduce outcomes since primary end-

point events occurred in 12.9% of patients in the evacetrapib 

arm and in 12.8% of those in the placebo arm of that trial 

[55]. In a nutshell, the development of CETP inhibitors has 

been discontinued either because of toxicity or inefficacy. 

However, the development of this class of drugs is not dead 

yet, since a novel molecule, Obicetrapib, with promising 

effects (it reduced LDL-C by 46% and increased HDL-C by 

165% in a phase II trial) recently entered a phase III outcome 

trial to assess its efficacy in cardiovascular disease [56••].

To put it mildly, despite the apparent positive effects of 

these drugs on human lipoprotein profiles, pharmacological 

strategies aimed at increasing HDL-C have failed to pro-

vide any significant clinical benefit. In HDL defense, their 

biology is probably much more complex than what was 

anticipated, but the recurrent disappointing results of HDL-

increasing drugs cast serious doubts on the physiological 

reality of HDL’s beneficial properties, not to mention their 

reliability as a treatment target in humans. The possibility of 

directly using HDL as an injectable pharmacological agent 

has therefore been proposed.

HDL Infusion

An appealing pharmacological avenue developed in recent 

years has been to determine whether the direct infusion 

of HDL would be therapeutically beneficial. This can be 

achieved by infusing reconstituted HDL (rHDL) either 

in their native form or, most interestingly, with enhanced 
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beneficial features, such as improved RCT, anti-inflamma-

tory, and antioxidant properties. An alternative strategy is 

to use delipidated human HDL plasma fractions that were 

shown to display potent cholesterol efflux properties on 

macrophages [57]. Delipidated HDL infusions significantly 

reduced coronary plaque burden in a handful of patients 

with ASCVD [58], but this method requires large volumes 

of blood and therefore appears difficult to develop. Another 

possibility is to infuse ApoA-I mimetics. These are short 

peptides mimicking the presumed beneficial effects of 

ApoA-I and HDL. Numerous studies have shown extremely 

promising results with these compounds in vitro and ani-

mal models, and some ApoA-I mimetics have even reached 

early clinical development (reviewed in detain in [59•]).

Several studies have reported that administering HDL 

isolated from plasma or reconstituted reduces atherosclero-

sis in animal models [60]. This led to the design of clinical 

studies to test rHDL infusions in patients at high cardiovas-

cular risk. Many studies have used Apo A-I Milano rather 

than wild-type Apo A-I, given that carriers of this rare vari-

ant (Arginine-173 is replaced by a Cysteine) appear pro-

tected from ASCVD despite low levels of HDL-C. In pilot 

clinical trials, repeated infusions of rHDL over a few weeks 

reduced the atherosclerotic plaque burden assessed by intra-

vascular ultrasound imaging. But, trials conducted in larger 

groups of patients for longer periods of time often failed 

to confirm these initial observations on hard cardiovascu-

lar outcomes [59•, 61–63••]. These studies include rHDL 

containing either recombinant human wild-type (CER-001) 

or Milano (ETC-216) Apo A-I as well as rHDL containing 

Apo A-I isolated from human subjects (CSL-111). The lat-

ter compound showed hepatotoxicity [64] and was there-

fore replaced by a new formulation, CSL-112, without this 

side effect. CSL-112 is currently being tested in a large 

phase III study (AEGIS-II, https:// clini caltr ials. gov/ identi-

fier NCT03473223). This will be the first large-scale trial 

to formally evaluate whether enhancing cholesterol efflux 

in humans can reduce the rate of recurrent major adverse 

cardiovascular events [65]. Even if the results of this study 

prove positive, supplementation with reconstituted HDL 

will only be aimed at a narrow population of patients (e.g., 

post-acute coronary syndromes), considering that they must 

be infused intravenously.

Conclusion and Perspectives

The HDL-targeted therapies developed so far have consisted of 

either increasing HDL-C plasma levels with small molecules 

(such as CETP inhibitors) or infusing reconstituted HDL (or 

analogs such as mimetic peptides) into patients with ASCVD. 

To say the least, these approaches have not produced conclu-

sive results yet in demonstrating that increasing HDL reduces 

the progression of the disease nor associated cardiovascular 

outcomes. The results of two large clinical trials, one testing 

the latest CETP inhibitor Obicetrapib [66•] and the other test-

ing the infusion of subjects post-acute coronary events with 

reconstituted HDL [65], are still awaited. If these studies prove 

negative, they will probably seal the fate of HDL as a thera-

peutic target for CVD.

Nevertheless, several avenues to enhance the beneficial 

functions of rHDL particles for future trials still exist. They 

consist not only (i) in using protective Apo A-I variants such 

as Apo A-I Milano but also (ii) in enhancing the lipid compo-

sition of these particles and (iii) in enriching rHDL particles 

with antioxidants, proteins, or micro-RNAs with established 

anti-atherosclerotic functionalities. Furthermore, “enhanced” 

rHDL particles could be specifically designed (iv) to treat 

non-cardiovascular medical conditions such as low-grade 

endotoxemia or even acute inflammation during sepsis since 

HDL possess lipopolysaccharide clearance properties [67, 68]. 

Given that the current route for rHDL delivery is intravenous, 

it severely limits their widespread use, not to mention their 

relatively short half-life in blood that necessitates repeated 

injections. (v) Both parameters should also be optimized in 

parallel. Thus, there is still room for improving rHDL function 

and delivery modalities as well as widening our views on their 

clinical potential outside the cardiovascular field. Using rHDL 

as a therapeutic agent should therefore not be abandoned.
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Comme développé précédemment dans ma synthèse bibliographique, les propriétés 

bénéfiques des HDL ne peuvent se résumer au simple transport du cholestérol des tissus 

périphériques au foie pour son élimination. 

En plus de cette fonction, les nanoparticules présentent des propriétés pléiotropes de 

type anti-inflammatoire, antioxydant et anti-infectieux. Le cholestérol contenu dans ces HDL 

est utilisé comme biomarqueurs de l’incidence des maladies cardiovasculaires (HDL-C), et 

aussi comme facteur de risque de sévérité lors d’un sepsis. En effet, les concentrations en 

HDL-C sont diminuées au cours des pathologies inflammatoires chroniques (comme le 

diabète) et aiguë (comme le sepsis). Au cours de ces pathologies, ces HDL sont aussi la cible 

d’altération structurale marquée par une altération de leurs tailles et leurs compositions en 

protéines et en lipides. Ces HDL altérées perdent alors leurs fonctions pléiotropes et peuvent 

même devenir pro-inflammatoires. 

 

Parmi les pathologies à inflammation aiguë, nous avons décrit le cas du sepsis qui 

peut avoir une origine d’infection bactérienne mais il y a également celle provenant des 

infections virales comme celle du virus SARS-CoV-2. L’émergence de ce virus en décembre 

2019 a donné lieu à la pandémie de la COVID-19 qui a abouti à une crise sanitaire mondiale. 

Cette maladie est marquée par un orage cytokinique, selon des mécanismes similaires au 

sepsis bactérien. Mais, elle se caractérise également par une altération du profil lipidique qui 

se traduit par une diminution des concentrations en cholestérol total, LDL-C, HDL-C et une 

élévation des TG. Au-delà des aspects quantitatifs, les modifications de la composition et de 

la fonctionnalité des lipoprotéines au cours de la COVID-19 restaient inconnue et aucun 

marqueur pronostique de la sévérité de cette maladie n'avait été identifié. 

 

En raison de l’urgence sanitaire en 2021, le développement d’outils pronostiques de 

la COVID-19 et le développement d’une thérapie innovante contre cette pathologie était une 

priorité absolue.  

 

Ce sont ces priorités qui ont défini, l’objectif principal de ma thèse qui a été de 

caractériser les HDL en situation d’inflammation aiguë (COVID-19) afin d’identifier des 

biomarqueurs et d’évaluer une thérapie reposant sur une supplémentation en HDL 

mimétiques au cours de la COVID-19. 
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Pour répondre à cet objectif, mes travaux de recherches se sont tout d’abord focalisés 

sur l’étude des modifications de l’apolipoprotéome plasmatique chez les patients COVID-19. 

Dans la seconde partie de mon travail, je me suis intéressé plus spécifiquement aux 

modifications du protéome des lipoprotéines HDL et LDL, afin d’identifier un ou plusieurs 

biomarqueurs de sévérité de la COVID-19. Enfin, dans la troisième partie de mon travail, j’ai 

pu évaluer l’efficacité d’une thérapie utilisant l’injection de CER-001, HDL mimétiques 

reconstituées à partir d'Apo A-I recombinant, chez une patiente souffrant d’une COVID-19 

sévère.  
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met en place au cours de la COVID-19. Cette dyslipidémie se caractérise par des 

concentrations en cholestérol total, LDL-C et HDL-C drastiquement diminuées et par des 

concentrations élevées en triglycérides. Ces concentrations en cholestérol sont inversement 

corrélées à la sévérité de la COVID‑19 (Figure 32 C.)(Wei et al. 2020; Fan et al. 2020; Hu et 

al. 2020). Cette altération du profil lipidique atteste d’un désordre du métabolisme lipidique 

qui peut être associé à une altération des concentrations en apolipoprotéines circulantes 

(Dominiczak and Caslake 2011).  

Nous avons pu voir tout au long de la synthèse bibliographique, qu’au-delà de leur 

fonction dans le métabolisme des lipoprotéines, certaines de ces apolipoprotéines exercent 

des activités anti-inflammatoires et antioxydantes. À notre connaissance, peu d’études se 

sont intéressées à l’impact de la COVID-19 sur les concentrations en apolipoprotéines autres 

que les apolipoprotéines majoritaires : l’Apo A‑I et l’Apo B100.  

 

Dans cette première étude, je me suis focalisé à déterminer l’impact de la COVID-19 

sous sa forme sévère sur l’apolipoprotéome plasmatique et ainsi évaluer les relations 

putatives pouvant exister entre les concentrations plasmatiques en apolipoprotéines, les 

facteurs de gravité et le devenir des patients.  

  

Afin de répondre à cet objectif, j’ai eu à ma disposition des plasmas de patients 

COVID-19 sévère proviennent de l’étude LIPICOR « LIPId profile changes in INflammatory 

conditions induced by SARS-CORonavirus-2 » (ClinicalTrials.gov Identifiant : NCT05113836). 

Cette étude monocentrique a été initiée par notre laboratoire (Dr Sébastien Tanaka) et menée 

dans le service de réanimation chirurgicale de l’hôpital universitaire Bichat Claude-Bernard, 

Paris, France. Les patients ont été recrutés entre novembre 2020 à mars 2021. 

  

Les 44 sujets contrôles utilisés dans cette première étude sont des volontaires sains 

et des soignants du Centre Hospitalier Universitaire de La Réunion (étude H-COV-RUN, 

ClinicalTrials.gov Identifiant : NCT04384705). Cette étude a été initiée par notre laboratoire et 

menée par le Pr David Couret. 

Nous avons sélectionné 44 patients sur les 76 patients de l’étude LIPICOR, selon un 

critère d’inclusion qui excluait les patients sous traitement hypolipémiant. Les sujets contrôles 

ont été appariés par sexe à ces patients COVID-19 sévère.  
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Dans cette étude, j’ai quantifié l’apolipoprotéome plasmatique de ces patients et des 

sujets sains. Notre méthode de quantification de l’apolipoprotéome a permis de quantifier 14 

apolipoprotéines (Apo (a), Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, Apo B100, Apo C-I, Apo C-II, Apo C-

III, Apo D, Apo E, Apo H, Apo J, Apo L1 and Apo M) ainsi que la LCAT. Cette quantification 

était ciblée via une méthode de surveillance des réactions parallèles (PRM) programmée dans 

le temps par spectrométrie de masse. Cette méthode a été adaptée et développée au 

laboratoire par le Dr Valentin Blanchard (Blanchard et al. 2020). 

B. Résultats 

L’ensemble des résultats de cette première étude a fait l’objet d’un article 

intitulé « Plasma Apolipoprotein Concentrations Are Highly Altered in Severe Intensive 

Care Unit COVID-19 Patients : Preliminary Results from the LIPICOR Cohort Study » 

publié en 2023 dans le journal International Journal of Molecular Sciences. 
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Abstract: SARS-CoV-2 infection goes beyond acute pneumonia, as it also impacts lipid metabolism.

Decreased HDL-C and LDL-C levels have been reported in patients with COVID-19. The lipid profile

is a less robust biochemical marker than apolipoproteins, components of lipoproteins. However, the

association of apolipoprotein levels during COVID-19 is not well described and understood. The

objective of our study is to measure plasma levels of 14 apolipoproteins in patients with COVID-

19 and to evaluate the relationships between apolipoprotein levels, severity factors and patient

outcomes. From November to March 2021, 44 patients were recruited on admission to the intensive

care unit because of COVID-19. Fourteen apolipoproteins and LCAT were measured by LC-MS/MS

in plasma of 44 COVID-19 patients on admission to the ICU and 44 healthy control subjects. Absolute

apolipoprotein concentrations were compared between COVID-19 patients and controls. Plasma

apolipoproteins (Apo) A (I, II, IV), C(I, II), D, H, J and M and LCAT were lower in COVID-19 patients,

whereas Apo E was higher. COVID-19 severity factors such as PaO2/FiO2 ratio, SO-FA score and

CRP were correlated with certain apolipoproteins. Lower Apo B100 and LCAT levels were observed

in non-survivors of COVID-19 versus survivors. To conclude, in this study, lipid and apolipoprotein

profiles are altered in COVID-19 patients. Low Apo B100 and LCAT levels may be predictive of

non-survival in COVID-19 patients.

Keywords: COVID-19; HDL-C; LDL-C; apolipoprotein; mass spectrometry; outcome; ICU; infection

1. Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19), which is caused by severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), was first detected in December 2019 and has caused
more than 5 million deaths worldwide [1,2]. The pathophysiology of this disease remains
complex and is not fully understood. Until now, there are no reliable markers to predict
the severity of COVID-19 [3]. In addition, the therapeutic arsenal, in particular for the
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most severe patients, is thin and essentially based on corticosteroids, and more recently for
certain patients only on nirmatrelvir/ritonavir [4,5].

Apolipoproteins (Apo) are proteins that associate with lipids and in particular phos-
pholipids to form lipoproteins, responsible for the transport of hydrophobic lipids in the
blood (triglycerides, cholesterol and cholesterol esters) [6]. Beyond their structural function
of lipid transport via their recognition by cellular receptors, apolipoproteins have numerous
functions (enzyme cofactors, anti-inflammatory, antioxidant and anti-infectious properties).
In addition to the major apolipoproteins (A, B, C and E), others are described as being
associated with lipoproteins, with functions different from those of lipid transport (i.e., D, J,
L, F, H, M, N and O) [7,8]. Some apolipoproteins have been widely described, particularly
in the context of cardiovascular diseases, as they are part of the composition of high-density
lipoproteins (HDL) (Apo A1, Apo C-I, II, III and Apo E) and low-density lipoproteins (LDL)
(Apo B100, Apo C-II, C-III and Apo E) [9,10].

During acute inflammatory states, and in particular during sepsis, a decrease in
HDL-cholesterol (HDL-C) and LDL-cholesterol (LDL-C) concentrations has been clearly de-
scribed, but also a decrease in apolipoproteins A-I (Apo A-I) and B (Apo B) [11–15]. Several
studies have highlighted the relationship between decreased HDL-C/Apo A-I concentra-
tions and poor outcome during sepsis [12,14,16]. Given that HDLs have pleiotropic effects,
including anti-infectious, anti-inflammatory, antioxidant and overall endothelioprotective
properties, the study of changes in the HDL proteome is therefore particularly relevant
during sepsis [17].

In COVID-19 patients, some authors have underlined a negative correlation between
both HDL-C and LDL-C concentrations and the severity of the disease [18–25]. Moreover,
plasma Apo A-I concentration is drastically decreased in COVID-19 patients, and low
levels are also associated with overmortality [26–29]. Interestingly, proteomic and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy studies have also revealed important structural
and compositional changes in HDL particles resulting in a major pro-inflammatory pheno-
type [30–33].

While the association between Apo A-I and patient outcome is fairly well described in
COVID-19, there is little evidence regarding the plasma concentration of other apolipopro-
teins and their relation to outcome.

In this context, the goals of the present study are (i) to determine plasma apolipoprotein
concentrations in severe intensive care unit (ICU) COVID-19 patients and to compare
these values with control subjects; and (ii) to evaluate the relationship between plasma
apolipoprotein concentrations, severity factors and outcome.

2. Results

2.1. Study Population

From November 2020 to March 2021, a total of 76 COVID-19 patients were consec-
utively hospitalized for COVID-19 pneumonia in the ICU. Patients on statin therapy or
for whom all clinical data could not be collected (n = 32) were excluded, leading to the
inclusion of 44 patients in our analysis. COVID-19 patients were matched by gender to
44 healthy volunteers were obtained from caregivers at the Centre Hospitalier Universitaire
de la Réunion. The general characteristics of COVID-19 patients and controls are summa-
rized in Table 1. Age and BMI were significantly higher in COVID-19 patients than in the
control group.

2.2. Lipid Parameters of COVID-19 Patients at Admission Compared to Control

Compared to control subjects, the lipid profile of COVID-19 patients was significantly
altered and characterized by decreased total cholesterol (TC), HDL-C and LDL-C and
increased TG concentrations (Figure 1). Of note, TC (3.7 [3.0–4.4] mmol/L, p < 0.0001),
HDL-C (0.8 [0.6–1.0] mmol/L, p < 0.0001) and LDL-C (2.3 [1.6–2.8] mmol/L, p < 0.0001)
concentrations in COVID-19 patients were below the reference values, whereas TG levels
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(1.8 [1.3–2.3] mmol/L, p < 0.0001) in COVID-19 patients were above the reference values (cf.
Section 4).

Table 1. General characteristics and outcome of ICU COVID-19 patients and control subjects.

Characteristics
ICU COVID-19

(n = 44)
Controls
(n = 44)

p-Value

Age, years, median (IQR) 62 (51–68) 50 (45–57) <0.0001
Male sex, n (%) 33 (75) 33 (75) >0.9999

BMI, kg/m2, median (IQR) 30 (27–32) 23 (26–32) <0.0001

Presence of comorbidities
High blood pressure, n (%) 17 (39) 0 (0) <0.0001
Diabetes mellitus, n (%) 6 (14) 0 (0) <0.0001

Medications
Statin, n (%) 0 (0)
ARA- II, n (%) 8 (18)

Timing of hospitalization
Between first symptoms and hospitalization (days) 6 (4–8)
Between hospitalization and ICU admission (days) 0 (0–2)

Severity scores at admission
SAPS-II, median (IQR) 34 (26–46)
SOFA score, median (IQR) 4 (3–4)

Treatments during ICU stay
Norepinephrine, n (%) 5 (11)
Mechanical ventilation, n (%) 13 (30)
Length of mechanical ventilation, median (IQR) 23 (17–32)
Days alive without MV at day 28, median (IQR) 28 (8–28)
Prone positioning, n (%) 10 (23)
Tracheostomy, n (%) 3 (7)
ECMO, n (%) 2 (5)
RRT, n (%) 3 (7)

COVID-19-specific treatments
Tocilizumab, n (%) 3 (7)
Remdesivir, n (%) 1 (2.5)
Corticosteroids, n (%) 44 (100)

Outcome
ICU LOS (days), median (IQR) 7 (5–18)
Hospital LOS (days), median (IQR) 11 (7–25)
Mortality at day-28, n (%) 10 (23)

ARA-II: angiotensin II receptor antagonist; ECMO: extracorporeal membrane oxygenation; ICU: intensive care
unit; LOS: length of stay; RRT: renal replacement therapy; SAPS-II: simplified acute physiology score-II; SOFA:
Sepsis-related Organ Failure Assessment.

2.3. Comparison of Plasma Apolipoprotein Concentrations between COVID-19 and Control Subjects

While it is well documented that HDL-cholesterol and apolipoprotein A-I levels are
decreased in severe COVID-19 patients, the concentration of other plasma apolipoproteins
is poorly described. Apolipoproteins are multifunctional proteins involved in the structure
of lipoproteins and in lipid metabolism [34]. Given that the lipid profile is profoundly
affected in COVID-19, we quantified 14 apolipoproteins (Apo (a), Apo A-I, Apo A-II, Apo
A-IV, Apo B100, Apo C-I, Apo C-II, Apo C-III, Apo D, Apo E, Apo H, Apo J, Apo L1 and Apo
M) and lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT) by mass spectrometry in the plasma of
44 COVID-19 patients and sex matched controls. The concentrations of 10 apolipoproteins
and LCAT (Figure 2) were significantly modified in COVID-19 patients relative to controls.
Plasma concentrations of Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, Apo C-I, Apo C-II, Apo D, Apo H,
Apo J, Apo M and LCAT were significantly reduced in COVID-19 patients, whereas the
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Apo E concentration was increased in these patients. Apo B100, Apo L1, Apo C-III and
Apo (a) concentrations were not different between groups.

Figure 1. Lipid profile changes in plasma of COVID-19 ICU patients. Plasma levels of total cholesterol

(a), HDL-cholesterol (HDL-C) (b), LDL-cholesterol (LDL-C) (c) and triglycerides (d) were measured

by a routine enzymatic method. A Shapiro–Wilk test for normality was performed followed by an

unpaired t-test for data with a parametric distribution and a Mann–Whitney test for data with a

nonparametric distribution. **** p < 0.0001 comparing control group and COVID-19 patients.

Figure 2. Changes in apolipoprotein and LCAT levels in plasma of COVID-19 ICU patients. Fourteen

apolipoproteins (a–n) and LCAT (o) were quantified by mass spectrometry in the plasma of 44 COVID-

19 ICU patients and 44 controls. A Shapiro–Wilk test for normality was performed followed by an

unpaired t-test for data with a parametric distribution whereas a Mann–Whitney test was performed

for data with a nonparametric distribution. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001, ns p � 0.05 comparing

control group and COVID-19 patients.

2.4. Relationship between Apolipoprotein Concentrations and Biological Markers in
COVID-19 Patients

Different correlations were performed to identify markers of severity and inflammation
associated with lipid and apolipoprotein profiles. The heat map (Figure 3) illustrates the
correlations between apolipoproteins/LCAT and seven biological/clinical parameters in
COVID-19 patients. Significant positive or negative correlations are colored in red and
blue, respectively. Apo (a), Apo C-III and TG concentrations are positively correlated with
SOFA scores (p < 0.05). Apo A-II concentration is inversely correlated with CRP (r = �0.394,
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p < 0.05). Apo A-I is positively correlated with PaO2/FiO2 (r = 0.379, p < 0.05). Apo A-IV,
Apo H, Apo C-II and Apo C-III concentrations are positively correlated with creatinine
concentrations. Apo C-III is more strongly correlated than the other apolipoproteins with
creatinine concentration (r = 0.59, p < 0.0001). Apo L1, Apo C-I, Apo J, Apo E, LCAT, Apo
(a) and Apo B100 correlated positively with LDL-C. The correlation between Apo B100 and
LDL-C is greater compared to the other apolipoproteins (r = 0.653, p < 0.0001). HDL-C is
positively correlated with apolipoproteins A-I, M, A-II, L1 and Apo J (clusterin) (p < 0.05).
As expected, apolipoprotein A-I is strongly correlated with HDL-C (r = 0.417, p < 0.001).
Total cholesterol is positively correlated with Apo L1, Apo J, Apo E, Apo C-I, Apo C-III
and Apo B100 (p < 0.0001). As expected, apolipoproteins known to be associated with HDL
particles were positively correlated between them: Apo A-I with Apo A-II (0.77), A-IV
(0.57), C-II (0.5), C-III (0.34), D (0.31), J (0.36), L1 (0.48) and M (0.61) (Supplemental Table S1).

≥

−

Figure 3. Heat map representing correlations between apolipoproteins and selected biological and

severity score markers. A Pearson correlation was performed. The positive correlations that are

statistically significant are in red, the negative correlations are in blue and non-significant correlations

are in grey.

As shown in Figure 4, in COVID-19 patients, LDL-cholesterol concentrations were
correlated with Apo (a), Apo B100, Apo C-I, Apo E, Apo L1 and LCAT (Figure 4a). HDL-
cholesterol levels positively correlated with Apo A-I, Apo A-II, Apo J, Apo L1 and Apo M
(Figure 4b).

2.5. Principal Component Analysis (PCA) and Sparse Partial Least Squares Regression
Discriminant Analysis (sPLS-DA)

Multivariate analyses were performed on the 44 control subjects and the 44 COVID-19
patients. Principal component analysis (PCA), an unsupervised multivariate statistical
method, was applied to different variables in the samples. This method generates principal
component (PC) axes that optimally reflect the variability of the data. Different PCAs were
performed on the lipid profile (Figure 5a), plasma concentrations of the 14 apolipoproteins
and LCAT (Figure 5b), and on the combination of these variables (lipid profile, apolipopro-
teome and LCAT concentration) (Figure 5c) of controls and COVID-19 patients. The data
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show that the two groups could not be clearly separated on the basis of the lipid profile
alone (Figure 5a), but they were more separated than on the PCA of the 14 apolipoproteins
and LCAT (Figure 5b). The addition of the lipid profile variables to the apolipoprotein and
LCAT levels did not improve the separation of the groups by PCA (Figure 5c).

Figure 4. Pearson correlations between apolipoprotein concentrations and LDL-C levels (a) and HDL-

C levels (b). Quantification of 14 apolipoproteins and LCAT was performed by mass spectrometry

directly from the plasma of severe COVID-19 patients. LDL-C and HDL-C levels were measured by

routine enzymatic methods. Statistically significant positive correlations are shown in red.
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Sparse partial least squares regression discriminant analysis (sPLS-DA), a supervised
multivariate statistical analysis, was performed to identify the most discriminating vari-
ables for sample classification. The sPLS-DA analysis of the concentrations of the 14
apolipoproteins and LCAT (Figure 5d) discriminates the two groups better than does the
PCA analysis. Component 1 (Figure 5e) combines the 10 proteins that distinguish the
two groups and their variations within the groups based on the concentrations of the 14
apolipoproteins and LCAT. Component 1 separates the two groups fairly well, except for
six COVID-19 patients and six controls (Figure 5d). The 10 components allowing this dis-
crimination are, in order of importance, Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, Apo H, Apo M, Apo
C-I, LCAT, Apo E, Apo C-II and Apo (a). The addition of the lipid profile in the sPLS-DA
improved grouping, with the presence of only two outliers in each group (Figure 5f). The
10 components contributing to the calculation of component 1 (Figure 5g) are in order of
interest as follows: HDL-C, Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, TC, LDL-C, Apo H, Apo M, TG
and Apo C-I. This is consistent with the t-test analysis performed on the individual markers
presented in Figures 1 and 2, showing a decrease in these apolipoproteins in COVID-19
patients and an increase in TG levels.

2.6. Relationship between Apolipoprotein Concentrations at Admission and Mortality

Apolipoprotein levels were reduced in COVID-19 patients. Comparisons were carried
out between survivors and non-survivors of COVID-19 to identify potential predictive
markers for mortality in these patients. In the study population of 44 COVID-19 patients,
32 patients survived while 12 patients did not. The characteristics of COVID-19 patients
between survivors and non-survivors are summarized in Table 2.

Figure 5. Cont.
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Figure 5. Multivariate analysis of 14 apolipoproteins, LCAT and lipid concentrations from COVID-

19 patients and controls. Samples were collected from control subjects (n = 44) and COVID-19

patients (n = 44). Principal component analysis (PCA) was performed on the lipid profile (a), plasma

concentrations of 14 apolipoproteins and LCAT (b), and the combination of these characteristics

(c). Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis (sPLS-DA) of apolipoproteome and plasma

LCAT concentration (d) was calculated to identify the contribution of each variable to component

1 (Loading 1) (e). sPLS-DA of apolipoprotein, LCAT, and lipid profiles of COVID-19 and controls

(f) was calculated to identify the contribution of each variable to component 1 (Loading 1) (g). Blue

circles and red triangles represent the control subjects and COVID-19 patients, respectively.

Only Apo B100 and LCAT levels were significantly decreased in the non-survivors of
COVID-19, while all other apolipoprotein levels were comparable between the two groups
(Figure 6). The number of patients was not sufficient to perform multi-marker analysis by
PCA or sPLS-DA.

Table 2. Characteristics of survivors and non-survivors ICU COVID-19 patients.

Characteristics
Survivors

(n = 32)
Non-Survivors

(n = 12)
p-Value

Age, years, median (IQR) 59 (49–67) 68 (65–69) 0.0129
Male sex, n (%) 22 (69) 11 (92) 0.2397

BMI, kg/m2, median (IQR) 31 (26–34) 30 (27–31) 0.3821

Presence of comorbidities
High blood pressure, n (%) 11 (34) 6 (50) 0.4889
Diabetes mellitus, n (%) 5 (16) 1 (8) >0.9999
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Table 2. Cont.

Characteristics
Survivors

(n = 32)
Non-Survivors

(n = 12)
p-Value

Medications
Statin, n (%) 0 (0) 0 (0) >0.9999
ARA-II, n (%) 4 (13) 4 (33) 0.1847

Severity scores at admission
SAPS-II, median (IQR) 31 (25–40) 43 (36–47) 0.0152
SOFA score, median (IQR) 3 (3–4) 4 (4–5) 0.0303

Treatments during ICU stay
Norepinephrine, n (%) 0 (0) 1 (8) 0.2727
Mechanical ventilation, n (%) 7 (22) 6 (50) 0.1347
Length of mechanical ventilation, median [IQR] 0 (0–0) 0 (0–15) 0.2138
Days alive without MV at day 28, median [IQR] 28 (28–28) 5 (3–7) <0.0001
Tracheostomy, n (%) 4 (13) 1 (8) >0.9999
ECMO, n (%) 1 (3) 1 (8) 0.4757
RRT, n (%) 3 (9) 0 (0) 0.5506

COVID-19-specific treatments
Tocilizumab, n (%) 3 (9) 0 (0) 0.5506
Remdesivir, n (%) 0 (0) 1 (8) 0.2727
Corticosteroids, n (%) 32 (100) 12 (100) >0.9999

Outcome
ICU LOS (days), median (IQR) 7 (5–17) 8 (3–25) 0.7294
Hospital LOS (days), median (IQR) 12 (7–29) 10 (3–25) 0.0004
Mortality at day-28, n (%) 0 (0) 10 (23) <0.0001

ARA-II: angiotensin II receptor antagonist; ECMO: extracorporeal membrane oxygenation; ICU: intensive care
unit; LOS: length of stay; RRT: renal replacement therapy; SAPS-II: simplified acute physiology score-II; SOFA:
Sepsis-related Organ Failure Assessment.

≥

Figure 6. Decreased apolipoprotein B100 and LCAT concentration in plasma of non-survivors
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COVID-19. Fourteen apolipoproteins (a–n) and LCAT (o) were measured by mass spectrometry

in the plasma of 32 survivor and 12 non-survivor COVID-19 patients at D45. Normality of the

data was verified by the Shapiro–Wilk test. An unpaired t-test was applied for proteins with a

parametric distribution and a Mann–Whitney test was applied for proteins with a nonparametric

distribution. * p < 0.05, ns p � 0.05 compared with the survivor group and non-survivor patients at

day 45 COVID-19.

3. Discussion

In this work, we show that the lipid profile is strongly altered in severe COVID-19
patients compared to control subjects, reflected by a decrease in HDL-C, LDL-C and total
cholesterol and an increase in TG levels. In addition, a decrease in the concentration of
nine apolipoproteins and LCAT was found in COVID-19 patients, whereas only Apo E
was increased relative to controls. Finally, Apo (a) and Apo C-III positively correlated with
severity (SOFA score), whereas Apo B100 and LCAT correlated with mortality at 45 days.

The decrease in TC, HDL-C and LDL-C concentrations during severe COVID-19 pneu-
monia reported here is consistent with previous studies by our team and others [19,20,24].
The mechanisms underlying the decline in HDL-C levels is poorly described, but some
hypotheses have been proposed including the potential consumption of HDL particles,
hemodilution, capillary leakage, increased HDL clearance due to upregulation of scavenger
receptor class B type 1 (SRB1) expression or decreased HDL synthesis by the liver [17].
Interestingly, capillary leakage and increased vascular permeability has been previously
described in COVID-19 patients [35]. The cytokine storm during COVID-19 may also
participate in the decrease in lipoprotein cholesterol levels [36]. A direct action of the virus
on lipoproteins is also an interesting hypothesis that requires further investigation.

Beyond the cholesterol they carry, the protein moiety of lipoproteins, i.e., apolipopro-
teins, represents major actors of lipid metabolism. They also exhibit anti-inflammatory,
anti-infectious and vasculo-protective properties [37]. We demonstrate here that a ma-
jority of apolipoproteins had altered concentrations in COVID-19 patients compared to
healthy subjects. Of the 14 apolipoproteins quantified, 9 were decreased (Apo A-I, Apo
A-II, Apo A-IV, Apo C-I, Apo C-II, Apo D, Apo H, Apo J and Apo M) and 1 increased
during COVID-19 (Apo E). A recent multi-omics study revealed several differences in
plasma proteins, lipids and metabolites [38]. Only a few proteomic studies report decreased
levels of Apo A-II and Apo M levels in COVID-19 versus non-COVID-19 subjects [38,39].
Shotgun proteomics associated with leukocyte transcripts, lipids and small molecules
identified HDL remodeling and clearance pathways as being downregulated according to
COVID-19 status and severity. Our results confirm the trends observed in these preliminary
open-strategy studies by providing quantitative results with the use of internal standards
for each protein tested. Our study is indeed consistent with other studies that have shown
a decrease in plasma Apo A-I and unchanged levels of Apo(a) during COVID-19 [26,28,40].
A strong correlation was observed between Apo A-I, Apo A-II and Apo M followed by
Apo A-IV and Apo C-II, which are constituent proteins of HDL particles. This is consistent
with decreased HDL-C levels observed during COVID-19. Interestingly, Apo C-III, an
apolipoprotein associated with triglyceride-rich lipoproteins (TRLs), and to a lesser extent
to HDL particles, was not significantly different between the wot groups, despite the low
HDL levels. This suggests that during COVID-19, Apo C-III would be more associated with
TRLs, and could inhibit their catabolism via its function as a lipoprotein lipase inhibitor [41].
This is in agreement with the increased levels of TG in COVID-19 patients. Accordingly, we
found that COVID-19 patients had higher plasma ApoE concentration. This apolipoprotein
is primarily carried by TRLs, where it serves as a ligand for the ApoB/ApoE receptor (LDL
receptor), which also supports the increase in TG during COVID-19.

Although we measured apolipoproteins in plasma and not in isolated LDL or HDL
particles, we showed that there was some consistency between lipoprotein cholesterol
values and concentrations of their major apolipoproteins. For example, there is a positive
correlation between HDL-C and Apo A-I (r = 0.4166, p = 0.0049) and between LDL-C and
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Apo B100 (r = 0.6526, p < 0.0001). HDL-C levels are also correlated with Apo A-II, Apo J,
Apo L1 and Apo M, whereas LDL-C positively correlates with Apo (a), Apo C-I, Apo E,
Apo L1 and LCAT.

Some COVID-19 severity factors such as PaO2/FiO2 ratio and SOFA and SAPS-II
scores are correlated with plasma concentrations of certain apolipoproteins. Whereas in
our study, crude concentrations of HDL-C or LDL-C do not appear to be associated with
severity or prognostic factors, some apolipoproteins may be informative. For example, the
PaO2/FiO2 ratio at day 1 is associated with Apo A-I (r = 0.379, p = 0.0158), the SOFA score at
day 1 is inversely correlated with Apo L1 (r = �0.3349, p = 0.0263) and creatininemia at day
1 is associated with Apo C-III concentration (r = 0.5949, p < 0.0001). Plasma quantification of
apolipoproteins may therefore possibly be more effective than HDL-C and LDL-C concen-
trations in highlighting elements of severity in the management of COVID-19 patients. We
performed both unsupervised principal component analysis (PCA) and supervised sparse
(sPLS-DA) least squares discriminant analysis that provided more power to discriminate
the groups. Standard statistical analysis (t-tests) among COVID-19 patients showed lower
of both Apo B100 and LCAT at admission in non-survivors compared with survivors at
D45. A more powerful study would be needed to draw stronger conclusions, since PCA
and sPLS-DA could not be used for mortality prediction because of the small number of
patients in each group (32 survivors and 12 non-survivors).

Our study has several limitations.
This preliminary study deserves an increase in the number of patients to perform a

more robust multi-marker statistical analysis to discriminate survivors and non-survivors.
This measurement is carried out on a single point giving only a fragmented image, but
it would be interesting to carry out a temporal analysis (cohort). This study reports only
quantitative data, but it is important to determine the functional capacity of lipoproteins,
particularly HDL particles. In this work, we did not isolate HDL or LDL fractions to
perform a shotgun proteomic study. It would have been interesting to examine the differ-
ences in apolipoprotein composition between the whole plasma and isolated lipoprotein
particles. In our study, patients are severe ICU patients. The comparison of apolipoprotein
concentrations between COVID-19 patients according to severity (for example ICU vs.
non-ICU patients) could have been very informative. It would be interesting to compare
the results of our study with those of different validation cohorts, especially in patients
with acute inflammation such as bacterial sepsis.

4. Materials and Methods

COVID-19 patients were recruited during the third wave of the outbreak upon admis-
sion to intensive care units.

4.1. Study Population

Patients admitted for severe COVID-19 pneumonia were consecutively and prospec-
tively included in the LIPICOR “LIPId profile changes in Inflammatory conditions induced
by SARS-CORonavirus-2” study (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT05113836). This study
was approved by the competent French ethics committee (Comité de Protection des Per-
sonnes SUD-EST IV, ID-RBC: 2020-A02638-31, approved on 7 December 2020). Written
informed consent was obtained from each patient. This is a monocentric study conducted
in the surgical ICU of the Bichat Claude-Bernard University Hospital, Paris, France. Patient
demographics, simplified acute physiology score II (SAPSII), Sepsis-related Organ Failure
Assessment (SOFA) severity scores and clinical data were collected. Mortality at 28 days,
duration of mechanical ventilation, number of days alive without mechanical ventilation at
day 28, length of ICU and hospital stay, renal replacement therapy, vasopressor use, need
for extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) and tracheostomy were collected.

On admission (day 1, D1), 5 mL EDTA blood samples were collected and plasma
was stored at �80 �C. Plasma concentrations of total cholesterol (TC), HDL-C, LDL-C
and triglycerides (TG) were measured at D1 in the Biochemistry Laboratory of the Bichat
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Claude-Bernard Hospital by routine enzymatic assays (CHOL, HDL-C, LDL-C and TRIG
methods, Dimension VISTA System, Siemens Healthineers). The reference values for these
assays were as follows: TC < 5.0 mmol/L, HDL-C > 1.00 mmol/L and TG < 1.7 mmol/L.
According to the recommendations of the French National Authority for Health 2017
and the European Society of Cardiology 2016, LDL-C concentration targets have been
established depending on vascular risk factors [42].

COVID-19 naive control plasma samples from healthy volunteers were obtained
from caregivers of the University Hospital Center of Reunion Island (H-COV-RUN Study,
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04384705), after obtaining ethics committee approval
(Comités de Protection des Personnes, Nord Ouest IV de Lille, France; number EudraCT/ID-
RCB 2020-A01253-36). Informed consent was obtained from all participants. Blood was
collected in 10 mL EDTA tubes, and the plasma obtained after centrifugation (2000⇥ g
for 15 min at room temperature) was stored at �80 �C. Age, gender, body mass index
(BMI) and comorbidities such as diabetes mellitus or high blood pressure were collected
for all participants. All methods were performed in accordance with current guidelines
and regulations.

4.2. Quantification of Plasma Apolipoprotein Concentration

4.2.1. Plasma Preparation for LC-MS/MS Analysis

Fourteen apolipoproteins (apolipoprotein (Apo) (a), A-I, A-II, A-IV, B100, C-I, C-II,
C-III, D, E, H, J, L1 and M) and LCAT (lecithin-cholesterol acyltransferase) were quantified
by ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-
MS/MS) as previously reported [43] with slight modifications. Briefly, high-purity synthetic
non-labeled and isotope-labeled peptides with 15N- and 13C-labeled arginine and lysine
residues provided by Thermo Scientific (Scotland, UK) were resuspended at 1 mM in 50%
acetonitrile (ACN) with 0.1% formic acid (FA). Fifteen standards from the unlabeled peptide
(light pool) were prepared by serial dilution in distilled water. Isotope-labeled peptides
were used as internal standards (ISs). A pool of ISs was diluted in 50 mM ammonium
bicarbonate (digestion buffer) and then spiked into each sample to a final concentration of
1.6 µM.

Plasma samples were prepared with the ProteinWorksTM eXpress kit (Waters, Milford,
MA, USA) according to the supplier’s protocol. Plasma proteins were denatured from 30 µL
of plasma (diluted 1:3) with 20 µL of RapidGest SD (High) surfactant solution and incubated
for 10 min at 80 �C. Sample reduction was performed with 8.75 mM dithiothreitol for 10 min
at 60 �C. The alkylation step was subsequently performed with 15.7 mM iodoacetamide for
30 min in the dark. The proteins were then digested with 20 µL of TPCK (L-1-tosylamido-
2-phenylethyl chloromethyl ketone, 7 µg/µL)-treated trypsin overnight (±16 h) at 37 �C.
Digestion was stopped with 2% trifluoroacetic acid, followed by a 15 min incubation at
45 �C. The supernatant was collected after centrifugation at 14,000⇥ g for 45 min. Next,
the supernatant was cleaned on the Oasis HLB 1 cc, 30 mg vac cartridge (Waters, part
number WAT094225). The cartridges were preconditioned and equilibrated before loading
the samples (180 µL). The peptide wash step was performed with 1 mL of 5% methanol
before peptide elution was carried out with 500 µL of 80% methanol. The eluted peptides
were dried by Speed Vacuum and finally resuspended in 150 µL of 5% ACN and 0.1% FA
for mass spectrometry analysis.

4.2.2. Mass Spectrometry Analysis

Samples were separated by ultra-high-performance liquid chromatography coupled
to a Q-Orbitrap mass spectrometer (Q Exactive Plus, ThermoFisher, Waltham, MA, USA).
Briefly, 30 µL of tryptic peptides were injected into a UPLC system equipped with a Thermo
Fisher Ultimate 3000 series WPS-3000 RS autosampler and separated on Aeris® PEPTIDE
XB-C18 column (1.7 µm, 100 mm ⇥ 2.1 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA). Three linear
gradients were used to elute peptides. First, a gradient starting with 1% to 8% solution
B (0.1% FA in 100% ACN) for 1.50 min, next 8% to 29% solution B for 8.50 min, and 29%
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to 95% solution B for 1 min. A column wash step was then performed for 2.30 min with
95% solution B. To avoid potential contamination, a blank was added every 10 samples.
The flow rate was set at 350 µL/min and the column temperature was fixed at 60 �C. For
mass spectrometer parameters, heated electrospray ionization (HESI) was set at 3.5 kV,
the capillary temperature was adjusted to 300 �C and the S-lens RF was equal to 50%. A
targeted mass spectrometry quantification via time-scheduled parallel reaction monitoring
(PRM) method was used to analyze the samples. Full MS/MS spectra were acquired at a
resolving power of 17,500 (at m/z 200) with automatic gain control (AGC) set to 2 ⇥ 105

and a maximum injection time (max IT) of 120 ms. The precursor ion of each targeted
peptide was extracted using a 3.0 m/z isolation window. Peptides were fragmented by
higher-energy collisional dissociation (HCD) with a suitable normalized collision energy
between 16 and 35 eV.

Apolipoprotein elution and quantification were performed in two separate runs to
avoid co-elution and to improve sensitivity, accuracy and precision.

Data processing was achieved using Skyline software (version 21.1.0.146, MacCoss Lab,
Seattle, WA, USA). Apolipoprotein and LCAT quantifications were calculated by plotting
the peak intensity ratios of light peptide (sum of selected Y ions) to the heavy peptide
(sum of selected Y ions) as a function of analyte concentrations with linear regression (1/X
weighting, linear through zero). The calibration curve for each peptide had a correlation
coefficient (R squared) > 0.95.

4.3. Statistical Analysis

Multivariate statistical analysis was performed on 19 variables, including concen-
trations of 14 apolipoproteins, LCAT and lipid profiles (TG, TC, HDL-C and LDL-C)
of control and COVID-19 subjects, using the MetaboAnalyst 5.0 data analysis platform
(https://www.metaboanalyst.ca, accessed on 2 December 2022). Principal component
analysis (PCA) was performed to group patients with minimal loss of information and
to visualize similarity between variables [44]. Then, the most discriminating parameters
were determined using sparse partial least squares regression discriminant analysis (sPLS-
DA) [45]. These different multivariate statistics were used to optimize the segregation of
the two groups (control vs. COVID-19).

The remaining statistical analyses were performed with Prism (GraphPad© Software
Inc., San Diego, CA, USA). Continuous variables were expressed as medians and interquar-
tile ranges (IQRs). The Shapiro–Wilk test was performed to test the normality of data, and
then, a Mann–Whitney or an unpaired t-test was performed to compare data with a nonpara-
metric distribution or a normal distribution, respectively. These different tests were used to
compare COVID-19 patients versus controls; p-values < 0.05 were required for statistical
significance. Spearman’s test was used for non-parametric assessment of correlations.

5. Conclusions

In conclusion, our study confirmed that the lipid profile is profoundly altered in
severe COVID-19 patients compared with control subjects. We measured for the first time
a large panel of apolipoproteins in the plasma of these patients and found that nine of
them are decreased and only one increased (Apo E) in the context of COVID-19. Several
correlations were described, and two markers (Apo B100 and LCAT) had lower levels at
admission in patients who did not survive to 45 days. A larger cohort of patients is needed
to refine our results, especially for multivariate analyses. In addition, characterization of
the apolipoprotein composition of isolated lipoproteins may also be relevant.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: https://www.mdpi.

com/article/10.3390/ijms24054605/s1.
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Apo apolipoprotein

COVID-19 coronavirus disease 2019
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HDL-C high-density lipoprotein cholesterol
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ICU intensive care unit

LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase

LDL-C low-density lipoprotein cholesterol
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LOS length of stay

PCA principal component analysis
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sPLS-DA sparse partial least squares discriminant analysis
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UPLC-MS/MS ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry

ARA-II angiotensin II receptor antagonist
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C. Discussions et perspectives 

Lors de cette première étude, nous avons confirmé que les patients COVID-19, admis 

en service de réanimation pour des symptômes sévères, présentaient une dyslipidémie qui 

se caractérise par des concentrations basses en TC, LDL-C, HDL-C et des concentrations 

élevées en TG. Cette étude montre également des changements importants des 

concentrations plasmatiques des apolipoprotéines au cours cette infection sévère par le virus 

SARS-CoV-2. En effet, la concentration de neuf apolipoprotéines et de la LCAT sont 

retrouvées diminuées alors que celle de l’Apo E est augmentée et une corrélation particulière 

entre l’Apo C-III et l’Apo (a) a été déterminée avec le score SOFA (Sequential Organ Failure 

Assessment). 

 

Ce type d’altération du profil lipidique a déjà été rapporté dans de nombreuses études 

portant sur la COVID-19 avec notamment une association entre les concentrations basses en 

HDL-C et LDL-C et la sévérité de la maladie (Chidambaram et al. 2022). En effet, ces 

concentrations de LDL-C et HDL-C continuent de diminuer progressivement chez les patients 

qui ne survivent pas (Wei et al. 2020; Fan et al. 2020; Tanaka et al. 2020b). Cependant, 

l’origine de la chute des concentrations en cholestérol chez les patients COVID-19 reste 

encore méconnue. C’est pourquoi nous avons exploré les changements des concentrations 

des apolipoprotéines chez ces patients.  

 

L’ensemble de des apolipoprotéines que nous avons retrouvé diminuées dans notre étude 

sont associées aux HDL. Les Apo A (I, II, IV), C (I, II) sont aussi connues pour être associées 

aux TRL (Dominiczak and Caslake 2011). La principale apolipoprotéine dont la 

concentration est augmentée est l’Apo E qui est présente sur les HDL, chylomicron, les VLDL 

et les IDL. Cette apolipoprotéine participe à la clairance des HDL et des TRL par son 

interaction avec ses récepteurs spécifiques (Mahley et al. 1979; Chroni et al. 2005; Ulrich 

et al. 2014). Ce processus de clairance pourrait participer à la diminution des concentrations 

en HDL-C au cours de l’infection. De plus, la concentration en LCAT est également diminuée 

parallèlement à ses activateurs que sont l’Apo A-I, l’Apo A-II, l’Apo A-IV et l’Apo C‑I. Bien que 

la LCAT soit également activable par l’Apo E qui est la seule apolipoprotéine augmentée lors 

de l’inflammation, la diminution des concentrations de la LCAT engendre une diminution de 

son activité (Jonas 1991). Ainsi, les préβ-HDL sont moins converties en HDL sphériques via 

la LCAT, favorisant le catabolisme des préβ-HDL et réduisant ainsi les concentrations en HDL. 

Afin de confirmer cette hypothèse, il est nécessaire de réaliser une quantification par RMN, 
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du nombre de particules des différentes sous-populations de HDL dans le plasma de ces 

patients COVID-19. Pour des raisons techniques, il n'a pas été possible de réaliser cette 

méthode d’analyse par RMN à l’aide d’un module IVDr B.I. LISA dans la période de ma thèse 

pour confirmer notre hypothèse sur cette étude. Cependant nous avons utilisé une méthode 

alternative reposant sur la technique d'électrophorèse en tube sur gel polyacrylamide en 

conditions non-dénaturantes pour l’analyse des sous-populations de lipoprotéines que nous 

développerons dans la partie II.  

 

La corrélation positive que l’on observe entre la concentration de HDL-C et l’Apo A-I, 

l’Apo A‑II, l’Apo J et l’Apo M montre leur association potentielle avec les HDL. Afin de 

confirmer cette association, il est nécessaire d’effectuer l’isolement des HDL du plasma pour 

réaliser ensuite une analyse de type “shotgun proteomic” qui permettrait d’avoir une vue 

d’ensemble des modifications protéiques des HDL des patients COVID-19.  

 

Concernant l’Apo C-I qui est également diminuée, celle-ci est un inhibiteur de l’activité 

CETP. Il est établi que l’inhibition de la CETP contribue à une augmentation des niveaux de 

HDL-C (Gautier et al. 2000; Tall and Rader 2018) et qu’elle contribue à l’enrichissement en 

TG des HDL, qui sont par la suite hydrolysées par l’HL. Les inhibiteurs de l’HL sont les 

Apo C-I, C-III et l’Apo A-II (Jahn et al. 1983; Clay et al. 1992; Rouhani et al. 2008). La 

diminution de la concentration en Apo C-I et Apo A-II que l’on observe au cours de la 

COVID-19, laisse présager d’une augmentation des concentrations en TG, notamment au 

sein des HDL, du fait de l’absence d’inhibition de la CETP et de l’HL. Ces HDL riches en TG 

contribuent potentiellement à l’augmentation des TG circulant. Afin de confirmer notre 

hypothèse, il faudrait quantifier la CETP ou évaluer l’impact de l’infection sur son activité dans 

le plasma des patients COVID-19. Nous émettons l’hypothèse que les résultats que l’on 

obtiendrait dans ce sepsis viral seraient similaires à ceux obtenus au cours d’un sepsis 

bactérien. Dans le sepsis bactérien, l’activité de la CETP et de la LCAT, ainsi que l’expression 

des récepteurs contribuant à la clairance des HDL sont diminués, participant à la formation 

de particules de HDL enrichies en protéines de la phase aiguë (Trinder et al. 2019). 

 

Les concentrations en LDL-C diminuent drastiquement au cours de la COVID-19, cependant, 

nous avons constaté que la concentration en Apo B100 n’est pas modifiée. Sachant que les 

VLDL, IDL et LDL ne peuvent contenir qu’une seule molécule d’Apo B100, cela suppose que 

le nombre de particules LDL reste inchangé (Elovson et al. 1988; Dominiczak and Caslake 

2011). Il serait donc nécessaire d’effectuer une analyse des sous-populations de ces 
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lipoprotéines par RMN afin d’avoir le nombre de particules de ces différentes classes de 

lipoprotéines. Le module RMN IVDr B.I. LISA pourrait nous donner la composition lipidique 

(TG, cholestérol, phospholipides) de l’ensemble des sous-classes de lipoprotéines (VLDL, 

IDL, LDL et HDL).  

 

L’Apo A-IV et l’Apo C-II sont des activateurs de la LPL (Goldberg et al. 1990). La LPL 

hydrolyse les TG des VLDL et contribue à la formation des IDL en réduisant ainsi la 

concentration en TG (Feingold 2000). Cependant, nous avons montré que chez les patients 

COVID-19, la concentration en Apo A-IV et C-II était diminuée. La réduction de la 

concentration de ces deux apolipoprotéines engendre donc une diminution de l’activité de la 

LPL conduisant à une augmentation des TG et une diminution des niveaux de HDL-C et de 

LDL. L’absence de variation au niveau de l’Apo C-III qui est davantage associée aux TRL 

qu’aux HDL pourrait inhiber leur catabolisme en raison de leur fonction inhibitrice de la LPL 

(McConathy et al. 1992; Clavey et al. 1995).  

Les corrélations positives que l’on a établies entre les Apo (a), B100, C-I, E, L1, LCAT 

et les concentrations de LDL-C semblent cohérentes car celles-ci sont possiblement portées 

par cette classe de lipoprotéines. Cependant, pour confirmer leur association avec ces 

apolipoprotéines, l’isolement de ces lipoprotéines et l’analyse de leur protéome sont 

essentiels. 

 

Pour aller plus loin dans notre étude, nous avons réalisé des analyses statistiques 

multivariées, analyse en composante principale (ACP) et une analyse discriminante par 

moindres carrés partiels parcimonieux (sPLS-DA) afin d’identifier les variables les plus 

discriminantes. Nous avons pu constater que les concentrations en Apo A I et Apo A II 

apparaissent les plus discriminantes par rapport aux autres apolipoprotéines, d’autant plus 

que ce sont les deux apolipoprotéines majoritaires des HDL. Néanmoins, la concentration en 

HDL-C reste la variable la plus discriminante entre les patients COVID-19 et les sujets sains 

de notre étude. 

 

Le design de l’étude a été défini pour étudier les variations entre les patients COVID-

19 sévères et les sujets sains. Ce design n’est pas optimal pour observer les différences en 

fonction de la survie des patients. Nous avons, tout de même, poussé l’analyse en stratifiant 

le groupe des malades en fonction de leur survie afin d’étudier ces différences en 

apolipoprotéines de ces groupes. Nous avons observé qu’entre survivants et non-survivants, 

les patients ne présentaient pas de différences significatives au niveau du profil lipidique à 



 162 

leur admission en service de réanimation. En revanche, nous avons remarqué des 

concentrations en Apo B100 et en LCAT plus élevées chez les survivants comparés aux non-

survivants. Cependant, une méta-analyse réalisée par Ulloque-Badaracco et al. n'a montré 

aucune association significative entre la concentration en Apo B et l’augmentation du risque 

de décès chez les patients COVID-19 (Ulloque-Badaracco et al. 2021). Pour confirmer nos 

résultats, l’analyse d’un plus grand échantillon de patients COVID-19 survivants et non-

survivants serait nécessaire.  

Afin d’affiner nos résultats, il aurait également été intéressant d’effectuer l’analyse de 

l’apolipoprotéome chez des patients avec différentes gradations des symptômes et cela dès 

les premiers jours de l’infection. Pour la gradation, la disponibilité de prélèvements 

plasmatiques de patients COVID-19 présentant soit la forme asymptomatique, soit une grippe 

sévère, ou bien des formes aiguës et des non-survivants, aurait permis d’évaluer une 

modification graduelle des apolipoprotéines afin d’identifier de nouveaux biomarqueurs 

pronostiques. Aussi, un suivi dans le temps aurait été pertinent afin d’évaluer si le 

métabolisme des lipoprotéines retrouve un fonctionnement et un niveau normal après 

l'épisode aigu de COVID-19. De récentes études montrent que les patients souffrant d’un 

COVID-19 long possèdent encore des profils lipidiques altérés (Berezhnoy et al. 2023; 

Durrington 2023). Une récente étude transversale révèle que même après une année de 

COVID long, les patients atteints de cette maladie possèdent des concentrations basses en 

HDL-C, alors que les concentrations en triglycérides et LDL-C retournent à la normale (de 

Menezes et al. 2023). Cette disparité montre l’importance d’explorer de manière approfondie 

les HDL des patients, visant à évaluer les éventuelles altérations de la qualité des HDL et 

considérer l’utilisation d’une thérapie reposant sur la supplémentation en HDL en vue 

d’augmenter les concentrations en HDL-C et en particules de HDL fonctionnelles. 

 

Cependant, notre étude présente quelques limites :  

Nous ne disposons pas des différents dosages de corticoïdes que les patients ont pu 

recevoir au cours de leur traitement en réanimation. L’ajout de cette donnée aurait permis de 

stratifier les groupes en fonction des doses administrées. 

 

De plus, notre étude monocentrique a été réalisée à un seul temps correspondant au 

moment de l’admission des patients en services de réanimation. La mise à disposition 

d’échantillons durant toute la période d'hospitalisation en réanimation aurait pu nous informer 

sur l’évolution du métabolisme des lipoprotéines par les dosages des différentes 

apolipoprotéines pendant la phase de rétablissement.  
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Mais, l’une des limites les plus importantes, est le type “ciblé” de notre analyse des 

apolipoprotéines plasmatiques. Il aurait été intéressant de réaliser une analyse de type “sans 

a priori” sur le plasma de ces patients afin de pouvoir identifier de nouvelles protéines 

marqueurs de la COVID-19.  

  

En conclusion de cette première partie, l’apolipoprotéome des patients COVID-19 se 

retrouve fortement altéré, reflétant un désordre important du métabolisme des lipoprotéines 

et expliquant potentiellement les modifications du profil lipidique des patients. La modification 

des concentrations en enzyme impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines comme la 

LCAT laisse la porte ouverte vers de nouvelles thérapies reposant sur l’injection d’enzymes 

impliquées dans le métabolisme des HDL comme de la LCAT recombinante ou d’inhibiteur 

de la CETP. L’augmentation de HDL circulantes permettrait de renouveler le pool de HDL 

fonctionnelles chez ces patients en situation de sepsis viral et permettrait également de 

diminuer l’inflammation ainsi que le phénomène oxydatif causé par l’infection par le biais des 

propriétés pléiotropes des HDL.   

  

Dans cette première étude, nous avons montré que la plupart des apolipoprotéines 

modifiées était associé aux HDL et à leur métabolisme. Aussi, l’Apo B100 et la LCAT étaient 

retrouvées diminuées chez les patients n’ayant pas survécu à la COVID-19. Néanmoins dans 

cette étude, l’analyse a été réalisée sur plasma total, il apparaît donc pertinent d’approfondir 

l’analyse directement sur les lipoprotéines qui seront isolées du plasma de ces patients 

COVID-19 lors d’une étude spécifique du protéome.  
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A. Introduction et objectifs 

Au cours de notre précédente étude, nous avons pu montrer une altération significative 

de l’apolipoprotéome des patients atteints de COVID-19, reflétant des désordres au niveau 

du métabolisme des lipoprotéines. Cette première étude a renforcé notre intérêt à poursuivre 

notre recherche d’impact de la COVID 19 sur le contenu des particules lipoprotéiques en elles 

même justifiant leur isolement spécifique.  

 

De nombreuses études ont recensé des modifications du profil lipidique dans le contexte de 

la COVID-19. Parmi ces modifications, des concentrations en HDL-C et LDL-C retrouvées 

drastiquement diminuées continuent de décroître en cas de mauvais pronostic ou mort des 

patients (Fan et al. 2020; Hu et al. 2020; Wang et al. 2020). De plus, comme au cours d’un 

sepsis, les diminutions des concentrations d’albumine et des lipoprotéines s’accompagnent 

de la sécrétion abondante dans le sang de protéines de la phase aiguë comme la sérum 

amyloïde A (SAA) et la protéine C réactive (CRP). L’ensemble de ces modifications indique 

potentiellement une hépatotoxicité causée par la tempête cytokinique induite par l’infection 

par le SARS-CoV‑2 (Huang et al. 2020a, c). 

 

Au cours de notre première partie, nous avons montré une modification de 

l’apolipoprotéome des malades, pouvant refléter une modification qualitative et quantitative 

des lipoprotéines, en particulier les HDL et les LDL.  

 

Nous avons déjà détaillé dans la synthèse bibliographique, les caractéristiques 

structurales et fonctionnelles des HDL ainsi que la composition de leur protéome.  

 

En ce qui concerne, l'autre classe de lipoprotéines la plus impactée en situation 

inflammatoire, les LDL, celle-ci a pour fonction le transport du cholestérol du foie vers les 

tissus périphériques. Ces lipoprotéines sont particulièrement responsables du 

développement des maladies cardiovasculaires liées à l'athérosclérose (Gofman et al. 1954; 

Newman et al. 1986; Goldstein and Brown 2015). Elles sont les derniers produits de 

délipidation des VLDL dont l’altération du métabolisme impacte la structure et les fonctions 

des LDL (Feingold 2000; Ginsberg et al. 2021). Les LDL présentent de l’Apo B100 en 

apolipoprotéine majoritaire (95%), mais elles transportent aussi d’autres apolipoprotéines et 

protéines telles que PON-1 qui leur confèrent ainsi diverses fonctions (Karlsson et al. 2005b; 

Dashty et al. 2014). Dans la circulation sanguine, ces lipoprotéines possèdent aussi une 

hétérogénéité structurale comme les HDL. En effet, chez une personne saine, on retrouve 
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trois classes de LDL : les LDL-I grosses et flottantes (d=1,019-1,023), les LDL-II de taille et 

densité intermédiaires (d=1,063-1,034) et les LDL-III petites et denses (d=1,034-1,044). Une 

quatrième sous fractions est présente uniquement chez les patients présentant une 

hypertriglycéridémie, ce sont les LDL-IV très petites et plus denses (d=1,044-1,063) (Krauss 

and Burke 1982; Austin et al. 1990). D’après la formule de Friedwald, la concentration en 

LDL-C mesurée en routine correspond à la différence entre le cholestérol total et le HDL-C, 

ajustée en soustrayant un cinquième des triglycérides (Li et al. 1994). Une prédominance de 

LDL petites et denses (sdLDL) augmente le risque d’avoir une maladie cardiovasculaire (Rizzo 

et al. 2009). Les patients infectés par des bactéries du genre Leptospira présentent une 

concentration en LDL-C diminuée mais une prédominance de LDL petites et denses (Gazi et 

al. 2011). Ces LDL petites et denses sont d’ailleurs davantage sujettes à l’oxydation et au 

phénomène de glycation (Chancharme et al. 1999; Younis et al. 2009). Jusqu’à présent, 

peu d'études se sont intéressées aux différentes sous-fractions de LDL au cours d’un sepsis 

viral comme la COVID-19 sévère. 

Dans cette deuxième partie, j'ai évalué les modifications structurales et de composition des 

lipoprotéines à ApoB100 mais aussi, et de manière plus détaillée, les altérations des HDL 

isolées en situation de COVID-19 

 

Un grand nombre d’études a mis en évidence les modifications quantitatives de ces 

lipoprotéines (HDL et LDL), ainsi que leur association avec la sévérité et la mortalité des 

patients atteints de COVID-19. Cependant, peu d’études se sont intéressées à leur 

composition et à leur fonction durant l’infection par le SARS-CoV-2.  

 

Par conséquent, pour cette seconde partie, je me suis attaché à étudier l’impact de la 

COVID-19 sur la structure et la composition des lipoprotéines à ApoB100 et des HDL. Un 

focus particulier a été mis sur les HDL, pour lesquelles en plus de leur protéome et taille, nous 

avons testé leur fonctionnalité in vitro après isolement de patient COVID-19 vs sujets sains. 

 

Cette partie se décline en trois études sur les lipoprotéines purifiées d'échantillons de 

plasma provenant de différentes collections biologiques.  

 

La première étude vise à caractériser la composition des HDL et leur fonctionnalité 

chez des patients en situation de COVID-19 sévère. Afin de répondre à cet objectif, les HDL 

de ces patients et des sujets sains ont été isolées à partir de plasma par ultracentrifugation 

séquentielle de flottaison. Les plasmas de patients atteints de COVID-19 proviennent de la 
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collection biologique Aposize. Ces patients ont été admis dans l’étude suite à la manifestation 

d’un sepsis due à une pneumonie COVID-19, au cours du premier pic d'épidémie de COVID-

19 en 2020, au sein du service de réanimation de l’hôpital universitaire Bichat Claude-Bernard 

à Paris, sous l'impulsion de notre laboratoire (Dr Sébastien Tanaka). Les échantillons 

plasmatiques ont été prélevés dès leur arrivée en service de réanimation, et également trois 

jours et une semaine après leur admission.  

Les HDL des sujets contrôles (sains) qui ont été isolées, proviennent quant à elles, 

d’une collection biologique de plasmas de personnels soignants volontaires du CHU de La 

Réunion. Les patients COVID-19 ont été appariés par âge et sexe aux sujets contrôles. Lors 

cette étude, j’ai réalisé l’ensemble des analyses protéomique des HDL suite leur isolement 

par une méthode d’ultracentrifugation réalisée en deux étapes. J’ai participé à la mise en 

place du protocole de « shotgun » protéomique des HDL avec le Dr Bryan Veeren et j’ai 

également réalisé l’ensemble des analyses bio-informatique et statistique de la protéomique 

des HDL. En ce qui concerne les expériences in cellulo, j’ai réalisé les expériences de 

costimulation des cellules endothéliales (HUVEC, Human Umbilical Vein Endothelial Cells) au 

moyen d’un impédancemètre cellulaire. Dans ces expériences, les cellules endothéliales ont 

été co-stimulées avec du TNFα et les HDL des sujets contrôles ou des patients COVID-19. 

Les autres expériences in vitro ont été réalisées par les co-auteurs de l’article.  

 

La seconde étude s’est focalisée sur la caractérisation des LDL en particulier sur ses 

sous-populations dans le plasma ainsi que sur la composition protéique. Pour cela, la fraction 

en apoB (d<1,063) a été isolée par ultracentrifugation à partir des plasmas de patients COVID-

19 et de sujets contrôles qui ont été appariés par âge et sexe. L’analyse des sous-populations 

de LDL a été réalisée à l’aide de la technique de séparation par électrophorèse non 

dénaturante en gel de polyacrylamide en tube ou Lipoprint LDL. 

Afin de répondre à cet objectif, les plasmas de patients présentant une COVID-19 

sévère ont été analysés. Ces plasmas proviennent de l’étude LIPICOR « LIPId profile changes 

in INflammatory conditions induced by SARS-CORonavirus-2 » (ClinicalTrials.gov Identifiant 

: NCT05113836) qui est une étude monocentrique menée dans le service de réanimation 

chirurgicale de l’hôpital universitaire Bichat Claude-Bernard, Paris, France. Les patients ont 

été recrutés de novembre 2020 à mars 2021 et les sujets sains contrôles sont des personnels 

soignants volontaires du Centre Hospitalier Universitaire de La Réunion (étude H-COV-RUN, 

ClinicalTrials.gov Identifiant : NCT04384705).  
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La troisième étude est dans la continuité de la première partie sur l’apolipoprotéome 

dans le plasma et de la première étude de cette partie sur la caractérisation des HDL chez 

les patients COVID-19. Cette étude vise, tout d’abord à comparer les concentrations en 

apolipoprotéines plasmatiques des patients décédés à celles des patients survivants. Le 

second objectif de cette étude est de caractériser la taille et le protéome des HDL des patients 

en fonction du devenir de leur maladie (décès et guérison). 

Afin de répondre à cet objectif, nous disposions des plasmas provenant d’une cohorte 

prospective française de la COVID-19 (NCT04262921) dans laquelle les patients COVID-19 

avaient été recrutés du 1er février 2020 au 31 juillet 2020 lors de leur admission en service de 

réanimation. Les patients de cette étude répondent aux critères suivants : être hospitalisés 

en réanimation, ne pas être sous traitement hypolipémiant et nous permettant l’accès à 

suffisamment de plasma pour l’ensemble des analyses.  

L’analyse des sous-populations de HDL a été également réalisée par la technique de 

Lipoprint HDL. Comme au cours de la première partie, l’apolipoprotéome a été quantifié par 

spectrométrie de masse directement sur le plasma des patients. Puis, les lipoprotéines ont 

été isolées par une méthode d’isolement par ultracentrifugation qui a été améliorée par 

rapport à celle utilisée dans la cohorte Aposize. L’ultracentrifugation a été réalisée, ici, en trois 

étapes afin d’isoler les différentes sous-classes de lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL). L’étape 

supplémentaire est la purification des HDL isolées par ultracentrifugation par la FPLC visant 

à éliminer la contamination en albumine associée aux particules de HDL en sortie 

d'ultracentrifugation. Concernant, l’analyse « shotgun » protéomique, la préparation des 

échantillons a aussi été optimisée avec l’ajout d’une étape de dénaturation par l’ajout d’urée 

et d’une étape de dénaturation thermique. La dénaturation par l’urée des HDL permet de 

quantifier et identifier un maximum de peptides rentrant dans la composition des protéines 

de ces nanoparticules. Les autres étapes de préparation des échantillons destinés à l’analyse 

protéomique n’ont pas été modifiées.  
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B. Résultats 

Les résultats de cette partie ont été valorisés sous forme de trois articles scientifiques :  

- Le premier article est intitulé « Altered high‐density lipoprotein composition and 

functions during severe COVID‐19 » publiée dans le journal Scientific Reports en 

2021. 

- Le deuxième article est soumis dans "Virology Journal" et intitulé « Atherogenic 

lipoprotein modifications during severe COVID‑19 ». 

- Le troisième article est en cours de soumission et s’intitule « HDL proteome and 

apolipoprotein concentrations in severe ICU COVID-19 patients ». 
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Article 2 
 

 

Scientific reports. 2021. DOI: 10.1038/s41598-021-81638-1 
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Altered high‑density lipoprotein 
composition and functions 
during severe COVID‑19
Floran Begue1, Sébastien Tanaka1,2, Zarouki Mouktadi1, Philippe Rondeau1, Bryan Veeren1, 
Nicolas Diotel1, Alexy Tran‑Dinh2,3, Tiphaine Robert4, Erick Vélia5, Patrick Mavingui6, 
Marie Lagrange‑Xélot7, Philippe Montravers2,3,8, David Couret1,9,11 & Olivier Meilhac1,10,11*

Coronavirus disease 2019 (COVID‑19) pandemic is affecting millions of patients worldwide. The 
consequences of initial exposure to SARS‑CoV‑2 go beyond pulmonary damage, with a particular 
impact on lipid metabolism. Decreased levels in HDL‑C were reported in COVID‑19 patients. Since HDL 
particles display antioxidant, anti‑inflammatory and potential anti‑infectious properties, we aimed at 
characterizing HDL proteome and functionality during COVID‑19 relative to healthy subjects. HDLs 
were isolated from plasma of 8 severe COVID‑19 patients sampled at admission to intensive care unit 
(Day 1, D1) at D3 and D7, and from 16 sex‑ and age‑matched healthy subjects. Proteomic analysis 
was performed by LC‑MS/MS. The relative amounts of proteins identified in HDLs were compared 
between COVID‑19 and controls. apolipoprotein A‑I and paraoxonase 1 were confirmed by Western‑
blot analysis to be less abundant in COVID‑19 versus controls, whereas serum amyloid A and alpha‑1 
antitrypsin were higher. HDLs from patients were less protective in endothelial cells stiumalted by 
TNFα (permeability, VE‑cadherin disorganization and apoptosis). In these conditions, HDL inhibition 
of apoptosis was blunted in COVID‑19 relative to controls. In conclusion, we show major changes in 
HDL proteome and decreased functionality in severe COVID‑19 patients.

Severe acute respiratory syndrome (SARS) coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is causing a major worldwide pandemic 
associated with respiratory symptoms characterized by acute lung injury, and rapidly progressing to acute res-
piratory distress syndrome (ARDS). Lung dysfunction is rapidly paralleled by an important “cytokine storm” 
in which inflammatory cytokines are abundantly released into the blood stream by immune and non-immune 
cells, leading to host tissue  damage1. Several studies reported important modifications in the lipid profile of 
COVID-19 patients. In a small cohort of patients, Fan et al. suggested that decreased low-density lipoprotein 
cholesterol (LDL-C) concentration could be a predictor of poor prognosis. In non-survivor patients (n = 4) they 
report that LDL-C levels decreased continuously until death and inversely correlated with high-sensitivity C- 
reactive protein (CRP)  levels2. Wang et al. reported positive correlations between COVID-19 severity and several 
biochemical markers including serum amyloid A (SAA), CRP or procalcitonin and negative correlation with 
albumin and HDL-C3. Another study suggested that COVID-19 patients (n = 114) presented a marked decrease 
in both LDL-C and HDL-C, the latter being associated with the severity of the  disease4. We recently reported 
that LDL-C concentrations in COVID-19 patients were associated with mortality in case of bacterial superin-
fection during ICU  hospitalization5. The dramatic decrease in albumin and lipoproteins as well as the release of 
acute phase proteins (SAA, CRP and lactate dehydrogenase) support the hypothesis that these parameters may 
represent surrogate markers of hepatic dysfunction and hepatotoxicity caused by COVID-19-induced cytokine 
 storm6. HDL particles display pleiotropic effects, in addition to their well-known reverse transport cholesterol 
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function from peripheral tissues back to the liver, such as antioxidant, anti-inflammatory and even anti-infectious 
 properties7,8. Beyond the quantitative aspect, nothing has been reported yet regarding the structure, composition, 
and functionality of HDL particles in COVID-19. Impaired HDL function may participate in endothelial loss 
of integrity, increased oxidative stress and inflammation which aggravates the pathophysiology of COVID-19, 
characterized by a severe endothelial injury associated with the presence of intracellular  virus9. HDL particles 
are profoundly altered in low-grade and acute  inflammation10–12. HDL modifications may affect their protein 
cargo and their lipid content, producing "pro-inflammatory HDL particles"13,14. These particles, in addition to 
losing their endothelial protective effects, may induce monocyte/macrophage production of TNFα and MCP-
115. Whereas modifications of HDL-C levels, particle size and function are well documented in bacterial sepsis, 
only scarce information is available for viral  infection12,16. The aim of the present study was to characterize HDL 
protein composition and functionality in severe COVID-19. For this purpose, HDLs were isolated by ultracen-
trifugation from plasma of severe COVID-19 patients the day of their admission to the intensive care unit (ICU) 
(D1), at D3 and D7 for survivors. Shotgun proteomics was performed on HDL fractions and their endothelial 
protective effect was tested on HUVECs (human umbilical vein endothelial cells).

Results
Characteristics of the study population. The main characteristics of COVID-19 cases and controls 
included in the study are detailed in Table 1. No significant difference was observed regarding age, gender and 
BMI between COVID-19 patients and controls. Controls were matched for age and gender (2 controls /patient). 
Severe COVID-19 patients have a median age of 51 [46–62] years old and male represent 63% of the population. 
Among COVID-19 patients, 12.5% had prior high blood pressure, 12.5% had a diabetes mellitus and 12.5% use 
statins. At admission, SAPSII and SOFA scores were 44 [41–56] and 6 [5–7], respectively. During their ICU 
stay, 75% were in septic shock, 25% in sepsis; all patients required mechanical ventilation with a median length 
of mechanical ventilation of 11 [6–31] days. 50% of patients needed prone positioning and 25% assistance by 

Table 1.  General characteristics and outcome of ICU COVID-19 patients and control subjects. BMI, body 
mass index; ECMO, extracorporeal membrane oxygenation; LOS, length of stay; RRT, renal replacement 
therapy; SAPS II, simplified acute physiology score II.

Characteristics
ICU COVID-19
(n = 8)

Controls
(n = 16)

Age, years, median [IQR] 51 [46–62] 50.5 [46–57]

Male sex, n (%) 5 (63) 9 (56)

BMI, kg/m2, median [IQR] 29 [23–31] 23.5 [22–26]

Presence of comorbidities

 High blood pressure, n (%) 1 (12.5) 2 (12.5)

 Diabetes mellitus, n (%) 1 (12.5) 0 (0)

 Statin use, n (%) 1 (12.5) 0 (0)

Timing of hospitalization

 Between first symptoms and hospitalization (days) 8 [2–11]

 Between hospitalization and ICU admission (days) 3 [2–5]

Severity scores at admission

 SAPSII, median [IQR] 44 [41–56]

 SOFA, median [IQR] 6 [5–7]

Treatments during ICU stay

 Norepinephrine, n (%) 6 (75)

 Mechanical ventilation, n (%) 8 (100)

 Length of mechanical ventilation, median [IQR] 11 [6–31]

 Prone positioning, n (%) 4 (50)

 Tracheostomy, n (%) 1 (12.5)

 ECMO, n (%) 2 (25)

 RRT, n (%) 1 (12.5)

COVID specific treatments

 Lopinavir/ritonavir, n (%) 0 (0)

 Hydroxychloroquine, n (%) 2 (25)

 Corticosteroids, n (%) 2 (25)

Outcome

 ICU LOS, median [IQR] 16 [6–32]

 Hospital LOS, median [IQR] 22 [10–39]

 Mortality at day-28, n (%) 3 (37.5)
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ECMO. Renal replacement therapy was necessary for 12.5% of patients. Day-28 mortality was 37.5% whereas 
ICU and hospital length of stay were 16 [6–32] and 22 [10–39] days respectively.

Lipid profiles were significantly affected by COVID-19 with decreased total cholesterol, HDL-C and LDL-C 
levels and increased triglyceride concentration at admission (D1) relative to control subjects (Table 2). Plasma 
ApoA-I quantified by mass spectrometry was decreased by 55% in patients versus controls. A good correlation 
was observed between ApoA-I and HDL-C levels (r = 0.94, p < 0.0001, Supplemental Figure 1).

Shotgun proteomics comparing HDLs from COVID‑19 versus controls. Trypsin digestion was 
performed on 3 μg total proteins and the resulting peptides were desalted and subsequently analyzed by LC-MS/
MS as described in the “Methods” section. The following criteria were used in order to identify HDL-associ-
ated proteins in all samples (D1 COVID-19 and control HDL samples): q-values ≤ 0.01, unique peptides ≥ 2 and 
Xcorr ≥ 2. MS/MS spectra were searched against Uniprot Human database, using the Sequest HT search engine. 
For proteins with unique peptide below two, MS/MS spectra were manually inspected. Detailed information is 
given in the Supplementary Table 1. A total of 35 samples were analyzed from 8 COVID-19 patients at Day 1 and 
D3, 4 samples at D7 (n = 20 for COVID-19) and 15 controls. Shotgun proteomics allowed automated identifica-
tion of 83 proteins in D1 COVID-19 + and control HDL samples (Supplementary Table 1). Among them, 32 pro-
teins met the above-mentioned criteria allowing a high degree of confidence for identification (Table 3). All these 
proteins have already been previously found associated with HDL fractions using proteomic  approaches17,18. We 
identified 5 proteins that were significantly more abundant in HDLs from COVID-19 patients, namely serum 
amyloid A-1 and 2 (SAA-1, 2), alpha-1 anti-trypsin (AAT), fibrinogen beta chain and alpha-1 acid glycoprotein. 
Conversely, 19 proteins were less abundant in COVID-19 versus control HDLs. In addition to ApoA-I, most of 
the apolipoproteins classically associated with HDLs were less abundant in COVID-19 HDL particles, including 
ApoA-II, ApoC-I, II, III, IV, ApoA-IV, ApoC-I, ApoJ, Apo(a), ApoE, ApoM, ApoD, ApoB100 and ApoF. Other 
proteins were also less abundant in HDLs from COVID-19 patients such as paraoxonases 1 and 3 (PON-1 and 
3) (Table 3, Figs. 1 and 2). None of the proteins identified in HDLs were differential between D1 and D7 nor cor-
related with subsequent mortality (4 survivors vs 4 non-survivors, Supplementary Table 2). However, 6 proteins 
were significantly correlated with SAPSII, 5 of which were negatively correlated with severity (phospholipid 
transfer protein (PLTP), ApoAI, ApoAII, Serum Paraoxonase 3 and serum amyloid A1), whereas apo(a) was 
positively correlated with severity (Supplementary Figure 2).

Western-blot analysis was performed on selected proteins in order to confirm mass spectrometry identifica-
tion and abundance comparison between COVID-19 and control conditions: SAA-1, PON-1 (Fig. 3A,B) and 
AAT (Supplemental Figure 3). SAA-1 was abundantly associated with HDLs isolated from COVID-19 patients 
relative to that of controls. No trend was observed for SAA-1 abundance according to the number of days post-
admission (D1, 3 and 7) and whether patients survived (C3+, C4+, C5+, C6 +) or not (C1+, C2+, C7+, C8+). 
PON-1 is known to be mainly transported by HDLs but can also bind to LDLs. We tested the presence of PON-1 
by western-blot in LDL and HDL fractions from a pool of controls, severe COVID-19+ ICU patients (C+) and 
seropositive cured caregivers who did not need to be admitted in ICU (n = 4, Sero+). PON-1 is markedly less 
associated with HDLs from severe C+ ICU patients, thus confirming mass spectrometry results, whereas LDL-
associated PON-1 was rather constant in all three groups (Fig. 3B). Since neutrophils are activated in COVID-19 
and able to release proteases such as elastase, in association with a pro-thrombotic state involving the fibrino-
lytic  system19, we tested the hypothesis that elastase and plasmin could degrade HDL-associated PON-1. Both 
proteases, alone or in combination were able to proteolyse PON-1 associated with HDLs from a pool of controls 
(n = 16) (Fig. 3B, right panel).

Anti‑inflammatory effects of HDLs on TNFα‑stimulated human umbilical vein endothelial 
cells. Beyond their function as reverse transporter of cholesterol from peripheral tissues back to the liver, 
HDLs display endothelial protective  properties8. We tested the anti-inflammatory effects of HDLs from patients 
or healthy subjects on HUVECs stimulated by TNFα. After 6 h serum deprivation allowing a better uptake of 
HDLs, HUVECs were incubated with 30 ng/mL of TNFα and the impedance was monitored for 36 h. Changes 
in cell index reflecting cell retraction and loss in cell–cell junctions was plotted over time as shown in Fig. 4. 
TNFα-induced decrease in cell index was prevented by co-incubation with HDLs from healthy subjects whereas 
HDLs isolated from COVID-19 patients displayed a reduced protective effect (% of HDL protection relative 

Table 2.  Lipid profile and plasma ApoA-I concentration in COVID patients and control subjects. Mann–
Whitney test was performed to compare the lipid profiles of controls (n = 16) versus COVID-19 at admission 
(n = 8) patients. TC, total cholesterol; TG, triglyceride; HDL-C, High-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, 
Low-density lipoprotein cholesterol.

Lipid profile Admission (D1) Day 3 Day 7 Controls
p values
(D1 vs Controls)

TC, mmol/L, median [IQR] 2.65 [2.46–3.88] 2.68 [2.30–3.24] 4.09 [3.21–4.89] 5.25 [4.83–5.73] 0.0016

TG, mmol/L, median [IQR] 2.53 [1.73–2.99] 2.73 [2.0–3.18] 2.11 [2.02–3.60] 1.20 [0.90–1.83] 0.0152

HDL-C, mmol/L, median [IQR] 0.77 [0.49–0.83] 0.58 [0.44–0.86] 0.84 [0.64–0.91] 1.46 [1.34–1.69] < 0.0001

LDL-C, mmol/L, median [IQR] 1.43 [1.28–2.20] 1.55 [1.13–2.0] 0.96 [0.90–2.19] 3.20 [2.15–3.65] 0.0081

Apo-AI, mg/dL, median [IQR] 48.3 [18.8–53.2] 45.1 [18.6–56.9] 56.9 [48.2–61.6] 92.8 [84.9–103.9] < 0.0001
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Accession Protein names Coverage [%] #  PSMsa Unique  Peptidesb
% patients with protein 
identified (D1)c Q  Peptidesd

P02763 Alpha-1-acid glycopro-
tein 1 9 6 1 100 1

P19652 Alpha-1-acid glycopro-
tein 2 17 8 2 87.5 3

P01009 Alpha-1-antitrypsin 49 76 16 100 16

P02647 Apolipoprotein A-I 93 2167 54 100 54

P02652 Apolipoprotein A-II 77 348 15 100 15

P06727 Apolipoprotein A-IV 32 76 14 62.5 14

P04114 Apolipoprotein B-100 12 123 44 100 44

P02654 Apolipoprotein C-I 29 47 5 87.5 5

P02655 Apolipoprotein C-II 59 93 8 100 8

P02656 Apolipoprotein C-III 43 201 6 100 6

P55056 Apolipoprotein C-IV 29 10 3 37.5 3

P05090 Apolipoprotein D 42 649 14 100 14

P02649 Apolipoprotein E 78 335 28 100 28

Q13790 Apolipoprotein F 8 21 2 87.5 2

O14791 Apolipoprotein L1 34 108 13 87.5 13

O95445 Apolipoprotein M 53 203 14 100 14

P08519 Apolipoprotein(a) 47 82 29 87.5 29

P02749 Beta-2-glycoprotein 1 4 3 1 25.00 1

P16070 CD44 antigen 3 3 2 37.5 2

P10909 Clusterin (Apo J) 24 36 9 50.00 9

P02671 Fibrinogen alpha chain 20 94 12 100 12

P02675 Fibrinogen beta chain 4 14 3 87.5 3

P00738 Haptoglobin 21 22 2 62.5 2

P55058 Phospholipid transfer 
protein 11 30 4 75 4

P05109 Protein S100-A8 13 2 2 62.5 2

P07988 Pulmonary surfactant-
associated protein B 5 5 2 50 2

P0DJI8 Serum amyloid A-1 protein 75 1114 8 100 14

P0DJI9 Serum amyloid A-2 protein 75 433 7 100 7

P35542 Serum amyloid A-4 protein 62 667 10 100 10

P27169 Serum paraoxonase/ary-
lesterase 1 52 107 9 87.5 10

Q15166 Serum paraoxonase/lac-
tonase 3 21 14 4 62.5 4

P02766 Transthyretin 33 9 3 37.5 3

Accession
Protein  Abundancee (PA)
(Control)

Protein  Abundancee (PA)
(D1 COVID)

Abundance  ratiof

D1 COVID/Control
Log (2) Abundance ratio
(D1 COVID/Control) p  valuesg

Variation
(D1COVID vs Control)

P02763 1.28E + 04 ± 8.92E + 03 5.65E + 04 ± 4.08E + 04 4.41 2.14 0.0266* ↑
P19652 4.56E + 04 ± 5.79E + 04 4.80E + 04 ± 4.43E + 04 1.05 0.07 0.6355ns –

P01009 1.55E + 06 ± 5.98E + 05 2.78E + 06 ± 1.43E + 06 1.80 0.85 0.0473* ↑
P02647 6.20E + 08 ± 3.42E + 08 8.91E + 07 ± 5.49E + 07 0.14 − 2.80 0.0003*** ↓
P02652 1.72E + 08 ± 8.17E + 07 2.40E + 07 ± 1.55E + 07 0.14 − 2.84 0.0003*** ↓
P06727 1.55E + 06 ± 9.17E + 05 5.28E + 04 ± 3.87E + 04 0.03 − 4.88 0.0025** ↓
P04114 2.22E + 06 ± 1.77E + 06 1.45E + 06 ± 3.57E + 06 0.65 − 0.62 0.0235* ↓
P02654 3.94E + 06 ± 3.29E + 06 1.06E + 05 ± 1.56E + 05 0.03 − 5.22 < 0.0001**** ↓
P02655 1.02E + 07 ± 8.85E + 06 8.27E + 05 ± 5.47E + 05 0.08 − 3.62 0.0004*** ↓
P02656 7.83E + 07 ± 4.66E + 07 6.82E + 06 ± 4.59E + 06 0.09 − 3.52 0.0002*** ↓
P55056 2.30E + 05 ± 1.96E + 05 1.45E + 04 ± 6.42E + 03 0.06 − 3.99 0.0055** ↓
P05090 1.15E + 08 ± 5.03E + 07 2.71E + 07 ± 1.47E + 07 0.24 − 2.09 0.0003*** ↓
P02649 3.44E + 07 ± 2.09E + 07 5.44E + 06 ± 3.51E + 06 0.16 − 2.66 0.0002*** ↓
Q13790 3.39E + 06 ± 1.78E + 06 9.98E + 05 ± 6.12E + 05 0.29 − 1.76 0.0004*** ↓
O14791 4.78E + 06 ± 3.13E + 06 2.87E + 06 ± 1.80E + 06 0.60 − 0.74 0.0755 ns -

O95445 4.61E + 07 ± 2.25E + 07 5.87E + 06 ± 4.64E + 06 0.13 − 2.97 < 0.0001**** ↓
P08519 3.53E + 06 ± 4.89E + 06 5.65E + 04 ± 5.42E + 04 0.02 − 5.96 0.0262* ↓
P02749 2.38E + 04 ± 1.35E + 04 6.18E + 03 ± 2.95E + 03 0.26 − 1.94 0.0762ns –

Continued
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to TNFα expressed as median [Q1;Q3]: 24.50 [18.03;32.34] versus 17.07 [14.98;27.97] respectively in controls 
and COVID-19 patients, p = 0.0234, supplementary Fig. 4A). Figure 4 shows representative cell index curves 
of endothelial cells stimulated by TNFα alone and in the presence of pooled HDLs (n = 16 controls and n = 8 
COVID-19). In the COVID-19 group, a trend towards a better protection of HDLs from survivors relative to 
non-survivor patients was observed (p = 0.057, Supplemental Figure 4B).

Blunted anti‑apoptotic effects of HDLs from COVID‑19 patients in HUVECs stimulated by 
TNFα. In addition, to prevent endothelial barrier permeability, HDLs are able to counteract apoptosis 
induced by TNFα20. After 36 h stimulation with TNFα, 37% of endothelial cells displayed characteristic apop-
totic nuclear condensation and/or  fragmentation21, as shown in Fig. 5 (plain white arrowheads) and Fig. 6 by 
TUNEL. A good correspondence was observed between nuclear changes quantified after DAPI staining and 
TUNEL (Fig. 6). HDLs from healthy subjects prevented apoptosis by 40% (reducing the % of apoptotic cells to 
22%), whereas HDLs from patients were not able to thwart TNFα-induced apoptosis. In controls, the number 
of apoptotic nuclei corresponds to 11%, probably due to serum deprivation. Given that VE cadherin plays a key 
role in endothelial cell  survival22, VE-cadherin immunostaining was performed (Fig. 5) and showed that TNFα 
induced a significant disorganization of cell–cell junctions characterized by a redistribution of VE-cadherin 
into the cytoplasm (empty white arrowheads). This disruption of cell–cell interactions by TNFα was, at least 
partially, prevented by co-incubation with HDLs isolated from non-COVID-19 subjects (HDL-) whereas HDL 
from COVID-19+ patients (HDL+) had no protective effect.

Discussion
COVID-19 has emerged as a real threat to public health, characterized by damage to the respiratory tract, fol-
lowed by an uncontrolled inflammatory response that can lead to organ failure and  death23. A major impact 
of COVID-19 on the main metabolic parameters, and in particular on the lipid profile, has been reported by 
several authors, resulting mainly in a very significant drop in total cholesterol, LDL-C and HDL-C  levels2,4,6,24. 
In the present study, we also observed very low HDL-C levels in patients as compared to controls and to normal 
values, whereas triglyceride concentration was doubled in COVID-19 patients. The prolonged use of Propofol 
(> 3 days) is reported to increase triglyceride levels in ICU  patients25 and thus should not be the cause of the 
elevated levels observed at D1 in our study. Decreased levels of total cholesterol and cholesterol-transporting 
lipoproteins have been reported for a long time in ICU patients, particularly in bacterial sepsis, in which HDL 
particles may participate in lipopolysaccharide  clearance7,26. In viral sepsis, the situation is less clear-cut even if 
lipid profile disorders have been reported in Dengue, HIV or Hepatitis  infections27–29. A recent study in COVID-
19 patients reports reduced plasma ApoA-I, ApoA-II and Apo-B levels as well as decreased LDL particle number 
and HDL subfractions assessed by nuclear magnetic  resonance30. They also report increased LDL triglycerides 
and of VLDL parameters (particle number, free cholesterol and triglycerides) in these patients. Decreased HDL-C 
was also recently reported to be associated with the severity of COVID-194,31.

Table 3.  List of proteins identified in D1 COVID-19+ and control HDL samples. HDL were isolated 
from the plasma of 15 control and 8 D1 COVID-19 subjects by ultrancentrifugation. MS/MS spectra were 
searched against Uniprot Human database, using the Sequest HT search engine. All protein identification and 
quantification was performed with q-values ≤ 0.01, unique peptides ≥ 2 and a Xcorr ≥ 2. For protein with unique 
peptide below two, MS/MS spectrum was manually inspected. a PSM’s is the total number of identified peptide 
spectra matched for protein. b Unique peptide to a protein identified from all samples in the analysis. c % of 
patients for whom this protein has been identified at Day 1. d Q peptide is the number of peptide used for the 
quantification. e Protein abundance is the mean of total peptide intensities for each group. f Abundance ratio is 
the ratio of the D1 COVID and Control protein abundances. g p values were obtained by Mann–Whitney test. 
*p < 0.0332, **p < 0.0021, ***p < 0.0002 and ****p < 0.0001 as compared to the control group.

Accession
Protein  Abundancee (PA)
(Control)

Protein  Abundancee (PA)
(D1 COVID)

Abundance  ratiof

D1 COVID/Control
Log (2) Abundance ratio
(D1 COVID/Control) p  valuesg

Variation
(D1COVID vs Control)

P16070 5.08E + 04 ± 4.90E + 04 3.27E + 03 ± 2.78E + 03 0.06 − 3.96 0.011* ↓
P10909 1.05E + 06 ± 6.40E + 05 8.89E + 04 ± 6.64E + 04 0.08 − 3.57 0.0062** ↓
P02671 1.83E + 06 ± 1.18E + 06 1.27E + 06 ± 8.80E + 05 0.69 − 0.53 0.2651ns –

P02675 7.19E + 04 ± 4.66E + 04 1.39E + 05 ± 9.18E + 04 1.93 0.95 0.2382ns –

P00738 1.30E + 05 ± 1.22E + 05 3.29E + 04 ± 3.32E + 04 0.25 − 1.98 0.1068ns –

P55058 6.97E + 05 ± 4.31E + 05 1.07E + 05 ± 8.26E + 04 0.15 − 2.70 0.0016** ↓
P05109 1.48E + 04 ± 6.13E + 03 1.64E + 05 ± 3.32E + 05 11.08 3.47 0.6905ns –

P07988 5.13E + 04 ± 4.88E + 04 2.18E + 05 ± 3.42E + 05 4.25 2.09 0.5459ns –

P0DJI8 9.86E + 06 ± 7.51E + 06 6.92E + 08 ± 3.61E + 08 70.16 6.13 < 0.0001**** ↑
P0DJI9 5.51E + 05 ± 7.45E + 05 8.73E + 07 ± 5.81E + 07 158.33 7.31 < 0.0001**** ↑
P35542 7.17E + 07 ± 3.45E + 07 6.22E + 07 ± 4.80E + 07 0.87 − 0.20 0.3572 ns –

P27169 3.27E + 06 ± 1.93E + 06 9.69E + 05 ± 7.33E + 05 0.30 − 1.75 0.001** ↓
Q15166 2.12E + 05 ± 1.27E + 05 2.78E + 04 ± 1.36E + 04 0.13 − 2.93 0.0002*** ↓
P02766 1.74E + 05 ± 1.05E + 05 4.56E + 04 ± 2.99E + 04 0.26 − 1.93 0.0324* ↓
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Beyond quantitative aspects reporting levels of LDL-C, HDL-C and total cholesterol, very few studies focus on 
lipoprotein composition and functionality. High-density lipoproteins are important for cholesterol metabolism, 
but also display major pleiotropic functions that could play a pivotal role in acute inflammatory conditions. A 
large body of evidence suggests that HDLs are globally protective for the endothelial layer, due to their anti-
oxidant, anti-inflammatory, anti-apoptotic and anti-thrombotic  functions8. HDL endothelial protective effects 
have been shown to be crucial in bacterial sepsis or lung emphysema, in which supplementation with functional 
HDLs or ApoA-I particles limited the deleterious effects of acute  inflammation32,33. Both HDL composition and 
functionality are profoundly modified under pathological conditions, in cardiovascular  disease11,13 and in endo-
toxemia  inflammation34. A recent proteomic analysis of plasma from septic patients secondary to community-
acquired pneumonia and hospital acquired pneumonia demonstrated that proteins associated with HDLs were 
markedly decreased, including ApoA-I, C-I, A-IV, L1 and paraoxonase 1 whereas proteins of the acute phase 

Figure 1.  Relative abundance of proteins identified in HDLs isolated from of the plasma of control subjects 
(n = 15) and COVID-19 patients (n = 8) at admission in ICU (D1). The relative abundance of proteins in HDLs 
from controls and D1 COVID-19 patients was expressed as the Log2 Abundance ratio (D1 COVID/Control), as 
described in the “Methods” section.
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Figure 2.  Percentage of protein abundance in HDLs from controls and COVID-19 patients. HDLs were isolated 
from the plasma of 15 controls and 8 patients with COVID-19 at admission (D1). Bar graphs represent the 
percentage of intensity ± SD of the two groups. Unpaired t-test was used. *p < 0.0332, **p < 0.0021, ***p < 0.0002 
and ****p < 0.0001 as compared to the control group.
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were increased (SAA, CRP, etc.) relative to control  subjects35. In the present study, we aimed at characterizing 
HDL protein composition and endothelial protective effect by a mass-spectrometry-based proteomic approach 
in COVID-19 patients. HDL fraction was isolated by ultracentrifugation, starting form a small volume of plasma 
(400 μL). Although this method is the gold standard for lipoprotein isolation, some proteins may be lost during 
the two steps of ultracentrifugation, and the sensitivity for proteomic identification may be insufficient to discover 
low-abundance proteins, due to the small amount of plasma initially available. However, under these conditions, 
we identified 83 proteins associated with HDLs. Among these proteins, most of the expected apolipoproteins 
associated with HDL were decreased, including ApoA-II, ApoC-I, II, III, IV, ApoA-IV, ApoC-I, ApoJ, Apo(a), 
ApoE, ApoM, ApoD, ApoB100 and ApoF. In addition, other proteins including beta2-glycoprotein 1, CD44 
antigen and serum paraoxonases 1 and 3 were also less abundant in HDLs from COVID-19 patients. Paraoxonase 
1 plays an important role in antioxidant HDL functions and was shown to be decreased in septic  patients36,37. 
Here, we show that PON-1 is less abundant on HDL particles isolated from COVID-19 patients. We tested the 

Figure 3.  Western blot analysis for detection of SAA and PON-1 in HDL isolated from COVID-19 patients 
and controls. HDLs (3 μg protein /lane) were immunoblotted for SAA (serum amyloid A) (A) and PON-1 
(paraoxonase 1) (B). (A) HDLs isolated from patients and controls are presented individually (C1+ = ICU-
COVID-19 positive patient #1, C2+ for patient #2, etc.) at day 1, 3 and 7 after admission (D1, 3 and 7). Controls 
1 and 1′ correspond to HDLs isolated from healthy subjects sex- and age-matched to patient #1. (B) Pools 
of LDLs and HDLs were blotted for PON-1 (left panel) after isolation from non-infected healthy subjects 
("Controls"), COVID-19 positive patients in intensive care unit ("C+ICU") (n = 8) and SARS-CoV-2 seropositive 
cured caregivers ("sero+", sampled > 15 days after symptoms, n = 7). A pool of control HDLs containing PON-1 
was incubated with elastase (El, 20 μg/mL), plasmin (Pn, 500 μg/mL) or both proteases (El + Pn) for 2 h at 37 °C. 
Enzymes alone (without HDLs) treated in the same experimental conditions were loaded as control. Uncropped 
gels are presented in Supplementary information file.



9

Vol.:(0123456789)

Scientific Reports |         (2021) 11:2291  |  https://doi.org/10.1038/s41598-021-81638-1

www.nature.com/scientificreports/

possibility of a proteolytic degradation of this antioxidant enzyme by elastase and plasmin. Neutrophil activa-
tion during COVID-19 produces elastase release potentially associated with neutrophil extracellular traps as 
well as an increased thrombus formation, leading to production of  plasmin19,38. Both enzymes incubated with 
HDLs isolated from healthy subjects were able to degrade PON-1, suggesting that plasmin and/or elastase may 
participate in the decreased levels of HDL-associated PON-1. Conversely, other proteins were found to be more 
abundant in HDLs from COVID-19 patients, such as SAA-1 and 2, alpha-1 antitrypsin (AAT) and alpha-1 acid 
glycoprotein 1, considered as acute phase proteins. In a previous study, we reported an increased abundance of 

Figure 4.  Real-time monitoring of HUVEC barrier dysfunction in response to TNFα+/−HDLs. Human 
umbilical vein endothelial cells (25,000 cells/well) were seeded on gelatin-coated xCELLigence 16 well E-plates. 
HDL were isolated from plasma of 16 controls and 8 D1 COVID ICU patients by ultracentrifugation and 
pooled into two groups: “Control HDL" and “COVID+ HDL”. The cell index was recorded continuously until 
confluence, when a plateau was reached [indicated cell growth in (A)]. Cells were then serum-deprived (- Fetal 
Calf Serum, FCS) for 6 h and then stimulated with 30 ng/mL TNFα+/−HDLs from COVID-19 patients or 
controls at 0.2 mg/mL. Cell indexes were normalized after stimulation [as indicated by the vertical line, in (A), 
30 min. after the stimulation]. A magnification showing TNFα, TNFα + COVID + HDL and TNFα + control 
HDL is presented in (B). Representative results from 2 independent experiments. HDLs isolated from each 
patient and matched controls (2 controls/patients) were analyzed separately (Supplementary Fig. 4A).
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AAT associated with HDLs from ischemic stroke  patients11. Here we have confirmed the proteomic results by 
western blot (Supplemental Figure 2) for AAT and SAA-1 that were clearly markedly associated with HDLs from 
COVID-19 patients. SAA has been shown to represent the most abundant protein of HDLs at the start of the 
sepsis and is then slowly replaced by ApoA-I during  recovery39. In COVID-19, plasma SAA has recently been 
suggested as a biomarker of severity; patients with high initial levels of SAA levels were more likely to have poor 
computed tomography  imaging40. SAA was suggested as a predictor of prognosis in patients with COVID-19, 
being significantly higher in non-survivors versus survivors, with a higher sensitivity relative to  CRP41. In the pre-
sent study, no difference was observed between survivors and non-survivors for any protein identified in HDLs 
from COVID-19 patients; this may be due to the small number of patients (4 survivors and 4 non-survivors).

Surfactant-associated protein B (SAPB) was found in HDLs but was not significantly more abundant in 
COVID-19 patients, albeit a trend was observed. SAPB has been identified previously in HDLs and shown to 
impair their antioxidant  capacity42. SABP has also been identified in HDLs from patients with end-stage renal 
disease, along with SAA and Apo C-II; these particles had reduced anti-inflammatory  capacity43. High levels of 
HDL-associated SAPB were also found to predict mortality in heart failure  patients44.

ApoA-I levels are significantly decreased in COVID-19 patients, suggesting a decreased synthesis by the 
liver and/or its replacement by SAA in HDLs. A recent study also reports decreased serum HDL-associated 

Figure 5.  Effect of HDLs from controls and COVID-19 (C+) subjects on HUVEC apoptosis cells after 
stimulation with 30 ng/mL TNFα for 24 h. HDL were isolated from plasma of 16 controls and 8 D1 COVID-19 
subjects by ultracentrifugation and pooled into two groups respectively “Control HDL" and “COVID+ HDL” 
Upper panel: immunostaining for VE-Cadherin (red) and nuclear staining with DAPI (blue). Empty white 
arrowheads show VE-Cadherin re-organization. Plain white arrowheads show examples of apoptotic nuclei 
(condensed and/or fragmented).
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apolipoproteins in COVID-19 patients including Apo-AI, Apo-AII, Apo-H, Apo-L1, Apo-D and Apo-M; they 
also show an important increase in SAA-1 and  245. In inflammatory conditions, SAA synthesis by the liver is 
increased and this acute phase protein was shown to associate with dense HDL particles  (HDL3)46,47. We then 
tested potential correlations between HDL-associated protein abundance and the severity of COVID-19, assessed 
using SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment) score or SAPSII (Simplified Acute Physiology Score II). 
Negative correlations were observed between severity at admission (SAPSII) and ApoA-I, ApoA-II, phospholipid 
transfer protein (PLTP), serum paraoxonase 3 and SAA1, whereas apolipoprotein(a) was positively correlated 
with SAPSII. Apo(a) has been suggested to be an aggravating factor in COVID-19 due to its pro-thrombotic 
 properties48, but there is currently no experimental or clinical data supporting this hypothesis. No correlation 
was observed between the SOFA score and any of the proteins identified in HDLs. This score is mainly related 
to sepsis and may not be very discriminating between patients, since COVID-19 is initially characterized by a 
severe pneumonia.

Figure 6.  TUNEL and DAPI staining- Quantification of apoptotic nuclei. In TNFα-treated HUVECs (30 ng/
mL 24 h), dual staining shows a good correlation between morphological apoptotic features determined by 
nuclear condensation and fragmentation (DAPI in blue, A, C) and DNA fragmentation (green, B, C). Bar graph 
(D) represents the means ± SD of apoptotic nuclei count in 5 fields (between 700 and 900 nuclei counted) of 
a representative experiment. *p = 0.0332 (Control vs TNFα). **p = 0.002 (Control vs TNFα + COVID+ HDL). 
#p = 0.03 (TNFα + control HDL vs TNFα + COVID+ HDL).
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In addition to important modifications in protein cargo, we demonstrate that HDLs from COVID-19 patients 
were less protective for endothelial cells stimulated with TNFα than HDLs from healthy subjects. During COVID-
19, increased endothelial permeability is expected to play an important role in organ failure subsequently to the 
SARS-Cov2 cytokine inflammatory  storm49. We tested the protective effects of HDLs from patients and controls 
in HUVECs stimulated with TNFα. Endothelial barrier dysfunction was monitored by xCELLigence real-time cell 
analysis. Endothelial adherent cells impede the electron flow (impedance); this parameter is expressed as arbitrary 
units called cell index, and shown to decrease in case of detachment and increased  permeability50. HDLs from 
COVID-19 patients displays a blunted protective effects against HUVEC permeability, VE-cadherin peripheral 
belt the cell–cell disruption and apoptosis induced by TNFα. Interestingly, HDLs isolated from COVID-19 sur-
vivor patients showed a trend towards a better protection than HDLs from non-survivors (p = 0.057).

One limitation of our study could be the low number of COVID-19 patients tested. HDLs were isolated from 
each patient and tested individually or as a pool for their anti-inflammatory capacity and by western blot. These 
techniques are suitable only for a limited number of samples. COVID-19 and controls were well matched for 
sex and age and two controls were included for each case. The magnitude of the difference observed between 
groups is compatible with the small number of samples tested (in total 20 COVID-19 and 16 controls). Due to 
the limited amount of HDLs, we did not test for the reverse cholesterol transport capacity of HDLs from COVID-
19 versus healthy subjects, but rather their anti-inflammatory and anti-apoptotic functions on endothelial cells. 
These properties are of particular importance in the context of COVID-19 in which the endothelium is exposed 
to the inflammatory cytokine  storm9.

The main findings of our study are that HDL particles from patients suffering COVID-19 are characterized by 
quantitative and qualitative abnormalities relative to those isolated from healthy subjects. Low levels of HDLs in 
ICU severe COVID-19 patients associated with an important dysfunction, characterized by a loss of protective 
effect towards endothelial cells in inflammatory conditions, supports the relevance of a potential therapy relying 
on HDL supplementation during the acute phase of COVID-19.

Methods
Study population. COVID-19 patients were enrolled in a monocentric study conducted in the surgical 
ICU of Bichat Claude-Bernard University Hospital, Paris, France. Patients admitted for sepsis due to COVID-19 
pneumonia were consecutively and prospectively included. The study was approved by our local ethics committee 
(Comité de Protection des Personnes Ile-de-France n° 1, Aposize study, RCB: A02267-46). Patient demograph-
ics, Simplified Acute Physiology Score II (SAPSII), Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) severity 
scores and clinical data were collected. Mortality at 28 days, duration of mechanical ventilation, number of days 
alive without mechanical ventilation at day 28, length of stay in the ICU and in the hospital, renal replacement 
therapy, vasopressor use, need for extracorporeal membrane oxygenation (ECMO), and tracheostomy were col-
lected. A number of prone positioning procedures and ventilator-associated pneumonia were also collected. At 
admission (D1), D3 and D7, 5 mL EDTA blood samples were collected and the plasma was stored at − 80 °C. 
Plasma concentrations of total cholesterol (TC), HDL-C, LDL-C, and triglycerides (TG) were also measured at 
each time (D1, D3 and D7) in the Biochemistry Laboratory of Bichat Claude-Bernard Hospital by routine enzy-
matic assays (CHOL, HDL-C, LDL-C and TRIG methods, Dimension VISTA System, Siemens Healthineers). 
The reference values for these assays were as follows: HDL-C: > 1.40 mmol/L; TC: 4.40 < N < 5.2 mmol/L; and 
triglycerides: 0.50 < N < 1.7 mmol/L. According to the recommendations of the French National Authority for 
Health 2017 and the European Society of Cardiology 2016, LDL-C concentration targets have been established 
depending on vascular risk  factors51. Control plasma from healthy volunteers were sampled from caregivers 
of the University Hospital Center of Reunion Island, after obtaining ethical committee approval (Comités de 
Protection des Personnes, Nord Ouest IV de Lille, France; number EudraCT / ID-RCB 2020-A01253-36). All 
participants gave their informed consent and were fasting before venous puncture. Blood was sampled in 10 mL 
EDTA tubes and plasma was stored at − 80 °C. Age, gender, body mass index (BMI) and comorbidities were col-
lected for all participants. All methods were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations.

Lipoprotein isolation from plasma. Lipoproteins were isolated from EDTA-plasma by a classical 2-steps 
sequential density ultracentrifugation as described  previously52. All the following procedure has been performed 
under a Class II microbiological safety workbench. Briefly, the density of plasma was adjusted to 1.063 using 
potassium bromide (KBr): 99 μL of KBr solution (d = 1.35) were added to 500 μL of plasma, which was then 
underlaid to 1 mL of KBr saline solution (d = 1.063). The 2 mL tube was then filled with 300 μL of KBr solution 
(d = 1.063). Ultracentrifugation was performed at 250,000 g for 20 h at 10 °C in a 50.4Ti rotor using a Beckman 
Coulter Optima L-80 XP Ultracentrifuge. The upper lipoprotein fraction containing LDLs (orange layer) was 
recovered as a single band, and the KBr was eliminated by 3 washing steps (3 × 500 μL of Saline EN (0.9% NaCl, 
1 mM EDTA, and 0.025%  NaN3)) using a centrifugal filter device (Amicon Ultra, 3 KDa cut off, UFC500396). 
The density of the bottom fraction (150 μL) resulting from the first ultracentrifugation and containing HDLs was 
adjusted to 1.21 g/mL with KBr (by adding 525 μL of KBr d = 1.35) and overlaid with 1 mL of KBr saline solu-
tion (d = 1.21). The second ultracentrifugation and subsequent washing steps were similar to those for the 1.063 
lipoprotein fraction. 150 μL of HDL fraction were recovered, desalted and concentrated to 100 μL with saline 
EN solution. The total protein concentration was measured in triplicate using a Bradford Ultra kit (Expedeon, 
Cambridge, UK, EX-BFU05L). The purity of the HDL fraction was evaluated by sodium dodecyl sulfate- 12% 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western blot analysis using rabbit anti-ApoA-I polyclonal 
antibody (Abcam, ab52945 used at 1:4,000 = 47.5 ng/mL).
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HDL sample preparation for mass spectrometry. HDL total protein concentration was determined 
by using the BradfordUltra test, following the manufacturer’s instructions. Bovine serum albumin was used as 
standard. Briefly, 3 µg of isolated HDL were diluted in 300 μL of digestion buffer (50 mM ammonium bicar-
bonate) and then reduced with 20 mM DTT for 20 min at 60 °C before alkylation with 40 mM iodoacetamide 
(30 min at room temperature in the dark). Samples were subjected to proteolytic digestion with 3 µg of trypsin-
tosylphenylalanyl chloromethyl ketone (Sigma) overnight at 37 °C. Digested peptides were acidified with 20% 
trifluoroacetic acid. After 15 min at 4 °C, peptides were collected by centrifugation at 10,000×g for 15 min at 
10 °C and desalted using Pierce peptide desalting spin columns (Thermo Fisher Scientific, part no. 2162704). 
Eluted peptides were dried in a Speed Vacuum before being concentrated and purified again using C18 Tips 
(Thermo Fischer Scientific, part no. 87782). Peptides were eluted with 20 µL of 40% acetonitrile in 0.1% TFA and 
dried under vacuum prior to LC-MS/MS analysis.

NanoLC–MS/MS analysis. The tryptic peptide digests were resuspended in 7 µL of 4% acetonitrile (ACN) 
in 0.1% TFA and analyzed by nano-LC using a Thermo Fisher Ultimate 3000 series NCS-3500 RS coupled with 
NSI-Q-Orbitrap mass spectrometer (Q Exactive Plus, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Briefly, 5 
µL of sample were separated on a LC-EASY-spray C18 column (2.6 µm, 100 Å, 75 µm × 25 cm, Thermo Fisher 
Scientific). Peptides were eluted using two steps linear gradient from 4 to 27.5% solvent B (0.1% formic acid in 
80% ACN) for 127 min and then from 27.5 to 44% solvent B for 18 min. A washing step was then carried out 
with 90% solvent B for 5 min followed by an equilibration step with 4% solvent B for 25 min. Solvent A was 
0.1% formic acid in water. The column temperature was held at 40 °C and the flow-rate was set to 300 nL/min. 
The mass spectrometry analysis was performed with the following conditions: spray voltage 2 kV, heated capil-
lary temperature: 275 °C and S-lens RF level: 30%. Mass spectra were acquired with XCalibur 4.2.47 software 
(Thermo Fisher Scientific) and registered in data-dependent acquisition with the mass spectrometer operating 
in positive mode. Survey full scan mass spectra were acquired in the 350 to 2,000 m/z range at a resolving power 
of 70,000 (at m/z 400) with an automatic gain control (AGC) target of  1e6 and maximum injection time (max 
IT) of 120 ms. Top 10 precursors were selected for MS/MS spectra, with a resolution at 17,500 (at m/z 400), AGC 
target of  1e5 and max IT of 64 ms. Peptides were fragmented by higher energy collisional dissociation (HCD, 
28% normalized collision energy). Dynamic exclusion was activated with a repeat duration of 60 s. Charge state 
screening was enabled, and precursors with either unknown or  1+ charge states were excluded. Injection of 
blank (4% acetonitrile in 0.1% TFA) was performed before and after samples to prevent carry-over.The Orbitrap 
performance was evaluated weekly and external calibration of the mass spectrometer was performed prior to 
analysis with a LTQ ESI positive ion calibration solution (Pierce).

Protein identification and quantification. Raw mass spectrometry data were automatically processed 
using Proteome discoverer software (version 2.2.2.2.0, Thermo Fisher Scientific) for protein identification and 
quantification. MS and MS/MS spectra were searched against Uniprot human reference proteome database with 
canonical and isoform sequences (20,421 sequences; 04 June 2019) using SEQUEST HT search engine. The 
database search was performed with the following parameters: oxidized methionine and protein N-terminal 
acetylation were set as variable modifications, and Cysteine carbamidomethylation was set as a fixed modifica-
tion. Trypsin was set as enzyme specific and two missed cleavages allowed. A mass tolerance of 10 ppm was used 
for precursor ions and 0.02 Da for product ions. The false-discovery rate (FDR) was fixed to 1% at the level of 
proteins and peptides using a target-reversed decoy database search strategy. A minimum of one unique peptide 
sequence with a Sequest score (Xcorr) ≥ 2 was used. For peptides with an Xcorr < 2, identification was confirmed 
by manual interpretation of corresponding MS/MS spectrum. A label-free quantification was performed on 
identified proteins by using the peak intensities of validated peptides for a given protein. Both unique and razor 
peptides were used for quantification. The list of proteins and peptides used for identification and quantification 
is shown in Supplementary material.

Data processing. All computations were calculated with Excel (Microsoft) and Proteome discoverer soft-
ware (version 2.2.2.2.0). Group protein abundance was defined as the mean of protein intensity of all samples for 
each group (D1 COVID+ vs control). Protein intensity was defined as the sum of peptide intensities of the con-
sidered protein for each individual. Abundance ratio is the ratio of the protein abundance of the COVID group 
to that of control subjects. Then, the Log (2) abundance ratio was calculated to show differences between groups.

Western‑blot analysis. Classical SDS-PAGE migration (12% polyacrylamide) was carried out in order to 
separate the proteins contained in the HDL fraction, followed by a liquid transfer to nitrocellulose membrane, as 
previously  described52. The following primary antibodies were used: anti-paraoxonase 1 (Abcam, ab24261, used 
at 1:1000 dilution = 2 μg/mL), anti-serum amyloid A-1 (Abcam, ab190802, used at 1:10,000 dilution = 42 ng/mL), 
anti-alpha-1 antitrypsin (Calbiochem, catalog no. 178260, used at 1:1,000), anti-ApoA-I (Abcam, ab52945 used 
at 1:4,000 = 47.5 ng/mL).

Real‑time monitoring of HUVEC barrier dysfunction. Human umbilical vein endothelial cells 
(HUVECs) were obtained from human umbilical cords of patients who delivered babies at Sainte-Clotilde 
Clinic (Saint-Denis de La Réunion, France), with informed consent, according to French Law L.1243-3 modi-
fied by articles R1243-49 to 56, requiring the declaration of "Biobanking and preparation of cells and tissues from 
human body for research purpose" to MESR (French higher education and research ministry), Inserm (French 
National Institute for Health and Medical Research), and ANSM (French National Agency for Medicines and 
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Health Products Safety) with the following references. Inserm: C 19-23, IDRCB: 2019-A01137-50, and MESR: 
DC-2016-2614. HUVECs were obtained from three human donors. Umbilical cords were resected rapidly after 
birth, and immediately stored in sterile saline solution (PBS). HUVECs were detached from umbilical veins 
using collagenase NB6 solution (Nordmark biochemical, N0003224, used at 5 mg/mL) for 10 min à 37 °C. Then, 
cells were cultured in complete endothelial cell growth medium EGM-2 (Lonza, Basel, Switzerland) at 37 °C in 
5%  CO2 and maintained using standard cell culture. After reaching confluence, HUVECs were detached using 
0.25% trypsin-EDTA and seeded at a concentration of 25,000 cells/well on gelatin-coated xCELLigence 16 well 
E-plates (Acea Biosciences, San Diego, CA, United States). Cell index was recorded continuously during cell 
growth until confluence, when a plateau was reached (until 70 h). HUVECs were serum-deprived for 6 h before 
stimulation with TNFα (10 ng/mL) in the presence or not of 50 μg/mL HDLs from COVID-19 or control sub-
jects. Cell index measurements were automatically collected every 15 min from 0 to 120 h.

TUNEL reaction and VE‑Cadherin immunostaining. HUVECs were seeded at 50,000 cells/well in 
Millicell 8-well EZ Slides (Merck, Molsheim, France) in complete EGM-2 medium supplemented with 5% fetal 
calf serum. After reaching confluence, HUVECs were serum-deprived for 6 h before stimulation with TNFα 
(10 ng/mL) in the presence or not of 50 μg/mL HDLs from COVID-19 or control subjects for 24 h. Cells were 
rinsed with PBS and then fixed with 3.7% paraformaldehyde for 15 min at room temperature. Terminal trans-
ferase dUTP nick-end labeling reaction was performed according to the manufacturer’s instructions (Roche, 
Cat. No. 11 772 465 001). After 5 min wash with PBS, cells were permeabilized with 0.1% Triton X100 in 0.1% 
sodium citrate for 2 min on ice. Positive control was realized with 500 U/mL DNAse I for 10 min at 20 °C. After 
washing with PBS, the reaction mixture containing fluorescein-labelled dUTP was added to the wells for 2 h at 
37 °C in a humidified chamber. For VE-cadherin immunostaining, non-specific antigenic sites were blocked 
by 2.5% BSA in PBS and the slides were then incubated with anti-VE-Cadherin antibody (Abcam, Ab33168) at 
1 μg/mL in 1% BSA for 90 min at room temperature in a humidified chamber. After 3 washes with PBS, a goat 
anti-rabbit conjugated to Alexa 594 nm was applied for 1 h at RT, in PBS containing 1% BSA. The slides were 
rinsed 5 times with PBS, incubated with 0.1 μg/mL DAPI for 10 min at RT, washed with PBS and finally with 
water before mounting in fluorescence medium and image captured using a NanoZoomer S60 digital slide scan-
ner.

Statistical analysis. Statistical analysis was carried out with Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, 
CA, USA). Continuous variables were expressed as medians with interquartile ranges (IQRs). Statistical sig-
nificance was assessed using a Mann–Whitney test to compare COVID-19+ patients versus controls, unpaired 
t-test to compare percentages and Wilcoxon paired test when appropriate. p values < 0.05 were required for 
significance. Spearman test was used for non-parametric assessment of correlations.
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Abstract 

Background: SARS-CoV-2 infection has effects that extend beyond lung damage to lipid metabolism. Indeed, 

low levels of HDL and LDL cholesterol have been shown to be associated with disease severity. However, the 

impact of COVID-19 on the size and composition of low-density lipoproteins remains poorly understood.	 

The purpose of this study was to characterize LDL subpopulations and investigate the protein composition of 

LDL in patients with severe COVID-19. 

Methods: Between November 2020 and March 2021, 52 patients with COVID-19 were recruited upon 

admission to the intensive care unit. Different LDL subpopulations were quantified using native 

polyacrylamide gel electrophoresis. The LDL fraction from a subset of COVID-19 patients and age- and sex-

matched controls was isolated by ultracentrifugation. Proteomic analysis of the LDL fraction was performed 

by NanoLC-MS/MS. Validation of abundance of certain proteins was assessed by Western blot 

(Apolipoproteins J and A-I, serum amyloid A-I, and alpha-1 antitrypsin). 

Result: Patients with COVID-19 had higher levels of VLDL, IDL-B, and small and dense LDL, whereas they had 

lower levels of large LDL compared with controls. The LDL fraction of COVID-19 patients was enriched in acute 

phase proteins (SAA-1, AAT) and depleted in some apolipoproteins (Apo A-I, Apo C-I, Apo C-IV) relative to 

controls. Apo J, SAA-I, and AAT were confirmed by Western blot to be increased in the LDL fraction of COVID-

19 patients compared with controls, whereas Apo A-I was decreased. 

Conclusion: In conclusion, we have shown that the distribution of LDL subpopulations is altered and the LDL 

proteome is remodeled during COVID-19 disease. 

 

Keywords: LDL, COVID-19, sdLDL, subpopulations, proteome, Lipoprint. 
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1. Introduction 

Coronavirus 2019 disease (COVID-19), caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 

(SARS-CoV-2), is a global pandemic that has caused over 6 million deaths [1, 2]. COVID-19 has a wide range 

of clinical manifestations from asymptomatic forms comparable to an influenza-like state to forms of 

respiratory failure that can be accompanied by systemic failure and death. The cytokine storm during the 

early phase of COVID-19 is characterized by production of inflammatory cytokines such as tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) [3]. Concomitant with this inflammatory state, numerous studies 

have shown significant changes in lipid metabolism in the acute phase of COVID-19. Lipids including 

triglycerides and cholesterol are transported by lipoproteins consisting in macromolecular complexes that 

associate lipids and proteins. Lipoproteins are composed of very-low density lipoproteins (VLDL), 

intermediate density (IDL), low density lipoproteins (LDL) and high-density lipoproteins (HDL) [4]. In clinical 

practice, only the levels of total cholesterol (TC) or associated with LDL (LDL-C) and HDL (HDL-C) are 

measured. Moreover, at the time of admission to the intensive care unit (ICU), a drop in TC, LDL-C and HDL-

C levels is observed and some studies suggest that HDL-C and LDL-C levels are inversely correlated with 

disease severity [5, 6]. In addition to quantitative changes in the cholesterol content of these lipoproteins, 

qualitative modulation has been observed in COVID-19 patients in terms of their size and lipid or protein 

composition [7]. During bacterial sepsis, not only HDL but also LDL and VLDL may participate in the clearance 

of LPS from gram-negative bacteria, in addition to their primary function of cholesterol transport [8]. We 

showed in our previous study that there is an association between low levels of LDL-C and HDL-C and 

mortality in COVID-19 patients with secondary bacterial infection [9]. In acute inflammatory situations such 

as during COVID-19, the generated cytokine storm can induce a hepatic response via secretion of acute phase 

proteins such as reactive protein-C (CRP) and serum amyloid-A (SAA), and a decreased in albumin and 

lipoprotein levels [10, 11]. In our previous study, we were able to show that HDL were altered during COVID-

19. In addition to the decrease in HDL-C concentration, we showed changes in composition and functionality 

of these lipoproteins. The HDL proteome of COVID-19 patients is enriched in acute phase proteins such as 

SAA and alpha-1-antitrypsin and poorer in apolipoproteins such as apolipoprotein A-I (Apo A-I). We also 

showed that HDL in these patients were less functional with a loss of their anti-apoptotic property [12]. While 

the overall vasculo-protective role of HDL seems well established including during COVID-19, that of LDL is 

less clear. The fact that the concentrations of these lipoproteins are decreased and that they may participate 

in the clearance of microbial components during sepsis raise questions about their role as a biomarker or 

actor during this acute inflammatory episode. It is not known whether LDL are, like HDL, remodeled during 

SARS-Cov2 infection that may reflect the severity of the disease. The objective of our study is to characterize 

LDL particles of COVID-19 patients by studying the plasma LDL subpopulations as well as the protein 

composition of LDL. For this purpose, the analyses were performed on the plasma of COVID-19 patients on 

the day of their admission to ICU. The subpopulations (size) of LDL from these patients were determined by 
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electrophoresis under non-denaturing and non-reducing conditions. Shotgun proteomic analysis was also 

performed on the LDL fraction isolated by ultracentrifugation. 

2. Materials and methods 

2.1. Study population 

Patients admitted for severe COVID-19 pneumonia were consecutively and prospectively included in the 

LIPICOR “LIPId profile changes in Inflammatory conditions induced by SARS-CORonavirus-2” study 

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT05113836). This study was approved by the appropriate French ethics 

committee (Comité de Protection des Personnes SUD-EST IV, ID-RBC: 2020-A02638-31, approved on 

07/12/2020). Written informed consent was obtained from each patient. This is a monocentric study 

conducted in the surgical ICU of Bichat Claude-Bernard University Hospital, Paris, France. Patient 

demographics, Simplified Acute Physiology Score II (SAPSII), Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) 

severity scores and clinical data were collected. Mortality at 28 days, duration of mechanical ventilation, 

number of days alive without mechanical ventilation at day 28, length of stay in the ICU and in the hospital, 

renal replacement therapy, vasopressor use, need for extracorporeal membrane oxygenation (ECMO), and 

tracheostomy were collected.  

At admission (Day 1, D1), 5 mL EDTA blood samples were collected and the plasma was stored at − 80°C. 

Plasma concentrations of total cholesterol (TC), HDL-C, LDL-C, and triglycerides (TG) were measured at D1 in 

the Biochemistry Laboratory of Bichat Claude-Bernard Hospital by routine enzymatic assays (CHOL, HDL-C, 

LDL-C and TRIG methods, Dimension VISTA System, Siemens Healthineers). The reference values for these 

assays were as follows: HDL-C: > 1.00 mmol/L; TC:  < 5.0 mmol/L; and: N TG < 1.7 mmol/L. According to the 

recommendations of the French National Authority for Health 2017 and the European Society of Cardiology 

2016, LDL-C concentration targets have been established depending on vascular risk factors [13].  

Control plasma from healthy volunteers were sampled from caregivers of the University Hospital Center of 

Reunion Island (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04384705), after obtaining ethical committee approval 

(Comités de Protection des Personnes, Nord Ouest IV de Lille, France; number EudraCT / ID-RCB 2020-

A01253-36). All participants gave their informed consent. Blood was sampled in 10 mL EDTA tubes and 

plasma was stored at − 80 °C. Age, gender, body mass index (BMI) and comorbidities were collected for all 

participants. All methods were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations. 

2.2. Analysis of lipoprotein subpopulations with tube gel electrophoresis (Quantimetrix Lipoprint) 

The different LDL subpopulations separated according to their size were determined using the Lipoprint® LDL 

Quantimetrix kit (Quantimetrix Corporation, Redondo Beach, CA, USA). The Lipoprint LDL system is an FDA-

validated test for the measurement of lipoprotein subpopulations by their cholesterol content for research 

and clinical diagnosis. The Lipoprint LDL system is based on a native 3% polyacrylamide gel tube [14]. 

Experimentation and analysis of Lipoprint LDL tubes were carried out following the manufacturer's protocol. 

Briefly, 25 μL of plasma were mixed with 200 μL of loading buffer and deposited on top of the gel tube. The 
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loading gel was then photopolymerized for 35 min at room temperature. The gel tubes were then 

electrophoresed at 3 mA/gel for ± 1 h or until the migration front was 1 cm from the end of the tube. The 

tubes were then allowed to rest for 30 min in the dark. The gel tubes were then scanned and analyzed using 

LipoWare LDL software. The lipoprotein subpopulations measurable by the LDL Lipoprint system are VLDL, 

three subpopulations of IDL (IDL-C, IDL-B, and IDL-A), seven subpopulations of LDL (LDL-1 to 7), and HDL. 

Concerning LDL, they are grouped into two large subpopulations: large LDL corresponding to the sum of LDL-

1 to 2 and small LDL corresponding to the sum of LDL-3 to 7. The results are expressed as a percentage of 

total cholesterol. 

2.3. LDL isolation from plasma 

All the following steps were performed under a class II microbiological safety bench. Lipoproteins were 

isolated from EDTA-plasma via two-steps ultracentrifugation as described previously [15]. Briefly, the density 

of plasma was adjusted to 1.063 using potassium bromide (KBr) solution of density 1.35: 99 μL of KBr solution 

(d=1.35) was spiked to 500 μL of plasma. This plasma (d=1.063) was underlaid with 1 mL of KBR solution 

(d=1.063). The 2 mL UltraClear centrifuge tube was then completed with 300 μL of KBr solution (d=1.063). 

Ultracentrifugation was performed at 45,000 rpm for 20 h at 10°C in a 50.4 Ti rotor with Beckman Coulter 

Optimal L-80 XP ultracentrifuge. The upper lipoprotein fraction containing lipoproteins with a density of less 

than 1.063, including LDL, was recovered (150 μL). This fraction will be referred to as LDL in the following. 

LDL was washed 4 times with saline buffer (0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.025% NaN3, pH 7.3) to remove KBr 

and was concentrated to 100 microliters using a centrifugal filtration device (Amicon Ultra, 3 kDa cut-off, 

UFC500396) 

2.4. Label-free Quantification by Nano LC-MS/MS analysis 

Label-free protein quantification was performed on LDL fractions obtained from 8 patients with severe 

COVID-19 and 16 age- and sex-matched controls, healthy subjects (2 controls / 1 patient).  

2.4.1. LDL sample preparation and proteolytic digestion 

The total protein concentration of LDL was quantified by BCA assay, using bovine serum albumin as the 

standard range. Briefly, 3 μg of the LDL fraction was mixed with 300 μL of digestion buffer (50 mM ammonium 

bicarbonate) and then, reduced for 20 min at 60°C in with 20 mM dithiothreitol. Alkylation of the samples 

was performed for 30 min in the dark with 40 mM iodoacetamide. Then, LDLs were digested with trypsin-

tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone (TPCK treated, Sigma) overnight at 37°C then, the digestion was 

stopped with 20% trifluoroacetic acid (TFA) and the samples were incubated 15 min at 4°C. Samples were 

centrifuged at 10,000 rpm for 15 min at 10°C and digested peptides in the supernatant were desalted on 

Pierce peptide desalting spin columns (Thermo Fisher Scientific, part number 2162704). The peptides were 

eluted with 40% acetonitrile (ACN) with 0.1% TFA and dried by Speed Vacuum. Dried peptides were 

resuspended in 4% ACN with 0.1% TFA, concentrated, and purified on Pierce C18 tips (Thermo Fisher 
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Scientific, reference 87782). Finally, 20 μL of 40% ACN with 0.1% TFA was used to elute the peptide and then 

dried under vacuum at 60°C before mass spectrometry analysis.  

2.4.2. Nano LC-MS/MS method 

The method was carried out with two solvents, solvent A (0.1% formic acid in water) and solvent B (0.1% 

formic acid in 80% ACN). Digested peptides were solubilized in 7 μL of 4% ACN with 0.1% TFA. Mass 

spectrometry analysis was performed by nano-LC on a Thermo Fisher Ultimate 3000 Series NCS-3500 RS 

coupled to a nanospray ionization (NSI)-Q-Orbitrap mass spectrometer (Q Exactive Plus, Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Germany) [12]. Briefly, 5 μL of samples were injected into a C18 LC-EASY-spray column 

(2.6 μm, 100 Å, 75 µm × 25 cm, Thermo Fisher Scientific). Two linear peptide elution gradients were used: 

one ranging from 4 to 27.5% solvent B for 127 min, and the second from 27.5 to 48% solvent B for 18 min. 

Next, the column was washed with 90% solvent B for 5 min and equilibrated with 4% solvent B for 25 min. 

During these steps, the column was heated to 40°C and the flow rate was set at 300 nL/min. The mass 

spectrometer was set with the following conditions: spray voltage of 2 kV, capillary temperature heated to 

275°C and S-lens RF level at 30%. Mass spectra were generated with XCalibur software (version 4.2.47, 

Thermo Fisher Scientific) and recorded in data-dependent acquisition with the mass spectrometer operating 

in a positive mode. The full scan mass spectrum was defined in the range of 350 to 2000 m/z with a resolving 

power of 70,000 (at m/z 400) with an automatic gain control (AGC) target of 1e6 and a maximum injection 

time (max IT) of 120 ms. The top 10 precursors were screened for MS/MS spectra with a resolution of 17,500 

(at m/z 400), an AGC target of 1e5 and a max IT of 64 ms. Peptide fragments were obtained by higher energy 

collisional dissociation (HCD, 28% normalized collision energy). Dynamic exclusion was applied with a repeat 

duration of 60 s. Charge state filtering was activated, and precursors with unknown or 1+ charge states were 

screened out. The Orbitrap performance was checked weekly, and an external calibration of the mass 

spectrometer was performed pre-assay with LTQ ESI positive ion calibration solution (Pierce).  

2.4.3. Protein identification and quantification 

Protein identification and quantification were performed automatically from the raw files with Proteome 

discoverer software (version 2.2.2.0). MS and MS/MS spectra were compared to the Uniprot Human 

reference proteome database containing only canonical sequences (22,657 sequences; August 17, 2020) 

using the SEQUEST HT search engine. The following features were defined in SEQUEST HT for identification: 

variable modifications are methionine oxidation and N-terminal acetylation of proteins, then, a fixed 

modification sets the carbamidomethylation of proteins and the specific enzyme selected is trypsin with two 

miscleavage allowed. A mass tolerance of 10 ppm for precursor ions and 0.02 Da for-product ions was used 

in SEQUEST HT. A decoy database search strategy with target inversion was applied with a false discovery 

rate set at 1% for proteins and peptides. Then, only proteins with at least one unique peptide with a Sequest 

Score (Xcorr)≥ 1.5 were used and for Xcorr < 1.5, manual verification of peptide identification was performed 
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on the MS/MS spectrum. Identified peptides were quantified by label-free using the peak intensity of a 

validated peptide (unique and razor) for a given protein. After quantification, all proteins with more than 

60% missing value were not taken into account in the analysis. For proteins with ≤60% missing values, they 

were replaced by the 25th percentile of the corresponding proteins in the respective groups. The list of 

identified and quantified proteins and peptides is available in the supplemental table S1. 

2.4.4. Data processing 

Proteome discoverer (version 2.2.2.2.0) was used to perform the calculations. Protein abundance is the 

average of the protein intensities of all samples for each group (severe COVID-19 vs. Control). Protein 

intensity was defined as the sum of the protein-peptide intensities considered for each individual. The protein 

intensity values were transformed in log2. Log2 (Fold Change) is defined as the logarithm in base 2 of the 

difference between the mean intensities of a given protein in COVID-19 patients and the mean intensities of 

that same protein in controls. Abundance ratio was defined as the ratio of the average LDL protein intensity 

in severe COVID-19 patients divided by the average intensity of the same protein in LDL of controls. Finally, 

Log (2) was calculated to present the difference between groups.  

2.5. Western Blot analysis 

Western blots were done using an SDS-PAGE gel (12% polyacrylamide) to separate LDL proteins. 5 μg of the 

LDL fraction were electrophoresed and then transferred to a nitrocellulose membrane as previously 

described [12]. Following the transfer, the presence of proteins was checked by Ponceau red staining. The 

following antibodies were used: clusterin (Abcam, ab69644, used at 1:1,000), apolipoprotein A-1 (Origene, 

AP14057PU-N used at 1:10,000), alpha-1 antitrypsin (Calbiochem, catalog no. 178260, used at 1:1,000) and 

serum amyloid A-I (Abcam, ab190802, 1:4,000).  

2.6. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed with Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Shapiro Wilk 

test was carried out on the data to check the data normality. Then, a Mann-Whitney test or an unpaired t-

test was performed when appropriate to compare COVID-19 patients versus controls.  
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3. Results 

3.1. Study population 

Table 1. Characteristics and outcome of COVID-19 patients. 

Characteristics 
COVID-19 

(n=52) 

Control 

(n=52) 
p-value 

Age, years, median [IQR] 60 [51-69] 51 [46-57] <0.0001 

Male sex, n (%) 37 (71) 37 (71) >0.9999 

BMI, kg/m2, median [IQR] 30 [26-32] 24 [22-27] <0.0001 

 Comorbidities    

High blood pressure, n (%) 18 (35) 8 (15) 0.0403 

Diabetes mellitus, n (%) 7 (13) 0 (0) <0.0001 

Timing of hospitalization    

Between first symptoms and hospitalization (days) 6 [4-9]   

Between hospitalization and ICU admission (days) 1 [0-2]   

Severity scores at admission    

SAPS-II, median [IQR] 36 [26-46]   

SOFA score, median [IQR] 4 [3-5]   

Treatments during ICU stay    

Norepinephrine, n (%) 8 (15)   

Mechanical ventilation, n (%) 21 (40)   

Length of mechanical ventilation, median [IQR] 0 [0-12]   

Days alive without MV at day 28, median [IQR] 26 [5-28]   

Prone positioning, n (%) 14 (27)   

Tracheostomy, n (%) 4 (8)   

ECMO, n (%) 4 (8)   

RRT, n (%) 4 (8)   

COVID-19 specific treatments    

Tocilizumab, n (%) 3 (6)   

Remdesivir, n (%) 1 (2.5)   

Corticosteroids, n (%) 46 (88)   

Outcome    

ICU LOS (days), median [IQR] 7 [4-11]   

Hospital LOS (days), median [IQR] 10 [7-26]   

Mortality at day-28, n (%) 13 (25)   

Lipid profiles    

Total cholesterol, mmol/L, median [IQR] 3.61 [2.86-4.38] 5.10 [4.53-5.60] <0.0001 

Triglycerides, mmol/L, median [IQR] 1.85 [1.29-2.43] 1.00 [0.80-1.50] <0.0001 

LDL-C, mmol/L, median [IQR] 2.30 [1.57-2.82] 3.30 [2.73-3.93] <0.0001 

HDL-C, mmol/L, median [IQR] 0.79 [0.53-1.02] 1.46 [1.29-1.70] <0.0001 

Abbreviations: ECMO: extracorporeal membrane oxygenation; ICU: intensive care unit; LOS: length of stay; RRT: renal 

replacement therapy; SAPS-II: simplified acute physiology score-II; SOFA: Sepsis-related Organ Failure Assessment, HDL-

C, High-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, Low-density lipoprotein cholesterol.  
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3.2. LDL particle size analysis by Lipoprint LDL system 

 

Figure 1. Changes in lipoprotein subpopulations during severe COVID-19. Lipoprotein subpopulations were 

measured from the plasma of control subjects (n=52) and severe COVID-19 patients (n=52) using the 

Lipoprint LDL Quantimetrix kit. (a) Lipoprotein profiles of plasma from a control subject and a severe COVID-

19 patient obtained after analysis with Lipoware LDL software. Distribution of different lipoprotein 

subpopulations by increasing density: VLDL (b), IDL (c-e), LDL (large (f) and small (g)), and HDL (h) in plasma 

of control subjects versus severe COVID-19 patients. Each point is expressed as a percentage of total 

cholesterol contained in lipoproteins. Graphs represent the mean ± standard deviation of the percentage of 

total cholesterol detected in lipoproteins. * p < 0.05, *** p < 0.001, and **** p < 0.0001 compared with the 

control group. 
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In severe COVID-19 patients, an altered lipid profile is observed, characterized by elevated triglyceride levels, 

and low levels of total cholesterol, HDL-C, and LDL-C relative control subjects (Table 1). Given that lipoprotein 

size is associated with their property and/or functionality [16, 17], non-denaturing, non-reducing 

electrophoresis was performed to measure the different LDL subpopulations in 52 COVID-19 patients and 52 

control subjects. An alteration of the lipoprotein profile was observed in COVID-19 patients compare to 

control (Figure 1. a). The percentages of VLDL, IDL-B and small LDLs were significantly higher in COVID-19 

patients, whereas large LDLs and HDLs are significantly lower in COVID-19 patients compared with the control 

group (Figure 1. b-h). In addition, the mean LDL size of COVID-19 patients was smaller than that of controls 

(257 vs. 266, p<0.0001). 

3.3. Proteomics analysis comparing LDL from COVID-19 versus controls 

 

Figure 2. Relative abundance of identified and quantified proteins in LDL isolated from plasma of COVID-

19 patients and controls. The LDL fraction was isolated from control (n=16) and severe COVID-19 (n=8) 

plasma samples by ultracentrifugation. Log2 (abundance ratio) is defined as the logarithm of the abundance 

ratio of LDL protein intensities in severe COVID-19 patients divided by the LDL protein intensities in controls 

in base 2.  
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LDL from 8 patients with severe COVID-19 and 16 age and sex-matched controls were prepared for shotgun 

proteomics analysis. Tryptic peptides obtained from 3 μg total LDL protein were then analyzed by NanoLC-

tandem mass spectrometry. MS/MS spectra were queried in the Uniprot Human database using the Sequest 

HT search engine A first analysis of MS/MS spectra by proteome discoverer software allowed the 

identification of 52 proteins in the LDL fraction from COVID-19 patients and controls (Supplemental Table 

S1). Among these proteins, 35 proteins were determined to be effectively associated with LDL of COVID-19 

patients and controls according to more stringent inclusion criteria allowing a high degree of confidence of 

association of these proteins to LDL. (≥1 unique peptide with a Sequest Score (Xcorr)≥ 1.5 or with a manual 

verification of peptide identification, a q-values ≤ 0.01 and ≤ 60% missing value in each group).  In order to 

compare COVID-19 and control groups, a fold change analysis of LDL-associated protein intensities was 

performed prior to their transformation into log 2. Among the 35 proteins identified, the relative abundance 

of 10 proteins was decreased in COVID-19 vs control LDLs: apolipoproteins (apo) (a), apo A-I, apo C-IV, apo 

A-IV, apo C-I, apo F, apo C-II, apo C-III, platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) and apo A-II. In 

contrast, the LDL fraction of COVID-19 patients was enriched with 11 proteins: serum amyloid A-2 and -1 

(SAA), alpha-antitrypsin (AAT), neutrophil defensin 1, alpha-1-acid glycoprotein 1 (AGP-1), complement C4 A 

and B, C3, vitronectin, clusterin (apo J), and fibrinogen gamma chain (Figure 2). 
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Figure 3. Alterations in the LDL proteome in patients with COVID-19. The LDL fraction was isolated by 

ultracentrifugation from control (n=16) and COVID-19 (n=8) plasma samples. The LDL proteome was 

determined by shotgun analysis using Nano LC-MS/MS. Volcano plot and a bar graph of the different proteins 

altered in the LDL proteome of COVID-19 patients compared to control are represented. (a) For the volcano 

plot the blue dots correspond to the decreased proteins in COVID-19 relative to control and in red the 

increased proteins in COVID-19 compared with control. (b) Bar graph of the intensities of each protein and 

patients obtained by Nano LC-MS/MS analysis and transformed into Log2. The bar graphs represent the mean 

Log2 (Intensity) of the protein in LDL ± SD of both groups. Each point represents the Log2 (Intensity) of the 

protein in LDL of each patient. An unpaired t test is used (control vs. COVID-19). * p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.0001, and **** p<0.0001 compared with the control group. 

 

Statistical analyses were performed on the base-2 log-transformed intensities of the 35 LDL-associated 

proteins. Among these 35 LDL-associated proteins, a modulation of the concentration of 23 of these proteins 

was observed between COVID-19 patients and controls (Figure 3). The 13 proteins were identified as being 

less abundant in the LDL of COVID-19 patients as apolipoproteins (A-I, A-II, A-IV, C-I, C-II, C-III, C-IV, E, F), PAF-

AH and charged multivesicular body protein 4c. Other proteins were determined to be more abundant in the 

LDL fraction of COVID-19 patients, namely SAA-1, SAA-2, AAT, AGP-1, neutrophil defensin 1, vitronectin, 

complement C4 A and B, apo J and fibrinogen gamma chain (Figure 3. b).  
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Figure 4. Western blot analyses confirm the variation of protein abundance in LDL isolated from plasma of 

control and severe COVID-19 patients. The LDL fraction was isolated by ultracentrifugation from control 

(n=16) and severe COVID-19 (n=8) plasma samples. 5 μg of LDL was loaded per lane, blotted, and analyzed 

with specific antibodies against clusterin (a), alpha-1 antitrypsin (b), and serum amyloid A-1 (c). 

Western blot analyses were performed on some proteins to confirm mass spectrometric identification and 

changes in protein abundance in LDL from COVID-19 patients and controls. The targeted proteins were 

clusterin (Apo J), AAT, and SAA-1 (Figure 4). The presence and high abundance of clusterin and AAT were 

strongly associated with LDL from COVID-19 patients relative to controls (Figure 4. a, b). SAA-1, an acute 

phase protein that associates with lipoproteins during infection, was abundantly present in the LDL of COVID-

19 patients vs controls (Figure 4. c).  
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4. Discussion 

In our study, we evaluated the changes in lipid profile, size of non-HDL plasma lipoprotein fractions (VLDL, 

IDL and LDL) and the alteration of the proteome of these fractions in patients with severe COVID-19. We 

observed that the lipid profile of patients with severe COVID-19 was altered compared to that of age- and 

sex-matched healthy subjects, characterized by low levels of TC, LDL-C, HDL-C and high levels of TG. In 

addition, our study highlighted that the percentages of VLDL, IDL-B and small LDL fractions were higher in 

patients with severe COVID-19 while the levels of large LDL and HDL are low compared to healthy subjects 

by the LDL Lipoprint technique. Finally, we show an alteration of the LDL proteome of COVID-19 patients. 

Our findings corroborate previous studies by our team and others, demonstrating that COVID-19 patients 

exhibit low levels of TC, LDL-C, and HDL-C [5, 6, 12, 18]. We confirm that TC, HDL-C, LDL-C levels are lower 

than baseline while TGs are higher in COVID-19 patients in intensive care [12]. Furthermore, it has been 

reported that TC, HDL-C and LDL-C levels are negatively correlated with the severity, mortality of COVID-19 

independently of comorbidities factors [18]. The COVID-19 patients in our study have a similar lipid profile to 

patients with bacterial sepsis who also have increased TG and decreased levels of TC, LDL-C, HDL-C [19, 20]. 

Therefore, these changes in lipid profile are not specific to SARS-CoV-2 infection. 

The majority of lipid studies during COVID-19 are based on the classical lipid profile (LDL-C, HDL-C, TG, TC) in 

which LDL-C is a calculation or quantitative measure of the cholesterol present in these lipoproteins [21]. Our 

study is the first to investigate the distribution of cholesterol in the different lipoprotein subpopulations 

(VLDL, IDL, LDL and HDL) separated according to their size by electrophoresis. The Lipoprint LDL is a non-

denaturing polyacrylamide gel electrophoresis allowing the separation of LDL into 7 sub-fractions according 

to their size. Pattern A corresponds to large LDL (LDL-1 to 2) and pattern B corresponds to small and dense 

LDL (LDL-3 to 7). This classification was verified by other techniques such as NMR and non-denaturing 

gradient gel electrophoresis [14]. 

Elevated levels of small and dense LDL (sdLDL) have already been proposed as biochemical markers of 

predisposition to cardiovascular disease [22, 23]. These high levels of sdLDL increase the risk of developing 

cardiovascular disease by a factor of three in combination with an atherogenic lipid profile defined by high 

TG and low HDL-C levels [24]. Multiple studies have measured sdLDL using the Lipoprint LDL technique and 

have shown the link between high levels of measured sdLDL and the development of cardiovascular disease 

[22, 25–27]. Through this technique, we measured increased levels of VLDL and small LDL and low levels of 

HDL and large LDL in our COVID-19 patients. This profile is similar to that identified in patients who are at risk 

and have developed cardiovascular disease [22, 27]. 

In addition to the changes in lipid profile common to different infections, changes in the size of lipoprotein 

subpopulations have been observed during some infections. Indeed, in patients with mononucleosis caused 

by EBV infection compared with controls, an increase in sdLDL levels determined by Lipoprint LDL has been 

reported [28], as observed in our study. 
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In the NIH LipoCOVID study [7], lipoprotein subpopulations were characterized by NMR using NMR 

LipoProfile analysis in 32 patients with severe COVID-19. They report low levels of large and medium LDL 

while small LDL particles are dominant in these COVID-19 patients. Like Ballout et al., we observe significantly 

low levels of HDL and large LDL, as well as high levels of small LDL in COVID-19 ICU patients.  

Another study using NMR (IVDR B.I. LISA module) [29] showed a decrease in the levels of HDL, LDL-1 and LDL-

3 (large particles), as well as an increase in VLDL in COVID-19 patients compared with healthy subjects. Thus, 

despite the difference in technique, this study confirms a shift towards small particle size LDL in COVID-19 

patients. In our study no difference was observed in the subgroups BMI < 25 vs BMI > 25. This lack of 

difference may be due to the differences in numbers between the BMI > 25 (n=43) and BMI < 25 (n=9) groups. 

In addition, no difference was observed between survivors vs non-survivors, probably due to the small 

number of subgroups. 

Also, in our previous study, we were able to show on a severe COVID-19 patient that when the patient was 

on CER-001 (reconstituted HDL particles) supplementation, a decrease in sdLDL levels was observed whereas 

as soon as the treatment was stopped an increase in sdLDL level was shown [30]. 

Given the alterations observed in lipoprotein subpopulations, we focused our investigation on the LDL 

proteome of COVID-19 patients. Additionally, our previous research demonstrated that severe COVID-19 

patients not only exhibit quantitative changes in HDL-C levels but also altered composition of these 

nanoparticles, as well as a loss of endothelial protective function during COVID-19, which were evident from 

the time of their admission to the ICU [12]. LDL and HDL may share some proteins [31]. Here, we have shown 

that the LDL proteome of COVID-19 patients is altered and shows common changes observed in the HDL of 

these COVID-19 patients. Indeed, an increase in acute phase proteins is observed in the LDL proteome of 

patients including serum amyloid A (SAA) 1 and 2, alpha acid glycoprotein and alpha-anti-trypsin. SAA-1 and 

SAA-2 are apolipoproteins whose production is increased in the liver during the acute phase of a viral or 

bacterial infection. Circulating SAA is mostly associated with HDL but also with LDL and VLDL [32].  

At the beginning of the COVID-19 epidemic, SAA was suggested as a biomarker of COVID-19 severity; indeed, 

SAA levels are higher in non-surviving patients compared to survivors [33, 34]. The increased circulating SAA 

in COVID-19 patients may facilitate platelet adhesion via allbβ3 integrin at the vessel level and thus increase 

the risk of thrombosis in COVID-19 [35]. Alpha-1-antitrypsin or SERPINA1 is found associated with LDL and 

HDL; here AAT is increased in the LDL of COVID-19 patients. AAT is the circulating inhibitor of neutrophil 

elastase, which modulates its proteolytic activity, particularly during infection [36]. These elevated SERPINA1 

levels were also observed in COVID-19 patients with high IL-6 [37]. Increased SAA and AAT in LDL were also 

confirmed by Western blot. We were able to demonstrate the increase in other proteins in the LDL fractions 

of COVID-19 patients, such as C4A and C4B complements. These complement proteins may participate in the 

increased coagulation cascades during COVID-19. In addition, elevated levels of neutrophil defensin-1, a 

protein contained in neutrophil granules with antimicrobial activity, have been observed in LDL from patients 

with COVID-19. Previous studies have shown an increase in the activation cascade of the complement system 
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and neutrophil degranulation during COVID-19, suggesting that disruption of these processes leads to severe 

forms and/or death [37–39]. In our previous study, a decrease in Apo J (clusterin) was observed in the HDL 

of COVID-19 [12]. In our study, we observed an increase of clusterin in LDL from COVID-19 ICU patients. This 

protein is known to bind to scavenger receptors on macrophages as well as to the LDL receptor related 

protein family, allowing its internalization and subsequent proapoptotic effect within the cell [40]. The 

proteomic results were confirmed by Western blot in our study. The abundance of SAA, AAT, and clusterin 

were significantly higher in the LDL of COVID-19 patients than in the control group.  

In our study, we identified that 10 apolipoproteins that were decreased in the LDL fraction of COVID-19 

patients. Some of these apolipoproteins were previously reported to be decreased in the plasma of COVID-

19 patients, including Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, Apo C-I, Apo C-II, Apo C-III and Apo E [38, 39, 41, 42]. Apo 

A-I has previously been detected in LDL by mass spectrometry [43]. In addition, the association of 

apolipoprotein A-I in LDL was also verified by Western blot (Supplemental Figure S2), confirming the lower 

levels of Apo A-I in COVID-19 patients relative to the control group. Apo A-IV, Apo (a), Apo E and PAF-AH 

decreased in LDL of COVID-19 patients are proteins that participate in lipoprotein remodeling. Some 

apolipoproteins such as Apo A-I, Apo A-II, Apo C-I, Apo C-III, Apo A-II, Apo F play a role in lipid transport and 

lipid metabolism. 

5. Limitation of the study 

Our study has several limitations, among which is that it is a single-center study performed at a single time 

point during admission to the ICU of COVID-19 patients. In addition, the lack of follow-up data for these 

patients precludes any assessment of changes in their lipoprotein profiles over time. Another limitation is 

the relatively small number of samples analyzed for the proteomic study. However, previous studies have 

shown that the statistical power is sufficient to detect significant differences between severe COVID-19 

patients and healthy controls, even with a small sample size. In addition, we focused only on pro-atherogenic 

lipoproteins with a density of less than 1.063, which represent a heterogeneous fraction including not only 

LDL but also other lipoproteins such as VLDL and IDL. This option was chosen to minimize the risk of oxidation 

by using a one-step ultracentrifugation method to isolate this fraction. 

6. Conclusion 

Our study is the first to investigate the size of LDL subpopulations using LDL Lipoprint electrophoresis and to 

analyze the proteome of the LDL fraction in severe COVID-19 patients. Our findings indicate that COVID-19 

patients have decreased levels of LDL-C, HDL-C, and TC, and that their lipoprotein profile is characterized by 

low levels of large LDL, IDL-B, and HDL, as well as high levels of VLDL and small LDL, compared to healthy 

individuals. Additionally, our study revealed that the LDL proteome of COVID-19 patients was enriched in 

acute phase proteins and decreased in certain apolipoproteins that may impact lipid metabolism. These 
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results highlight the importance of further investigating these lipoprotein profiles as potential prognostic or 

stratifying markers in COVID-19 patients, and monitoring their changes over time to assess their potential 

atherogenicity and vulnerability to cardiovascular complications. 
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Abstract:  

Background: SARS-CoV-2 infection affects both lipid metabolism and lung function. The severity of the 

disease has been associated with reduced levels of both high-density lipoprotein (HDL) and low-density 

lipoprotein cholesterol. Despite the crucial role that these nanoparticles play in SARS-CoV-2 infection, few 

studies have examined their structure during COVID-19 beyond HDL quantity.  

The study aimed to assess apolipoprotein levels in COVID-19 patients who either survived or died following 

ICU admission. In addition, ICU survivors and non-survivors were compared for HDL particle size and 

proteome. 

Methods: Between February and April 2020, our study enrolled 37 COVID-19 patients upon their intensive 

care unit admission. Among them, 18 survived the disease, while 19 succumbed to it. We used mass 

spectrometry to assess plasma levels of 14 apolipoproteins and LCAT. Additionally, we analyzed HDL 

subpopulation distribution by utilizing native polyacrylamide gel electrophoresis. HDL particles were isolated 

from both surviving and non-surviving patients using ultracentrifugation, followed by characterization of 

their proteomes with NanoLC-MS/MS. 

Result: Plasma apolipoproteins, including Apo A-II, Apo Cs (I, II, III), Apo H, Apo J, Apo M, and LCAT, were 

decreased in patients who did not survive COVID-19. However, no alterations were noted in the distribution 

of HDL subpopulations in relation to mortality. HDL composition was further altered based on mortality, 

displaying a decline in Apo H and paraoxonase 3. 

Conclusion: In conclusion, we have shown an alteration in plasma apolipoproteins and HDL composition 

between surviving COVID-19 patients and non-survivors. Some markers, such as Apo H, are more predictive 

than baseline lipid concentrations such as HDL-C. 

 

 

Keywords: COVID-19, mortality, HDL particle, apolipoproteome, apolipoprotein, proteomic, Intensive care 

unit 
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1. Introduction 

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, which started in Wuhan, China in December 2019, is caused 

by a Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection and has caused more than 6 

million deaths worldwide (1, 2). COVID-19 presents a broad range of symptoms and gravity, varying from 

ambulatory mild disease (including asymptomatic forms)  to severe cases , that may result in systemic failure 

and death (3, 4). Severe forms of COVID-19 are associated with a hyperinflammatory response marked by a 

cytokine storm resulting in excessive production of pro-inflammatory cytokines like monocyte chemotactic 

protein-3 (MCP-3), interleukin -1 (IL-1), and interferon α/β (IFNα/β). These three cytokines are closely 

associated with the severe form of COVID-19, although the cytokine profile of COVID-19 patients varies (5–

7).  

Lipoproteins are macromolecular complexes composed of apolipoproteins and lipids. Apolipoproteins 

regulate the lipoprotein structure, lipid transport, enzyme co-activation, and provide anti-inflammatory and 

antioxidant effects (8). The apolipoproteins are classified into subfamilies, including Apo A, B, C, D, E, L, F, H, 

M, and (a). These proteins are distributed across various lipoproteins such as low-density lipoproteins (LDL) 

and high-density lipoproteins (HDL). (9, 10).  

During a SARS-CoV-2 infection, the concentrations of total cholesterol, LDL-cholesterol (LDL-C), and HDL-

cholesterol (HDL-C) are reduced and are linked to the severity of the disease. (11–14). Interestingly, 

numerous studies have also shown that lipid and lipoprotein metabolism are disrupted during the acute 

phase of SARS-CoV-2 infection, along with other illnesses (15). 

Some apolipoproteins, including Apo A-I and Apo B100, can be dosed routinely like HDL-C, LDL-C, TC. 

Moreover, Apo A-I, A-II, and B are present in low levels in COVID-19 patients and are linked to an increased 

likelihood of developing severe forms of the disease (16). In a previous study, our team  found lower 

plasmatic concentrations of nine apolipoproteins in COVID-19 patients compared to controls (13).  

Beyond quantitative changes, few studies have focused on the structure and function of HDL during COVID-

19. Nonetheless, HDL possesses pleiotropic properties, including antioxidant and anti-inflammatory effects, 

in addition to its primary role in reverse cholesterol transport (11, 15, 17–19). In a recent study of our team 

comparing COVID-19 patients versus controls, with an enrichment of acute phase proteins and a depletion 

of apolipoproteins, HDL particles proteome was profoundly altered in COVID-19 patients (20). Moreover, in 

our in vitro analyses, we underlined that HDL from COVID-19 patients was much less endothelioprotective 

(20).  

Whereas previous studies mostly compared COVID-19 patients with controls, the aim of the present work 

was to compare apolipoprotein concentrations of deceased patients with those of patients who survived an 

episode of COVID-19 leading to severe form of the disease. The second objective of this work was to 

characterize HDL particles (size and proteome) at admission to ICU between deceased patients and survivors. 
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2. Materials and methods 

2.1. Study population 

We conducted an analysis with data from the prospective French COVID cohort (NCT04262921) (21). The 

French COVID cohort includes hospitalized patients with a PCR-confirmed COVID-19 and who gave written 

consent. The study was sponsored by INSERM, conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and 

Ethics approval was given by the French Ethics Committee CPP Ile-de-France VI (ID RCB: 2020-A00256-33). 

We selected adult patients from the French COVID cohort study, from February 1, 2020 until July 31, 2020 

(corresponding to the first wave of pandemic in France). Pregnant women were excluded. None of the 

patients received corticosteroids. In this study, patients selected from the French COVID cohort had to meet 

the following criteria: - admitted in ICU; - at least 1 ml of plasmas for lipoprotein isolations and analyze; - not 

be on long-term statin therapy. 

2.2. Quantification of lipoprotein subpopulation by tube gel electrophoresis (Quantimetrix Lipoprint) 

Plasma HDL subpopulations were determined by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) using 

Quantimetrix Lipoprint HDL (Quantimetrix Corporation, Redondo Beach, CA, USA). Lipoprint was performed 

and analyzed according to the manufacturer's protocol. Briefly, 25 μL EDTA plasma was mixed with 300 μL 

loading gel, and this sample gel was applied to the Lipoprint HDL gel tube before photopolymerization for 35 

minutes at RT. Gel tube electrophoresis was performed at 3 mA/gel tube until albumin reached 1.5 cm at the 

end of the gel tube (± 50 min). After resting in the dark for 30 min, the tubes were scanned and analyzed 

using Lipoware HDL software. After tube analysis, three main subpopulations were determined from the 10 

subpopulations measured: large HDL (HDL-1 to HDL-3), intermediate HDL (HDL-4 to HDL-7) and large HDL 

(HDL-8 and HDL-10). 

2.3. Lipoprotein isolation from plasma 

All subsequent steps were performed under a Class II microbial safety bench. Lipoproteins were isolated from 

EDTA plasma by three-step ultracentrifugation. All ultracentrifugation steps were performed at 252,000 g for 

20 hours at 10°C using ultracentrifuge tubes placed in a 50.4 Ti rotor in a Beckman Coulter Optima L-80 XP 

ultracentrifuge. For the first ultracentrifugation step, plasma was weighed to a density of 1.019 using a 

potassium bromide (KBr) solution with a density of 1.35. The weighted plasma was covered with a 1.019 

density KBr solution in ultracentrifugation tubes. After ultracentrifugation, the upper fraction corresponding 

to VLDL was collected. For the second ultracentrifugation step, plasma was collected and weighted to a 

density of 1.063 using a KBr solution with a density of 1.35. The weighted plasma was covered with a 1.063 

density KBr solution in ultracentrifuge tubes. After ultracentrifugation, the upper fraction corresponding to 

LDL was collected. For the final ultracentrifugation step, plasma was weighted to a density of 1.21 using a 

KBr solution with a density of 1.21. The weighted plasma was covered with a 1.21 density KBr solution in 

ultracentrifugation tubes. After ultracentrifugation, the upper fraction corresponding to HDL was collected. 

After isolation, lipoproteins were washed five times with saline EN buffer (0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.025% 

NaN3, pH 7.3) using a centrifugal filtration tube (Amicon Ultra, 3 kDa cut-off, UFC500396). Tubes were 
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centrifuged at 14,000g for 15 minutes at 4°C, and the volume was concentrated to 100 μL. Lipoprotein 

proteins were then assayed by the bicinchoninic acid method (BCA, Sigma), and HDL purity was verified by 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) with Coomassie blue staining. 

2.4. Fast protein Liquid Chromatography (FPLC) 

HDL isolated from each patient was purified in an ÄKTA Pure FPLC system (GE Healthcare) on a SuperdexTM 

200 Increase 10/300 GL column (10 x 300 mm; Cytiva) in EN saline buffer. HDL was loaded into a 500 μL loop 

and injected at a flow rate of 0.250 mL/min. Elution was then performed with Saline EN buffer at a constant 

flow rate of 0.300 mL/min, and fractions were collected every 500 μL. Finally, the column was washed with 

two column volumes at a flow rate of 0.700 mL/min. 

2.5. Label-free Quantification by Nano LC-MS/MS analysis 

Label-free protein quantification was performed on HDL at the time of ICU admission from patients who 

survived their COVID-19 (n=14) and on HDL from patients who did not survive their severe COVID-19 (n=15).  

2.5.1. HDL sample preparation and proteolytic digestion 

The concentration of total HDL protein was measured using the BCA assay, with bovine serum albumin 

serving as the standard. As previously described (22), 5 μg HDL was combined with 25 μL digestion buffer (6 

M urea, 50 mM ammonium bicarbonate) and denatured at 80°C for 10 minutes for sample preparation. 

Dithiothreitol was used for sample reduction, followed by iodoacetamide alkylation. Upon alkylation, the 

samples were diluted with four volumes of 50 mM ammonium bicarbonate to reduce the urea concentration. 

The HDLs were digested with 3 μg of ditosylphenylalanyl chloromethyl ketone trypsin (TPCK-treated Sigma) 

overnight at 37°C. Tryptic digestion was halted with 2% TFA and incubated at 4°C for 15 minutes. 

Subsequently, samples were centrifuged at 14,000 g for 15 minutes at 10°C and the desalted peptides in the 

supernatant were collected on peptide desalting spin columns (Thermo Fisher Scientific Pierce, part number 

2162704). Peptides were eluted using a solution of 50% acetonitrile (ACN) and 0.1% trifluoroacetic acid (TFA), 

followed by drying with a Speed Vacuum. Then, 20 μL of 40% ACN with 0.1% TFA was used to elute the 

peptide, which was subsequently vacuum-dried at 60°C prior to mass spectrometric analysis. 

2.5.2. Nano LC-MS/MS method 

The method was carried out with two solvents, solvent A (0.1% formic acid in water) and solvent B (0.1% 

formic acid in 80% ACN). Digested peptides were solubilized in 20 μL of 4% ACN with 0.1% TFA. Mass 

spectrometry analysis was performed by nano-LC on a Thermo Fisher Ultimate 3000 Series NCS-3500 RS 

coupled to a nanospray ionization (NSI)-Q-Orbitrap mass spectrometer (Q Exactive Plus, Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Germany) (20). Briefly, 5 μL of samples were injected into a C18 LC-EASY-spray column (2 

μm, 100 Å, 75 μm x 50 cm, Thermo Fisher Scientific). Peptides were eluted on two linear elution gradients 

starting from 4% to 25% solution B (0.1% formic acid in 80% ACN) until 103 min, and then from 25% to 40% 

solution for 20 min. The column was then washed for 5 min with 90% solution B and equilibrated with 4% 

solution B for 20 min. Solution A was composed of 0.1% formic acid in water. To minimize contamination 
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between samples, two blank runs containing solution A were conducted after every sample run. The flow 

rate was maintained at 0.300 μL/min, and the column temperature was maintained at 40°C. The NSI was set 

at 1.8 kV, the capillary temperature was set at 275°C, and the S lens RF level was set at 30% for mass 

spectrometry parameters. 

The mass spectra were obtained in positive ion mode using data-dependent acquisition within the m/z range 

of 350 to 2,000. Full scan mass spectra were acquired at a resolving power of 70,000 (at m/z 400) using 

automatic gain control (AGC) at a set value of 5e5 and a maximum injection time (Max IT) of 100 ms. MS/MS 

spectra of the top ten most intense precursor ions were acquired at a resolving power of 35,000 (at m/z 400) 

with an AGC set to 1e5 and a maximum IT of 100 ms. Peptide fragmentation was performed by setting the 

normalized collision energy to 28. Precursor ions were excluded dynamically for 60 seconds to prevent 

peptide selection repetition. The Orbitrap's performance was assessed weekly, and the mass spectrometer 

underwent external calibration before analysis using the LTQ ESI positive ion calibration solution (Pierce™). 

XCalibur 4.2.47 software (Thermo Fisher Scientific) was used to collect the data. 

2.5.3. Protein identification and quantification 

Protein identification and quantification were performed automatically from the raw files with Proteome 

discoverer software (version 2.2.2.0). MS and MS/MS spectra were compared to the Uniprot Human 

reference proteome database containing only canonical sequences (26 559 sequences; 01 July 2021) using 

the SEQUEST HT search engine. The following features were defined in SEQUEST HT for identification: 

variable modifications are methionine oxidation and N-terminal acetylation of proteins, then, a fixed 

modification sets the carbamidomethylation of proteins and the specific enzyme selected is trypsin with two 

miscleavage allowed. A mass tolerance of 10 ppm for precursor ions and 0.02 Da for-product ions was used 

in SEQUEST HT. A decoy database search strategy with target inversion was applied with a false discovery 

rate (FDR) set at 1% for proteins and peptides. Then, only proteins with at least one unique peptide with a 

Sequest Score (Xcorr)≥ 1.5 were used and for Xcorr < 1.5, manual verification of peptide identification was 

performed on the MS/MS spectrum. Identified peptides were quantified by label-free using the peak 

intensity of a validated peptide (unique and razor) for a given protein. After quantification, all proteins with 

more than 60% missing value were not considered in the analysis. For proteins with ≤60% missing values, 

they were replaced by the IQR of the corresponding proteins in the respective groups. The list of identified 

and quantified proteins and peptides is available in the supplemental table. 

2.5.4. Data processing 

Proteome Discoverer (version 2.2.2.2.0) was utilized for the computations. Protein abundance refers to the 

mean of the protein intensities observed in all samples among each group (COVID-19 survivors versus non-

survivors). Protein intensity was defined as the combination of protein and peptide intensities measured for 

each individual. All protein intensity values were subjected to logarithmic transformation (base 2). The log2 

(Fold Change) is determined by taking the base 2 logarithm of the disparity between the average intensities 
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of a specific protein in COVID-19 patients who did not survive and the average intensities of the same protein 

in COVID-19 patients who did survive. 

2.6. Statistical analysis 

The Shapiro-Wilk test was used to test the normality of the data distributions. Mann-Whitney test or 

unpaired t-test was then performed, as appropriate, to compare patients who survived COVID-19 with those 

who did not. A volcano plot was generated by Prism to evaluate differential proteins on the basis of two 

indicators: the -log10 p-value of the Mann-Whitney test and the log2 (protein abundance fold change of non-

survivors and survivors). Marker performance was measured using receiver operating characteristic (ROC) 

curves. A p-value <0.05 is considered to indicate a statistically significant result. Statistical analyses were 

performed using Prism software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

3. Results 

3.1 Study population 

37 patients were included in this analysis. Survivors (n=18) and non-survivors (n=19) were matched based on 

age and gender. General characteristics of the patient population are presented in Table 1 and a flow chart 

is expressed on supplemental figure S1. 

 

 Table 1. Characteristics and outcomes of the study population 

BMI: body mass index; TC: total cholesterol; HDL-C: high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C: low-density 

lipoprotein-cholesterol; TG: triglycerides 

 

Characterisitics 
Study population  

(n=37) 

Survivors (INC) 

(n=18) 

Non-survivors 

(n=19) 

Survivors (INC) 

vs  

Non-survivors 

p-values 

Age, years, median [IQR] 61 [54; 68] 59 [51; 65] 61 [57; 68] 0.3047 (ns) 

Male sex, n (%) 37 (89%) 16 (89%) 17 (89%) >0.9999 (ns) 

Obesity 13 (35%) 6 (33%) 7 (37%) >0.9999 (ns) 

BMI, kg/m2, median [IQR] 28 [24; 31] 26 [24; 30] 29 [25; 33] 0.3677 (ns) 

High Blood pressure, n (%) 15 (41%) 5 (28%) 10 (53%) 0.1837 (ns) 

Diabetes mellitus, n (%) 13 (35%) 5 (28%) 8 (42%) 0.4951 (ns) 

Timing between fist symptoms and 

hospitalization (days), median [IQR] 
8 [5; 9] 8 [5; 11] 7 [5; 9] 0.6781 (ns) 

Medication  

Statin, n (%) 0 0 0 >0.9999 (ns) 

Corticosteroides, n (%) 0 0 0 >0.9999 (ns) 

Outcomes     

Time between admission to ICU and 

death (days), median [IQR] 
13 [8; 27] N.A. 13 [8; 27] N.A. 

Clinical features     

TC, mmol/L, median [IQR] 3.45 [3.09; 3.91] 3.28 [2.81; 3.62] 3.62 [3.19; 4.24] 0.0426 (*) 

HDL-C, mmol/L, median [IQR] 0.49 [0.40; 0.58] 0.50 [0.43; 0.58] 0.48 [0.40; 0.63] 0.8381 (ns) 

LDL-C, mmol/L, median [IQR] 1.64 [1.37; 2.15] 1.98 [1.51; 2.26] 1.46 [1.34; 2.06] 0.1100 (ns) 

TG, mmol/L, median [IQR] 1.74 [1.51; 2.06] 1.71 [1.52; 2.17] 1,75 [1.46; 1.95] 0.0554 (ns) 
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Figure 3. Relative abundance of proteins identified in HDL isolated from plasma of COVID-19 surviving 

(n=14) and non-surviving (n=15) patients. 

 
The intensities of the 72 proteins associated with HDL in the patients were logarithmically transformed to 

base 2 to facilitate statistical analyses. The results indicate that HDL protein profile displays more significant 

alterations in non-surviving COVID-19 patients when compared to those who survived. Specifically, there 

were significant differences in the levels of 24 proteins in the HDL of non-survivors relative to COVID-19 

survivors (Figure 4.A). The levels of 19 of these proteins were significantly lower in the HDL of the non-
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survivors. The mentioned proteins comprise ribosomal protein 60S L7a (RL7A), adenosylhomocysteinase 

(ALDH1L1), alpha-1-antitrypsin (AAT), alpha-2-antiplasmin (SERPINF2), aminopeptidase N (ANPEP), 

apolipoprotein (a) (LPA), apolipoprotein H (APOH), 135 kDa centrosomal protein (CEP135), complement C4-

A (CO4A), complement component C9 (CO9), haptoglobin-related protein (HPTR), heat shock protein HSP 90-

beta (HS90B), prenylcysteine oxidase 1 (PCYOX1), protein S100-A8, protein-glutamine gamma-

glutamyltransferase E, paraoxonase serum/lactonase 3 (PON3) and vitronectin (VTNC). However, five 

proteins are significantly elevated in HDL from the non-surviving group. The proteins that have increased are 

ATP synthase subunit beta mitochondrial (ATP5E), beta-2-microglobulin (B2M), CD99 antigen (CD99), 

cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase (ALDH1L1) and secretoglobin family member 1 3A 

(SCGB3A2) (Figure 4.B). 

 

Figure 4. Altered HDL proteome in COVID-19 patient non-survivors. (A) Volcano plot showing proteins 

differentially expressed in HDL from survivors (n=14) and non-survivors (n=15). Red points represent proteins 

with higher levels in non-survivor HDL, while blue points represent proteins with lower levels in non-survivor 

HDL. The y-axis represents -log10 (Mann-Whitney p-value) and the x-axis represents log2 (P.A.I fold change 

of non-survivors and survivors). (B) Protein abundance of HDL isolated from the plasma of the 14 survivors 

and 15 non-survivors of COVID-19. Mann-Whitney test was used to compare HDL protein abundance in 

survivors and non-survivors. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. 

 

3.5 Diagnostic performance via receiver characteristic (ROC) curve 

ROC curves were used to assess the diagnostic accuracy of diverse lipid markers (Figure 5). Except for TC 

(AUC=0.71 ± 0.09, p=0.0418), the regular lipid markers had areas under the curve (AUC) lower than 0.7 and 

a p-value over 0.05 (Figure 5 A-D). Plasma apolipoproteins and LCAT provide a AUC score of greater than 0.7 

for all except Apo H (AUC = 0.68 ± 0.09, p= 0.0056) and Apo J (AUC = 0.69 ± 0.09, p= 0.0483), which are 

unreliable indicators of patient outcomes (Figure 5 E-L). Among the potential markers identified in HDL 

particles from COVID-19 patients are Apo H (AUC = 0.94 ± 0.06, p <0.0001) and the 135 kDa CEP135 protein 

(AUC = 0.91 ± 0.05, p = 0.0001), all of which have shown significant effectiveness in predicting survival, with 

an AUC greater than 0.90. When using patient HDL proteins as markers, ATP5E, CO4A, PON3 and ITIH4 
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demonstrate effectiveness in predicting patient survival, while CO9 display lesser effectiveness with a lower 

AUC (Figure 5 M-T). 
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Figure 5: Receiver Operating Characteristic (ROC) curve. ROC curve of the routine lipid markers (A-D). ROC 

curve of plasma apolipoproteins varying significantly between COVID-19 survivor vs. non-survivor groups (E-

L). ROC curve of altered proteins in the HDL proteome of patients surviving vs. not surviving their COVID-19 

(M-T). The red line corresponds to random classifier. 

 

4. Discussion 

In this present study, we have therefore shown that while lipid profiles on admission to ICU for COVID-19 

cannot be used to stratify patients who died from those who survived, plasma analysis of certain 

apolipoproteins and proteomic analysis of HDL seem to be able to do so. Especially, APOH and CEP135 are 

potentially novel biomarkers for COVID-19 severity linked to HDL proteins.  

 

Lipid metabolism plays a key role in SARS-CoV-2 infection. Several hypotheses have been proposed to explain 

the changes in lipid metabolism, including viral use and modification of lipids to support replication, 

hemodilution, and increased vascular permeability. (23, 24). Lowering cholesterol levels in lipoproteins is also 

aided by the cytokine storm (25). However, while in bacterial sepsis HDL-C concentrations are associated 

with patient outcome and in particular mortality, these links were not found in COVID-19 

(13, 14, 20, 26–30). In this present study, we confirmed that HDL-C, LDL-C, and TG concentrations are similar 

between survivors and non-survivors COVID-19 patients. Similarly, Sun et al. reported no disparity in HDL-C, 

LDL-C, and TC levels between surviving and non-surviving patients with COVID-19, although TG levels were 

higher in non-surviving patients. 

 

We have also shown that a crude concentration of HDL-C does not appear to be sufficient to stratify patients 

during COVID-19. Thus, the first step was to characterize the plasma apolipoproteins which are key regulators 

of lipid metabolism and have anti-inflammatory, antioxidant and endothelial protective properties (9, 31). 

The mechanisms between apolipoproteins and the severity of COVID-19 are not yet fully understood. 

However, multiple studies have demonstrated a negative correlation between Apo A-I and Apo B levels and 

the severity of COVID-19 (16, 32, 33). In our previous studies, we demonstrated that COVID-19 patients 

exhibit diminished levels of nine Apo forms, such as Apo A-II, C (I, II), H, J, M, as well as LCAT, alongside 

elevated levels of Apo E as compared to controls (13). Our study confirms the previous one and highlights 

several apolipoproteins that are significantly more reduced on admission to ICU in patients who will die 

secondarily, such as Apo A-II, Apo Cs (C-I, C-II and C-III), Apo H, Apo J and Apo M. Most of these 

apolipoproteins are linked to reduced macrophage function (34). Cholesterol efflux by macrophages induces 

production of Apo C through Liver X Receptor (LXR) activation (35). Reduced Apo C concentrations indicate a 

decrease in macrophage cholesterol efflux function. 
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Interestingly, we observed a decreased in Apo A-II but not in Apo A-I concentrations among non-survivors of 

COVID-19 when compared to survivors. This observation differs from most of the studies reporting essentially 

a decrease in Apo A-I concentration with an association with worth outcome (32, 33). This difference can be 

attributed to the sample size, which is significantly larger than ours. Moreover, corticosteroid therapy 

modifies lipidi profile. Our findings show a trend towards reduced Apo A-II concentrations. Our previous 

studies, however, observed apo A-II concentrations in both HDL and plasma of COVID-19 patients (13, 20). 

Additionally, other research has also seen lower Apo A-II levels in COVID-19 patients (34, 36). This decrease 

in Apo A-II suggests a potential alteration in cholesterol efflux, as well as a decrease in the anti-inflammatory 

and antioxidant properties of HDL (37, 38).  

 

It is interesting to note that ApoB100 and LCAT were associated with mortality in our last study (13) but not 

in this work. The role of Apo H, also known as beta-2-glycoprotein 1, is not well understood. According to 

earlier research (39), it has been observed that Apo H levels decrease in COVID-19 patients. This decrease in 

Apo H could potentially create a prothrombotic environment in COVID-19, leading to antiphospholipid 

syndrome. This decrease in Apo H could potentially create a prothrombotic environment in COVID-19, due 

to an antiphospholipid syndrome. Furthermore, Apo H seems to capture the SARS-CoV-2 virus, leading to the 

hypothesis that the virus utilizes Apo H (40). Clusterin, also known as Apo J, acts as an inhibitor of the 

complement system (41). Reductions in the concentration of Apo J led to complement system activation, 

which then causes a prothrombotic environment (42, 43). Our study indicates also that Apo M levels were 

decreased in COVID-19 patients who did not survive. A study conducted by Marfia et al (44) showed that the 

concentration of sphingosine-1-P (S1P) was closely related to the concentration of apo M and was able to 

accurately predict the prognosis of COVID-19 patients. Our findings reaffirm that Apo M can serve as a 

potential marker for assessing COVID-19 severity. Furthermore, Apo M depletion is associated with loss of 

anti-inflammatory and anti-atherogenic functions of S1P/ApoM complex (45, 46). Therefore, deficiency of 

these apolipoproteins promotes an overall thromboinflammatory environment (47).   

 

Our study revealed a decrease in 19 proteins and an increase in five proteins in the HDL of non-surviving 

COVID-19 patients. Among the proteins increased in the HDL of COVID-19 patients, the CD99 antigen plays a 

key role in the T-cell adhesion process. CD99 is mainly localized on T lymphocytes and endothelial cells. The 

level of this particular protein is lower in COVID-19 patients with severe symptoms, indicating reduced 

endothelial integrity and recruitment of monocytes, neutrophils and T cells (48). A hypothesis to explain its 

increase in HDL from non-survivors of COVID-19 is that it is captured by the latter. HDL levels in non-survivors 

are found to be enriched with mitochondrial ATP synthase subunit beta, which interacts with the ecto-F1-

ATPase receptor on the cell surface (49). SARS-CoV-2 is able to interact with ecto-F1-ATPase and ATP synthase 

(50, 51). An elevated beta-2-microglobulin has been identified as a potential biomarker of COVID-19 severity 

(52, 53), which may explain the elevated levels in the HDL of non-surviving COVID-19 patients. Interestingly, 



 

 15 

the HDL proteins of non-survivors of COVID-19 exhibit a decrease in AAT, I'TIH4, Complement C4A, and C9, 

which are normally increased in plasma as COVID-19 severity increases. This increase could be explained by 

an increase in the compounds and proteins of the acute phase complement and a decrease in the proteins 

involved in the coagulation cascade (54, 55). Among the coagulation-related proteins, the levels of beta 2 

glycoprotein 1 (Apo H) are reduced in the HDL of COVID-19 non-survivors, suggesting a disturbance in the 

coagulation cascades (34, 55). The remodeling of high-density lipoprotein in patients during the COVID-19 

pandemic suggests a loss of high-density lipoprotein (HDL) functionality (20). 

 

Our study is the first to investigate LDL and HDL distribution changes during COVID-19 using tube gel 

electrophoresis (Lipoprint) among patients who survived or did not survive the disease. The distribution of 

lipoproteins was similar regardless of patient outcome. COVID-19 brings about a modification in the 

lipoprotein subpopulations' distribution. This change is characterized by a reduction in the concentrations of 

small, intermediate, and large subpopulations of HDL and large LDL, accompanied by an escalation in small 

and dense LDL concentrations. (56).  

 

Finally, routine lipid markers in our study demonstrated poor accuracy in assessing disease severity. It is 

surprising to observe this in light of the association between HDL-C and disease severity (57). In contrast, 

apolipoproteins have superior performance to routine lipid assays in assessing patient outcome. This is 

expected since various studies have shown that apolipoproteins are decreased in COVID-19 (13, 23, 32–34). 

However, it seems that HDL-associated Apo H is a more accurate indicator of COVID-19 severity than total 

plasma Apo H. Nevertheless, these results merit further analysis with more patients included. 

 

The primary obstacle we encountered was the small number of available samples, which hindered our ability 

to conduct experiments on a representative sample of the population under study. Nevertheless, our 

preliminary results are promising. This study is focused on a modest sample of 37 patients during the initial 

wave of COVID-19, providing supplementary information to the current knowledge on COVID-19. Another 

limitation is the low levels of HDL volume of patients included in our study. It would be pertinent to evaluate 

the lipoproteins' functionality to ascertain the effect of changes in their proteome. Further comparative 

studies carried out in various centers can help confirm and validate the conclusions presented in our 

research.  

 

In conclusion, in a cohort of patients hospitalized in ICU for severe COVID-19, we demonstrated major 

differences in plasma apolipoproteins and in protein composition of HDL by comparing surviving and non-

surviving patients. These markers, measured on admission to ICU, also appear to be more predictive of 

mortality than BASIC lipid concentrations such as HDL-C. Nevertheless, these results should be interpreted 
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with caution given the small number of patients included in this study. In this context, it is important to 

conduct a high-powered multicenter study in the future. 
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C. Discussion et perspectives 

Dans nos différentes études, nous avons globalement montré que le protéome des HDL 

et des lipoprotéines à Apo B des patients était altéré durant une COVID-19 sévère. De plus, 

nous avons montré des différences dans l’apolipoprotéome plasmatique entre les patients 

décédés et survivants du COVID-19.  

 

Concernant l’étude comparative de la composition protéique des HDL des patients 

COVID-19 en réanimation et celle des HDL de sujets sains, nous avons identifié par 

spectrométrie de masse 83 protéines associées aux HDL (Article 2). Cependant, après 

validation des peptides par les différents scores de confiance, seules 32 protéines ont été 

retenues pour la quantification dans les HDL des patients. L’importante altération du 

protéome de ces nanoparticules que nous observons ici se caractérise par un enrichissement 

en protéines de la phase aiguë comme la SAA-1, la SAA- 2, l’AAT, la chaîne bêta du 

fibrinogène et l’AGP-1 chez les patients COVID-19. Ces protéines sont clairement associées 

à la sévérité de la maladie, comme l’indique une méta-analyse effectuée sur les 

concentrations de SAA et qui montre une association positive entre les concentrations de 

SAA, la sévérité et la mortalité de la COVID-19 (Zinellu et al. 2021). Une récente revue 

confirme l’association de la SAA avec la sévérité de la COVID-19 et l’augmentation de la 

concentration en fibrinogène contribue au thrombo-embolisme au cours de la COVID-19 

(Mantovani and Garlanda 2023). 

 

Une autre étude pilote a montré une association entre la sévérité de la COVID-19 et 

les concentrations en AAT et en AGP-1 qui ont alors été considérés comme marqueurs 

plasmatiques de sévérité de la COVID-19 (Beimdiek et al. 2022). L’enrichissement des HDL 

en protéines de la phase aiguë est causé par une surproduction de ces protéines par le foie 

en réponse à la tempête cytokinique provoquée le SARS-CoV-2 (Buck et al. 2016; Beimdiek 

et al. 2022).  
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Au-delà de l’enrichissement en protéines de la phase aiguë, les HDL des patients 

COVID-19 sont appauvries en apolipoprotéines (Apo A-I, A-II…) et en enzymes antioxydantes 

(PON1, PON3). Certaines apolipoprotéines, notamment l’Apo A-I confèrent aux HDL leurs 

propriétés vasculo-protectrices et ici, nous avons montré que chez les patients COVID-19, sa 

concentration est significativement diminuée contribuant à la dysfonction des particules. 

L’appauvrissement en enzymes antioxydantes sur les HDL des patients, comme les 

paraoxonases conduit également à une perte des propriétés antioxydantes de ces dernières. 

D’ailleurs, nous avons montré au cours de notre étude que les HDL provenant de patients 

COVID-19 perdent effectivement leur capacité à inhiber l’apoptose induite par le TNF‑α et 

ainsi qu’à maintenir les jonctions entre les cellules endothéliales via la protéine de jonction 

serrée VE-cadhérine. L’enrichissement en SAA des HDL des patients COVID-19 contribue 

également à la perte de fonction de ces nanoparticules (Schuchardt et al. 2019). La 

dysfonction des HDL de patients COVID-19 peut donc contribuer à la perméabilité de 

l’endothélium pouvant causer par la suite une défaillance d'organes. Cette perméabilité 

accrue de l’endothélium durant la COVID-19 est causée par l’hyper-inflammation et le stress 

oxydant (Xu et al. 2023). Cette hyper-inflammation cause une diminution de la production 

d’apolipoprotéines par le foie et en plus de cela, la SAA vient déplacer l’Apo A-I sur les HDL 

afin de la remplacer contribuant ainsi à une diminution drastique de molécules d’Apo A-I dans 

les particules HDL (Benditt and Eriksen 1977; Coetzee et al. 1986; Kotani et al. 2009; 

Wilson et al. 2018). 

 

Dans la continuité de la seconde étude, nous avons évalué les modifications du 

protéome des lipoprotéines à Apo B ainsi que les sous-populations de LDL provenant des 

patients COVID-19 en service de réanimation (Article 3). Nous avons remarqué que les 

patients COVID-19 présentent une distribution athérogène des lipoprotéines. En effet, une 

augmentation des niveaux haut en VLDL, IDL et des LDL petites et denses a été observée 

chez les patients COVID-19 comparée à ceux des sujets contrôles. Parallèlement, les niveaux 

en grosses LDL et en HDL sont diminués chez les patients COVID-19. Les niveaux élevés en 

TG et en lipoprotéines riches en TG comme les VLDL pourraient contribuer à la production 

de LDL petites et denses. Toutefois, il faut rappeler que la production de ces sdLDL est aussi 

dépendante de la CETP, de l'HL et de la LPL (Duran et al. 2020; Hori et al. 2021).  
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Jusqu’à présent, il n’a pas été établi de corrélation entre les concentrations de niveaux 

de LDL petites et denses et la sévérité de l’infection virale. La majorité des recherches portant 

sur les sous-populations de LDL se sont focalisées sur leur association avec le 

développement de maladies cardiovasculaires (Ivanova et al. 2017). Toutefois, une étude 

portant sur des patients souffrant de leptospirose a montré un profil de distribution des LDL 

similaires à celui obtenu sur les patients COVID-19 (Apostolou et al. 2010). La même 

observation a été faite dans une étude s'intéressant à une infection par le virus d’Epstein-

Barr, dans laquelle des taux élevés en sdLDL étaient associés à l’infection (Gazi et al. 2011). 

Il serait donc pertinent d’étudier la distribution des LDL en fonction de la sévérité de l’infection 

qu’elle soit virale ou bactérienne. Cette étude permettra d’établir un possible lien entre ce 

profil de distribution et la sévérité des infections.  

La COVID-19 est associée à un stress oxydant important, en plus de l'inflammation. Étant 

donné que nous observons des niveaux élevés des LDL petites et denses et sachant que ces 

LDL sont plus sujettes aux phénomènes oxydatifs, nous avons souhaité évaluer l’impact de 

ce stress sur les lipoprotéines. Pour cela, nous avons mesuré la peroxydation lipidique par le 

test de TBARS (substances réactives à l'acide thiobarbiturique) ainsi que de la présence de 

protéines carbonylées dans les lipoprotéines à Apo B, notamment par la technique de 

l'Oxyblot. De façon surprenante, nous n'avons observé aucune marque d'oxydation tant par 

la technique de TBARS que par l’Oxyblot sur ces lipoprotéines.  
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L’optimisation du protocole d’isolement des HDL entre les études de l’article 2 et de 

l’article 4 avec l’ajout d’une étape d’élimination de l’albumine en FPLC après 

l’ultracentrifugation, peut engendrer une perte de protéines associées aux HDL. Cependant, 

nous n’avons pas de certitudes dans le cas de notre étude. Nous n’avons pas réalisé l’analyse 

du protéome des HDL par spectrométrie de masse avant l’étape en FPLC et après afin de 

d’observer l’impact de la FPLC sur la composition protéique de ces HDL. 

 

Le protéome des HDL des patients n’ayant pas survécu au COVID‑19 est enrichi en 

protéines ayant diverses fonctions immunitaires ou participant au catabolisme des HDL. Par 

exemple, l’antigène CD99 joue un rôle dans l’adhésion des lymphocytes. Cette protéine est 

localisée majoritairement sur les lymphocytes T et les cellules endothéliales. Les HDL 

viendraient ainsi capter cette protéine contribuant à une diminution des concentrations en 

CD99 antigènes dans le sang. Les niveaux de cette protéine particulièrement bas chez les 

patients COVID-19 présentant des symptômes graves, indiquent une réduction de l'intégrité 

endothéliale et du recrutement des monocytes, des neutrophiles et des cellules T (Siwy et al. 

2021). Certaines protéines impliquées dans la réponse inflammatoire aiguë et dans les voies 

du complément et de la coagulation comme l’AAT, l’haptoglobin related protein, les C4A et 

C9 sont moins abondantes dans les HDL des patients décédés par rapport aux survivants 

(Figure 36). Ces protéines sont normalement retrouvées augmentées durant la période 

inflammatoire du COVID-19 (Medjeral-Thomas et al. 2021; Geyer et al. 2021). Une étude 

récente a montré que les patients COVID-19 sévères présentaient des taux en AAT plus bas 

que ceux admis en réanimation pour une pneumonie aiguë sans lien avec la COVID-19 

(Pertzov et al. 2022). L’AAT présente des propriétés anti-inflammatoires et potentiellement 

antivirales (Bai et al. 2023). Ainsi, la diminution de l’AAT contribue possiblement à l’expansion 

de l’infection contribuant à des formes graves de la COVID-19. Dans l’article 2, nous avons 

observé une augmentation de l’AAT chez les patients souffrant de COVID-19 sévère. Cette 

différence entre les deux études pourrait s’expliquer par la disparité des groupes de 

comparaison. Dans l’article 2, la comparaison a été effectué entre des sujets sains et des 

patients atteints de COVID-19 sévère, alors que dans l’article 4, la comparaison est faite entre 

des patients survivants et non-survivants de la COVID-19. Ainsi, l’augmentation de l’AAT dans 

les HDL des patients COVID-19 de notre article 2 suggère une réponse à l’infection qui n’est 

pas visible dans l’article 4 (Figure 36). Nous avons aussi observé une diminution en PON-3 

dans les HDL des patients COVID-19 et celle-ci est plus marquée chez les patients ne 

survivant pas. La perte en PON-3 des HDL conduit clairement à une perte de ses fonctions 

antioxydantes (Marsillach et al. 2015). Si la modification du protéome des HDL est 
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Dans la continuité de la partie 1, nous avons analysé l’apolipoprotéome plasmatique 

des patients en fonction de leur survie ou non au COVID-19. J’ai résumé les résultats obtenus 

dans les deux études sur l’apolipoprotéome dans le tableau 9. 

Tableau 9. Résumé des résultats sur l’apolipoprotéome plasmatique 

 Article 1 Article 4 

 Contrôle COVID-19 
COVID-19 

survivants 

COVID-19 

non-survivants 

Apo (a) 60,54 ± 33,08 49,37 ± 25,28 75 ± 40,58 61,22 ± 20,55 

Apo A-I 99,91 ± 30,31 52 ± 23,72$$$$ 55,52 ± 18,47 45,72 ± 20,8 

Apo A-II 14,04 ± 6,775 6,43 ± 3,99$$$$ 4,68 ± 3,77 2,30 ± 1,51* 

Apo A-IV 15,35 ± 7,894 6,30 ± 4,63$$$$ 13,25 ± 11 7,38 ± 6,33 

Apo B100 79,78 ± 34,4 77,05 ± 31,11 46,52 ± 30,16 29,04 ± 18,22 

Apo C-I 4,43 ± 4,21 2,19 ± 1,57$ 2,29 ± 1,72 0,87 ± 0,62** 

Apo C-II 4,34 ± 4,26 2,19 ± 1,57$ 1,64 ± 0,99 1,00 ± 0,58* 

Apo C-III 0,88 ± 1,06 0,76 ± 0,72 0,21 ± 0,18 0,09 ± 0,08** 

Apo D 1,88 ± 1,25 1,44 ± 0,93$ 2,98 ± 1,93 2,28 ± 1,77 

Apo E 4,55 ± 1,6 5,43 ± 1,67$ 4,48 ± 1,35 3,92 ± 1,12 

Apo H 15,94 ± 5,65 9,41 ± 3,75$$$$ 11,45 ± 3,45 9,28 ± 2,52* 

Apo J 15,32 ± 6,50 9,30 ± 3,90$$$$ 13,55 ± 3,99 11,03 ± 2,81* 

Apo L1 7,70 ± 2,57 7,69 ± 3,16 6,43 ± 2,54 5,18 ± 2,17 

Apo M 6,90 ± 3,94 3,67 ± 1,97$$$$ 2,90 ± 1,09 2,12 ± 0,63* 

LCAT 0,20 ± 0,04 0,17 ± 0,05$$$$ 0,188 ± 0,04 0,15 ± 0,05* 

Les concentrations en rouge et en bleu représentent une augmentation et une diminution des 
apolipoprotéines, respectivement. $ p <0,05, $$$$$ p <0,0001 pour la comparaison contrôles vs. 
COVID-19. * p<0,05, ** p<0,01 pour la comparaison survivant vs. non-survivant de la COVID-19.  

  

Nous constatons tout d’abord que les Apo A-II, C (I, II), H, J, M et la LCAT montrent la même 

tendance, c'est-à-dire des concentrations plus basses par rapport à leurs groupes contrôles 

respectifs. La réduction de l’Apo A-II peut être associée à la diminution du nombre de 

particules de HDL circulantes. La diminution de la concentration de la LCAT contribue à une 

diminution de la formation de HDL sphériques fonctionnelles conduisant à une diminution des 

concentrations de HDL-C. La diminution en Apo C démontre bien une perturbation du 

métabolisme des lipoprotéines riches en TG, contribuant à la sécrétion et la formation de 

VLDL (Ginsberg et al. 2021). Cette augmentation de VLDL a été observée par l’analyse de la 

distribution des sous-populations au cours de notre troisième étude. Les Apo H et M sont 

aussi retrouvées diminuées au cours de la COVID-19 et particulièrement chez les patients 

non-survivants. Comme nous l’avons mentionné dans la synthèse bibliographique, la 

concentration en Apo M est généralement associée à celle de la S1P. Ainsi, une diminution 

de l’apolipoprotéine M conduit normalement à une diminution de la S1P (Kiyozuka et al. 

2023). Lorsque cette dernière interagit avec son récepteur S1PR1, elle améliore la barrière de 

la paroi vasculaire permettant de moduler la perméabilité vasculaire (Wang and Dudek 2009). 
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Ainsi, la diminution des concentrations ApoM/S1P peut contribuer à l’augmentation de la 

perméabilité vasculaires observée durant la COVID-19 (Teuwen et al. 2020). Les causes de 

la diminution des concentrations des différentes apolipoprotéines au cours de la COVID-19 

restent mal connues. Plusieurs hypothèses ont été avancées notamment la diminution de la 

sécrétion des apolipoprotéines par le foie à cause de l’inflammation aiguë en lien avec la 

COVID-19, l’hémodilution des patients en service de réanimation ou encore la fuite 

plasmatique.  

 

Nos études comprennent quelques limites :  

Premièrement, l’ensemble de nos études ont été réalisées sur un échantillonnage de 

patients relativement faibles, mais ce n’a pas empêché d’observer des modifications 

significatives entre les groupes. Deuxièmement, la majorité de nos études sont 

monocentriques et il aurait été plus pertinent de réaliser des études multicentriques avec un 

nombre de patients plus important afin de conforter nos observations. Enfin, une dernière 

limite est l’absence d’échantillons de patients prélevés durant toute la progression de la 

maladie. En effet, nous disposions uniquement de prélèvements lors de leur admission en 

service de réanimation. Toutefois, ces échantillons prélevés à ce temps unique ont permis de 

déterminer des marqueurs discriminants de sévérité de la COVID‑19.  

 

Nous pouvons conclure que la composition protéique des HDL est fortement altérée 

au cours de la COVID-19. Cette altération se traduit notamment par une diminution des 

apolipoprotéines lorsque les patients sont infectés par la COVID-19 et de façon plus marquée 

lorsque ceux-ci ne survivent pas à leur maladie. En plus des apolipoprotéines, une diminution 

en enzymes antioxydantes telles que PON1 et PON3 est observée au cours de la COVID-19. 

La diminution de ces enzymes contribue à une perte des propriétés antioxydantes des HDL. 

Parallèlement, les HDL s’enrichissent en protéines de la phase aiguë (SAA, AGP-1, AAT, 

fibrinogène) au cours de l’infection virale. La surproduction hépatique de ces protéines 

contribue à l’enrichissement des HDL et le remodelage de la composition des HDL contribue 

à une perte de leurs fonctions anti-inflammatoires et anti-apoptotiques. Cette dysfonction de 

ces HDL laisse présager une contribution négative de leur part à la perméabilité vasculaire et 

à l’inflammation.  

Dans la continuité de nos études, il serait pertinent de comparer l’impact d’un sepsis 

bactérien à celui du sepsis viral tel que la COVID-19. Le but étant d’évaluer si les modifications 

de l’apolipoprotéome, de la composition et de la fonctionnalité de ces lipoprotéines sont 

dépendantes de l’origine du sepsis. 
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 L’exploration du protéome des HDL permet d’identifier des biomarqueurs, et 

d’identifier des protéines caractéristiques de la fonctionnalité des HDL. En effet, il est 

important d’étudier la qualité de ces HDL en plus de leur quantité. Au-delà de la protéomique, 

les HDL sont également composées de lipides, tels que les phospholipides, les 

sphingolipides et les lipides neutres qui déterminent également les fonctions des HDL. 

Actuellement, nous avons réalisé uniquement l’analyse du protéome des HDL au cours de la 

COVID-19. En perspective, une étude lipidomique des HDL de ces patients COVID-19 serait 

intéressante, car elle permettrait d’observer des modifications du lipidome des HDL et 

d'identifier de nouveaux biomarqueurs. 

 

 Les HDL sont la cible de modifications au cours de la COVID-19 et qui font d’elles une 

cible thérapeutique intéressante. Une approche thérapeutique à explorer consisterait à 

administrer par perfusion des HDL mimétiques pour pallier l'altération quantitative et 

qualitative des HDL endogènes. 
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PARTIE III. PREMIÈRE 

ADMINISTRATION DE 

NANOPARTICULES D’APO A-I 

RECOMBINANTE CHEZ UNE 

PATIENTE SOUFFRANT D’UNE 

COVID-19 SÉVÈRE 
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A. Introduction et objectifs 

Au cours de nos précédentes parties, nous avons constaté une diminution drastique 

des concentrations en HDL-C et une altération importante des concentrations plasmatiques 

en apolipoprotéines chez les patients COVID-19. De plus, la majorité de ces apolipoprotéines 

diminuées sont principalement transportées par les HDL. Nous avons aussi démontré une 

modification significative de la composition en protéines des HDL conduisant à une perte de 

leurs fonctions durant la COVID-19.  

 

Les HDL possèdent des propriétés pléiotropes protectrices (Chapman 2022). La 

concentration de HDL-C est inversement corrélée avec la mortalité de la COVID-19 (Tanaka 

et al. 2020c; Yue et al. 2021). L’ensemble de ces données suggère une possible action 

bénéfique d’administrer des HDL mimétiques, à des fins thérapeutiques chez les patients 

COVID-19. Actuellement, plusieurs nanoparticules d’Apo A-I qui ont été mises au point 

comme les CER-001, les CSL-112 ou encore l’ETC-642 qui ont d’ores et déjà montré qu’elles 

étaient sûres pour une utilisation chez l’homme. De plus, ces HDL mimétiques possèdent les 

mêmes propriétés que les HDL plasmatiques qui sont anti-inflammatoires et antioxydantes. 

De ce fait l’utilisation de HDL mimétiques pour le traitement de la COVID-19 est une approche 

thérapeutique à évaluer.  

 

Au cours de cette dernière partie, j’ai participé à une étude visant à évaluer les effets 

d’injections répétées de nanoparticules d’Apo A-I recombinantes, les CER-001, chez une 

patiente souffrant d’une forme grave de COVID-19 (autorisation obtenue à titre 

compassionnel)  

 

Nous avons pu bénéficier d’échantillons plasmatiques de cette patiente ayant reçu le 

traitement reposant sur des perfusions répétées de CER-001 (10 mg/kg). La patiente a reçu 

une perfusion de CER-001 toutes les 12h pendant trois jours. Les échantillons de plasma ont 

été prélevés avant la perfusion de CER-001, puis trois heures post-injection, sur toute la durée 

du traitement. Les jours post-traitement, un seul prélèvement a été réalisé.  

Nous avons ensuite examiné les changements des profils lipidiques avant, pendant et après 

le traitement. Pour évaluer la métabolisation des CER-001, nous avons quantifié les 

différentes apolipoprotéines plasmatiques par spectrométrie de masse et évalué la 

distribution des lipoprotéines par la technique de migration électrophorétique sur tube de gel 

de type “Lipoprint”. Nous avons aussi évalué l’effet anti-inflammatoire des perfusions de 

CER-001 en mesurant différentes cytokines dans le plasma. Enfin, nous avons isolé les HDL 
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du plasma de la patiente pour étudier l’impact des perfusions de CER-001 sur la composition 

protéique des HDL. 

B. Résultats 

L’ensemble des résultats obtenus ont été valorisés dans un case report intitulé « First 

Recombinant High-Density Lipoprotein Particles Administration in a Severe ICU COVID-

19 Patient, a Multi-Omics Exploratory Investigation » et publié dans le journal 

Biomedicines en 2022. 
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Abstract: High-density lipoproteins (HDLs) have multiple endothelioprotective properties. During

SARS-CoV-2 infection, HDL-cholesterol (HDL-C) concentration is markedly reduced, and studies

have described severe impairment of the functionality of HDL particles. Here, we report a multi-omic

investigation of the first administration of recombinant HDL (rHDL) particles in a severe COVID-

19 patient in an intensive care unit. Plasma ApoA1 increased and HDL-C decreased after each

recombinant HDL injection, suggesting that these particles were functional in terms of reverse choles-

terol transport. The proportion of large HDL particles also increased after injection of recombinant

HDL. Shotgun proteomics performed on HDLs isolated by ultracentrifugation indicated that ApoA1

was more abundant after injections whereas most of the pro-inflammatory proteins identified were

less abundant. Assessment of Serum amyloid A-1, inflammatory markers, and cytokines showed

a significant decrease for most of them during recombinant HDL infusion. Our results suggest

that recombinant HDL infusion is feasible and a potential therapeutic strategy to be explored in

COVID-19 patients.

Keywords: COVID-19; lipoprotein; HDL; proteomics; CER-001; case-report; sepsis; cytokines;

inflammation

1. Introduction

High-density lipoproteins (HDL) belong to a family of particles characterized by
their ability to transport cholesterol from peripheral tissues to the liver, which confers
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them cardiovascular protective effects [1,2]. In addition to their reverse cholesterol trans-
port function, HDLs exhibit pleiotropic endothelioprotective properties, including anti-
inflammatory, anti-apoptotic, anti-thrombotic, and antioxidant functions [3–8]. HDLs also
have the ability to neutralize lipopolysaccharide (LPS) and promote its clearance, giving
them anti-infectious effects [9–11]. During acute inflammatory states, recent clinical studies
have highlighted the fact that HDL-cholesterol (HDL-C) levels are low [12–16] and HDL
particles are qualitatively altered leading to their dysfunction [17–21], which prevent them
from exerting their protective functions in pathologies such as sepsis where endothelial
function is highly compromised. In this context, preclinical studies have investigated the
interest of injecting recombinant or reconstituted HDLs in animal models of sepsis [22–28].
These studies have highlighted the interest of these injections with a drastic reduction in
mortality, an improvement in organ dysfunctions and inflammation markers, making it
possible to envisage future clinical trials in septic patients [29].

Coronavirus 2019 disease (COVID-19), which is caused by severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), was first detected in December 2019, declared a global
pandemic in March 2020, and has caused more than 5 million deaths worldwide [30,31].
Several studies, including ours [32], have reported significant changes in the lipid profile of
COVID-19 patients.

As in bacterial sepsis, HDL-C concentration is low during COVID-19 and several stud-
ies have shown a correlation between this low HDL-C level and morbi-mortality [32–36]. In
a recent study in severe COVID-19 patients compared to controls, our team showed major
changes in the HDL proteome with, in particular, less apolipoprotein A-I and paraoxonase
1 and more pro-inflammatory proteins such as serum amyloid A (SAA-1 and 2) [37]. In
addition, HDLs from patients were less protective in TNFα-stimulated endothelial cells
and inhibition of apoptosis by HDL isolated from COVID-19 patients was btunted relative
to HDLs from controls. Recently, in a pilot study involving COVID-19 patients, NMR
spectroscopy was used and showed a reduced number of HDL particles, in particular, a
low number of small functional HDL particles [38]. Overall, the HDL profile of COVID-19
patients appears to be quite similar to that of patients with bacterial sepsis with a drastic
decrease in HDL-C concentration, changes in HDL proteome and size, and impaired pro-
tective effects. These data support the potential of administering functional HDL particles
in COVID-19 patients. Several pharmaceutical companies have developed apoA1 nanopar-
ticles reconstituted from recombinant ApoA1 or ApoA1 isolated from human plasma in
combination with phospholipids (rHDL). Despite disappointing effects on cardiovascular
disease [39–41], these rHDL particles were found to be safe when intravenously injected
to patients [42,43] and display antioxidant and anti-inflammatory properties similar to
those of plasma-isolated HDLs [44,45]. Recently, intravenous administration of rHDLs in
patients with familial lecithin–cholesterol acyltransferase (LCAT) deficiency, has shown
very promising renal and ophthalmologic results [46,47].

Here we present an exploratory multi-omics study of the first intravenous administra-
tion of rHDL particles in a severe COVID-19 patient in an intensive care unit (ICU).

2. Case Report

2.1. Clinical Presentation of the Case Report

A 66-year-old woman with overweight, hypothyroidism, and chronic obstructive
pulmonary disease, was hospitalized in ICU for severe COVID-19 requiring high-flow
oxygen therapy alternating with noninvasive ventilation on admission. Corticosteroids
were administered daily from admission to the ICU for seven days. Because the clinical
course was rapidly unfavorable, with, in particular, severe hypoxemia, compassionate
administration of recombinant HDL particles (rHDL, CER-001, Abionyx Pharma, Labège,
France) was initiated on the first day with a temporary authorization for use (authorization
number 58489 from the French National Agency for the Safety of Medicines and Health
Products) and after informed consent. Abionyx Pharma did not have access to the data
during the treatment period and was not involved in the drafting of the manuscript or the
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decision to submit it for publication. rHDLs were injected intravenously every 12 h for 3
consecutive days after ICU admission. EDTA plasma was collected before (H0, H12) and
3 h after rHDL injection (H3 and H15). Additional plasma samples were obtained on Days
4, 5, 6, and 7. Laboratory tests at admission and during the patient’s hospitalization in the
ICU are described in Table 1. Despite relative stability of the patient’s respiratory function
during CER-001 treatment with high-flow oxygen therapy and noninvasive ventilation,
the patient inexorably deteriorated on day 4, requiring intubation on day 5. The evolution
was marked by a severe acute respiratory distress syndrome motivating the administration
of a neuromuscular blocking agent and prone positioning without a positive effect on
oxygenation. The evolution was unfavorable, and the patient died on Day 7.

2.2. Lipid Profile after rHDL Injections

Different studies have reported that in addition to decreased HDL-C levels, the entire
lipid profile is altered in severe COVID-19. Indeed, both total cholesterol, HDL-C, and LDL-
C levels are decreased in bacterial sepsis as well as in severe COVID-19. Here, we show that
total cholesterol levels were not significantly impacted by CER-001 injections (Figure 1a,b)
and that LDL-C levels were low but in the normal range at admission (1.92 mmol/L) and
fell to minimal values at D3 (0.33 mmol/L). LDL-C increased slightly after the 3rd to 6th
injections of rHDLs and returned to basal concentrations during the patient’s worsening
phase (from D4 to D7) (Figure 1c), but without a significant impact of rHDL injections
(Figure 1d). At admission, HDL-C levels were normal (1.26 mmol/L). Interestingly, HDL-C
decreased 3 h after each rHDL injection, suggesting that these particles were functional
in terms of reverse cholesterol transport (Figure 1e,f). Noteworthy, the injected rHDL
particles (CER-001) do not contain cholesterol and are composed only of phospholipids and
ApoA1. Given that HDL-C concentration is determined by quantification of the cholesterol
contained in the non-apoB lipoproteins, the reduction in HDL-C levels following rHDL
injections may be due to an improved cholesterol transport to the liver and subsequent
elimination. Triglyceride levels increased during the hospitalization period and fell after
the patient’s condition deteriorated (Figure 1g). CER-001 had no significant effect on
triglyceride levels 3 h after injection (Figure 1h).
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Table 1. Laboratory test of the patient during ICU hospitalization.

Laboratory Tests During CER-001 Treatment After CER-001 Treatment

Day 1 Day 2 Day 3
Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

H0 H3 H12 H15 H0 H3 H12 H15 H0 H3 H12 H15

Leukocytes (×109/L) 5.41 5.67 9.17 10.47 8.62 10.48 9.88 20.74 19.39 36.64

Neutrophils (×109/L) 4.07 4.55 7.08 8.97 6.41 8.76 7.68 18.67 17.01 31.07

Hemoglobin (g/dL) 13.8 13.7 12.7 13.1 11.7 12.6 11.8 11.7 11.4 12.1

Platelets (×109/L) 217 250 265 298 212 273 255 173 255 278

Protein (g/L) 75 77 76 71 76 68 73 64 64 66 71 64 65 68 63 64

Creatinine (µmol/L) 41 43 43 47 43 43 45 44 43 45 40 36 41 49 46 73

AST (U/L) 44 49 46 45 46 54 63 52 54 60 76 63 65 58 34 65

ALT (U/L) 59 62 67 63 67 72 83 74 77 82 112 97 101 108 87 127

Lactates (mmol/L) 0.9 0.9 1 0.9 1 1.2 1 1.3 1.3 1.1 1.1 1.3 3.8

CRP (mg/L) 147 124 110 98 72 70 62 48 33 36 48 54 65 202 315 265

Total cholesterol (mmol/L) 3.78 4.62 4.32 4.45 3.85 4.71 5.24 5.04 4.92 5.70 5.65 5.48 5.59 4.02 4.47 4.98

HDL-C (mmol/L) 1.26 0.86 1.03 0.75 0.94 0.64 0.97 0.74 1.02 0.69 1.17 0.80 1.12 1.44 0.78 0.74

Triglycerides (mmol/L) 1.34 2.19 2.61 3.11 3.81 4.11 4.72 4.47 4.82 5.28 5.39 4.69 5.47 2.01 2.60 3.44

LDL-C (mmol/L) 1.92 1.89 1.21 1.05 0.59 0.74 0.44 0.48 0.33 0.57 0.31 0.43 0.37 1.04 1.82 2.33

ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; CRP: C-reactive protein; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol.
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 Figure 1. Changes in total cholesterol (TC), LDL-C, HDL-C, and triglyceride profiles during CER-001 treatment. TC, 
LDL-C, HDL-C and TG were determined using an enzyme kit (CHOL, HDL-C, LDL-C, TRIG methods, Dimension VISTA 
System, Siemens Healthineers) at all time points, entire methods are exposed in Supplemental file 1.  The patient 
received two injections of CER-001 per day for three days with a 12-hour interval between each injection 
represented by the syringes and dotted lines. On day 5, the patient entered a critical phase represented by a solid 
line at D5. Plasma was collected in EDTA tubes at different times: 0h: before CER-001 injection, +3h: 3h after the 
first injection, +12h: 12h after the first injection and before the second injection, +15h: 15h after the first injection 
and 3h after the second injection. (a) Total cholesterol levels during the treatment period before and after 3h 
after each CER-001 injection (b). (c-f) LDL-C and HDL-C levels during CER-001 treatment. (d,f) Changes in LDL-C 
and HDL-C 3 hours after CER-001 injection. (g,h) Triglyceride levels during CER-001 treatment. A paired t-test was 
performed to compare TC, LDL-C, HDL-C and triglyceride values between 0h and 3h after CER-001 injection, **** 
p <0.0001 and ns p >0.05.  
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Figure 1. Changes in total cholesterol (TC), LDL-C, HDL-C, and triglyceride profiles during CER-001

treatment. TC, LDL-C, HDL-C, and TG were determined using an enzyme kit (CHOL, HDL-C, LDL-C,

TRIG methods, Dimension VISTA System, Siemens Healthineers) at all time points, entire methods

are exposed in Supplementary File S1. The patient received two injections of CER-001 per day for

three days with a 12 h interval between each injection represented by the syringes and dotted lines.

On day 5, the patient entered a critical phase represented by a solid line at D5. Plasma was collected

in EDTA tubes at different times: 0 h: before CER-001 injection; +3 h: 3 h after the first injection; +12 h:

12 h after the first injection and before the second injection; +15 h: 15 h after the first injection and 3 h

after the second injection. (a) Total cholesterol levels during the treatment period before and 3 h after

each CER-001 injection (b). (c–f) LDL-C and HDL-C levels during CER-001 treatment. (d,f) Changes

in LDL-C and HDL-C 3 h after CER-001 injection. (g,h) Triglyceride levels during CER-001 treatment.

A paired t-test was performed to compare TC, LDL-C, HDL-C, and triglyceride values between 0 and

3 h after CER-001 injection, **** p < 0.0001 and ns p > 0.05.



Biomedicines 2022, 10, 754 6 of 16

2.3. Lipoprotein Particle Size Analysis by Lipoprint

The size of lipoprotein particles is often correlated with their properties and/or func-
tionality. LDL and HDL particle size was assessed by nondenaturing, nonreducing elec-
trophoresis (Lipoprint technique, Quantimetrix, Redondo Beach, CA, USA). The Lipoprint
analysis was consistent with the U-shaped curve of LDL-C levels, with a significant de-
crease, especially of small LDL particles, that was almost undetectable after the first rHDL
injections, to rise weakly at the critical phase, outside the period of rHDL injection (D5–7)
(Figure 2a). More interestingly, we show an increase in the proportion of large HDL parti-
cles 3 h after CER-001 injection, in parallel with a decrease in intermediate-sized particles
(Figure 2b–e). This result is expressed as % HDL-cholesterol and reflects the distribution
of HDL particles of different sizes containing Sudan black-stainable lipids (native rHDL
are poorly stained by this dye). The increase in large HDL particles reflects the ability of
injected rHDL to accept and transport cholesterol/cholesterol esters. It is consistent with
the decrease in total HDL-C levels observed 3 h after rHDL injection, suggesting their
maturation and increased catabolism (hepatic clearance).

Although non-significantly different after repeated injections of rHDL, the percentage
of small HDL particles was slightly increased during the first 3 days and an inverse trend
paralleled the worsening of the patient’s condition on days 5, 6, and 7 (Figure 2f,g). These
results are consistent with previous studies that report that small HDL particles are more
antioxidant and anti-inflammatory, whereas large HDL particles are less protective.

2.4. Apolipoprotein Concentration in Plasma

Given that rHDLs consist of recombinant apoA1 and phospholipids, we tested for
potential changes in the patient’s plasma apolipoproteins (including apoA1) that might
reflect lipoprotein remodeling during and outside the period of injections. ApoA1 levels
were determined by three different techniques: ELISA, Western blot (Figure 3), and mass
spectrometry, which also allowed quantification of various other apolipoproteins (Apo(a),
ApoA-II, Apo A-IV, Apo B100, Apo(a), Apo C-I, Apo C-II, Apo C-III, Apo D, Apo E, Apo H,
Apo J, Apo M, Apo L1). As expected, plasma apoA1 increased after the different injections
to reach a maximum concentration 3 h after the 4th and 5th injections (0.80 and 0.85 g/L).
The same trend was observed by ELISA and Western blot, as well as by mass spectrometry.
The plasma concentration of apolipoproteins other than ApoA1 did not vary significantly
after the rHDL injections.
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Figure 2. Changes in lipoprotein particle size during CER-001 treatment as determined by Lipoprint

analysis. LDL and HDL subclasses were separated from 25 µL of plasma by non-denaturing non-

reducing electrophoresis according to particle size. (a) Lipoprint analysis of small and large LDL

particles. After the first 2 injections of CER-001, small LDL particles were no longer detectable

during the rest of the treatment period (100% of large LDL particles). (b–g) Lipoprint analysis of

HDL fractions. Kinetics of HDL particle size changes during CER-001 treatment, showing (b) large,

(d) intermediate, and (f) small HDL fractions. Comparison before and 3 h after CER-001 injections

(c,e,g). A paired t-test was performed to compare the percentages of large HDLs, intermediate HDLs,

and small HDLs before (0 h) and 3 h after CER-001 injection, * p < 0.0332 and ns p > 0.05.
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Figure 3. Plasma apolipoprotein A-I (Apo A-I) levels following patient treatment with CER-001.

Apolipoprotein A-I concentrations were measured in plasma diluted 1:40,000 (Mabtech Inc ELISA kit,

3710-1HP2, Nacka Strand, Sweden) as detailed in Supplementary File S1. The patient received two

injections of CER-001 per day over three days with a 12 h interval between each injection represented

by the syringes and dashed lines. On day 5, the patient enters a critical phase represented on the

graph (a) by a continuous line at D5. Plasma was collected before (0 h, +12 h) and 3 h after (+3 h,

+15 h). Apolipoprotein A-I levels were assessed in patient plasma by ELISA (a,b) and Western blot

(c). (a) Plasma was diluted 1:40,000. Apolipoprotein A-I concentration is provided in g/L. Each point

represents the mean ± SD of 3 independent experiments. (b) Comparison of ApoA1 levels before and

3 h after CER-001 injections. ** p < 0.01. (c) Western blot analysis of patient plasma at all time points.

Plasma was diluted 1:200 and 8 µL were analyzed with an antibody specific for apolipoprotein A-I,

to confirm the ELISA results.

2.5. Shotgun Proteomics on Isolated HDL Particles Following CER-001 Injections

Whereas total plasma apolipoproteins were not significantly altered, we hypothesized
that CER-001 injections may result in changes in the HDL proteome. Shotgun proteomics
was performed by LC-MS/MS after trypsin digestion of 5 micrograms of HDLs isolated
by ultracentrifugation as described previously [37] and detailed in Supplementary File S1.
The results presented in the Figure 4 were generated from the same amount of total pro-
tein initially digested before mass spectrometry analysis. Additional normalization was
performed by assuming that the total amount of peptides present in each sample was
the same. ApoA1 was more abundant in HDLs isolated 3 h after CER-001 injections
whereas most of the other differential proteins identified were less abundant (Figure 4a,b).
These proteins include Alpha-1 acid glycoprotein 2, Apha-1 antichymotrypsin, Alpha-2
antiplasmin, Anthrax toxin receptor 2, Apo A-V, Apo B-100, Apo F, CD44 antigen, Fibrino-
gen alpha and gamma chain, Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase, Plasma protease
C1 inhibitor, Prelycysteine oxidase 1, Pulmonary surfactant-associated protein B, Serum
paraoxonase/arylesterase 1, and Vitronectin. These results suggest that rHDL supple-
mentation results in the formation of ApoA1-enriched HDLs, whose turnover may be
increased, promoting the clearance of proteins associated with normal or pathological HDL
particles such as pulmonary surfactant-associated protein B or SAA-1 (Figure 4c–g). As
shown in Figure 4h, Western blot analysis globally confirmed the results obtained by mass
spectrometry. For instance, SAA-1 was significantly less abundant in HDL particles isolated
during the CER-001 treatment period. This hepatic acute phase protein was abundant in
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HDLs isolated from the patient at admission, and began to decrease after the 2nd injection,
reaching its minimal levels at D2–3, after the 3rd to 5th injections. HDL-SAA increased
significantly at D4, 5, 6, and 7, paralleling the deterioration of the patient.

Figure 4. Change in HDL protein cargo during CER-001 treatment. The patient’s HDLs were isolated

by ultracentrifugation. In total, 5 µg of patient HDL were alkylated, reduced, digested with TPCK-

trypsin, and acidified. The digested peptides were then recovered, desalted with PierceTMpeptide

desalting spin columns, and dried. Peptides were resuspended in 20 µL of ACN with 0.05% TFA

and then analyzed by online nano-LC using an Ultimate 3000 NCS-3500 RS system coupled with a

nanospray-ionization mass spectrometer (NSI)-Q-Orbitrap (Q Exactive Plus, Thermo Fisher Scien-

tific, Bremen, Germany). Protein identification and quantification were performed using Proteome

discoverer software. The entire method is described in Supplementary File S1. Shotgun analysis by
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nano-LC-MS/MS was performed on HDL preparation at all time points. (a) Changes in relative HDL

protein abundance at 0 and 3 h after CER-001 injections were expressed as Log 2 (abundance ratio)

(3 h/0 h). (b) Variations in HDL protein abundance 3 h after CER-001 injection. Protein abundance

is defined as the protein abundance index (P.A.I.) expressed as a percentage. The bars in the graph

represent the mean of percent intensity ± SD. A multiple paired t-test was used with the two-step

post hoc method of Benjamini, Krieger, and Yekutieli with FDR set at 1% to adjust the p-value.

** p < 0.0021, *** p < 0.0002, **** p < 0.0001 compared with 0 h after CER-001 injection. Percentage

change in apolipoprotein A-I (Apo A-I) (c), serum-amyloid A-1 (SAA-1) (d), pulmonary surfactant-

associated protein B (e), paraoxonase/arylesterase-1 (PON-1) (f), and alpha-1-acid glycoprotein-2

(AGP-2) (g) during and after CER-001 treatment. (h) Western blot analysis HDL at all time points. A

total of 5 µg of HDL per lane was transferred and analyzed with specific antibodies for apolipoprotein

A-I, SAA-1, PON-1, and acidic alpha-1-glycoprotein (AGP).

2.6. Assessment of Plasma Inflammatory Markers Following CER-001 Injections

SAA-1 is an acute phase protein reported to replace ApoA1 and to render HDLs
dysfunctional and pro-inflammatory. Given that under inflammatory conditions, SAA-1 is
primarily associated with HDLs, we tested whether HDL-SAA-1 could reflect its plasma
levels. As shown in Figure 5a by Western blot on plasma samples, SAA-1 showed the
same trend as in isolated HDL particles. On admission, SAA-1 levels were elevated and
decreased during the rHDL injection period, only to increase again during the deterioration
phase. Similarly, C-reactive protein (CRP), which is not associated with HDLs, showed the
same trend and its abundance correlated well with that of SAA-1 (Figure 5b). Assessment
of inflammatory cytokines and other markers by multiplexed ELISA showed a significant
decrease for most of them at D2 before a peak was observed at D4 when the patient’s
condition deteriorated, especially for IL-6, IL-1beta, and IL-8 (Figure 5c).

Figure 5. Markers of inflammation in plasma after CER-001 injections. The levels of IL-1b, IL-6,
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and IL-8 were quantified from 1:2 diluted plasma using Luminex xMAP technology. Cytokine

concentrations were determined using the Human Custom ProcartaPlex 12-plex kit. The method is

detailed in Supplementary File S1. (a) Western blot analysis of acute phase proteins in the patient’s

plasma. Plasma was diluted 1:40,000, separated to constant volume (8 µL), and analyzed with

antibodies specific for C-reactive protein (CRP) and serum amyloid A-1 (SAA-1) after blotting.

(b) Positive correlation between CRP and SAA-1 after quantification of Western blots (r = 0.93,

p < 0.0001, Pearson correlation). IL-1b (c), IL-6 (d), and IL-8 (e) concentrations were determined by

Bioplex from 1:2 diluted plasma.

3. Discussion

Beyond the initial phase of viral infection by SARS-CoV-2, the host response is charac-
terized by an inflammatory storm mediated by the release of cytokines and acute phase
proteins that participate in potential clinical complications. Numerous molecular targets
have been proposed and a plethora of potential therapeutic agents have emerged to combat
this post-infection phase that is critical for the clinical outcome of patients [48]. Oxidative
stress is also a hallmark of SARS-CoV-2 pathogenesis and antioxidant therapies have, thus,
been proposed to alleviate COVID-19 complications [49]. The pleiotropic properties of
high-density lipoproteins (HDLs), in addition to their lipid transport function, include anti-
inflammatory, antioxidant, anti-thrombotic, and overall endothelial protective effects [50]
that may be beneficial in mitigating the inflammatory storm characterizing COVID-19. In
addition, as previously reported for bacterial sepsis, HDL-cholesterol levels are markedly
decreased in COVID-19 patients and may be related to disease severity [32,33,51]. Sup-
plementation with reconstituted or recombinant HDLs (rHDLs, respectively made with
apoA1 isolated from human plasma or by genetic engineering) have shown significant
anti-inflammatory effects both in vitro and in vivo, in preclinical or clinical studies. In
humans, several studies have reported the safety of intravenous injections of rHDLs in
different clinical settings ranging from diabetes [52,53] and dyslipidemia [54] to atheroscle-
rosis [40]. In the present study, we sought to investigate for the first time the inflammatory
and lipoprotein profiles of a patient with severe COVID-19 who received six intravenous
injections of rHDLs (CER-001, Abionyx Pharma) in an intensive care unit, benefiting from a
temporary authorization for use.

On admission, the lipid profile was normal, with low LDL-C levels, but within the
normal range. LDL-C levels decreased significantly during the period of rHDL infusion. In
a previous study using the same source of rHDL (CER-001) in familial hypoalphalipopro-
teinemia (FHA), the authors showed a slight decrease in LDL-C levels 1 h after injection
followed by an increase in non-esterified cholesterol and a decrease in esterified cholesterol
maintained for 8 h [55]. Here, the decrease in LDL-C cannot be attributed solely to rHDL
injections but rather to COVID-19 severity, as reported in several studies [35,56,57]. Fur-
thermore, we show that HDL-C was significantly decreased 3 h after CER-001 injections,
whereas ApoA1 concentration was increased. This is not in line with previous studies
showing an increase in both HDL-C and ApoA1 after injection of rHDLs (CSL111) in
diabetic and FHA subjects (CER-001) [55,58]. Here, it can be hypothesized that there is an
increase in the clearance of HDL-C particles, as shown in bacterial sepsis, resulting in a
decrease in HDL-C. In addition, the reduced cholesterol efflux capacity could participate in
this decrease in HDL-C, as described in endotoxemia [59]. However, in our study, Lipoprint
analysis demonstrated an increase in large size HDL particles, suggesting that injected CER-
001 may have matured into large HDLs. In mice, injection of rHDLs (CSL-111) induced an
increase in HDL particle size with cholesterol enrichment, suggesting remodeling due to
increased cholesterol efflux capacity [60]. Enrichment of large HDL particles was reported
in bacterial sepsis [21] and a decrease in small, pre-beta HDL particles was observed by
NMR in endotoxemia [59].

In the present study, we sought to assess the composition of HDLs after isolation by
ultracentrifugation, the standard reference method used to study these lipoproteins. Under
inflammatory conditions, including COVID-19, the composition of HDLs is profoundly
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altered. We and others have previously shown that SAA (serum-amyloid A)-containing
HDLs are dysfunctional and exhibit attenuated endothelial protective effects, particularly
under inflammatory conditions, such as COVID-19 [37]. Here, we show that at admission,
this acute-phase protein reported to replace ApoA1 in HDLs was highly abundant relative
to control HDLs isolated from healthy subjects in which SAA-1 was almost undetectable.
HDL-SAA decreased after rHDL injections to minimal levels at D2–3 after the 4th and
5th injections, and then increased significantly again at D4, 5, 6, and 7, reflecting the
deterioration of the patient. It is likely that the last injection of rHDLs (D3H12) was not
sufficient to bind and eliminate SAA-1, which is abundantly secreted by the liver into the
plasma. Except for ApoA1, all other HDL-associated proteins, including those related to
inflammation, were decreased after injection of CER-001, suggesting improved clearance
of pro-inflammatory HDL particles and potentially a better bioavailability of functional
ApoA1 nanoparticles. Indeed, even if after injection, HDL particles are mainly enriched
in ApoA1, which alone exerts most of the pleiotropic protective properties attributed to
HDLs [50]; this may produce beneficial effects in the context of COVID-19.

In agreement with our previous publication [37], a recent proteomic study reported
that HDL cargo was profoundly altered with COVID-19 severity [61], with increased
abundance of several proteins such as SAA-1 and -2, SFTPB, ApoF, and inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H4 while ApoM was more associated with survival in these patients.
In the present study, SAA-1, SFTPB, and ApoF were significantly decreased in HDLs 3 h
after CER-001 injections. SAA-1 renders HDL pro-inflammatory by replacing ApoA1 and
by reducing their cholesterol efflux capacity [62]. SFTPB is a specific marker of the lung
proteome, capable of binding HDLs and altering their antioxidant function [63]. Increased
clearance of these proteins may be beneficial in COVID-19.

We have previously reported that injection of rHDLs (CSL-111) in three different
models of bacterial sepsis in mice reduced inflammation and limited mortality [28]. We also
demonstrated that in severe COVID-19, HDLs from patients had reduced anti-inflammatory
effects [37]. Here, we tested the overall inflammatory burden reflected in plasma by cytokine
production as well as secretion of C-reactive protein and SAA-1 (mainly associated with
HDLs). Plasma CRP followed the same trend as SAA-1 and confirmed a correlation between
the patient’s severity status and acute phase hepatic protein levels.

The multiplexed ELISA analysis performed on inflammatory markers showed a de-
crease for most of them at D2, but without significant effects 3 h following CER-001 injec-
tions. This may be due to the kinetics of production and cellular origin of these cytokines,
which does not allow an immediate impact in plasma a few hours after HDL infusions. An
increase in IL-6, IL-1beta, and IL-8 was observed at D4 when the patient deteriorated. It
appears premature to conclude that the cessation of HDL infusion was the cause of this
increase in pro-inflammatory cytokines, also reflected by the increase in CRP and SAA (in
plasma and both plasma and HDL for the latter).

About 30% of patients admitted in ICU for severe COVID-19 die despite therapeutics.
These therapies combine supportive care (sedation, neuromuscular blockade, mechanical
ventilation, catecholamines, renal replacement therapy) and until recently, only steroids
have shown efficacy in severe COVID-19 pneumonia. In this case report, several expla-
nations can be given such as an immediately refractory respiratory state on admission to
hospital preventing curative action of therapies (corticoids and CER-001) and a respiratory
condition weakened by COPD and overweight which is an unfavorable factor in COVID-19.
Even if it is difficult to draw any conclusion with this case report, it could have been oppor-
tune to continue the CER-001 after day 3 when the patient clinically deteriorated from day
4. Only a randomized, controlled, double-blind study evaluating CER-001 infusion could
be helpful in this context.

The limitations of our study are as follows:

- we report only one case of a patient who received an injection of rHDL.
- the decrease in inflammation after rHDL administration cannot be attributed solely to

this innovative treatment, due to the lack of statistics.
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- Moreover, as recommended, the patient received corticosteroids for 7 days since her
arrival in ICU, which may obviously interfere with our results. While corticosteroids
were continued, the increase in proinflammatory parameters after stopping rHDL
infusion nevertheless raises questions.

In conclusion, our case report shows for the first time that intravenous HDL supple-
mentation is feasible in acute inflammatory conditions such as COVID-19, with a tendency
to limit inflammation. HDLs have been shown to reduce mortality in preclinical models of
bacterial sepsis via their ability to bind and remove circulating lipopolysaccharides. How-
ever, in viral sepsis, less is known about the potential mechanisms by which HDL infusion
may be beneficial, particularly by reducing inflammation and via their endothelial protec-
tive effects. This case report encourages us to carry out a randomized placebo-controlled
trial to evaluate the contribution of rHDL in severe ICU COVID-19 patients.
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C. Discussion et perspectives 

Au cours de cette étude clinique, nous avons montré que la perfusion du CER-001 au cours 

d’un sepsis viral COVID-19 présentait des effets bénéfiques sur certains paramètres 

inflammatoires. Les injections de CER-001 ont induit une diminution des concentrations de 

HDL-C et une augmentation des concentrations en Apo A-I, trois heures après chaque 

injection. De plus, nous constatons une augmentation globale des concentrations de HDL-C 

et d’Apo A-I, au fur et à mesure du traitement. La diminution des concentrations en HDL-C 

trois heures post-injections laisse supposer une augmentation de la clairance des particules 

de HDL endogènes chargées en cholestérol alors que les CER-001 qui sont formés à partir 

d’un mélange de sphingomyéline et de dipalmitoyl phosphoglycérol et ne contiennent pas de 

cholestérol (Tardy et al. 2014). Nous avons aussi montré la formation progressive de grosses 

HDL et la diminution de petites HDL durant le traitement. Cette observation avait également 

été faite sur différents modèles murins de sepsis ayant reçu des injections de CSL-111 

(Tanaka et al. 2020a). Nous avons également montré une diminution de l’inflammation durant 

le traitement, accompagnée d'une diminution des cytokines pro-inflammatoires et des 

protéines de la phase aiguë comme la CRP, AGP-1 et la SAA et par un enrichissement en 

médiateurs anti-inflammatoires comme l'Apo A-I et la PON1. Les changements obtenus 

concernant la composition protéique des HDL de la patiente laissent penser à une inhibition 

de la dysfonction de ces nanoparticules durant la COVID-19. Cependant, notre étude 

présente une limite notable qui est de tirer des conclusions sur la base de résultats obtenus 

sur une unique patiente. Il serait pertinent de réaliser l’infusion de CER-001 en addition des 

thérapies de la COVID-19, pour confirmer nos observations. 

 

Dans la première étude où il était utilisé, le CER-001 a montré des effets anti-

inflammatoires sur des HUVEC activées par du LPS. In vivo chez la souris, son administration 

a induit une diminution de la concentration en HDL-C et était associée à une augmentation 

de l’efflux du cholestérol dans le plasma (Tardy et al. 2014). Ces résultats confortent les 

observations faites chez la patiente ayant reçu les perfusions de CER-001 en plus des 

corticostéroïdes utilisés en thérapie contre la COVID-19. 
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La dose perfusée au cours de notre étude était de 10 mg/kg de CER-001 avec une 

perfusion de CER-001 toutes les 12h et sur 3 jours. Actuellement, la pharmacocinétique du 

CER-001 qui a été réalisée uniquement chez des sujets sains a montré une tolérance pour 

une dose de 45 mg/kg (Keyserling et al. 2017). Aucune étude pharmacocinétique et de 

tolérance au CER-001 n'avait été réalisée sur des patients en situation de sepsis. Une option 

serait de déterminer la dose maximale à perfuser à des patients en situation de sepsis 

bactérien ou viral, en fonction de leur situation clinique car dans notre étude la dose a été 

uniquement de 10 mg/kg de CER-001. 

 

Une étude publiée quelques mois après la nôtre, a évalué la perfusion de CER-001 chez 

quatre patients atteints d’une forme grave de la COVID-19 en utilisant la même dose que 

nous, c'est-à-dire 10 mg/kg. Ils ont montré une amélioration des fonctions respiratoires des 

patients dès le début de la thérapie et ils ont aussi observé une diminution des cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-8) durant le traitement (Faguer et al. 2022). Les résultats de cette 

étude vont dans le même sens que ceux obtenus chez notre patiente.  

 

Au vu des résultats bénéfiques obtenus après les injections de CER-001 pour traiter 

la COVID-19, il serait pertinent d’évaluer l’efficacité de ce traitement pour d’autres états 

d’hyper-inflammation, virale ou bactérienne.  

Au cours d’une infection par le virus de la dengue, les concentrations en Apo A-I et en HDL-

C chutent également drastiquement comme au cours de la COVID‑19 alors que l’Apo A-I 

montre des effets antiviraux et anti-inflammatoires contre la dengue (Coelho et al. 2021). La 

dengue est une infection virale causée par le virus de la dengue, transmise par le moustique, 

elle est répandue dans les régions tropicales et subtropicales. La Réunion et la moitié du 

monde sont touchées par ces épidémies de dengue, pour laquelle aucune thérapie n’existe 

actuellement, mise à part deux vaccins, DENGVAXIA et Qdenga, dont l’efficacité reste à 

prouver. Par conséquent, l’évaluation d’une thérapie reposant sur la perfusion de HDL 

mimétiques au cours de la dengue est à envisager afin de limiter ses formes graves. Au cours 

de l’étude de Coelho et al., les auteurs ont aussi montré que l’effet antiviral de l’Apo A-I était 

porté par l’un de ses peptides, le peptide 4F (Coelho et al. 2021). L’utilisation d’un peptide 

de l’Apo A-I pourrait être aussi efficace que l’Apo A-I entière. L’utilisation de ces peptides 

mimétiques est très attractive notamment en raison de leur faible coût, leur facilité de 

production, de contrôle qualité et de sécurité. Le développement de HDL mimétiques à partir 

de ces peptides est une voie qui est déjà développée avec l'ETC-642.  
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Le CER-001 a toutefois déjà été testé récemment chez des patients en situation de 

sepsis bactérien et sur un modèle in vivo de souris sepsis comme nous l’avons mentionné 

dans la synthèse bibliographique. Le CER-001 a montré des effets anti-inflammatoires, anti-

infectieux et vasculo-protecteurs dans des modèles in vitro, in vivo et sur des patients atteints 

de sepsis dû à une infection par une bactérie Gram négatives. Dans les modèles in vivo, le 

CER-001 favorise l’excrétion du LPS dans la bile et améliore leur survie. Chez l’Homme, les 

injections de CER-001 a diminué la tempête cytokinique, l’endotoxémie et la dysfonction 

endothéliale. L’injection de CER-001 a amélioré la survie des patients souffrants de sepsis, 

sans altérer les fonctions rénales et hépatiques (Stasi et al. 2023). Dans notre étude, il serait 

pertinent d’évaluer les effets des CER-001 en situation d’infection par le SARS-CoV-2 dans 

un modèle de hamster. Cette étude in vivo, permettrait de compléter nos observations 

obtenues sur notre étude sur l’unique patiente ayant reçu une thérapie de CER-001. En effet, 

l’étude des injections de CER-001 ou par d’autres voies d’administration dans un modèle in 

vivo permettrai d’apprécier la biodistribution, d’évaluer les effets anti-inflammatoires et 

éventuellement antiviraux des CER-001 durant une infection par le SARS-CoV-2.  

 

L’utilisation du CER-001 au cours des infections a été lancée nouvellement. Il serait 

pertinent d’évaluer l’efficacité du CSL-112 au cours des septicémies. En effet, son 

prédécesseur, le CSL-111 a déjà montré des effets bénéfiques au cours du sepsis en modèle 

préclinique (Tanaka et al. 2020a) et chez l’Homme (Pajkrt et al. 1996). Aucune étude ne 

porte sur l’utilisation des CSL-112, au cours d’un sepsis tant bactérien que viral. L’évaluation 

de l’efficacité anti-inflammatoire et anti-infectieuse des CSL-112, contribuerait à l’ajout d’une 

nouvelle thérapie reposant sur les HDL mimétiques au cours d’un sepsis. 

 

Nous avons montré au cours de nos précédentes études, une diminution des 

concentrations en PON1 sur les HDL en situation inflammatoire. Il serait pertinent d’optimiser 

les HDL mimétiques en les enrichissant en PON1 afin de les administrer pour pallier leur 

déficience pendant la maladie. L’utilisation de HDL en tant que vecteur thérapeutique est déjà 

établie et a déjà été réalisée dans différentes études (Ben-Aicha et al. 2020). 
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Pour conclure, notre dernière étude a montré l’intérêt manifeste d’une thérapie 

reposant sur l’injection de HDL mimétiques au cours d’un sepsis viral. Nous avons montré 

une diminution globale de l’état inflammatoire de la patiente inclue dans l’étude. Cependant, 

l’interprétation des résultats et les conclusions qu’on en tire peuvent être sujets à caution 

dans la mesure où notre étude ne compte qu’une seule patiente. Il serait donc pertinent de 

renouveler une analyse sur plus de patients en situation de sepsis viral.  

.  
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Les travaux de recherche de ma thèse apportent de nouveaux éléments de 

compréhension des perturbations du métabolisme des lipoprotéines pouvant apparaître lors 

d’une infection virale.  

Au cours de la première partie de mon travail, j’ai pu évaluer l’impact de l’infection 

virale sur le métabolisme des lipoprotéines et recherché des marqueurs associés à la sévérité 

de l’infection. Dans cette étude, j’ai mesuré les différentes concentrations d’apolipoprotéines 

et mis en évidence une importante perturbation dans le métabolisme des lipoprotéines riches 

en triglycérides pouvant expliquer l’augmentation des triglycérides durant la COVID-19 

(Figure 37). J’ai aussi démontré une altération possible au niveau de la maturation des HDL, 

justifiant possiblement les concentrations basses en HDL-C. J’ai également mesuré des 

apolipoprotéines présentant des fonctions autres et non impliquées dans le métabolisme des 

lipoprotéines telles que les Apo J, M, H (Figure 37). Ces différentes apolipoprotéines sont 

diminuées lors de l’infection, suggérant une implication dans les altérations endothéliales 

observées au cours de la COVID-19 comme la perméabilité vasculaire et les différentes 

thromboses contribuant aux dysfonctions des organes (Teuwen et al. 2020; Martínez-

Salazar et al. 2022). De plus, j’ai démontré que les Apo H, J et M se retrouvent diminuées 

significativement chez les patients non survivants. Ces observations suggèrent qu'il est 

envisageable de concevoir un outil de prédiction du devenir du patient fondé sur les 

concentrations de ces apolipoprotéines dans le plasma. Cependant, le développement de ce 

test pronostique nécessiterait la mise en place d’une étude multicentrique, avec la collecte 

de plasma provenant de patients atteints de la COVID-19 et présentant des signes cliniques 

allant de symptômes bénins à la grippe sévère, en passant par les pneumonies aiguës et 

allant jusqu’à la mort. Cette étude permettrait d’évaluer les concentrations plasmatiques des 

différentes apolipoprotéines, afin de confirmer leur valeur pronostique et adapté le traitement 

et la prise en charge des patients. 

Dans le but de parvenir à une bonne compréhension du métabolisme des 

lipoprotéines en situation d’infection virale, il serait pertinent de compléter les mesures de 

concentration d'enzymes impliquées dans le métabolisme comme la CETP, la LPL, l’HL et la 

PLTP. À ce jour, nous envisageons de doser les peptides signatures de la CETP et de la PLTP 

en spectrométrie de masse (Figure 37). Et parallèlement il serait également pertinent de 

mesurer l’activité de ces différentes enzymes directement dans le plasma des patients.  
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Jusqu’à présent, la caractérisation des lipoprotéines a été principalement réalisée 

dans le cadre des maladies diabétiques et cardiovasculaires. L’importance de la mesure de 

la qualité des lipoprotéines est grandissante dans différentes pathologies, justifiant 

l’exploration de la caractérisation structurale et fonctionnelle de celles-ci. Peu d’études ont 

été menées sur la caractérisation des lipoprotéines en situation de sepsis bactérien et encore 

moins lorsqu’il est d’origine virale. La seconde partie de mon travail de thèse apporte de 

nouveaux éléments sur la caractérisation compositionnelle, structurale et fonctionnelle des 

lipoprotéines en situation d’infection virale. J’ai pu montrer un enrichissement en protéines 

de la phase aiguë (SAA, AAT, AGP-1) dans les HDL au cours de la COVID-19 et parallèlement 

une perte de nombreuses apolipoprotéines dont l’Apo A-I, l’Apo M mais aussi d'enzymes 

antioxydantes comme les paraoxonases 1 et 3 (Figure 38). La modification de la composition 

protéique de ces HDL peut être à l'origine d'une perte des fonctions anti-inflammatoires et 

anti-apoptotiques. En raison de la perte des enzymes antioxydantes, nous émettons 

l’hypothèse que les HDL ont aussi perdu cette fonction. La mise en place d’un test mesurant 

la capacité antioxydante des HDL en plaque 96 puits pour un criblage à haut débit est 

actuellement en cours.  

 

Lors de mon travail, j’ai aussi mis en évidence une perturbation dans la distribution 

des sous-populations de lipoprotéines pouvant apparaître au cours de la COVID-19. Les 

patients présentent en effet un profil lipoprotéique athérogène avec des concentrations 

élevées en LDL petites et denses et en VLDL, et des concentrations basses en grosses LDL 

et en HDL. Une étude publiée récemment réalisée sur des patients COVID-19 et utilisant la 

RMN pour l’analyse du profil des sous-populations de lipoprotéines, a montré des résultats 

similaires aux nôtres obtenus par la technique d'électrophorèse en tube sur gel de 

polyacrylamide Lipoprint (Ballout et al. 2021). La RMN constitue une méthode d'analyse plus 

avancée et plus précise pour étudier les lipoprotéines et leurs sous-populations. Il apparait 

donc pertinent de conforter nos résultats en réalisant l’analyse des différentes lipoprotéines 

par RMN, afin de mesurer l’ensemble des sous-populations de lipoprotéines, ainsi que leurs 

concentrations en phospholipides, triglycérides et cholestérol.  
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Au-delà des expériences complémentaires proposées précédemment, ce travail ouvre 

de nouvelles perspectives de développement d’outils pronostics et thérapeutique :  

Tout au long de ma thèse, je me suis focalisé sur l’analyse des lipoprotéines de haute densité 

pendant la COVID-19. Cependant, la caractérisation des HDL est longue, à cause de la 

difficulté de l’isolement des lipoprotéines par ultracentrifugation. Le développement d’outils 

permettant de connaître la fonctionnalité des HDL uniquement par le dosage de marqueur de 

fonctionnalité serait une piste à développer. Parmi les protéines à doser permettant de prédire 

la fonctionnalité de ces nanoparticules figurent les concentrations en Apo A-I, en SAA ou 

encore PON1. Nous avons pu commencer la mise en place du dosage de la SAA directement 

à partir de plasma par une méthode ciblée par spectrométrie de masse.  

Concernant la partie thérapeutique, la stratégie thérapeutique basée sur la 

supplémentation en HDL nécessite encore des perfectionnements, notamment concernant la 

voie d’administration. En effet, les injections d’HDL mimétiques restent encore trop invasives. 

Aussi, il serait pertinent de développer des HDL mimétiques administrable par voie orale, par 

voie intraoculaire ou par aérosolisation dans le contexte d’une thérapie contre une 

inflammation aiguë localisée (Figure 39). Notre laboratoire a d’ailleurs développé une 

technique d’aérosolisation des HDL permettant ainsi de les administrer directement dans les 

poumons, une zone cible pour la COVID-19.  

 

Aussi, les HDL mimétiques transportent principalement de l’Apo A-I. Au-delà de 

l’utilisation de peptides d’Apo A-I, les HDL peuvent être utilisées comme vecteurs de 

molécules anti-inflammatoires, antioxydantes voire anti-infectieuses. Les HDL mimétiques 

peuvent ainsi être enrichies en protéines retrouvées diminuées dans les HDL natives lors de 

la maladie. Elles peuvent aussi être enrichies en miR ou ARN interférent permettant de lutter 

contre l’infection en inhibant la réplication virale (Figure 39).  

 

Enfin, cette démarche de caractérisation des lipoprotéines et de supplémentation en 

HDL mimétiques mériterait d’être étendue à d’autres pathologies infectieuses associées à 

une diminution des concentrations de HDL-C et LDL-C comme la leptospirose, la dengue ou 

encore le sepsis bactérien (Figure 39). 
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Abstract: Diabetes constitutes a major health problem associated with severe complications. In

hyperglycemic conditions, chronically increased oxidation and glycation of circulating components

lead to advanced glycation end-products (AGEs) formation, a key contributor in diabetes complication

progression. In line with literature documenting the beneficial properties of herbal teas, this study

evaluates the antioxidant/glycant properties of Antirhea borbonica (Ab). Ab aqueous extract effects

were tested on human albumin or erythrocytes submitted to methyl glyoxal-mediated glycoxidative

damages. By using mass spectrometry, Ab aqueous extracts revealed to be rich in polyphenols.

All tested biomarkers of oxidation and glycation, such as AGE, ketoamine, oxidized thiol groups,

were decreased in albumin when glycated in the presence of Ab aqueous extract. Ab extract

preserve erythrocyte from methylglyoxal (MGO)-induced damages in terms of restored membrane

deformability, reduced oxidative stress and eryptosis phenomenon. Antioxidant capacities of Ab

extract on erythrocytes were retrieved in vivo in zebrafish previously infused with MGO. These

results bring new evidences on the deleterious impacts of glycation on albumin and erythrocyte in

diabetes. Furthermore, it reveals antioxidant and antiglycant properties of Ab that could be used for

the dietary modulation of oxidative stress and glycation in hyperglycemic situations.

Keywords: Antirhea borbonica; albumin; erythrocytes; diabetes; glycation; antioxidant; oxidative

stress; zebrafish

1. Introduction

Diabetes pathology is associated with hyperglycemia and an enhanced risk of developing

cardiovascular disease [1]. Several metabolic and signaling pathways become dysfunctional and

contribute to chronic disorders associated with diabetes. For instance, oxidative stress and glycation

leading to advanced glycation end-products (AGEs) formation, were identified as key mediators of

multiple complications occurring in diabetes [2]. The generation of AGEs results from a complex process,
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Abstract: The neurological complications of infection by the mosquito-borne Zika virus (ZIKV)

include Guillain–Barré syndrome (GBS), an acute inflammatory demyelinating polyneuritis. GBS

was first associated with recent ZIKV epidemics caused by the emergence of the ZIKV Asian lineage

in South Pacific. Here, we hypothesize that ZIKV-associated GBS relates to a molecular mimicry

between viral envelope E (E) protein and neural proteins involved in GBS. The analysis of the ZIKV

epidemic strains showed that the glycan loop (GL) region of the E protein includes an IVNDT motif

which is conserved in voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1C (Cav1.2) and

Heat Shock 70 kDa protein 12A (HSP70 12A). Both VSCC-alpha 1C and HSP70 12A belong to protein

families which have been associated with neurological autoimmune diseases in central nervous

system. The purpose of our in silico analysis is to point out that IVNDT motif of ZIKV E-GL region

should be taken in consideration for the development of safe and effective anti-Zika vaccines by

precluding the possibility of adverse neurologic events including autoimmune diseases such as GBS

through a potent mimicry with Heat Shock 70 kDa protein 12A (HSP70 12A).

Keywords: ZIKV; Guillain–Barré syndrome; molecular mimicry; calcium channel voltage dependent;

heat shock protein; vaccine

1. Introduction

In the last few decades, there has been an increasing number of epidemics associated
with mosquito-borne RNA viruses of medical concern such as Dengue Virus (DENV),
West Nile Virus (WNV) or Chikungunya Virus [1]. Like DENV and WNV, Zika Virus
(ZIKV) belongs to the flavivirus genus of the Flaviviridae family [2]. Classically, ZIKV
is transmitted by mosquito bite and the preferred vectors for ZIKV spreading are Aedes
genus mosquitoes [2,3]. ZIKV was first reported in Uganda in 1947 in a rhesus monkey;
however, the virus remained silent for years, only provoking sporadic infections until
2007 [2]. The outbreak worldwide spread urged WHO to declare ZIKV as a major public
health issue, leading to a global effort to fight against the disease. ZIKV infection causes
clinical manifestation in ∼18% of cases ranging from mild disease with a denguelike
syndrome, to more severe outcomes such as congenital microcephaly [4–6]. Of note, other
neurological disorders have been associated with ZIKV infection, including encephalitis,
myelitis and, finally, Guillain–Barré Syndrome (GBS) [5–8]. Moreover, uncommon modes
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs), produced during viral infections, are of emerging interest in

understanding infectious processes and host–pathogen interactions. EVs and exosomes in particular

have the natural ability to transport nucleic acids, proteins, and other components of cellular or viral

origin. Thus, they participate in intercellular communication, immune responses, and infectious and

pathophysiological processes. Some viruses are known to hijack the cell production and content

of EVs for their benefit. Here, we investigate whether two pathogenic flaviviruses i.e., Zika Virus

(ZIKV) and Dengue virus (DENV2) could have an impact on the features of EVs. The analysis of EVs

produced by infected cells allowed us to identify that the non-structural protein 1 (NS1), described as

a viral toxin, is associated with exosomes. This observation could be confirmed under conditions

of overexpression of recombinant NS1 from each flavivirus. Using different isolation methods

(i.e., exosome isolation kit, size exclusion chromatography, Polyethylene Glycol enrichment, and

ELISA capture), we showed that NS1 was present as a dimer at the surface of excreted exosomes,

and that this association could occur in the extracellular compartment. This finding could be of

major importance in a physiological context. Indeed, this capacity of NS1 to address EVs and its

implication in the pathophysiology during Dengue or Zika diseases should be explored. Furthermore,

exosomes that have demonstrated a natural capacity to vectorize NS1 could serve as useful tools for

vaccine development.

Keywords: flavivirus; Dengue; Zika; NS1; exosome; viral toxin vectorization

1. Introduction

In the last few decades, the emergence or re-emergence of RNA viruses has led to
an increased number of epidemics able to expand rapidly over large areas. Arboviruses
are a particular growing threat, with several medical concerns [1]. In particular, Dengue
virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) from the flavivirus genus of the Flaviviridae fam-
ily, which were discovered in the mid-20th century, have gained public awareness.
Both are pathogenic flaviviruses mainly transmitted by Aedes spp. mosquitoes. Cli-
mate and environmental changes that favor the expansion of these mosquitoes beyond
the tropics, and the lack of validated treatments and vaccines, increase the risk that
these viruses will affect more people worldwide [2,3]. Dengue virus, which exists in
four serotypes, could affect more than 50% of the world’s population by 2050 [4,5]. The
number of annual human infections is currently estimated at 400 million, with only
10% of febrile disease cases reported to the WHO. About 500,000 of these infections
require hospitalization and more than 20,000 lead to death [6]. The infectious pathology
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Résumé 

Les lipoprotéines de haute densité (HDL) sont essentielles pour une bonne santé 
cardiovasculaire, grâce notamment à leur transport « inverse » du cholestérol des tissus 
périphériques vers le foie pour son élimination. De plus, les HDL exercent de nombreuses 
autres activités bénéfiques à la fois de type anti-inflammatoire, antioxydantes et anti-
infectieuses. 
Lors de situations inflammatoires, comme celles rencontrées lors d’infections bactériennes 
ou virales, les HDL peuvent subir des altérations tant quantitatives de baisse de concentration 
circulantes que qualitatives, comme la modification de composition et perte d’activités 
protectrices.  
L’humanité fait toujours face à la maladie au coronavirus (COVID-19) caractérisée par une 
inflammation aiguë et à l’origine de plus de 6,9 millions de morts dans le monde à ce jour.  

Aussi, mon travail de thèse a visé la caractérisation des modifications tant 
quantitatives que qualitatives des HDL durant la COVID-19, l’identification de biomarqueurs 
spécifiques de modifications retrouvées dans ces HDL et l’essai thérapeutique d’une 
supplémentation en HDL mimétiques au cours de cette maladie. 

La quantification des lipoprotéines circulantes dans le plasma de patients atteints de 
COVID-19 sévère montre une diminution importante du HDL-cholestérol et d’autres 
lipoprotéines pouvant constituer autant de biomarqueurs prédictifs de sévérité de la maladie. 
L’analyse de la distribution des lipoprotéines montre un profil pro-athérogène avec 
notamment la présence de lipoprotéines de basses densités (LDL) petites et denses dans les 
plasmas des patients atteints de COVID-19 sévère.  
L’analyse qualitative par spectrométrie de masse de la composition tant des HDL que des 
LDL, montre une présence accrue en protéines de la phase aiguë de l’inflammation au 
détriment de la partie apoprotéique de ces lipoprotéines quand elles sont isolées de plasma 
de patients atteints de COVID-19. 
Testées sur des cellules endothéliales humaines en culture primaire, les HDL présentent une 
altération significative de leurs propriétés anti-apoptotique et anti‑inflammatoire, lorsqu’elles 
sont purifiées à partir de plasma de patients atteints de COVID‑19. 
Enfin, des propriétés anti-inflammatoires d’injections répétées de HDL recombinantes ont pu 
être mises en évidence chez une patiente admise en réanimation et souffrant d’une forme 
grave de COVID-19. 

Pour conclure, mon travail de thèse apporte des éléments nouveaux de connaissance 
sur les modifications des lipoprotéines lors de maladie infectieuse, en l’occurrence la COVID-
19. Il ouvre aussi des perspectives prometteuses de recherches pour l’utilisation des HDL à 
la fois comme biomarqueur de sévérité de maladies inflammatoires que comme moyen de 
lutte thérapeutique. 
 
Mot-clés : HDL, protéome, LDL, COVID-19, inflammation, apolipoprotéome, CER-001. 
 
 


