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Résumé

La leucémie lymphoblastique aigué€ est le cancer le plus fréquent dans la population
pédiatrique. L’amélioration des traitements a permis d’atteindre une survie a 5 ans post-
diagnostic surpassant les 90%. Cette réussite de la médecine moderne s’accompagne toutefois
d’importants effets a long terme. Ainsi, plus de 65% des survivants présentent au moins une
complication sévere comme le syndrome métabolique et les maladies cardiovasculaires. Dans
ce contexte, une importante proportion de survivants de cancers pédiatriques présente un taux
abaissé du contenu en cholestérol des lipoprotéines de haute densité (HDL-Cholestérol). Les
causes d’un tel désordre ne sont pas connues. Les HDLs sont des particules multifonctionnelles
primordiales pour le maintien de la santé cardiométabolique, entre autres, de par leurs
nombreuses actions antioxydantes, anti-athérosclérotiques, anti-inflammatoires et anti-
thrombotiques. L’¢étude de la fonctionnalit¢ des HDLs dans plusieurs pathologies a révélé des

dysfonctionnements importants liés a des altérations de leur composition.

L’objectif de cette étude était de caractériser les HDLs isolées de survivants de la

leucémie lymphoblastique aigué pédiatrique au niveau de leur composition et fonctionnalité.

Les HDLs des survivants contiennent moins de cholestérol que les HDLs de sujets
controles. L’analyse du protéome a révélé un enrichissement des HDLs des survivants
métaboliquement non sains en protéines pro-thrombotiques (ex : fibrinogéne) et pro-
inflammatoires (ex : amyloide sérique A). La capacité a promouvoir I’efflux de cholestérol ainsi

que la capacité antioxydante de ces HDLs n’en était pas affectée.

Les résultats de ces travaux indiquent une altération de la composition et du protéome
des HDLs de survivants de la leucémie lymphoblastique aigué€ pédiatrique. Bien que plus
d’études soient nécessaires pour la validation de la fonctionnalit¢ de ces HDLs, ces travaux
semblent pertinents pour la santé des survivants étant donné la révélation de biomarqueurs

potentiels du métabolisme et de la fonctionnalité des HDLs, et donc de 1’athérosclérose.

Mots-clés : Lipoprotéines, HDL, survivants de cancers, syndrome métabolique, protéomique



Abstract

Acute lymphoblastic leukemia is the most frequent malignancy in children. With the use
of more modern, efficient treatments, 5-year survival has reached more than 90% in this
population. However, this achievement comes with many long-term effects: more than 65% of
the survivors experience at least one severe complication, including the metabolic syndrome and
cardiovascular diseases. In this context, a significant proportion of pediatric cancer survivors
have low HDL-Cholesterol levels. The causes of such an abnormality remain so far unknown.
HDLs are multifunctional particles, which are primordial in maintaining cardiovascular health
given their antioxidative, anti-atherosclerosis, anti-inflammatory and anti- thrombotic capacities,
to name but a few functions. Accordingly, studies on HDL functionality in diverse pathologies

have revealed some important losses of functions linked to an altered composition.

The main objective of the present work was to characterize the composition and

functionality of HDLs isolated from pediatric acute lymphoblastic leukemia survivors.

The HDL fractions from the survivors contained less cholesterol than the controls. In
addition, proteomic analyses using mass spectrometry revealed an enrichment of pro-thrombotic
(e.g. fibrinogen) and pro-inflammatory (e.g. serum amyloid A) proteins in the HDLs deriving
from metabolically unhealthy survivors. The cholesterol efflux and antioxidant capacities of

these HDLs were similar to those of the controls.

These results indicate an alteration in the composition of lipid and protein content of
HDLs from childhood acute lymphoblastic leukemia survivors with metabolic disorders.
Although more work is needed to validate the functionality of these HDLs, the data seem
relevant for survivor health given the detection of potential biomarkers related to HDL

metabolism and functionality in cancer.
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Chapitre 1 : Introduction

Le terme cancer est un terme général regroupant plus d’une centaine de maladies dont le
point commun est une prolifération anarchique de cellules dont le comportement est anormal et
la fonction est altérée. Au cours du processus cancéreux, les cellules d’un tissu en particulier
n’entrent plus en apoptose; elles deviennent « éternelles » et ne répondent plus aux signaux
dictant I’arrét de la division cellulaire, augmentant ainsi leur nombre bien au-dela des besoins
physiologiques, ce qui crée des masses malignes, les tumeurs. La multiplication des cellules
tumorales est rapide et n’inclut plus une différenciation compléte en cellules matures et
fonctionnelles. Parce que leur croissance n’est plus inhibée par la présence d’un nombre
suffisant de cellules saines, (la rétro-inhibition, 1’inhibition d’une réaction par 1’accumulation
du produit de cette réaction), elles peuvent aussi envahir les tissus avoisinants. De plus, les
cellules cancéreuses ne sont pas trés cohésives; elles ont la capacité de créer des métastases,
c’est-a-dire se détacher de la tumeur primaire et se mouvoir dans les circulations sanguine et
lymphatique avant de fonder un nouveau foyer tumoral (1, 2). Bien qu’il y ait de nombreuses
différences entre les cancers pédiatriques et « adultes », ce processus pathologique est commun

a tous.

Chez les enfants, le cancer le plus fréquent est la leucémie lymphoblastique aigué€ (LLA),
un cancer pour lequel les taux de survie atteignent actuellement plus de 90% a 5 ans post-
diagnostic (3). Alors que les survivants de cancers pédiatriques sont de plus en plus nombreux,
et vivent plus longtemps, on observe plusieurs effets secondaires, dont une prévalence
augmentée de désordres métaboliques dans cette jeune population (4). Parmi ces désordres, une
diminution du contenu en cholestérol des lipoprotéines de haute densité (HDL-Cholestérol) est
fréquemment rapportée, représentant un risque ¢élevé de maladies cardiovasculaires dont
I’athérosclérose (5). En plus d’agir sur les niveaux de cholestérol dans les HDLs, le cancer et
ses traitements pourraient avoir un impact sur leur composition générale et leur diversité

protéomique. Aucune donnée n’est présentement disponible sur ce sujet.



Les cancers pédiatriques

Les cancers de I’enfant ne sont pas fréquents, ne représentant que 0,5-1% des cancers
diagnostiqués chaque année au Canada. En 2016, 1450 Canadiens agés de 0 a 19 ans devraient
recevoir un diagnostic de cancer, et environ 160 en déceéderont, ce qui fait du cancer la premiére
cause de mortalit¢ due a une maladie dans cette population (3). Trois types de cancer sont
majoritairement diagnostiqués chez 1’enfant : les leucémies (32%), les cancers du systéme
nerveux central (SNC, 19%) et les lymphomes (11%) (3, 6). L’incidence des cancers
pédiatriques est relativement stable depuis 1985. Fort heureusement, les taux de survie (tous
cancers inclus) ont augmenté de facon importante, et atteignent maintenant 83% 5 ans apres le

diagnostic (3, 7).

Quelques particularités des cancers pédiatriques

Les cancers de I’enfant se distinguent des cancers plus typiquement « adultes » a
plusieurs niveaux. En effet, DI'initiation du processus pathologique, le diagnostic et
I’établissement du pronostic sont particuliers en pédiatrie. Egalement, tout ce qui entoure les
traitements (objectifs, modalités, tolérance, effets a long terme, nécessité de suivi a longterme)
a da étre adapté pour les jeunes enfants (8, 9).

Tout d’abord, les cancers de ’enfant sont généralement beaucoup plus agressifs. La
croissance tres rapide des tumeurs s’accompagne de périodes de latence extrémement courtes et
augmente les possibilités de maladies déja métastatiques au moment du diagnostic (jusqu’a 55%
des cancers pédiatriques sont métastasiques a la présentation) (9). Les tissus les plus souvent
affectés en pédiatrie sont les tissus conjonctifs (sarcomes) et hématopoiétiques (leucémies). I
n’y a pratiquement pas de cancers du tissu épithélial (carcinomes) chez les enfants (9). On ne
peut généralement pas identifier de cause environnementale ou comportementale relative au
développement du cancer de 1’enfant, alors que plusieurs cancers de I’adulte peuvent étre liés
aux habitudes de vie comme le tabagisme (8), la consommation d’alcool (10), I’exposition au
soleil (11) ou a I’amiante (12), et la sédentarité (13, 14). Les enfants ont aussi de meilleurs taux
de survie au cancer, soit en moyenne 80% des enfants qui survivent a leur cancer, contre
seulement 60% des adultes (9). Au niveau des traitements, on administre de la chimiothérapie

tant aux enfants qu’aux adultes, mais les agents anti-cancéreux utilisés sont adaptés aux types
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de cancers a traiter et différent donc entre ces 2 populations. En pédiatrie, les traitements sont
extrémement intenses et complexes; les doses administrées correspondent au maximum de ce
qui est physiquement toléré (8). On doit aussi tenir compte de I’espérance de vie lorsqu’on traite
un enfant, et donc on tente de limiter les complications a long terme. Ainsi, on vise a réduire la
toxicité au minimum, tout en maintenant la méme efficacité thérapeutique (9). Finalement, les
survivants de cancers pédiatriques nécessitent un suivi a trés long terme car certaines
complications peuvent se manifester plusieurs années apres la fin des traitements; on les appelle
les effets tardifs. Les désordres métaboliques tels que I’obésité, la résistance a 1’insuline, la
dyslipidémie et I’hypertension sont présents dans une proportion significative de survivants et
mettent ces derniers a risque de développer des conditions plus sérieuses comme les maladies

cardiovasculaires et le diabete de type 2 (4, 5,9).

La leucémie lymphoblastique aigué

La leucémie est le cancer le plus fréquent dans la population pédiatrique. Il s’agit d’un
cancer hématologique au cours duquel les cellules cancéreuses s’accumulent dans les tissus
hématopoiétiques de la moelle osseuse, et ou leur grand nombre entrave le fonctionnement des
cellules normales. Les cellules immatures sont appelées « blastes » et, tout comme les cellules
métastatiques, elles peuvent infiltrer d’autres organes comme le foie, les testicules et le systéme
nerveux central (SNC) (2). Deux sous-types de leucémie représentent la majorité des
diagnostics: la leucémie lymphoblastique aigué€ (LLA, 76% des diagnostics québécois) et la
leucémie my¢loide aigué€ (LMA) (7). Leur origine cellulaire est illustrée a la Figure 1 (page 14).
On catégorise la LLA selon qu’elle affecte les lymphocytes B ou les lymphocytes T. Le taux de
survie pour ce cancer a augmenté de fagon phénoménale. Alors que dans les années 1950, aucun
patient ne survivait plus de 3 mois apres le diagnostic, et qu’en 1970, le taux de survie avait
grimpé a un maigre 15%, la LLA fait maintenant partie des cancers ayant les meilleurs taux de
survie, soit 91% des patients en vie 5 ans apres leur diagnostic (3, 15).

La leucémie aigué se développe trés rapidement; il suffit de quelques jours a quelques
semaines pour que les cellules cancéreuses soient assez nombreuses et entrainent 1’apparition
de symptomes comme la fatigue, la fievre, les ganglions lymphatiques enflés, les troubles de

coagulation (tendance a faire des ecchymoses et a saigner abondamment), la perte d’appétit et
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les maux de téte (2). Pour une raison encore inconnue, la LLA affecte un peu plus les gargons

que les filles, et plus les caucasiens que les autres ethnies (6, 9).

Figure 1. Différenciation des cellules sanguines
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Adapté du National Cancer Institute (1) © 2007 Terese Winslow, U.S. Govt. has certain rights (Reproduit
avec permission)Cette figure présente les 2 types principaux de leucémie, soit la leucémie
lymphoblastique et la leucémie myéloblastique. Les X rouges représentent 1’arrét de la
différenciation des lymphoblastes et des myéloblastes en lymphocytes (B ou T) et en
granulocytes, menant a I’accumulation des précurseurs (blastes) dans la moelle osseuse.

Les traitements de la LLA

Les traitements de la LLA sont adaptés a 1’état clinique du patient ainsi qu’a son niveau
de risque, qui dépend de certains facteurs pronostiques comme 1’age au diagnostic, la génétique
des cellules cancéreuses et leur nombre, ainsi que la propagation de la maladie (16). L’objectif,
dans cette population, est d’assurer la guérison, tout en minimisant I’impact des traitements sur
le futur du patient. Les enfants dont le pronostic est moins prometteur recevront un traitement
plus intense afin de maximiser leurs chances de survie, tandis qu’on tentera de limiter la toxicité
des traitements chez ceux qui ont un niveau de risque moins €levé (9, 16). Au total, un traitement

peut durer de 2 a 4 ans avant que le patient soit officiellement en rémission compléte (2).
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La chimiothérapie

Les traitements de chimiothérapie sont généralement répartis en 4 phases : I’induction,
la prophylaxie du SNC, la consolidation et le maintien (1, 2, 16). L’ordre d’administration et les
combinaisons de molécules peuvent varier selon les protocoles suivis. La majorit¢ de la
chimiothérapie est administrée par voie intraveineuse. Une certaine partie est cependant injectée
en voie intrathécale, c’est-a-dire directement dans le liquide céphalo-rachidien, car plusieurs
molécules ne traversent pas assez bien la barriére hémato-encéphalique (15).

La phase d’induction est entreprise le plus tot possible pour ¢éliminer les cellules
cancéreuses et ainsi rétablir la différenciation des blastes en cellules matures. Elle dure de 4 a6
semaines et permet a 98% des patients d’entrer en rémission (16). La deuxi¢me phase, la
prophylaxie du SNC, vise a détruire toutes les cellules cancéreuses restantes et a prévenir une
rechute pendant que la moelle osseuse reprend ses fonctions normales. Les traitements
prophylaxiques peuvent également €tre administrés en concomitance aux autres phases (2).
Vient ensuite la phase de consolidation, d’une durée de 6 a 8 mois, dont I’objectif est de
maintenir la rémission. L’intensité des traitements administrés est ajustée individuellement
selon le facteur de risque de récidive. La derniére phase, celle de maintien, consiste a administrer
une chimiothérapie de faible intensité a long terme, jusqu’a 2 ou 3 ans aprés 1’entrée en
rémission (2, 17).

En plus de leur toxicité immédiate, plusieurs des molécules utilisées ont été directement
liées au développement de complications a long terme comme des cancers secondaires, des

troubles cardiaques, la fibrose hépatique et la stérilité (18, 19).

La radiothérapie

La radiothérapie consiste a envoyer des rayons a haute énergie vers une zone ciblée
(généralement une tumeur solide, ou la zone cranienne dans les cas d’atteinte du SNC), de facon
a endommager I’ADN des cellules cancéreuses, et entrainer leur mort. La multiplication trés
rapide des cellules cancéreuses et leur faible capacité a réparer les dommages a leur ADN les
rendent particuliérement sensibles aux rayonnements ionisants (2). Chez les enfants, irradier la
zone cranienne a €t associé a des troubles de la croissance et du développement : c’est pourquoi
la radiothérapie n’est pas incluse d’emblée dans les protocoles de traitement de la LLA, et

qu’elle est administrée le plus tardivement possible chez les jeunes patients (6, 16). La
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radiothérapie sera utilisée pour traiter une infiltration du SNC ou des testicules par les
lymphoblastes, ainsi que pour prévenir une telle infiltration chez les patients a risque €levé.

Les atteintes neurologiques sont fréquemment retrouvées chez des patients ayant regu de
la radiothérapie pendant I’enfance (20). Plus la dose administrée est grande, plus les probabilités
sont importantes de développer des troubles neurologiques en vieillissant. L’age de I’enfant au
moment du traitement influe aussi sur la gravité des dérangements : plus I’enfant est jeune au
moment du traitement, plus les effets secondaires seront conséquents (21). C’est pour cette
raison que I’on retarde au maximum I’administration de la radiothérapie aux jeunes de moins de
5 ans (6).

Les effets a long terme observés varient selon les structures du cerveau qui sont touchées.
Un désordre de la sécrétion d’hormones régulatrices peut mener a une altération de la croissance
(plus petite taille, développement physique global stoppé prématurément), une diminution de
I’activit¢ de la thyroide (hypothyroidie liée a une baisse du métabolisme de base et
développement physique et mental ralenti), ainsi qu’un déclenchement précoce ou retardé de la

puberté par une variation des taux d’hormones sexuelles (22).

La greffe de cellules souches

Dans les cas de LLAs réfractaires (qui ne réagissent pas bien au traitement), de LLAs
présentant le chromosome Philadelphie, de LLAs récidivantes ou a risque ¢élevé de récidive,
ainsi que chez les nourrissons de moins d’un an, une greffe de cellules souches peut étre
envisagée (2). Cette procédure constitue une intervention invasive, exigeant une expertise tres
spécialisée, et comportant des risques importants. Le rétablissement suite a une greffe peut
prendre des mois, pendant lesquels le patient est trés vulnérable. Le taux de mortalité un an apres
la procédure varie de 20 a 50% (23).

La préparation pour une greffe de cellules souches implique une irradiation corporelle
totale et de treés grandes doses de chimiothérapie (doses 1étales) visant a éliminer complétement
la moelle osseuse et le systeme immunitaire du receveur (24). La transplantation en soi consiste
a infuser au patient des cellules souches prélevées d’un donneur compatible (préférablement
issu de la fratrie) par acces veineux central. Les cellules saines vont recoloniser la moelle
osseuse et démarrer I’hématopoiése dans un délai habituel de 2 semaines (23). Pendant ce délai,

le patient doit étre confiné a une chambre avec environnement controlé pour éviter qu’il ne
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développe une infection opportuniste. En effet, son systéme immunitaire est trés affaibli par le
conditionnement et par la médication d’immunosuppression administrée pour prévenir le rejet
des cellules greffées. De plus, 'immunité liée aux lymphocytes B et T peut prendre plus d’un
an a atteindre son niveau antérieur a la maladie (24). Les survivants a plus long terme d’une
greffe de cellules souches peuvent développer de nombreux effets tardifs liés aux traitements de
conditionnement, a la transplantation et aux médicaments d’antirejet dont les cancers
secondaires, 1’athérosclérose précoce, les troubles endocriniens, 1’infertilité, 1’ostéoporose, le

diabete, I’hypertension, I’hyperlipidémie, I’insuffisance rénale, la dépression et I’obésité (4, 24).

Les effets tardifs

Certaines complications dues aux traitements de la LLA peuvent apparaitre jusqu’a 10
ans apres la fin de ceux-ci. Plus les survivants vieillissent, plus ils sont nombreux a présenter
des conditions chroniques liées aux traitements. On estime que les deux tiers des survivants en
développeront au moins une et, dans 25% des cas, cette condition sera sévere ou potentiellement
mortelle (4, 6). Pratiquement tous les systémes physiologiques peuvent étre atteints, soit les
systemes cardiaque (cardiotoxicité, insuffisance cardiaque, infarctus du myocarde),circulatoire
(athérosclérose et maladies cardiovasculaires) (18), endocrinien (hypothyroidie, déficit
d’hormone de croissance, déficit en hormones hypothalamo-hypophysaires), musculo-
squelettique (ostéoporose, ostéonécrose, petite taille, scoliose), neurologique (atteintes motrices
et cognitives), hépatique (insuffisance hépatique), pulmonaire (fibrose pulmonaire, pneumonie
interstitielle), rénal (insuffisance rénale), ou reproducteur (puberté précoce, hypogonadisme,
infertilité) (4, 25, 26). Les retards de croissance, I’obésité, les déficits neurocognitifs, les
désordres métaboliques (dyslipidémie, diabéte, hypertension, syndrome métabolique) et les
cancers secondaires (surtout de la thyroide et du sein) sont aussi présents (18, 26, 27). Jusqu’a
60% des survivants de cancers pédiatriques présentent des désordres endocriniens (25). Plus de
20% des survivants développeront un cancer secondaire dans les 30 ans suivant le diagnostic
initial, et 47% d’entre eux en auront plusieurs (27). Comparativement a leurs fréres et sceurs, les
survivants de cancers pédiatriques ont 2 fois plus de risques de développer un diabéte de type 2,
de I’hypertension ou une dyslipidémie (28). Ils ont aussi un risque 9 fois plus élevé de subir un
accident vasculaire cérébral, 10 fois plus élevé de développer une maladie coronarienne, et 15

fois plus ¢élevé de souffrir d’insuffisance cardiaque (4). Les différentes séquelles vécues par les
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survivants varient selon les modalités de traitement comme les agents de chimiothérapie
administrés (et leur dosage), I’addition ou non de radiothérapie au protocole, 1’age auquel le
patient a été exposé a ces ¢léments, ainsi que le temps écoulé depuis la fin des traitements. Ainsi,
vaincre le cancer ne représente pas la fin du parcours des survivants dans le réseau de la santé.
Leurs besoins spécifiques en soins médicaux représenteront une charge grandissante pour le
réseau de santé, particulicrement en sachant que la cohorte de survivants de cancers pédiatriques

grossit avec I’amélioration des taux de survie, et que les survivants vivent plus longtemps.

Le syndrome métabolique (MetS)

Les études sur la prévalence du MetS chez les survivants de cancers pédiatriques
rapportent des résultats variables, de 0 a 40% (29), partiellement di aux différences entre les
définitions utilisées, ainsi qu’aux caractéristiques des cohortes (nombre de survivants, age, type
de cancer, durée du suivi, etc.) Plusieurs études ont également des résultats partiels, n’ayant
considéré individuellement que quelques désordres métaboliques, et non pas le MetS au
complet. De plus, rares sont les €tudes qui incluent un groupe contréle ou un nombre assez élevé
de survivants (en moyenne moins de 50 sujets).

La définition du MetS la plus utilisée est celle du National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Program III (NCEP ATP III) (30), soit un tableau clinique comportant
au moins 3 des désordres suivants: i) obésité abdominale (tour de taille supérieur a 88 cm pour
les femmes; 102 cm pour les hommes); ii) dyslipidémie comportant le HDL-C abaissé ( < 1,03
mmol/L pour les hommes; < 1,29 mmol/L pour les femmes) ou les triglycérides €levées (> 1,7
mmol/L); iii) hypertension artérielle (PAS > 130 mmHg, ou PAD > 85 mmHg); et iv) résistance
a I’insuline (glycémie a jeun > a 6,1 mmol/L) (30). Des niveaux diminués de HDL-C sont
fréquemment retrouvés chez les survivants de cancer, une condition défavorable chez des sujets
présentant déja un risque €levé de désordre métabolique (5, 29). La composition des HDLs n’a

pas été étudi¢e dans cette population, bien qu’elle soit probablement altérée.

Les lipoprotéines de haute densité (HDL)

Les HDLs ont ét¢é identifiées pour la premiere fois en 1929 par Michel Macheboeuf (31).
Depuis, leur action primordiale dans la prévention des maladies athérosclérotiques leur a valu

le surnom de « bon cholestérol ». En effet, le lien entre un taux abaiss¢ de HDL-C sérique et
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une augmentation des événements cardiovasculaires a été rapporté deés 1954 (32), et répété

maintes fois depuis, incluant par la Framingham Heart Study (33).

La composition des HDLs

Les HDLs sont constituées d’une monocouche de lipides amphipathiques, les
phospholipides (PL) et le cholestérol libre (CL), stabilisée par des apolipoprotéines (apo), et
d’un cceur lipidique trés hydrophobe contenant peu de triglycérides (TG), mais beaucoup de
cholestérol estérifi¢ (CE) (Figure 2, page 19).

I existe plusieurs catégories de HDL, classées selon leur taille et leur densité. Parce
qu’ils contiennent relativement plus de lipides, et moins de phospholipides et protéines, les
HDL; ont une densité plus faible, établie a 1,063-1,125 g/ml. Les HDL3 contiennent quant a eux

une plus grande proportion de protéines, ce qui leur donne une densité de 1,125-1,21 g/ml.

Figure 2. La composition globale des HDLs
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L’hétérogénéité des HDLs ne s’arréte pas 1a : les especes lipidiques et protéiques varient
de fagcon importante entre les HDL; et les HDL3 (34). Cette variation leur permet d’accomplir
une grande diversité de roles physiologiques. Plusieurs apo communément retrouvées sur les
HDLs, dont I’Apo A-I, I’Apo A-II et ’Apo E, peuvent s’en dissocier et se lier de fagon
temporaire a une lipoprotéine contenant I’apo B (VLDL, IDL, LDL), ou simplement changer de
particule HDL. La conformation tertiaire des apolipoprotéines peut également changer selon les

caractéristiques des HDLs comme leur taille et leur composition, exposant ou non les sites
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importants de liaison au substrat ou récepteur de ladite protéine, ce qui affecte sa fonctionnalité
et le métabolisme subséquent des lipoprotéines (35).

Les HDLs « naissantes » sont formées par le foie et I’intestin. L’Apo A-I ainsi sécrétée
interagit avec le transporteur membranaire ATP-binding cassette transporter A1 (ABCAL), qui
lui transfere des lipides (cholestérol libre et phospholipides), formant ainsi une  HDL
«discoidale». L’enzyme lecithin : cholesterol acyltransferase (LCAT) est responsable
d’estérifier le cholestérol sur les HDLs. Le cholestérol estérifié, de par sa nature hydrophobe,
quitte la surface de la lipoprotéine pour s’insérer dans son centre hydrophobe, créant ainsi un
gradient qui permet le transfert de nouvelles molécules lipidiques. L’augmentation de la taille
des HDLs par I’incorporation de lipides les fait passer de HDLs discoidales a HDL3, puis a
HDL, (Figure 3, page 20). En plus de la LCAT, le contenu lipidique des HDLs est modifié par
des facteurs plasmatiques comme la cholesteryl ester transfer protein (CETP), qui transfere les
triglycérides des lipoprotéines a Apo B vers les HDLs et redistribue le cholestérol des HDLs
vers ces lipoprotéines, ainsi que par la phospholipid transfer protein (PLTP), qui ajoute des

phospholipides a la membrane des HDLs (36).

Figure 3. La maturation des HDLs
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Adapté de Kratzer 2014 (35) (Reproduit avec permission)

ABCAL : ATP-binding cassette transporter A1, Apo : Apolipoprotéine, CE : Cholestérol estérifié, CETP
: Cholesteryl ester transfer protein, FC : Cholestérol libre, LCAT : Lecithin/cholesterol acyltransferase,
PL : Phospholipides, PLTP : Phospholipid transfer protein, TG : Triglycérides, SR-B1 : Scavenger
receptor type B member 1
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Le lipidome

Les études de lipidomique ont permis d’identifier, a ce jour, plus de 200 espéces de
lipides faisant partie des HDLs. On peut les répartir en 4 grandes classes : le cholestérol libre,
les phospholipides, les sphingolipides, et les lipides neutres (CE et TG) (37, 38). La
phosphatidylcholine (PC) est le phospholipide prédominant du lipidome des HDLs, représentant
environ 30% des lipides totaux. Les autres phospholipides constituent 10-30% des HDLs, les
esters de cholestérol 30-40%, le restant étant réparti entre les triglycérides et les sphingolipides.
Plusieurs especes, particulierement les phospholipides, sont biologiquement actives, et peuvent
initier une signalisation cellulaire (39-41). Parmi les sphingolipides, la sphingomyéline et la
sphingosine-1-phosphate sont celles qui ont le plus d’impact fonctionnel. La sphingomyéline
est connue pour augmenter la rigidité des membranes qui la contiennent, ce qui limite la capacité
des HDLs a internaliser les lipides oxydés et le cholestérol, ainsi qu’a transférer ces lipides au
foie par I'intermédiaire de son récepteur scavenger receptor class B member 1 (SR-B1). La
sphingosine-1-phosphate, bien que présente en trés petite quantité, est particulierement active

au niveau vasculaire, ou elle prévient I’apoptose des cellules endothéliales (37, 42).

Le protéome

L’amélioration des techniques de spectrométrie de masse a permis d’augmenter la
précision des études de protéomique des HDLs. Ces travaux rapportent un nombre étonnamment
croissant de protéines différentes. Selon une compilation du HDL Proteome Watch (disponible
en ligne a http://homepages.uc.edu/~davidswm/HDLproteome.html), prés de 100 protéines font
plausiblement partie des HDLs. Ces protéines sont particulierement importantes afin de
maintenir la structure des HDLs, en plus d’étre a la base de plusieurs fonctions, tel qu’illustré
de fagon simplifi¢e a la Figure 4 (page 22). L’apolipoprotéine A-I représente environ 75% des
protéines des HDLs. Le restant est constitué d’apolipoprotéines, d’enzymes, de protéines de
transfert des lipides, de protéines de la phase aigué, de composantes du complément,
d’inhibiteurs de protéases, et de protéines ayant d’autres fonctions (43, 44). Certaines protéines
des HDLs ont un effet directement li¢ a la bonne fonction des HDLs, tandis que d’autres ont
I’effet opposé, par exemple I’inhibition du métabolisme des lipides par I’ Apo C-III (45). Seules
les protéines dont 1’action est favorable ont été incluses dans la Figure 4. Quelques protéines,

dont I’Apo A-I et I’Apo E, agissent a plusieurs niveaux. Finalement, certaines protéines
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retrouvées sur les HDLs ne semblent pas avoir de lien direct avec la fonctionnalité des

lipoprotéines.

Figure 4. Le protéome des HDLs et sa participation dans la fonctionnalité des HDLs.
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Apo : apolipoprotéine, CETP : cholesteryl ester transfer protein, LCAT : Lecithin/cholesterol
acyltransferase, PAF-AH : Platelet activating factor-acetylhydrolase, PLTP : Phospholipid transfer
protein, PON1 : Serum paraoxonase/arylesterase 1, PON3 : Serum paraoxonase/lactonase 3

Les fonctions des HDLs et leurs mécanismes d’action

Suite aux nombreuses déceptions des thérapies visant a augmenter les niveaux de
cholestérol transporté par les HDLs pour réduire les maladies cardiovasculaires (46, 47),
I’hypothése de plus en plus acceptée est que le meilleur marqueur du risque de ces maladies ne
serait pas la quantité de cholestérol contenu dans les HDLs, mais plutot une mesure de leur
fonctionnalité dépendant de leur composition globale en lipides et protéines. En effet, les HDLs
sont essentiels au maintien de 1’homéostasie parce qu’ils réalisent le transport inverse du
cholestérol, mais aussi parce qu’ils sont antihypertenseurs, anti-apoptotiques, anti-

inflammatoires, antioxydants et anti-thrombotiques.

Le transport inverse du cholestérol

Le transport inverse du cholestérol fait référence au processus au cours duquel les HDLs

extraient le cholestérol excédentaire des cellules périphériques, y compris dans les macrophages,
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le transportent dans la circulation sanguine et le livrent au foie, qui le transformera par la suite
en acides biliaires pour étre sécrétés dans la lumiére intestinale et en partie ¢liminés dans les
feces. L’efflux de cholestérol cellulaire peut se faire autant par des processus actifs, incluant des
transporteurs consommant de I’ATP, ou de facon passive comme la diffusion aqueuse. La
quantité de cholestérol qui quittera la cellule dépend de plusieurs facteurs, dont le niveau des
réserves de cholestérol cellulaire et I’activité des transporteurs membranaires, ainsi que la nature

des accepteurs extracellulaires (48, 49).

La Figure 5 (page 24) présente une schématisation du role des HDLs dans le transport
inverse du cholestérol. Une augmentation de la quantité de cholestérol intracellulaire entraine
I’induction de I’expression des transporteurs membranaires ATP-binding cassette transporter
Al et GI (ABCA1 / ABCGI), ainsi qu’une migration du cholestérol vers la membrane
plasmatique. Ces 2 protéines ont chacune une préférence pour un accepteur de cholestérol :
ABCAI1 a une plus grande affinité pour les apo A-I libres ou treés peu "lipidées", tandis
qu’ABCG] transfére des lipides aux HDLs préformées et contenant plus de lipides (34, 48, 49).
L’accumulation de cholestérol estérifi¢ dans les HDLs suite a leur interaction avec
ABCA1/ABCGI] entraine une transformation des lipoprotéines, qui évoluent vers les HDL>. Le
cholestérol ainsi collecté est transporté dans la circulation sanguine et est finalement déchargé
au foie par la liaison des HDLs a leur récepteur, SR-B1, qui permet de transférer les lipides
hydrophobes sans que la lipoprotéine complete n’ait a étre internalisée puis dégradée (50). Une
fois sélectivement libérés de leurs esters de cholestérol, les HDLs retournent dans la circulation

et perpétuent le cycle.

23



Figure 5. Le transport inverse du cholestérol
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Tiré de Remaley 2014 (51) (Reproduit avec permission)

ABCAI1 : ATP-binding cassette transporter Al, ABCG1 : ATP-binding cassette transporter G1, CE :
Cholestérol estérifié, CETP : Cholesteryl ester transfer protein, FC : Cholestérol libre, LCAT :
Lecithin/cholesterol acyltransferase, LDL : Lipoprotéine de faible densité, LDLR : Récepteur a LDL,
LPL : Lipoprotéine lipase, SR-B1 : Scavenger receptor type B member 1, TG : Triglycérides, VLDL :
Lipoprotéine de trés faible densité

Anti-hypertenseur

Les HDLs participent a la régulation de la pression artérielle en augmentant la
biodisponibilit¢ de ’oxyde nitrique (NO), un gaz vasodilatateur synthétis¢ par I’enzyme
endothelial nitric oxide synthase (eNOS). Les HDLs peuvent activer cette enzyme, ou lever son
inhibition, par I’intermédiaire de 3 voies cellulaires : 1) la voie du récepteur endothélial SR-B1;
i1) la voie des récepteurs de S1P (S1P; et S1P3); et iii) par I’efflux de certains oxystérols a travers
ABCAL, tel que présenté a la Figure 6 (page 25). Les HDLs agissent également au niveau du
NO directement, en le protégeant des radicaux superoxydes, qui sont reconnus pour en diminuer

la biodisponibilité (52).
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Figure 6. Mécanismes antihypertenseurs des HDLs
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Tiré de Besler 2012 (53) (Reproduit avec permission)

ABCGI : ATP-binding cassette transporter G1, Akt : Protéine kinase B, Apo : Apolipoprotéine, eNOS :
Endothelial nitric oxide synthase, MAPK : Mitogen-activated protein kinase, MDA : Malondialdéhyde,
NO : Oxyde nitrique, PI-3K : Phosphatidylinositol 3-kinase, PON1 : Serum paraoxonase/arylesterase I,
S1P : Sphingosine-1-phosphate, S1P3 : récepteur a S1P, Ser : Sérine, SR-B1 : Scavenger receptor type
B member 1

La voie du SR-B1 inclut DP’activation en chaine de la Src tyrosine kinase,
phosphatidylinositol 3-kinase (P1-3K), protein kinase B (Akt), et mitogen-activated protein
kinase (MAPK), qui phosphorylent eNOS, ce qui I’active et augmente la production de NO (40).
La liaison de S1P a ses récepteurs entraine, entre autres, une mobilisation cellulaire du calcium,
qui se lie a la calmoduline; ensemble, ils diminuent 1’inhibition d’eNOS par la cavéoline (non
représenté sur la Figure 5) (54). La liaison de SIP a son récepteur entraine aussi une
phosphorylation activatrice d’eNOS par Akt. Finalement, certains oxystérols, comme le 7-
kétocholestérol, ont la capacité d’inhiber eNOS. Leur efflux vers les HDLs, par ABCA1 ou
ABCG1, leéve cette inhibition et augmente la quantité de NO synthétisé (54).

Anti-apoptotique
Les HDLs protegent les cellules endothéliales contre 1’apoptose induite par plusieurs facteurs,

dont la lipotoxicité (accumulation de cholestérol libre ou de LDL oxydé [oxLLDL]), les protéines

du complément et le TNF-a (55, 56). Les HDLs préviennent ou amoindrissent la lipotoxicité en
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favorisant I’efflux du cholestérol et des lipides oxydés par les mécanismes préalablement
discutés. De plus, elles inhibent 1’activité pro-apoptotique des caspases 3 et 9 en entrainantleur
phosphorylation par Akt, tel que présenté a la Figure 7 (page 26) (42). La présence de clusterine
dans les HDLs pourrait initier cette voie de signalisation spécifique (57). Finalement, les HDLs
limitent la production cellulaire d’anions superoxydes et de peroxyde d’hydrogeéne (en
diminuant I’activité de la cascade de phosphorylation oxydative), elles préservent I’intégrité de
la mitochondrie (ce qui limite la sécrétion de cytochrome ¢ qui induit 1’apoptose) (42), réduisent
la fragmentation de ’ADN nucléaire, et interrompent les voies de signalisation cytotoxiques
impliquant le calcium. Il y aurait une corrélation positive entre le ratio molaire de SIP/ SM et le

pouvoir anti-apoptotique des HDLs (58).

Figure 7. Voie de signalisation cellulaire impliquée dans la prévention de 1’apoptose par

les HDLs
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Tiré de Riwanto 2013 (57) (Reproduit avec permission)

Akt : Protéine kinase B, Apo: Apolipoprotéine, CAD: Coronary artery disease, Clu : Clusterine (Apo J),
PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase, MAPK: Mitogen-activated protein kinase
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Anti-inflammatoire

Les HDLs sont reconnues comme anti-inflammatoires parce qu’elles diminuent
I’expression par les cellules endothéliales d’intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
vascular adhesion molecule 1 (VCAM-1), d’endothelial-selectin (e-selectin) et de monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) des molécules favorisant le chimiotactisme, soit la premiére
¢tape de I’athérosclérose (59, 60). Cet effet serait 1i¢ a la présence de I’Apo A-I, mais aussi a
celle des phospholipides sur les HDLs (61). La réduction d’ ICAM-1 et VCAM-1 peut étre
induite par 2 voies indépendantes : 1) par 1’activation des récepteurs de SR-B1 et S1P, les HDLs
augmentent 1’activité de 2 enzymes anti-inflammatoires, la 24-déhydrocholestérol réductase et
I’héme oxygénase; et ii) en inhibant la voie de signalisation du NF-xB, normalement induite par
TNF-a (58). L’Apo E pourrait aussi participer a la diminution de I’infiltration de neutrophiles
et monocytes dans la paroi artérielle en réduisant I’expression de I’intégrine CD11b a la surface

des monocytes (62).

Antioxydant

Les HDLs protegent les LDLs contre 1’oxydation, en plus d’inactiver leurs composantes
oxydées. Plusieurs protéines participent a cette activité, dont la serum paraoxonase/arylesterase
1 (PON1), la serum paraoxonase/lactonase 3 (PON3), la platelet-activating factor acetyl-
hydrolase (PAF-AH), I’Apo F, I’Apo J, I’Apo L-1 et la PLTP. Bien que toutes les classes de
HDL soient antioxydantes, ce sont les HDL3 qui sont les plus puissantes a ce niveau(34).

Les HDLs s’opposent a 1’action de plusieurs sortes d’agents oxydants comme les
oxLDLs pouvant contenir des hydroperoxides lipidiques (LOOH), ou comme les phospholipides
a chaines courtes oxydées (oxPL) et les stérols oxydés. Chaque classe de peroxydes est traitée
par son agent antioxydant spécifique. Par exemple, I’Apo A-I est particulierement efficace pour
inactiver les LOOH, tandis que PON1, LCAT et PAF-AH agissent plus fortement sur les oxPL,
qu’elles transforment en lysophosphatidylcholine (lysoPC) (63, 64). En éliminant les lipides
peroxydés, les HDLs mettent fin a la réaction de peroxydation en chaine. Ce processus
comprend deux étapes : le transfert des peroxydes lipidiques (LOOH) des LDLs aux HDLs,
suivi par leur réduction a la forme hydroxyde (LOH), qui est inactive au niveau de 1’oxydo-

réduction (65, 66).
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L’efficacité du transfert des lipides dépend de la fluidité membranaire des HDLs. Celle-
ci est inversement proportionnelle a 3 ratios : 1) le ratio de sphingomy¢line / phosphatidylcholine
(SM/PC) ; i) le ratio de cholestérol libre / phospholipides (CL/PL) ; et iii) le ratio d’acides gras
saturés / les acides gras polyinsaturés (AGS/AGPI) (64). En effet, une plus grande quantité de
cholestérol libre, d’acides gras saturés ou de sphingomy¢line ont tendance a rendre la membrane
plus rigide, ce qui retarde le transfert des lipides, tandis que la phosphatidylcholine, les
phospholipides et les acides gras polyinsaturés facilitent le passage des lipides. En étant situés
sur la surface des lipoprotéines, les phospholipides oxydés sont plus facilement éliminés par les
HDLs, a I’inverse des esters de cholestérol oxydés qui sont cachés dans le centre hydrophobe
des lipoprotéines. Le transfert des LOOH des LDLs aux HDLs peut se faire de fagon spontanée
entre les membranes des lipoprotéines, ou peut impliquer un transporteur de lipides comme
CETP.

La réduction (LOOH — LOH) est réalisée au niveau des résidus méthionine 112 et 148
de I’apo A-I lorsque ces sites ne sont pas oxydés, en quel cas ils deviennent non-fonctionnels
(64). L’Apo A-I n’est pas la seule apolipoprotéine des HDLs qui possede un caractere
antioxydant. L’Apo E, I’Apo J et ’Apo A-IV jouent toutes un role dans 1’équilibre radicalaire.
L’Apo J proteége les LDLs contre 1’oxydation par les cellules des parois vasculaires (67). Son
action serait potentiellement liée a ses domaines de liaison hydrophobiques, qui aideraient a
maintenir I’intégrité des lipoprotéines.

Outre les apolipoprotéines, 1’action antioxydante des HDLs est aussi partiellement
effectuée par certaines enzymes comme PONI1, PAF-AH et LCAT, qui hydrolysent les
phospholipides oxydés a chaines courtes (oxPL), mais ne sont pas tres efficaces pour inactiver
les LOOH. On commence a remettre en doute la capacité de PON1 a agir sur les oxPL : son
action antioxydante impliquerait un autre mécanisme. Finalement, les HDLs transportent des
quantités minimes d’antioxydants lipophiles, surtout les tocophérols, qui pourraient participer a

I’activité antioxydante totale (64).

Anti-thrombotique

Les HDLs préviennent la formation de thrombus a plusieurs niveaux, soit en prévenant
I’agrégation plaquettaire, en régulant la cascade de coagulation (inhibition des facteurs de

coagulation X, Va, et VIIla) (58), en prolongeant le temps de prothrombine et en promouvant
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la dégradation des caillots de fibrine. L’activation et I’agrégation des plaquettes sont inhibées
par I’expression de la prostacycline PGI2 et du NO, ainsi que par ’action de la platelet-
activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) qui, comme son nom I’indique, hydrolyse le facteur
d’activation des plaquettes (40). Les HDLs retardent la formation des caillots en inhibant la
transformation de prothrombine en thrombine, la protéine responsable du clivage du fibrinogene
en fibrine, le principal constituant des caillots. Finalement, elles stimulent la génération de

plasmine, un facteur clé de la fibrinolyse (40, 55, 68, 69). (Figure 8, page 29)

Figure 8. Représentation des fonctions anti-hypertensive, anti-apoptotique, anti-
inflammatoire et anti-thrombotique des HDLs
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ABCGI : ATP-binding cassette transporter G1, Akt: Protéine kinase B, Apo : Apolipoprotéine, Ca :
Calcium, eNOS : Endothelial nitric oxide synthase, ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1, LOH :
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VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule 1, SRB1 : Scavenger receptor type B member 1
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Les dysfonctions des HDLs rapportées en condition pathologique

Les HDLs peuvent étre la cible d’oxydation enzymatique, de lipolyse et de protéolyse,
toutes des modifications qui affectent directement leur fonctionnalité. Par exemple, la
my¢éloperoxidase, une composante des macrophages présents dans les parois artérielles, est
connue pour oxyder I’Apo A-I et la rendre inapte a activer ABCA1 pour promouvoir I’efflux de
cholestérol. Spécifiquement, c’est la chloration sur la tyrosine en position 192, combinée a
I’oxydation de la méthionine, qui est responsable de cet effet (71). La phospholipase A2, pour
sa part, inhibe I’efflux de cholestérol médié par les HDLs en hydrolysant la phosphatidylcholine,
sans affecter ’Apo A-I. Plusieurs protéases attaquent les HDLs en dégradant 1’Apo A-I et
forment des protéines tronquées au niveau du groupe carboxyle terminal. Il a ét¢ démontré que,
lorsque les résidus en position 220-231 sont perdus en méme temps que le groupe carboxyle

terminal, les HDLs ne peuvent plus lier ABCA1 (48, 72).

Les HDLs sont de plus en plus étudiées au niveau de leur fonctionnalité en condition
pathologique. La diversité des combinaisons de pathologies, de fonctions étudiées et des causes
potentielles des dysfonctions rend difficile de tirer une conclusion claire, et impossible de
généraliser. Ce qui est certain, c’est que les conditions pathologiques sont presque toutes

accompagnées d’une modification de la composition et/ou de la fonction des HDLs.

Le Tableau I (pages 31-33) présente quelques atteintes des HDLs isolées de sujets
présentant diverses pathologies. Le lecteur remarquera qu’aucune étude n’a caractérisé les
HDLs de facon compléte, c’est-a-dire évaluer sa composition globale, puis son protéome
(incluant les modifications post-traductionnelles), son lipidome (ainsi que la présence d’espéces
lipidiques oxydées), et finalement test¢ sa fonctionnalit¢ au niveau de ses capacités
antioxydante, anti-inflammatoire, et a promouvoir 1’efflux de cholestérol et la synthése de NO.
Il remarquera également la prédominance des maladies auto-immunes et cardiovasculaires
parmi les conditions étudiées, qui n’est pas due a une sélection spécifique, mais représente bien

I’état de la littérature actuelle.
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Tableau I. Compilation non-exhaustive des études de la composition des HDLs, ainsi que
leur fonctionnalité en condition pathologique

Fonction(s)
altérée(s)

Antioxydante
Anti-inflammatoire

Efflux de
cholestérol

Antioxydante

Antioxydante

Antioxydante

Antioxydante

Efflux de
cholestérol

Antioxydante
Anti-inflammatoire

Pathologie

Syndrome
coronarien aigu

Diabéte
décompensé

Lupus
érythémateux
(femmes
seulement)

Diabéte de type 1

(hommes
seulement)

Maladie
cardiovasculaire

Diabéte de type 1

Diabéte de type 2

Meécanismes
touchant les HDLs

| activité de PON1
liée aux HDLs

1 hydroperoxydes
lipidiques
Expression différente
de 48 protéines

| PON3

| Apo E, PLTP, Apo J

1 diametre des HDLs
Reléache de I’Apo A-I

117 des 174 protéines
identifiées en LC-
MS/MS présentent des
modifications post-
traductionnelles
(oxydation,
désamination,
Amadori, allysine,
chlorotyrosine,
nitrotyrosine)

1 acides gras oxydés
dans les HDLs (12-
HETE, 15-HETE, 5-
HETE, 9-HODE, 13-
HODE)
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Autres
mécanismes

| activité PON1
plasmatique

Capacité
préservée a
promouvoir
I’efflux de
cholestérol

Activité de la
PON1 normale

1 SAA
plasmatique

Référence

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

(78)



Antioxydante
Anti-inflammatoire

Anti-inflammatoire

Anti-inflammatoire

Anti-inflammatoire

Antihypertenseur

Antihypertenseur

Antihypertenseur
Efflux de
cholestérol

Psoriasis

Insuffisance
rénale chronique

Arthrite
rhumatoide

Lupus
érythémateux

Insuffisance
cardiaque
chronique

Obésité
(pédiatrie)

Insuffisance
rénale chronique

1 MDA dans les HDL3

1 SAA

1 protéines de phase
aigué (SAA,
fibrinogeéne, apo J,
haptoglobine)

| PON1

1T MDA dans les HDLs

| activité de PON1
liée aux HDLs

1 diméthylarginine
symétrique
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| activité
plasmatique de
PONI1

1 IL-6 et TNF-a

| induction
ARNm d’ATF3

!
phosphorylation
d’eNOS a Ser!!”?
%

T
phosphorylation
d’eNOS a Thr*?

kok

1 peroxydes
lipidiques
circulants

l
phosphorylation
d’eNOS a Ser!'”’
%

T
phosphorylation
d’eNOS a Thr*?

k3k

Inhibition de la
production de
NO

1 production de
radicaux
superoxydes

1 VCAM-1

(79)

(59)

(80)

(81)

(82)

(83)

(52)



Glycation non
enzymatique de I’ Apo

Ellff)]ll:s‘ t(éifol Hyperglycémie  A-I, entraine une - (84)
activité réduite de la
LCAT
1 Apo A-I, Apo M et
Apo F
1 protéines de phase
aigué (SAA, Capacité
i prothromblne,’ q—2— antioxydante
. Psoriasis HS-glycoprotéine, a-  préservée (1 (85)
cholestérol 1-aci 4 .
-acid-glycoprotéine activité PAF-
1, haptoglobine, AH)
AT1AT)
1 Apo A-II
| CT, PC et SM
| qté PON1 et PON3
Efflux de . | activité PON1 et
cholestérol Infection au VIH PON3 - (86)
1 sphingomy¢line
_ 1T A1AT, Apo A-1V,
(n’a pas le pouvoir Apo C-11, Apo C-111,
Zt)a;lg?;llgre 5 I?;lr Insuffisance HPR, SAA Let
B R e transthyrétine ) (87)
de Pefflux de sous hémodialyse | apo A-L, Apo A-1L,
cholestérol) Apo L-1, Apo M,
PCYOX, PON1
. | activation de
Malafhe BelxL
coronarienne | ApoJ
Anti-apoptotique stable et 1 activation tBid (57)

syndrome T Apo C-IIT

o | inhibition de la
coronarien aigu

caspase-3

AI1AT: alpha-1-antitrypsine, ARNm : ARN messager, CT : cholestérol total, eNOS : endothelial nitric

oxide synthase, HPR: haptoglobin-related protein, 1L-6 : interleukine-6, MDA : malondialdéhyde, NO
: oxyde nitrique, PAF-AH: platelet-activating factor acetylhydrolase, PC : phosphatidylcholine,
PCYOX: Prénylcystéine oxydase, PLTP : phospholipid transfer protein, PON1 : serum
paraoxonase/arylesterase 1, PON3 : serum paraoxonase/lactonase 3, qt€ : quantité, SAA: serum
amyloid A, SM : sphingomyéline, TNF-a. : tumor necrosis factor a, VCAM-1 : vascular cell adhesion
molecule 1, VIH : virus de I’'immunodéficience humaine. * la phosphorylation d’eNOS en position
Ser!'”7 a un effet activateur sur ’activité de I’enzyme, ** la phosphorylation d’eNOS en position Thr#”
a un effet inhibiteur sur I’activité del’enzyme
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Le champ d’étude étant relativement jeune, il manque de standardisation entre les études au
niveau de la préparation des échantillons et des tests effectués. Bien que 1’isolation des
lipoprotéines par ultracentrifugation a gradient de densité soit encore la technique de référence,
plusieurs équipes travaillent avec 1’isolation par précipitation de 1’Apo B ou par FPLC par
exemple. Les densités utilisées pour caractériser les HDLs ne font pas non plus I’unanimité, tout
comme le nombre de sous-fraction a distinguer (HDLs totales, HDL, / HDL3, ou HDL2./ HDL2y
/ HDL3,/ HDL3,/ HDL3¢). Finalement, les moyens employés pour décrire les HDLs dépendent
des préférences individuelles des laboratoires, c’est ainsi qu’on peut évaluer leur capacité
antioxydante, par exemple, selon la quantité de malondialdéhyde (MDA), de Thiobarbituric
acid reactive species (TBARS) ou d’hydroperoxydes lipidiques sur les HDLs, avec un test de
fluorescence n’utilisant pas de cellules (DCFH-DA), avec un essai fonctionnel utilisant des
cellules, en suivant la formation de diénes lors d’une incubation avec du cuivre, selon 1’activité
de I’enzyme PONI1 liée aux HDLs, etc. Les résultats ainsi obtenus sont difficilement

comparables et rarement répétés.

Les HDLs dans le cancer

Les HDLs sont tres étudiées en lien avec le risque de développer un cancer, mais tres
peu ¢étudiées en situation de cancer actif, et encore moins chez les survivants de cancers. De
plus, lorsqu’elles sont étudiées, on se limite souvent a mentionner les niveaux de HDL-C. Les

informations sur la composition et la fonctionnalité des HDLs sont trés rares.

Cancers actifs

Une faiblesse récurrente des études rapportant un HDL-C bas chez des patients avec un
cancer est qu’elles sont transversales, et qu’il est donc impossible de statuer sur la chronologie
des événements : ’abaissement des niveaux de HDL-C est-il antérieur au diagnostic, ou est-ce
que le processus cancéreux est responsable de cette diminution? Etant donné que les
informations sur le parcours médical des sujets ne sont pratiquement jamais mentionnées, il
n’est pas possible de savoir si les résultats se rapportent au moment du diagnostic, ou si quelques
cycles de chimiothérapie ou de radiothérapie pourraient avoir eu un effet sur la variable d’intérét.

Finalement, il n’y a pas de littérature qui permette de savoir si la rémission d’un cancer
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est accompagnée d’un rétablissement du bilan lipidique ou si les atteintes sont permanentes.
Certains groupes ont néanmoins investigué quelques aspects intéressants concernant les HDLs
en situation de cancer. Par exemple, un groupe a examiné la répartition des lipoprotéines HDL
(HDL; et HDL3) chez des patients au moment du diagnostic d’un néoplasme (aucune précision
sur les types de cancers n’a été donnée) (88). Les patients n’avaient donc pas regu de traitement,
sous quelque forme que ce soit. Les niveaux de HDL-C étaient particulierement abaissés chez
les patients comparativement aux contrdles. Ils présentaient aussi une inversion du ratio
HDL,/HDLs3 : alors que les sujets sains avaient plus de HDL3 que de HDL,, les sujets avec cancer
avaient plus de HDL; et peu de HDL3. Les auteurs ne pouvaient pas se prononcer sur la causalité
de leurs observations : est-ce que ces anomalies sont responsables du développement du cancer,
ou est-ce que le cancer a causé ces anomalies? L’effet physiologique d’un tel déséquilibre n’a
pas non plus été investigué, que ce soit au niveau de la capacité a promouvoir I'efflux de
cholestérol ou au niveau de la capacité antioxydante, pour laquelle les HDL3; semblent trés
puissantes. L’effet des traitements anti-cancéreux sur le ratio HDL,/HDL3 n’a pas non plus été
couvert puisque les patients ont été enr6lés au moment du diagnostic et 1’étude était de devis

transversal.

L’équipe du Dr Huang (89) a étudié le role des HDLs dans le processus métastatique.
Les HDLs de patientes souffrant d’un cancer du sein compliqué par un diabete de type 2
accéléraient ce processus métastatique en faisant exprimer ICAM-1 et VCAM-1 sur les cellules
périphériques, ce qui augmente 1’adhésion des cellules cancéreuses a de nouveaux foyers. Ces
HDLs présentaient aussi un niveau d’oxydation ¢élevé, tel que démontré par une plus grande
concentration de TBARs dans les lipoprotéines. Par contre, les auteurs n’ont pas indiqué si les
patientes avaient été recrutées au moment de leur diagnostic ou si elles avaient déja recu des
traitements (est-ce que la chimiothérapie ou la radiothérapie pourraient avoir jou¢ un role dans
le dysfonctionnement des HDLs?). Les HDLs en soi n’ont pas non plus été investiguées au
niveau de leur composition. Le fait que les patientes avec un diabéte avaient un HDL-C abaissé

n’a pas non plus été discuté.

Dans une investigation sur le cancer du sein, Alacacioglu et collegues (90), ont évalué
le statut antioxydant de patientes traitées avec une thérapie adjuvante d’anthracyclines. Les

niveaux de HDL-C n’ont pas varié entre le début et la fin des traitements, mais 1’absence de
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groupe controle ne permet pas de statuer sur une diminution éventuelle par rapport a la
population sans cancer. Le statut reproducteur des patientes (ménopause) n’est pas non plus
précisé, alors qu’il peut avoir un effet sur les HDLs. Le statut oxydatif a été évalué selon les
niveaux de TBARS sériques (augmentés) et I’activité de la SOD (diminuée), qui n’est pas liée
aux HDLs : on ne sait donc pas si les HDLs ont conservé leur potentiel antioxydant ou si elles

ont ¢été affectées par la chimiothérapie.

Dogantekin et collegues (91) ont examiné les parameétres de stress oxydant ainsi que la
défense antioxydante chez des patients dont la chimiothérapie a entrainé une neutropénie, pour
les comparer aux niveaux suite a la résolution de la neutropénie (encore une fois, aucune
information sur les types de cancers n’a été donnée). Les niveaux de HDL-C et de PONI étaient
plus élevés pendant la neutropénie qu’apres la résolution. Inversement, les niveaux de MDA ont
augmenté¢ lors de la résolution. Néanmoins, il faut considérer ces résultats avec une certaine
réserve, car cette étude comporte plusieurs faiblesses, notamment un flou scientifique au niveau
de PONI1, les auteurs présentant des résultats de « niveaux » de PONI alors qu’ils décrivent
avoir mesuré son activité. Il y a une différence importante entre la quantité¢ protéique d’une
enzyme et son activité. De plus, la discussion est de faible qualité et est concentrée sur le MDA,
sans offrir d’explication pour les variations de HDL-C et de PON1. Faridvand (92) a également
observé une diminution de I’activité de PONI sérique, cette fois chez des patients venant tout
juste d’étre diagnostiqué avec un myé¢lome multiple de stade 1. Les niveaux de HDL-C étaient
¢galement abaissés dans cette population, mais aucune investigation supplémentaire n’a été faite
sur le sujet. Les auteurs expliquent la diminution de ’activité de la PON1 par ’augmentation de
la peroxydation lipidique, démontrée par des niveaux plus élevés de 8-isoprostane sérique, et qui

est connue pour inhiber PONI.

Dieli-Conwright (93) a évalué I’effet de la chimiothérapie sur les composantes du MetS
chez des femmes ayant un cancer du sein de stade 1 a 3. Il est intéressant de noter que le statut
reproducteur a été considéré, avec environ la moitié¢ des femmes en pré-ménopause et 1’autre
moitié en post-ménopause. Aucune des participantes ne présentait de MetS a 1’inclusion, mais
suite 2 une moyenne de 15 semaines de chimiothérapie adjuvante, 72.5% des participantes
avaient développé le MetS. Chacun des critéres, analysé individuellement, a empiré chez les

participantes. Les niveaux de HDL-C ont diminué¢ d’environ 10% en moyenne suite ala
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chimiothérapie. Cette étude observationnelle est intéressante car elle démontre que les
changements peuvent se produire trés rapidement, mais elle n’offre aucune explication sur les
raisons de cette dégradation de I’état clinique. Quelques mécanismes associés a la baisse des
niveaux de HDL-C chez des femmes traitées par chimiothérapie pour un cancer du sein ont été
¢lucidés par I’équipe de Sharma (94). Il est a noter que les effets sont spécifiques a chaque agent,
et que la combinaison des agents est responsable du tableau clinique final observé. Ces
mécanismes incluent, entre autres, la diminution de I’expression d’ABCA1 par les cellules
hépatiques (expliquée par une diminution de 1’expression protéique du récepteur nucléaire qui
en promeut la synthése, PPARy) et une synthése diminuée d’Apo A-I. L’inhibition de
I’expression d’ABCA1 limite D’efflux de cholestérol au HDL sans que celui-ci soit

nécessairement dysfonctionnel, ce qui n’exclut pas qu’il le soit également.

Les traitements de chimiothérapie ont été étudiés au niveau de leur effet sur I’activité de
PONI1 purifiée par I’équipe d’Alim (95). Quatre agents ont été investigués et, bien que les
mécanismes d’action different, toutes les molécules testées avaient pour effet de diminuer
I’activité de PON1. Une telle diminution de I’activité de PON1 a été rapportée dans de nombreux
types de cancers. Une diminution de P’activit¢ de PON1 liée aux HDLs peut affecter leur
capacité antioxydante, mais ne donne pas d’indication sur leur potentiel antioxydant global
puisqu’elles agissent par de nombreuses voies, dont certaines sont indépendantes de PONI.
Simplement étudier PON1 ne donne que des informations partielles sur la défense antioxydante

totale.

Les études présentées ont chacune leurs forces et leurs faiblesses, mais quelques
faiblesses sont récurrentes, comme ’absence d’un groupe contrdle, le manque d’informations
sur les participants et leur diagnostic, le peu d’importance accordé aux variations des niveaux
de HDL-C, ainsi que I’absence d’investigation au niveau de la composition générale (TG, CE,
CL, PL, et protéines), du lipidome et du protéome des HDLs. Une grande variabilité dans les
résultats peut aussi €tre introduite par le fait que certaines ¢tudes visaient « le cancer » sans
précision, donc représentent un amalgame de pathologies, de régimes de traitements et d’effets
cliniques variés. Finalement, le fait que le cancer du sein représente la majorité des études citées
ici pourrait introduire un biais, car les résultats rapportés ne concernent que des femmes. Une

autre faille énorme de ce champ d’étude vient du fait que les participants sont tous des adultes.
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Il n’y a aucune information disponible sur les cancers en pédiatrie, alors qu’on ne peut pas

extrapoler les résultats des adultes aux enfants car les pathologies sont trop différentes.

Au niveau de ’effet de la leucémie sur les HDLs, les connaissances sont trés limitées.
Comme pour plusieurs cancers, un niveau abaissé¢ de HDL-C a été rapporté au diagnostic, mais
plusieurs particularités de ce cancer pourraient influencer 1’évolution de ces niveaux. Par
exemple, la leucémie est particuliecrement fréquente en pédiatrie (comme mentionné
précédemment, il n’y a pas de littérature sur les HDLs dans le cancer pédiatrique), et les
traitements peuvent inclure de la radiothérapie, qui n’a jamais été spécifiquement étudiée pour

son effet sur les HDLs.

Survivants de cancer

L’¢étude de la santé¢ métabolique des survivants de cancer a commencé il y a quelques
années seulement. Pour I’instant, les marqueurs les plus utilisés sont la prévalence du syndrome

métabolique (incluant ou non une diminution du HDL-C), ainsi que la santé cardiovasculaire.

Gunn et son équipe (28) ont tenté d’évaluer la prévalence du syndrome métabolique
(MetS) dans une population de survivants de cancers pédiatriques (tous diagnostics inclus), dont
42% avaient souffert d’une leucémie. Comme le MetS n’est pas défini en population
pédiatrique, les auteurs ont évalué¢ les criteres individuellement, ce qui permet d’avoir des
informations sur la prévalence du HDL-C bas. Par contre, pour des raisons logistiques, le bilan
lipidique n’était disponible que pour 26,1% de la cohorte (72 sujets, dont 46 ont regu de la
radiothérapie cranienne). Un niveau de HDL-C bas était la premiére cause de dyslipidémie,
présente chez 21 (29%) des patients dont le bilan lipidique était disponible. Oudin et al (96)
rapportent un taux un peu plus élevé de HDL-C abaissé, soit 36%, dans une cohorte de taille
plus appréciable (n=170) composée de survivants de leucémie pédiatrique ayant été traités avec
une greffe de cellules souches hématopoiétiques, qui est connue pour avoir des effets tardifs
importants. Le temps écoulé depuis la greffe a un impact important sur 1’incidence de HDL-C
bas : Novetsky Friedman (97) a observé une forte augmentation de I’incidence cumulative de ce

désordre, de 26.8% 5 ans apres la procédure, a 52.0% 10 ans post-greffe.

Le groupe de Giordano (98) est le premier a investiguer les risques cardiovasculaires

chez des survivants de LLA encore d’age pédiatrique. Elle rapporte un taux de HDL-C inférieur
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chez les patients comparativement aux controles, mais on ne sait pas si les niveaux seraient
classifiés comme « bas ». Elle se distingue aussi au niveau de la définition de « survivants »: les
participants étaient admissibles a partir de 3 mois apres leur dernier traitement, alors que la
plupart des groupes attendaient au moins 2 ans depuis la fin des traitements, ou 5 ans depuis le

diagnostic.

Parmi ces études, la notion de HDL-C bas n’est qu’un critére du syndrome métabolique
parmi les autres; aucun groupe ne s’est attardé a évaluer les causes et conséquences d’une telle
diminution. La fonctionnalit¢ des HDLs n’a pas non plus été regardée, alors qu’il est plausible
de croire que les divers stress liés au cancer et a ses traitements pourraient occasionner des
changements déléteres aux lipoprotéines, au méme titre que les maladies cardiovasculaires,

rénales ou auto-immunes.

En résumé, les survivants de cancers pédiatriques vivent de nombreux effets secondaires,
dont les causes peuvent &tre multiples et ne sont pas encore toutes identifiées. Parmi les effets
secondaires récurrents, une diminution conséquente des niveaux de HDL-C augmente les
probabilités de développer une maladie cardiovasculaire chez les survivants. Outre 1’effet
observé sur les niveaux circulants de HDL-C, on ne connait pas I’impact du cancer, ni de ses
traitements, sur la composition générale et particuliérement sur le protéome des HDLs. De plus,
¢tant donné la part primordiale que jouent les HDLs dans le maintien de 1’homéostasie, un
dysfonctionnement pourrait résulter en une condition sérieuse. Plusieurs pathologies ont été
identifiées comme altérant les HDLs, mais le cancer ne fait pas partie de ces cas de figure
¢tudiés. Nous avons voulu, dans ce travail, caractériser les HDLs isolées des survivants de la
LLA pédiatrique, et investiguer leur fonctionnalité afin de déceler toute atteinte pouvant affecter

le futur de ces sujets.
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Chapitre 2 : Objectifs

L’objectif principal de ce travail de maitrise est de caractériser la composition et la fonction des
HDLs chez des survivants de la leucémie lymphoblastique aigu€ pédiatrique afin d’identifier les

différences entre les sujets métaboliquement non sains et les sujets sains.

Le premier sous-objectif vise I’évaluation de la composition globale des HDLs des survivants,

exprimée en pourcentage de protéines, phospholipides, cholestérol libre et cholestérol estérifié.

Le deuxiéme sous-objectif vise a caractériser plus précisément la composition protéique des

HDLs des survivants.

Le premier sous-sous-objectif vise 1’identification individuelle de toutes les protéines
présentes sur les HDLs. La comparaison des protéines présentes sur les HDLs des sujets
sains et sur les HDLs des survivants permettra d’identifier les protéines qui ne sont

présentes qu’en condition pathologique.

Le deuxiéme sous-sous-objectif vise la quantification de I’expression individuelle des
protéines, afin d’identifier celles qui sont sous-exprimées ou surexprimées chez les

survivants par rapport aux sujets sains.

Le troisieme sous-objectif vise 1’évaluation de la fonctionnalité des HDLs des survivants.

Le premier sous-sous-objectif vise I’évaluation de la capacit¢ des HDLs des survivants

a promouvoir I’efflux de cholestérol.

Le deuxieme sous-sous-objectif vise 1’évaluation de la capacité antioxydante des HDLs

des survivants.



Chapitre 3 : La protéomique des HDLs isolées de survivants

de la LLA pédiatrique

Les sous-objectifs 1 et 2 ont fait I’objet d’un article soumis au Journal of Proteome
Research, dans lequel nous présentons la composition globale des HDLs (sous-objectif 1), ainsi

que les résultats de 1’analyse du protéome par spectrométrie de masse (sous-objectif?2).
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent malignancy in children.
Although 5-year survival exceeds 90%, more than 65% of the survivors experience at least
one severe complication, including the metabolic syndrome and cardiovascular diseases.
A significant proportion of pediatric cancer survivors have reduced high-density
lipoproteins cholesterol (HDL-C) levels, the causes of which remain unknown. HDLs are
antioxidant, anti-inflammatory, anti-atherosclerotic and anti-thrombotic particles,
primordial in maintaining cardiovascular health. Accordingly, studies on HDL
functionality in diverse pathologies have revealed some important dysfunctions linked to
an altered composition. Our objective was to characterize the composition of HDLs
isolated from pediatric ALL survivors. HDLs from 8 metabolically healthy, 8 metabolically
unhealthy and 8 age- and gender-matched controls were analyzed. HDLs from the
survivors were depleted in cholesterol, while mass spectrometry analyses revealed an
enrichment of pro-thrombotic and pro-inflammatory proteins in the HDLs of the
metabolically unhealthy survivors. These results indicate an alteration in the lipid and
protein composition of HDL from childhood ALL survivors with metabolic disorders.
Although more work is needed to validate the functionality of these HDLs, the data seem
relevant for survivor health given the detection of potential biomarkers related to HDL

metabolism and functionality in cancer.

Keywords: Lipoproteins, HDL, cancer survivors, metabolic syndrome, proteomics
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INTRODUCTION

Childhood cancers are rare, representing only 0.5-1% of all the cancers diagnosed in
Canada. Despite the remarkable overall survival rate (83%, 5-years post-diagnosis), cancer
remains the first cause of death from illness in the pediatric population'. Leukemias are the
most common pediatric malignancy (32%) with acute lymphoblastic leukemias (ALL)
accounting for 80% of all leukemia cases'. The 5-year survival rate of ALL has risen from
0% in the 1950°s? to the astounding level of 91%!’. This was made possible with the use of
intense regimens of effective but extremely toxic therapies. It is a rising concern to
administer such dangerous treatments in a crucial developmental stage, which may affect
the health of the young survivors many years later. Indeed, more than 65% of the childhood
cancer survivors have at least one long-term complication, which are severe and often life-
threatening®®. One of these complications regularly found in cancer survivors is the
metabolic syndrome, e.g. a cluster of obesity, insulin resistance, hypertension, and
dyslipidemia. Its prevalence may vary from 6-55% in survivors, depending on many factors
such as the age of onset, the type of cancer, the kind of treatments, the duration of follow-
up and others’ 8. In fact, hematologic cancer survivors are twice more likely to develop the
metabolic syndrome than their siblings or the general population®'°.

HDL particles are widely known in view of their anti-atherosclerotic properties. These
features are not only due to their ability to promote reverse cholesterol transport!!, but are

likely the result of many functions, which help maintain metabolic health because of their

antioxidant!>!®, anti-apoptotic'®, anti-inflammatory'>!7, anti-hypertensive!®!* and anti-

thrombotic? capacities. These numerous functions are made possible by the large variety

of protein and lipid moieties within the HDL fraction. Intriguingly, very limited
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information is available on the composition and functionality of HDL in ALL survivors
even though the latter develop metabolic syndrome. Since proteomics allow high-
throughput analyses for the detection, identification and functional investigation of
proteome, it seems reasonable and appropriate to use this large-scale technique to scrutinize
the variations of the multitude of proteins composing the HDL?!. Not only did proteomics
generally identify ~100 individual proteins as part of the HDL?, they also revealed
dysfunctional HDLs in many pathologies, including kidney disease*>**, type 1 diabetes
26, type 2 diabetes'?, cardiovascular diseases'®?’?, lupus erythematous®® and rheumatoid
arthritis”. When investigated, these dysfunctions where often linked to a change in the

HDL’s proteome such as a shift towards more inflammatory proteins!®427-28

and post-
translational modifications of the proteins?®. HDLs in cancer survivors have not yet been
studied, either for their global composition or proteomic diversity. Our objective was to

describe the global HDL composition and further investigate the changes in the proteome

of HDLs isolated from childhood ALL survivors.

EXPERIMENTAL SECTION

Study participants

Participants for this study were recruited as part of the PETALE initiative at the Sainte-
Justine University Hospital Center (UHC) in Montreal. The PETALE program aims to
identify biomarkers associated to the development of late effects in survivors of pediatric
ALL. The PETALE cohort is comprised exclusively of childhood ALL survivors of
European descent from the province of Québec. PETALE participants were diagnosed

between 1987 and 2010, under 19 at diagnosis, and treated at Sainte-Justine University
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Hospital Center (UHC) with the Dana-Farber Cancer Institute protocols’!. Exclusion
criteria included patients treated with hematopoietic stem cell transplantations, or those
with leukemia relapses or secondary cancers®’. Recruitment was held between January
2012 and September 2015. The study was approved by the Sainte-Justine UHC Institutional
Review Board, and all interventions were carried out in respect of the Declaration of
Helsinki. Written informed consent from the participant and/or the legal guardian was

obtained prior to participation.

Clinical, biochemical and anthropometric data

Height, weight and waist circumference were documented for every participant. BMI was
calculated as weight divided by height squared (Kg/m?). Blood pressure was measured as
per Hypertension Canada’s guidelines®. Information on smoking habits was obtained from
a self-reported questionnaire. The date of diagnostic, total radiotherapy dose and end-of-
treatment date were collected directly from patients’ charts. Age at diagnosis and event-
free remission were then computed. Total cholesterol (TC), HDL-C and triglycerides (TG)
were enzymatically determined with a Synchron LX®20 (Beckman Coulter, USA) using
Beckman Instrument reagents. LDL-cholesterol (LDL-C) was calculated using the
Friedewald equation**, while non-HDL-cholesterol (non-HDL-C) was defined as: CT -
(HDL-C). Blood glucose was assessed with the glucose oxidase technique and insulin with
an Access Immunoassay System (Beckman Coulter, USA). Finally, participants were
submitted to an oral glucose tolerance test (OGTT), which evaluated their glycemic
response to 75g glucose at 30, 60 and 120 minutes*?. For this study, participants were

classified as «metabolically healthy» (Healthy) or «metabolically unhealthy» (Unhealthy).
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The Healthy subjects did not present any symptom of the metabolic syndrome, whereas the
Unhealthy had at least a low HDL-C (<1.03 mmol/L for men, or <1.3 mmol/L for women)*’
with or without another metabolic disorder such as hypertension, obesity, dyslipidemia and
glucose intolerance. Participants were individually selected in order to match them for age
and gender with survivors displaying the opposite phenotype, which resulted in the
identification of 8 pairs of healthy-unhealthy survivors, in addition to 8 control subjects for

normal references.

HDL 1solation

Plasma HDLs were isolated as described in previous work>®. Briefly, antecubital venous
blood was obtained after an overnight fast in EDTA-coated tubes (1g EDTA/L). Plasma
was separated from blood by a 20-min low-speed centrifugation at 4°C. BHT (0.01%) and
sodium azide (NaN3, 0.01%) were added to preserve the samples. Total HDLs (6=1.09-
1.21g/ml) were isolated by density gradient ultracentrifugation using KBr and an Optima
LE-80 ultracentrifuge (Beckman Coulter, USA) with a 70.1ti rotor (110 000g, 4°C, 48 h).
Samples were desalted by a 24-h dialysis against a 0.15M NaCl- 0.3mM EDTA buffer (pH

7,4), and kept at -80°C until assayed.

HDL composition

HDL composition is expressed as percent of esterified cholesterol (EC), free cholesterol
(FC), phospholipids (PL), TG and total proteins as described in*®. CT, CL and TG were
quantified using enzymatic colorimetric commercial kits (Wako Pure Chemical Industries,

Japan, and Randox TRIGS, United Kingdom). CE was estimated as (CT —CL) X 1.67. The
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Bradford technique (Bio-Rad reagent) was applied to determine the protein
concentration®’, whereas phospholipids were quantified with the Bartlett method?®. The
lipoprotein weight ratio, which gives an estimation of its size, was computed as the ratio
of the components in the core of the particle to the components on its surface: (TG + EC)

/ (PL + FC + proteins)®.

HDL delipidation

For the mass spectrometry analysis, lipid-extracted HDL fractions were employed since
phospholipids are known to interfere with the ionisation process, reduce the signal and
produce low-quality results*. To one volume of HDL, 5 volumes of a mix of ethanol: ethyl
ether (3:1) were added, thoroughly vortexed and left at -20°C overnight. The supernatant
was separated in a 25-min low-speed centrifugation at -20°C, then removed and replaced
with 2 volumes of the initial mix. Following a second 4 hour-incubation at -20°C, the
supernatant was isolated in the same conditions and removed completely. Protein pellets
were dried under nitrogen, dissolved in saline of physiological density (1.006g/ml) and

homogenised.

Mass spectrometry analyses and protein quantification

The mass spectrometry analyses were carried out at the Institute for Research in
Immunology and Cancer (Université de Montréal, Canada) on 25 pg of proteins from
delipidated HDL. Sample reduction was performed by adding 50 ul of SmM TCEP in 100

mM ammonium bicarbonate to the dry sample. Alkylation was performed by adding 50 pl
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of chloroacetamide 20 mM with ammonium bicarbonate 100mM. Trypsin (1 pg) was
added and the digestion was performed for 8 h at 37°C. Samples were loaded and separated
on a home-made Cig analytical column (15cm * 150 um i.d.) with a 116-min gradient from
0-30% acetonitrile (0.2% FA) and a 600 nl/min flow rate on a Easy nLC (Dionex)
connected to a Q-Exactive HF (Thermo Fisher Scientific). Each full MS spectrum acquired
with a 60,000 resolution was followed by up to 20 MS/MS spectra, where the 20 most
abundant multiply charged ions were selected for MS/MS sequencing. Peptides were
identified using Peaks 8.0 (Bioinformatics Solution Inc.) and peptide sequences were
blasted against the Human Uniprot database. Tolerance was set at 10 ppm for precursor
and 0.01 Da for fragment ions for protein identification and 7ppm and 2min for peptide
alignment and profiling. FDR threshold was set to 0.01. For the post-translational
modification of proteins, occurrence of carbamidomethylation (C), oxidation (M),

deamidation (NQ) was considered. Volcano plots were made with Perseus 1.5.0.30.

Statistical analyses

Results are presented as means = SEM. The distributions were systematically tested for
normality before the appropriate tests were applied. The parametric (Student #-test, Student
t-test for paired data, repeated one-way ANOVA with Newman-Keuls post-hoc analysis)
and non-parametric tests (Mann Whitney’s U test, Wilcoxon’s, or Friedman’s with Dunn’s
post-hoc analysis) were performed using Prisme 5.01 (GraphPad Software, USA). A p-

value of 0.05 was considered significant.
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RESULTS

Study participants

The present study includes a total of 24 subjects (50 % males): 8 healthy subjects
(Controls), 8 metabolically healthy ALL survivors (Healthy), and 8 metabolically
unhealthy ALL survivors (Unhealthy). The participants were matched for age and gender.
The anthropometrics data are presented in Table 1, the metabolic characterization is
presented in Table 2, while the lipid profiles of the participants are presented in Table 3.
The analyses on the therapies administered to the patients concern 14 participants due to

missing values in 2 cases.

Table 1. Anthropometric characteristics and treatment details of the participants

Controls ALL Survivors
All Healthy | Unhealthy
N (male) 8(4) 16 (8) 8(4) 8(4)
Age (years) 242+2.0[243+1.1233+1.6] 254+1.6
BMI (kg/m?) 23.5+0.8[253+1.6[223+£1.0| 282+27
Waist circumference (cm)
Men 87.0+2.8 |86.4+49|79.1+7.4| 93.8+4.6
Women 80.6+2.7 | 88.1+7.7|78.6+29 | 97.5+14.5
All 83.8+2.2|87.2+44|788+3.7]956+7.1*
Age at diagnosis (years) NA 85+13 | 109+18| 62+1.7
Event-free remission (years) NA 13.6£1.6 | 102+1.1] 17.1£2.6
Treatments
Chemotherapy only 2 2 0
Without cardioprotection NA 1 1 0
With cardioprotection 1 1 0
N
Radiotherapy only A 0 0 0
N
Chemotherapy + radiotherapy A 12 6 6
Without cardioprotection N 5 1 4
With cardioprotection A 7 5 2
Cranial radiotherapy dose (Gy)
0 NA 2 2 0
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12 NA 6 4 2
18 6 2 4
Protocol administered
DFCI 1987-01 N 1 0 1
DFCI 1991-01 A 2 0 2
DFCI 1995-01 N 3 2 1
DFCI 2000-01 A 5 4 1
DFCI 2005-01 N 3 2 1
Active smoking 0 3 1 2

Data on anthropometrics were collected on ALL survivors (n=16) and age- and gender-
matched controls (n=8). All survivors were stratified in 2 groups according to their
metabolic status as described in Methods (n=8/group). NA, non-applicable.

Results are presented as Mean + SEM. BMI: body mass index, DFCIIL: Dana-Farber Cancer
Institute, Gy: Gray; *p<0.05 vs Healthy

Table 2 : Metabolic characterization of the study participants

Controls ALL Survivors
All Healthy Unhealthy
BP (mmHg)

Systolic - 124 + 4 117+ 4 130 £ 7
Diastolic - 72+3 66+3 77+5
FBG (mmol/L) 5.1+0.1 49+0.1 48+0.1 49402

OGTT (mmol/L)

30 min - 85+04 8.1+0.5 8.9+0.6

60 min - 7.8+£0.6 6.5+0.5 92+09*

120 min - 59+04 54+£03 6.4+0.8
MDA (pmol/ml) 298 +£49 685+95% 692 + 172 678 £ 96
CRP (mg/L) - 1.8+0.5 1.1+0.5 25+0.7*
Number of MetS criteria

0 8 8 8 0

1 0 1 0 1

2 0 6 0 6

3 0 0 0 0

4 0 1 0 1

Data on metabolic status were collected on ALL survivors (n=16) and age- and gender-
matched controls (n=8). ALL survivors were stratified in 2 groups according to their
metabolic status as described in Methods (n=8/group). Mets was defined per the NCEP
ATP I (SOURCE), with the following cut-offs: i) waist circumference > 88cm for women
and > 102cm for men, ii) HDL-C < 1.29 mmol/L for women and <1.03 mmol/L for men,
iii) systolic blood pressure >130 or diastolic >85 mmHg, iv) fasting blood glucose >
6.1mmol/L. Results are presented as Mean + SEM. BP: blood pressure, CRP: C-reactive
protein, FBG: fasting blood glucose, MDA : malondialdehyde, MetS : metabolic
syndrome, OGTT : oral glucose tolerance test; “p<0.05 vs Controls, *p<0.05 vs Healthy.
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Table 3 : Lipid profiles of the study participants

Controls ALL Survivors
All Healthy Unhealthy

TG (mmol/L) 0.90+£0.08 | 1.30+0.36 | 0.79 £ 0.10 1.82 +£0.69
TC (mmol/L) 424+0.15(4.46+021 |4.10+0.22 4.82+0.32
LDL-C (mmol/L) 227+0.122.59+0.16 | 2.22+£0.15 | 3.00 £ 0.20 ** #
HDL-C (mmol/L)

Men 141+£0.11 | 1.11+0.09 | 1.29+0.12 | 0.93+0.03 *

Women 1.71£0.08 | 1.42+0.14 | 1.76 £0.11 | 1.07 £0.05 ** #

All 1.56+0.09 [ 1.26+0.09 | 1.53 £0.12 | 1.00 + 0.04 ** ##
Non-HDL-C (mmol/L) | 2.68 +0.15 | 3.20+ 0.24 | 2.58 £ 0.14 | 3.82+0.33 **
Ratio TC/HDL-C 28402 | 38+03 | 2.8+0.2 | 4.9+0.4 %% #

Lipid profiles were obtained from ALL survivors (n=16) and age- and gender-matched
controls (n=8). ALL survivors were stratified in 2 groups according to their metabolic
status as described in Methods (n=8/group). Results are presented as Mean = SEM. HDL-
C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; TC:
total cholesterol; TG: triglycerides; *p<0.05 vs Controls; **p<0.01 vs Controls;
##%p<(0.001 vs Controls; #p<0.01 vs Healthy; **p<0.001 vs Healthy.

Although BMI was similar among the groups, the Unhealthy survivors displayed a
significantly higher waist circumference than the Healthy survivors (Table 1). The
Survivors did not differ in terms of age at diagnosis and time of event-free remission (Table
1). Most of the Survivors (85,7 %) received at least 12 Gy of radiotherapy. All the
Unhealthy, but only 75% of the Healthy, were subjected to cranial radiotherapy. The
Healthy were also better protected against cardiotoxicity: 75% of them received
Dexrazoxane (which is a cardioprotective agent) versus 33% of the Unhealthy. Finally, at
least one Unhealthy was treated under a version of every protocol (1987-01, 1991-01,
1995-01, 2000-01, 2005-01), while the Healthy received only the 3 latest versions. Three

Survivors (18,8 %) reported to be active smokers (Table 1).

The Survivors did not statistically differ as to their blood pressure (Table 2). For

glycaemia, the 3 groups have similar fasting glucose concentrations, but the levels of the
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Unhealthy raised significantly more at 60 min following sugar intake. Importantly, the
Survivors displayed higher levels of plasmatic MDA than the Controls (Table 2), and the
Unhealthy disclosed a higher CRP level than the Healthy. Per our classification, all the
Healthy and Controls displayed 0 component of the metabolic syndrome, whereas all the
Unhealthy showed dyslipidemia (low HDL-C), and about 85 % had at least 2 components

(Table 2).

All the Unhealthy presented with dyslipidemia (Table 3), some of them combining two
abnormal lipid components such as low HDL-C (< 1.03 for men; <1.30 mmol/L for
women) with high TG (>1.7 mmol/L), or high LDL-C (>3.4mmol/L). Compared to the
Healthy and Control groups, the Unhealthy had higher levels of LDL-C and non-HDL-C,
a higher ratio of TC/HDL-C, as well as lower levels of HDL-C. TC and TG levels were

similar among the groups.

HDL composition

The composition of the HDL, expressed as the percent of total components, is presented in
Table 4. The HDLs from the Survivors showed a significantly lower content of FC
compared to those of Controls, with the Unhealthy being even more depleted than the
Healthy. EC was also diminished in the Unhealthy. On the other hand, the content in TG,
PL, and proteins was similar in the 3 groups. The calculated weight ratio, which gives an
indication of the size of the HDL, was higher in the Controls than in the Survivors, thereby

indicating a slightly larger size for control HDLs.

55



Table 4: HDL composition of ALL survivors and Controls

ALL Survivors

7o HDL Controls All Healthy Unhealthy
Triglycerides | 1.95+0.29 | 2.55+0.89 | 1.33+0.23 3.76 £ 1.72
Cholesterol

Free 3.93+£021 |3.33+0.12%| 3.62+0.09 |3.04+0.17 ***#

Esterified | 19.66+1.12 | 17.51 +0.56 | 18.74 + 0.64 | 16.28 +0.70 ** *
Phospholipids | 29.83 £ 1.28 | 29.00 + 0.96 | 29.12 + 1.20 28.88 +1.59
Proteins 44.63 £ 1.55| 47.62+1.21 | 47.20+1.40 48.05 +2.06
Weight ratio | 0.28+0.02 | 0.25+0.01 * | 0.25+0.01 0.25+0.02

HDL of n=16 ALL survivors and n=8 gender- and age-matched healthy controls were
characterized as described in Methods. ALL survivors were stratified in 2 groups according
to their metabolic status as described in Methods (n=8/group). Results, expressed as
percent of the total components, are presented as Mean + SEM. *p <0.05 vs Controls;

*#%p <0.01 vs Controls; ***p <0.001 vs Controls; “p<0.05 vs Healthy; *p<0.01 vs Healthy.

HDL proteome analysis by LC-MS/MS

Although 204 proteins were identified by mass spectrometry (data not shown), only the
proteins with at least 2 peptides found in a single sample measurement are presented in
Table 5. Interestingly, only 31 proteins were commonly identified in all the 24 samples.
Inversely, 26 proteins were single-hits, and 46 (34%) were only present in 3 samples or

less.

Table 5: Protein identification and distribution among the ALL and Control groups

Number of Group distribution
. . % of
. Accession exclusive A
Protein b . sequence LL
number unlc,lue coverage C survivors Total
peptides Al THIU
1 | Alpha-1-antitrypsin P01009 448 482+6.7 | 8| 16 | 8 | 8 24
2 | Alpha-2-HS-glycoprotein P02765 192 26.0+49 | 8| 16 | 8 | 8 24
3 | Apolipoprotein A-I P02647 3633 91712 | 8] 16 | 8 | 8 24
4 | Apolipoprotein A-I1 P02652 1074 772+£39 | 8] 16 | 8 | 8 24
5 | Apolipoprotein A-IV P06727 1030 75.8+8.1 | 8] 16 | 8 | 8 24
6 | Apolipoprotein B P04114 2635 27.8+11.8 1 8| 16 | 8 | 8 24
7 | Apolipoprotein C-I P02654 540 61.6+7.1 | 8] 16 | 8 | 8 24
8 | Apolipoprotein C-I1 P02655 257 76.2+89 | 8| 16 | 8 | 8 24
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9 | Apolipoprotein C-III P02656 381 76,625 | 8| 16 | 8 | 8 24
10 | Apolipoprotein C-IV P55056 87 245+£75 | 816 | 8| 8 24
11 | Apolipoprotein D P05090 337 43656 | 8|16 | 8| 8 24
12 | Apolipoprotein E P02649 895 81.9+58 | 8| 16 | 8 | 8 24
13 | Apolipoprotein F Q13790 130 187+38 | 8] 16 | 8| 8 24
14 | Apolipoprotein J P10909 409 36.1+£38 | 8] 16 | 8 | 8 24
15 | Apolipoprotein L1 014791 446 39.0+6.1 | 8| 16 | 8| 8 24
16 | Apolipoprotein M 095445 428 62.7+104 | 8 | 16 | 8 | 8 24
17 | Complement C3 P01024 284 9.7+33 8|16 | 8|8 24
18 | Fibrinogen alpha chain P02671 601 387+88 | 8] 16 | 8 | 8 24
19 | Fibrinogen beta chain P02675 232 170+56 | 8| 16 | 8 | 8 24
20 | Haptoglobin-related P00739 281 [360+13.1 |8 |16 |8 |8 | 24
protein
21 | Hemoglobin subunit beta P68871 225 67.7+11.7 | 8|16 | 8 | 8 24
Phosphatidylcholine-sterol
22 acyltransferase (LCAT) P04180 188 241+40 | 8] 16 | 8 | 8 24
Serum paraoxonase/
23 arylesterase 1 (PON1) P27169 470 652+96 | 8| 16 | 8 | 8 24
Serum paraoxonase/
24 lactonase 3 (PON3) Q15166 165 33.6+87 | 8| 16 | 8 | 8 24
25 | Retinol-binding protein 4 P02753 131 332+174 18| 16 | 8 | 8 24
26 | Serum amyloid Al PODJIS 202 663+13.0 | 8| 16 | 8 | 8 24
27 | Serum amyloid A2 PODJI9 59 47.1+158 | 8 | 16 | 8 | 8 24
28 | Serum amyloid A4 P35542 334 623+67 | 8| 16 | 8 | 8 24
29 | Serum albumin P02768 1623 82.8+50 | 8| 16 | 8 | 8 24
30 | Vitamin D-binding protein P02774 205 240+9.1 | 8| 16 | 8 | 8 24
31 | Vitronectin P04004 138 152+40 | 8] 16 | 8 | 8 24
Cholesteryl ester transfer
32 protein (CETP) P11597 78 95+£28 | 8|15 |8 | 7| 23
33 | Complement C4-B POCOL5 200 75+£37 | 7116 | 8|8 23
34 | Platelet basic protein P02775 129 419+79 | 7116 | 8 | 8 23
Phospholipid transfer
35 protein (PLTP) P55058 167 180+73 | 8 | 15 | 8 | 7| 23
36 | Actin, cytoplasmic 1 P60709 217 395+£11.2 | 8| 14 | 7|7 22
37 | Anthrax toxin receptor 2 P58335 59 7.4+3.6 81141717 22
38 | Prenylcystein oxidase 1 Q9UHG3 185 22167 | 7115178 22
39 | Transthyretin P02766 146 620+94 | 7|15 |7 |8 22
40 | Hemoglobin subunit alpha P69905 109 441+£149 |5 |15 | 8 | 7 20
41 | Platelet factor 4 P02776 78 392+£125 (6| 14 | 7|7 20
42 | Protein MENT QI9BUNI1 49 9.1£15 |6 14 8|6 20
43 | Apolipoprotein H P02749 80 159+74 |6 | 13 |6 |7 19
44 | Apolipoprotein (a) P08519 431 6.7+3.8 6|12 6|6 18
45 | Beta-Ala-His dipeptidase Q96KN2 70 129+52 |6 |12 | 6| 6 18
Keratinocyte
46 | differentiation-associated P60985 31 274+171 | 7|11 | 5] 6 18
protein
47 | Proactivator polypeptide P07602 28 45+£10 | 5] 131716 18
48 | Haptoglobin P00738 26 193+77 4113 1716 17
49 | Igalpha-1 chain C region PO1876 58 153+47 |6 |11 | 4|7 17
Keratin, type II
50 cytoskeletal 1 P04264 183 185+113 | 7|10 | 4| 6 17
51 I;eratm’ type I cytoskeletal | b5, 162 217496 | 5| 11 71 16
52 | Apolipoprotein A-V Q6Q788 51 17672 | 4| 11 4 15
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53 | Fibrinogen gamma chain P02679 44 11.3+£35 |3 ] 12 |6 |6 15

54 | Protein AMBP P02760 33 88+£26 [4 |11 | 6|5 15

55 | /Actin, alpha cardiac P68032 18 23.1+438 1mls|6| 14
muscle 1

5 | Band 3 anion transport P02730 41 71432 2] 10|46 12
protein

57 | Filamin-A P21333 58 37£20 |2 | 10|55 12

58 | Gelsolin P06396 27 6.1£21 |3 | 8 |2]6 11
Proprotein convertase

59 subtilisin/kexin type 9 Q8NBP7 17 32405 | 5| 6 | 4|2 11

60 | Carbonic anhydrase 6 P23280 25 119+28 |4 5 | 2|3 9
Inter-alpha-trypsin

61 inhibitor heavy chain H4 Q14624 56 88+23 |4 | 5 | 3|2 9

62 | Talin-1 Q9Y490 44 33£21 | 3] 6 [3]3 9
UPF0669 protein

63 C6orf120 Q7Z4R8 13 18.0£7.8 |4 | 5 | 2|3 9

64 ggmplemem component P02748 20 4812 |2 6 |42 8

65 | Serotransferrin P02787 66 13.8+10.6 | 1 7 1413 8

66 | Lissuc factor pathway P10646 14 13445 | 0| 8 | 2]6]| 8
inhibitor

67 | Angiotensinogen P01019 17 6.7+1.2 1] 6 [3]3 7
Cathelicidin antimicrobial

68 . P49913 24 200£3.1 | 3| 4 | 2|2 7
peptide

69 I;Zm‘”box protein Nkx- | gp574 18 2800 | 3] 4 [1]3] 7

70 | Multimerin-2 Q9H8L6 13 3804 |0 | 7 [ 4|3 7

71 | Plasma protease C1 PO5155 10 41210 |2 5 |3 ]2 7
inhibitor

72 | Fibronectin P02751 9 1.6 +0.7 0] 6 [31]3 6
Keratin type 1,

73 cytoskeletal 10 P13645 16 147£99 [ 3| 3 | 1|2 6

74 | Alpha-2-antiplasmin P08697 13 74+1.38 31 2 1] 1 5

75 | Beta-2-microglobulin P61769 13 233+£126 |1 | 4 113 5

76 | Complement factor D P00746 10 16016 | 1] 4 |2 ]2 5

77 | Fibroblast growth factor- | = g5y 5 10 14654 | 1] 4 |2]2] 5
binding protein 2

78 | Integrin alpha-IIb P08514 21 7.2+3.1 1] 4 [2]2 5

79 | 14-3-3 protein zeta/delta P63104 14 195+50 |0 ] 4 |2 ]2 4
HLA class I

80 | histocompatibility antigen, P05534 33 33583 | 1| 3 1] 2 4
A-24 alpha chain

81 | Igkappa chain C region P01834 7 263+58 |1 3 [ 21 4

82 | Integrin beta-1 P05556 7 38+08 |0 4 [41]0 4

83 | Integrin beta-3 P05106 15 6.7£2.0 0] 4 [2]2 4
Keratin, type II

84 cytoskeletal 2 epidermal P35908 18 141+£85 | 2] 2 |1 ]1 4

85 | Kininogen-1 P01042 11 45+10 3] 1 01 4

86 | Profilin-1 P07737 10 218488 |2 ] 2 |20 4
Pulmonary surfactant- 225+

87 associated protein B PO7988 15 10.5 32l 4

88 | SPARC-like protein 1 Q14515 8 5913 0] 4 |31 4

89 | Hemoglobin subunit delta P02042 6 57.0+107 | 0| 3 112 3

90 | Hemopexin P02790 6 10205 | 1] 2 1|1 3
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91 | Indian hedgehog protein Q14623 8 143+£36 |0 | 3 112 3

92 | Myosin-9 P35579 22 58+55 [0 3 |1 ]2 3

93 Platelet-activating factor Q13093 7 68+18 |21 1 1 1o 3
acetylhydrolase (PAF-AH) ) )

g4 | Protein Z-dependent QIUKS55 5 85+33 | 1] 2 [2]0] 3
protease inhibitor

95 | Ras-related protein Rap-1b P61224 6 12013 |0 3 [3]0 3

96 | Thrombospondin-1 P07996 12 49+£2.1 0] 3 |2]1 3

97 | CD99 antigen P14209 4 23.0+171 10| 2 0]2 2

98 | Cystatin-C P01034 6 29.0+4.0 | 1 1 0]1 2

99 | Dermcidin P81605 3 250£60 0] 2 |0 ]2 2

100 | Glyceraldehyde-3- PO4406 7 18060 | 0| 2 |2]0] 2
phosphate dehydrogenase

101 | 1 gamma-1 chain C PO18S7 3 7426 |0| 2 |20 2
region
Keratin, type 1

102 cytoskeletal 14 P02533 3 7716 |2 0 |00 2

103 | L-selectin P14151 7 8.8+0.0 1 1 110 2

104 | Pigment epithelium- P36955 7 86+55 |0 2 [ 1|1] 2
derived factor

105 | Plasminogen P00747 5 5.9+0.6 1 1 011 2

106 | Platelet glycoprotein Ib P13224 4 5400 | 1] 1 [1]0] 2
beta chain

107 | Trypsin-3 P35030 4 11.5+15 | 1 1 110 2

108 | Tubulin alpha-4A chain P68366 7 12060 |0 ] 2 |20 2

109 | Alpha-2-macroglobulin P01023 5 6.5 1101070 1

110 | Alpha-actinin-1 P12814 6 9.2 0 1 110 1

111 | Angiopoietin-related QIY5C1 2 8.0 1lofolo| 1
protein 3

112 | Ankyrin-1 P16157 2 2.7 0 1 0]1 1

113 | Anthrax toxin receptor 1 QI9H6X2 2 5.7 110 {00 1

114 | C4b-binding protein alpha | 51,4 5 14.0 o 1 |o]1] 1
chain

115 Coggulatlon factor XIII A P00488 3 56 ol 1 1 1o 1
chain

116 | Cofilin-1 P23528 2 27.0 0O 1 110 1

117 | Fructose-bisphosphate P04075 2 130 ol 1 |1]o] 1
aldolase A

118 | Glycogen phosphorylase, P11217 5 11.0 o 1 o1 1
muscle form
GTP-binding protein

119 SARIa QINR31 2 27.0 o1 |10 1

120 | Integrin-linked protein Q13418 3 1o (o 1 |1]o]| 1
kinase

121 | Leucine-rich alpha-2- P02750 3 170 |o| 1 [1]o] 1
glycoprotein

122 | Multimerin-1 Q13201 2 2.5 0 1 110 1

123 | Myosin light polypeptide 6 P60660 2 15.0 0] 1 110 1

124 | Peroxyredoxin-6 P30041 2 15.0 0] 1 110 1
Phosphatidylinositol-

125 | glycan-specific P80108 2 3.8 O 1 |10 1
phospholipase D

126 | Pleckstrin P08567 3 19.0 O]l 1 ]1]0 1
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Pyruvate kinase isozymes
127 M1/M2 P14618 2 6.2 0 1 110 1
128 | RUN domain-containing Q59EK9 2 1.7 o 1 |o]1] 1
protein 3A
129 | Sonic hedgehog protein Q15465 2 6.7 1101010 1
Transitional endoplasmic
130 reticulum ATPase P55072 2 4.3 O 1 |10 1
131 | Lropomyosin alpha-3 P06753 2 140 ol 1 [1]o] 1
chain
132 | Trypsin-2 P07478 2 17.0 1/ 0 ]0]0 1
133 | Tubulin beta-1 chain Q9H4B7 3 12.0 0] 1 ]1]0 1
134 | Tubulin beta-2A chain Q13885 2 11.0 0] 1 ]1]0 1

Proteins from delipidated HDLs were identified using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Identification thresholds were: FDR <1%, minimum 2 peptides in a single
sample. Results are presented as Mean £ SEM. Controls (C, n=8), Healthy (H, n=8),
Unhealthy (U, n=8)

Functions of the proteins

We classified the identified proteins according to their known HDL function, when the
information was available. Figure 1 presents a compilation of the different roles of the
proteins detected in our study, as sorted out by the Gene Ontology terms from the UniProt
KnowledgeBase. We regrouped the terms in categories relating to «lipid transport and
metabolism», «redox status regulation», «coagulation cascade», «immunity», «apoptosis
regulationy», «inflammatory response regulation», «vitamin transport», «blood pressure
regulation» and the «acute phase proteins». Since some proteins are involved in additional
biological pathways, we consequently created the category «miscellaneous». Because we
considered all the functions for every protein, the total exceeds n= 134 proteins. Indeed,
112 proteins have at least one action of little interest, with 30 of these proteins having no
interest for us at all. Two apolipoproteins, Apo A-I and Apo E, were the most polyvalent,
fulfilling 9 roles each (all except «acute phase protein»). Apo J and Apo A-II fulfilled 7
roles, while Apo D, angiotensinogen and thrombospondin-1 were players in 6 categories.

However, most of the proteins (57,5%) could be classified only in 1-2 categories.

60



Surprisingly, the category «lipid transport and metabolism» came in the fifth place
(23.9%), behind «miscellaneous» (83,5%), «immunity» (36.6%), «coagulation cascade»
(34.3%), and «apoptosis» (24.6%) (Figure 1). Of the 31 proteins found in every single
sample, the distribution was different: «miscellaneousy still led with 64.5 % of the proteins,
but «lipid transport and metabolism» came in second with 54.8%, followed by «immunity»,
«inflammatory response», and «coagulation cascade» at 45,3 %, 32,3%, and 32,3%,

respectively.

Functions of the different HDL proteins

Acute phase protein; 10

Blood pressure regulation; 11 Miscellaneous: 112

Vitamin transport; 12

Redox status regulation; 20

Inflammatory response; 23

Immunity; 49
Lipid transport & metabolism; 32

Apoptosis; 33 Coagulation cascade; 46

Figure 1: Roles of the different proteins found in the HDL.

The HDL function enabled by the detected proteins were defined from the Gene Ontology
terms from the UniProt Knowledgebase (n=10 categories, n=134 proteins). All the roles
that applied for a single protein were considered. Results define the role and the number of

proteins involved in this function.

Proteins present only in the ALL Survivors

Thirty-nine proteins were found in at least one survivor but were totally absent of the
Control group (Table 5). While 15 of these proteins do not have any known function that
relates to the HDL, 7 proteins could be beneficial to the HDL function, 15 are detrimental,

and 2 proteins might be both beneficial and detrimental. The beneficial proteins are mostly
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anti-apoptotic or pro-immunity, with pigment epithelium-derived factor also being anti-
inflammatory, peroxiredoxin-6 is antioxidant and promotes lipid catabolism, and tissue
factor pathway inhibitor is anti-thrombotic. 14-3-3 protein zeta/delta and integrin-linked
protein kinase are both pro-thrombotic and anti-apoptotic. Finally, 13 proteins promote
thrombosis, 4 are pro-apoptotic, and 2 interfere with the transport and metabolism of lipids.
The worst proteins are integrin beta-3 (pro-thrombotic, negatively regulates lipid transport,
and reduces the biosynthesis of LDL-receptor), thrombospondin-1 (pro-apoptotic, pro-
inflammatory, pro-oxidant, anti-immunity and pro-thrombotic), and phosphatidylinositol-
glycan-specific phospholipase D (pro-apoptotic, negatively regulates TG catabolism and
promotes HDL particle clearance). Apparently, the anti-thrombotic capacity of the HDL

would be compromised in ALL survivors.

Proteins missing in all the Survivors samples

On the other hand, only 6 proteins were exclusive to the Control group: alpha-2-
macroglobulin, angiopoietin-related protein 3, anthrax toxin receptor 1, sonic hedgehog
protein, trypsin-2, and keratin type 1 cytoskeletal 14 (Table 5). These proteins have no
impact on the regulation of the redox status / blood pressure / inflammation, nor the acute
phase response or vitamin transport. Angiopoietin-related protein 3 is considered beneficial
as it promotes lipid metabolism and raises HDL-C levels. Sonic hedgehog protein is
ambivalent, being anti-apoptotic while negatively regulating the cholesterol efflux. Alpha-
2-macroglobulin is detrimental as it is anti-immunity and pro-thrombotic. The last 3

proteins have no known link with the HDL function.
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Proteins absent in the HDLs from Unhealthy survivors

We found 6 proteins present in the HDLs of both the Controls and Healthy, but absent in
Unhealthy samples: L-selectin, platelet glycoprotein Ib beta chain, trypsin-3, platelet-
activating factor acetylhydrolase, protein Z-dependent protease inhibitor, and profilin-1
(Table 5). The beneficial proteins L-selectin and protein Z-dependent protease inhibitor
respectively promote immunity and have an anti-thrombotic activity. Platelet-activating
factor acetylhydrolase is mostly beneficial (being anti-thrombotic and promoting lipid
metabolism) even if it can promote the oxidation of lipoproteins. Platelet glycoprotein Ib
beta chain is pro-thrombotic, while trypsin-3 and profilin-1 have no effect on the HDL’s

functions of interest.

Proteins present only in the Unhealthy samples

Finally, the Unhealthy samples displayed 6 proteins that were not found in the participants
with 0 metabolic disorder: Ankyrin-1, C4b-binding protein alpha chain, CD99 antigen,
dermcidin, glycogen phosphorylase muscle form, and RUN domain-containing protein 3A
(Table S). The only 2 proteins with known functions related to the HDL are C4b-binding
protein alpha chain and dermcidin, even if dermcidin is mostly contained in the sweat. C4b-
binding protein is a potent inhibitor of the complement activation, thus limiting the action

of the immune system.
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Protein quantification

To gain insight into the differential HDL proteins detected in the 3 groups, we quantified
peptide abundances by measuring precursor peak areas, which is a label-free technique. It
is established that the area under the curve of a peptide correlates quite well with the
quantity of the protein in the sample. In Figure 2, the results are presented in the form of
Volcano plots, which indicate both the magnitude of the change (log> fold change), x-axis)
and the statistical significance (-logl0 (p-value), y-axis) defined as the reproducibility of
the observation. We considered that a modification in the expression of a protein would
have a potential clinical significance provided it was at least halved or doubled compared
to the controls, which corresponds to the values inferior to «-1» or superior to «1» on the
x-axis. On the y axis, a value > 1,3 equals a p-value <0,05. We identified the proteins that

corresponded to both these criteria in the different analyses.

When we included the two genders in the analysis, the Unhealthy survivors have more
fibrinogen alpha chain, hemoglobin beta chain, SAA1, SAA4 and band 3 anion transport
protein on their HDLs than their matched Controls (Figure 2A). On the other hand, the
Controls display more keratin (K1C9) and inter-alpha-trypsin inhibitor 4 than the
Unhealthy (Figure 2B). The Healthy survivors have more actin (cytoplasmic 1), ADP-
ribosylation factor 6, 14-3-3 protein zeta/delta, filamin-A and hemoglobin alpha chain than
their Controls, while the Controls have surprisingly more Apo (a) on their HDLs. Finally,
the Healthy survivors present less fibrinogen beta chain and more keratin (type 2

cytoskeletal 78) than the Unhealthy survivors (Figure 2C).
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Figure 2: Volcano plot representations of the proteins statistically differently
expressed between 2 groups. (A) Controls vs Healthy, (B) Controls vs Unhealthy, (C)
Healthy vs Unhealthy, (D) Controls vs Unhealthy (women only), (E) Controls vs Healthy
(women only), (F) Controls vs Unhealthy (men only), (G) Controls vs Healthy (men only).
X-axis represents the variation in expression [logx(fold change)], y-axis represents the
statistical significance [-log(p-value)]. Proteins with coordinates (x,y) where x is <-1 or >1
and y is > 1,3 are statistically reproducibly halved or doubled in a group of samples.

When we refined the analysis to focus only on the samples from female subjects, it appears
that the Unhealthy survivors are depleted in alpha-1-antitrypsin and enriched in S441 and
SAA4 versus the Controls (Figure 2D), while there is no difference between the Controls
and the Healthy survivors (Figure 2E). Similarly, the male Unhealthy survivors are

depleted in indian hedgehog protein and enriched in fibrinogen alpha chain and beta-2-
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microglobulin versus the Controls (Figure 2F). These Controls have less hemoglobin

alpha and beta, as well as less apo C-I than the Healthy survivors (Figure 2G).

Proteins with a differential expression among the groups

Besides displaying 13 pro-thrombotic proteins that are totally absent from HDLs of
Controls, the HDLs of Unhealthy survivors also overexpressed 4 pro-thrombotic proteins,
as well as 2 pro-inflammatory proteins (Figure 2A, 2D, 2F). When we refined the analyses
by gender, we observed a similar tendency: the HDLs of female Unhealthy survivors were
enriched in the pro-inflammatory proteins SAA1 and SAA4 versus the Controls. Similarly,
the HDLs of male Unhealthy survivors were enriched in fibrinogen alpha chain (pro-
thrombotic, pro-hypertensive and anti-apoptotic) versus Controls. These controls have less
hemoglobin (alpha and beta, pro-apoptotic but antioxidant) and apo C-I (anti-lipid

metabolism) than the Healthy survivors.

DISCUSSION

Our study on the HDLs of young ALL survivors indicates an altered metabolism and a shift
in their proteome affecting specifically their anti-thrombotic, anti-apoptotic and anti-
inflammatory capacities. These HDLs have an abnormal composition with a lower content
of free and esterified cholesterol compared to controls. They also expressed some proteins
not detectable in the control samples; most of them are either pro-thrombotic or pro-
apoptotic. Finally, HDLs from unhealthy survivors expressed at least twice more of the
pro-thrombotic and pro-inflammatory proteins SAA and fibrinogen compared to controls.
The pro-atherogenic profile of the survivors was often worsened by  dyslipidemia

parameters such as high TG or high LDL-C. Although a few reports are available on HDLs
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in the context of inflammatory or auto-immune diseases, we are the first group to our
knowledge to investigate HDL proteomics of cancer survivors, especially in the pediatric

population.

HDLs are key players in the management of the body homeostasis and they help
maintaining cardiometabolic health. Their anti-atherosclerosis action, through the
promotion of cholesterol efflux and reverse transport to the liver leading to its final
elimination (via bile acid conversion), is their most well-known and studied function'*!.
However, HDLs have a pleiotropy of additional actions. Indeed, they display anti-
inflammatory, anti-hypertensive, anti-apoptotic, antioxidative and anti-thrombotic actions,
while also participating in the immune response!>!416:27:2842-44 'The HDL multifunction is
made possible by its high content of bioactive lipids and especially its numerous protein
moieties. Undoubtedly, the appropriate composition of these components is primordial to

the normal function of HDL since their imbalance is detrimental to cardiometabolic and

cardiovascular health*-%,

Apparently, most subjects present low HDL-C levels when they receive a diagnosis of
cancer*”>°, which indicates a change in HDL metabolism due possibly to their proteomic
content. Although the treatment and remission of cancer patients are usually associated
with a rise in HDL-C levels*’, a substantial proportion of survivors still exhibit low HDL-
C levels even during the remission*. In addition to low HDL-C concentrations®®*’, ALL
survivors often present cardiometabolic derangements such as obesity, hypertension and
dyslipidemia®®. Previously, we demonstrated that altered lipoprotein composition

characterized dyslipidemic ALL survivors®. Therefore, it is plausible that their HDLs may

undergo inappropriate metabolism because of abnormal protein composition, thereby

67



affecting their level of functionality. Surprisingly, this important aspect has never been
studied. Since the functions of HDLs are strongly dependent on their protein content, we
applied mass spectrometry techniques to investigate the proteome of HDLs isolated from
childhood ALL survivors. Interest for proteomics is increasing and this straightforward
approach is rapidly becoming a valuable tool for the confident identification of
differentially expressed proteins. Applying the robust proteomics technology with high
throughput capabilities would not only extend our knowledge and understanding of HDL
metabolism in ALL, but it may also provide new potential diagnostic, prognostic or

therapeutic biomarkers for the patients.

General composition of HDL

We report first that the HDLs from the unhealthy survivors of childhood ALL are depleted
in free and esterified cholesterol, with no change in their other relative protein and lipid
moieties. This depletion in cholesterol is not unexpected in the context of dyslipidemia
characterizing ALL survivors as it has been reported in cardiometabolic disorders such as
the metabolic syndrome®!, obesity®* and diabetes>, or in complex pathologies including
systemic lupus erythematosus®* and end-stage renal disease*®. The type of cholesterol
affected (free or esterified) differs between the studies. We are one of the few groups to
report lowering of the two cholesterol forms®>>. A shift towards smaller HDLs is also
observed by most of these groups*=!%>*3 However, they also report an enrichment of
TG in the HDL, which we did not observe. Hence, cancer survivors seem to have a distinct

pattern of HDL alterations, comprised of a diminution in the content of both forms of

68



cholesterol (FC and EC), but no enrichment of TG. Our results are consistent with the shift
towards smaller HDLs in pathological conditions, as demonstrated by a lower weight ratio
in ALL Survivors*®. The causes for low cholesterol in HDL of ALL survivors could be

45,56

multiple. For example, limited LCAT activity 52,56

, poor cholesterol efflux from cells
and abnormally high CETP activity’’ have already been identified as causes of decreased
HDL cholesterol content, which can render HDL inefficient in protecting against
atherosclerotic plaque initiation and cardiovascular diseases development. Given the
multitude of mechanisms that can reduce the ability to promote cholesterol efflux and affect
the functionality of HDL, it is essential to turn to the proteomic approach that has a unique
and significant advantages to profile the whole spectrum of proteins at once, which will

subsequently speed up HDL functional research.

Proteomic profiling by mass spectrometry

In a first step, we compared the high-resolution lipoproteomics of HDL from healthy
controls to available findings in the literature in order to situate the robustness of our
innovative approach. To this end, we selected 8 recent studies pertaining to HDL biology,
which isolated HDLs by ultracentrifugation, adequately described their population,
included a control arm, provided extensive data, separated the data of the controls and
pathological subjects, and identified a significant amount of proteins®*?%"-3862 The
number of proteins identified in each study ranged from 49 to 190, while our own

investigation revealed a total of 134 proteins in HDL. A total of 326 different proteins were

reported in at least one of these studies or in our own, of which 171 (52,4%) were detected
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only once. We were able to highlight 7 new proteins in the HDL, namely actin alpha cardiac
muscle 1, band 3 anion transport protein, homeobox protein Nkx-2.4, keratinocyte
differentiation-associated protein, trypsin-2, trypsin-3 and UPF0669 protein C6orf120.
Only 18 proteins were found in all the studies: 11 apolipoproteins (A-I, A-II, A-IV, C-1, C-
I, C-III, D, E, J, L1, and M) along with complement C3, haptoglobin-related protein,
phosphatidylcholine-sterol  acyltransferase, serum paraoxonase/ arylesterase 1,
phospholipid transfer protein, serum amyloid A1/2, and vitronectin. Most of the HDL
proteins (15/18) are related to lipid transport and metabolism. The only protein absent in
our study but present in the other 8 investigations is alpha-1-acid glycoprotein 2. This
protein is involved in the regulation of the immune system, the acute-phase response and
the transport of diverse non-lipid molecules. Finally, of all the 115 proteins identified in at
least 3 studies, 81 (70,4%) were detected in our work. The variations observed may be
inherent to the different techniques and operators, the populations studied, and

computational analyses.

Imbalance of the anti-/pro-thrombotic equilibrium in HDL from
Survivors

In healthy individuals, HDLs are recognised to be anti-thrombotic, because they prevent
platelet aggregation, regulate coagulation cascade, prolong the time of thrombus formation,
and promote fibrin clot degradation. HDLs prevent platelet activation by inducing 2 of their
potent inhibitors, e.g. prostacyclin PGI2 and NO (via upregulation of eNOS activity)®.
HDLs also transport the protein platelet activating factor-acetylhydrolase (PAF-AH)

which hydrolyses platelet activating factor. As to the fibrin clots, HDLs act both on their
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formation and degradation via reduction of thrombin formation and stimulation of plasmin
generation®*%, Thrombin, the active form of prothrombin, is responsible for the cleavage
of fibrinogen into fibrin, an insoluble fibre and the major clot component. Plasmin, the
active form of plasminogen, is a key factor in fibrinolysis. In hypercoagulability states,
anticoagulant functions are lowered, while the fibrinolysis is slowed down. In our study,
of all the proteins that we identified, 46 (34%) were a part of the coagulation cascade,
making it the third most frequent function, even surpassing lipid transport and metabolism.
Thirteen HDL proteins expressed only by ALL Survivors were pro-thrombotic although
half of the individuals exhibited the anti-thrombotic protein tissue factor pathway inhibitor.
The wide variety of pro-thrombotic proteins found in these samples probably outweighs
tissue factor pathway inhibitor’s effect. One of these pro-thrombotic proteins is
thrombospondin-1, which is also pro-apoptotic and pro-inflammatory. It has been reported
in HDLs from ACS patients, but not in stable CAD or healthy controls’®. HDLs from
patients with chronic heart failure were also not enriched in this protein®. It might be that

the pro-thrombotic phenotype is associated with a more acute condition.

The analyses on the differential expression of the proteins can identify those that are
reproducibly under- or overexpressed. In particular, the HDLs from the survivors displayed
overexpression of many pro-thrombotic proteins, which could be consistent with the higher
rate of thromboembolism in this population**’. The HDLs from unhealthy survivors
showed an overexpression of fibrinogen alpha chain (compared to healthy controls), and
fibrinogen beta chain (compared to healthy survivors). Fibrinogen levels have been
examined in cancer, but only in the serum, and usually at the diagnosis®®®. Even if a few

groups investigated the effect of chemotherapy on its levels, no data was reported during
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treatment (>1 month). Normal plasma concentrations of fibrinogen have been found at
diagnosis of childhood ALL%°, but asparaginase administration made them drop by up to
75%°%%7°. Only one study reassessed the levels of serum fibrinogen and found that a 2-week
asparaginase withdrawal was enough to normalize fibrinogen levels’’. Another
chemotherapy agent, methotrexate, did not impact fibrinogen levels in childhood ALL"".
For now, the mechanisms for fibrinogen enrichment in HDLs from childhood ALL
survivors are not clear. Since higher serum fibrinogen have been reported in populations

of cancer survivors*®72

, 1t is possible that this causes a significant binding to HDL.
Importantly, previous HDL profiling in different disorders evidenced wide divergences as
some studies showed no fibrinogen at all*’, some same fibrinogen quantities in samples

26,27,62

from patients and healthy individuals , a lower content of fibrinogen (alpha and beta

chains) in some diseases>’, and finally non-statistically**®

or statistically®® significant
enrichment. Since the HDL proteome has never been studied in cancer patients, we do not

know whether this is exclusive to LLA survivors, only to pediatric cancer survivors, or

common among all the cancer survivors.

The antithrombotic activity of HDL has very rarely been assessed. There are a few
techniques available, but they are meant to test whole blood samples instead of isolated
lipoproteins. Additionally, in the present study, limited HDL sampling did not allow us to
validate the proteomics results by assessment of fibrinogen activity. Interestingly, we
found that the HDLs of our Survivors are smaller than those of Controls, a situation that

could predispose to thrombosis, as it was the case for CAD patients’>.
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Imbalance of the anti-/pro-inflammatory equilibrium in HDL from
SUrvivors

In healthy individuals, HDLs are recognised to be anti-inflammatory, because they reduce
the expression of several cell surface adhesion proteins, (intercellular adhesion molecule-
1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), and E-selectin), and
chemokines (monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)) by the endothelial cells!®®. These
proteins are responsible for the recruitment and transmigration of macrophages in the
intima, where they will absorb oxidized LDLs, transform into foam cells and begin the
process of atherosclerosis. Apo A-I and the different phospholipids mediate most of this

action!”74,

Systemic inflammation is seen in serious cardiovascular conditions, and associated with
greater quantities of serum amyloid A (SAA), which can rise to a thousand times the normal
levels”. SAA is a potent pro-inflammatory protein, able to stimulate the expression of
ICAM/VCAM-1 and MCP-1'67>7_ HDLs in inflammation are often enriched in SAA, as
seen in ACS”’, STEMI’®, CAD”’, ESRD'®” and psoriasis*® patients. SAA enrichment of
HDL renders it dysfunctional, especially pro-inflammatory'®%"7_ but also inefficient to
promote cholesterol efflux’® and NO production?’, in part because SAA is known to
displace Apo A-I from the HDLs**">, Although radiotherapy can cause a temporary rise of
SAA and CRP in the blood circulation®, the effects of cancer and its treatments on SAA
are unclear. It seems that SAA can rise in active untreated cancers, and reaches the highest
levels in metastatic or advanced malignancies®!. However, it has not been studied whether

chemotherapy or other treatments allow normalization of plasma SAA levels.
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In our study, ALL survivors had a more inflammatory profile, as demonstrated by the
higher serum levels of CRP (2,5 = 0,7 vs 1,1 = 0,5 mg/ml (healthy subjects), p= 0,0269)
and MDA (678 + 96 vs 298 & 49 pmol/ml, p=0,0115) compared to the controls. In line with
published data, the HDLs from ALL survivors were also significantly enriched in SAA
compared to the healthy controls. However, Apo A-I content was not altered in these
samples. This combination of observations suggests that HDLs from survivors of pediatric
cancers are less anti-inflammatory, if not downright pro-inflammatory. More studies are

needed to investigate the functionality of SAA-enriched HDLs from cancer survivors.

This study has some limitations. First, we do not have any information on the post-
translational modifications on the proteins, which could strongly affect the functionality of
the lipoproteins. The specific lipid composition, especially the bioactive phospholipids

species, was also not investigated.

CONCLUSION

In conclusion, the results of this study indicate an alteration in the composition and
proteome of HDLs isolated from survivors of pediatric acute lymphoblastic leukemia,
favoring a pro-thrombotic and pro-inflammatory profile. Although more work is needed to
validate the functionality of these HDLs, this may be relevant to the field of cancer
survivorship in providing potential diagnostic, prognostic or therapeutic biomarkers of

HDL functionality and metabolism in ALL.
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Table 1. Anthropometric characteristics and treatment details of the participants

Controls ALL Survivors
All Healthy | Unhealthy
N (male) 8 (4) 16 (8) 8 (4) 8 (4)
Age (years) 2424+2.0(243+1.1233+1.6| 254+1.6
BMI (kg/m?) 23.54+0.8[253+1.6223+1.0| 282+2.7
Waist circumference (cm)
Men 87.0+2.8 |86.4+49|79.1+7.4| 93.8+4.6
Women 80.6+2.7 | 88.1+7.7|78.6+29 | 97.5+14.5
All 83.8+2.2|87.2+44|788+3.7]956+7.1*
Age at diagnosis (years) NA 85+13 | 109+18| 62+1.7
Event-free remission (years) NA 136+£1.6]102+1.1] 17.1+2.6
Treatments
Chemotherapy only 2 2 0
Without cardioprotection NA 1 1 0
With cardioprotection 1 1 0
N
Radiotherapy only A 0 0 0
N
Chemotherapy + radiotherapy A 12 6 6
Without cardioprotection N 5 1 4
With cardioprotection A 7 5 2
Cranial radiotherapy dose (Gy)
0 N 2 2 0
12 A 6 4 2
18 N 6 2 4
Protocol administered
DFCI 1987-01 N 1 0 1
DFCI 1991-01 A 2 0 2
DFCI 1995-01 N 3 2 1
DFCI 2000-01 A 5 4 1
DFCI 2005-01 N 3 2 1
Active smoking 0 3 1 2

Data on anthropometrics were collected on ALL survivors (n=16) and age- and gender-
matched controls (n=8). All survivors were stratified in 2 groups according to their
metabolic status as described in Methods (n=8/group). NA, non-applicable.

Results are presented as Mean + SEM. BMI: body mass index, DFCII: Dana-Farber Cancer
Institute, Gy: Gray; *p<0.05 vs Healthy

Table 2 : Metabolic characterization of the study participants

ALL Survivors
All Healthy Unhealthy

Controls

BP (mmHg)
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Systolic - 124 +4 117+ 4 130+7
Diastolic - 72+3 66+3 77+5
FBG (mmol/L) 5.1+0.1 49+0.1 4.8+0.1 49+0.2

OGTT (mmol/L)

30 min - 8.5+04 8.1+0.5 8.9+0.6

60 min - 7.8+ 0.6 6.5+0.5 92+09*

120 min - 59+04 54+03 6.4+0.8
MDA (pmol/ml) 298 + 49 685+ 957 692 + 172 678 £ 96
CRP (mg/L) - 1.8+0.5 1.1+0.5 25+£0.7%*
Number of MetS criteria

0 8 8 8 0

1 0 1 0 1

2 0 6 0 6

3 0 0 0 0

4 0 1 0 1

Data on metabolic status were collected on ALL survivors (n=16) and age- and gender-
matched controls (n=8). ALL survivors were stratified in 2 groups according to their
metabolic status as described in Methods (n=8/group). Mets was defined per the NCEP
ATP III (SOURCE), with the following cut-offs: 1) waist circumference > 88cm for women
and > 102cm for men, ii) HDL-C < 1.29 mmol/L for women and <1.03 mmol/L for men,
ii1) systolic blood pressure >130 or diastolic >85 mmHg, iv) fasting blood glucose >
6.1mmol/L. Results are presented as Mean + SEM. BP: blood pressure, CRP: C-reactive
protein, FBG: fasting blood glucose, MDA : malondialdehyde, MetS : metabolic
syndrome, OGTT : oral glucose tolerance test; “p<0.05 vs Controls, *p<0.05 vs Healthy.

Table 3 : Lipid profiles of the study participants

Controls ALL Survivors
All Healthy Unhealthy

TG (mmol/L) 0.90+0.08 | 1.30+0.36 | 0.79 +£0.10 1.82+0.69
TC (mmol/L) 424+0.15(4.46+0.21 | 4.10+0.22 4.82+0.32
LDL-C (mmol/L) 2.27+0.12[259+0.16 | 2.22+0.15 | 3.00 £ 0.20 ** #
HDL-C (mmol/L)

Men 141+£0.11 | 1.11£0.09 | 1.29+0.12| 0.93+0.03 *

Women 1.71+£0.08 | 1.42+0.14 | 1.76 £0.11 | 1.07 £0.05 ** *

All 1.56 £0.09 | 1.26 £0.09 | 1.53 £ 0.12 | 1.00 & 0.04 ** ###
Non-HDL-C (mmol/L) | 2.68 +0.15 | 3.20+0.24 | 2.58 +0.14 | 3.82+0.33 **
Ratio TC/HDL-C 2.8+0.2 3.8+0.3 2.8+02 | 4.9+0.4 %%k

Lipid profiles were obtained from ALL survivors (n=16) and age- and gender-matched
controls (n=8). ALL survivors were stratified in 2 groups according to their metabolic
status as described in Methods (n=8/group). Results are presented as Mean = SEM. HDL-
C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; TC:
total cholesterol; TG: triglycerides; *p<0.05 vs Controls; **p<0.01 vs Controls;
##%p<(0.001 vs Controls; #p<0.01 vs Healthy; *#p<0.001 vs Healthy.
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Table 4: HDL composition of ALL survivors and Controls

ALL Survivors

7o HDL Controls All Healthy Unhealthy
Triglycerides | 1.95+0.29 | 2.55+0.89 | 1.33+£0.23 3.76 £ 1.72
Cholesterol

Free 3.934+021 |3.33+0.12% | 3.62+0.09 | 3.04+£0.17 ***#

Esterified | 19.66+ 1.12 | 17.51+0.56 | 18.74+0.64 | 16.28 + 0.70 ** #
Phospholipids | 29.83 £ 1.28 | 29.00 + 0.96 | 29.12 £ 1.20 28.88 + 1.59
Proteins 4463 +1.55| 47.62+1.21 | 47.20+1.40 48.05 +2.06
Weight ratio 0.28+£0.02 | 0.25+0.01 *| 0.25+0.01 0.25+0.02

HDL of n=16 ALL survivors and n=8 gender- and age-matched healthy controls were

characterized as described in Methods. ALL survivors were stratified in 2 groups according

to their metabolic status as described in Methods (n=8/group). Results, expressed as

percent of the total components, are presented as Mean + SEM. *p <0.05 vs Controls;

*#%p <0.01 vs Controls; ***p <0.001 vs Controls; “p<0.05 vs Healthy; *p<0.01 vs Healthy.

Table 5: Protein identification and distribution among the ALL and Control groups

Number of o Group distribution
. . o of
Protein Accession exclpswe sequence ALL
number unique coverage C Survivors Total
peptides ALlHIU
1 | Alpha-1-antitrypsin P01009 448 482+6.7 | 8|16 | 8 | 8 24
2 | Alpha-2-HS-glycoprotein P02765 192 260+49 |8 )16 | 8| 8 24
3 | Apolipoprotein A-I P02647 3633 91.7+12 | 8] 16 | 8 | 8 24
4 | Apolipoprotein A-II P02652 1074 772+39 | 8| 16 | 8| 8 24
5 | Apolipoprotein A-IV P06727 1030 758+8.1 | 8| 16 | 8 | 8 24
6 | Apolipoprotein B P04114 2635 27.8+11.8 1 8| 16 | 8 | 8 24
7 | Apolipoprotein C-I P02654 540 61.6+7.1 | 8] 16 | 8 | 8 24
8 | Apolipoprotein C-I1 P02655 257 76.2+89 | 8| 16 | 8 | 8 24
9 | Apolipoprotein C-I11 P02656 381 76.6+25 | 8| 16 | 8 | 8 24
10 | Apolipoprotein C-IV P55056 87 245+75 | 8|16 | 8 | 8 24
11 | Apolipoprotein D P05090 337 43.6+56 | 8| 16 | 8 | 8 24
12 | Apolipoprotein E P02649 895 819+58 | 8| 16 | 8 | 8 24
13 | Apolipoprotein F Q13790 130 187+38 | 8| 16 | 8 | 8 24
14 | Apolipoprotein J P10909 409 36.1+38 | 8| 16 | 8 | 8 24
15 | Apolipoprotein L1 014791 446 39.0+6.1 | 8] 16 | 8 | 8 24
16 | Apolipoprotein M 095445 428 62.7+104 | 8| 16 | 8 | 8 24
17 | Complement C3 P01024 284 9.7+33 816 | 8| 8 24
18 | Fibrinogen alpha chain P02671 601 387+88 | 8| 16 | 8 | 8 24
19 | Fibrinogen beta chain P02675 232 170+56 | 8| 16 | 8 | 8 24
20 | Haptoglobin-related P00739 281 36.0+13.1 | 8| 16 | 8 | 8 | 24
protein
21 | Hemoglobin subunit beta P68871 225 67.7+x11.7 18| 16 | 8 | 8 24
Phosphatidylcholine-sterol
22 acyltransferase (LCAT) P04180 188 241+40 | 8] 16 | 8 | 8 24
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Serum paraoxonase/

23 arylesterase 1 (PON1) P27169 470 652+96 | 8| 16 | 8 | 8 | 24
Serum paraoxonase/
24 Jactonase 3 (PON3) Q15166 165 33.6+87 | 8| 16 | 8 | 8 | 24
25 | Retinol-binding protein 4 P02753 131 332+174 | 8| 16 | 8 | 8 24
26 | Serum amyloid Al PODJI8 202 663+130 | 8| 16 | 8 | 8 24
27 | Serum amyloid A2 PODIJI9 59 47.1+158 | 8] 16 | 8 | 8 24
28 | Serum amyloid A4 P35542 334 623+67 | 8| 16 | 8 | 8| 24
29 | Serum albumin P02768 1623 82.8+50 | 8| 16 | 8 | 8| 24
30 | Vitamin D-binding protein P02774 205 240+9.1 | 8|16 | 8| 8 24
31 | Vitronectin P04004 138 152+40 | 8] 16 | 8| 8| 24
Cholesteryl ester transfer
32 protein (CETP) P11597 78 95+£28 | 8|15 |8 | 7] 23
33 | Complement C4-B POCOL5 200 75+£37 | 7116 | 8| 8 23
34 | Platelet basic protein P02775 129 419+79 | 7116 | 8 | 8 23
Phospholipid transfer
35 protein (PLTP) P55058 167 180+73 | 8 | 15 | 8 | 7| 23
36 | Actin, cytoplasmic 1 P60709 217 39.5+112 |18 |14 |77 22
37 | Anthrax toxin receptor 2 P58335 59 7.4+3.6 81141717 22
38 | Prenylcystein oxidase 1 Q9UHG3 185 22167 | 7115178 22
39 | Transthyretin P02766 146 620+94 | 7|15 |7 |8 22
40 | Hemoglobin subunit alpha P69905 109 441+£149 |5 |15 | 8 | 7 20
41 | Platelet factor 4 P02776 78 392+£125 (6| 14 | 7|7 20
42 | Protein MENT QI9BUNI1 49 9.1£15 |6 14 8] 6 ]| 20
43 | Apolipoprotein H P02749 80 159+74 |6 | 13 |6 |7 19
44 | Apolipoprotein (a) P08519 431 6.7+3.8 6|12 6|6 18
45 | Beta-Ala-His dipeptidase Q96KN2 70 129+52 |6 |12 | 6| 6 18
Keratinocyte
46 | differentiation-associated P60985 31 274171 | 7| 11 | 5] 6 18
protein
47 | Proactivator polypeptide P07602 28 45+1.0 51131716 18
48 | Haptoglobin P00738 26 193+77 |4 13 |7 1]6 17
49 | Ig alpha-1 chain C region P01876 58 153+47 |6 |11 |47 17
Keratin, type II
50 cytoskeletal | P04264 183 185+113 | 7|10 | 4| 6 17
51 I;eratm’ type I cytoskeletal | 35555 162 20796 | 5| 11| 4|7] 16
52 | Apolipoprotein A-V Q6Q788 51 17672 |4 11 | 7] 4 15
53 | Fibrinogen gamma chain P02679 44 11.3+35 |3 ] 12 |6 |6 15
54 | Protein AMBP P02760 33 88+26 [4 |11 | 6|5 15
55 | /Actin, alpha cardiac P68032 18 231448 |3 | 11| 5|6 14
muscle 1
5 | Band 3 anion transport P02730 41 71432 2] 10|46 12
protein
57 | Filamin-A P21333 58 37£20 |2 10|55 12
58 | Gelsolin P06396 27 6.1£2.1 31 8 1216 11
Proprotein convertase
59 subtilisin/kexin type 9 Q8NBP7 17 32+05 | 5S| 6 | 4|2 11
60 | Carbonic anhydrase 6 P23280 25 119+£28 |4 5 [ 2]3 9
Inter-alpha-trypsin
61 inhibitor heavy chain H4 Q14624 56 88+£23 |4 5 |32 9
62 | Talin-1 Q9Y490 44 33+£21 [3] 6 [ 33 9
UPF0669 protein
63 C6orf120 Q7Z4R8 13 180+78 |4 5 |23 9
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Complement component

64 C9 P02748 20 48+12 (2| 6 |4 |2 8

65 | Serotransferrin P02787 66 138+106 | 1| 7 |4]3 8

66 | Lissue factor pathway P10646 14 134+45 0| 8 | 2|6 8
inhibitor

67 | Angiotensinogen P01019 17 6.7+1.2 1] 6 [3]3 7
Cathelicidin antimicrobial

68 . P49913 24 200£3.1 | 3| 4 | 2|2 7
peptide

69 I;Zm""box protein Nkx- | g1y574 18 2800 | 3] 4 |1]3]| 7

70 | Multimerin-2 QI9HBL6 13 38+£04 | 0| 7 |43 7

71 | Plasma protease C1 PO5155 10 4110 (2|5 |3]2] 7
inhibitor

72 | Fibronectin P02751 9 1.6+07 |0 6 [ 3]3 6
Keratin type 1,

73 cytoskeletal 10 P13645 16 14799 | 3] 3 | 1|2 6

74 | Alpha-2-antiplasmin P08697 13 74+1.38 31 2 1] 1 5

75 | Beta-2-microglobulin P61769 13 233+£126 |1 | 4 113 5

76 | Complement factor D P00746 10 16016 | 1] 4 |2 ]2 5

77 | Fibroblast growth factor- | = opyy, 10 146+54 [ 1] 4 |2]2] 5
binding protein 2

78 | Integrin alpha-IIb P08514 21 7.2+3.1 1] 4 [2]2 5

79 | 14-3-3 protein zeta/delta P63104 14 195+50 |0 ] 4 |2 ]2 4
HLA class I

80 | histocompatibility antigen, P05534 33 335£83 | 1| 3 1|2 4
A-24 alpha chain

81 | Igkappa chain C region P01834 7 263+58 |1 3 |21 4

82 | Integrin beta-1 P05556 7 38+08 |0 4 4]0 4

83 | Integrin beta-3 P05106 15 6720 |0 4 |[2]2 4
Keratin, type II

84 cytoskeletal 2 epidermal P35908 18 141+£85 | 2| 2 | 1|1 4

85 | Kininogen-1 P01042 11 45+10 3] 1 01 4

86 | Profilin-1 P07737 10 21.8+88 [2]| 2 |2 ]0 4
Pulmonary surfactant- 225+

87 associated protein B PO7988 15 10.5 32l 4

88 | SPARC-like protein 1 Q14515 8 5913 0] 4 |31 4

89 | Hemoglobin subunit delta P02042 6 57.0+107 | 0| 3 112 3

90 | Hemopexin P02790 6 10205 | 1] 2 1|1 3

91 | Indian hedgehog protein Q14623 8 143+£36 |0 | 3 112 3

92 | Myosin-9 P35579 22 58+55 [0 3 |1 ]2 3

93 Platelet-activating factor Q13093 7 68+18 |21 1 1 1o 3
acetylhydrolase (PAF-AH) ) )

94 | Protein Z-dependent QOUKS55 5 85433 | 1] 2 [2]0] 3
protease inhibitor

95 | Ras-related protein Rap-1b P61224 6 12013 |0 ] 3 310 3

96 | Thrombospondin-1 P07996 12 49+2.1 0] 3 211 3

97 | CD99 antigen P14209 4 23.0+£17.1 |0 | 2 |0 |2 2

98 | Cystatin-C P01034 6 29.0+40 |1 ] 1 |01 2

99 | Dermcidin P81605 3 250+60 |0 ] 2 | 0|2 2

100 | Glyceraldehyde-3- P04406 7 18060 |0 2 [2]0]| 2
phosphate dehydrogenase

101 | & gamma-1 chain C PO18S7 3 7426 |0| 2 |20 2

region
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Keratin, type 1

102 cytoskeletal 14 P02533 3 77+16 |2 0 | 0|0 2

103 | L-selectin P14151 7 8.8£0.0 1 1 110 2

104 | Digment epithelium- P36955 7 86+55 |0 2 [ 1|1] 2
derived factor

105 | Plasminogen P00747 5 5.9+£0.6 1 1 0]1 2

106 | Platelet glycoprotein Ib P13224 4 54400 |11 [1]0] 2
beta chain

107 | Trypsin-3 P35030 4 15«15 |1 1 |[1]0 2

108 | Tubulin alpha-4A chain P68366 7 12060 |0 2 | 2|0 2

109 | Alpha-2-macroglobulin P01023 5 6.5 110 [0]0 1

110 | Alpha-actinin-1 P12814 6 9.2 0O 1 110 1

111 | Ansiopoietin-related QIY5Cl 2 8.0 1lololol 1
protein 3

112 | Ankyrin-1 P16157 2 2.7 0 1 |01 1

113 | Anthrax toxin receptor 1 QI9H6X2 2 5.7 110 {00 1

114 | C4b-binding proteinalpha | 5463 5 14.0 o 1 |o]1] 1
chain

115 Coggulatlon factor XIII A P00488 3 56 ol 1 1 1o 1
chain

116 | Cofilin-1 P23528 2 27.0 0O 1 110 1

117 | Fructose-bisphosphate P04075 2 130 ol 1 |1]o] 1
aldolase A

11g | Glycogen phosphorylase, P11217 5 11.0 o 1 o1 1
muscle form
GTP-binding protein

119 SARIa QINR31 2 27.0 O 1 |10 1

120 | Integrin-linked protein Q13418 3 11.0 0| 1 |1]0] 1
kinase

121 | Leucine-rich alpha-2- P02750 3 170 |o| 1 [1]o] 1
glycoprotein

122 | Multimerin-1 Q13201 2 2.5 0 1 110 1

123 | Myosin light polypeptide 6 P60660 2 15.0 0] 1 110 1

124 | Peroxyredoxin-6 P30041 2 15.0 0] 1 110 1
Phosphatidylinositol-

125 | glycan-specific P80108 2 3.8 O 1 |10 1
phospholipase D

126 | Pleckstrin P08567 3 19.0 Ol 1 ]1]0 1
Pyruvate kinase isozymes

127 MI1/M2 P14618 2 6.2 o1 |10 1

128 | RUN domain-containing | = 5gpxg 2 1.7 ol 1 o1 1
protein 3A

129 | Sonic hedgehog protein Q15465 2 6.7 110 {00 1
Transitional endoplasmic

130 reticulum ATPase P55072 2 4.3 o1 |10 1

131 | Tropomyosin alpha-3 PO6753 2 14.0 o 1 |1]0] 1
chain

132 | Trypsin-2 P07478 2 17.0 1/ 0 ][0]0 1

133 | Tubulin beta-1 chain Q9H4B7 3 12.0 0O 1 110 1

134 | Tubulin beta-2A chain Q13885 2 11.0 0l 1 110 1

Proteins from delipidated HDLs were identified using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Identification thresholds were: FDR <1%, minimum 2 peptides in a single
sample. Results are presented as Mean £ SEM. Controls (C, n=8), Healthy (H, n=8),
Unhealthy (U, n=8)
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Chapitre 4 : Evaluation de la fonctionnalité des HDLs de

survivants de la LLA pédiatrique

Le troisiéme sous-objectif a nécessité¢ la mise au point de protocoles permettant de
mesurer I’efflux de cholestérol médié¢ par les HDLs, ainsi qu’un protocole pour mesurer leur
capacité antioxydante.

Les sous-fractions HDL> et HDL3 ont été isolées au début de la premicre phase du projet
Pétale, tandis que les HDLs totales ont été isolées pour la fin de la premiére phase et pour la
deuxiéme phase, car I’isolation des HDL; et des HDL3 était trop exigeante en termes de temps,
de main d’ceuvre et de matériel. Ainsi, une distinction sera faite au niveau de la présentation des
résultats, entre la sous-fraction HDL; et les HDLs totales. Les HDLs totales ayant été utilisées
pour faire les travaux sur la protéomique et ayant été¢ décrites dans ’article au Chapitre 1, les

méthodes et résultats ne seront pas répétés ici.
Méthodologie

Sélection des participants pour les tests avec les HDL;

Parmi les participants dont les HDL3 ont été isolées, 10 duos sain-non sain, pairés pour
I’age et le genre, ont pu étre identifiés. La caractérisation des participants a été réalisée tel que
décrit dans le Chapitre 1. Il est important de noter que le volet du projet Pétale regardant les
habitudes alimentaires des participants n’en était qu’a ses premiers balbutiements au moment
de réaliser cette ¢tude. Les données de consommation alimentaire n’ont donc pas pu étre
utilisées comme critere lors de la classification des participants dans les groupes « sains » et
«non sainsy, ni étre corrélées avec nos résultats de composition et de fonctionnalité des HDLs.
Le questionnaire de fréquence développé spécifiquement pour le projet doit tout d’abord étre
validé (un article est en préparation a ce sujet); ensuite seulement les apports nutritionnels des
participants pourront-ils étre quantifiés et incorporés dans des modeles d’analyse plus

approfondis.

Un groupe contrdle n’a pas pu étre utilis€ dans les expériences avec HDL3 par manque

d’échantillons et de volontaires comparables.



Isolation et composition des lipoprotéines

Les HDL3 (d= 1.125-1.21 g/ml) ont été isolées tel que décrit au Chapitre 1, de méme

pour les techniques d’analyse de leur composition en protéines, TG, CL, CE et PL.

Les lipoprotéines de basse densit¢ (LDLs) (d= 1.019-1.063 g/ml) provenant de
volontaires en santé ont été isolées suite a une ultracentrifugation de 18h, puis dessalées par une

dialyse de 24 heures contre un tampon PBS-EDTA et conservées a4°C.

Mesure de la capacité a promouvoir I’efflux de cholestérol

La capacité¢ des HDLs des survivants a promouvoir I’efflux de cholestérol a été évaluée
a I’aide de deux modeles, soit les cellules CaCo-2/15 (représentant des cellules d’organes
périphériques), et les cellules THP-1 (représentant les macrophages capables de se transformer

en cellules spumeuses).

Mesure de I’efflux de cholestérol médié par les HDLs - modéle de cellules périphériques

Les cellules de la lignée cellulaire intestinale CaCo-2/15 ont été mises en culture dans des
flasques T-75 (Corning, USA) contenant du Minimum Essential Medium Eagle’s (modifi¢) &
L-glutamine (EMEM) (Wisent, Canada), supplémenté de 5% de sérum de veau fcetal (SVF), 1%
d’acides aminés non essentiels, 100 U/ml de Pénicilline et 100 pg/ml de Streptomycine (Life
Technologies, USA). A 80% de confluence, les cellules ont été trypsinisées (Life Technologies,
USA) et ensemencées sur des membranes de polyester (Transwell, pores de 0.4 um, 24mm de
diamétre, Corning, USA) a une densité de 1 x 10° cellules par puits. Le milieu de culture était
remplacé a chaque 2 jours pendant les 3 semaines que dure la différenciation en entérocytes
matures. Les cultures cellulaires ont été conservées a 37°C dans une atmosphére humide avec

5% COxz et utilisées entre les passages 19 et 25.

Au 21° jour apres I’ensemencement, les cellules CaCo-2/15 furent marquées au
cholestérol radioactif par une incubation avec le milieu de culture apical contenant des micelles
de [1,2 *H (N)]-cholestérol, a raison de 0,45 pCi par puits. Aprés 24 heures d’incubation, le
milieu fut retiré et toute la radioactivité non incorporée fut ¢liminée par 3 rincages au PBS. Les
cellules furent ensuite incubées, pour 18 heures, en présence de 35 ug protéines/ml d’accepteurs

de cholestérol (HDLs totales ou HDL3) et de 2mM T0901317 (Cayman Chemicals, USA) en

89



basolatéral et de 0,1 uM lomitapide mésylate (Selleck Chemicals, USA) en apical. Le
T0901317, un agoniste du Liver X Receptor (LXR), augmente 1’expression des transporteurs
transmembranaires de cholestérol ABCA1 et ABCG1. Le lomitapide mésylate (BMS-201038)
inhibe la protéine de transport des triglycérides microsomiaux (MTP) et empéche donc la
sécrétion de chylomicrons. A la fin de I’incubation, les milieux furent récoltés séparément,
tandis que les cellules furent rincées 2 fois au PBS froid (4°C), lysées puis homogénéisées par
des ultrasons avec un Sonifier 450 (Branson, USA). La quantité de cholestérol radioactif présent
dans chaque échantillon fut évaluée en comptant le nombre de désintégrations du Tritium en 1
minute (dpm) a 1’aide d’un compteur a scintillation liquide LS 6500 Multi-Purpose (Beckman
Coulter, USA) et de liquide a scintillation Ecolite (MP Biomedicals, USA). La capacité des
HDLs a promouvoir I’efflux de cholestérol fut calculée comme le pourcentage de radioactivité
retrouvée dans le milieu basolatéral sur la radioactivité totale (milieu apical, milieu basolatéral

et lysats cellulaires).

Mesure de I’efflux de cholestérol médié par les HDLs-modéle de macrophages

Les cellules macrophagiques humaines THP-1 (ATCC TIB 202) ont été mises en culture
dans des flasques T-75 (Corning, USA) contenant du milieu Roswell Park Memorial Institute
1640 avec L-glutamine et bicarbonate de sodium (RPMI 1640) supplémenté de 10% sérum de
veau feetal (SVF), 100 U/ml de Pénicilline, 100 pg/ml de Streptomycine, 10 mM d’HEPES,
ImM de pyruvate de sodium, 0.36 mM de bicarbonate de sodium, 0.13 mM de D-glucose et
0.05 mM de 2-mercaptoéthanol. Leur densité était conservée dans I’intervalle 0,5 - 1,5 x 10°
cellules/ ml par I’addition de milieu de culture. Les monocytes (1 x 10° cellules/ ml) ont été mis
en plaque puis différenciés en macrophages en 72 heures suite a 1’addition de 100 ng/ml de
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma-Aldrich, USA). Les cultures cellulaires ont été

conservées a 37°C dans une atmosphere humide avec 5% COx.

Oxydation et marquage des LDLs
Les LDLs ont subi une 2° étape de dialyse dans un tampon 5 Mm TRIS-50 Mm NacCl

(pH 7,4) pendant 24 heures afin d’en retirer ’EDTA. Elles ont ensuite ét¢ oxydées en présence
de sulfate de cuivre (CuSO4) 10 uM pendant 24 heures a 37°C avec agitation (99). L’oxydation
fut stoppée par une 3° dialyse de 24 heures dans le tampon TRIS-NaCl. La peroxydation
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lipidique a ¢été confirmée en dosant le malondialdéhyde (MDA) libre, tel que décrit
précédemment (100). Briévement, les protéines furent précipitées par 1’ajout d’une solution de
tungstate de sodium 8% (NaxWOs) et d’acide phosphorique (H3PO4) 0,44M. Le surnageant fut
ensuite incubé 1 heure a 95°C avec la méme quantité d’une solution d’acide thiobarbiturique
(TBA) 0,5%. Le chromogene rose ainsi généré fut extrait au 1-butanol et évaporé sous azote,
avant d’étre resuspendu dans une phase mobile composée de KH2PO4/ méthanol (70:30) et
analysé par HPLC. Les LDL oxydés présentaient en moyenne 4500 pmol de MDA par mg de
protéines.

Les oxLDLs furent ensuite marquées au cholestérol-tritié libre ([1,2 *H(N)]-cholestérol)
en présence de sérum ne contenant plus de lipoprotéines (LPDS) selon une méthode adaptéede
(101). Le LPDS est ajouté parce qu’il contient des facteurs qui facilitent I’incorporation du
cholestérol libre (marqué) dans les lipoprotéines. Les oxLDLs furent incubées a 37°C avec
agitation pendant 24 heures en présence de 5 ml de LPDS et 50 uCi de cholestérol radioactif,
puis les *H-oxLDLs furent isolées par ultracentrifugation.

Les macrophages furent incubés avec les *H-oxLDLs (0.2 uCi/ puits) pendant 24 heures,
puis le milieu fut retiré, les cellules rincées avec 5 ml de PBS et du nouveau milieu fut ajouté
pour 24 heures d’équilibration. L’efflux de cholestérol médi¢ par les HDLs (35ug protéines/ml)
fut mesuré, suite a une derniére incubation de 18 heures, comme le pourcentage de radioactivité
retrouvé dans le milieu sur la radioactivité totale. Les déchets cellulaires furent préalablement

retirés du milieu par une centrifugation de 10 minutes a 4000g (102).

Mesure du potentiel antioxydant des HDLs

La capacité des HDLs d’inactiver les oxLDLs a ét¢ mesurée selon la technique
développée par Navab et collegues (103). L’avantage de cette technique est qu’elle n’implique
pas de culture cellulaire, ce qui réduit énormément les colts, les délais et la variabilité.
Briévement, les HDLs sont incubées avec des oxLDLs, puis la molécule émettant la
fluorescence est ajoutée. Si les HDLs neutralisent les lipides peroxydés des oxLDLs, la lecture
de fluorescence sera faible. Dans le cas contraire, les HDLs pro-oxydantes vont entrainer une
lecture élevée. La molécule fluorescente choisie est la dichlorodihydrofluorescine diacétate
(DCFH-DA) (Cayman Chemicals, USA). Préalablement a 1’essai, elle fut solubilisée dans le
méthanol a une concentration de 0.2 mg/ml, puis agitée pendant 30 minutes a température picce,
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dans le noir. Cette étape entraine la dissociation du groupement diacétate, ce qui rend la
dicholorohydrofluorescine (DCFH) particuliérement sensible a 1’oxydation. Lorsqu’oxydée, la
DCFH devient DCF, et émet un signal fluorescent intense. Les HDLs des patients et les oxLDLs
(20 pg de protéines de chaque) furent pipetées dans une plaque de polystyréne noire a 96 puits.
Du salin fut ajouté pour avoir un volume total de 100 pl, puis la plaque fut recouverte pour la
protéger de la lumiére, et agitée a 37°C. Apres 1 heure d’incubation, la DCFH fut ajoutée (10
ul par puits) et I’incubation continuée pour 2 heures supplémentaires. L’intensité de la
fluorescence fut mesurée dans un lecteur de plaque monochromateur Spectramax i3x (Molecular
Devices, USA) aux longueurs d’ondes 485 +/- 9 nm et 535 +/- 15 nm respectivement pour
I’excitation et I’émission. Les plaques utilisées pour cet essai entrainent une lecture de base
inférieure aux plaques traditionnelles de par leur matériel faiblement auto-fluorescent et
I’épaisseur réduite du fond des puits, en plus de limiter la contamination entre les puits
avoisinants (crosstalk) puisque la couleur noire absorbe les rayons déviés qui ne se rendent pas
au détecteur. L’indice antioxydant des HDLs fut calculé comme le ratio entre la lecture de
fluorescence des conditions (HDL + oxLDL) / oxLDL. Un indice supérieur a 1 indique des

HDLs pro-oxydantes, tandis qu’un indice inférieur a 1 est le signe de HDLs antioxydants.

Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne + erreur standard a la moyenne
(SEM). La normalit¢ des distributions a été vérifice de fagon systématique. Les tests
paramétriques (t-test de Student, t-test de Student pour données appariées, ANOVA a un facteur
pour mesures répétées avec analyse post hoc de Newman-Keuls) ou non paramétriques (test de
U de Mann Whitney, test de Wilcoxon, test de Friedman avec analyse post hoc de Dunn) ont
¢été réalisés a I’aide du logiciel GraphPad Prisme version 5,01. Une valeur de p inférieure a 0,05

a été considérée significative.
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Résultats

Caractéristiques des participants

Les participants dont les HDLs totales ont été étudiées sont décrits au Chapitre 1. Pour les
participants dont les HDL3 ont été étudiées, leurs caractéristiques anthropométriques et
métaboliques sont présentées au Tableau II (page 94), tandis que les détails de leurs traitements
sont présentés dans le Tableau III (page 95). La seule différence statistiquement significative
concerne les niveaux de HDL-C (lorsqu’on ne fait pas de distinction du genre), qui sont
¢videmment plus bas chez les survivants métaboliquement non sains. Le trés petit nombre de
sujets ne nous a pas donné la puissance statistique pour confirmer d’autres différences entre les
groupes, bien qu’il y ait une tendance a ce que les survivants non sains aient une CRP plus
¢levée. Les survivants non sains masculins auraient également une tendance a avoir un tour de

taille supérieur a celui des hommes sains.
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Tableau II. Bilan anthropométrique et métabolique des participants dont les HDL3 ont été

isolées
Survivants
Sains Non sains
N (hommes) 503) 53)
Age (années) 22,1 42,6 22,6+1,5
Indice de masse corporelle (kg/m?) 20,6 £ 0,4 26,4+ 1,8
Tour de taille (cm)
Hommes 79.8 £0.6 99.5+4.8
Femmes 76.5+0.5 76.8 £4.8
Tous 78,5+0,9 90,4+73
Pression artérielle (mmHg)
Systolique 118 £3 120+ 5
Diastolique 66 + 4 67+2
Glycémie a jeun (mmol/L) 5,0£0,2 5,5+£0,2
Insuline a jeun (U/L) 61,0+£16,3 55,4+ 8.8
HbAic 0,052 + 0,001 0,049 + 0,001
Nombre de facteurs du MetS
0 5 0
1 0 3
2 0 1
3 0 1
4 0 0
CRP (mg/L) 1,0£0,3 4,628
Bilan lipidique
Cholestérol total (mmol/L) 3,89+0,17 4,39 + 0,34
TG (mmol/L) 0,76 = 0,09 1,04 £0,16
LDL-C (mmol/L) 2,14+ 0,13 2,99 + 0,29
HDL-C (mmol/L)
Hommes 1,34+ 0,05 (n=3) | 0,90 £+ 0,03 (n=3)
Femmes 1,50 £ 0,05 (n=2) | 1,10£0,15 (n=2)
Tous 1,40 + 0,05 (n=5) | 0,98 + 0,07 ** (n=5)
Non-HDL-C (mmol/L) 2,49+ 0,13 3,41 +£0,30
Ratio CT/HDL-C 2,8 +0,1 4,5+0,3

Les résultats sont présentés sous la forme : moyenne + SEM. HbAc : Hémoglobine glyquée, MetS :
Syndrome métabolique, CRP : Protéine réactive C. ** p< (.01

Au niveau des traitements, les survivants ont été diagnostiqués a un age semblable et présentent
un temps de rémission comparable. Les informations précises concernant les traitements
n’¢étaient disponibles que pour 8 des 10 sujets. Comparativement a la population décrite au

Chapitre 1, dans cette population seulement 25% des patients ont re¢gu une cardioprotection
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concomitante a leur chimiothérapie. Il n’y a pas de tendance spécifique au niveau de

I’administration ou non de radiothérapie ou du protocole suivi.

Tableau III. Détails des traitements recus par les participants (HDL3)

Survivants
Sains Non sains
Age au diagnostic (années) 6,4+23 | 79+22
Temps de rémission (années) 140+£3,3 | 12,6+2,7
Traitements (n=4 par groupe)
Chimiothérapie seulement 2 1
Sans cardioprotection 2 1
Avec cardioprotection 0 0
Radiothérapie seulement 0 0
Chimiothérapie et radiothérapie 2 3
Sans cardioprotection 1 2
Avec cardioprotection 1 1
Dose de radiothérapie cranienne (Gy)
0 2 1
12 1 1
18 1 2
Protocole administré
DFCI 1987-01 2 1
DFCI 1991-01 0 0
DFCI 1995-01 1 3
DFCI 2000-01 1 0
DFCI 2005-01 1 1

Les résultats sont présentés sous la forme : moyenne + SEM.

Composition des lipoprotéines

La composition des HDLs totales est présentée et discutée au Chapitre 1. La composition
des HDL3 est présentée au Tableau IV (page 96). Il n’y a aucune différence statistiquement
significative entre la composition des HDL3 des survivants sains et celles des survivants non

sains.
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Tableau I'V. Composition des HDL;

% des HDLs . Survivants .
Sains Non sains
Triglycérides 232+0.12 | 2.53+£0.36
Cholestérol
Libre 191+0.21 | 2.38+0.40
Estérifié 17.76 £ 1.60 | 13.71 +1.34
Phospholipides | 24.41 +£1.95 | 22.99 + 2.38
Protéines 53.594+3.72 | 57.19+3.11
Ratio de masse | 0.25+0.03 | 0.20+0.02

Les résultats sont présentés sous la forme : moyenne + SEM.
Mesure de I’efflux de cholestérol médié par les HDLs

Modzéle de cellules périphériques

La capacité des HDLs totales et des HDL3 a promouvoir I’efflux de cholestérol a partir
de cellules périphériques a ét¢ mesurée a I’aide de cellules de la lignée CaCo-2/15 différenciées
en entérocytes et préalablement chargées de cholestérol radioactif (*H-cholestérol) (Figure 9,
page 97). Afin que la quantité de transporteurs membranaires de cholestérol ne représente pas
un facteur limitant dans 1’expérience, leur expression fut stimulée par I’addition de T0901317
au milieu d’incubation (en basolatéral, avec les lipoprotéines). Le BMS-201038 (inhibiteur de
la MTP) fut quant a lui ajouté au milieu apical, afin que le *H-cholestérol ne soit pas incorporé
et sécrété sous forme de chylomicrons. Nous ne pouvions par contre pas prévenir la diffusion
passive du *H-cholestérol dans les milieux basolatéraux et apicaux, c’est pourquoi quelques
puits furent systématiquement incubés sans lipoprotéines. L’efflux de *H-cholestérol dans ces
puits, indépendant des HDLs, fut calculé et cette valeur fut soustraite de I’efflux mesuré en

présence des lipoprotéines.
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Figure 9. Mesure de I’efflux de cholestérol a partir des cellules CaCo-2/15
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Efflux de cholestérol médié par (A) les HDLs totales (35 pg protéines/ml) et (B) les HDL;
(35 pg protéines/ml) suite a une incubation de 18 heures. *p<0.05 vs Contrdles

Les HDLs totales des survivants non sains ont réalis¢ un efflux significativement plus
¢levé que les HDLs des controles (10,49% vs 8,61%, p=0,0289). A P’inverse, I’efflux médié par
les HDL3 des survivants non sains semble inférieur a celui réalisé par les HDL3 des survivants
sains, mais la différence n’est pas statistiquement significative, partiellement di au petit nombre

d’échantillons (8,35% vs 9,99%, p=0,0625).

Modéle de macrophages

La capacité des HDLs a promouvoir I’efflux de cholestérol a partir de macrophages
donne des résultats tres variables (Figure 10, page 98). Autant pour les HDLs totales que pour
les HDL3, exactement la moiti¢ des duos et trios présente un efflux supérieur chez les survivants
sains et les contrdles, et I’autre moitié présente un efflux supérieur chez les survivants non sains.
Il n’y a définitivement pas de différence statistique entre les groupes (test de Friedman pour les

HDLs totales : p=0,9563 ; test de Wilcoxon pour les HDL3 : p =0,4375).
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Figure 10. Mesure de I’efflux de cholestérol a partir des cellules THP-1
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Efflux de cholestérol médié par (A) les HDLs totales (35 ug protéines/ml) et (B) les HDL3
(35 pg protéines/ml) suite a une incubation de 18 heures.

Mesure de la capacité antioxydante des HDLs

La fonction antioxydante des HDLs a été testée comme leur capacité a inactiver les
hydroperoxides lipidiques, spécifiquement sur des LDLs oxydées avec une solution de sulfate
de cuivre. L’incubation finale est faite avec la molécule DCFH, qui émet un signal fluorescent
intense lorsqu’en contact avec des molécules peroxydées. Le ratio de I’intensité du signal émis
suite a I’incubation d’oxLDLs avec des HDLs sur I’intensité¢ du signal émis par des oxLLDLs
seules donne un indice du potentiel antioxydant des HDLs. En effet, des HDLs antioxydantes
réduiront 1’activation de la DCFH et limiteront la fluorescence, ce qui donnera un indice
antioxydant inférieur a 1, tandis que des HDLs pro-oxydantes augmenteront la fluorescence et
auront un indice supérieur a 1. Les résultats du test avec les HDLs totales sont représentés a la
Figure 11 (page 99). La grande majorit¢ des HDLs (83%) sont effectivement antioxydantes,
avec seulement 4 sujets dont les HDLs sont pro-oxydantes. Parmi ces 4 sujets, 2 sont des

contrdles, 1 est un survivant sain, et 1 est un survivant non sain.
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Figure 11. Mesure de la fonction antioxydante des HDLs totales.
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La capacité de 20 pg de HDLs a inactiver les hydroperoxydes présentes sur 20 ug
d’oxLDLs en une incubation de 2 heures, suivie par 1 heure d’incubation avec 0,2 mg/ml
de DCFH.

Les moyennes des indexes sont 1égérement inférieures chez les survivants par rapport
aux contrdles, mais encore une fois il n’y a rien de statistiquement significatif (0,60 + 0,16 pour
les controles; 0,53 + 0,19 pour les survivants sains; 0,49 + 0,16 pour les survivants non sains;

test de Friedman : p= 0,9674).
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Chapitre 5 : Discussion

Pour répondre aux 2 premiers sous-objectifs de ce travail, nous avons caractérisé les
compositions générale et protéomique de HDLs isolées de jeunes survivants de la LLA et les
avons comparées a celles des HDLs de sujets contrdles. Nos résultats indiquent que ces HDLs
ont un métabolisme altéré ainsi qu’une modification de leur protéome affectant particuliérement

leurs fonctions anti-thrombotiques, anti-apoptotiques et anti-inflammatoires.

Les HDLs des survivants avaient une composition anormale, démontrée par une
réduction de leur contenu en cholestérol libre et estérifi¢ comparativement aux contrdles. Ils
présentaient €également certaines protéines qui n’ont pas été détectées dans les échantillons des
controles; la majorité de ces protéines sont pro-thrombotiques ou pro-apoptotiques. Finalement,
comparativement aux contrdles, les HDLs des survivants non sains contenaient au moins deux
fois plus de fibrinogéne et d’amyloide sérique A, des protéines pro-thrombotiques et pro-
inflammatoires. Le profile pro-athérogénique des survivants était régulierement empiré par la
présence de parametres supplémentaires de dyslipidémie, comme des taux de LDL-C et de
triglycérides élevés. Bien que quelques travaux aient déja été réalisés sur les HDLs dans des
contextes d’inflammation ou de maladies auto-immunes, a notre connaissance, nous sommes
les premiers a avoir investigué le protéome des HDLs de survivants de cancer, particuliérement

dans la population pédiatrique.

Les HDLs jouent un role de premier plan dans le maintien de [’homéostasie et sont
primordiales a la santé cardiométabolique. Leur action anti-athérosclérotique, par la promotion
de I’efflux de cholestérol et son transport inverse jusqu’au foie d’ou il sera converti en acides
biliaires et majoritairement ¢liminé par les féces, est leur fonction la plus connue et étudiée (48).
Pourtant, les HDLs remplissent de nombreuses autres fonctions. En effet, elles sont anti-
inflammatoires, anti-hypertensives, anti-apoptotiques, antioxydantes et anti-thrombotiques, en
plus de participer a la régulation de la réponse immunitaire (42, 57, 59, 70, 73, 74, 80, 83). La
multifonctionnalité des HDLs est rendue possible par leur contenu en lipides bioactives, mais
surtout par leur grande variété de protéines. Une composition adéquate en lipides et protéines
est primordiale au bon fonctionnement des HDLs; un déséquilibre de ces composantes est

délétere a la santé cardiométabolique et cardiovasculaire (85, 104).



Il semblerait que la plupart des patients, au moment de recevoir un diagnostic de cancer,
présentent des taux de HDL-C bas (98, 105-107), un signe que le métabolisme des HDLs est
affecté, probablement dii a un changement de leur contenu en protéines. Bien que les traitements
contre le cancer et I’entrée en rémission soient généralement associés avec une augmentation
des niveaux de HDL-C (105), une proportion substantielle de survivants présentent un HDL-C
bas méme une fois en rémission (98). En plus des concentrations de HDL-C diminuées (5, 106),
les survivants de la LLA présentent fréquemment des dérangements cardiométaboliques tels que
I’obésité, I’hypertension et les dyslipidémies (5). Nous avons précédemment démontré que les
survivants de LLA présentant une dyslipidémie ont des lipoprotéines dont la composition est
altérée (5). Il est donc plausible que leurs HDLs soient métabolisées de fagon inappropriée, suite
a une composition protéique anormale, qui affecte aussi leur fonctionnalité. Etonnamment, cet

aspect important n’a jamais été étudi¢ chez les survivants de cancer.

Puisque la fonctionnalité des HDLs dépend fortement de leur contenu en protéines, nous avons
appliqué les techniques de spectrométrie de masse pour investiguer le protéome de HDLs isolées
de survivants de LLA pédiatrique. L’intérét est grandissant pour les études de protéomique, dont
I’approche directe en fait un outil intéressant pour I’identification précise de protéines dont
I’expression est modulée. L utilisation de la technologie fiable qu’est la protéomique, avec sa
capacité a produire une grande quantité de résultats de qualité, permettrait non seulement
d’améliorer 1’état des connaissances et de mieux comprendre le métabolisme des HDLs dans la
LLA, mais fournirait potentiellement de nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic

ou le traitement des patients et des survivants.

Composition générale des HDLs

Notre premier résultat d’intérét concerne la composition des HDLs des survivants de la
LLA pédiatrique métaboliquement non sains, qui présentent une diminution de leur contenu en
cholestérol libre et estérifi¢, mais un contenu normal en protéines, triglycérides et
phospholipides. Cette diminution du contenu en cholestérol n’est pas inattendue dans le contexte
des dyslipidémies caractérisant les survivants de la LLA, car cela a déja ét¢ décrit dans des
désordres métaboliques tels le syndrome métabolique (108), I’obésité (109) et le diabéte (110),

ou encore dans des pathologies complexes comme le lupus érythémateux (111) et les maladies
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rénales avancées (104). Le type de cholestérol touché (libre ou estérifi¢) varie entre les études;
nous sommes parmi les quelques groupes a rapporter une diminution des deux formes (109,
112). Une transition vers des HDLs plus petites est aussi observée par la majorité de ces groupes
(104, 108, 109, 111, 112). Par contre, ils rapportent aussi un enrichissement des HDLs en
triglycérides, ce que nous n’avons pas observé dans notre étude. Il semblerait donc que les
survivants de cancers présentent un schéma d’altérations des HDLs distinct, défini par une
diminution du contenu en cholestérol libre et estérifié¢ sans enrichissement en triglycérides. Nos
résultats concordent avec la transition vers de plus petites HDLs observée en conditions
pathologiques, tel que démontré par un plus petit ratio de masse chez les survivants de LLA (5).
Les causes d’un plus faible contenu en cholestérol dans les HDLs des survivants peuvent étre
multiples. Par exemple, une activité diminuée de la LCAT (104, 113), un faible efflux de
cholestérol cellulaire (109, 113) et une activité anormalement élevée de la CETP (114) ont été
identifiées comme responsables d’une diminution du contenu en cholestérol dans les HDLs, ce
qui peut rendre celles-ci inefficaces a prévenir le développement de la plaque athéromateuse et
des maladies cardiovasculaires. Etant donné la multitude de mécanismes différents pouvant
réduire la capacité des HDLs a promouvoir I’efflux de cholestérol et affecter leur fonctionnalité,
il est essentiel de se tourner vers 1’approche protéomique, qui a I’avantage unique et significatif
de pouvoir fournir le profil complet des protéines en une seule analyse, et permettra ensuite

d’accélérer la recherche fonctionnelle sur les HDLs.

Analyse du protéome par spectrométrie de masse

Dans un premier temps, nous avons comparé la protéomique des sujets contrles aux
données disponibles dans la littérature afin d’établir la robustesse de notre approche. Nous avons
donc sélectionné 8 études sur la biologie du HDL qui ont isolé leurs échantillons par
ultracentrifugation, ont décrit leur population adéquatement, incluaient un groupe controle,
fournissaient I’enti¢reté de leurs résultats, tout en séparant ceux des contrdles et ceux des sujets
pathologiques, et ont identifi¢ un nombre intéressant de protéines (43, 57, 60, 77, 87, 115-117).
Le nombre de protéines identifiées dans chaque étude varie de 49 a 190, tandis que nous en
rapportons 134. Au total, 326 protéines ont ét¢ identifiées dans au moins une de ces études ou
dans la notre, parmi lesquelles 171 n’ont été détectées qu’une seule fois. Nous avons identifié

pour la premiére fois 7 protéines sur les HDLs, soit actin alpha cardiac muscle 1, band 3 anion
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transport protein, homeobox protein Nkx-2.4, keratinocyte differentiation-associated protein,
trypsin-2, trypsin-3 et UPF0669 protein Cé6orf120. Seulement 18 protéines ont été retrouvées
dans toutes les études : 11 apolipoprotéines (A-I, A-II, A-1V, C-1, C-11, C-1II, D, E, J, L1, et M),
ainsi que complement C3, haptoglobin-related protein, phosphatidylcholine-sterol
acyltransferase (LCAT), serum paraoxonase/ arylesterase 1 (PON1), phospholipid transfer
protein (PLTP), serum amyloid A1/2 (SAA1/2), et la vitronectin. La majorité¢ de ces protéines
des HDLs (15/18) sont impliquées dans le transport et le métabolisme des lipides. La seule
protéine absente de notre étude, bien que présente dans les 8§ autres investigations, est ’alpha-
1-acid-glycoprotein 2. Cette protéine est impliquée dans la régulation du systéme immunitaire,
de la réponse de phase aigué et dans le transport de molécule non-lipidique. [1n’y a pas de raison
spécifique pour laquelle nous n’avons pas retrouvé cette protéine dans notre étude. Il se pourrait
que les peptides des protéines trés abondantes aient masqué le signal pour cette protéine; il se
peut aussi que la base de données utilisée pour identifier les peptides a partir des résultats de
spectrométrie de masse entraine une légere variation dans les protéines identifiées; apres tout,
nous ne sommes pas les seuls a ne pas avoir identifié cette protéine dans des HDLs. Finalement,
il est aussi possible que nos critéres d’identification aient été plus séveres que ceux des autres

¢études, et aient considéré la protéine comme un faux-positif.

Finalement, des 115 protéines identifiées par au moins 3 groupes, 81 (70.4%) ont aussi
¢été retrouvées dans notre étude. Les variations observées parmi les résultats peuvent émaner des

différentes techniques et techniciens, des populations étudiées et des analyses informatiques.

Déséquilibre anti-/pro-thrombotique dans les HDLs des survivants

Chez les sujets sains, les HDLs sont reconnues pour étre anti-thrombotiques, puisqu’elles
préviennent I’agrégation plaquettaire, régulent la cascade de coagulation, prolongent le temps
de formation des thrombus et promeuvent la dégradation des caillots de fibrine. Les HDLs
préviennent I’activation des plaquettes en induisant I’expression de 2 de leurs inhibiteurs, soit la
prostacycline PGI2 et le gaz oxyde nitrique (en augmentant I’activité de I’enzyme eNOS) (40).
La protéine platelet activating factor-acetylhydrolase (PAF-AH), présente sur les HDLs,
participe également a cette activité en hydrolysant le facteur qui active les plaquettes.

Finalement, les HDLs agissent a la fois sur la formation et la dégradation des
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caillots de fibrine en réduisant la formation de thrombine et en stimulant la génération de
plasmine (55, 68, 69). La thrombine, la forme active de la prothrombine, est responsable de
transformer le fibrinogene en fibrine, une fibre insoluble et le composant principal des caillots.
La plasmine, la forme active du plasminogene, est un élément clé de la fibrinolyse. Dans les
¢tats d’hypercoagulabilité, les fonctions anticoagulantes sont affaiblies, tandis que la fibrinolyse

est ralentie.

Dans notre étude, de toutes les protéines identifiées, 46 (34%) participaient a la cascade
de coagulation, ce qui en fait la 3° fonction la plus fréquente, devangant méme le transport et le
métabolisme des lipides. Treize protéines exprimées uniquement par les survivants de la LLA
sont pro-thrombotiques, bien que la moiti¢ de ces individus présentaient aussi la protéine anti-
thrombotique tissue factor pathway inhibitor. La grande variété de protéines pro-thrombotiques
retrouvée dans ces €chantillons surpasse probablement les effets bénéfiques de cette protéine.
Une de ces protéines pro-thrombotiques est la thrombospondin-1, qui est aussi pro-apoptotique
et pro-inflammatoire. Cette protéine a ¢été retrouvée dans les HDLs de patients souffrant de
syndrome coronarien aigu, mais pas chez ceux dont la maladie est stable (Alwaili 2012), ni ceux
ayant une insuffisance cardiaque chronique (Oberbach 2016). Il semblerait que ce phénotype

plus pro-thrombotique soit associé¢ avec une condition plus aigué.

Les analyses sur I’expression différentielle des protéines permettent d’identifier celles
qui sont sous- ou surexprimées de fagon reproductible. En particulier, les HDLs des survivants
présentaient une surexpression de plusieurs protéines pro-thrombotiques, une observation tres
intéressante considérant I’incidence augmentée de thromboses et embolies dans cette population
(4, 118). Les HDLs des survivants non sains €taient enrichies en fibrinogéne comparativement
aux controles et aux survivants sains. Les niveaux de fibrinogéne ont été étudiés dans le cancer,
mais seulement en considérant le sérum, et généralement au moment du diagnostic (119, 120).
Méme si quelques groupes ont regardé 1’effet de la chimiothérapie sur ces niveaux, les
informations sont limitées a moins d’un mois de traitement. Des concentrations de fibrinogeéne
plasmatique normales ont été rapportées chez des enfants au moment du diagnostic de LLA
(119-121); ’administration d’asparaginase aurait comme effet de les faire chuter, jusqu’a 75%
de diminution (119, 121). Un seul groupe a réévalu¢ les niveaux de fibrinogéne sérique et a

trouvé que deux semaines sans administrer d’asparaginase représentait un sevrage suffisant pour
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que ceux-ci se normalisent (121). Le méthotrexate, aussi utilisé en chimiothérapie, n’a pas
d’effet sur les niveaux de fibrinogéne dans la LLA pédiatrique (122). Pour I’instant, les
mécanismes responsables d’un enrichissement en fibrinogene des HDLs de survivants de la
LLA ne sont pas clairs. Il est possible que les niveaux élevés de fibrinogéne circulant rapportés
dans les populations de survivants de cancers (98, 123) entrainent un taux de liaison aux HDLs
supérieur a la normale. Il est important de noter que les études sur la protéomique des HDLs en
condition pathologique rapportent des résultats discordants quant a la présence du fibrinogene:
certaines études n’en trouvent pas du tout (60), d’autres en trouvent en quantité similaire entre
les sujets sains et les sujets pathologiques (57, 77, 116), ou trouvent une diminution du
fibrinogeéne dans la maladie (115), et finalement certaines trouvent des HDLs enrichies en
fibrinogeéne, que cet enrichissement soit statistiquement significatif (73) ou non (43, 87).
Puisque le protéome des HDLs n’a jamais été étudié dans le cancer, il n’est pas possible de
savoir si ce que nous avons observé est exclusif aux survivants de la LLA, unique aux survivants

de cancers pédiatriques, ou commun parmi les survivants de cancers.

L’activité anti-thrombotique des HDLs est trés rarement mesurée. Quelques techniques
existent, quoiqu’elles aient été développées pour utiliser des échantillons de sang total plutot
que les lipoprotéines isolées. Dans cette étude, il ne nous a pas été possible de valider les
observations réalisées en protéomique en mesurant ’activité anti-thrombotique des HDLs, dia
une quantité trés limitée d’échantillons. Il est intéressant de noter que les HDLs des survivants
¢taient plus petites que celles des contrdles, une situation qui prédisposerait aux thromboses,

comme c’est le cas dans les maladies coronariennes (124).

Déséquilibre anti-/pro-inflammatoire dans les HDLs des survivants

Chez les individus en santé, les HDLs ont un effet anti-inflammatoire parce qu’elles
réduisent 1’expression par les cellules endothéliales de plusieurs protéines qui favorisent
I’adhésion a ces cellules, dont intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1), E-selectin et monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) (59,
60). Ces protéines sont responsables du recrutement et de la transmigration des macrophages

dans I’intima, ou ils internaliseront les LDLs oxydées, deviendront des cellules spumeuses et
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initieront le processus athérosclérotique. L’ Apo A-I et les especes phospholipidiques des HDLs

seraient les acteurs principaux de cette fonction (41, 125).

L’inflammation systémique est fréquente dans les conditions cardiovasculaires séveres,
et est associée avec une augmentation des niveaux circulants d’amyloide sérique A (SAA)
pouvant atteindre 1000 fois les niveaux normaux (126). La SAA est une protéine pro-
inflammatoire puissante, capable d’induire 1’expression d’ICAM-1, de VCAM-1 et de MCP-1
(59, 126, 127). L’inflammation est connue pour entrainer un enrichissement des HDLs en SAA,
tel que décrit dans les syndromes coronariens aigus (128), les infarctus du myocarde (129), les

maladies coronariennes (128), les maladies rénales (59, 130) et le psoriasis (85).

L’enrichissement des HDLs en SAA les rend dysfonctionnelles, particuliérement pro-
inflammatoires (59, 60, 128), mais aussi en diminuant leur capacité¢ a promouvoir I’efflux de
cholestérol (130) et la production de NO (57), en partie parce que la SAA déloge I’ Apo A-I des
HDLs (85, 126). Bien que la radiothérapie entraine une hausse temporaire des niveaux sériques
de SAA et CRP (131), les effets du cancer et de ses traitements sur la SAA ne sont pas bien
compris. Il semblerait que les niveaux de SAA augmenteraient dans les cancers actifs non traités,
pour atteindre un sommet dans les maladies métastatiques ou avancées (132). Par contre, il n’a
pas ¢été ¢étudié si la chimiothérapie ou d’autres traitements permettraient de normaliser ces

niveaux.

Dans notre étude, les survivants de la LLA présentaient un profil inflammatoire,
démontré par des niveaux plus élevés de CRP (2,5 + 0,7 vs 1,1 + 0,5 mg/ml (survivants sains),
p= 0,0269) et de MDA (678 + 96 vs 298 + 49 pmol/ml, p=0,0115) comparativement aux
contrbles. De pair avec la littérature, les HDLs des survivants non sains étaient aussi
significativement enrichies en SAA comparativement aux sujets contréles. Par contre, le
contenu en Apo A-I n’en était pas affecté. Cette combinaison d’observations suggere que les
HDLs des survivants de cancers pédiatriques, sans étre pro-inflammatoire, sont moins fortement
anti-inflammatoires. Plus d’études sont nécessaires afin d’investiguer la fonctionnalité des

HDLs de survivants de cancers, qui sont enrichies en SAA.

Pour répondre au 3°sous-objectif de ce travail, qui visait a évaluer la fonctionnalité des

HDLs de survivants de la LLA, 3 protocoles ont été développés et appliqués. Les capacités
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antioxydantes et de promotion de 1’efflux decholestérol ont ainsi été testées. Etonnamment, les
HDLs totales des survivants non sains ont réalisé¢ un meilleur efflux que les HDLs des contrdles,
alors qu’au niveau des HDLj ils avaient tendance (non significative) a étre moins performants
que ceux des survivants sains. Au niveau de la fonction antioxydante, trés peu de HDLs (4/24)
¢taient réellement pro-oxydantes, et la moitié¢ de ceux qui 1’étaient provenaient de sujets sains
n’ayant jamais eu de cancer. Cette étude est la premicre a s’intéresser a la fonctionnalité des

HDLs de patients survivants du cancer.

La mesure de la fonctionnalité des HDLs est de plus en plus reconnue comme un meilleur
indicateur de la santé cardiovasculaire que la simple mesure des niveaux de HDL-C. En effet,
de nombreux travaux mettent en évidence des dysfonctionnements du HDL en condition
pathologique, avec ou sans diminution des HDL-C (73-77). 1l reste beaucoup de travail a faire
afin d’¢lucider les causes et conséquences de ces observations. Il n’en demeure pas moins que
les HDLs sont primordiaux au maintien de I’homéostasie, entre autres par leurs actions anti-
inflammatoires,  anti-hypertensives,  anti-thrombotiques,  anti-athérosclérotiques et
antioxydantes, et que des HDLs qui ne remplissent pas bien leurs fonctions pourraient

augmenter le risque de désordres métaboliques.

Capacité a promouvoir I’efflux de cholestérol

La premicre fonction que nous avons testée est la capacit¢ des HDLs a promouvoir
I’efflux de cholestérol. Pour cela, nous avons utilisé 2 modéles différents, soit les cellules
périphériques et les cellules macrophagiques. La plupart des groupes qui travaillent sur le sujet
se contentent d’utiliser les macrophages, mais cela ne donne pas une vision globale, car le

cholestérol provenant des macrophages ne représente qu’une toute petite partie du HDL-C.

L’efflux de cholestérol est initié par la liaison des HDLs a un transporteur situé sur la
membrane cellulaire, tels ABCA1, ABCGI1 et SR-B1. Le cholestérol libre ainsi transféré a la
surface des HDLs sera estérifié par la LCAT, et se dirigera vers le centre de la lipoprotéine, qui
est trés hydrophobe. L’ Apo A-I est primordiale pour I’accomplissement de ce processus, que ce
soit en liant directement ABCA1 ou en activant la LCAT. En récupérant ce cholestérol, les
HDLs diminuent les risques de lipotoxicité, et retardent le développement de la plaque

athéromateuse. Les sujets ayant un efflux de cholestérol diminué par une condition génétique,
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par exemple la maladie de Tangier dans laquelle les transporteurs ABCA1 sont pratiquement
déficients, ont des HDL-C extrémement bas (133). Etant donné que les survivants de cancers
pédiatriques présentent un risque 8 fois plus élevé de MCV (4), il est impératif d’évaluer la

capacité anti-athérosclérotique de leurs HDLs.

Les résultats d’efflux de cholestérol médié par les HDLs et les HDL3 ne sont pas

concluants. Nous avons observé une augmentation significative de 1’efflux médié par les HDLs
totales chez les survivants non sains dans le mod¢le de cellules périphériques, alors que parmi
les mémes échantillons, dans le modele de cellules périphériques, 50% ont un efflux inférieur a
leur contrdle. Au niveau des HDL3, aucune différence n’a été observée, bien qu’une tendance a

la baisse soit perceptible chez les survivants non sains dans le mod¢le de cellules périphériques.

Ces résultats sont inattendus, car la littérature rapporte plusieurs occasions ou un HDL-
C diminué était associé¢ a une capacité réduite a promouvoir I’efflux de cholestérol (85, 134).
Un trouble de la maturation des HDLs, avec une diminution de la quantité de HDL: riches en
lipides est aussi fréquemment décrit. Par contre, I’analyse du protéome des HDLs n’a pas révélé
de déficiences en LCAT ou en Apo A-I, qui résulteraient en un efflux moindre. D’ailleurs,
aucune des protéines impliquées dans le transport et le métabolisme des lipides n’avait une
expression différentielle entre les groupes. Les conditions dans lesquelles se sont déroulées nos
expériences pourraient aussi avoir influencé les résultats de fagon imprévue. En effet, nous
avons fait sur-exprimer les transporteurs membranaires cellulaires, alors qu’une plus faible
quantité de ceux-ci pourrait aussi expliquer un HDL-C diminué. Cette hypothése ne peut pas
étre investiguée car une biopsie ne faisait pas partie des procédures réalisées dans le cadre du
projet de recherche (PETALE). De plus, en isolant les lipoprotéines, nous avons éliminé tous
les facteurs plasmatiques endogénes qui pourraient modifier les HDLs, altérer son métabolisme
ou interférer avec sa fonctionnalité. Il est probable que nous aurions obtenu des résultats
différents si nous avions travaillé avec du sérum dont les lipoprotéines contenant de I’Apo B
auraient €té ¢liminées par précipitation, une technique utilisée par plusieurs groupes.
Finalement, le petit nombre d’échantillons avec lesquels nous avons travaillé a probablement
trop réduit le pouvoir statistique de nos investigations, ce qui nous empéche de prouver des

différences, particulicrement dans le cas des HDL3 ou nous avions seulement 5 paires desujets.
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Capacité antioxydante

La deuxiéme et derniere fonction que nous avons testée vise la capacité des HDLs a agir
comme un antioxydant, que ce soit en protégeant contre 1’oxydation, ou en inactivant les lipides
oxydés. Plusieurs protéines participent a cette action, dont PON1, PON3, PAF-AH, LCAT et
I’Apo A-I. L’inactivation des lipides nécessite le transfert des peroxydes lipidiques aux HDLs,
ou ils sont ensuite réduits en hydroxyde lipidique, leur forme inactive. La capacité antioxydante
des HDLs dépend de I’efficacité du transfert des lipides vers ces lipoprotéines, qui elle-méme

dépend de la fluidité membranaire des HDLs, déterminée par la composition lipidique.

Une capacité antioxydante diminuée en condition pathologique a déja été décrite dans
certaines situations (73-75). Les conséquences d une telle dysfonction sont nombreuses : le NO,
un gaz vasodilatateur sécrété par les cellules endothéliales, est sensible a 1’oxydation par les
especes réactives de I’oxygene et perd son action bénéfique s’il n’est pas protége par les HDLs.
Les LDLs oxydées, si elles ne sont pas inactivées par les HDLs, causent de I’inflammation dans

I’intima et peuvent accélérer le développement des maladies cardiovasculaires.

Nos résultats indiquent que les HDLs des survivants de cancers pédiatriques ne sont pas
plus pro-oxydantes que celles des controles. Effectivement, seulement 16% des échantillons
présentaient un index antioxydant supérieur a 1, c’est-a-dire qu’ils étaient pro-oxydants.
Etonnamment, la moitié de ces échantillons provenaient de sujets contrdles. Cela indique
probablement un probléme avec le protocole utilisé, ou avec les manipulations. En effet, les
HDLs des contrdles auraient dii obtenir les plus petits résultats. Etant donné que le protocole a
¢té adapté dans ce laboratoire, avec quelques difficultés, des mesures supplémentaires de la
fonctionnalité antioxydante des HDLs seraient nécessaires afin de se prononcer sur la présence
ou ’absence d’altération a cette fonction chez les survivants de cancers pédiatriques. La
molécule fluorescente DCFH-DA que nous avons utilisée, bien que trés répandue et
régulicrement utilisée dans ce genre de recherche, pourrait étre en partie en cause. En effet, le
signal émis par celle-ci peut étre amplifi¢ de fagon non désirée par I’interaction de DCF~avec
02, ce qui mene a la formation de H>O», qui réagit avec DCFH (135). Par contre, il est vrai
qu’aucune protéine participant a ’action antioxydante des HDLs n’a été trouvée avec une
expression modifiée lors de I’analyse en spectrométrie de masse. Il serait néanmoins surprenant,
considérant les parametres d’inflammation (MDA et CRP) retrouvés chez les survivants, que
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leurs HDLs soient réellement antioxydantes. A 1’évidence, afin de tirer des conclusions valides
sur la capacité antioxydante des HDLs, une plus grande variété de tests aux résultats concordants

est nécessaire.

Ce travail comporte quelques faiblesses, incluant I’absence d’investigations sur la
composition lipidique (particulierement les espéces de phospholipides), I’absence devalidation
fonctionnelle des fonctions anti-thrombotiques et anti-inflammatoires, ainsi que le petit nombre
d’échantillons (et I’absence de groupe contrdle) pour tout ce qui a trait aux HDL3. Méme pour
les études portant sur les HDLs totales, il est trés probable que nous n’ayons pas analysé assez
d’échantillons pour avoir la puissance statistique nécessaire a prouver qu’il y a une différence
entre les HDLs des divers groupes. Etant donné la charge énorme de travail que représente la
mise au point d’un protocole, les validations fonctionnelles des fonctions anti-thrombotiques et
anti-inflammatoires n’ont pas pu étre largement abordées. Les tests réalisés ici nécessiteraient
aussi une validation. Nous n’avons pas non plus pu étudier les HDLs des patients au moment de
leur diagnostic, puisque ceux-ci étaient recrutés seulement s’ils étaient en rémission depuis plus
de 5 ans. De plus, les HDLs ne sont pas isolées au moment du diagnostic de cancer, donc de tels
¢chantillons n’existent pas pour notre cohorte. Finalement, le lien entre les habitudes
alimentaires et la composition ainsi que la fonctionnalité¢ des HDLs n’a pas non plus pu étre
abordé, puisque les informations concernant les apports alimentaires des participants n’étaient

pas encore disponibles.
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Chapitre 6 : Conclusion

En conclusion, la caractérisation des HDLs de survivants de la leucémie lymphoblastique
aigué€ pédiatrique a permis de déceler des anomalies au niveau de la composition et du contenu
protéique de ces particules. La validation fonctionnelle n’a pas révélé d’atteinte aux fonctions
testées (promotion de I’efflux de cholestérol et antioxydante), mais plusieurs fonctions tres
importantes et potentiellement affectées comme les potentiels anti- thrombotique, anti-

inflammatoire, anti-apoptotique et vasodilatateur n’ont pas pu étre testées.

Les observations rapportées dans ce travail indiquent que le métabolisme des HDLs chez
les survivants de LLA pédiatrique est altéré, et que ces HDLs sont potentiellement moins
efficaces pour maintenir la santé cardiométabolique. Plus d’études sont nécessaires afin de
valider ces observations, et tester les fonctions anti-thrombotique, anti-inflammatoire et anti-
hypertensive. Finalement, les habitudes alimentaires des survivants pourraient aussi influencer

la composition et la fonctionnalit¢ des HDLs, et devraient étre étudiées dans cette optique.

Il est présentement impossible de se prononcer a savoir si c’est la maladie ou les
traitements qui sont responsables des altérations aux HDLs. En effet, il est non éthique de ne
pas traiter des enfants atteints de la leucémie, ou d’administrer de la chimiothérapie a des enfants
sains simplement pour étudier leurs lipoprotéines. Par contre, 1’utilisation de mod¢les animaux
humanisés pourrait peut-étre offrir quelques pistes de réponse a ce niveau. Augmenter le nombre
de participants dans chacun des groupes de notre étude pourrait aussi permettre de mettre en

¢vidence des effets différents selon les protocoles de traitement.

Les informations sur le métabolisme et la fonctionnalité des HDLs dans le cancer
pourraient constituer de bons biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic et le traitement des

patients et des survivants, dans 1’optique d’améliorer leur santé et leur survie.
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