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RESUME

L hyperglycémie du diabete de type 2 est souvent associée a une dyslipidémie caractérisée par une
hypertriglycéridémie et un taux de High Density Lipoprotein-cholestérol (HDL-C) diminué. Tous
ces facteurs contribuent a I’élévation du stress oxydant participant a I’incidence précoce et élevée
de la maladie athéromateuse. Les particules HDL sont reconnues pour leurs propriétés anti-
athéromateuses, parmi lesquelles on retrouve des capacités antioxydantes.

L’objectif de ce travail est d’analyser les propriétés antioxydantes des sous-fractions de HDL dans
le diabéte de type Il et de juger I’impact du stress oxydant systémique, du degré d’hyperglycémie et
d’hypertriglycéridémie sur les capacités antiathérogénes des HDL.

Méthodes : Les cinq sous-fractions de HDL (2b, 2a, 3a, 3b et 3c) ont été isolées par
ultracentrifugation en gradient de densité d’une population de sujets diabétiques de type I, bien
équilibrés (n=20) et d’une population de sujets contréles, non diabétiques, normolipidémiques
(n=10). L’activité antioxydante, basée sur la capacité des sous-fractions d’HDL a protéger les
particules Low Density Lipoprotein (LDL) de I’oxydation par I’AAPH, a été mesurée ainsi que la
composition chimique et enzymatique de chaque sous-fraction de HDL.

La mesure du stress oxydant systémique a été effectuée par le niveau de 8-isoprostanes.

Résultats : I’activité antioxydante des sous-fractions de HDL petites et denses, HDL3b et 3c, isolée
des sujets diabétiques, est significativement diminuée (jusqu'a 47%) par comparaison aux sujets
contrbles. Le niveau de 8-isoprostanes est significativement plus élevé (2.9 fois) chez les sujets
diabétiques par comparaison au groupe contr6le. De plus le niveau de 8-isoprostanes est
négativement corrélé avec I’activité antioxydante des sous-fractions d’HDL3, et le niveau
plasmatique de HDL-C total et il est positivement corrélé avec la glycémie a jeun et le taux de
triglycérides. L’activité de I’enzyme antioxydante associée aux HDL, la paraoxonase, tend a étre
diminuée dans toutes les sous-fractions et elle est positivement corrélée avec I’activité antioxydante
des sous-fractions HDL3. La composition altérée des particules HDL des sujets diabétiques
(déplétion en cholestérol libre et estérifié, et enrichissement en triglycérides) est également corrélée
avec la diminution des propriétés antioxydantes de ces particules.

Conclusion : Les propriétés antioxydantes des HDL petites et denses sont altérées chez les sujets
diabétiques de type I, méme s’ils bénéficient d’un équilibre glycémique correct. L’altération de ces
propriétés antioxydantes est intimement liée a I’hypertriglycéridémie, la glycémie a jeun, et aux
marqueurs du stress oxydant systémique. On retrouve donc une altération quantitative mais aussi
qualitative des particules HDL, reconnues comme hautement antiathérogenes. Cela peut expliquer

en partie I’incidence élevée de la maladie cardio-vasculaire associée au diabéte.



1. INTRODUCTION

De récents changements dans le style de vie, comme I’augmentation des apports caloriques
concernant en particulier les graisses et les sucres rapides et la sédentarité ont conduit a une
augmentation fulgurante de I’incidence des désordres métaboliques comme les dyslipidémies, le
diabete de type Il et le syndrome métabolique. La plupart de ces pathologies sont caractérisées par
une baisse du taux de High Density Lipoprotein (HDL) mais aussi par une altération des propriétés
antiathérogénes présentées par ces particules. Un taux de HDL-cholestérol bas est maintenant
clairement établi comme un puissant facteur de risque cardio-vasculaire indépendant *.
L’incidence du diabéte de type Il prend des proportions alarmantes: En 1997, 124 millions de
diagnostiques de diabete de type Il ont été réalisés dans le monde. En 2000, le nombre était de 151
millions. Les prédictions pour 2010 sont de 221 millions de nouveaux cas et 300 millions d’ici 2025
%8 Il est prévisible que cette augmentation du nombre de sujets diabétiques de type Il sera suivie
d’une épidémie de maladies cardio-vasculaires °.

En effet 70 a 80% des sujets diabétiques meurent de pathologies en rapport avec la maladie
athéromateuse °.

Le lien entre diabete et pathologie cardio-vasculaire n’est pas encore totalement expliqué.

1.1. Le diabete et la maladie athéromateuse.

1.1.1. Généralités sur le diabete

Le diabéte est un désordre métabolique caractérisé par une hyperglycémie en rapport avec une
carence en insuline ou une résistance a son action. On parle de diabéte avéré lorsque la glycémie a
jeun est supérieure par deux fois a 1,26 g/L (7 mmol/L), selon les criteres de I'OMS. L’insuline est
une hormone secrétee par les cellules B des Tlots de Langerhans du pancréas. L’insuline régule le
métabolisme du glucose, activant son transport dans les cellules insulino-sensibles et favorisant sa

mise en réserve au sein du foie.



On retrouve deux principaux types de diabéte : Le diabéte de type 1 ou diabete insulino-dépendant,
dont I’étiologie est une carence complete en insuline le plus souvent d’origine auto-immune. Ce
diabete touche essentiellement des sujets jeunes mais peut aussi apparaitre plus tardivement. On ne
le trouve que chez 5 a 10% de I’ensemble des diabétiques.

Le diabéte de type 2 ou diabéte non-insulino dépendant représente 90-95% des diabetes, recensés
dans le monde *°. La physiopathologie de ce diabéte est en rapport avec une insulino-résistance puis
secondairement une insulinopénie. 1l apparait en général a I’age mdr, mais des sujets de plus en plus
jeunes en sont atteints 012,

L hyperglycémie chronique, en absence de traitement bien suivi, entraine des complications
touchant essentiellement les vaisseaux qui se divisent en complications microangiopathiques et
macroangiopathiques. Les complications microangiopathiques sont dues a I’atteinte des petits
vaisseaux, en particulier ceux de la rétine, responsable de rétinopathie, des reins, responsable de
néphropathie diabétique et des fibres nerveuses, responsable de neuropathie. Les complications
macroangiopathiques sont dues a I’atteinte des gros vaisseaux, en particulier les coronaires,
responsable de cardiopathie ischémique, d’infarctus du myocarde (IDM) et d’insuffisance

cardiaque, les carotides, responsable d’accident vasculaire cérébrale (AVC), et les artéres des

membres inférieurs, responsable de I’artérite des membres inférieurs.

1.1.2. Pathologies cardio-vasculaires et diabéte

La principale cause de morbi-mortalité du sujet diabétique est la maladie cardio-vasculaire ***°.
Elle est généralement précoce et sévere, son risque d’apparition est multiplié par un facteur variant
de 3 & 5 par rapport a des sujets exempts de toutes pathologies **”. Un sujet diabétique de type 2
sans antécédents d’IDM a le méme risque de mourir d’un IDM, qu’un sujet non diabétique ayant
déja fait un IDM 8 L’IDM est responsable d’environ 20% des décés de la population de sujets
diabétiques et dans le post-infarctus, les sujets diabétiques sont plus susceptibles d’avoir des

complications comme la resténose, I’insuffisance cardiaque et le déces ***4192°,



Les sujets diabétiques ont trois fois plus de risques que la population non-diabétique de faire un
AVC 21,22
Le diabéte est aussi une cause majeure d’amputations des membres inférieurs d’origine non

traumatique .

Les etudes épidémiologiques ont retrouvé un lien trés fort entre le diabéte et la maladie cardio-
vasculaire faisant de I’hyperglycémie un facteur de risque cardio-vasculaire indépendant 2%,

L hémoglobine glyquée, HbAlc, est un marqueur permettant d’avoir une idée de I’équilibre
glycémique moyen sur les 3 derniers mois *’. Dans la population finlandaise chez des sujets d’ages
moyens et chez des sujets agés, diabétiques de type 2, le niveau d’HbAlc a été retrouvé corrélé a
I’incidence de la maladie cardio-vasculaire %%°. Cependant la grande étude d’intervention qu’est
I”United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) **2 n’a pas réussi a retrouver de relations
significatives entre contréle glycémique et diminution de I’incidence de la pathologie cardio-
vasculaire. En effet dans cette étude les investigateurs ont suivi 2 groupes de patients diabétiques de
type 2, 1 groupe ayant bénéficié d’un traitement et d’un suivi intensif et un groupe ayant bénéficié
d’un suivi conventionnel. A la fin des dix ans de suivi la différence d’HbALc entre les deux groupes
était de 0.9%, liée a une diminution non significative de 16% du risque de faire un IDM dans le
groupe ayant bénéficié d’un traitement intensif *°. Cependant, dans le diabéte de type 2,
I’hyperglycémie est tres souvent associée a d’autres facteurs de risques cardio-vasculaires comme la
dyslipidémie et I’HTA 2*. Chez les sujets diabétiques de type 2 en surpoids, I’amélioration de
I’équilibre glycémique obtenue avec la metformine a résulté en une diminution significative de 39%
du risque de faire un IDM 3,

L’étude Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) et son suivi, I’étude Epidemiology of
Diabetes Intervention and Complications (EDIC) ont suivi deux groupes de patients diabétiques de

type 1, un groupe ayant un traitement et un suivi intensif et I’autre un traitement conventionnel. Ces



études testent particulierement les effets de la glycémie, les patients diabétiques de type 1 étant le
plus souvent exempts d’autres facteurs de risque cardio-vasculaires.

A la fin du DCCT, 7 ans apres le début de I’étude, un effet significatif sur la diminution des
complications microangiopathiques a été observé dans le groupe bénéficiant d’un traitement
intensif. 1l a donc été proposé au groupe, ayant un traitement conventionnel, de changer pour un
traitement intensifié. 18 ans aprés le début de I’étude, les deux groupes ont la méme HbAlc,
cependant, on observe dans le groupe traité, au départ, de facon intensif, une diminution de 42% de
I’incidence des pathologies cardio-vasculaires avec en particulier une diminution de 57% du risque
de faire un IDM non fatal ou un AVC *. Ces résultats confirment I’importance de I’hyperglycémie

comme facteur de risque cardio-vasculaire **.

1.2. Relation entre hyperglycémie, stress oxydant et pathologie cardio-vasculaire

Dans les tissus ne nécessitant pas d’insuline pour le captage du glucose comme le rein, la rétine,
I’endothélium vasculaire, I’hyperglycémie induit des changements dans les voies metaboliques
incluant : (i) la voie des polyols avec I’activation de I’aldole réductase entrainant la formation de

sorbitol avec consommation de NADPH *’ (ii) I’activation de la protein kinase C entrainant une

I 38,39

augmentation de la formation de diacyl glycero (iii) la voie des hexosamines avec la formation

40-42

d’UDP-acetylglucosamine et (iv) la glycation des protéines entrainant la formation d’advanced

glycation end product (AGE).
Ces différentes voies métaboliques stimulent la formation de produits d’oxydation tres réactifs : les

especes oxygénées réactives, reactive oxygen species (ROS), et sont les promoteurs majeurs du

43,44

stress oxydant dans le diabéte (Figure 4). Le stress oxydant est fortement impliqué dans la

formation de la plaque d’athérome *>*" .
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1.2.1. Genéralités sur le stress oxydant

Le stress oxydant est défini par un déséquilibre de la balance entre les facteurs pro et antioxydants
(Figure 3). Parmi les facteurs prooxydants, on retrouve: les radicaux libres et les espéces oxygénées
réactives (ROS) comprenant : les anions superoxydes (02°-), les péroxydes d'hydrogéne (H202), le
peroxynitrite (ONOQO®) et les radicaux hydroxyles (HO®)). Ces facteurs tres réactifs ont une durée
de vie courte et sont des produits normaux du métabolisme.

Chez le sujet sain, ils représentent 3% de la quantité d'oxygéne consommée (essentiellement produit
par la chaine respiratoire). Ils servent de moyens de défense pour la cellule comme, par exemple, la
destruction de cellules bactériennes et cancéreuses. Les macrophages et les polynucléaires
neutrophiles sont a I’origine d’une source importante d’anions superoxides, de plus ils secretent la
myéloperoxydase qui initie la péroxidation des lipides *.

Le stress oxydant est observé quand la production de radicaux libres dépasse les défenses “**°.

Les radicaux libres non neutralisés réagissent avec des substrats oxydables (protéines, lipides)
entrainant la formation de radicaux carbonyles pérennisant la formation de radicaux libres et
provoquant des altérations de I'ADN, une modulation de I'expression des genes, une modification
des protéines et de leurs fonctions >'. De fagon chronique, ils entrainent des perturbations dans le
fonctionnement de la cellule et provoque son apoptose.

Dans des conditions de stress oxydant, ces radicaux libres peuvent altérer les lipoprotéines et
conduire & la formation des particules LDL oxydés (ox-LDL) connues pour leur potentiel hautement
athérogéne et pro-inflammatoire °*°*: I’étape initiale consiste en I’oxydation d’un acide gras des
LDL par un facteur prooxydant (« initiateur »). Puis il y a formation d’un radical résonnant centre
sur un carbone R°: le diéne conjugué, qui va réagir avec le di-oxygéne (péroxy radical (ROQ®)) et
entrainer une réaction en chaine, appelée phase de propagation de la réaction d’oxydation (réaction
avec un autre acide gras pour former un radical hydropéroxyde (ROOH)).

Les radicaux ainsi que les particules oxydées sont pro-inflammatoires et favorisent la dysfonction

endothéliale, une étape primordiale pour la genése de la plaque d’athérome >**°.
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1.2.2. Stress oxydant et diabéte

2 56-60

Le stress oxydant est élevé dans le diabete de type 1 et de type ainsi que dans les modeles

animaux de diabéte **®®% Chez le diabétique, les marqueurs du stress oxydant, comme la F,-
isoprostanes, sont particuliérement élevés *%°%%4,

Les défenses antioxydantes sont aussi diminuées (diminution de la superoxyde dismutase, de la
catalase, du gluthation, de l'acide ascorbique, de I'acide urique, de la vitamine E....) ®°°,

Les études in vivo comme in vitro confirment un lien tres fort entre hyperglycémie et stress oxydant
- Les monosaccharides sont auto-oxydés dans les conditions physiologiques en la présence de
traces d’ions métals et générent des radicaux libres **.

L'hyperglycémie entraine un surcroit de production d’ions superoxides au niveau de la chaine
respiratoire de la mitochondrie entrainant une augmentation des ROS “* au niveau des cellules
endothéliales et des cellules musculaires lisses ™. Cette élévation du stress oxydant entraine une
dysfonction de I’endothélium, étape initiale et majeure de la formation de la plaque d’athérome.

La formation d’AGE, ainsi que leurs liaisons a leur récepteur, contribuent fortement a la production
de radicaux libres ™.

Cependant, I’utilisation d’antioxydants comme la vitamine E, La vitamine C, la N-acetyl cysteine et
le probucol, pour prévenir la dysfonction endothéliale et I’apparition des complications liées au
diabéte, ont trouvé des résultats contradictoires et dans I’ensemble décevants ®"".

Un traitement intensif du diabéte diminue les marqueurs du stress oxydant.

Malgré la correction de I’hyperglycémie, il persiste chez le diabétique de type 2, un risque élevé de
maladie cardio-vasculaire. Ceci est en parti di aux autres facteurs de risque cardio-vasculaires
associés comme la dyslipidémie mixte qui participent aussi a I’élévation du stress oxydant dans
cette pathologie *"".

Les anomalies du métabolisme lipidique fréquemment retrouvées, associent un taux de triglycérides

(TG) élevé a jeun et surtout post prandial, a un taux de HD-C bas. Ces deux anomalies sont

12



considérees comme des facteurs de risque indépendants dans [I’apparition de la maladie
athéromateuse.
Le taux de LDL, en général, n’est pas modifie. Cependant, on observe une redistribution de ces

particules au profit des LDL petites et denses, plus sensibles & I'oxydation .

1.3. Les particules HDL

Les particules HDL ont suscité dernierement un intérét allant croissant. En effet, un taux de HDL-C
bas est maintenant clairement reconnu comme un facteur de risque cardio-vasculaire indépendant,
méme si les études, cherchant a prouver I’efficacité de I’élévation du taux de HDL-C sur la
diminution de la mortalité cardio-vasculaire, restent encore limitées.

Les particules HDL ont, en effet, un puissant potentiel anti-athérogéne et outre leur réle bien connu
dans le transport inverse du cholestérol, les particules HDL possedent des propriétés antioxydantes,
mais aussi des propriétés antiinflammatoires, antithrombotiques et sont protectrices contre la

dysfonction endothéliale.

1.2.1. HDL et maladie cardio-vasculaire
Un taux de HDL-C inférieur a 35 mg/dl est associé a un risque de maladie cardio-vasculaire
multiplié par 4 . Aux Etats Unis, 58% des patients atteints de maladie cardio-vasculaire ont un

HDL-C inférieur au 10° percentile .

1.2.1.a. Les études de population

L’association entre un taux diminué de HDL-C et I’augmentation de I’incidence de la maladie
cardio-vasculaire a été bien validé dans des études cas témoins mais aussi par des études

prospectives a grande échelle comme I’étude Framingham (Framingham Heart Study, FHS) #>*°,
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I’6tude PROCAM (PROspective CArdiovascular Munster) ™ et I’étude MRIFT Multiple Risk
Factor Intervention Trial 8%,

Une méta-analyse de 4 études : Framingham Heart Study (FHS), Lipid Research Clinics prevalence
mortality Follow-up Study (LRCF), Coronary Primary Prevention Trial (CPPT), et Multiple Risk
Factor Intervention Trial (MRFIT), retrouve que chaque augmentation du HDL-C de 1 mg/dl est
suivie d’une diminution du risque cardio-vasculaire de 2% chez les hommes et de 3% chez les
femmes .

De la méme facon, une relation inverse a été retrouvée entre le taux d’alipoprotéine A-1 et
Iincidence de la maladie cardio-vasculaire 3%,

Les familles de patients hyperalphalipoprotéinémiques semblent vivre plus longtemps, protégées
contre les maladies cardio-vasculaires, par comparaison a la population générale %%,

Cependant, les familles de patients présentant une hypoalphalipoprotéinémie d’origine génétique

présentent, de facon inconstante, selon I’étiologie, une élévation de I’incidence de la maladie

cardio-vasculaire.

1.2.1.b. Les études d’intervention

Des essais cliniques, utilisant les fibrates pour élever le niveau de HDL-C, comme I’étude VA-HIT
(Veterans Administration HDL Intervention Trial) 8! I’étude « Helsinky Heart Study » %, et
I’6tude BIP (Bezafibrate Infarction Prevention) *, ont prouvé que chague augmentation de 1% du
HDL-cholestérol était liée avec une diminution de 3-4% du risque de maladie cardio-vasculaire.
Ces études ne sont cependant pas toutes convaincantes puisque I’étude BIP était négative sur le
critere principal ainsi que plus récemment I’étude FIELD avec le fénofibrate, bien que
I’augmentation du HDL-C, dans cet essai, soit restée trés modeste. Plusieurs études utilisant I’acide
nicotinique et I’inhibiteur de la CETP torcetrapid, afin d’augmenter le taux de HDL-C, sont en

cours %,
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1.2.1.c. Les modéles animaux

Ces observations sont renforcées par les modeles animaux d’athérosclérose, souris et lapins,
transgéniques pour 1’apoA-l1 , chez qui I’élévation du taux d’HDL-C protége contre le
développement de la plaque d’athérome 2%,

Récemment I’injection de particules HDL reconstituées, d’apoA-I, d’apoA-I milano ou de peptides

mimant I’action de I’apoA-1, ont démontré chez I*animal comme chez I’homme une efficacité

hautement significative sur la prévention, mais aussi sur le traitement de la maladie athéromateuse

99-105

1.2.2. Hétérogénéité des particules HDL

Les particules HDL sont un groupe hétérogéne de particules qui sont les plus petites et les plus
denses des lipoprotéines plasmatiques. Elles sont composées d’un cceur hydrophobe qui contient
des esters de cholestérol et des triglycérides entourés d’une couche simple de phospholipides
contenant du cholestérol non estérifié et des apolipoprotéines.

Les particules HDL sont en constant remodelage par des enzymes plasmatiques ou hépatiques
comme la lecithin cholesterol acyl transferase (LCAT), la cholesterol ester transfer protein (CETP),
la phospholipid transfer protein (PLTP), la lipase endothéliale (EL) et la lipase hépatique (HL)
(tableau 2). Ce remodelage permanent est responsable de I*hétérogénéité des particules HDL avec
une population de particules qui varie en taille, densité, conformation, composition et charge (figure

1, tableau 1). Cette hétérogénéité confere aux HDL ces propriétés antiathérogenes trés variées.

1.2.2.a. Caractérisations et isolement des particules HDL

Les particules HDL sont secrétées dans le plasma sous forme de particules discoidales, qui sont
rapidement converties en particules sphériques par I’enzyme LCAT aprés estérification du
cholestérol libre. En gel d’agarose, on peut isoler ces particules selon leur charge entre les

particules ayant une migration pré-p (particules discoidales) et les particules ayant une migration o
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et y (particules sphériques), les particules ayant une migration o sont les plus abondantes dans le

plasma.

Ces particules sphériques peuvent étre divisées en 5 sous-populations selon leur taille par
électrophorése et FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) dont le diametre varie entre 7.4 et
12.0 nm '%,

Par immunoaffinite, les particules HDL different par leur composition en apolipoprotéines entre les
HDL contenant I’apoA-1 mais pas I’apoA-Il, les HDL contenant I’apoA-Il mais pas A-l et les HDL
contenant a la fois I’apoA-I et I’apoA-II.

D’autres apolipoprotéines comme I’apoA-1V, I’apoA-V, I’apoC-I, apoC-I1I et I’apoC-IIl, I’apoD,
I’apoE, I’apoJ, I’apoL et I’apoM sont aussi associées aux particules HDL *°” (Figure 1, tableau 1 et
2).

Ces particules peuvent aussi étre séparées selon leur densité par ultracentrifugation en HDL-2,
HDL2a et 2b, ( densité comprise entre 1.063 et 1.125 g/ml) et HDL-3, HDL3a, 3b et 3c, ( densité

comprise entre 1.125 et 1.21g/ml) %,

1.2.3. Les HDL par leurs hétérogénéités possedent des propriétés antiathérogenes variées

1.2.3.a. Le transport inverse du cholestérol

La plus connue des propriétés antiathérogenes des particules HDL est leur habilité a conduire le
transport inverse du cholestérol, ramenant le cholestérol des cellules périphériques et notamment
des macrophages spumeux contenus dans la plaque d’athérome vers le foie ou il est éliminé dans la
bile ou recyclé.

C’est durant ce transport que les particules HDL sont remodelées et recyclées (figure 2, tableau 2):
La premiere étape consiste en la formation et I’excrétion de particules HDL discoidales (migration
pré-p), pauvre en lipides, contenant les lipoprotéines associees au HDL en particulier I’apoA-I, la

principale apolipoprotéine, formée pour 30% dans I’intestin et 70% par le foie.

16



Ces particules s’enrichissent en PL, apolipoprotéine et cholestérol au contact des VLDL et des
remnants hydrolysés par la lipoprotein lipase, LPL.

Ces particules discoidales sont de trés bon accepteur de cholestérol libre et de PL venant des tissus
périphériques mettant en jeu des transporteurs tels que I’ATP-bindind cassette transporter sub-
family A, member 1 (ABCA-1) et I’ATP-bindind cassette transporter sub-family G, member 1,
(ABCG-1). Cette etape est fondamentale, car les particules HDL ne pouvant étre lipidées, comme
c’est le cas, par exemple dans la maladie de Tangier (deficit en ABCA-1), sont trés vite éliminées
de la circulation.

Le cholestérol libre, ainsi acquis, est estérifié par I’enzyme LCAT entrainant une migration des
esters de cholestérol dans le cceur hydrophobe de la particule et transformant les particules
discoidales en particules sphériques, ayant une migration o, et représentant la majorité des particules
HDL isolées dans le plasma.

Les esters de cholestérol retournent au foie, soit directement apres captage des particules HDL par
le foie utilisant le récepteur SR-B1, soit indirectement aprés échange des esters de cholestérol

contre des triglycérides avec les particules riches en triglycérides, VLDL, conduit par la CETP.

1.2.3.b. Les propriétés antioxydantes

Les particules HDL ont la capacité d’inhiber I’oxydation des lipides et des proteines contenus dans
les membranes cellulaires et les lipoprotéines plasmatiques en particulier les LDL et de traiter les
LDL et autres lipides des membranes cellulaires oxydés, biologiquement actifs, grace a leurs

109,110

capacités anti-oxydantes . Les HDL assurent le clivage et la séquestration des lipides

hydropéroxydés qui sont pro-inflammatoires *****

. Les particules HDL sont les principaux
transporteurs de lipides hydroperoxydés in vivo ™ et les particules HDL, contenant les lipides
hydroperoxydés, sont rapidement reconnues et éliminees par le foie. Les particules HDL peuvent

aussi piéger et éliminer les ROS.
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Les propriétés antioxydantes des particules HDL viennent des protéines, enzymes et
apolipoprotéines, liées a ces particules:

= Enzyme: - La paraoxonase, PON, présentant plusieurs isoformes
dont la plus fréquente est la PON1 **4, est une enzyme calcium dépendante, capable d'hydrolyser les
phospholipides oxydés associés aux LDL et aux membranes biologiques, de les transformer en
lyso-phospholipides, favorisant leur élimination. Les souris Knock out pour la PON1 ont une

augmentation des lésions athéromateuses **>**°

alors que les souris transgéniques pour le géne de la
PON1 humaine montre un ralentissement de la formation de la plaque d’athérome **'.
- La PAF AH (Platelet Activating Factor Acetyl Hydrolase) '*® est aussi une enzyme calcium
indépendante clivant préférentiellement les acyls courts en position sn-2 de la phosphatidylcholine
ainsi que d'autres substances comme le PAF ou d'autres lipides oxydés ce qui lui confére un réle
antiinflammatoire et anti-athéromateux.
- La LCAT joue un réle fondamental dans le transport inverse du cholestérol en estérifiant le
cholestérol libre, transférant un groupe acyl de la position sn-2 de la phosphatidyl choline vers le
cholestérol libre. Elle posséde de plus des capacités antioxydantes en favorisant le transfert des
lipides oxydés des LDL vers les HDL *'°%° | La LCAT est trés fragile et rapidement inhibée par de
faibles taux de lipides hydropéroxydes.

— Apolipoprotéines: Apo Al % Apo All 7122 Apo A IV ** (capables
de piéger les lipides oxydés).

— Antioxydants : une quantitt minime d’antioxydants comme la

vitamine E, les caroténoides ainsi que certains acides gras polyinsaturés sont aussi associés aux

particules HDL %1%,
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1.2.3.c. Les autres propriétés antiathérogénes

Les particules HDL peuvent inhiber la réponse inflammatoire qui entraine la migration des
monocytes dans la plaque d’athérome et leur transformation en macrophages actifs par leur
capacité antiinflammatoire °.

127,128

Les HDL sont aussi reconnues pour leur potentiel antithrombotique et agissent sur la

129

dysfonction endothéliale *** qui représente I’étape initiale de la formation de la plaque d’athérome.

On retrouve des altérations de toutes ces propriétés chez le patient diabétique.

1.2.4. Propriétés anti-athérogénes des HDL et diabéte

Dans le diabéte de type 2, I’hyperglycémie, I’hyperinsulinémie et I’hypertriglycéridémie conduisent
a une modification du niveau, de la composition, et de la fonction des particules HDL %",
L’insulino-résistance entraine un hyperinsulinisme et une baisse de I’efficacité de I’insuline au
niveau des tissus périphériques. L’insuline inhibe physiologiquement la lipase hormono-sensible du
tissu adipeux, elle favorise le stockage des acides gras (AG) et évite leur élévation dans la
circulation. En condition d’insulino-résistance, on observe une élévation des AG circulants qui, au
niveau du foie, stimulent la synthése de particules riches en TG. De plus, I’insuline est capable
d’inhiber directement la synthése des VLDL au niveau hépatique, la encore cette action est
modifiée. L’élévation des particules riches en triglycérides entraine une augmentation de I’activité
de la CETP. La CETP conduit I’échange d’esters de cholestérols, EC, contre des TG entre les
particules riches en TG et les particules HDL. Elle provoque un enrichissement des particules HDL
en TG et un appauvrissement en EC %3, Ces changements de composition retentissent sur la
forme et la fonctionnalité des particules HDL **°.

De plus il est maintenant établi que les protéines membranaires et plasmatiques, y compris, les
apolipoprotéines comme I’apoA-I subissent la glycoxydation dans un contexte d’hyperglycémie
1391490 - ces modifications retentissent aussi sur la fonction et les propriétés anti-athérogénes des

134,141-143

particules HDL : sur leur habilité & capter le cholestérol libre des cellules et sur leur
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capacité & assurer le transport du cholestérol vers le foie *¥"'**'*7 | a glycoxydation des particules
HDL impacte leurs propriétés antioxydantes: les particules HDL isolées de sujets diabétiques
seraient plus sensibles aux modifications oxydatives et plus chargés en lipides hydropéroxydés .

Les LDL circulantes, au niveau de I’intima de la paroi artérielle, sont aussi soumis aux
modifications par la glycation. Les LDL glyquées seraient plus sensible au stress oxydant. Les
modifications entrainées par la glycoxidation rendent les LDL pro-athérogenes et pro-
inflammatoires (recrutement de macrophages, formation de cellules spumeuses, modification de

I’homéostasie endothéliale) >**491%°,

Des travaux préliminaires réalisés par le Dr Kontush et son équipe INSERM U 551, Pitié-
Salpétriere, Paris, avec qui, le présent travail a été réalisé, ont consisté a mieux caractériser les HDL
en étudiant le pouvoir antioxydant de ses sous-fractions sur des LDL en cours d'oxydation chez des
sujets normolipidémiques, non diabétiques. Ces travaux ont retrouvé une hétérogénéité des
propriétés antioxydantes des sous fractions isolées par ultracentrifugation, la fraction HDL3c, petite
et dense, étant la plus protectrice contre I'oxydation des LDL, en corrélation avec son contenu en

paraoxonase .

L'objectif de ce travail est de caractériser, chez le sujet diabétique de type 2 ayant un bon contréle
glycémique, les différentes sous fractions d'HDL isolées par ultracentrifugation et d’analyser leurs
capacités antioxydantes sur des LDL en cours d’oxydation.

Mieux connaitre le role des HDL dans I'athérosclérose permettra de trouver des moyens efficaces de

lutter contre cette maladie, en particulier chez des sujets a risque comme le patient diabétique.
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2. MATERIEL ET METHODE

2.1. Criteres de sélection des patients diabétiques et controles

20 patients diabétiques de type 2, selon les critéres de la WHO (World Health Association) et de
I’ADA (American Diabetes Association), ont été recrutés dans le service du professeur A.Grimaldi,
Hopital la Pitie-Salpétriére, Paris. Le diabete était bien équilibré sous antidiabétiques oraux (a
I’exception des glitazones) ou régime seul sans insulinothérapie avec pour objectif une HbAlc <
7.5%.

Les patients étaient non obeses (BMI< 30), normotendus ou bien équilibrés sous traitement (tension
artérielle systolique, TAS < 140 mm de mercure et tension artérielle diastolique, TAD < 90 mm de
mercure).

Au niveau du bilan lipidique, ces patients présentaient une dyslipidémie mixte modérée, associée au
diabéete de type I, ils ne devaient pas prendre de traitement hypolipémiant. Le LDL-C devait étre
<1,60g/l, le taux de TG < 3g/l, le taux de HDL-C < 0.55g /I.

En comparaison 10 sujets témoins, non diabétiques, normolipidémiques, normotendus ont été
recrutés parmi le personnel de la Pitié-Salpétriére .

Aucun des différents sujets ne fume, ne boit en exces, ni ne prend de traitement influencant le
métabolisme des sucres ou des graisses.

Les femmes recrutées sont ménopausées et ne prennent pas de traitement hormonal substitutif.
Aucun sujet n'est atteint de pathologie thyroidienne, d'insuffisance rénale, d'insuffisance hépatique

ou cardiaque.

21



2.2. Traitement du plasma et du sérum

Pour chaque sujet, il a été prélevé le matin a jeun : 1 tube EDTA permettant d’obtenir environ 3 mi
de plasma, apres avoir été centrifugé 20 min a 2000 tours/min puis 5 min a 4500 tours/min et 2
tubes secs permettant d’obtenir 6 a 7 ml de sérum, aprés centrifugation pendant 10 min a 2500
tours/min.

Les prélevements ont été aliquotés en échantillon de 1 ml aprés addition de saccharose (a
concentration finale 0.6%, qui permet la stabilité des échantillons et limite I'oxydation) et fermeture
des tubes sous azote avec du parafilm *°. Puis les échantillons ont été immédiatement congelés & —

80°C.

2.3. Mesure des marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation systémique

La mesure des 8-isoprostanes, produits de I’oxydation non-enzymatique de I’acide arachidonique, a
été utilisée comme marqueur du stress oxydant systémique *°. Dans 1 ml de plasma, cette mesure a
été réalisee par méthode ELISA en utilisant un kit commercial (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,
USA, les coefficients de variation inter et intra mesure étant respectivement 8.0 et 11.1%).

Comme marqueur de I’inflammation, la protéine C réactive ultra sensible, CRP, a été mesurée par

immunonéphélémétrie (les coefficients de variation inter et intra mesure étant <5%)"*,

2.4. Isolement des sous-fractions d'HDL et de LDL

Dans le plasma, les lipides (cholestérol, triglycérides et phospholipides) sont transportés sous la

forme de lipoprotéines pour étre solubilisés. Les lipides et les protéines amphiphiles sont reliés par

des liaisons non covalentes. Tenant compte de la différence de densité entre lipides purs (0.9 g/cm3)
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et protéines pures (1.35 g/cm3), a chaque lipoprotéine correspond une densité selon sa
composition.

L’objectif de cette ultracentrifugation est d’obtenir un équilibre isopycnic des lipoprotéines a leur
densité dans un gradient de densités 1°%*%.

Apres décongélation des échantillons, la premiére étape est d’ajuster la densité plasmatique a 1.21
g/cm3 en utilisant la méthode de Radding et Steinberg, a I’aide du KBr (d=2.75 g/cm3) (1,98 g pour
6 ml de plasma).

Le poids de sel (m) a ajouter & un volume (V) de solution pour ajuster sa densité de d1 & d2 se

calcule selon la formule :

m= V-------- v=volume partiel spécifique de sel a

1-vd2 une température donnée.

Puis la seconde étape est de déposer soigneusement dans des tubes Beckman Ultraclear, volume
13.2 ml, le plasma mélangé au KBr puis une a une sans les mélanger, les solutions de différentes

densités afin de créer un gradient de densité.

volume densite (g/ml)

2.5ml 1.006

2.5 ml 1.019

2ml 1.063

3ml 1.21 (plasma + KBr)
2ml 1.24
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Puis les tubes sont mis en ultracentrifugation (Beckman, rotor SW41-Ti ) pendant 48 heures, a

40000 tours/min, 15°C.

Les sous-fractions sont récupérées aprés 48 heures par pipetage précis, apres élimination des

VLDL:

On récupere : - 5 sous fractions LDL (1 & 5)

- 5 sous fractions HDL (2b, 2a, 3a, 3b, 3c) :

densité

1.019

1.023

1.029

1.039

1.050

1.063

1.090

1.120

1.150

1.18

1.21

volume

VLDL 800 pl
LDL1 800l
LDL2 800 ul
LDL3 800l
LDL4 800l

LDLS 800ul

HDL 2b 1200pl

HDL2a 800ul

HDL 3a 800ul

HDL 3b 800u

HDL 3c 500pl

Répartition des différentes sous-fractions de LDL et de HDL dans le tube Ultraclear aprés

ultracentrifugation.
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Apres leur récupération les différentes sous-fractions sont mises en dialyse dans du PBS
(phosphate-buffered saline) Dulbecco, 1X, pH 7.4 pendant 48h afin d'éliminer le KBr et ’EDTA a
4°C, sous agitation (changement du bain de dialyse 2 fois, respectant un écart minimum de 8 heures
entre 2 changements).

Une fois récupéres, les échantillons sont conservés a 4°C et utilisés dans les 10 jours.

2.5. Caractérisation des différentes sous fractions d’HDL

2.5.1. Composition chimique par méthodes enzymatiques et revélation en spectro-photométrie
(Dynex) "%
Dosage : - des protéines totales (PT) (utilisant le BCA protein assay, s'appuyant sur la réaction du
Biuret, Pierce).

- du Cholestérol total (CT) (Roche/Hitachi Cholestérol CHOD-PAP (cholestérol oxidase-
phenol aminophenazone peroxydase).

- du Cholestérol libre (CL) (Kit Wako, Free Cholesterol C CHOD-PAP (glycerol
phosphate oxidase-phénol aminophenazone peroxidase).

- des Phospholipides (PL) et des triglycérides (TG) (kit BioMérieux).
Pour chaque dosage, on utilise 20 pl d‘échantillons et de solutions servant a établir la gamme étalon

sauf pour le cholestérol libre 50 ul (en raison de sa faible concentration ).

Calcul du cholestérol estérifié (CE) selon la formule: CE = CT-CLx1.67

Pour chaque composant, on calcule la concentration pour la sous-fraction d'HDL dans le volume
sanguin total en multipliant par la quantité de sous-fractions présente apres ultracentrifugation (1,2
ml pour HDL2b et 0,8 ml pour HDL2a, 3a, 3b, 3c) et division par la quantité de plasma ou sérum

dans le tube d'ultracentrifugation (3 ml - volume occupé par le KBr (densité 2,75 g/cm3))

25



Le Dosage de I’apoAl et I’apoAll a été réalisé sur automate KONELAB par immuno-

néphélémétrie.

2.5.2. Mesures des concentrations d’ApoE et d’Apo C (Cl, C 1l et C I1I)

Elles ont été obtenues en utilisant un gel d'acrylamide a 12%, en condition dénaturante : SDS-
PAGE (Sodium Dodécyl Sulfate- PolyAcrilamide Gel Eléctrophorése) :

La quantité de chaque sous-fraction d'HDL a été calculée pour obtenir un total de 15 pg de
protéines par puits et un volume total de 50 pl. Ces échantillons ont été traités par le DTT (1,4-
dithiothreitol) pour détruire les ponts disulfures des protéines et permettre leur migration en
condition dénaturante selon leur poids moléculaire. A chaque échantillon sont rajoutés, 8 ul de
tampon 6X pH 6.8 et 2 pl de bleu de bromophénol, qui permet de suivre la migration de
I’échantillon et de I’alourdir pour faciliter le dépét.

Ensuite chaque préparation est chauffée a 95°C pendant 3 minutes (pour parfaire la dénaturation des
protéines par le DTT) avant la migration en cuve d'électrophorese dans du tampon Laemmli 1X, 30
mA/gel (voltage maximal, 900 V) pendant environ 1h30.

On utilise comme standard de poids moléculaire le Precision Plus Protein standard de Bio-Rad.

La migration finie, les gels sont colorés par le bleu de Coomassie (R250 BioMed), pour permettre la
lecture sur Kodak 1D3.5 network, permettant la représentation des apoprotéines comparées a

I'ensemble des protéines de I'échantillon en pourcentage, selon l'intensité du signal.

L’apoC se divise en 3 sous classes Cl, Cll et CllI, leurs poids moléculaires étant compris entre 6000

et 9000 Da.

L’ apoE a un poids moléculaire aux alentours de 34000 Da.
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ApoE

ApoAl

ApoCs (CI+CII+ClII)

Page 1 06/12/03

Gels SDS-PAGE apreés coloration par le bleu de coomassie, localisation des principales apoprotéines.

2.6. La mesure de I'activité de la paraoxonase ***°

On mesure l'activité hydrolase de la paraoxonase dans chaque sous-fraction d'HDL, apres
ultracentrifugation du sérum, en utilisant le phényl acétate comme substrat en présence de chlorure
de calcium (enzyme calcium dépendante).
La préparation des échantillons:
Dans un volume final de 250 pl, on ajoute :

- Les sous-fractions d'HDL pour une concentration finale de 10 pg de protéine totale/ml.

- Tampon Tris HCL (pH8.0)

- CaCl2 1 mM.
Juste avant la mesure de I’activité de la PON1, on ajoute 10 pl d’une solution de phényl acétate a
0,4% (concentration finale de 1 mM) puis on mesure l'apparition du phénol (produit d'hydrolyse du
phényl acetate par la paraoxonase) a 270 nm au spectrophotométre. La mesure de l'activité est

dynamique sur 3 min (5 mesures/min).
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Cette mesure est corrigée par le blanc (solution contenant uniquement le tampon Tris, le chlorure de
calcium et le phényl acétate).

On obtient une activité en U/mg de protéine totale (1 unité= 1umol phényl acetate hydrolysée/min).

2.7. Mesure de l'activité de la LCAT

Pour mesurer I’activité de la LCAT, on utilise un substrat (PL fluorescent) émettant & 470 nm, qui,
apres hydrolyse par la LCAT, émet a 390 nm (kit "LCAT assay" (CALBIOCHEM)).

La concentration en HDL est 10 pg/ml de protéine totale dans 100 pl de tampon + du PBS Chelex
(PBS Dulbecco traité avec 1g de résine échangeuse d'ions , le Chelex 100, Biorad, pendant 1 heure)
pour un volume final de 150 ul + 0.5 pl de substrat.

On incube la préparation a 37°C pendant 5 heures puis on ajoute le révélateur (150 pl)

Dans une plaque 96 puits, on dépose 250 pL de cette solution puis lecture en mesurant I’émission a
470 nm (le substrat non hydrolysé restant) aprés excitation a 340 nm sur fluorimetre, VICTOR. De
méme, on mesure deux blancs en double: 1 blanc sans substrat et 1 blanc avec substrat.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de substrat hydrolysé (PL fluorescent), rapporté au
blanc avec substrat aprés avoir soustrait le blanc sans substrat (pour I’échantillon mesuré et le blanc

+ substrat) : activité LCAT= (blanc avec substrat — blanc sans)/(blanc avec substrat— HDL)*100.

2.8. Mesure de I'activité de la PAF-AH *®

On utilise un substrat fluorescent de la PAF-AH, le C6NBD-PC (1 palmitoyl-2-6[7-
nitrobenzoxadiazoxyl]aminocaproylphosphatidylcholine), phospholipide possédant un groupement
acyl a chaine courte en position sn-2 contenant un fluorochrome (C6NBD).

On ajoute 15 pl d'une solution a 200 uM de C6NBD-PC (concentration finale de 10 umol/L), a

chaque sous-fraction d'HDL (concentration finale de 20 g de protéine total/ml).
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Le volume est ajusté a 300ul par du PBS Chelex. Le mélange est ensuite incubé 45 minutes a 37°C.
Ensuite on extrait les lipides a I’aide d’un mélange chloroforme/méthanol (300pl de chaque).

On vortex pendant 1 minute puis les échantillons sont centrifugés a 2500 tours/minute pendant 10
minutes.

200 pl du surnageant sont prélevés (phase aqueuse dans laquelle se trouve I’acide gras portant le
fluorochrome, C6NBD, libéré lors de la réaction) puis déposé sur plaque 96 puits. La lecture est
faite en fluorescence a 470/533 nm sur fluorimétre VICTOR.

On rapporte les mesures a une gamme étalon réalisée a partir du C6NBD dilué dans un mélange 1/1
de PBS et méthanol pour obtenir une activité en nmol de C6NBD/mg de protéine totale/minute.

2.9. Mesure des paramétres de I’oxydation des lipoprotéines **"*%

2.9.1. Mesure de I’oxydation des LDL en presence des particules HDL

On étudie I'oxydation d'un pool de 5 sous-fractions de LDL natives, provenant d'un méme sujet
référent pour toutes les oxydations. Les LDL du sujet référent sont préparées dans les mémes
conditions que les HDL des patients, a partir du plasma (voir paragraphe 2.3.). On étudie
I'oxydation du pool de LDL seul puis en présence de chague sous-fraction d'HDL. La concentration
de LDL utilisée est de 10 mg de cholestérol total/dl.

On incube a 37°C dans du PBS Chelex, le mélange de LDL + les différentes sous-fractions de HDL
en présence d’AAPH, 1mM (2,2'-azobis-(2-amidinopropane/hydrocloride)), un azo-initiateur
hydrophile de l'oxydation. On mesure l'apparition des dienes (lipides hydropéroxydés) au
spectrophotomeétre pendant 16 heures (cinétique : 1 mesure/ 10 min/16h), I’absorbance maximale
étant a une longueur d’onde de 234 nm. L'oxydation est stoppée a 20 heures par addition d’1pl

d'EDTA 0,1 M et 1ul de BHT 2% (butylated hydroxytoluéne) comme antioxydant.
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Courbe d’apparition des dienes lors de I’oxydation des LDL par I’AAPH, mesurée au

spectrophotomeétre a 234 nm

La structure des lipides hydropéroxydés est la suivante :

-CH=CH-CH=CH-CHOOH-
La double-double liaison (diene) résulte de la péroxydation des lipides, elle absorbe les UV a 234
nm. En général I'apparition des dienes est paralléle a I'apparition des produits d’oxydation les

TBARS (Thiobarbituric acid reactives substances).

On obtient une courbe présentant 3 phases :
- La phase de latence (1) (lag phase) correspondant a la déplétion des LDL en

antioxydants, peu d'oxydation durant cette phase.
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- La phase de propagation (2) Ou se produit une réaction en chaine entrainant la
péroxydation des lipides. C’est la phase ou interviennent les HDL.

- Laphase de décomposition des hydropéroxydes (3)
On s'intéresse essentiellement aux deux premiéres phases (1 et 2), en déterminant a I'aide de droite
de régression : - La vitesse d'oxydation

- La durée de la phase

De méme, on mesure la concentration maximale en diénes a la fin de la deuxiéme phase 2.
Les mélanges HDL+LDL oxydés sont ensuite congelés a - 80°C pour mesurer les TBARS et REM

dans un intervalle de temps maximum de deux mois.

2 types d'oxydation sont étudiées :

L activité antioxydante spécifique : Elle correspond a la capacité intrinséque de chaque sous-
fraction d’HDL a protéger les LDL de I'oxydation .

On ajoute chaque sous-fraction pour une concentration finale de 10 mg de masse totale/dl afin
d’obtenir un ratio HDL : LDL physiologique (2-6 mol/mol)

L activité antioxydante totale : Chaque sous-fraction est ajoutée a la méme dilution (1/6 de la
concentration initial): Elle reflete l'activité de chaque sous-fraction en tenant compte de leur

répartition plasmatique.

La vitesse d'oxydation des LDL dépend de la composition des LDL en substrats oxydables, en
particulier en acide gras poly-insaturés: I’acide linoleique (18:2) et I’acide arachidonique (20:4)
contenu dans les PL, les TG et les esters de cholestérol. Selon le régime, les traitements, les
pathologies sous-jacentes qui modifient leur composition, les LDL présentent une susceptibilité

différente a I'oxydation. Cette méthode a prouvé une bonne reproductibilité.

31



2.9.2. Dosage des TBARS (thiobarbituric acid reactives substances) "%

Les phospholipides sont les composants principaux a l'interface des milieux intra et extracellulaires.
Ces phospholipides disposés régulierement en monocouche (lipoprotéines) ou bicouche
(membranes cellulaires) favorisent par auto-oxydation la propagation de la péroxydation lipidique.
Parmi les aldéhydes formés, le plus important, est le malone dialdéhyde (MDA), beta-dialdehyde
tricarboné, produit principalement lors de la coupure des acides gras polyinsaturés posseédant au
moins 3 doubles liaisons (acide arachidonique, acide eicopentaénoique, acide docosapentaénoique,
acide gamma-linolénique).

Le MDA est le principal produit de la péroxydation lipidique mesuré par cette méthode, on mesure
aussi d'autres aldéhydes qui réagissent avec I'acide thiobarbiturique.

Le MDA réagit avec 2 molécules d’acide thiobarbiturique (TBA), a chaud et en milieu acide pour
former un pigment dose a 532 nm. On mesure le MDA présent préexistant mais aussi celui formé
pendant la réaction d’oxydation.

Aprés avoir décongelés les produits d’oxydation, on précipite les protéines en mélangeant 50 pl du
mélange HDL/LDL post-oxydation avec 52 pl de réactif 1 (200 pl d’EDTA 0.1 M + 200 pl de BHT
0.1 M+ 5 ml de TCA (acide trichloro-acétique)). Les échantillons sont vortexés puis centrifugés a
1300 tours /min pendant 3 minutes, ce qui permet la précipitation des protéines (afin d’éviter toutes
interférences lors de la lecture finale a 530 nm).

On récupere 50 ul de surnageant et on y ajoute 150ul du réactif 2 (acide sulfurique 0.05 M + TBA
(acide thiobarbiturique 0.67%), volume/volume). Le mélange est mis dans un bain marie a 95°C
pendant 15 minutes puis dans la glace afin de stopper la réaction.

On récupére 150 pl de la solution pour la disposer dans une plaque 96 puits pour la lecture a 530
nm au spectrophotometre.

Parallelement, on prépare a partir d’une solution de malone dialdéhyde, une gamme étalon

s’échelonnant de 0.625uM a 5uM. On obtient des résultats en puM.

32



2.9.3. Dosage des REM (Relative Electrophoretic Mobility) **’

Durant I'oxydation, la charge négative des LDL augmente proportionnellement a l'oxydation de
I'apoprotéine B.

On mesure sur gels d'agarose 0.83% + BSA (bovine sérum albumin) la migration des LDL oxydées
seules et au contact de chaque sous-fraction d'HDL ainsi que la migration de LDL natives, non
oxydées. La migration s’effectue pendant 6 minutes a 400V dans du tampon barbital (pH 8.6).

Les gels sont ensuite fixés dans une solution de méthanol/éthanol/acide acétique /eau
(475/30/100/475, viviviv) avant d’étre colorés par le noir soudan 0.1% (coloration des lipides) puis
décoloration par une solution a 45% d’éthanol. La lecture s’effectue a I’aide du Kodak 1D3.5
network .

Pour obtenir les REM, on mesure le ratio entre la mobilité électrophorétique des LDL oxydées en
absence ou en présence des sous-fractions d'HDL et celle d'un pool de LDL natives non oxydées.
La mobilité électrophorétique représente la distance parcourue entre le point de départ et le milieu

du pic de migration des LDL.

LDL LDL +HDL +HDL +HDL +HDL +HDL LDL

Réf.  oxydées 2b 2a 3a 3b 3c  oxydées

seules seules

Mesure des REM des LDL oxydées en présence et en absence des sous-fractions d’HDL sur gel

d’agarose.
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2.10. Test statistique

Pour étre reproductible, la majorité des données concernant lI'oxydation, les REM et les TBARS,
sont rapportées en pourcentage des LDL oxydées seules.
Les différences entre le groupe contréle et le groupe diabétique sont étudiées par :

- le t-test pour variable indépendante de Student pour les variables continues

- le test de Fischer pour les variables discontinues.
Pour évaluer les relations entre les différentes variables, on calcule des coefficients de corrélation
selon Pearson.

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + la déviation standard.
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1. RESULTATS

3.1. Les Caractéristiques cliniques et biologiques des sujets diabétiques de type 2 et des sujets

contrdles, non diabétiques

Les patients diabétiques (n=20) ne présentent pas de différences significatives, au niveau de I'age et
du sexe, par rapport aux sujets contréles (n=10).

Par contre, on retrouve chez les sujets diabétiques de type 2, la dyslipidémie accompagnant
classiquement le diabéte de type 2, associant un taux de TG 2.2 fois plus élevé comparé aux sujets
controles (p<0.01) et un taux de HDL-C et d’apoA-1 diminué (respectivement —19%, p<0.01 et -
15%, p<0.01). Le taux de LDL-C est comparable dans les deux groupes, cependant le taux d’apoB
tant a étre plus élevé dans le groupe de patients diabétiques (+17%, p>0.05), reflétant la
concentration plus élevee de particules riches en TG (Tableau 3).

De plus le ratio TC/ HDL-C est plus élevé dans le groupe des patients diabétiques, comparé aux
sujets controles ( 4.40 £1.03 vs. 3.45 +0.72, p<0.05) en faveur d’un profil lipidique athérogene.
L’equilibre glycémique du groupe de sujets diabétiques est globalement bon, I’hémoglobine
glyquée moyenne étant mesurée a 7.0+1.1%. La glycémie a jeun est cependant plus élevée dans le
groupe des patients diabétiques, que dans le groupe de sujets contrdles (+43%, p<0.01) (Tableau 3).
Pour finir, on retrouve un indice de masse corporelle, IMC, significativement plus élevé chez les
diabétiques (p< 0.01).

Dans le groupe de patients diabétiques, 18 patients /20 prennent des hypoglycémiants (16 patients
prennent de la metformine, 7 des sulfamides hypoglycémiants), 3 patients sont sous anti-
hypertenseurs (2 sous inhibiteurs de I'enzyme de conversion, IEC, 1 sous inhibiteurs calciques.)

Les sujets témoins ne prennent aucun traitement.
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3.2. Marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation systémique

Le niveau de 8-isoprostanes , utilisé comme marqueur du stress oxydant systémique est 2.9 fois plus
élevé dans la population de diabétique de type 2 comparé a la population contréle (Tableau 1).

Le degré d’inflammation chronique évalué par le niveau de CRP,s est similaire dans les deux
groupes: mesuré a 40 nmol/L (9-192) dans la population de sujets diabétiques et a 42 nmol/L (8-64)

dans la population de sujets contréles.

Corrélations
Le niveau de 8-isoprostanes est positivement corrélé avec le niveau de HbAlc, la glycémie a jeun,
et le ratio TC/HDL-C (respectivement r=0.52, p<0.05; r=0.41, p<0.05; r=0.42, p<0.05) et, est

négativement corrélé avec le niveau de HDL-C (r=-0.46, p<0.05) (figure 5).

3.3. Concentrations plasmatiques et compositions chimiques des sous-fractions d"HDL

3.3.1. Concentration et répartition des sous-fractions de HDL dans le plasma

Les concentrations molaires et le poids moléculaire des fractions HDL3 ne différent pas entre les
deux populations (Tableau 4). Par contre les concentrations molaires des sous-fractions HDL 2a et
HDL2b tendent a étre diminuées (respectivement —11% et -5%, p>0.05) dans la population de
sujets diabétiques par comparaison a la population de sujets contréles.

En ce qui concerne la distribution plasmatique de ces sous-fractions, on ne retrouve pas de
différence entre les sujets diabétiques et controles : HDL2b ~ HDL2a = HDL3a > HDL3b > HDL3c

dans les deux groupes, les HDL 2 prédominent sur les HDL 3.
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3.3.2. Composition chimique des sous-fractions HDL :

Les sous-fractions de HDL isolées des sujets diabétiques différent de celles isolées des sujets
contrdles par leur composition chimique : Le taux de cholestérol total est diminué de la méme facon
dans les HDL2 et HDL3 des sujets diabétiques (-27% et - 26%, respectivement) par comparaison
aux sujets controles (figure 6). Le contenu en ester de cholestérol est diminué au sein de toutes les
sous-fractions de HDL des sujets diabétiques alors que le taux de TG a toujours été retrouvé plus
élevé par comparaison aux sous-fractions de HDL des sujets contrdles. Le taux de cholestérol libre
est significativement diminué dans les sous-fractions HDL2a, 3a et 3b des sujets diabétiques alors
que le taux de PL est plus élevé dans les sous-fractions HDL2b, 2a,3a et 3b de ces mémes sujets
(Tableau 4).

La concentration en protéine totale est identique dans les deux groupes sauf dans les sous-fractions
HDL3c des sujets diabétiques ou elle est plus élevée (Tableau 4). Les concentrations en apoAl et
apoAll sont identiques entre les deux groupes.

En ce qui concerne le dosage des apoC (somme de la concentration en apoCIl+CI1+ClI1) et de I’apo
E par gels SDS, l'intensité relative étant tres faible par rapport aux autres protéines des HDL (en
particulier I’apo Al), les valeurs retrouvées sont souvent inquantifiables chez la plupart des sujets
contréles.

On retrouve une augmentation significative de I'apoC dans la sous fraction HDL3c (18.2 +8.0 vs
7.5+9.0 mg/dl, p<0.01) et de I'apoE dans les sous-fractions HDL2a (8.8+9.1 vs 1.4+3 mg/dl,
p<0.05) et HDL3c (3.743.0 vs 0.9+1.1 mg/dl, p<0.05) des sujets diabétiques.

On peut donc dire que la composition chimique des HDL des sujets diabétiques est modifiée par
rapport aux sujets controles. Les sous-fractions de HDL des sujets diabéetiques sont globalement
appauvries en cholestérol estérifié et libre, et enrichies en triglycérides et phospholipides. Ces
données sont en accord avec les données trouvées dans la littérature **. Par contre on ne note pas de

différence au niveau de leurs masses totales et de leur composition en apoAl et apoAll.
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3.3.3. Correlations
Le taux plasmatique de 8-isoprostanes est négativement corrélé, de facon significative, avec le
contenu en cholestérol des sous-fractions de HDL, en particulier avec le pourcentage d’EC dans les

HDL3b et 3c et le pourcentage de cholestérol libre dans les HDL2a et 3a.

3.4. Protection des LDL de I’oxydation par les différentes sous-fractions d'"HDL

En accord avec les résultats retrouvés dans une précédente étude, conduite chez des sujets
normolipidémiques, non diabétiques **, les sous-fractions de HDL petites et denses, les HDL3c,
des deux groupes, sont les plus puissantes pour inhiber I’oxydation des particules LDL, induite par
I’AAPH (Figure 7 a,b).

Dans les conditions employées pour mesurer l'activité antioxydante spécifique (chaque sous-
fraction est ajoutée pour une concentration finale de 10 mg de masse totale/dl afin d’obtenir un ratio
HDL : LDL physiologique (2-6 mol/mol)), les sous-fractions HDL3b et HDL3c des sujets
diabétiques ont une capacité antioxydante significativement diminuée (-19% a -34%, p<0.05)
comparés aux sujets contrdles.(Figure 7 b et ¢)

Chez les sujets diabétiques, seules les sous-fractions HDL3c diminuent significativement
I’oxydation des LDL par I’AAPH pendant la phase de propagation (-39%, p<0.01). Aucune des
sous-fractions de HDL prolongent significativement cette phase.

Dans la population contréle, les trois sous-fractions de HDL, petites et denses, HDL3a, 3b et 3c
diminuent le taux d’oxydation des particules LDL pendant la phase de propagation : HDL3a (-13%,
p<0.01)< HDL3b (-37%, p<0.01)< HDL3c (-58%, p<0.001). De plus HDL3b et 3c prolongent de

facon significative cette phase : HDL3b (+28%, p<0.001) <HDL3c (+47%, p<0.001) (Figure 7).
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Dans les conditions utilisées pour mesurer l'activité antioxydante totale, chaque sous-fraction est
ajoutée a la méme dilution. Elle reflete I'activité de chaque sous-fraction en tenant compte de leur
répartition plasmatique.

On retrouve de méme une diminution des capacités antioxydantes des sous-fractions petites et
denses, HDL3 des sujets diabétiques. Les sous-fractions HDL3b et 3c isolées des sujets diabétiques
sont moins efficaces pour atténuer d’une part, la vitesse d’oxydation des LDL par comparaison aux
sujets controles (-23%, p<0.05 et —36%, p<0.01, respectivement) (Figure 8), et d’autre part de

prolonger la phase de propagation (-33% et —43%, p<0.05,respectivement) (Figure 8).

Par conséquent, les capacités antioxydantes des sous-fractions HDL3b et HDL 3c sont diminuées
chez le sujet diabétique de type 2; ces sous-fractions étant les plus efficaces contre I'oxydation des

LDL chez des sujets controles ne présentant aucun trouble métabolique.

De fagon consistante avec ces résultats, les TBARS et les REM, marqueurs d’oxydation avancés
des lipides et des protéines, sont plus élevés dans le groupe de sujets diabétiques. L’accumulation
des TBARS est significativement plus importante dans le mélange de LDL-C en présence des sous-
fractions HDL3b et 3c isolées des patients diabétiques (+41% et +47% respectivement, p<0.05) par
comparaison aux sous-fractions isolées des sujets contréles.

La protection des particules LDL de I’oxydation par les sous-fractions de HDL s’effectuent surtout
aux phases tardives de I’oxydation (Figure 7, a et b), confirmant que les propriétés antioxydantes
des HDL sont surtout en rapport avec I’inactivation de I’hydropéroxydation des lipides.

Cependant les sous-fractions d’HDL3c isolées des patients diabétiques et contrdles prolongent la
phase de latence de I’oxydation des LDL (+39% et +63% respectivement) ; la différence entre les

deux groupes n’est pas significative.
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L augmentation apparente du taux de formation des dienes en présence des sous-fractions HDL2b,
2a et 3a des sujets diabétiques comme des sujets contrdles (Figure 7, a et b) est probablement dle a

I’oxydation des lipides contenus dans les sous-fractions HDL elles-mémes **2 .

Quand les LDL isolées des sujets diabétiques et des sujets contrdles sont oxydées en absence de
sous-fractions HDL, aucune différence, au niveau des parameétres de I’oxydation, n’est retrouvée

entre les deux groupes.

Corrélations

Le taux de 8-isoprostanes plasmatiques, de facon générale, est corrélé positivement avec la vitesse
d’oxydation des particules LDL pendant la phase de propagation en présence de HDL 3a (r=0.51,
p<0.05), HDL3b (r=0.68, p<0.001) et HDL3c (r=0.80, p<0.001) (Figure 9) et négativement corrélé
avec la durée de la phase de propagation en présence des sous-fractions HDL3a (r=-0.41, p<0.05),
HDL3b (r=-0.50, p<0.05) et HDL3c (r=-0.49, p<0.05).

Le taux de 8-isoprostanes est aussi positivement corrélé avec I’accumulation de TBARS en
présence des sous-fractions HDL3b (r=0.61, p<0.01) et HDL3c (r=0.51, p<0.05).

Ces corrélations persistent si I’on étudie la population de sujets diabétiques, individuellement, elles
disparaissent si I’on prend la population de sujets contréles uniquement.

La glycémie a jeun est positivement corrélée avec la vitesse d’oxydation des particules LDL en
présence des sous-fractions HDL3b (r=0.53, p<0.01) et HDL3c (r=0.55, p<0.01) et avec
I’accumulation de TBARS en présence d’HDL3b (r=0.41, p<0.05) et HDL3c (r=0.48, p<0.05).

Le taux plasmatique de TG est corrélé positivement avec la vitesse d’oxydation des LDL en
présence d’HDL3b (r=0.38, p<0.05) et HDL3c (r=0.39, p<0.05), ces corrélations persistent dans la
population de sujets diabétiques pris individuellement, mais pas dans la population de sujets

controles.
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Une corrélation négative est observée entre la glycémie a jeun ou le niveau de TG, et la durée de la

phase de propagation en présence de la sous-fraction HDL3c.

Les troubles métaboliques, retrouvés dans le diabéte non insulino-dépendant, participent a la

diminution de I’effet antioxydant des particules HDL.

3.5. Activité enzymatique des principales enzymes antioxydantes liées au HDL

3.5.1. Activité de la paraoxonase

I’activité de la PON1 a été mesurée en utilisant le phényl acétate comme substrat. Son activité est
retrouvée diminuée, au sein de toutes les sous-fractions d’HDL isolées des sujets diabétiques par
comparaison aux sous-fractions isolées des sujets contrdles (jusqu’a —46%). La différence d’activité
de la PON1 n’est cependant significative que pour la sous-fraction HDL3a (Tableau 4).

En ce qui concerne la répartition de l'activité enzymatique dans les sous-fractions d’HDL, elle est
identigue pour les sujets diabétiques et contrbles: majoritaire dans les HDL3c
>HDL3b>HDL3a>HDL2b>HDL2a (p<0.001) (Tableau 4).

Environ 90% de l'activité de la PONL1 se trouve dans les sous-fractions HDL3b et 3c, petites et

denses.

3.5.2. Activité de la PAF-AH

L’activité de la PAF-AH a été mesurée dans un échantillon de 14 patients diabétiques et 8 sujets
contréles. On utilise un substrat fluorescent de la PAF-AH, le C6NBD-PC, phospholipide possédant
un groupement acyl a chaine courte en position sn-2 contenant un fluorochrome (C6NBD). Aprés

hydrolyse par la PAF-AH le fluorochrome est libéré et mesuré.
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On retrouve une activité de la PAF-AH diminuée significativement dans la sous-fraction HDL3c
chez les sujets diabétiques, comparée a la sous-fraction HDL3c des sujets contrbles (p<0.05) sans
autre différence significative entre les 2 groupes (Tableau 4)

On retrouve une répartition différente de cette enzyme entre les sujets diabétiques et les sujets
controles : l'activité enzymatique chez les diabétiques est plus élevée dans les sous-fractions
HDL2b et HDL3c > HDL3b (p<0.01) > HDL3a et HDL2a (p< 0.001).

L'activité enzymatique des sujets témoins est plus élevée dans les fractions petites et denses

HDL3c>HDL3b et HDL2b (p<0.001) > HDL2a et HDL3a (p< 0.01) (Tableau 4)

3.5.3. Activite de la LCAT

Comme pour le dosage de I’activité de la PAF-AH, le dosage de I’activité de la LCAT a été effectué
dans un échantillon de 14 sujets diabétiques et 8 sujets contréles. La LCAT, hydrolyse un groupe
acyl de la position sn-2 de la phosphatidylcholine et le transfert vers le cholestérol libre pour
entrainer son estérification. Pour mesurer I’activité de LCAT, on utilise un substrat (PL fluorescent)
émettant a 470 nm, qui, apres hydrolyse par la LCAT, émet a 390 nm.

L’activité de la LCAT a tendance a étre plus élevée dans toutes les sous-fractions isolées des sujets
diabétiques par comparaison aux sous-fractions isolées des sujets contrbles. Cette différence est
significative pour les particules HDL3b (Tableau 4).

On retrouve une distribution a peu prés similaire de l'activité enzymatique de la LCAT dans la
population de sujets diabétiques et la population de sujets contrdles: elle est la plus élevée dans la
sous-fraction HDL3c chez les sujets contrdles comme chez les sujets diabétiques, HDL3c, 3b et 2b
présentent une activité supérieure a celle des sous-fractions HDL3a (p<0.05) et HDL?2a (p<0.01)

(Tableau 4).
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3.5.4. Correélations

Quand les parameétres de I’oxydation, en présence des différentes sous-fractions de HDL, sont
corrélées avec I’activité des différentes enzymes antioxydantes, on retrouve une corrélation trés
fortement significative avec la PON 1. En effet, I’activité de la PON1 est corrélée positivement avec
la durée de la phase de latence et de la phase de propagation (p<0.001) (Tableau 5) et de fagon
négative avec la vitesse d’oxydation des particules HDL et le montant maximum de diénes a la fin
de la phase de propagation (p<0.001) (Tableau 5).

Une corrélation moins évidente, a la limite de la significativité, est retrouvée avec I’activité de la
PAF-AH, n’atteignant la significativité que pour une corrélation positive entre la durée de la phase
de latence et I’activité de la PAF-AH (p<0.05) (Tableau 5).

En ce qui concerne la LCAT, on retrouve une corrélation positive entre la durée de la phase de
propagation et I’activité de I’enzyme LCAT, et une corrélation négative de I’activité de la LCAT
avec la vitesse d’oxydation des particules LDL (p<0.05), et avec le taux maximum de dienes

accumulés a la fin de la phase de propagation (p<0.05) (Tableau 5).
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IV. DISCUSSION

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux capacités des sous-fractions HDL de sujets
diabétiques de type 2, ayant un bon contréle glycémique, isolées par ultracentrifugation, a protéger
les particules LDL de I’oxydation. Nous avons comparé ces propriétés antioxydantes a celles de
sujets controles ne présentant aucun trouble métabolique ni pathologie particuliére.

Ce travail a mis en évidence que les HDL petites et denses, en particulier les sous-fractions HDL3b
et 3c, isolées des sujets diabétiques, voient leurs capacités a protéger les LDL de I’oxydation,
altérées (jusqu’a -52%), par comparaison aux sujets contréles, normolipidémiques, non diabétiques.
Ces HDL petites et denses, dysfonctionnelles, présentent des anomalies de composition, autant, au
niveau de leur cceur lipidique (TG et EC) que de leur surface (FC et PL). Les sous-fractions de HDL
isolées des patients diabétiques sont appauvries en ester de cholestérol et en cholestérol libre et
enrichies en TG et phospholipides.

D’autre part, les enzymes antioxydantes telles que la paraoxonase 1, en particulier, et la PAF-AH
associées aux sous-fractions des sujets diabétiques ont une activité enzymatique diminuée par

comparaison aux enzymes associées aux sous-fractions HDL des sujets contrdles.

Comme précédemment décrit, que ce soit chez les sujets diabétiques ou les sujets contréles, les
sous-fractions de HDL petites et denses, HDL3, exercent la plus grande habilité a protéger les LDL

de I’oxydation *°1161-162

4.1. L’élévation du stress oxydant dans le diabéte de type 2 est reliee aux anomalies

metaboliques caractéristiques de cette pathologie

Le stress oxydant, résultant du déséquilibre entre facteurs pro et antioxydants, joue un réle
important dans I’accélération du développement de la maladie athéromateuse qui caractérise le
diabete. En effet I’hyperglycémie, la dyslipidémie et I’hyperinsulinémie, associées au diabéte de
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type Il, entrainent une augmentation de la production de produits d’oxydation tres réactifs, les ROS,
réagissant avec les lipides et les protéines. Ces modifications sont responsables de la dysfonction de
I’endothélium vasculaire qui perd ses capacités protectrices et devient proathérogéne #%->1163-162,
Dans notre population de sujets diabétiques de type 2, le stress oxydant systémique, mesuré par le
taux de 8-isoprostanes plasmatique, est 3 fois plus élevé que dans la population de sujets controles.
Cette élévation est de plus corrélée avec la glycémie a jeun ainsi qu’avec le profil lipidique
athérogene révélé par le rapport CT/ HDL-C élevé. A I’opposé le taux de 8-isoprostanes est
négativement corrélé avec le taux de HDL-C.

Le taux de 8-isoprostanes est aussi positivement corrélé aux marqueurs de I’oxydation des
particules LDL, reflété par leur vitesse d’oxydation et le taux de TBARS accumulés, en présence
des sous-fractions HDL3b et 3c.

Les capacités antioxydantes des HDL 3b et 3c sont négativement corrélées avec la glycémie a jeun

et le taux de triglycérides.

Prenant en compte ces résultats, on retrouve donc une relation forte entre la glycémie a jeun,
I’hypertriglycéridémie, le stress oxydant et la capacité diminuée des particules HDL petites et

denses, HDL3, a protéger les particules LDL de I’oxydation dans le diabéte de type 2.

L’ élévation de la triglycéridémie (>150 mg/dl), retrouvée dans notre population de sujets
diabétiques, est un élément déterminant de la formation de particules HDL petites et riches en

triglycérides dont le métabolisme est altéré 130138166167

. Le temps de résidence diminué des
particules HDL, riches en TG chez les patients hypertriglycéridémiques, compte aussi beaucoup
dans I’hypoHDLémie souvent constatée chez les sujets diabétiques de type 2 et
hypertriglycéridémiques 31,

Dans ce contexte, on retrouve au niveau des particules LDL une répartition en faveur des particules

LDL petites et denses, enrichies en TG et plus susceptibles & I’oxydation*®.
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D’autre part, I’hyperglycémie favorise la modification des protéines (enzymes et apolipoprotéines)
par des processus de glycation non enzymatique induit par le glucose et ses dérivés %18 Ces
altérations favorisent et se cumulent aux modifications induites par le stress oxydant entrainant la

glycoxydation °®

. La glycation des apolipoprotéines en particulier de I’apoA-l, la principale
apolipoprotéine des particules HDL, et de I’apoB, I’apolipoprotéine des LDL, entrainent une
altération qualitative de leurs capacités. En effet, la glycation des particules HDL altére leurs
propriétés anti-athérogenes et accelére leur turn over participant a la baisse quantitative du taux de
particules HDL, constatée dans le diabéte de type 2 *03:1%°,

Les particules LDL glyquées sont proathérogénes '8

et présentent une susceptibilité accrue aux
modifications induites par le stress oxydant >*.
Dans cette étude, on ne retrouve pas d’élévation de I’inflammation systémique, mesurée par la

CRPus, chez les patients diabétiques.

4.2. Les particules HDL isolées des patients diabétiques ont une capacité antioxydante

diminuée.

Les particules HDL sont de puissants facteurs antioxydants, cette propriété a été largement

111,112,170

démontrée in vitro comme in vivo "%,

Plusieurs composants associés aux particules HDL participent a ces propriétés antioxydantes

comme les apolipoprotéines A-1, A-11 et A-I1V ainsi que les enzymes PON-1, PAF-AH et LCAT *.

Les particules HDL isolées de sujets diabétiques de type 1 ou type 2, en particulier au stade des

complications, montrent une activité antioxydante diminuée *"2*",

D’autre part, différentes études retrouvent une plus grande susceptibilité des LDL, isolées de sujets

diabétiques, & I’oxydation, ces résultats n’étant pas toujours concordants d’une étude & I’autre "%

178
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Ces deux phénomenes participent a I’élévation du stress oxydant associé au diabéte et a la

formation de la plaque d’athérome.

Nous retrouvons ici une capacité antioxydante diminuée des particules HDL isolées de sujets
diabétiques de type 2 bien équilibrés.

On ne retrouve pas par contre de plus grande susceptibilité de leurs LDL a I’oxydation.

De nombreuses études s’intéressant aux capacités antioxydantes des particules HDL isolées de
sujets diabétiques de type 1 ou de type 2, utilisant différents modeles, sont arrivés aux méme
conclusions :

Hedrick CC. et son groupe ont isolé des particules HDL de sujets diabétiques de type 2 (n=10)
atteints de maladie coronarienne et de sujets controles (n=12) atteints de maladie coronarienne, non
diabétiques. Ils ont testé les capacités de ces particules a inhiber I’activation de I’endothélium par
des LDL oxydées. lls ont retrouvé une capacité antioxydante diminuée des particules HDL isolées
des sujets diabétiques par comparaison aux sujets contrdles*®.

Ferreti G et son groupe se sont intéressés aux capacités antioxydantes des particules HDL en testant
leur habilité a protéger des membranes d’érythrocytes contre I’oxydation par I’AAPH.

Ils ont testé 31 sujets diabétiques de type 1 mal contrélés (HbAlc 9.6+2%) et 31 sujets appareillés
pour 1’age et le sexe non diabétiques*®

En conclusion de cette étude, ils ont trouve que les HDL isolées de sujets diabétiques sont moins
efficaces pour protéger les membranes érythrocytaires de I’oxydation par I’AAPH que les HDL
isolées de sujets controles.

De méme, Kalogerakis G et son groupe ont étudié la capacité des particules HDL isolées de 21
patients diabétiques de type 1 (HbAlc 7.8%) sans complications et de 23 sujets controles a traiter
des membranes érythrocytaires oxydées en captant les lipides hydropéroxydés de ces membranes.
Ils ont retrouvé une capacité antioxydante diminuée des HDL isolées de sujets diabétiques,

comparés au groupe de sujets controles' .
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De nombreux travaux, aux résultats parfois contradictoires, ont essayé d’identifier les sous-fractions
HDL les plus effectives dans la protection des LDL contre I’oxydation **°*"° Des travaux
antérieurs menés par notre équipe, chez des sujets exempts de toutes pathologies, ont montré une
efficacité supérieure des HDL petites et denses (HDL3b et 3c) contre I’oxydation des LDL. Les
sous-fractions HDL2b et 2a n’ayant qu’un role mineur *.

Dans ce travail, de facon similaire, les particules de HDL petites et denses sont les plus protectrices
contre I’oxydation des LDL par I’AAPH. Ces constations étant faites dans la population diabétique
comme dans la population controle.

C’est aussi ces sous-fractions de HDL qui ont leurs capacités antioxydantes altérées chez les sujets
diabétiques de type 2. Cette défaillance se manifeste par une vitesse d’oxydation des LDL durant la
phase de propagation significativement plus élevée en présence des HDL 3b et 3c des sujets
diabétiques comparés aux sujets controles, et de fagcon concordante, une diminution de la durée de
cette phase et une augmentation du taux maximum de lipides peroxydés.

Une étude menée par Gowri et son groupe ont regardé la capacité des sous-fractions HDL2 et
HDL3 de 20 sujets contrbles et de 18 sujets diabétiques de type 2, mal contrdlés (HbAlc 10.1 +
0.6%), a protéger les particules LDL de I’oxydation induite par des macrophages THP-1 activés.
Dans cette étude les particules HDL2 isolées des sujets diabétiques sont enrichies en TG et
appauvries en EC et présentent une capacité diminuée a protéger les particules de LDL de
I’oxydation par comparaison aux HDL2 isolées des sujets contrdles. Cela prouve I’importance de la
composition chimique de ces particules dans leurs capacités antioxydantes.

Les particules HDL2, comparées aux HDL3, dans la population de sujets contréles, mais pas dans
la population de sujets diabétiques, sont les plus puissantes pour protéger les LDL de I’oxydation
par les macrophages.

Il n’y a pas de différence en ce qui concerne les HDL3 des sujets diabétiques et contrdles, tant en ce

qui concerne leurs compositions chimiques que leurs capacités antioxydantes.

48



Cette discordance avec notre étude peut s’expliquer, par une différence de modeles utilisés avec une
efficacité plus importante des particules HDL2, a inhiber les produits d’oxydation venant des

macrophages et/ou une sensibilité plus importante de ces particules & I’hyperglycémie ',

On retrouve donc une diminution chez les sujets diabétiques des capacités antioxydantes des
particules HDL. Notre étude rapporte qu’il s’agit plus particulierement des sous-fractions de HDL
petites et denses, pour protéger les particules LDL de I’oxydation induite par I’AAPH. Afin d’en

comprendre le mécanisme nous nous sommes penchés sur la structure de ces particules :

4.3. L’activité des facteurs antioxydants associés aux HDL des patients diabétiques est altérée.

Comme cité précédemment, les HDL sont un ensemble hétérogéne de particules composées de
plusieurs facteurs potentiellement antioxydants. Parmi eux, nous avons étudié plusieurs enzymes :

la paraoxonase *®! en particulier, la PAF-AH ** et la LCAT %,

4.3.1. Activité de la paraoxonase

La paraoxonase 1 est une enzyme majoritairement liée aux particules HDL (90%), retrouvée en
quantité minime liée aux VLDL et aux chylomicrons (2% environ), et 5% dans le plasma. Par son
activité estérase/ lactonase, elle a la capacité, entre autre, de cliver les lipides hydropéroxydés et de
les rendre inactifs.

Il existe 3 isoformes connues de paraoxonase: la PON 3 qui n’est pas liée aux HDL, la PON 2
inactive envers le phenyl acétate et la PON 1 liée aux HDL qui est I’isoforme étudiée ici.

Cette enzyme, liée a l'apo Al est connue pour ses capacités antioxydantes, et son activité est
négativement corrélée a I'évolution de la maladie athéromateuse '**%. La PON1 agit contre le
développement de la plaque d’athérome en protégeant les LDL, les HDL et les macrophages contre

115,186,187

le stress oxydant , mais aussi en diminuant le captage des LDL oxydées par les
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macrophages *®, en inhibant la synthése du cholestérol par les macrophages **° et en stimulant

I"efflux de cholestérol des macrophages vers les particules HDL .

Dans notre étude, conformément a ce qui est déja publié, la majorité de I’activité enzymatique est
associée aux HDL petites et denses (90% de I’activité est liée aux HDL 3b + 3c) '*%. Cette

répartition est retrouvée aussi bien chez les sujets diabétiques que chez les sujets controles.

Dans les différentes études portant sur le sujet, on retrouve de fagcon consistante une diminution de

192,193

I'activité de la paraoxonase dans le diabéte de type 2, avec ou non présence de maladie cardio-

vasculaire ', et dans le diabéte de type 1 >317219:1%

Cependant, I’étude s’étant intéressée a I’activité de la PON, en cas de diabéte débutant ou
d’intolérance aux hydrates de carbone, n’a pas retrouvé d’altération de son activité **'.

La plupart de ces études constatent une baisse d'activité de la paraoxonase chez le sujet diabétique

indépendamment de son phénotype et de sa concentration protéique.

De fagon concordante, dans notre étude, I’activité de la paraoxonase 1, dont 90% est retrouvée dans
les HDL petites et denses (HDL3b + HDL3c), est abaissée dans toutes les sous-fractions isolées des
sujets diabétiques comparés aux sujets contrdles. On ne trouve pas, chez les patients diabétiques de
corrélation directe entre I’HbALc ou la glycémie a jeun et I’activité de la PON1, mais I’élévation de
la glycémie a jeun est négativement corrélée avec la capacité antioxydante des sous-fractions
HDL3. Certaines études ont retrouvé une corrélation négative entre la glycémie a jeun et I’activité

de la PON1 dans le diabéte®®.

Un des mécanismes évoques serait une altération de I’activité de la paraoxonase par glycation ou

glycoxydation de la protéine 14817219419 .
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En effet, dans leur étude, Hedrick CC et al., ont isolé des HDL de sujets contrbles et les ont
incubées avec du glucose dans des conditions n’évitant pas I’oxydation. Au bout d’une semaine les
particules HDL incubées avec le glucose présentaient un niveau significatif de produit de la
glycoxydation. En parallele, I’activité de la PON, associée a ces particules, a été diminuée de 65%,
corrélée a la diminution de ses capacités antioxydantes, comparées aux particules témoins incubées
en absence de glucose. Dans leur population de sujets diabétiques de type 2 (n=10) atteints de
maladie coronarienne, ils retrouvent une diminution de I’activité de la PON, comparée au groupe de
sujets controles, non diabétiques, atteints de maladie coronarienne (n=12) **.

Dans leur étude, Ferreti G et al. se sont intéressés a des particules HDL isolées de sujets controles
divisées en HDL ayant une haute activité de la paraoxonase et celles ayant une basse activité de la
paraoxonase. lls ont incubé ces particules avec différentes concentrations de glucose. Apres trois
jours, un niveau significatif de produits de la glycoxydation est apparu au sein de ces particules par
comparaison aux particules contréles, incubées en absence de glucose. Les particules HDL isolées
des sujets ayant une activité de la PON plus faible sont plus sensibles a la glycoxydation et
présentent, en base, une concentration plus élevée de lipides oxydes.

La glycoxydation des HDL et notamment de ses apolipoprotéines, entraine une modification de
leurs conformations retentissant sur leurs interactions avec la PON et expliquant aussi la diminution
de son activité*,

Kalogerakis G et al. ont confirmé que la glycoxydation in vitro de particules HDL, isolées de sujets
contrbles, entrainait une diminution de I’activité de la PON1 et de la capacité de ces HDL
glycoxydées a capter les lipides hydropéroxydés des membranes biologiques oxydées. En paralléle,
dans leur population de 21 patients diabétiques de type 1 (HbAlc 7.8%) sans complication,
I’activité de la PON1 a tendance a étre diminuée ainsi que leur capacité a capter les lipides

hydropéroxydés des membranes érythrocytaires oxydées, comparée au groupe de 23 sujets

controles 12,
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L activité de la PONL1 est tres fortement corrélée dans notre étude a la capacité des particules HDL
a protéger les LDL de I’oxydation, suggérant une contribution tres importante de la PON1 dans les
capacités antioxydantes des HDL petites et denses.

D’autres facteurs contribuent efficacement aux propriétés antioxydantes des particules HDL. Parmi

ces facteurs, la PAF-AH et la LCAT ont aussi été étudiées.

4.3.2. Etude des autres facteurs aux propriétés antioxydantes lies aux HDL: la PAF-AH, la LCAT et
les apolipoprotéines

La PAF-AH est une sérine estérase qui hydrolyse les chaines acyls courtes en position sn-2 des
phospholipides oxydés. Par ces propriétés, la PAF-AH associée aux particules HDL, peut traiter les
LDL oxydées inhibant leur potentiel proinflammatoire *°, L’activité de la PAF-AH est diminuée de
fagon significative, dans les sous-fractions HDL3c isolées des patients diabétiques. On constate
chez les sujets diabétiques, par rapport aux sujets contréles, une redistribution de cette enzyme vers
les sous-fractions les moins denses et plus larges. Son activité est significativement élevée dans les
HDL2b des sujets diabétiques par rapport aux sujets contrbles. Paradoxalement cette sous-fraction
est la moins efficace contre I'oxydation. Chez les sujets contrdles, la majeure partie de l'activité de
cette enzyme se trouve dans les HDL 3b et 3c. Cette modification de répartition peut entrainer une

altération de la spécificité de cette enzyme et de ses propriétés antiathérogenes.

La LCAT, outre son r6le majeur dans le transport inverse du cholestérol en estérifiant le cholestérol
libre, a prouvé son habilité & protéger les particules LDL de I’oxydation *°. Dans notre étude,
I'activité d’hydrolyse des phospholipides de la LCAT est augmentée dans toutes les sous-fractions
d’HDL isolées des sujets diabétiques, par comparaison aux sujets contréles. Ces constatations
laissent a penser que la LCAT n’est pas un élément majeur participant aux capacités antioxydantes

des sous-fractions HDL3. Chez les sujets diabétiques, I’activité de la LCAT, selon la méthode

199,200 200-202

utilisée, est retrouvée augmentée *, non modifiée ou diminuée
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L activité de la LCAT et celle de la PAF-AH sont aussi corrélées avec la capacité des sous-fractions

d’HDL a inhiber I’oxydation des LDL, de fagon moins évidente cependant que la PON1.

En ce qui concerne les facteurs antioxydants non-enzymatiques, les apolipoproteines, aucune
différence n'est retrouvée concernant les concentrations plasmatiques d'apo Al ou All entre la
population de sujets contrbles et diabétiques. Cependant les apolipoprotéines, comme I’apoA-I,
dans le diabéte, subissent des modifications liées a I’hyperglycémie et I’augmentation du stress

140,168

oxydant qui peuvent entrainer une altération de leurs propriétés, comme co-facteurs des

enzymes antioxydantes mais aussi en tant qu’accepteur de lipides hydroperoxydés. 1l a été démontré

203-205

que la glycation in vivo ou in vitro de I’apoA-I altére sa capacité a étre lipidée , a induire le

transport du cholestérol des cellules vers les particules HDL ¥%¢ 3 activer I’enzyme LCAT
137,143,144, 146,147 " ot qugmente son élimination par le rein %,

Méme en I’absence de différence quantitative, la glycation des apolipoprotéines liées aux HDL peut

expliquer la diminution de leurs capacités antioxydantes.

4.4. La modification de la composition chimique des HDL entraine des remaniements

structurels altérant ses fonctions.

La composition lipidique des particules HDL peut influencer ses capacités antioxydantes par des
mécanismes directs et indirects. Comme souvent décrit dans le diabéte de type I, les sous-fractions
HDL des patients diabétiques sont globalement appauvries en cholestérol libre et conjugué %3,
En compensation, et c'est ce qui explique la conservation de la masse totale par rapport aux sujets
contréles, le taux de TG est augmenté et le taux de phospholipides a tendance a étre plus élevé.

Ces anomalies de composition semblent corrélées au risque cardio-vasculaire >,
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L activité plus élevée de la CETP dans le diabéte de type 2 est a I’origine de I’appauvrissement du
cceur hydrophobe des particules HDL en EC et de son enrichissement en TG 131132166167.207 " Ceg
changements entrainent des modifications de la conformation des apolipoprotéines avec notamment
une pénétration diminuée des régions, centrales et C-terminales, de I’apoA-I dans la phase lipidique
entrafnant des dissociations de 1’apoA-1 *°. De méme ces particules sont de mauvais accepteurs du

cholestérol cellulaire *****'

et leur capacité a accepter les EC, le CL et les PL oxydés des particules
LDL est diminuée *®. De récents travaux, non publiés, réalisés par notre groupe ont démontré que
les particules HDL3 petites et denses isolées de sujets contrbles, enrichies in vitro en TG et

déplétées en EC, voient leur capacité a protéger les particules LDL de I’oxydation abolie.

La modification de la composition chimique des HDL a aussi un impact direct sur le
fonctionnement de la PONL1. En effet dans une étude récemment publiée par Rosenblat M. et son
groupe, ils expliquent la plus faible activité de la PON1 retrouvée chez les sujets diabétiques par
une dissociation de cette enzyme des HDL et un manque de sa stabilisation 2. En effet,
I’environnement lipidique et I’apoA-1 sont censés stabiliser cette enzyme, afin d’assurer son bon
fonctionnement 2°*#°. On retrouve une corrélation entre I’activité de la PON et la concentration de
cholestérol libre dans la sous-fraction HDL3c.

Les sous-fractions de HDL isolées des sujets diabétiques présentent des modifications de leur
composition chimique, qui associées aux modifications de I’apoA-1, entrainent une dissociation de

la PONL1 et une altération de son fonctionnement par manque de stabilité.

Dernier élément, les particules HDL sont les plus importants transporteurs de lipides
hydroperoxydés dans le plasma ***. En raison du stress oxydant plus élevé associé au diabéte, les
HDL isolées de sujets diabétiques, ont un contenu en lipides hydroperoxydés plus élevé, que des

HDL isolées de sujet non diabétique 432, Cette élévation des lipides hydroperoxydés, & son tour,
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inhibe la PONL1 et la LCAT rendant les particules HDL encore plus susceptibles a I’oxydation et les

rendant incapables de protéger les LDL de I’oxydation *%#1%2,
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CONCLUSION

Cette étude révele le dysfonctionnement des sous-fractions petites et denses des HDL, HDL3c et
3b, provenant de sujets diabétiques de type 2. Ces sous-fractions ont prouvé dans les études
précédentes leur role prédominant dans la protection des LDL contre l'oxydation . Ce
dysfonctionnement est intimement lié avec le degré d’hyperglycémie et d’hypertriglycéridémie et
participe a I’élévation du stress oxydant systémique.

L’altération des capacités antioxydantes de ces HDL3 chez le sujet diabétique, résulte d’une
anomalie de la composition lipidique de ces particules. Associées aux modifications des protéines
liées a I’hyperglycémie, ces anomalies de la composition, entraineraient une modification de la
conformation et de la fonction de I’apoA-I ainsi qu’une diminution de I’activité et de la liaison des
enzymes antioxydantes liées aux HDL, en particulier la paraoxonasel mais aussi, dans une moindre

mesure de la PAF-AH et de la LCAT.

La maladie cardio-vasculaire est la premiere cause de morbidité et mortalité chez le diabétique de
type 2 1314213 En plus de I’hyperglycémie, des anomalies du métabolisme lipidique combinant un
taux de TG élevé et un taux d'HDL-C bas, y sont souvent associées. Ces deux anomalies étant
considérées comme des facteurs de risque d'athérosclérose indépendant .

Le défaut de protection des LDL de I’oxydation par les HDL chez le sujet diabétique est un facteur
supplémentaire pouvant expliquer l'apparition précoce et sévere de la maladie cardio-vasculaire.
Les LDL oxydées représentent un élément majeur de la formation de la plaque d'athérome et un

facteur participant a son évolution *****,

De cette étude, on peut donc déduire un nouveau meécanisme physiopathologique dans I'apparition
précoce des complications athéromateuses chez le sujet diabétique de type 2 impliquant le

dysfonctionnement de ses HDL.

56



En effet, les HDL présentent des anomalies quantitatives mais surtout qualitatives : elles n'exercent
plus correctement leur activité antioxydante, en particulier les HDL petites et denses (HDL3b et
HDL3c), sur les LDL (plus susceptibles a l'oxydation, chez les sujets diabétiques par leur
modification de structure et I'élévation du stress oxydant).

Pour la pratique clinique, cette étude renforce notre attitude thérapeutique visant a obtenir un strict
équilibre glycémique, dans la mesure du possible, mais aussi & prendre en charge efficacement les
facteurs de risque cardio-vasculaires associés. Elle renforce I’idée que le traitement et la prévention
de la maladie cardio-vasculaire dans le diabete de type 2 doit inclure le traitement des anomalies du
bilan lipidique et notamment de I’hypertriglycéridémie et des anomalies qualitatives et quantitatives
des HDL.

D’autre part, le stress oxydant étant plus élevé chez les patients diabétiques, une alimentation
équilibree, riche en antioxydants, est recommandée méme si elle n’a pas réellement fait preuve de

son efficacité.
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PERSPECTIVES :

Ces travaux ont été réalisés dans un groupe de sujets diabétiques de type 2 ayant un équilibre
glycémique correct, il serait intéressant de contrdler les capacités antioxydantes des sous-fractions
de HDL dans un groupe de diabétiques de type 2 mal contr6lés mais aussi dans un groupe de
patients diabétiques de type 1 bien équilibrés et un groupe de patients diabétiques de type 1 mal
équilibrés. Ces différentes études permettraient de faire la part des choses entre les troubles

métaboliques associés au diabéte de type 2 et de I’hyperglycémie.

Il serait aussi intéressant de trouver un traitement qui corrigerait les anomalies fonctionnelles et
structurelles des HDL.

Une classe récente d'anti-diabétiques oraux, les glitazones (agonistes des PPARY ) agissent a la fois
sur le métabolisme des graisses et des sucres en régulant les éléments clés de ces deux grandes
voies metaboliques. PPARY régule les genes actifs dans la différenciation adipocytaire et interfére
dans le métabolisme des lipides.

Elles permettent de diminuer I’insulino-résistance et ont prouvé leur efficacité dans I’obtention de
I’équilibre glycémique seules ou en association avec les autres anti-diabétiques oraux.

Elles ont de méme des capacités antioxydantes.

Par toutes ces interactions, elles sont le candidat idéal pour tester leur action sur la capacité anti-
oxydante des HDL dans le diabete de type 2.

D’autre part, Il serait intéressant d’évaluer les effets d’une alimentation équilibrée, enrichie en
antioxydants, sur les capacités antioxydantes des particules HDL, chez les sujets diabétiques de type

2, en tenant compte du stress oxydant systémique et du retentissement sur le niveau de triglycérides.
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Titre de these : Les propriétés antiathérogenes des particules HDL sont altérees

chez les patients diabétiques de types 2

RESUME

L’hyperglycémie du diabete de type 2 est souvent associée a une dyslipidémie caractérisée par une
hypertriglycéridémie et un taux de HDL-C diminué. Tous ces facteurs contribuent & I’élévation du
stress oxydant participant a I’incidence précoce et élevée de la maladie athéromateuse. L’objectif de
ce travail est d’analyser les propriétés antioxydantes des sous-fractions de HDL dans le diabéte de
type 2. Les résultats rapportent que les propriétés antioxydantes des HDL petites et denses sont
altérées chez les sujets diabétiques de type 2, méme s’ils bénéficient d’un équilibre glycémique
correct. L’altération de ces propriétés antioxydantes est intimement liée a I’hypertriglycéridémie, la
glycémie a jeun, et aux marqueurs du stress oxydant systémique. On retrouve donc une altération
quantitative mais aussi qualitative des particules HDL, reconnues comme hautement
antiathérogénes. Cela peut expliquer en partie I’incidence élevée de la maladie cardio-vasculaire

associée au diabéte.
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