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Résume

Les lipoprotéines de haute densité (HDL) sont essentielles pour une bonne santé
cardiovasculaire, grace notamment a leur transport « inverse » du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie pour son élimination. De plus, les HDL exercent de nombreuses
autres activités bénéfiques a 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 a la maladie au coronavirus (COVID-19) caractérisée par une
inflammation aigué et a I’origine de plus de 6,9 millions de morts dans le monde a ce jour.

Aussi, mon travail de thése a visé la caractérisation des modifications tant
quantitatives que qualitatives des HDL durant la COVID-19, Iidentification de biomarqueurs
spécifiques de modifications retrouvées dans ces HDL et I'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 sévere 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-athérogéne avec
notamment la présence de lipoprotéines de basses densités (LDL) petites et denses dans les
plasmas des patients atteints de COVID-19 sévere.

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 aigué de I'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 a partir de plasma de patients atteints de COVID-19.

Enfin, des propriétés anti-inflammatoires d’injections répétées de HDL recombinantes ont pu
étre mises en évidence chez une patiente admise en réanimation et souffrant d’'une forme
grave de COVID-19.

Pour conclure, mon travail de these apporte des éléments nouveaux de connaissance
sur les modifications des lipoprotéines lors de maladie infectieuse, en I'occurrence la COVID-
19. Il ouvre aussi des perspectives prometteuses de recherches pour I'utilisation des HDL a
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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LpB:
LPC:
LpPLA2 :
LPS:
LRP1:
LTA:
LXR:
MCP-1:
MGAT :
MGO :
miR :
MTTP:
NF-kB :
NOX:
NPC1L1 :
oxPL :
PA:
PAF :
PAF-AH :
PAI-1:
PE:

PG:

Pl:

PL:
PLOOH :
PLTP:
PON :
POPC :
PPARs:
PS:
PSM:

Interleukine 6

Kringle IV

LPS binding protein

Chromatographie liquide

Lécithine cholestérol acyltransférase
Lipoprotéines de basse densité, Low-density lipoprotein
LDL-cholestérols

Récepteur au LDL

Lipase maturation factor 1

Lipide peroxydée

Lipoprotein (a)

Lipoprotéine a Apo A-I

Lipoprotéine a Apo A-I: A-ll

Lipoprotéine portant I'Apo B
Lysophosphatidylcholines
Lipoprotein-associated phospholipase A2
Lipopolysaccharide

LDL Receptor-related Protein 1

Acide lipotéichoique

Liver X Receptors

Monocyte chemoattractant protein-1
Monoacylglycérol acyltransférase
Methylglyoxal

MicroARN

Microsomal triglyceride transfer protein
Nuclear Factor-kappa B

NADPH oxydase

Niemann-Pick C1 like 1

Phospholipide oxydée

Acide phosphatidique

Facteur d'activation des plaquettes
Platelet-activating factor acetyl hydrolase
Plasminogene-1
Phosphatidyléthanolamine
Phosphatidylglycérol

Phosphatidylinositol

Phospholipides

Phospholipide peroxydée

Phospholipid Transfer Protein
Paraoxonase
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
Peroxysome Proliferator-Activated Receptors
Phosphatidylsérine

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 amyloide 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-a: Tumor Necrosis Factor-a

TRL: Lipoprotéine riche en triglycérides

uc: Ultracentrifugation

VCAM : Vascular Cellular Adhesion Molecule
VLDL : Lipoprotéine de tres 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 I'accumulation de lipides dans la paroi des arteres, conférant aux HDL des propriétés
athéro-protectrices. Les HDL ne se limitent pas a cette fonction unique de transport de lipides
et possedent également des propriétés pléiotropes protectrices comme des fonctions

antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-infectieuses.

La composition protéique et lipidique des HDL est directement associée a I'ensemble
de leurs propriétés protectrices. L’apolipoprotéine A-1 (Apo A-l), la protéine majoritaire des
HDL, confere a 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 hétérogenes 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’étre 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 diabéte, que dans le cas d’inflammations aigués comme celles associées
a des infections induites par des pathogenes. 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-l constitue également un biomarqueur des maladies
cardiovasculaires. En effet, une corrélation inverse existe entre I'incidence des maladies
cardiovasculaires et les concentrations circulantes en Apo A-l. Au-dela des changements
quantitatifs des HDL, ces nanoparticules sont aussi sujettes a des modifications structurales
au cours de ces pathologies. Des altérations structurales, tant dans la composition des
nanoparticules que de leur taille, peuvent étre a I'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 étre palliées par une thérapie reposant sur la supplémentation en particules de HDL
mimétiques fonctionnelles. Ces infusions de HDL mimétiques ont été évaluées dans des
modeles précliniques et ont fait I'objet d'essais cliniques, en particulier de sepsis
inflammatoire. Aussi, une telle utilisation thérapeutique de HDL mimétiques constitue une

piste de recherche d'intérét.

En 2019, 'ensemble des habitants de la planéte a été touché par une maladie
infectieuse qui, a 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 premiere fois a
Wuhan, en Chine, en décembre 2019. La COVID-19 présente un large spectre de symptémes,
allant de simples troubles grippaux a des complications pouvant entrainer une défaillance
systémique et la mort. L’hyper-inflammation de la COVID-19 est marquée par une tempéte
cytokinique, caractérisée par une libération L’hyper-inflammation résulte de la suractivation
de la réponse immunitaire causée par I'infection par le SARS-CoV-2 est marquée par une
tempéte cytokinique, caractérisée par une libération importante de cytokines pro-
inflammatoires (interleukine-6, Tumor Necrosis Factor a) et de protéines hépatiques de la
phase aigué (sérum amyloide A). Cette tempéte cytokinique entraine des Iésions, notamment
au niveau hépatique, ainsi qu'une dysfonction endothéliale qui provoque une modulation du
métabolisme des lipides, conduisant ainsi a une dyslipidémie. Cette altération lipidique est
marquée notamment par une modification des concentrations circulantes des lipoprotéines.
Au-dela 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 these se fonde sur I’lhypothése 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 a la mise en
place d’un outil pronostique de sévérité de la maladie. Enfin, I'utilisation de supplémentation
en HDL mimétique pourrait constituer une thérapie envisageable afin de limiter I’hyper-

inflammation de I'infection induite par le SARS-CoV-2.
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L’objectif de ma thése a donc été, tout d’abord, de caractériser les modifications tant
qualitatives que quantitatives des HDL au cours de I'inflammation induite par I'infection par
le SARS-CoV-2, ensuite, d’identifier des biomarqueurs spécifiques de modifications
retrouvés dans ces HDL et enfin, de tester I'efficacité thérapeutique d’une supplémentation
en HDL mimétiques au cours de cette maladie.

Pour répondre a cet objectif, j’ai tout d’abord évalué les modifications quantitatives
des apolipoprotéines circulantes dans le plasma de patients atteints de COVID-19 séveére et
en service de réanimation. Puis, aprés isolement des LDL et HDL par ultracentrifugation, j’ai
procédé a 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 thése commence par une synthese 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 deuxieme partie de la synthese. Enfin, la derniere partie de cette
synthese porte sur les thérapies reposant sur la supplémentation en HDL a 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 thése est ensuite
explicité, suivi d'un exposé de mes travaux de these qui se déclinent en trois parties : La
premiere partie porte sur les modifications de I’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 derniere 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 sévere. 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 I'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.
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l. Les lipoprotéines au coeur du transport des lipides

Les lipides (cholestérol non estérifié, ester de cholestérol, phospholipides et les
triglycérides) sont des biomolécules hydrophobes. Cette propriété les empéche de circuler
librement dans les milieux biologiques aqueux. Pour pallier cette limite, les lipides s’associent
aux protéines amphiphiles, les apolipoprotéines. Cette association forme des complexes
macromoléculaires : les lipoprotéines. Grace a ces lipoprotéines, les lipides sont véhiculés
dans les différents compartiments extracellulaires tels le sang, la lymphe et les liquides

interstitiels (Osborne and Brewer 1977; Brewer 1981).

A. Structure et fonction des lipoprotéines
Les lipoprotéines sont toutes des particules composées d’un cceur lipidique
hydrophobe constitué de lipides neutres qui sont les triglycérides et les esters de cholestérol.
Ce noyau lipidique est protégé par une enveloppe amphiphile composée d’apolipoprotéines
et de lipides polaires tel que les phospholipides et le cholestérol non estérifié ou libre

(Figure 1).
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Figure 1. Structure d’une lipoprotéine (inspirée de (Osborne and Brewer 1977)).
B. Les sous-classes de lipoprotéines

Ces lipoprotéines forment une famille hétérogene de particules classées en fonction
de leurs propriétés physico-chimiques. Elles ont d’abord été classées en deux grandes
familles en se basant sur leurs mobilités électrophorétiques par rapport aux globulines a et 3.
Les lipoprotéines a correspondent aux lipoprotéines de haute densité (HDL : High-Density
Lipoprotein), tandis que les lipoprotéines B comprennent les chylomicrons, les lipoprotéines
de trés basses densités (VLDL : Very-Low-Density Lipoprotein), les lipoprotéines de densité

intermédiaires (IDL : Intermediate-Density Lipoprotein) et les lipoprotéines de basses densités
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(LDL : Low-Density Lipoprotein) (Noble 1968). De plus, les lipoprotéines se différencient par
leurs proportions relatives en protéines et lipides. Cette caractéristique a permis d’affiner leur

classification par ultracentrifugation (Havel et al. 1955).
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Figure 2. Isolement des lipoprotéines par ultracentrifugation par flottaison séquentielle.

L’ultracentrifugation par flottaison séquentielle est une technique qui permet de séparer et de
classer les lipoprotéines en fonction de leur densité a partir de plasma. Le principe de la technique
repose sur les propriétés physico-chimiques des lipoprotéines (Tableau 1). Les étapes
d’ultracentrifugation des tubes de plasma sont réalisées a une vitesse élevée (> 150 000g)
pendant une durée prolongée (> 18 h). Ces parametres varient en fonction du type de rotor et du
volume des tubes utilisés. Pour faciliter la flottaison des lipoprotéines, des sels sont utilisés tels
que bromure de potassium ou de bromure de sodium pour augmenter la densité du plasma aux
limites de chaque classe de lipoprotéines. Cela permet de séparer séquentiellement les différentes
particules en fonction de leur densité. Si I'on ne souhaite pas isoler les chylomicrons, nous
partirons de plasma prélevé d’une personne a jeun depuis au moins 12 heures. Chaque classe de
lipoprotéine est isolée a chaque ultracentrifugation. Pour isoler les VLDL et les IDL, le plasma est
alourdi a 1,019 puis centrifugé. Le plasma est ensuite récupéré et alourdi & 1,063 pour isoler les
LDL. Apres I'ultracentrifugation des LDL, le plasma est récupéré puis alourdi a 1,21 pour isoler les
HDL. Pour chaque ultracentrifugation, le plasma alourdi est recouvert d’une solution de densité
identique a celle fraction alourdie. Aprés chaque ultracentrifugation, les différentes classes de
lipoprotéines sont récupérées au sommet du gradient de densité. L’excédent de sel est ensuite
éliminé par dialyse dans du tampon phosphate ou salin (Figure 2) (Schumaker and Puppione
1986; Ortiz-Munoz et al. 2009).

Les lipides étant moins denses que I’eau et les protéines, le ratio lipides/protéines des
lipoprotéines les subdivise en cing populations allant des moins denses aux plus denses :
chylomicrons, VLDL, IDL, LDL et HDL. Une sixieme population de lipoprotéines a été
découverte postérieurement, la lipoprotéine (a) (Lp(a)) avec une densité située entre les LDL
et les HDL (Havel et al. 1955; Fless et al. 1984; Maranhao et al. 2014). Les lipoprotéines se
distinguent aussi par leur taille avec leur diameétre inversement corrélé a leur densité Ainsi, la

lipoprotéine la plus volumineuse est le chylomicron tandis que la plus petite est la HDL. En
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plus de ces différences de taille et de densité, les lipoprotéines se différencient également
par leur composition lipidique, notamment au niveau de leur cceur lipidique. Les chylomicrons
et les VLDL transportent majoritairement des triglycérides alors que les LDL, les Lp(a) et les
HDL transportent principalement du cholestérol libre et estérifié. Enfin, les lipoprotéines se
différencient aussi par leur composition en apolipoprotéines (Apo). Cette classification repose
sur I'apolipoprotéine la plus abondante et ayant I'activité biologique la plus importante.
D’aprés cette classification, deux groupes de lipoprotéines sont distingués : le premier
groupe correspond aux lipoprotéines portant I’Apo B (LpB) telles que I’Apo B100 ou I’Apo
B48. Ce sont les lipoprotéines de faibles densités, telles que les chylomicrons, les VLDL, IDL,
les LDL et la Lp(a). Le deuxieme groupe comprend les lipoprotéines portant de I’Apo A-l
comme les HDL (Jonas and Phillips 2008; Maranhao et al. 2014).

200 nm 60 nm 25nm 12-7 nm
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Figure 3. Principales classes de lipoprotéines en fonction de leur densité (adaptée de
(Jonas and Phillips 2008)).

L’ensemble des caractéristiques des différentes sous-familles de lipoprotéines est
résumé dans le Tableau 1 (Figure 3).
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Tableau 1. Caractéristiques biochimiques des lipoprotéines plasmatiques humaines

Lipoprotéines Type Densité (g/ml) Taille (nm) IZ",/po i:;::gl Ap;::l:;i)lr):tIZisnes mz:-jioprii(tl:ire

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

VLDL LpB  0,930-1,006  30-80 920 o O%_ﬁl‘,"EC'”’ 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  1,083-1,125  9-12 58 A-l, A-ll CE, CH, PL
HDL3 HDL  1,125-1,210 7-9 44 A""”/fé'_’mc,'l'_:’ C- GE CH,PL
PréB-HDL HDL 1,210 - 1,250 <7 9 Al CE, CH, PL

VLDL : very low-density lipoprotein, IDL : intermediate-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, Lp(a): lipoprotein (a),
HDL: high-density lipoprotein, LpB: lipoprotéine a 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 . Ces lipides sont de deux origines : soit
exogenes provenant de I’alimentation ou soit endogenes provenant de la synthese hépatique

ou des tissus périphériques.

1. La voie exogéne

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

. Les sels biliaires et le cholestérol libre de la bile proviennent d’une sécrétion par les
hépatocytes. lls sont sécrétés dans le systeme biliaire par le transporteur ATP Binding
Cassette G5 (ABCGb5), ATP Binding Cassette G8 (ABCG8) et ATP Binding Cassette B11
(ABCB11) . L’internalisation des acides gras au niveau
de la bordure en brosse des entérocytes peut se faire par diffusion passive. Cette
internalisation peut aussi étre facilitée par des transporteurs membranaires, tels que les
protéines transports : Cluster of differentiation 36 (CD36) et le Fatty Acid Transporter Protein
(FATP) . Le cholestérol libre et les phytostérols sont
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eux absorbés par les entérocytes a I'aide d’un transporteur de stérols, la protéine Niemann-
Pick C1 like 1 (NPC1L1) . Apres absorption dans la cellule intestinale, le
cholestérol et les phytostérols sont convertis en esters de stérol par I'acyl-CoA cholesterol
acyl transferase (ACAT). Cependant, les stérols végétaux sont de mauvais substrats pour
I’ACAT, ainsi seuls moins de 5 % des phytostérols alimentaires sont absorbés. Les
phytostérols non-absorbés sont transportés de la cellule intestinale a la lumiere intestinale,
grace aux transporteurs ABCG5 et ABCGS8 (Figure 4)

Les acides gras et les monoacylglycérols absorbés par les entérocytes sont utilisés
pour synthétiser les triglycérides, par I’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 grace a la microsomal triglyceride transfer protein (MTTP)
pour former les pré-chylomicrons

. Ces pré-chylomicrons sont transportés dans I'appareil de Golgi, ou ils vont poursuivre
leur maturation notamment par glycosylation de I’Apo B48 et par I'enrichissement en
apolipoprotéines (Apo A-l, Apo A-Il, Apo A-IV). Les chylomicrons matures sont ensuite

sécrétés par exocytose dans la circulation lymphatique (Figure 4)

Ces chylomicrons voyagent dans la lymphe et passent dans la circulation sanguine
par le canal thoracique, ils vont ensuite capter les Apo C (I, Il, Ill) dans le sang. Ces
chylomicrons ont pour fonction de transporter les triglycérides vers le tissu adipeux pour étre
stockés ou vers les muscles pour étre 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 I'’endothélium des
capillaires, des cellules musculaires et des adipocytes. Elle est ensuite ancrée au niveau de
’endothélium des capillaires par la glycophosphatidylinositol-anchored high-density
lipoprotein-binding protein-1 (GPIHBP1) .LaLPL est
activée par I’Apo C-Il tandis que I’Apo C-lll I'inactive et inhibe I’'absorption des particules
résiduelles. Ainsi, I'activation de la LPL par I’Apo C-Il portée par les chylomicrons, induit la
formation d’acides gras et de monoacylglycérol suite a I'’hydrolyse des triglycérides

transporté par ces chylomicrons . Les acides
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gras libres sont directement absorbés par les adipocytes et les cellules musculaires. Lors de
la lipolyse, les chylomicrons se désengorgent de triglycérides et réduisent leur taille formant
ainsi des chylomicrons résiduels. Ces chylomicrons résiduels sont déplétés en
apolipoprotéines A et C, ainsi qu’en phospholipides. Ces différents composants sont
transférés a d’autres lipoprotéines, particulierement les HDL. Ces chylomicrons résiduels vont
s’enrichir en cholestérol (libre et estérifié) ainsi qu’en Apo E. La déplétion en Apo C-Il stoppe
I’hydrolyse des triglycérides et les particules résiduelles sont éliminées de la circulation par le
foie. La présence de cette Apo E est essentielle pour la reconnaissance et la clairance
hépatique de ces chylomicrons résiduels. L’Apo E est reconnue par le récepteur au LDL
(LDLR) ou d’autres récepteurs comme le LDL Receptor-related Protein 1 (LRP1) ou les
Heparan Sulfate Proteoglycans (HSPG), participant ensuite a la dégradation des chylomicrons

résiduels (Feingold 2000; Ginsberg et al. 2021).
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ABCGb5/G8 : ATP-binding cassette transporters G5/G8 ; ACAT : acyl-CoA cholestérol acyltransférase; AG : Acide gras ; MAG:
monoacylglycerol; CE: cholesterol estérifié; CM : chylomicron; CL: cholestérol libre; CD-36 : Cluster of differentiation 36; DGAT :
diacylglycerol transférase ; FATP: Fatty Acid Transporter Protein; LPL : lipoprotéine lipase; MGAT : monoacylglycérol

transférase ; MTTP : microsomal triglyceride transfer protein ; NPC1L1 : Niemann-Pick C1 like 1 ; TG : triglycéride

Figure 4. Voie exogéne du métabolisme des lipoprotéines (inspirée de (Feingold 2000;
Astorga et al. 2022)).
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2. La voie endogene

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 a partir
d’acides gras provenant des chylomicrons rémanents ou des acides gras libres non estérifiés
des adipocytes. La biogenese des VLDL se déroule dans la lumiere 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
. Cependant, I’enrichissement en lipides de I’Apo B100 est dépendant de la
concentration en triglycérides. Si la concentration en triglycérides est insuffisante, I’Apo B100

est dégradée, entrainant I'arrét de la synthese des VLDL (Figure 5)

Les VLDL nouvellement formées sont sécrétées dans la circulation sanguine sous
deux formes : VLDL, et VLDL,. Les VLDL, sont des particules pauvres en triglycérides tandis
que les VLDL, sont des particules riches en triglycérides . Ces
VLDL s’enrichissent en esters de cholestérol au cours de leur voyage vers les tissus
périphériques, sous I'action de la Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) et en Apo C et en
Apo E a partir des HDL circulant. Au niveau des tissus périphériques, comme les
chylomicrons dans la voie exogéne, 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 I’Apo C-ll (activateur) et ’Apo C-lll (inhibiteur) présents sur les VLDL.
Apres la lipolyse des triglycérides, les VLDL se transforment en IDL qui sont enrichies en
esters de cholestérol et en Apo E captée a partir des HDL. Une fraction des IDL est éliminée
par le foie, soit par leur liaison au LDLR via I’Apo B100 ou ’Apo E, soit par leur liaison au LRP
via ’Apo E. Les triglycérides de I'autre fraction d’IDL sont, quant a eux, hydrolysés par la

lipase hépatique (HL), entrainant la formation des LDL (Figure 5)
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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 ’'Homme. La concentration en LDL
dans le plasma est modulée par leur clairance hépatique via la liaison des particules a leurs
récepteurs spécifiques : LDLR et LRP1. La majorité des LDL est éliminée par le LDLR des
hépatocytes via I’Apo B100, le reste des LDL étant absorbé par les tissus périphériques
(Feingold 2000; Tiwari and Siddigi 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 I’activité de la HMG-CoA
réductase sont activées. L’ensemble de ces processus contribue a I'augmentation de la
concentration en cholestérol dans les hépatocytes, notamment via ’lHMG-CoA réductase,
une enzyme clé dans la synthese 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 a
un risque accru de développer des maladies cardiovasculaires (Feingold 2000; Visseren et
al. 2021).
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Figure 5. La voie endogéne du métabolisme des lipoprotéines (adaptée de (Feingold
2000; Zwartjes et al. 2021; Ginsberg 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 méme 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 : biogenése, 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 a leur surface, a l'interface avec
le plasma. Ces apolipoprotéines peuvent étre 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 a
leurs lipoprotéines associées. L’Apo B100 est la protéine majoritaire des LDL, VLDL et de la
Lp(a) alors que I’Apo B48 est la protéine principale des chylomicrons. Les apolipoprotéines
échangeables ont une taille inférieure a celle des Apo B et peuvent étre 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

Poids moléculaires

Lipoprotéine

Apolipoprotéine Source (kDa) associées Fonctions
Inhibition de I'activité du
Apo (a) Foie Varie Lp(a) plasminogene, composition
de la Lp(a)
. . HDL, CM, Structure des HDL,
Apo A-l Foie, intestin 28,1 VLDL cofacteur de la LCAT
. . HDL, CM, Structure des HDL,
Apo A-ll Foie, intestin 17,4 VLDL inhibitrice HL
Modulation de I’'assemblage
Apo A-IV Foie, intestin 44,5 HDL, CM et le métabolisme des
lipoprotéines riches en TG
Module l'activité de la LPL
Apo A-V Foie 41,3 CM, VLDL permettant d’accélérer la
lipolyse des TG
Protéine de structure VLDL,
Apo B100 Liver 550,0 VLDL, IDL, IDL, LDL, Lp(a), ligand du
LDL, Lp(a) !
récepteur LDL
Apo B48 Intestine 210,0 cM Protéine deCsl\‘;lructure des
. . HDL, CM, Activatrice de LCAT,
Apo C-l Foie, intestin 6.6 VLDL inhibitrice de LPL
. . HDL, CM,
Apo C-lI Foie, intestin 9,0 VLDL Cofacteur LPL
Inhibitrice de LPL et de
Apo C-llI Foie, intestin 8,8 HDL, GM, I’élimination des
VLDL . . .
lipoprotéeines riches en TG
Apo D Foie 29,0 HDL Inconnue
Foie, intestin, HDL, CM, IDL Ligand du récepteur aux
Apo E cerveau, rein, 34,0 VLDL. LDL
rate
Liaison des molécules
Apo J/Clusterin Foie 70,0 HDL 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
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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) réle 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-l, A-ll, A-IV), les Apo B (B100, B48),
Apo C (C-I, C-ll, C-Ill), 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 a leur

métabolisme.

L’apolipoprotéine A-l constitue la composante structurale majoritaire des HDL
humaines et elle correspond a 70% des protéines contenues dans les HDL (Cheung and
Albers 1982; Bryan Brewer et al. 1986). Cette protéine est également présente tres faible
en quantité sur les chylomicrons, VLDL et les LDL (Mahley et al. 1984). L’Apo A-l est
synthétisée par le foie et I'intestin, et sa concentration plasmatique est controlée par son taux
de dégradation, I’Apo A-l non associée a des lipides étant rapidement dégradée. Elle a
plusieurs fonctions comme assurer la structure des HDL, I'activation de la lécithine
cholestérol acyltransférase (LCAT), étre 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-lI sont
inversement corrélés avec le risque de développement de maladies cardiovasculaires

(Walldius and Jungner 2004).

L’apolipoprotéine A-ll 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-Il est synthétisée par le foie et 'intestin et elle participe a stabiliser la structure des
HDL et a réguler le métabolisme des triglycérides. L’Apo A-Il module ce métabolisme
notamment en remplacant I'Apo C-lll des VLDL et en inhibant I’activité de la LPL. Elle est
également un cofacteur de la LCAT et de la CETP (Boisfer et al. 1999; Escola-Gil et al.
2001). La concentration en Apo A-ll est régulée par son taux de production. La concentration
en apolipoprotéine A-ll 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 lintestin gréle dont la
production est stimulée par I'absorption lipidique lors de la prise alimentaire (Kalogeris et al.
1994). En situation postprandiale, I’Apo A-IV est incorporée aux chylomicrons et circule dans
la lymphe. Apres hydrolyse des chylomicrons dans la circulation, I’Apo A-IV est associée aux
HDL et mais elle peut aussi circuler librement, c’est-a-dire sans association avec des
lipoprotéines (Green et al. 1980; Ohta et al. 1985; Ghiselli et al. 1988). Elle jouerait
également un réle 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 I'activité de la LPL en présence d’Apo C-ll (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 a 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 synthese 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 géne exprimé
dans le foie et lintestin. La différence étant que chez I'Homme, I’apolipoprotéine B
synthétisée par I'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
I’Apo B48 est issue de la conversion d’un codon en un codon stop au cours de I’édition de
PFARNm (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 réle important

dans la clairance de ces lipoprotéines. Si L’Apo B100 est produite en exces, elle se retrouve
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dégradée au sein méme 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 a I’Apo B100, elle n’est pas reconnue par le LDLR.
Ainsi, I'internalisation des chylomicrons rémanents est principalement réalisée par le LRP
(lipoprotein-related receptor protein) et le LDLR via I’Apo E (Mahley et al. 1989; Hussain et
al. 1991).

3. Les apolipoprotéines C

Les apolipoprotéines C se retrouvent a 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 réle 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-Il est un cofacteur de I'activation enzymatique de la LPL pour
I’hydrolyse des triglycérides des TRL (LaRosa et al. 1970; Shen et al. 2010). Une déficience
en Apo C-Il causé par une mutation génétique engendre une hypertriglycéridémie causé par

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

L’apolipoprotéine C-lll est la plus abondante des Apo C. L’Apo C-lll 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, I’Apo C-llIl stimulerait I'assemblage et la production
de VLDL par le foie. Aussi, la concentration en Apo C-Ill est corrélée positivement avec la
concentration en triglycérides (Cohn et al. 2004). Une perte de fonction de I'’Apo C-llI
engendre une diminution des triglycérides et réduit aussi le risque de maladies
cardiovasculaires (Jorgensen et al. 2014). Aussi, I’Apo C-lll 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 (HDLs) (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, I’Apo E est soit associée aux lipoprotéines ou a des disques
de phospholipides localisée dans le fluide interstitiel, la lymphe et le plasma ou sa
concentration est plus abondante mais aussi dans le fluide cérébrospinal (Huang and Mahley
2014). L’Apo E joue un role important dans le transport des lipides entre les cellules des
différents organes grace a son interaction avec le LDLR, le LRP et les HSPG (Heparan Sulfate
Proteoglycans) (Mahley 1988; Ji et al. 1994). En plus d’étre ubiquitaire, cette apolipoprotéine
possede des propriétés pléiotropes. Elle contribue, en effet, a la clairance des TRL, a I'efflux
du cholestérol avec I’Apo A-l et a des propriétés anti-athérogenes, 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
: I'Apo E2, E3 et E4. Ces différentes isoformes d’Apo E n’ont pas la méme affinité avec les
différents récepteurs (Utermann 1987; Weisgraber 1994). De plus, ces trois isoformes
forment six combinaisons différentes de phénotypes. La combinaison homozygote pour
I’Apo E2 peut étre associée a une dysbétalipoprotéinémie étroitement reliée a 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 a I’Apo B100 par un pont disulfure (Berg
1963; Utermann 1989). Le géne codant pour I’Apo (a), le LPA, présente une homologie de
séquence élevée avec celui du plasminogene (MclLean 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 I’Apo (a), il existe 10 sous-types de KIV (Kringle IV), nommés KIV,
a KlIVyo et un type de KV (Kringle V). Son polymorphisme structural s’explique par la réplication
controlée génétiquement d’un unique sous-type de KIV, le KIV,, allant de 1 a 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 a un risque élevé

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

Les HDL sont des lipoprotéines sécrétées principalement par le foie et I'intestin. Elles
ont pour fonction principale le transport inverse du cholestérol. Ces HDL sont remodelées au
cours de leur métabolisme, leur conférant une structure treés hétérogene 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 étre
modifiées. Dans les prochaines parties, nous aborderons tout d’abord, la biogenese, le
remodelage et le catabolisme des HDL au cours du transport inverse du cholestérol. Nous
explorerons ensuite I'hétérogénéité de la structure de ces nanoparticules. Enfin, nous

détaillerons les altérations causées sur les HDL dans les différentes pathologies.
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A. Biogenése, remodelage et catabolisme des HDL

1. Biogenése des HDL
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Figure 6. Biogenése, remodelage et catabolisme des HDL (inspirée de (Feingold 2000;
Rye et al. 2009; Kontush and Chapman 2011; Kontush et al. 2015)).
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La formation des HDL est la premiére étape du transport inverse du cholestérol, qui
commence par la sécrétion d’Apo A-l sans lipide ou avec peu de phospholipides par le foie
et I'intestin (Figure 6) . L’Apo A-l interagit ensuite
avec le transporteur ABCA1 des hépatocytes ou des entérocytes, ce qui entraine un
enrichissement en cholestérol libre et phospholipides intracellulaire de cette lipoprotéine
naissante. Ces lipides sont transportés de I'intérieur des cellules vers I’Apo A-I via le canal
d’ABCA1. Cet enrichissement lipidique de I'’Apo A-l conduit a la formation de HDL
discoidales, également appelées préB-HDL. Ces préB-HDL et I’Apo A-l libre peuvent avoir
d’autres origines comme le catabolisme des grosses HDL. Les prép-HDL peuvent
également provenir d’'une captation des phospholipides, du cholestérol libre issus de la
lipolyse des TRL par I’Apo A-l libre circulante

. Ce processus expligue la concentration basse en HDL que I'on rencontre dans la
maladie de Tangier, du fait de la mutation perte de fonction sur le gene ABCA1. Cette maladie
se caractérise par I'impossibilité de lipider I’Apo A-l1 via ABCA1, entrainant alors son

catabolisme

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, I'activation d'ABCA1 favorise le transport des
phospholipides et du cholestérol libre provenant de la membrane plasmique de ces cellules vers
I’Apo A-l pour former les prép-HDL. ABCAT1 interagit uniquement avec les prép-HDL ou I’Apo A-I
libre. Une mutation perte de fonction d’ABCA1, provogue la maladie de Tangier, caractérisée par
des niveaux bas en HDL-C, des dépdts de cholestérol dans les macrophages a I'origine du
développement de I'athérosclérose. Les voies Liver X Receptors (LXR) et Retinoid X Receptors
(RXRs) jouent un role clé dans I'expression d’ABCAT. En effet, I'activation de LXR entraine une
augmentation de la formation de HDL modulée par ABCA1 accélérant ainsi I'efflux du cholestérol
vers I’Apo A-l . Les
Peroxysome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) a and y contribue également a la biogenese
des HDL par I'activation d’ABCA1

Les préB-HDL formées entrent rapidement dans un processus de maturation en HDL
sphérique (a-HDL), aussi appelée HDL;, sous I'action de la LCAT, une enzyme activée
notamment par I’Apo A-l. 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 . Les esters
de cholestérol se déplacent dans le cceur lipidique des HDL formant les HDL sphériques de
petite taille (HDLs, environ 7,2 - 8,8 nm, densit¢é 1,063-1,125 g/mL). Les

lysophosphatidylcholines, quant a elles, quittent la membrane des HDL pour se lier a
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I’albumine ou elles sont recyclées par la LCAT en phosphatidylcholine

2. Remodelage et catabolisme des HDL

Apres leur synthese par le foie et les intestins, les HDL sont remodelées par de
nombreux facteurs avant d’étre catabolisées par leurs récepteurs et d’autres protéines
plasmatiques. Les HDL sphériques (HDL. et HDLs) sont la forme plus abondante dans le
plasma. Ces particules sont de véritables entités dynamiques, continuellement remodelées,
conduisant a I'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 préf3-HDL via le transporteur
ABCA1. Cependant, ABCA1 ne parvient pas a poursuivre I’enrichissement en lipides des HDL
des lors que ces dernieres deviennent matures (HDL; et HDL,) (Figure 7). Ainsi, le transporteur
de cholestérol ATP Binding Cassette Transporter G1 (ABCG1) joue un réle important dans la
suite de I'enrichissement en lipides des HDL. En effet, ABCG1 facilite préférentiellement
I’intégration du cholestérol libre et des phospholipides dans les HDL sphériques (HDL. et
HDLs). Ce transporteur est exprimé par diverses cellules, notamment les macrophages et les
cellules endothéliales . De plus, ABCA1 et ABCG1 présentent de
nombreuses similitudes comme leur localisation cellulaire. Aussi, ces deux transporteurs
peuvent agir en synergie sur I'efflux du cholestérol des tissus périphériques vers les HDL,
partant d’une Apo A-l peu lipidée a des HDL sphériques . ABCA1 et
ABCG1 peuvent aussi permettre I'efflux du cholestérol de fagon indépendante. De plus,
ABCG1 permet aussi I'efflux d’un large spectre de stérols vers les HDL comme notamment
les oxystérols des cellules spumeuses . Ainsi, I'enrichissement en
lipides des HDL sphériques par ABCG1, contribue a I’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)
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Figure 7. Remodelage des HDL par la voie ABCG1/SR-B1(inspirée de (Baker et al.
1999; Kontush et al. 2015)).

ATP Binding Cassette Transporter-G1 (ABCG1) est un membre de la famille des transporteurs
ABC. ABCG1 est localisé dans de nombreux tissus notamment les macrophages. L’interaction
d’ABCG1 avec les HDL dépend de leurs degrés de lipidation. C’est pourquoi, il interagit
préférentiellement avec les HDL sphériques. L’expression de ABCG1 par les macrophages est
modulée par le Liver X Receptor (LXR). L’activation de LXR induit une augmentation de
’expression d’ABCG1 et accélere I'efflux du cholestérol vers les HDL (Wang et al. 2004, 2006;
Gelissen et al. 2006). Comme pour ABCA1, RXR et PPARs sont impliqués dans I’activation de
I’expression d’ABCG1 dans les macrophages (Chawla et al. 2001; Rader 2006).
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Remodelage par la CETP - Dans la circulation sanguine, les HDL sphériques (HDL.
et HDLs) échangent des esters de cholestérol avec les chylomicrons, les VLDL et les LDL
contre des triglycérides (Figure 8). Ce processus est régulé par la Cholesteryl Ester Transfer
Protein (CETP) activée par "’Apo C-l. Le transfert du cholestérol estérifié, conduit a une
réduction de la taille des HDL, a un enrichissement en triglycérides et entraine la formation
de nouveaux esters de cholestérol par la LCAT (Rye et al. 1995; Oliveira et al. 1997). Les
esters de cholestérol transférés aux lipoprotéines a Apo B100 par la CETP représentent pres
de 66% des esters de cholestérol transportés vers le foie (Rye et al. 1995; Barter et al. 2003).

Ces HDL; pourront de nouveau étre remodelées ou éliminées par le foie.

HDL

pauvre en

. lipide

Biogenese ou
catabolisme

Figure 8. Voie de remodelage des HDL par la CETP (inspirée de (Baker et al. 1999;
Kontush et al. 2015)).

Remodelage par la PLTP - Les HDL captent les phospholipides au cours de la
lipolyse des TRL facilitée par la Phospholipid Transfer Protein (PLTP) conduisant a la
formation de grosses HDL, appelées HDL, (Figure 6) (Tall et al. 1985). La PLTP induit aussi
la fusion de petites HDL, ce qui conduit a la formation de grosses particules d'HDL instables.
Ces grosses HDL instables peuvent suivre deux voies : soit elles se fragmentent en petites
HDL, soit elles liberent une molécule d’Apo A-lI pauvre en lipides (Lusa et al. 1996;
Settasatian et al. 2001; Vikstedt et al. 2007). La libération en Apo A-l pauvre en lipides
causée par la fusion des petites HDL par la PLTP, favorise I'efflux du cholestérol des
macrophages via cette Apo A-l (Vikstedt et al. 2007). Bien que la PLTP n’ait pas d’activité
propre de transfert des esters de cholestérols, celle-ci semble favoriser le transfert des esters

de cholestérol, par la CETP, entre les HDL; et les VLDL (Figure 9) (Tollefson et al. 1988;

56



Kawano et al. 2000). Une hypothese serait que la CETP et la PLTP fonctionnent en synergie
pour remodeler les grosses HDL instables en particules plus petites et générent ainsi des

prép-HDL stimulant davantage I’efflux du cholestérol.

Apo A-I

Eauvre en lipide

Biogenése ou
catabolisme

Petites
a-HDL

Lipoprotéines a Apo B

Circulation sanguine

Figure 9. Voies de remodelage des HDL par la PLTP (inspirée de (Baker et al. 1999;
Kontush et al. 2015)).

Remodelage par les lipases hépatique et endothéliale - La lipase hépatique (HL) et
la lipase endothéliale (EL) jouent un role important dans le métabolisme des HDL. La lipase
hépatique exerce une forte activité lipase des triglycérides et une faible activité
phospholipase, tandis que I'EL présente une faible activité lipase des triglycérides et une forte
activité phospholipase (Jaye et al. 1999). Ces deux lipases ciblent les HDL enrichies en
triglycérides issus de I'activité de la CETP. La lipase hépatique transforme les grosses
particules de HDL en petites et en Apo A-l pauvre en lipides, alors que la lipase endothéliale
transforme uniquement les grosses HDL en petites HDL (Figure 10) (Clay et al. 1992;
Jahangiri et al. 2005). Une autre voie est proposée concernant I'action de I'EL sur les grosses
HDL. L’EL peut hydrolyser les phospholipides des HDL, | rendant ces lipoprotéines instables
et libérant ainsi une molécule d’Apo A-I rapidement éliminée par les reins (Maugeais et al.
2003; Nijstad et al. 2009). Ces observations faites in vitro ont été confirmées in vivo chez des
patients souffrant d’une déficience en HL et présentant des concentrations élevées en HDL-
Ceten HDL, (Breckenridge et al. 1978; Johannsen et al. 2009). Les patients ayant un déficit
en EL présentent eux aussi des concentrations élevées en HDL-C et en grosses HDL
(Edmondson et al. 2009; Khetarpal et al. 2021).
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Figure 10. Voies de remodelage des HDL par la HL/EL (inspirée de (Baker et al. 1999;
Kontush et al. 2015)).

La lipase hépatique (HL) est synthétisée par les hépatocytes et sécrétée dans la circulation
sanguine ou elle se lie a la surface cellulaire des hépatocytes et de I’endothélium hépatique. La
lipase hépatique est déplacée des hépatocytes par les HDL, permettant a I’enzyme de réaliser
son activité (Rouhani et al. 2008). Cette lipase catalyse I’hydrolyse des phospholipides et des
diacylglycérols a la surface des HDL, et dans une moindre mesure les triglycérides (Coffill et al.
1997; Duong et al. 2003). Ainsi, I'HL, par I’hydrolyse des HDL, contribue a la réduction des
concentrations circulantes en HDL et a la clairance de I'Apo A-l par les reins. Son activité lipase
est inhibée par les Apo C-I, C-lll et par I’Apo A-ll (Jahn et al. 1983; Clay et al. 1992; Rouhani et
al. 2008).

La lipase endothéliale (EL) est synthétisée par divers tissus et cellules, notamment les cellules
endothéliales et le foie. Elle hydrolyse les phospholipides et les triglycérides, préférentiellement
ceux des HDL (Jaye et al. 1999). L’activité de cette lipase provoque une réduction des
concentrations de HDL circulantes. L’expression de la lipase endothéliale est augmentée par les
cytokines pro-inflammatoires comme le Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), tandis que I’Apo
A-ll inhibe I'activité de I'EL (Jaye et al. 1999; Hirata et al. 2000; Kojma et al. 2004). Une
déficience en lipase hépatique, en EL seule ou simultanément en HL et EL, induit une
augmentation des concentrations en HDL-C mais ces déficiences n'améliorent pas le transport
inverse du cholestérol (Brown et al. 2010).

3. Catabolisme des HDL

Le cholestérol issu des HDL est principalement éliminé par le foie sous forme de sels
biliaires sécrétés dans la bile. Une partie du cholestérol des HDL est transportée aux cellules
des tissus stéroidogéniques par SR-B1 afin d’étre utilisés pour la synthése de stéroides
hormonaux (Botham and Bravo 1995; Dikkers and Tietge 2010; Shen et al. 2018). Une
seconde voie d’excrétion du cholestérol passerait directement par I'intestin, sans passer par
la voie biliaire, il s’agit de la voie d’excrétion trans intestinale du cholestérol (TICE) (Stanley
et al. 1959; Le May et al. 2013; Grefhorst et al. 2019).
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Au niveau des hépatocytes, les HDL interagissent avec SR-B1. La fonction principale
de SR-B1 est I’'absorption des esters de cholestérol des HDL par les hépatocytes afin d’étre
excrétés dans la bile. Au cours de cette absorption sélective, ces HDL sont converties en
préB-HDL (Acton et al. 1996; Stangl et al. 1999; Shen et al. 2018). Ces prép-HDL pourront
de nouveau participer au transport inverse du cholestérol ou étre catabolisées. Cependant,
la majeure partie des esters de cholestérol est épurée par le LDLR au niveau du foie. Cette
clairance est réalisée par le transfert des esters de cholestérol des HDL aux lipoprotéines a
Apo B100 par la CETP, et aussi par I’élimination des HDL riches en triglycérides portant
I’Apo E (Funke et al. 1984; Rye et al. 1995; Barter et al. 2003).

Scavenger Receptor Binding-1 (SR-B1) est le récepteur au HDL. Il est exprimé dans le foie et
les tissus stéroidogéniques. Ce récepteur favorise le flux bidirectionnel du cholestérol entre les
membranes cellulaires et les lipoprotéines en fonction d’un gradient de concentration. SR-B1
interagit préférentiellement avec les particules de HDL les plus grosses. De plus, aprés son
interaction avec les HDL, SR-B1 libérent des prép-HDL. Ces préB-HDL sont catabolisées ou
retournent dans le cycle de biogenése des HDL. Ainsi, I’activité et les concentrations de SR-B1
modulent le métabolisme des HDL. Une déplétion en SR-B1 induit une augmentation des niveaux
de HDL-C et paradoxalement une augmentation de I’athérosclérose et inversement, lorsque SR-
B1 est surexprimé (Acton et al. 1996; Kozarsky et al. 1997; Varban et al. 1998).

Une autre voie d’élimination des HDL existe au niveau hépatique. Celle-ci est basée
sur Iinteraction de I’Apo A-l avec une protéine de liaison, ’Ecto-F-ATPase. Cette protéine
de liaison, localisée sur la membrane des hépatocytes, hydrolyse '’ATP en ADP libérant un
phosphate (Martinez et al. 2003; Jacquet et al. 2005). Lorsque ’Apo A-l se lie a 'Ecto-F-
ATPase, elle augmente la production d’ADP qui en se liant a son récepteur purinergique, le
P2Y,; entraine I'endocytose de I'holo-particule d’HDL par les hépatocytes (Martinez et al.
2003, 2015; Jacquet et al. 2005).

Ecto-ANT

Ecto-F,-ATPase

Endocytose Récepteur de
des HDL faible affinité
Hépatocyte

Figure 11. Voie d'endocytose des HDL régulée par la F1-ATPase sur les hépatocytes
(inspirée de (Cardouat et al. 2017)).

59




Les reins participent aussi, dans une moindre mesure au catabolisme des HDL. Les
HDL sphériques ne passeront pas par la barriere glomérulaire. Ainsi, seules les Apo A-l, Apo
A-ll et Apo A-IV sans lipide et les prép-HDL traversent la barriere de filtration glomérulaire
(Graversen et al. 2008). Une fois dans les cellules tubulaires proximales, les prép-HDL et les
Apo sans lipide se lient a 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
I’endocytose des HDL (Kozyraki et al. 1999; Hammad et al. 2000; Barth and Argraves
2001; Graversen et al. 2008). Apres endocytose, les préB-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 hétérogene 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 cceur 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 a 1,21 et une taille moyenne comprise entre 8-10 nm. Les particules
de HDL se présentent sous plusieurs formes : discoidale ou sphérique. La concentration en
HDL-C est inversement proportionnelle a I'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 a
leur différence physique : taille, densité et forme. Ces différences ont pu étre mises en avant
par difféerentes méthodes de séparation notamment I'ultracentrifugation, la migration sur gel

électrophorétique et la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) (Figure 12).
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Figure 12. Hétérogénéité des sous-populations de HDL en fonction des techniques de
séparations (adaptée de (Hafiane and Genest 2015)).

L’ultracentrifugation analytique est la premiére méthode qui a permis d’isoler les
différentes sous-populations de lipoprotéines et elle a été mise en place par I'équipe de
Gofman (Figure 12) (Gofman et al. 1949; Delalla et al. 1954). Lors de cette
ultracentrifugation, trois sous-populations de HDL avec des densités différentes ont été
: les HDL, (d=1,05), HDL, (d=1,075) et les HDL; (d=1,145). Les HDL, sont les plus

grosses et les moins abondantes voire indétectables, alors que les HDL; sont les plus petites

observées

et les plus abondantes. A partir de ces études, la densité des HDL a été déterminée entre
1,063 et 1,21 et I'isolement des deux principales sous-populations de HDL, les HDL, (d=1,063
- 1,125) et les HDL;s (d=1,125 - 1,21) a été établi par ultracentrifugation séquentielle par
flottaison (Gofman et al. 1949; Lindgren et al. 1951; Delalla et al. 1954). Les HDL, étant les
plus légéres, les plus grosses (9 — 10 nm) et les plus riches en lipide, tandis que les HDL; sont
denses, petites (8 — 9 nm) et plutét riches en protéines (Anderson et al. 1978; Chapman et
al. 1981). Les différentes sous-populations de HDL peuvent étre aussi isolées et mesurées
par une autre technique d’ultracentrifugation qui est I'ultracentrifugation sur un rotor fixe
vertical inversé (Chung et al. 1980; Kulkarni 2006).
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Figure 13. Profil du cholestérol par Verticale Auto Profile (adaptée de (Kulkarni 2006)).

L'ultracentrifugation a rotor vertical inversé est une technique qui utilise un rotor vertical fixe
ou les tubes a ultracentrifuger sont positionnés. Dans ce processus, les lipoprotéines se séparent
le long de I’axe horizontal du tube, qui reste perpendiculaire au sol pendant la centrifugation. Cette
approche différe d’une ultracentrifugation classique avec un rotor équipé des godets oscillants,
ou le tube bascule et s’aligne parallelement au sol durant I'ultracentrifugation.

A Pintérieur du tube, une solution de KBr de densité 1,006 est déposée en premier lieu. Ensuite,
une quantité connue de sérum alourdie a une densité de 1,21 est ensuite délicatement ajoutée au
fond du tube, sous la couche de KBr de densité 1,006. Les tubes sont ensuite ultracentrifugés a
65 000 rpm pendant 45 minutes dans un rotor vertical fixe. Par la suite, le contenu du tube est
prélevé séquentiellement du fond vers le sommet du tube, permettant ainsi d’obtenir les
différentes fractions correspondant aux différentes sous-classes de lipoprotéines. La
concentration en cholestérol de chaque sous-classes de lipoprotéines est évaluée en utilisant un
test enzymatique (Figure 13) (Chung et al. 1980; Kulkarni 2006).

Une autre méthode de séparation des sous-fractions de HDL en fonction de leurs
tailles et de leurs charges est la technique d’électrophorese en gel polyacrylamide (PAGE)
selon un gradient non-dénaturant. Cette technique permet de séparer les HDL en cing sous-
populations de tailles décroissantes : deux sous-populations de HDL, [(HDL2, (9.7-12.9 nm,
d=1,115), HDL., (8.8-9.7 nm, d=1,136)] et trois sous-populations de HDL; [HDL3, (8.2-8.8 nm,
d=1,136), HDLs, (7.8-8.2 nm, d=1,154) et HDLs. (7.2-7.8 nm, d=1,171)]. Ce méme isolement
a pu étre reproduit par ultracentrifugation isopycnique a gradient de densité.
L’ultracentrifugation isopycnique consiste a déposer du plasma alourdi avec du KBr a une
densité de 1,21. Puis, au-dessus de ce plasma alourdi est déposé un gradient décroissant de
densité de solution de KBr allant de 1,063 a 1,019 et 1,006 au sommet du tube. Les
lipoprotéines sont ensuite isolées du plasma en une unique ultracentrifugation dans un rotor
avec des godets pivotants (Chapman et al. 1981; Nichols et al. 1986)

Les gels d’électrophoreses en deux dimensions (2D) permettent une plus grande

séparation des différentes sous-populations de HDL. Une premiere migration sur gel
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d’agarose sépare les particules de HDL alpha et pré-alpha en fonction de leur charge. Les
sous-populations de HDL dans le gel d’agarose sont ensuite séparées sur un gel de
polyacrylamide en gradient non-dénaturant, en fonction de leur taille. Les protéines du gel
sont transférées sur une membrane qui est hybridée/incubée avec un anticorps anti-Apo A-l.
Cette technique a permis d’identifier 12 sous-populations de HDL (Figure 12) (Asztalos et
al. 1993; Asztalos and Schaefer 2003).

Actuellement, certaines études cliniques utilisent une nouvelle technique de
séparation des HDL reposant sur le modele de gel d'électrophorése non-dénaturant, le

Lipoprint HDL (Tanaka et al. 2019; Lappegard et al. 2021).
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Figure 14. Evaluation des sous-populations de HDL par Lipoprint HDL.

Le Lipoprint HDL est un tube de gel PAGE pré-coulé qui permet de séparer les HDL a partir d’'un
échantillon de plasma. Les HDL sont colorées avec un réactif spécifique contenu dans le tampon
de charge, puis lors de I'électrophorése, les lipoprotéines vont tout d'abord se concentrer dans
les gels de chargement (Loading Gel, résultant de la photopolymeérisation du tampon de charge)
et de concentration (Concentrating Gel). Puis, lors de la migration des nanoparticules dans le gel
de séparation (Separating Gel), elles se distribuent en bandes en fonction de leur taille, allant de
la plus grande HDL-1 & la plus petite HDL-10, tandis que I'aloumine migre le plus loin. La
répartition dans le tube est la suivante (Figure 14) : en premier lieu, les VLDL/LDL, suivis des 10
sous-populations de HDL (HDL-1 a HDL-10) et enfin I'albumine (colorée grace a du bleu de
Coomassie lui aussi contenu dans le gel de charge). Les tubes sont ensuite scannés puis analysés
a l'aide du logiciel LipoWare HDL, qui mesure la surface relative de chaque bande de sous-fraction
de HDL en fonction de leur mobilité. Le point de départ est la bande VLDL/LDL et le point final est
la bande d'albumine. A partir des sous-populations, trois grandes sous-familles de HDL sont
déterminées en additionnant les sous-populations correspondant aux grosses HDL ("large HDL"
: HDL-1 a HDL-3), aux HDL intermédiaires (HDL-4 & HDL-7) et aux petites HDL (HDL-8 a HDL-10).
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La RMN, comme le Lipoprint, permet I’étude des différentes sous-populations de HDL
sans nécessiter I'isolement de ces dernieres 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 a
une impulsion électromagnétique par la RMN, les lipides qui les composent émettent des
signaux dont la forme est différente avec des fréquences supérieures a celles émises par les
particules de plus petites tailles. Ces signaux sont observables sur un spectre du proton

. 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

Les études qui s’intéressent aux différentes tailles lipoprotéines a 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.1. LISA
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Figure 15. Méthode de dosage des sous-classes de lipoprotéines et des métabolites par
RMN couplée au module Bruker IVDr B.I. LISA.

La RMN couplée au module Bruker IVDr B.I. LISA (Figure 15) permet de mesurer directement a
partir du plasma la concentration en cholestérol, triglycérides, cholestérol libre et phospholipides
de cinq sous-populations de VLDL, des IDL, de six sous-populations de LDL et de quatre sous-
populations de HDL. Cette méthode mesure également la concentration en Apo B et le nombre
de particules dans les VLDL, IDL et les sous-populations de LDL. De plus, elle quantifie la
concentration en Apo A-l et Apo A-Il dans les différentes sous-populations de HDL. Outre la
quantification des sous-classes de lipoprotéines, elle permet également la quantification
simultanée de 42 métabolites. Toutes ces mesures sont effectuées a partir d'un spectre de
I'hydrogene a une dimension. Cette technique présente I'avantage de nécessiter une préparation
minimale de I'échantillon, de permettre sa récupération, et de présenter une bonne répétabilité.

L’'importante hétérogénéité des particules de HDL est principalement due a la
structure hautement dynamique de I’Apo A-l, qui permet des conformations différentes en
fonction de la quantité de lipide et de la taille de la nanoparticule (Catte et al. 2006; Davidson
and Thompson 2007). Précédemment, les HDL étaient définies comme une famille de
nanoparticule qui comprenait de ’Apo A-l et une composition diverse d’autres protéines
(Alaupovic et al. 1972; Alaupovic 1996). Cependant, plusieurs familles de HDL ont été
identifiées dans le plasma, isolée par des techniques immunologiques comme la
chromatographie d’immunoaffinité ou I'immunoprécipitation séquentielle. Les deux
principales sont les HDL contenant uniqguement de I’Apo A-I nommée LpA-I, et les HDL
portant de I’Apo A-l et de I’Apo A-Il, appelées LpA-I :A-ll ont été révélées par western Blot
(Bekaert et al. 1991; Alaupovic 1996, 2003). Les particules de LpA-l se subdivisent en
plusieurs sous-populations en fonction du nombre d’Apo A-l gu’elles portent. Le nombre
d’Apo A-l varie de deux a trois ou quatre, et est positivement corrélé avec la taille de la

particule. Tandis que les particules LpA-l :A-ll ont une taille uniforme, contiennent deux
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molécules d’Apo A-l et un nombre variable d’Apo A-Il, allant d’une a trois molécules

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 )-

Densité (uItracentrifug_;ation)
HDL2 (1,063-1,125 g/mL)
HDL3 (1,125-1,21 g/mL)
Taille (électrophorése 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)
a-HDL (HDL sphérique)
Prép-HDL (HDL discoidaux)
Charge et taille (électrophorése 2D)
Prép-HDL (prép1 et prép2)
a-HDL (a1, a2, a3 et a4)
Préa-HDL (préat, préa?2 et préa3)
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 maniere semi-
quantitative a été permise grace a I'électrophorese 2D couplée a la de spectrométrie de
masse

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 I’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 I'albumine et d’autres protéines plasmatiques qui co-éluent avec les
HDL . Les méthodes d’isolement par
immunoaffinité a I'aide d’anticorps anti-Apo A-l présentent aussi des limites. Parmi ces
limites, la capacité de I’anticorps a se lier uniqguement a une unique conformation d’Apo A-l,
et aussi son interaction possible avec des contaminants. De plus, pour les décrocher de
I’anticorps, les HDL doivent étre soumises a des pH extrémes qui sont susceptibles de
modifier leur composition . Tout comme
avec la chromatographie par filtration sur gel, la séparation par électrophorése
multidimensionnelle du plasma peut entrainer la co-migration de contaminants avec les
protéines des HDL. Les HDL sont exposées a un certain nombre de stress importants au
cours de I'ultracentrifugation sur gradient de densité de sel. Parmi ces stress, les forces de
cisaillement dus a la centrifugation, les forces ioniques importantes en raison des sels utilisés
qui peuvent possiblement affecter la composition des HDL. Ceci étant, I'ultracentrifugation a
densité de sel, reste la technique d’isolement de référence pour I’analyse du protéome des
HDL. De plus, I'ultracentrifugation est la seule technique pour laquelle les lipoprotéines

isolées a une densité de 1,063 et 1,21 sont nommeées les HDL
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La premiére étude de lipoprotéomique a permis d’identifier 13 protéines apres
isolement par ultracentrifugation, puis migration sur un gel électrophoréese 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).

68



De nos jours, [I'équipe de Davidson alimente un site internet

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

données sur les protéines identifiées dans les HDL mais aussi dans d’autres lipoprotéines.
Cette banque de données est composée de prés de 1030 protéines identifiées dans les HDL
provenant de 51 études protéomiques. Parmi ces protéines, 285 ont été identifiees 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 a
partir des protéines totales des HDL apres isolement principalement par la technique
d’ultracentrifugation. Ces HDL ont ensuite été analysées par spectrométrie de masse grace
a une analyse Shotgun proteomics (Davidson et al. 2022).
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Figure 17. Analyse fonctionnelle des protéines identifiées dans le protéome des HDL

(adaptée de (Davidson et al. 2022)).
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Figure 18. Caractérisation du protéome des HDL par protéomique shotgun.

La protéomique shotgun utilisant la spectrométrie de masse est la méthode la plus largement
utilisée pour la quantification non-biaisée des protéines a partir d’échantillons biologiques. La
réalisation de cette technique requiert une préparation préalable de I’échantillon.

Dans notre cas, les HDL sont isolées a partir du plasma par ultracentrifugation. Ensuite, une
quantité connue en protéines est solubilisée puis dénaturée dans un tampon acidifié comprenant
un agent dénaturant comme I'urée. Aprés la dénaturation, les ponts disulfures des protéines sont
réduits par le dithiothréitol. Les protéines sont ensuite alkylées par I'iodoacétamide. Apres les
étapes de réduction et d’alkylation, I’agent dénaturant est dilué puis les protéines sont digérées
par la trypsine. La trypsine hydrolyse les chaines polypeptidiques du coté carboxy-terminale des
résidus arginine et de lysine excepté si elles sont suivies d’une proline, produisant des peptides
dont la longueur et la charge permettent leur détection par spectrométrie de masse. Apres
digestion, I’activité de la trypsine est stoppée par acidification, les peptides sont ensuite purifiés
sur phase solide afin de venir éliminer toutes substances interférentes (protéines non-digérées,
agent dénaturant). Les peptides purifiés sont ensuite séchés, puis, solubilisés dans le tampon
d’injection du spectromeétre de masse. Les peptides sont séparés dans un nanocapillaire (colonne)
par chromatographie liquide (LC) couplée a une source d’ion Nanospray (NSI). Les ions formés
par le NSI sont accélérés et entrent dans le spectrométre de masse hybride capable d’isoler les
ions intacts et de les fragmenter avant de mesurer la masse des fragments, ce processus se
nomme la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Plusieurs spectres MS/MS sont ainsi
collectés au cours de I’expérience, pour I’analyse qualitative des peptides d’un échantillon. Aprés
I’analyse en spectrométrie de masse, la premiéere étape d’analyse des données est d’identifier les
peptides et les protéines associées. Pour cela, les fichiers bruts sont confrontés a une base de
données pour apparier les peptides en fonction de leur spectre MS/MS, générant un score de
correspondance peptide-spectre (PSM). Le PSM est ensuite validé statistiquement par un taux
de fausse découverte (FDR>1%). Apres la détermination de la séquence des peptides, les
protéines sont identifiées par la présence d’au moins deux peptides uniques qui les composent.
Pour la quantification relative des protéines dans I’échantillon, elle correspond a la somme des
intensités des peptides uniques identifiés pour chaque protéine. Enfin, les analyses sont suivies
d’analyses statistiques pour évaluer les différences entre deux conditions (Figure 18).

Les protéines retrouvées dans les HDL peuvent étre divisées en plusieurs groupes
comme les apolipoprotéines, les protéines de transfert de lipides, les composés du
complément, les inhibiteurs de protéases, les protéines de la phase aigué et d’autres
protéines minoritaires (Tableau 4). L’ensemble de ces protéines participe aux propriétés
pléiotropes des HDL (Kontush et al. 2015; Davidson et al. 2022).
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Tableau 4. Composants majoritaires du protéome des HDL (traduit et adapté de

)-

. Masse . .
Protéine (kDa) Fonction principale
Apolipoprotéines
Ao Al o8 Principale apolipoprotéine structurelle et fonctionnelle,
P activateur de la LCAT

Apo A-ll 17 Structure des HDL, inhibitrice LPL

Apo A-IV 46 Modulatllgn dell 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-lI 8,8 Activatrice LPL

Apo C-ll 8.8 Inhibitrice de LPL et de I’élimination des lipoprotéines riches
enTG

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 L!alson des molec_ules 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 (LpPLA,) 53 Hydrolyse des phospholipides oxydés a chaine 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 I'Apo B

Protéine de la phase aigué

SAA-1 12 Principale protéine en phase aigué

SAA-4 15 Protéine mineure en phase aigué

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

Fibrinogéne chaine alpha 95 PrecurseL_Jr de la fibrine, cofacteur de I'agrégation
plaquettaire

Composé du complément

Complément C3 187  Activation du complément

Protéinase inhibiteurs

Alpha-1-antitrypsine 52 Inhibiteur des protéases a sérine et notamment I'élastase

Haptoglobin-related protein 39 Substrat leurre pour empécher la protéolyse

Autre protéines

Transthyrétine 55 Liaison et transport de I'hormone thyroidienne

Sérotransferrine 75 Liaison et transport du fer

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

Alpha-1B-glycoprotéine 54 Inconnue

Hemopexin 52 Liaison et transport de I'heme

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 amyloide A, TG : triglycérides.
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a) Les apolipoprotéines
Au-dela des apolipoprotéines impliquées dans le métabolisme des lipides comme les
Apo A-l, A-ll, C et E, les HDL transportent aussi d’autres apolipoprotéines.
(1) L’apolipoprotéine D
L’apolipoprotéine D est détectée a la surface des HDL (McConathy and Alaupovic
1973). L’Apo D est tres peu exprimée dans le foie et I'intestin contrairement aux autres
apolipoprotéines. Les glandes surrénales et les reins sont les organes ou est retrouvée
I’expression en ARNm de I’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 I’acide arachidonique, les stéroides, le cholestérol et aussi d'autres ligands. Cette
capacité a se lier a de multiples ligands reflete le caractere multifonctionnel de I'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 antigene 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 ’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 posséde aussi des fonctions
anti-apoptotiques et une capacité d’interaction avec de nombreux ligands comme des
lipides, des protéines amyloides ou avec elle-méme (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-l a Apo L-VI)

. 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 I'activité trypanolytique humaine, qui permet
de lutter contre le Trypanosoma brucei, un parasite responsable de la maladie du sommeil.
Les HDL, qui contiennent I’haptoglobin related protein et ’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 . Cette apolipoprotéine

partage des similitudes avec la protéine intracellulaire de la famille Bcl-2 régulant I'apoptose

(5) L’apolipoprotéine M
L’apolipoprotéine M se retrouve associée aux HDL dés sa synthése a 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 fagon minoritaire dans
les tissus adipeux . Cette apolipoprotéine possede une poche
hydrophobe, Iui permettant d’interagir avec des petites molécules hydrophobes,
principalement la sphingosine-1-phosphate (S1P) . La S1P est un
sphingolipide bioactif qui interagit avec cing récepteurs a la S1P (S1PR1-5) qui régulent de
nombreuses fonctions biologiques (’angiogenese, améliore la barriere endothéliale,
régulation de la migration des lymphocytes). La combinaison Apo M, S1P et HDL présente
de nombreuses fonctions vasculo-protectrices
. Aussi, I’Apo M participe au métabolisme lipidique en contribuant a I’enrichissement en
lipides des prép-HDL . L’Apo M est
préférentiellement associée au HDL3 et sa concentration est
potentiellement régulée dans la réponse immunitaire, par les cytokines ou encore les facteurs
inflammatoires. Toutefois I'origine de ces mécanismes reste encore inconnue
Par exemple, la concentration en Apo M est retrouvée diminuée chez les patients souffrant
de diabete. De plus, la concentration en Apo M est diminuée durant un diabéete de type MODY
comparé a des sujets contrdles et le diabete de type 1, mais ce n’est pas le cas pour le
diabete de type 2 (DT2). L’Apo M pourrait ainsi constituer un marqueur permettant de

distinguer un diabéte de type MODY d’un diabéte de type 1

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 identifiee par Glomset, catalyse I'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 I’Apo A-I, mais son activation dépend aussi de I’Apo A-Il, I’Apo A-1V, ’Apo
C-l, ’Apo C-lll et de I’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 I'estérification du cholestérol libre associé aux lipoprotéines contenant de
I’Apo A-l (activité a) et de I’Apo B (activité B) (Barter 1983). L’activité de la LCAT est réduite
lors de la formation des grosses particules sphériques de HDL, possiblement di a
I’enrichissement des HDL en sphingomyéline (Bolin and Jonas 1996; Kosek et al. 1999). La
LCAT présente aussi de nombreuses autres fonctions comme I'hydrolyse des lécithines
(phosphatidylcholine) oxydées contribuant ainsi a 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 a 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 premiere a une diminution et pour la seconde a une augmentation de I’athérosclérose.
Cette divergence s'expliquerait par la capacité de la LCAT a générer des esters de cholestérol
dans les lipoprotéines contenant de I’Apo B dans la maladie de FED (Oldoni et al. 2018).

(2) Phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (PAF-
AH/LpPLA,)

La phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (LpPLA2) fait partie du groupe VIl de
la superfamille des phospholipases A2 (PLA2) qui comprend six types divisés en 16 groupes.
Les PLA2 hydrolysent tout particulierement la liaison du groupement acyle sn-2 des
phospholipides conduisant a 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; Mclintyre et al. 2009). La LpPLA2
peut hydrolyser les phosphatidylcholines (PC) a courte chaine conduisant a la formation de
LPC et d’un acide gras libre. L’efficacité de I’hydrolyse diminue lorsque la chaine carbonée
est allongée et elle est inactive contre les chaines longues non -oxydées. Egalement, la
LpPLA2 hydrolyse les phospholipides oxydés pro-inflammatoires a chaines courtes
(Stremler et al. 1991; Dennis et al. 2011). Elle serait potentiellement pro-inflammatoire. En
effet, I’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-

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

(3) Paraoxonase

Les paraoxonases (PON) appartiennent a la famille des lactonases. Elles possedent 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 premiére paraoxonase a avoir été
identifiée, et son nom lui vient de sa capacité a hydrolyser le substrat organophosphoré, le
paraoxon (Mazur 1946). La paraoxonase-1 présente des propriétés neuroprotectrices du fait
de sa capacité a 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). Grace aux HDL, elle est retrouvée dans de nombreux tissus
(Mackness et al. 2010). PON1 est I'une des enzymes responsables des propriétés
antioxydantes des HDL, en raison de sa contribution a la reduction de I'accumulation des
produits de peroxydation lipidique dans les LDL, et I'inhibition de I'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 a celle des HDL, en réduisant la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a et interleukine-6) ainsi que la production d’espéces réactives de
I'oxygene, 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 a celle de PON1 (Reddy et al. 2001).
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c) Les protéines de transfert de lipides

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

jouent un role essentiel dans le métabolisme des lipoprotéines.
(1) Phospholipid Transfer Protein (PLTP)

La Phospholipid Transfer Protein (PLTP) appartient a 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; Karkkainen 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 réle 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 a la famille des protéines de transfert des lipides (Hesler et al.
1987). Dans la circulation, on la retrouve associée aux HDL et aux lipoprotéines a Apo B. La
CETP a pour fonction le transfert bidirectionnel des esters de cholestérol et des triglycérides
entre les lipoprotéines a 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 a 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’a ce qu’elle trouve une
nouvelle lipoprotéine a 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 a son domaine C-terminal. Il s’ensuit I'ouverture
d’'un tunnel a travers duquel les VLDL ou LDL s’appauvrissent en triglycérides et
s’enrichissent en esters de cholestérols alors que pour la HDL c’est I'inverse qui se produit
(Zhang et al. 2012). Les HDL ainsi enrichies en triglycérides sont de plus petite taille et
deviennent pro-athérogenes. C’est pour cette raison que I'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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La distribution de ces différents composants protéiques diverge entre les différentes
sous-populations de HDL. Les HDL3 petites et denses sont enrichies exclusivement et
préférentiellement en enzyme (PON-1, PON-3) et certaines protéines comme en Apo M et J,
comparées aux HDL2 larges qui eux possedent préférentiellement et exclusivement les
apolipoprotéines impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines a Apo B comme les Apo
B, E, C-ll, C-lll. Cet enrichissement protéique des HDL3 petites et denses contribuent a
accroitre leurs fonctions antioxydantes et anti-inflammatoires (Davidson et al. 2009)
(Figure 19).
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Figure 19. Profils d'abondance des protéines représentatives des sous-populations de
HDL (adaptée de (Davidson et al. 2009)).
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3. Le lipidome des HDL

Au-dela de leur composition en protéines tres diverses, les especes 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-a-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 a 60% du poids total
en lipides, viennent ensuite les esters de cholestérol (30-40%), les triglycérides (5-12%) et
enfin le cholestérol libre (5 a 10%) . Actuellement, le lipidome des HDL
compte plus de 200 sous-especes moléculaires individuelles de lipides identifiées

. Grace a la spectrométrie de masse, différentes classes de
lipides ont été identifiées, regroupées en cing grandes familles, résumées dans le Tableau 5.

Tableau 5. Principaux lipides du lipidome des HDL (traduit et adaptée de
)-

% en poids
. . total de L s
Classe de lipide lipides des Principales sous-especes
HDL
Phospholipides 37,4-49,3 Phosphatidylcholine
Phosphatidylcholine (PC) 30-35 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-Plasmalogenes 2,2-3,5
Phosphatidyléthanolamine (PE) 0,70-0,87 16:0/18:2, 18:0/18:2, 18:0/20:4
PE-Plasmalogenes 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
: . 18:1/16:0, 18 :2/24 :0, 18 :1/24 1,

Sphingomyélines (SM) 56-6,6 18:2/22 :0,18 :1/22 :1
Céramides (Cer) 0,022-0,097 24:0, 24:1, 23:0, 22:0, 16:0
Sph|.ngosme—1 -phosphate (S1P) 0,015-0,046
d18:1
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 I'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- plasmalogénes 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 a
35 % du poids en lipides des HDL . Les PC
contribuent a la structure des membranes cellulaires et aussi a celle des lipoprotéines. Les
PC peuvent avoir une origine hépatique (formation de prép-HDL) et extra-hépatique (sous
I’action de la CETP et la PLTP). Les PC sont distribuées de maniere équivalente entre les
différentes classes lipoprotéines ce sont les précurseurs de la
lysophosphatidylcholine (LPC) sous I’action de la LCAT . Les LPC
s’associent préférentiellement aux HDL plutdét qu’aux lipoprotéines a Apo B, ce qui est
cohérent avec I'activité préférentielle de la LCAT avec cette classe de lipoprotéine

. La LPC est aussi un produit de réaction de la Lp-PLA2
notamment par I'hydrolyse des PC oxydées des LDL, ce qui en fait des produits pro-
inflammatoire et pro-athérogene pouvant servir de biomarqueur de I'inflammation

. La concentration en LPC associée aux HDL est
dépendante de la technique d’isolement des lipoprotéines. L’'isolement des HDL par FPLC
est associée a une co-élution de I'albumine avec les HDL. Les LPC ayant une forte affinité
avec I’'albumine, sont présents en importante quantité lorsque les HDL sont isolées par FPLC
(= 15% du poids en lipide des HDL). A Iinverse, quand I'isolement des HDL est effectué par
ultracentrifugation, les niveaux de LPC sont plus bas (0,7-0,8% du poids en lipides des HDL)
Les HDL transportent aussi des
glycérophospholipides membranaires présentant une activité antioxydante, les
plasmalogénes. Deux principaux plasmalogénes sont transportés par les HDL, PC-
plasmalogene et les PE-plasmalogéne . Les plasmalogenes sont
retrouvés également dans la membrane des érythrocytes et possedent une structure capable
de résister au stress oxydant
Les HDL véhiculent dans leur lipidome, des phospholipides chargés négativement en faible
concentrations, comme les phosphatidylinositols (Pl), les phosphatidylsérines (PS), les
phosphatidylglycérols (PG), les acides phosphatidiques (PA) et les cardiolipines. Ces
différents phospholipides impactent significativement la charge nette des HDL
. 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 a étre
augmentée en fonction de 'augmentation de la densité hydratée des HDL. Cette variation
montre bien [I'’hétérogénéité existante dans la composition en phospholipides et
sphingolipides des HDL selon leur densité (Wiesner et al. 2009; Camont et al. 2013).
Egalement, en pourcentage total de lipides, les PC sont réparties entre les différentes sous-
classes de HDL alors que les PS, PA, PE et Pl 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 a 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 I"'augmentation de la densité des HDL (Kontush
et al. 2007; Camont et al. 2013). Les céramides constituent les deuxiémes sphingolipides
des HDL issus de I'hydrolyse des sphingomyélines. Cependant, les céramides et les
sphingomyélines sont transportés majoritairement par les LDL. Les céramides jouent un role
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 a interagir avec les récepteurs S1P (S1PR1 a S1PR5) couplés
aux protéines G (Hla and Maciag 1990; Sattler and Levkau 2009; Levkau 2015). Cette
sphingosine est issue d’un céramide sous I'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 I’Apo M, en conséquence la majorité
de S1P circulante est associée aux HDL (Scherer et al. 2011; Christoffersen et al. 2011).
Aussi, ’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 conférent des propriétés vasculo-
protectrices a 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 stéroide majoritaire des HDL. Néanmoins, les HDL transportent aussi d’autres
stéroides 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 a 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 I'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 cceur des HDL, sont ensuite échangés contre des triglycérides
avec les lipoprotéines a Apo B sous I’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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4, Les autres composants des HDL

Au-dela de leur composition lipidique et protéique, les HDL peuvent aussi se lier a des
courts fragments d’acide nucléique et de petits ARN. Les petits ARN, les plus étudiées
associées aux HDL sont les microARN (miR) qui sont des ARN non codant, d’une taille de 18
a 22 nucléotides. Ces microARN reconnaissent les ARNm par appariement de bases et
régulent leur expression (Berezikov et al. 2006). Les HDL vont ainsi transporter ces miRs
dans la circulation sanguine vers différentes cellules cibles selon leur fonction attendue. Ces
miRs transportés par les HDL ont différentes origines et participent a divers processus. Les
miRs les plus abondants qui sont impliqués dans différentes physiopathologies comme le
diabete, les maladies cardiovasculaires, le cancer et I'inflammation sont notamment les miR-
16, miR24, miR-33 et le miR-223 (Figure 20) (Vickers et al. 2011; Vickers and Michell 2021;
Graham 2023). Les HDL incorporent aussi des vitamines, notamment des caroténoides et de
la vitamine E (a-tocophérol). Les HDL agissent en tant que transporteur pour ces vitamines
liposolubles, assurant leur disponibilité au niveau de leurs cellules cibles, notamment les
pneumocytes et I’épithélium pigmentaire rétinien (Goulinet and Chapman 1997; Kolleck et

al. 1999; Li et al. 2022).
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Figure 20. Les composants des HDL et 'impact des microARN transportés
par les HDL (adaptée de (Graham 2023)).

Les HDL transportent ainsi une multitude de protéines, de lipides ainsi que diverses

autres molécules contribuant a leurs fonctions pléiotropes.
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C. Les propriétés pléiotropes des HDL

En plus de leur fonction principale de transport inverse du cholestérol leur conférant
ainsi une fonction antiathérogene, les HDL présentent de nombreuses propriétés, notamment
anti-inflammatoires, antioxydantes, anti-apoptotiques ou encore anti-infectieuses
(Figure 21).

Efflux de
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inflammatoires

Anti-infectieux Anti-oxydants

Figure 21. Les propriétés pléiotropes des HDL (adaptée de (Chapman 2022)).

83



Artére saine Initiation de la Iésion Strie lipidique Chape fibreuse Rupture de la plaque

Dysfonction endothéliale Formation de cellules . ) .
) . spumeuses Synthése de la matrice Exposition du coeur
Infiltration de LDL o extracellulaire nécrotique
. Internalisation des cellules | i
Oxydation des LDL spumeuses Apoptose & nécrose Cascade de coagulation

Recrutement de monocytes) \Environnement inflammatoirel\ Altération de I'efferocytose J|  Formation d'un thrombus

Coeur nécrotique, Coeur nécrotique Cceur nécrotique

Migration des CML Chape fibreuse Chape fibreuse

Rupture de

Endothélium la plaque

Endothéliuml

Endothéliuml Endothéliuml

O

musculaires lisses Couche de CML

Intima

Intima -

Cellules immunitaires L Couche de CML
& lipoprotéines

Cellules immunitaires

Cellules immunitaires & lipoprotéines

& lipoprotéines
CML : cellules musculaires lisses
Figure 22. Progression schématique de I’athérosclérose
(traduite de (Jebari-Benslaiman et al. 2022).

L’inflammation chronique au cours de I’athérosclérose est une réponse au dépét de lipides
dans les artéres. Ainsi dans la paroi artérielle, a lieu une réponse inflammatoire locale, en
conséquence de I'accumulation de lipoprotéines a Apo B. Ces lipoprotéines accumulées
subissent des modifications oxydatives, engendrant I’activation des cellules endothéliales. Aussi,
les LDL oxydées peuvent inhiber la production de monoxyde d'azote (NO), un médiateur chimique
antiathérogene notamment vasorelaxant. Les cellules endothéliales activées produisent de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'lL-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 I’adhésion des monocytes et des lymphocytes sur les cellules endothéliales a lieu
par I'interaction des intégrines avec VCAM-1 et par la présence de chimiokines. Les monocytes

internalisés dans I'espace intimal sont différenciés en macrophages. Les lymphocytes T aussi
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s’accumulent dans l'intima, exergcant des effets déléteres favorisant I'athérogénese 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 espéces pro-oxydantes comme les especes
réactives de I'oxygéne (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-y (PPARy). Les cellules
spumeuses vont s’accumuler et se charger progressivement en LDL oxydées, contribuant a la
formation de strie lipidique. Les cellules musculaires résidant dans la média vont migrer vers la
plaque intimale en faveur de I’environnement inflammatoire causé par la sécrétion des cytokines.
Cet environnement inflammatoire et oxydant favorise la progression de la Iésion 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 I'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
plague d’athérome en croissance peut conduire a I’'obstruction de la lumiére artérielle pouvant

produire une ischémie. La plague peut également se rompre entrainant la formation d’un thrombus

85




1. Les propriétés anti-inflammatoires
L’'une des premiéres fonctions pléiotropes associées aux HDL est leur capacité a
inhiber I'inflammation. Ces propriétés anti-inflammatoires agissent a différents niveaux,
notamment : la réduction de la production de molécules d’adhésion sur les cellules
endothéliales, I'inhibition de la voie Nuclear Factor kappa-B (NF-kB), la clairance des lipides
oxydés pro-inflammatoires ainsi qu’une action directe sur les leucocytes (monocytes,

lymphocyte T et neutrophiles) (Figure 23).

Lumiére du TNFa
vaisseau IL-6, IL-1B
CCLs

TNFa, LPS,
CRP, LDLox,
oxPL

AMPK : protéine kinase AMP dépendante, CCLs : chémokines ligands, CRP :protéine C-réactive,
DHCR24 : 3-béta-hydrostéroide-delta 24-réductase, LDL : lipoprotéine de basse densité, LDLox : LDL
oxydeée, LPS : lipopolysaccharides, LT : lymphocyte T, MCP-1 : monocyte chemoattractant protein-
1,NF-kB : nuclear factor-kappa B, OxPL : phospholipide oxydé, ROS : especes réactives de I'oxygéne,
S1PR : Sphingosine 1 phoshate récepteur, SR-BI : scavenger receptor B1

Figure 23. Principales activités anti-inflammatoires des HDL dans les cellules
endothéliales et les leucocytes (adaptée de (Barter et al. 2004; Kontush and Chapman
2011)).
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Les HDL exercent leurs propriétés anti-inflammatoires notamment par I'interaction
avec le récepteur SR-B1 et les récepteurs S1PR. Les HDL activent la voie PI3-kinase/Akt
conduisant a la synthese de monoxyde d'azote qui inhibe la production de molécules
d’adhésions (ICAM, VCAM, E-sélectine) a la surface des cellules endothéliales sous I'action
de divers stimuli (TNF-a, 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 I’activation de NF-kB se produit (Robbesyn et al. 2003;
Grao-Cruces et al. 2022). Aussi, la liaison des HDL a SR-B1 induit la production de deux
enzymes qui sont anti-inflammatoires et anti-apoptotiques, la 3-béta-hydrostéroide-delta 24-
réductase (DHCR24) et de I'heme-oxygénase-1 (Wu et al. 2013). Les HDL réduisent la
production de ROS intracellulaires et inhibent I'activité du protéasome. Elles réduisent
également la dégradation de la protéine modulatrice de NF-kB, IkB, 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 controlée par I'activation de
'expression de [I’Activating Transcription Factor 3 (ATF3) qui est un répresseur
transcriptionnel induit par les HDL (De Nardo et al. 2014). L’Apo A-l 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-kB dans le noyau des macrophages (Wang et al. 2010). De plus, les HDL
réduisent I’activation des monocytes par les lymphocytes T, en inhibant la production de
cytokine pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p3, 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 a I’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 a la composition
de leur protéome et leur lipidome (Kontush et al. 2013; Davidson et al. 2022). Ainsi, les
Apo A-l, A-IV participent aux effets anti-inflammatoires des HDL (Hyka et al. 2001; Recalde
et al. 2004). Au sein de la particule HDL, ’Apo A-I semble contribuer majoritairement aux
fonctions anti-inflammatoires de ces lipoprotéines. L’Apo A-l est en effet suffisante pour
inhiber I’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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également une fonction importante sur les propriétés anti-inflammatoires des HDL en
modulant notamment la fluidité membranaire facilitant I’accés ou non a I’Apo A-I. De plus, la
présence de S1P contribue également a la propriété anti-inflammatoire des HDL lorsqu’elle
interagit avec S1PR1 et 3 (Kontush et al. 2007, 2013). L’hétérogénéité structurale des HDL
est également associée a une hétérogénéité fonctionnelle. Les HDL discoidales possédent
moins d’effets anti-inflammatoires que les HDL sphériques (Baker et al. 1999). De plus, les
petites et denses HDL (HDL3) semblent exercer des propriétés anti-inflammatoires plus
efficaces que les grosses particules de HDL (HDL2), ceci pouvant provenir de différences du
protéome et du lipidome entre les deux types de particules (Kontush et al. 2007; Davidson
et al. 2009; Camont et al. 2013).

2. Les propriétés antioxydantes

Lurpiére du
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..... Qn Macrophage

Intima

Apo : apolipoprotéine, LOOH : lipides peroxydés ; NOX : NADPH oxydase ; oxPL : phospholipides oxydés, PAF-AH : Platelet-
activating factor acetyl hydrolase, PLOOH : phospholipides péroxydés, PUFA : acide gras polyinsaturé, SFA : acide gras sature,

Figure 24. Principales activités antioxydantes des HDL (adaptée de (Kontush and
Chapman 2011)).

Les propriétés antioxydantes des HDL font partie intégrante de leur fonction vasculo-
protectrice (Figure 24).

Au cours de I'athérosclérose, I'accumulation des lipoprotéines a Apo B dans I'intima
et leurs modifications oxydatives causées par un stress oxydant local constituent des

événements clés dans le développement de la pathologie (Stocker and Keaney 2004; Libby
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etal. 2019). Les lipides et les apolipoprotéines des LDL se retrouvent sujets aux modifications
oxydatives par les especes pro-oxydantes comme les ROS ou les espéces réactives de
I’azote, les lipoxygénases ou encore la myéloperoxydase. Ces différents processus oxydatifs
causent 'accumulation d’hydroperoxydes lipidiques et I'oxydation de ’Apo B (Figure 24)
(Stocker and Keaney 2004). Les HDL possedent alors la capacité d’inhiber les phénoménes
oxydatifs affectant les LDL (Figure 24).

Les HDL inhibent I'oxydation des LDL induite par les radicaux libres. Cette inhibition
s’opere par un transfert des peroxydes lipidiques des LDL vers les HDL. Les phospholipides
peroxydés (PLOOH) peuvent étre transférés directement entre la monocouche de
phospholipides de la surface des LDL a celles des HDL. Le transfert des PLOOH et des
peroxydes d’ester de cholestérol (CEOOH) vers les HDL peut étre accéléré par la CETP. Aussi,
les lipides peroxydés peuvent étre transférés aux HDL sous I'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 a
limiter I’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 a sa concentration en
phospholipides (Zerrad-Saadi et al. 2009).

Aprés 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 I’Apo A-l, avec une implication notable des résidus méthionines (Figure
24). D’autres protéines composant les HDL comme I’Apo A-Il, I’Apo A-IV, I’Apo E, ’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-dela de I'inhibition des lipides
peroxydés, les enzymes antioxydantes composant les HDL (LCAT, PON1 et LpPLA2)
hydrolysent les phospholipides oxydés a courtes chaines 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 I'interaction avec le récepteur SR-B1 (Christison et al. 1996). Les HDL transportent
également des vitamines, comme I’'a-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 hétérogene 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 grace a
I'efflux du cholestérol oxydé cellulaire. En effet, les macrophages et les cellules endothéliales
sont plus sujets a I'apoptose lorsqu’elles sont chargées en cholestérol libre ou en LDL
oxydées. Ainsi, les HDL favorisent I'efflux des lipides oxydés des macrophages et des cellules
endothéliales via ABCG1 et ABCA1, protégeant ainsi ces cellules de I'apoptose (Suc et al.
1997; Terasaka et al. 2008; Yvan-Charvet et al. 2010). Aussi, les propriétés antioxydantes
des HDL contribuent a I'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 I’espace intracellulaire, les HDL jouent un role clé dans I'apoptose car elles préservent
I’intégrité mitochondriale, notamment en inhibant la libération du cytochrome c. De plus, elles
réduisent la fragmentation de ’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 ’Apo A-l et 'Apo E (DeKroon et al. 2003; De Souza et al. 2010; Yvan-Charvet
et al. 2010; Atehortua et al. 2023). Les effets protecteurs de I'Apo A-l et 'Apo E sont
associés a leur capacité a réaliser I'efflux des lipides oxydées ou a agir sur les voies de survie
intracellulaires. On peut noter également que I’Apo J participe directement a I'efferocytose
des cellules apoptotiques et a I'élimination des débris cellulaires (Cunin et al. 2016). La
présence de I’Ecto-F1-ATPase/P2Y1 récepteur sur les cellules endothéliales (HUVEC) et son
activation par I’Apo A-l conduit a I'inhibition de I'apoptose de ces cellules (Radojkovic et al.
2009). Le complexe Apo M-S1P porté par les HDL participe également a leurs propriétés anti-
apoptotiques. Les HDL Apo M-S1P délivrent la S1P a ses récepteur spécifiques S1PR1 et
S1PR3 menant a I’activation de la voie PI3K/Akt et I'extracellular signal-regulated kiase (ERK)
entrainant une inhibition de '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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présentent davantage de propriétés anti-apoptotiques que les HDL2 (Kontush et al. 2007;

De Souza et al. 2010; Perségol et al. 2018).

4. Les propriétés anti-infectieuses
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La fleche bleue représente le « transport inverse des LPS ». Les fleches rouges représentent les effets anti-infectieux des HDL.
Les fleches noires représentent les voies inflammatoires.

Figure 25. Principales activités anti-infectieuses des HDL (adaptée de (Gautier and
Lagrost 2011; Kontush and Chapman 2011)).

Au cours d’une infection, les HDL présentent des propriétés anti-infectieuses malgré
une forte diminution de la concentration circulante en HDL-C. Le LPS est I’endotoxine
majoritaire des bactéries Gram négatives tandis que I'acide lipotéichoique (LTA) est
I’endotoxine de la plupart des bactéries Gram positives. Ces deux endotoxines engendrent
des modifications similaires du métabolisme lipidique conduisant a la production de cytokines
pro-inflammatoire et in fine a un sepsis (Wicken and Knox 1975; Grunfeld et al. 1999;
Schwandner et al. 1999).

La majorité du LPS circulant est associée aux différentes classes de lipoprotéines. Les
HDL sont capables d’inactiver le LPS circulant et possédent une affinité plus importante
d’interaction avec le LPS que les autres lipoprotéines. De plus, les HDL sont aussi capables

d’inactiver le LTA circulant, mais le mécanisme n’a pas encore été élucidé (Wurfel et al. 1994;
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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-a, IL-6 et IL-8) et de I’expression de CD14 a la surface des
monocytes, principal récepteur du LPS (Figure 25) (Pajkrt et al. 1996). Les HDL sont aussi
capables d’inhiber I'activation des genes de l'interféron de type 1, un immuno-régulateur
antiviral impliqué dans la réponse au pathogene induite par le LPS (Hirotani et al. 2005;
Suzuki et al. 2010).

L’inactivation du LPS se fait principalement et directement par ’Apo A-l. L’'Apo A-l se
lie au LPS et le neutralise. De plus, une diminution de la libération de TNF-a 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 a des injections de LPS, la surexpression d’Apo A-l atténue la
production de TNF-qa, IL-6, d’IL-1B, I'expression de CD14 des monocytes et réduit les
dommages pulmonaires des animaux (Figure 25) (Li et al. 2008). L’Apo C-| 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 transfere le LPS au CD14 ou a 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 possede également la capacité a
transférer le LPS aux lipoprotéines dans la circulation sanguine (Hailman et al. 1996). La
PLTP joue un réle 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 I'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 glucocorticoides en
situation de sepsis bactérien, ce qui participe également a 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, I’ensemble de ces fonctions protectrices peut étre altéré au cours

d’une inflammation chronique ou aigué tel que les infections virales ou bactériennes.

92



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
diabete de type 2 ou les maladies cardiovasculaires. L’inflammation aigué est associée a une
réponse de phase aigué qui constitue un mécanisme de défense mis en place par I'organisme
afin de lutter contre l'infection. Cette réponse est principalement sous le contréle des
cytokines pro-inflammatoires endogenes comme I'interleukine-13, le TNF-a ou encore I'IL-6.
Au-dela des symptomes, ces cytokines provoquent également la synthese de protéines de la
phase aigué par le foie (Cem and Irving 1999). Les HDL participent a la réponse contre
I’inflammation, mais avec pour conséquence un bouleversement de leur structure et de leurs

fonctions par ces processus inflammatoires.

1. Protéome des HDL durant I'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 aigué.

(1) Sérum amyloide A

La sérum amyloide A ou SAA est une apolipoprotéine échangeable qui représente la
principale protéine de la phase aigué 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 ’'Homme, on retrouve deux SAA de la phase aigué (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 étre
multipliée par 1000 pendant la réponse de la phase aigué, induite par les cytokines pro-
inflammatoires telles qu’IL-1pB, IL-6 et TNF-a (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 'Apo A-l 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 a Apo B, I'implémentation de la SAA est favorisée
par I'action de la CETP ou elle contribue potentiellement au développement des maladies
cardiovasculaires (Wilson et al. 2018). De plus, une élévation de la concentration en SAA est
donc associée a une augmentation du risque de mortalité associée a de nombreuses

pathologies et plus particulierement 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 I'orosomucoide (AGP-1) est une protéine glycosylée
a chaine unique. Sa glycosylation est modifiée en contexte inflammatoire, conduisant a 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 a cing
fois au cours de la réponse inflammatoire a la phase aigué. Sa production est stimulée par
les cytokines et les glucocorticoides. Cette protéine est retrouvée associée au HDL au cours
de la réponse a la phase aigué 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 a un développement de la
plague 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 aigué qui se caractérise par
sa fonction d’inhibiteur de I'élastase des neutrophiles qui est une protéase extracellulaire.
L’AAT est une serpine synthétisée principalement par le foie avant d’étre sécrétée dans le
plasma (Schroeder et al. 1985). Durant la phase aigué, les concentrations en AAT sont
augmentées par un facteur de deux a quatre sous I'influence de cytokines pro-inflammatoires
et du LPS. L’AAT permet de réguler la dégranulation des neutrophiles et ainsi diminuer
I'inflammation pendant la phase aigué (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 emphysemes pulmonaires (Gadek et al. 1981). Les analyses
lipoprotéomiques ont montré I'association de I’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 comp<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>