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Résumé

L’athérosclérose est un important facteur de risque des maladies cardiovasculaires ischémiques.
Cette pathologie est caractérisée par la formation de plaques lipidiques dans 1’intima des vaisseaux
sanguins. Le récepteur éboueur cluster de differentiation-36 (CD36) est impliqué dans
I’internalisation et I’accumulation de lipoprotéines au sein des macrophages qui vont devenir des
cellules spumeuses, ce qui est a 1’origine de la formation de 1ésions athérosclérotiques. Notre
hypothése est que les azapeptides, dérivés du peptide de relache de ’hormone de croissance 6
(GHRP-6), vont interférer avec I’internalisation des lipoprotéines par les macrophages et ainsi
réduire la progression des Iésions. Nous avons utilisé des souris déficientes en apolipoprotéine E
(apoe™) qui ont été traitées quotidiennement par une injection sous-cutanée de 300 nmol/kg de
MPE-001 ou de MPE-003. Les effets des azapeptides ont été étudiés sous deux régimes
alimentaires, soit le maintien d’une dicte enrichie en lipides et en cholestérol (HFHC) pendant la
durée de I’étude, ou par une diete HFHC suivie d’une di¢te normale pendant la période de
traitement. Nos résultats montrent que les azapeptides ont réduit la progression des lésions a
différents sites aortiques et artériels et induit leur régression au niveau des sinus aortiques du coeur.
Ces effets ont été associés a une diminution de médiateurs pro-inflammatoires au niveau
plasmatique et a une augmentation des marqueurs caractéristiques des macrophages anti-
inflammatoires (M2). Nos travaux ont montré que 1’effet athéroprotecteur des azapeptides dépend
de la présence du récepteur CD36. Ces résultats appuient le développement de ligands sélectifs du

récepteur CD36 dans le traitement de I’athérosclérose.

Mots-clés : CD36, azapeptides, athérosclérose, macrophage, régression






Abstract

Atherosclerosis is an important risk factor for the development of ischemic heart disease. This
pathology is characterized by the formation of lipid plaques in the intima of the blood vessels. The
receptor cluster of differentiation 36 (CD36) is involved in the internalization and retention of
lipoproteins within macrophages that will become foam cells, which induce the formation of
atherosclerotic lesions. Our hypothesis is that azapeptides, derived from growth hormone release
peptide-6 (GHRP-6), will interfere with the internalization of lipoproteins by macrophages and
thereby reduce the progression of lesions. We used apolipoprotein E-deficient mice (apoe™) which
were treated daily with a subcutaneous injection of 300 nmol / kg of MPE-001 or MPE-003. The
effects of azapeptides were studied under two diets regimen, the mice were either maintained under
a diet enriched in fat and cholesterol (HFHC) for the duration of the study or were given a HFHC
diet followed by a normal diet during the treatment period. Our results show that azapeptides
reduced the progression of lesions at different aortic and arterial sites and induced their regression
in the aortic sinuses of the heart. These effects have been associated with a decrease in pro-
inflammatory mediators in plasma and an increase in markers characteristic of anti-inflammatory
macrophages (M2). Our work has shown that the atheroprotective effect of azapeptides depends
on the presence of the CD36 receptor. These results support the development of selective ligands

for the CD36 receptor in the treatment of atherosclerosis.

Keywords : CD36, azapeptides, atherosclerosis, macrophage, regression






Table des matiéres

RESUIME ....ouuoneeereiiiiitiineenteintenneintesseessesssessssesssessssesssnssssssssassssssssessssssssassssssssasssssssassssassssasssses 3
ADSEITACE acccneeiiiiinieiiiiicitiiciteiiitiesssteesssteesssssesssssessssssssssesssssesssssssssssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssasssnss 5
Table des Mati€res.......ccceceevvererueesnnnne 7
Liste des figures .....cccoeeeeeeecccnnerccsnnns 12
Liste des sigles et abréviations .. 13
Remerciements .........cceveecseecsnecnnes 21
Chapitre 1 — Introduction et hypothése de recherche 23
) P N 1 1 3 1T (3 1 T 23
1.1.1. Maladies cardiovasCUlAIresS.......ccoveeerrrecssenicssnnesssnnccsssncssnnessssncssssncsssssesssssssssnsssnns 23
1.1.2. Facteurs de risque de ’athérosclérose 25
1.1.3. Progression des plaques d’athérosclérose 30
L1301, AtREIOZENESE. ... viieiiieeiie ettt ettt e e et e s e e st e e s nbeeeenaeeeenseeennseeenns 30
1.1.3.1.1. Dysfonction endothéliale.............cceeriiiieiiiiniiiieeeeeeee e 30

1.1.3.1.2. Recrutement des leucoCytes SANZUINS. ........cecvereerieeuenienerrieneeneeeeeeenieenne 32

1.1.3.1.3.  Accumulation et oxydation du LDL dans I’'intima...........cccccoceevervieniennnene. 33

1.1.3.1.4. Formation de cellules spumeuses et stries lipidiques ...........ccceeceeevreenenennen. 35

1.1.3.1.5. Plaques fIDIEUSES ......cccueieiiiieiiieeiiie ettt ettt eee et seaee e e e 38

1.1.3.1.6. Rupture de la plaque et autres complications ............cceeeeevveercreeercneeerveeenne 40



1.1.3.2.  Réponse inflammatoire ............cccueeruieeieeniieniiieniieeiiesiee et esiee e eseveeseeseeeensee e 43
1.1.3.2.1. Role de 'immunité innée/adaptative ........c.ceeeveeeveieeeciieeeiieeeiie e 43
1.1.3.2.2. Inflammation ChrONIQUE ........cceeeciieeiiieeiiie e e 46

1.2. Métabolisme des lipides 48
1.2.1. LiPOPTOtEINES cuueeueerruersrueisunnssnensannssaecssnscssecssnsssseessassssessssssssssssassssssssassssssssassssasssss 49
1.2.1.1. LDL MOITI€ c..eeniiiiiiiiieiieee et st 50
L.2.1.20 0 HDL et sttt 51
1.2.2. Apolipoprotéines .53
1.3. Traitements actuels et en développement .53
1.3.1. Inhibiteurs de la synthése du cholestérol 54
1.3.2. Inhibiteurs de la dégradation du récepteur au LDL........cccccceevurrcrvurrcrverccsrarccnnns 55
1.3.3. Anti-inflammatoires 56
1.4. Contribution des macrophages dans I’athérosclérose ...........cceevercrvuricscnrccsranccsanene 57
1.4.1. HeEtérogénéité des MONOCYLES...c.ueerreerreersrecsnnssanssnesssnsssnsssaesssaesssesssassssssssesssssssns 57
1.4.2. La polarisation des macrophages dans I’athérosclérose .61
1.4.3. Phénotypes des macrophages dérivés des monoCytes .......coceeereeeseecsuensncssaecanes 62

L3 1 ML ettt ettt st e 63

1.4.3.2. M2 (8, B, €) e et 65

L4330 AUITES ettt st s 66

1.4.4. Homéostasie du ChOIESLEIOl ........cuuueeuerneenrenisnensenisnensnessensecsssensnecsaessssesssessns 68



1.4.5. Efférocytose

1.5. Modéles animaux de I’athérosclérose

1.6. Récepteur SR-B2/CD36

1.6.1. Structure et expression

76

76

1.6.2. Roles et voies de signalisation du récepteur CD36

.............. 78

1.7.  Ligands synthétiques du CD36

.................... 82

1.7.1. Le GHRP-6...........c.cccueeueeuuee..

1.7.2. Le EP80317

.............. 82

............ 84

1.7.3. Le potentiel thérapeutique des azapeptides

87

1.8. Hypothése de recherche et objectifs spécifiques

89

Chapitre 2 — Article scientifique : Atheroprotective and atheroregressive potential of

azapeptide derivatives of GHRP-6 as selective CD36 ligands in apolipoprotein E deficient

TTHECE cuverruneesueesssnessnsssancssecsssecssnssssnsssessssesssassssnsssassssessssssssssssassssesssassssssssassssesssssssassssassssessssssssnsssasssss 93
AbStract.......cceeeseriecisnecnne .95

1. INEEOAUCTION «.ccnneeenneiiiiiiiitiitinteineentenstesteessessessssssssessssesssesssssssseesssssssassssssssesssas 97

2. Materials and methods 98
2.1. Experimental protocols 98

2.2 AZAPEPLIALS ccnueeeurrinenseeisuensennsannssenssseessnssssnsssassssesssssssassssassssessssssssssssassssasssssssasses 99

3. RESUILS ceeeeennieiinieiitiiiinieiiteeninieisnteisniesssecssssesssnesssssesssssessssssssssssssssasssssasssssasssssassss 100




3.1. Azapeptides reduce atherosclerotic lesions below the baseline level in aortic

sinuses of apoe”” mice after switching diet from HFHC to normal chow ..........cccceeee.. 100

3.2. Azapeptides reduced macrophage content and the relative numbers of pro-

inflammatory macrophages in the brachiocephalic artery of apoe” mice after switching

from HFHC to normal chow diet 101

3.3. In apoe’-cd36” mice, no anti-atherosclerotic effects of MPE-001 and MPE-003

WEre ODSErVed ...eeeeeeeeeeneerereeneecerennes 102

34. Azapeptides MPE-001 and MPE-003 reduced atherosclerotic lesions

progression in apoe”” mice fed a HFHC diet throughout the study 103

3.5. Azapeptides promoted aerobic metabolic shift in bone marrow-derived
111100 1 115 1 LN 104

4. Discussion ......ceeeveecsneccnecnnnee 105

T2 DR 671 1 10 U1 T (1) | T 110
References .......eeeeveeecscneecsnneene 112
Figures ....ceeveennecsuencnnnnne ...118
Appendix A. Supplemental MAtErials......eeueenreisenisensennsensnnssneesensssesssensssessssssssssssessses 127
Chapitre 3 — DiSCUSSION...cciciriicrrriciranisssanesssanisssansssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssassses 151
R 2 PR 671) 11U L1 T 1) | 164
3.2.  Perspectives futures ...164
Références bibliographiques ...167

10



11



Liste des figures

Figure 1 — Métabolisme des HPIdes........ccouerieriiiiiiienieierieseeeeee e
Figure 2 — Voies de signalisation des macrophages dans I’athérosclérose ...........cccceeervervennennen.
Figure 3 — Polarisation et roles des macrophages ...........occueevvieiiieiiieniieiiesie et

12



Liste des sigles et abréviations

AP : Peptide amyloide béta

ABCA-1 : ATP-binding cassette A1

ABCG-1 : ATP-binding cassette G1

AMPK : Adenosine monophosphate-activated protein kinase

ApoB : Apolipoprotéine B

ApoE : Apolipoprotéine E

ApoA : Apolipoprotéine A

ApoB : Apolipoprotéine B

Arg-1 : Arginase-1

AVC : Accidents vasculaires cérébraux

CCL-2 : Chimiokine motif c-c ligand 2

CCL-5 : Chimiokine motif c-c ligand 5

CCL-7 : Chimiokine motif c-c- ligand 7

CCR-2 : Récepteur aux chimiokines de type CC 2

CD4 : Cluster de différenciation 4

CD14 : Cluster de diftérenciation 14

CD16 : Cluster de différenciation 16



CD36 : Cluster de différenciation 36

CDA4OL : Ligand du cluster de différenciation 40

CD47 : Cluster de différenciation 47

CD68 : Cluster de différenciation 68

CD&6 : Cluster de différentiation 86

CD206 : Cluster de différentiation 206

CETP : Protéine de transfert des esters de cholestérol

Chil3, YM-1 : Chitinase-like 3

CMH II : Complexe majeur d’histocompatibilité de classe II

COX-2 : Cyclooxygénase-2

CRP : Protéine C-réactive

Cu-LDLox : LDL oxydées par une molécule de cuivre

CV : Cardiovasculaire

CX3CR-1 : Récepteur aux chimiokines de type CX3Cl1

CXCR-1 : Récepteur aux chimiokines de type CXCl1

CXCR-2 : Récepteur aux chimiokines de type CXC2

CXCR-4 : Récepteur aux chimiokines de type CXC4

DAMP : Danger-associated molecular pattern

14



eNOS : Oxyde nitrique synthase endothéliale

ERK-1 : Extracellular signal-regulated kinase-1

ERK-2 : Extracellular signal-regulated kinase-2

GAG : Glycosaminoglycanes

Gasb6 : Growth arrest-specific 6

GHRP-6 : Peptide de relache de I’hormone de croissance 6

HDL : Lipoprotéines de haute densité

HFHC : High fat high cholesterol

HMG-CoA : Hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A

HMGCR : Hydroxyméthylglytaryl-coenzyme A reductase

HMOX-1 : Héme oxygénase 1

HODE : Hydroxyoctadecadienoic acid

IFNy : Interféron gamma

IgG : Immunoglobuline G

IDL : Lipoprotéines de densité intermédiaire

IL-10 : Interleukine-10

IL-12 : Interleukine-12

IL-13 : Interleukine-13

15



IL-18 : Interleukine-18

IL-1R : Récepteur a I’interleukine-1

IL-4 : Interleukine-4

IL-6 : Interleukine-6

iNOS : Oxyde nitrique synthase induite

IRAK : Interleukin-1 receptor-associated kinases

JAK-1 : Janus kinase-1

JAK-2 : Janus kinase-3

LCAT : lecithin-cholesterol acyltransferase

LDL : Lipoprotéines de faible densité

LDLac : Lipoprotéines de faible densité acétylee

LDLox : Lipoprotéines de faible densité oxydée

LDLR : Récepteur au LDL

LOX-1 : Lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor 1

Lp(a) : Lipoprotéines a

LPL : Lipoprotéine lipase

LPS : Lipopolysaccharides

LXRa : LiverX receptor alpha

16



LXRa : LiverX receptor béta

Ly6C : Antigéne lymphocytaire 6C

MAPK : Mitogen-activated protein kanase

MD?2 : Myeloid differentiation factor 2

MerTK : Tyrosine kinase Mer

MMP : Métalloprotéinases matricielles

MPO : My¢lopéroxydase

MyD8S : Myeloid differentiation primary response protein

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NET : Piéges extracellulaires a neutrophiles

NF- «B : Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NO : Oxyde nitrique

PAMP : Pathogen-associated molecular pattern

PCSK-9 : Pro-protéine convertase subtilisine/kexine de type 9

PDGEF : Facteurs de croissance dérivés des plaquettes

PGJ, : Prostaglandines J2

PI3K : Phophatigylinositol 3-kinase

PKB, AKT : Proteine kinase B

17



PPARa : Récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes alpha

PPARYy : Récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes gamma

PRR : Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires

PtdSer : Phosphatidylserine

RELMao, Fizz-1 : Resistin-like molecule alpha

RTC : Transport inverse du cholestérol

sCD40L : Forme soluble du ligand du cluster de différenciation 40

SR : Récepteur éboueur

SREBP : Sterol regulatory element binding protein

STAT-1 : Signal transducer and activor of transcription 1

STAT-2 : Signal transducer and activor of transcription 2

STAT-3 : Signal transducer and activor of transcription 3

Syk : Spleen tyrosine kinase

TGFP : Facteur de croissance transformant béta

Th : T auxiliaire

Thl : T auxiliaire de type 1

TIMP : Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases matricielles

TLR : Toll-like receptor

18



TLR4 : Toll-like receptor 4

TNFa : Facteur de nécrose tumorale alpha

TRAM : Translocation associated membrane proteins

TRIF : TIR domain-containing adaptor protein-inducing interferon béta

TSP-1 : Thrombospondine-1

VCAM-1 : Molécule d’adhérence cellulaire de type 1

VLDL : Lipoprotéines de tres faible densité

19



20

Je dédie ce mémoire
A ma famille, mes amis

et bien sur, a Sylvie



Remerciements

D’abord un grand merci a ma directrice Sylvie Marleau, pour son soutien, ses encouragements, sa
disponibilité et son expertise scientifique. Merci pour les nombreuses opportunités que vous
m’avez offertes tout au long de ma maitrise, et pour les nombreux gateaux que nous avons partagés
avec les gens du laboratoire. Je me rappellerai toujours de nos congres, dont celui de I’EAS, et des

vacances qui ont suivi.

Merci au Dr Ong pour son appui, son esprit critique et sa contribution a 1’article scientifique inclus
dans ce mémoire. Merci également aux Dr Lubell et Dre Febbraio pour leur implication. Merci aux

autres coauteurs de I’article, principalement Roger, Hanan, Clo¢, Katia, Liliane et Silas.

Une mention particuliére aux membres du laboratoire, surtout Liliane, David, Dilan et Clo¢, qui
m’ont permis d’évoluer dans un milieu chaleureux et enrichissant. Merci encore a Liliane et David
pour leur patience et pour m'avoir tout appris. Un autre merci a Cloé pour ses encouragements, sa

contribution & mon article et son efficacité 1égendaire.

Merci aux membres de 1’association étudiante, surtout Fatéma et Stéphanie. J’ai bien aimé

m’impliquer et vous cotoyer.

Merci aux stagiaires que j’ai la chance d’encadrer lors de ma maitrise, soit Selsabil, Yasmine, Jean-
Christophe, Marie-Eve et Arielle. J’espere avoir réussi a vous transmettre mon intérét pour la

recherche.

Je remercie également de tout cceur mes amis et ma famille pour leur soutien constant. Je vous

aime! Merci @ ma mére d’avoir cru en moi depuis le premier jour, et encore aujourd’hui.






Chapitre 1 — Introduction et hypothése de recherche
1.1. Athérosclérose

1.1.1. Maladies cardiovasculaires

A I’échelle mondiale, les maladies cardiovasculaires (CV) sont a I’origine de plus de décés
que toutes autres maladies depuis plus de 30 ans (Ritchie H 2016). Bien que les principales
causes de déceés varient grandement selon les pays et groupes d’age, les maladies CV et divers
cancers dominent : en 2017, 31% des déces résultent de MCV et 17% de cancers. Il y a toutefois
une évolution dans les causes de décés observées dans les pays a revenus €levés, ou les déces
dus aux cancers prédominent a présent, tandis que pour les pays a revenus moyens et faibles,
les maladies CV dominent encore (Dagenais ef al., 2019). Cela s’explique notamment par une
meilleure compréhension des facteurs de risques non modifiables, tels que 1’age, le sexe, la race
et ’histoire familiale, et un meilleur contréle des facteurs de risques modifiables comme
I’usage du tabac, le diabete, ’hypertension artérielle et I’hypercholestérolémie dans les pays
ou I’acces aux services de santé est plus répandu (Wexler ef al., 2009).

L’ensemble des maladies de 1’appareil circulatoire impose un lourd fardeau économique a
la société. En effet, en 2010 au Canada, les cofts directs comme les dépenses en médicaments
et les soins hospitaliers et indirects tels la valeur de la perte de production, y sont évalués a un
peu plus de 13 milliards de dollars (GouvernementduCanada 2010), soit pres de 10% de
I’ensemble des dépenses annuelles en santé au pays.

Parmi les types de maladies CV les plus répandues, on compte les cardiopathies
coronariennes (ischémiques), les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les

cardiomyopathies non ischémiques



L’incidence de maladies CV ischémiques est fortement alimentée par I’athérosclérose, une
maladie inflammatoire des vaisseaux artériels (Sitia et al, 2010). Définie comme une
association entre une sténose (réduction de la taille de la lumiére) et une perte d’élasticité des
vaisseaux sanguins touchés, cette maladie multifactorielle est stimulée par des dommages
causés a I’endothélium, I’oxydation et I’accumulation de lipides et une réaction inflammatoire
au niveau de la paroi vasculaire (Salamat 2010).

Les athéromes sont des lésions dynamiques constituées de cellules endothéliales
dysfonctionnelles, de cellules musculaires lisses prolifératives, de lymphocytes, de
macrophages, de lipides et de cellules mortes. L’ensemble de ces cellules peut libérer des
médiateurs inflammatoires, des danger-associated molecular pattern (DAMP), qui guideront
I’évolution de la pathologie (Salamat 2010). Ces derniers sont discutés au point 1.1.3.2.

Plusieurs théories de 1’athérogénése ont été proposées au fil des années. Il a d’abord été
avancé que les lipoprotéines plasmatiques pénétrent dans 1’intima des vaisseaux en traversant
I’endothélium, ce qui meéne a la formation de dépots lipidiques dans la paroi vasculaire
(Virchow 1856), puis il a été¢ découvert que la dysfonction endothéliale était a I’origine de
I’infiltration des lipides; 1’endothélium garde en effet son intégrité structurale, mais promeut
I’inflammation par divers mécanismes (Ross ef al., 1977). Plus récemment, 1’athérosclérose a
été qualifiée de maladie inflammatoire chronique (Ross 1999, Libby 2002) ayant comme
principal moteur I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (Steinberg et al., 1989).

Les manifestations aigué€s comme 1’angine de poitrine et I’infarctus du myocarde (ou arrét
cardiovasculaire) se déclarent suivant la formation d’un caillot sanguin. En cas d’occlusion
thrombotique d’un vaisseau épicardique, la zone non irriguée par le flot sanguin entre en
ischémie : les cellules du muscle cardiaque sont alors privées d’oxygene et meurent par nécrose

(Crowther 2005).
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La formation d’un thrombus dans un vaisseau sanguin peut également provoquer un AVC
lorsque I’embolie est transportée jusqu’au cerveau. Le flot sanguin doit étre rapidement rétabli
pour éviter la mort des cellules neuronales. Les AVC peuvent toutefois étre d’origine
hémorragique, quoique plus rarement (Crowther 2005).

D’autres organes peuvent étre atteints et provoquer une dysfonction rénale, des anévrismes
(gonflement de la paroi artérielle) au niveau de 1’aorte abdominale, de 1’hypertension, une
ischémie critique des membres inférieurs (Hansson et al., 2006) ou autre maladie vasculaire
périphérique (Salamat 2010).

Les cardiomyopathies non ischémiques vont quant a elles causer un dysfonctionnement de
la pompe cardiaque. Cette insuffisance cardiaque se produit lorsque le cceur est incapable de
pomper suffisamment de sang pour répondre aux besoins en nutriments et oxygene de
I’organisme. Cela peut étre causé entre autres par un élargissement du ventricule gauche
(cardiomyopathie dilatée), une hypertrophie du ventricule gauche (cardiomyopathie restrictive
ou hypertrophique) ou une pathologie arythmogene. L’origine des cardiomyopathies non
ischémiques est souvent inconnue. Celles-ci peuvent étre dues a un défaut génétique (forme
congénitale) ou étre développées parallelement a une autre pathologie (p. ex. diabete, syndrome

métabolique, infection virale) (Maron et al., 2006).

1.1.2. Facteurs de risque de I’athérosclérose
L’athérosclérose se développe progressivement avec 1’dge et de nombreux facteurs
accélérant son déploiement ont été identifiés. Toutefois, les manifestations cliniques ne se
déclarent que lorsque les lésions athérosclérotiques atteignent un certain seuil. Il est donc

difficile de dépister les personnes qui y sont sujettes avant I’apparition de ces symptomes.
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Les facteurs de risque constitutionnels ou non modifiables incluent I’histoire familiale, 1’age et
le sexe (Salamat 2010). En effet, I’hypercholestérolémie familiale et le sexe masculin sont
associés a un risque accru de maladies CV. Le sexe féminin est relativement protégé puisque
les cestrogenes ont des propriétés anti-athérosclérotiques : elles stimulent la production de
prostacycline et d’oxyde nitrique (nitric oxide, NO), deux substances vasodilatatrices dont la
sécrétion par I’endothélium est diminuée au niveau des 1ésions d’athéroscléroses (Nathan et al.,
1997).

Les principaux facteurs de risque modifiables incluent les dyslipidémies, 1’hypertension et
diverses sources d’inflammation chronique comme le tabagisme, le diabéte de type 2 et la
sédentarité (Salamat 2010). La combinaison de plusieurs facteurs de risque accrut grandement

le développement de 1ésion et ainsi le risque de complications cardiovasculaires.

1.1.2.1. Dyslipidémies et athérosclérose

Les dyslipoprotéinémies font partie des facteurs de risques identifiés. Les lipides sont
transportés dans la circulation sanguine liés a des apoprotéines spécifiques, formant des
complexes de lipoprotéines. Les dyslipoprotéinémies incluent 1’augmentation du cholestérol
LDL, diminution du cholestérol HDL et augmentation des lipoprotéines a (Lp(a)) modifiées.
(Salamat 2010).

L’hypercholestérolémie est la dyslipidémie la plus prévalente. Elle est caractérisée par une
augmentation des lipoprotéines de faible densité (low density lipoproteins, LDL) dans la
circulation sanguine. Le role des LDL est de livrer le cholestérol aux tissus périphériques, par
opposition aux lipoprotéines de haute densité (high density lipoproteins, HDL) qui mobilisent
le cholestérol périphérique vers le foie. La forme familiale peut étre causée par une mutation

causant une perte de fonction dans le géne codant pour le récepteur au LDL (LDLR), une
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mutation au niveau du geéne codant pour I’apolipoprotéine B (apoB) exprimée par les molécules
de LDL ou plus rarement, un gain de fonction au niveau du géne codant pour la pro-protéine
convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK-9). Suivant son autoclivage, le role de cette
convertase est de médier la dégradation du LDLR, limitant ainsi le recyclage de ce récepteur a
la surface de la membrane cellulaire (Soutar et al, 2007). La contribution de
I’hypercholestérolémie dans 1’athérosclérose a été démontrée sur plusieurs plans : le cholestérol
et les esters de cholestérol sont les formes dominantes de lipides dans les plaques d’athéromes,
I’hypercholestérolémie causée par le diabéte est également associée a ’accélération de la
progression de la maladie et la sévérit¢ de I’athérosclérose correle avec les niveaux

plasmatiques de cholestérol (Salamat 2010).

1.1.2.2. Hypertension et athérosclérose

Le facteur de risque le plus souvent associé aux maladies CV est I’hypertension. La mesure
de la pression artérielle prend deux phénomeénes en compte : les pressions systolique et
diastolique. La période ou le cceur se contracte et pompe ainsi le sang vers les artéres se nomme
systole, alors que la partie du cycle ou le cceur se relaxe suivant une contraction et ou le sang
remplit les ventricules est la diastole (Kannel et al., 1971). Etant donné qu’en conditions
homéostasiques la pression artérielle est largement plus €levée que la pression veineuse, 120/80
mmHg (pression systolique/diastolique) (Nerenberg et al., 2018) comparé a 5-10 mmHg de
pression veineuse centrale moyenne (Gelman 2008), les arteres sont fortement plus affectées
que les veines. Conséquemment, une augmentation de la pression artérielle induira plusieurs
changements dans le systeme circulatoire (Beevers ef al.,, 2001). En effet, il peut y avoir une
hypertrophie du ventricule gauche, un épaississement du muscle cardiaque, une augmentation

de la vasoconstriction, un déréglement du transport d’ions (e.g., sodium, calcium) et une
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prolifération de cellules musculaires lisses. De plus, 1’hypertension augmente le stress
mécanique et les forces de cisaillement que subit 1’endothélium, ce qui contribue a son
dysfonctionnement. L’hypertension est définie comme étant une élévation de la pression
artérielle au-dela de 140/90 mmHg. Passé ce seuil, la relaxation musculaire est moins efficace
a chaque battement et 1’efficacité de la pompe cardiaque est significativement diminuée

(Nerenberg et al., 2018).

1.1.2.3. Inflammation systémique chronique et athérosclérose

L’inflammation systémique chronique de bas grade est un facteur de risque additionnel
important (Galkina et al., 2009). L’expression de plusieurs marqueurs inflammatoires dans la
circulation sanguine, dont la protéine C-réactive (c-reactive protein, CRP), correle avec le
risque de développer une maladie cardiovasculaire ischémique. Produite par le foie,
I’expression de CRP est augmentée par plusieurs cytokines, dont I’interleukine-6 (IL-6). La
CRP augmente la réponse immune innée en activant la cascade du complément (Salamat 2010)
en plus de stimuler I’inflammation vasculaire. En effet, la fonction endothéliale correle
inversement avec les niveaux de CRP dans le sérum (Fichtlscherer et al., 2000).

D’autres marqueurs cliniques de 1’inflammation ont été identifiés, soit le fibrinogene, les
Lp(a) et ’homocystéine (Ridker ef al., 2001). Le fibrinogene est un facteur de coagulation qui
sera converti par I’enzyme thrombine en fibrine, une composante majeure des caillots sanguins.
La Lp(a) est une forme altérée du LDL comportant une portion de 1’apoB associée a une
apolipoprotéine (a) et contribue a I’accumulation de cholestérol dans I’intima des vaisseaux
sanguins (Grainger et al., 1994), alors que 1’homocystéine endommage I’endothélium et

stimule la prolifération des cellules musculaires lisses (Gerhard et al., 1999). Ces substances
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alimentent 1’athérosclérose et perpétuent le cycle d’inflammation chronique caractéristique de
la pathologie.

Le diabéte de type II, caractérisé par une augmentation du glucose sanguin, est un facteur
de risque important qui accélere le développement de 1’athérosclérose (Beckman et al., 2002).
Par exemple, le diabéte est associé a une augmentation de la formation de produits finaux de
glycation avancée (advanced glycation end products, AGE). Ceux-ci vont contribuer a
I’inflammation chronique de plusieurs fagons. Entre autres, les AGE vont augmenter le stress
oxydatif par la production d’espéces réactives d’oxygene et aggraver le dysfonctionnement
endothélial en altérant la production de NO. De plus, I’hyperglycémie active la signalisation
dépendante de la protéine kinase C (Geraldes et al., 2010). Cette derniére est associée a une
augmentation de la perméabilité vasculaire, de I’adhésion leucocytaire, de 1’apoptose cellulaire
et de la synthése de matrice extracellulaire. Tous ces phénoménes contribuent a nourrir la
pathologie d’athérosclérose.

Quant a I’usage de tabac, il diminue les taux circulants de HDL, reconnu pour son activité
athéroprotectrice (détails au point 1.2.1.1.5).

Le syndrome métabolique, défini comme une combinaison de la résistance a I’insuline,
I’hypertension, la dyslipidémie, ’hypercoagulabilité et un état inflammatoire) est un facteur de

risque additionnel de 1’athérosclérose. (Salamat 2010).
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1.1.3. Progression des plaques d’athérosclérose

1.1.3.1. Athérogénése

Les premiéres stries lipidiques caractéristiques de 1’athérosclérose apparaissent deés
I’enfance (McGill et al., 2000). Bien qu’elles ne soient pas cliniquement significatives, elles
sont les précurseurs de Iésions plus complexes et symptomatiques.

De nombreux mécanismes jouent un réle dans la genése de cette pathologie. Une
dysfonction endothéliale provoquant une augmentation de la perméabilité vasculaire et
facilitant I’accumulation de lipides dans I’intima des vaisseaux sanguins est I’'un des éléments
déclencheurs. L’endothélium exprime alors un grand nombre de molécules d’adhérence a sa
surface, ce qui facilite le recrutement de monocytes présents dans la circulation. Les monocytes
vont migrer dans I’espace sous-endothélial et s’y différencier en macrophages. Ces derniers
vont internaliser les lipoprotéines gorgées de cholestérol présent dans I’intima via des
récepteurs €boueurs (scavenger receptor, SR) et devenir des cellules spumeuses. Ces plaques
athérosclérotiques vont se complexifier avec la progression de la maladie. En effet, des
lymphocytes T et des cellules musculaires lisses vont étre recruté en réponse a 1’état
inflammatoire de 1’athérome. Les cellules musculaires lisses vont proliférer et produire de la
matrice extracellulaire qui sera a 1’origine de la chape fibreuse délimitant un noyau nécrotique

riche en cholestérol et débris cellulaire (Salamat 2010, Libby ez al., 2011).

1.1.3.1.1. Dysfonction endothéliale
Un endothélium vasculaire sain consiste en une monocouche de cellules endothéliales
formant une barriere perméable entre le sang et les tissus. L’espace sous-endothélial comprend
une tunique de cellules musculaires lisses impliquée dans le tonus et le remodelage vasculaire

(Gimbrone 1999). 1l répond a de nombreux stimuli vasoconstricteurs, comme 1’endothéline et
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I’angiotensine II, de méme qu’a des substances vasodilatatrices telles le NO et la prostacycline
(Davignon et al., 2004).

Un des premiers signes de 1’athérosclérose est une diminution de NO produit par les cellules
endothéliales associées a un durcissement de la paroi vasculaire. C’est I’oxyde nitrique
synthase endothéliale (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) qui forme le NO a partir de son
précurseur, la L-arginine. Le NO a un effet relaxant sur les cellules musculaires lisses, ce qui
le rend essentiel a la régulation de I’homéostasie de la paroi vasculaire (Sitia et al., 2010). Une
diminution de NO favorisera la vasoconstriction et I’épaississement du vaisseau sanguin,
contribuant ainsi au développement de maladies coronariennes (Fichtlscherer et al., 2000).

Les perturbations hémodynamiques et I’hypercholestérolémie sont les principales causes
de dysfonction endothéliale (Salamat 2010). Il est répertori¢é que les premicres lésions
athérosclérotiques se développent au niveau des bifurcations et coudes que forment les artéres,
1a ou le flot sanguin est non-laminaire, et la pression plus grande. Les vaisseaux les plus touchés
sont la partie inférieure de 1’aorte, les arteres coronaires, les arteres poplitées, la carotide interne
et le polygone de Willis au niveau cervical (Salamat 2010). Ce sont les forces de cisaillement,
paralleles au flot sanguin, qui influencent la forme et la structure des cellules endothéliales. La
ou le flot est laminaire et uniforme, les cellules sont de forme allongées et orientées vers la
lumiere, tandis que lorsque les contraintes de cisaillement sont élevées, les cellules sont de
formes polygonales et non orientées (Nagel ez al., 1999). Un endothélium dysfonctionnel aura
une expression génique altérée et une adhérence leucocytaire augmentée. En effet, une large
quantité¢ de molécules d’adhérences cellulaires vasculaires de type 1 (vascular cell adhesion
molecule 1, VCAM-1) est exprimée, un élément essentiel au recrutement des monocytes en

circulation (Crowther 2005, Ohashi et al., 2005).
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D’autre part, les mécanismes sous-jacents a I’hypercholestérolémie contribuent également
a ’athérosclérose : I’augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene induit la
dysfonction de I’endothélium, accélére la dégradation du NO et promeut I’oxydation du LDL
(Salamat 2010).

Ainsi, une variété de phénomenes vont endommager 1’endothélium, ce qui va augmenter sa
perméabilité, 1’agrégation plaquettaire, I’adhésion de leucocytes mononucléés et la sécrétion

de cytokines (Davignon ef al., 2004), en plus d’augmenter le stress oxydatif.

1.1.3.1.2. Recrutement des leucocytes sanguins

Les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) jouent un role important dans la réponse
initiale de I’inflammation. Bien que les neutrophiles sont les leucocytes polymorphonécléaires
les plus abondants dans la circulation sanguine, ils sont rarement détectés au niveau des plaques
d’athérosclérose (Baetta et al, 2010). Cela est principalement di a leur courte demi-vie,
contrairement aux macrophages dont la durée de vie est beaucoup plus grande (Summers et al.,
2010). Toutefois, ils contribuent grandement a I’inflammation des vaisseaux puisqu’ils
sécretent des granules riches en enzymes qui vont activer monocytes, macrophages et cellules
dendritiques . De plus, il a été démontré que la taille des Iésions et la sévérité de la dysfonction
de I’endothélium correlent avec I’augmentation des neutrophiles circulants (Soehnlein 2012).
Mis a part la sécrétion de médiateurs inflammatoire, les neutrophiles facilitent également
I’entrée des monocytes dans I’intima des artéres (Soehnlein et al., 2009). L’infiltration des
monocytes dans la paroi vasculaire est non seulement médiée par des molécules d’adhérence,
mais également par les facteurs chimiotactiques sécrétés par les lymphocytes T, macrophages,

neutrophiles et cellules endothéliales (Tabas ef al., 2017).
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La premiére étape dans I’adhérence leucocytaire au vaisseau sanguin est leur roulement a
la surface endothéliale. Ce phénoméne est médié€ par une interaction entre les sélectines P et E
de I’endothélium et le p-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1) exprimés par les monocytes
(Dong et al., 1998). L’adhérence des monocytes a I’endothélium est ensuite orchestrée par la
liaison d’intégrines leucocytaires, dont le very late antigen 4 (VLA-4), avec VCAM-1 et les
fibronectines de 1’endothélium (Shih et al., 1999). Une autre molécule de la superfamille des
immunoglobulines, la molécule d’adhérence intercellulaire de type 1 (intercellular adhesion
molecule 1, ICAM-1) joue également un role dans cet adhérence lache en se liant a I’intégrine
lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) (Collins ef al., 2000). D’autres interactions,
incluant la liaison de la chimiokine motif c-c-ligand 2 (CCL-2, MCP-1) avec son récepteur
chimiokine motif c-c-récepteur 2 (CCR-2) et la chimiokine motif c-c-ligand 5 (CCL-5,
RANTES) avec son récepteur chimiokine motif c-c-récepteur 5 (CCR-5), vont contribuer a
I’activation et I’adhérence ferme des monocytes a la surface du vaisseau sanguin (Boring et al.,
1998, Gu et al., 1998). Les leucocytes vont ensuite pouvoir transmigrer entre les cellules
endothéliales par diapédese dans 1’intima du vaisseau sanguin (Shaw et al., 2001).

Au sein du sous-endothélium, le facteur stimulant les colonies de macrophages (M-CSF) et
le facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) vont stimuler la
prolifération et la différentiation des PMN et des monocytes recrutés en macrophages (Smith
et al., 1995) (Haghighat ef al., 2007). Les macrophages activés vont adapter leur phénotype en

fonction de leur environnement. Ce point est détaillé a la section 1.3.2.

1.1.3.1.3. Accumulation et oxydation du LDL dans I’intima
Le LDL présent dans la circulation sanguine va diffuser de fagon passive entre les jonctions

des cellules endothéliales. Ce phénomene est d’autant plus important en condition
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d’hypercholestérolémie et lorsque 1’endothélium est dysfonctionnel, puisque sa perméabilité
s’en trouve augmentée. La rétention du LDL dans 1’intima implique la liaison des LDL avec
les protéoglycanes de la matrice extracellulaire du vaisseau sanguin (Lusis 2000). Cela est dG
aux interactions entre les résidus lysine et arginine de I’apoB-100 du LDL et les groupements
carboxyles chargés négativement des glycosaminnoglycanes constituant les protéoglycanes
(Boren et al., 1998). Le LDL ainsi retenu va subir des modifications chimiques, principalement
de I’oxydation, mais également de la lipolyse ou protéolyse. L oxydation peut étre orchestré
par plusieurs enzymes, incluant les 12/15-lipoxygénases, les myéloperoxidases (MPO), les
nicotinamides adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydases, et 1’oxyde nitrique
synthase induite (induced nitric oxide synthase, iINOS) provenant des cellules endothéliales,
cellules musculaires lisses et macrophages (Li et al., 2002). De plus, la présence d’espéces
réactives de I’oxygene sécrétées par les cellules inflammatoires accumulées dans 1’endothélium
dysfonctionnel contribue a la formation de LDLox. En effet, les macrophages vont libérer
diverses especes réactives de 1’oxygeéne antimicrobiennes lors d’une activation de I’immunité
innée (Babior 2000). Les LDLox présentes dans la circulation sanguine peuvent également
pénétrer I’endothélium via le récepteur Lectin-like Oxidized LDL receptor 1 (LOX-1). Ce
stimulus pro-inflammatoire contribue a 1’augmentation de 1’expression de molécules
d’adhérence et de chimiokines, perpétuant ainsi le cycle de recrutement de leucocytes
mononucléés (Hansson et al., 2006) .

La forme oxydée du LDL est particuliecrement athérogéne puisqu’elle est rapidement
internalisée par les SR des cellules environnantes, en plus d’étre un stimulus chimiotactique
pour le recrutement et I’activation de monocytes (Cushing et al., 1990). Une hypothése avance
qu’au début de la pathologie d’athérosclérose, les LDL minimalement modifiés (LDL-mm)

seraient responsables de la réaction inflammatoire des lipoprotéines, puisque d’une part ils
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traversent facilement les parois vasculaires, et d’autre part, contrairement aux LDLox, les LDL-
mm ne sont pas rapidement internalisés par les macrophages via les récepteurs éboueurs cluster
de différenciation 36 (CD36), SR-A et LOX-1 (Itabe ef al., 2011). En effet, c’est plutdt une
fois oxydé que les LDL vont contribuer a la formation de cellules spumeuses. L internalisation
de LDLox par les macrophages active plusieurs voies de signalisations. Notamment, la liaison
du LDLox aux récepteurs éboueurs va stimuler la sécrétion de cytokines inflammatoires via la
voie NK-kB. Cependant, I’activation du récepteur CD36 par le LDLox va également activer la
transcription des proliférateurs de peroxysomes gamma (peroxisome proliferator activated
receptor, PPARY) qui favorisent I’efflux de cholestérol et I’efférocytose. Ces phénomenes sont
détaillés aux points 1.4.4 4 1.4.6 et les voies de signalisation propres au récepteur CD36 sont

détaillées au point 1.6.3.

1.1.3.1.4. Formation de cellules spumeuses et stries lipidiques

Les 1ésions et plaques athérosclérotiques ont été discriminées histologiquement et sous-
divisées en 6 sous-types (Stary ef al., 1995). Les Iésions initiales sont de type I et sont formées
par des amas de cellules spumeuses. L’accumulation de lipides intracellulaires (principalement,
de LDLox) forme les stries lipidiques, soit le type II. Une Iésion intermédiaire (type III) est
constituée de stries lipidiques avec des agglomeérats de lipides extracellulaires. Ces 3 sous-types
n’ont pas de conséquences cliniques, ce qui les rend difficilement détectables. Les premiers
signes cliniques peuvent survenir suite a la formation accrue d’athéromes matures (IV),
lesquels ont de larges dépots lipidiques extracellulaires au sein de I’intima des vaisseaux
sanguins touchés. Les plaques plus complexes, telles les plaques fibreuses (V) et plaques

rupturées (VI), sont dues a la progression de la pathologie.
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Ainsi, les Iésions initiales sont formées suite a I’accumulation d’agrégats de LDL modifiées
dans I’espace sous-endothélial qui sont internalisés par endocytose et phagocytose au moyen
de SR exprimés par plusieurs types de cellules. Comme mentionné précédemment, ce sont
principalement des cellules musculaires lisses et macrophages qui captent le LDLox, mais
¢galement des cellules dendritiques (Moore et al., 2006). En effet, le GM-CSF induit la
prolifération des cellules dendritiques au niveau des Iésions d’athérosclérose ou ces dernicres
vont endosser des rdles semblables aux macrophages, soit produire des cytokines pro-
inflammatoires, aider au recrutement de lymphocytes T CD4" et contribuer a I’induction du
phénotype Thl (Weber et al, 2011). L’ingestion chronique de lipides par les cellules
musculaires lisses, macrophages et cellules dendritiques va mener a la formation de cellules
spumeuses. Bien qu’au début de la pathologie les souris ont une mince couche de cellules
musculaires lisses aux sites de formation des 1ésions, il a ét¢ découvert que les celles-ci sont a
I’origine des cellules spumeuses dans l’intima des artéres humaines, tout comme les
macrophages (Allahverdian ef al., 2012). Le cluster de différenciation 68 (CD68) a d’ailleurs
longtemps été utilisé comme marqueur pour identifier les macrophages, mais il a été découvert
que les cellules musculaires lisses ayant internalisé des lipides vont également 1’exprimer. En
effet, les cellules musculaires lisses retrouvées dans I’intima de vaisseaux prompts au
développement de Iésions athérosclérotiques acquierent des propriétés phagocytaires et
sécrétoires en réponse aux cytokines, facteurs dérivés des plaquettes et facteurs de croissance
transformants béta (transforming growth factor P, TGFP) produits par les cellules
endothéliales, plaquettes, macrophages et cellules musculaires lisses (Rong et al., 2003). De
plus, contrairement aux cellules musculaires lisses de la média, les cellules musculaires lisses
s’infiltrant dans I’intima dans la pathologie d’athérosclérose ont une capacité de contraction

moindre (Allahverdian et al, 2012). Additionnellement, tout comme les macrophages, les
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cellules musculaires lisses vont avoir une expression augmentée des principaux SR liant le
LDLox, soit SR-A et CD36, aussi connu sous le nom de SR-B2 (Collot-Teixeira et al., 2007,
Kzhyshkowska et al., 2012).

Les macrophages expriment une large gamme de récepteurs éboueurs. Outre SR-A et
CD36, il y a le LOX-1, CD68 et récepteur ¢boueur B1 (SR-B1), bien que leur role dans la
formation de cellules spumeuses soit moindre (Kzhyshkowska et al., 2012). De plus, bien que
le LDLR est également exprimé chez les macrophages et cellules musculaires lisses, il ne
contribue pas significativement a la formation de cellules spumeuses. L’internalisation de LDL
provoque la séquestration du facteur de transcription Sterol Regulatory Element Binding
Protein (SREBP), ce qui diminue 1’expression de LDLR a la surface des macrophages. Cette
régulation négative minimise ainsi la contribution du LDL naif dans 1’athérogénese (Horton et
al., 1999). Le métabolisme des lipides est détaillé au point 1.2.

D’autre part, les macrophages ayant internalisé une grande quantité de lipides deviennent
moins mobiles, en plus de sécréter des cytokines et médiateurs inflammatoires en réponse a
divers stimuli provenant des cellules immunitaires ayant infiltré I’endothélium. La contribution
des cellules de I’'immunité innée et acquise est détaillée au point 1.1.3.2.1.

Bien qu’il existe plusieurs mécanismes cellulaires pour réguler I’influx et I’efflux de LDL
modifi¢es dans les vaisseaux sanguins, on observe une dérégulation de cette balance qui va
mener a la formation de cellules spumeuses riches en lipides dans 1’athérosclérose. Une
déficience du transport inverse du cholestérol (Reverse Cholesterol Transport, RTC) peut étre
due a un défaut de fonctionnement des transporteurs A7P-Binding Cassette A1 (ABCA-1) et
G1 (ABCG-1) (détails dans section 1.4.5.) (Galkina et al., 2009).

Ainsi, une internalisation excessive de lipides par les macrophages induit leur apoptose.

Bien que I’augmentation de 1’apoptose en soi n’est pas athérogénique, elle contribue au
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dysfonctionnement des mécanismes de clairance des cellules apoptotiques (Galkina et al.,
2009). En effet, au début de la pathologie, 1’efférocytose, un mécanisme de clairance des
cellules mortes et débris cellulaires par les macrophages via des SR, est intact. Toutefois, dans
la pathologie avancée, cette fonction fait défaut, menant a 1’accumulation de cellules mortes,
ce qui provoque une nécrose secondaire et la formation de noyau nécrotique (Nagenborg et al.,
2017). L’apoptose est la mort programmée de la cellule médiée par les caspases, par contraste
avec la nécroptose qui est indépendante des caspases, et est provoquée par ’activation de
diverses cascades par des cytokines, pathogénes, pathogen-associated molecular pattern
(PAMP) ou DAMP (Vanlangenakker et al., 2012). La nécrose primaire est la mort non
contrdlée de la cellule et est caractérisée par la perte de I’intégrité membranaire. Quant a la
nécrose secondaire elle se produit lorsqu’une cellule en apoptose n’est pas phagocytée de fagon
efficace et que la membrane cellulaire perd son intégrité. La capacité apoptotique des
macrophages est perturbée par 1’internalisation excessive de lipides. La réponse inflammatoire
est alors perpétuée, ce qui engendre des signaux apoptotiques pour les cellules musculaires
lisses, cellules endothéliales et leucocytes dans la plaque (Galkina ef al., 2009).
L’accumulation de cellules riches en lipides mene a 1’apparition de stries lipidiques. Celles-
ci sont composées d’amas cellulaires (cellules musculaires lisses, macrophages, lymphocytes
T), lipidiques (LDL modifiées, cholestérol et ses esters) et matrice extracellulaire (collagene,

fibres d’¢lastine, protéoglycanes) (Salamat 2010).

1.1.3.1.5. Plaques fibreuses

Avec I’age, I’athérome formé évolue en une plaque plus complexe, notamment via la

synthese de matrice extracellulaire que se forme une chape fibreuse. C’est par la prolifération
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de cellules musculaires lisses au niveau de I’intima que les stries lipides se transforment en un
athérome mature.

Comme mentionné précédemment, les cellules musculaires lisses que I’on retrouve dans la
plaque acquierent un phénotype sécrétoire et une capacité proliférative. Ces cellules sont dites
synthétiques, par opposition a leur statut contractile physiologique. D’une part, les PDGF et
facteur de croissance des fibroblastes stimulent la synthése de matrice extracellulaire (dont le
collagéne) par les cellules musculaires lisses, ce qui stabilise le noyau nécrotique. D’autre part,
I’activation des cellules inflammatoires dans 1’athérome favorise la dégradation de la matrice
extracellulaire sous 1’action de protéases comme la collagénase, gélatinase et stromolysine qui
fragilisent la plaque (Galis et al, 1994). De plus, un phénomeéne de néovascularisation se
déroule en périphérie des Iésions. On retrouve également certains athéromes en état de
calcification (Salamat 2010) (Adiguzel ef al., 2009).

Les plaques fibreuses sont caractérisées par une masse de lipides extracellulaires, débris de
cellules mortes, cellules spumeuses, fibrine et thrombus. On y retrouve également des cytokines
et facteurs de croissance sécrétés par les macrophages et lymphocytes T qui sont importants
pour la migration et prolifération des cellules musculaires lisses et la production de matrice
extracellulaire (Lusis 2000). L’endothélium dysfonctionnel va également stimuler le systeme
rénine-angiotensine Il (Husain et al., 2015), qui augmente 1’angiotensine II et favorise ainsi la
croissance et migration de cellules musculaires lisses (Lusis 2000). L’épaississement de la
chape fibreuse aura des effets opposés dans la pathologie : d’un coté elle va contribuer a
’obstruction de la lumicre des vaisseaux, tandis que de 1’autre, elle stabilise la plaque et la rend

ainsi moins prompte a se rompre (Newby et al., 1999).
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1.1.3.1.6. Rupture de la plaque et autres complications

La présence d’un athérome mature peut mener a diverses complications. Ces événements
vont notamment dépendre de la localisation et de la composition de la plaque, mais également
de la pression sanguine et réactivité plaquettaire du vaisseau touché.

Plusieurs facteurs peuvent contribuer a la rupture d’un athérome vulnérable. Par exemple,
une mince chape fibreuse, un large noyau nécrotique, une accumulation de cellules
inflammatoires, la perte de tissus ¢lastiques et un endothélium endommagé vont tous
promouvoir 1’érosion de la plaque (Kullo ef al.,, 1998). De plus, un vaisseau sanguin ayant
perdu son intégrité ne pourra plus subir le stress mécanique généré par les forces de cisaillement
induites lors d’une vasoconstriction. Conséquemment, le débalancement entre la production de
facteurs vasoconstricteurs comme 1’endothéline et les agonistes adrénergiques, et celle de
facteurs vasodilatateurs comme le NO, va également favoriser le développement de
complications cardiovasculaires (Salamat 2010).

La chape fibreuse joue le rdle clef de barriere entre le contenu de la plaque athérosclérotique
et les composantes du sang. L’un des éléments majeurs formant la chape est le collagene sécrété
par les cellules musculaires lisses ayant infiltré I’intima du vaisseau. Le collagéne contribue
grandement a la force mécanique et la stabilit¢ de la chape fibreuse. Il peut toutefois étre
dégradé¢ par des métalloprotéinases matricielles (matrix metalloproteinase, MMP), des
enzymes sécrétées par les macrophages et cellules musculaires lisses au sein de la plaque
athérosclérotique (Galis ef al., 1995, Newby et al., 2009). De plus, les lymphocytes T ayant
infiltré la plaque vont produire de I’interféron gamma (IFNy) qui inhibera la production de
matrice extracellulaire par les cellules musculaires lisses. Parallelement, de nombreuses
cellules au sein des lésions vont sécréter des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases

matricielles (tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP) dans le but de moduler I’activité des
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métalloprotéinases matricielles (Orbe et al., 2003). La réaction inflammatoire chronique
caractéristique de la pathologie va cependant favoriser la dégradation et la diminution de la
synthése du collagéne, ce qui déstabilise la chape fibreuse.

La rupture d’un athérome aura diverses conséquences en fonction de 1’¢état et la localisation
du vaisseau touché. D’une part, 1’érosion de la plaque expose le collagéne de 1’espace sous-
endothélial aux substances thrombogéniques du sang, ce qui active la voie intrinseéque de la
coagulation (Ananyeva et al., 2002). Les principaux acteurs impliqués dans la formation d’un
thrombus sont les plaquettes, les facteurs de coagulations comme la thrombine, mais également
la fibrine (Furie ef al., 2008). Toutefois, la thrombogénicité dans un contexte d’athérosclérose
dépend d’abord du facteur tissulaire, une enzyme qui catalyse la voie extrinséque de la
coagulation. Le facteur tissulaire est sécrété par les cellules musculaires lisses et fibroblastes,
qui ne sont pas exposé€s a la circulation sanguine en condition physiologique. Cependant,
lorsqu’une plaque athérosclérotique rupture, le contenu hautement thrombogénique est alors en
contact avec les plaquettes et facteurs de coagulation sanguins. D’autre part, un endothélium
endommagé favorise le recrutement de plaquettes qui vont adhérer a la paroi du vaisseau
sanguin et sécréter des granules, ce qui induit 1’agrégation d’autres plaquettes. La synthése de
facteur tissulaire par les plaquettes agrégées activées va alors contribuer a la formation d’un
caillot sanguin ou thrombus (Badimon et al., 2014). De 1a, les complications possibles sont
nombreuses; micro-embolie dii au largage de débris athérosclérotiques dans la circulation
sanguine, occlusion thrombotique au niveau des vaisseaux épicardiques (infarctus du
myocarde), AVC, etc. (Ferro 2003). Dans la majorité des cas, I’infarctus du myocarde est di a
un thrombus au niveau de I’artére coronarienne descendante gauche, bien que ’atteinte peut se
faire a d’autres niveaux du vaisseau (Davies et al.,, 1976). Quant aux thrombus non occlusifs,

bien qu’en apparence asymptomatique, ils favorisent tout de méme le développement de
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complications cardiovasculaires puisqu’ils impliquent I’activation plaquettaire et I’élaboration
de facteurs de croissance dérivés des plaquettes (platelet-derived growth factor, PDGF)
(Crowther 2005). Les macrophages, fibroblastes et cellules endothéliales endommagées vont
également sécréter des PDGF, ce qui promeut la croissance des cellules musculaires lisses
(Andrae et al., 2008).

Un athérome dont la chape fibreuse reste intégre promeut tout de méme de nombreuses
pathologies cardiovasculaires. Avec la progression de la maladie, le noyau central composé de
stries lipidiques s’élargit vers la lumiére du vaisseau qui s’en retrouve alors diminuée. Dans les
petites arteres, le flot sanguin est rapidement compromis et cause des dommages ischémiques.
Au niveau cardiaque, une interruption soudaine du flot sanguin suivant la perturbation d’une
plaque d’athérosclérose meénera rapidement les cellules épicardiques en ischémie, puis en
nécrose (Crowther 2005).

De plus, comme mentionné précédemment, on observe une néovascularisation dans
certaines plaques avancées. Les hémorragies intraplaque sont possiblement dues a la rupture
de ces petits vaisseaux sanguins qui ont proliféré au sein des 1ésions (Lusis 2000, Crowther
2005).

Les complications cardiovasculaires susmentionnées découlant de 1’athérosclérose ont
toute une composante inflammatoire importante. Cela est di aux enchainements de stimuli pro-
inflammatoires et plus particuliérement, a la perte d’équilibre entre les mécanismes atténuant
I’inflammation et la sécrétion de médiateurs inflammatoires par les cellules immunitaires (Back

etal., 2019).
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1.1.3.2. Réponse inflammatoire
1.1.3.2.1. Role de ’immunité innée/adaptative

Le systéme immunitaire se divise en deux branches. D’une part, I'immunité innée,
constituée de barriéres physiques, de cellules immunes telles les macrophages et cellules
dendritiques, et d’autre part, 'immunité adaptative, dotée d’une réponse humorale et mémoire
immunologique médiée par les lymphocytes B, et d’une réponse cellulaire dirigée par les
lymphocytes T (Parham et al., 2015).
Les principales cellules de I’immunité innée sont impliquées dans la réponse inflammatoire
aigu€. Les premieres d’entres elles a coloniser le site endommagg, les neutrophiles, sont des
granulocytes qui vont ¢éliminer les agents pathogénes en libérant des médiateurs comme des
especes réactives de I’oxygene et des pieges extracellulaires a neutrophiles (neutrophil
extracellular trap, NET) (Rosales 2018). En fonction de leur phénotype, les macrophages
contribuent fortement a la réponse immune innée inflammatoire, mais également a sa
résolution. Leur microenvironnement va influencer leurs fonctions immunologiques. En effet,
selon les stimuli, les macrophages jouent des roles aux antipodes, soit M1 — inflammatoire, ou
M2, anti-inflammatoire. Toutefois, cette vision simplifiée des diverses fonctionnalités des
macrophages ne reflete pas leur plasticité in vivo (Allahverdian ef al., 2012, Moore et al., 2013,
Martinez et al., 2014). Une caractérisation plus exhaustive de ces cellules est faite au point 1.3.
Les cellules natural killer font partie des cellules effectrices de I'immunité innée. Elles
produisent de I’'IFNy de fagon précoce en situation inflammatoire et induisent également la
nécroptose de cellules infectées en libérant des enzymes comme la perforine et la granzyme, et
des cytokines inflammatoires, dont le facteur de nécrose tumorale alpha (tissue necrosis _factor
alpha, TNFa) (Selathurai et al., 2014). Un autre type cellulaire est la cellule dendritique qui

fait le pont entre I’immunité innée et 'immunité acquise. Les cellules dendritiques sont

43



présentes dans les organes lymphoides et les tissus périphériques ou ils vont stimuler les
lymphocytes T naifs de 'immunité acquise en tant que cellules présentatrices d’antigeénes
exprimant le complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe II (CMH-II) (Chistiakov et al.,
2014). Plusieurs cellules immunitaires expriment des récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires (pattern recognition receptor, PRR), dont font partie les foll-like receptor (TLR)
et les SR qui vont reconnaitre et permettre d’éliminer ces molécules de danger. Dans
I’athérosclérose, la réponse inflammatoire de I’immune innée va endommager I’hote si elle
n’est pas contrdlée. Cette inflammation est considérée comme stérile, puisqu’elle est due a des
DAMP par opposition aux PAMP, bien que ceux-ci contribuent certainement a la progression
de la maladie (Seneviratne et al., 2012). Dans un contexte d’athérosclérose, plusieurs DAMP
endogénes contribuent a la pathogenése par I’activation du systéme immunitaire innée,
notamment les cristaux de cholestérol et produits d’oxydation, comme les LDLox. La détection
des épitopes spécifiques a 1’oxydation de ces molécules se fait par les PRR des cellules de
I’immunité innée. Des épitopes spécifiques a I’oxydation sont constamment générés lorsque les
molécules de LDL sont oxydées et lorsque des cellules meurent dans 1’intima des vaisseaux.
Les PRR des macrophages, les récepteurs éboueurs CD36 et SR-A, vont reconnaitre les
épitopes spécifiques a I’oxydation exprimeés par des cellules apoptotiques et débris cellulaires
et les phagocyter (Miller et al., 2011, Witztum et al., 2014).

La réponse immune adaptative a deux volets. La voie humorale médiée par les lymphocytes
B, et la voie cellulaire médiée par les lymphocytes T. Leur réponse est induite par la
reconnaissance de différentes structures moléculaires par les récepteurs des lymphocytes. Sur
les lymphocytes B, ces récepteurs sont les immunoglobulines, tandis que sur les lymphocytes

T, ce sont les récepteurs des cellules T (Galkina et al., 2009, Parham et al., 2015).
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L’immunité acquise joue également un role dans D’athérogénése. Bri¢vement, le
recrutement des lymphocytes T au sein d’un endothélium dysfonctionnel est médié par la
reconnaissance de chimiokines que sécrétent les cellules vasculaires. Tout comme les
macrophages, les lymphocytes T peuvent adopter différents phénotypes selon le stimulus. Dans
un contexte d’athérosclérose, les principaux lymphocytes impliqués sont les cellules T
auxiliaires (T helper, Th) et les T régulateurs (Treg) qui expriment le marqueur cluster de
différenciation 4 (CD4). Une premiére activation de ces cellules a lieu dans la lymphe et dans
les organes lymphoides secondaires, suivant la présentation d’antigene par d’autres cellules
immunitaires comme les cellules dendritiques. De 13, les lymphocytes vont pénétrer dans les
1ésions via divers récepteurs aux chimiokines. Le principal phénotype retrouvé dans les plaques
humaines et murines est les lymphocytes T auxiliaires de type I (Th1l). Ces lymphocytes vont
sécréter des médiateurs pro-inflammatoires, dont les cytokines IFNy et TNFa, mais également
des chimiokines, dont le ligand du cluster de différenciation 40 (CD40L). Bien que le
phénotype Treg soit davantage athéroprotecteur étant donné leur sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires interleukine 10 (IL-10), I’effet net des lymphocytes T CD4" promeut
I’athérogénese (Hansson et al., 2006, Tabas ef al., 2017). Tout comme une réponse immune
innée persistante va endommager 1’hote, la suractivation du systeme adaptatif dans
I’athérosclérose a le potentiel de dégrader les tissus.

Bref, des dommages cellulaires dus a des stimuli endogeéne ou exogéne vont induire une
réponse inflammatoire par le systétme immunitaire qui peut s’aggraver en inflammation

chronique, comme dans 1’athérosclérose, si elle n’est pas résolue (Witztum et al., 2014).

45



1.1.3.2.2. Inflammation chronique

Comme mentionné précédemment, 1’accumulation de cristaux de cholestérol et d’acides
gras libres dans les macrophages et autres cellules immunitaires sont d’importants stimuli
inflammatoires dans I’athérosclérose. Cependant, de nombreuses autres molécules au sein des
1ésions athérosclérotiques sont pergues par les phagocytes comme des DAMP, dont les corps
nécrotiques, les produits de la dégradation de la matrice extracellulaire et les heat shock
proteins (Zimmer et al., 2015). De surcroit, la motilit¢ des macrophages est compromise dans
I’espace sous-endothélial due a la présence de matrice extracellulaire synthétisé¢ par
I’endothélium et les cellules musculaires lisses. En conséquence, leur capacité a reconnaitre et
a ¢éliminer efficacement les cellules en apoptose, soit I’efférocytose, est réduite. En situation
physiologique, la production de cytokines et autres médiateurs inflammatoires a pour ultime
objectif de recruter des cellules immunitaires afin de contrdler I’inflammation et de favoriser
la réparation tissulaire. Ces mécanismes, €troitement régulés, ne fonctionnent pas de fagon
optimale aux sites de formation des lésions athérosclérotiques. L’enchainement de cascades
inflammatoires non résolues qui en découle contribue a la progression des athéromes, ce qui
fait de ’athérosclérose une maladie inflammatoire chronique (Ross 1999, Lusis 2000, Libby
2002).

En effet, de nombreuses voies de signalisation vont nourrir I’inflammation stérile dans
’athérosclérose. L’expression de VCAM-1 par I’endothélium dysfonctionnel augmente le
recrutement de monocytes et lymphocytes T; les monocytes recrutés sécretent alors des CCL-
2 qui contribuent au recrutement et a I’activation d’autres leucocytes et au recrutement et a la
prolifération de cellules musculaires lisses au sein de I’intima (Deshmane ez al., 2009). De plus,
puisque les cellules endothéliales et macrophages ont une augmentation de 1’expression et de

I’hétérogénéité des TLR et SR, I’activation de ces récepteurs va a son tour nourrir une multitude
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de cascades intracellulaires inflammatoires. Les ligands des TLR sont nombreux, incluant
plusieurs PAMP, mais également des molécules endogenes comme les heat-shock proteins et
le LDLox qui lient le complexe cluster de différentiation 14 (CD14) — toll-like receptor 4
(TLR4) et activent les voies de nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NF-«xB) et mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Stewart et al., 2010). Ces cascades
induisent la traduction de génes codants pour d’autres médiateurs inflammatoires, qui a leur
tour vont s’accumuler dans 1’athérome. La résultante, une augmentation de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires tels IL-1, IL-6 et TNFa par les macrophages, cellules
musculaires lisses et cellules endothéliales, va favoriser I’augmentation de la perméabilité
vasculaire, la sécrétion de chimiokines comme CCL-2 et CCL-5 qui permettent le recrutement
de monocytes a 1’endothélium, I’activation du phénotype classique inflammatoire des
macrophages, en plus de stimuler directement les voies de NF-kB et MAPK (Hansson ef al.,
2006, Galkina et al., 2009). Quant a I’activation de l'inflammasome, il requiert 2 signaux. Le
premier stimulus est un amorgage et consiste en 1’activation de la voie NF- kB via les PRR,
tandis que le deuxieme va induire I’assemblage et I’activation de la cascade de I’inflammasome
NLRP-3, qui a son tour active la caspase-1 et la relache d’IL-1B (Kelley et al, 2019). Les
signaux activateurs sont nombreux et inclus les flux ioniques et les especes réactives de
I’oxygene. Les ligands et voies de signalisation des SR, plus particulierement du CD36 qui est
fortement exprimé par les macrophages, sont détaillés au point 1.4.

Plusieurs autres marqueurs inflammatoires sont présents dans la plaque, dont la forme
soluble du CD40L (sCD40L) (Schonbeck et al., 2000), I’interleukine 18 (IL-18), I’interleukine
12 (IL-12) (Lee et al., 1999) et I'IFNy (Gupta ef al., 1997). Ces médiateurs jouent divers roles

dans la mitogéneése, la synthése de matrice extracellulaire, ’angiogenése et le développement
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de cellules spumeuses en agissant notamment sur les lymphocytes T, macrophages et cellules
musculaires lisses (Crowther 2005).

Cependant, les cellules immunitaires sécretent également des cytokines et chimiokines anti-
inflammatoires, comme les interleukines 4 (IL-4), IL-10 et interleukine 13 (IL-13), dans le but
de résoudre I’inflammation et réparer les tissus nécrosés (Mallat et al., 1999, King et al., 2002,
Cardilo-Reis et al., 2012, Moore et al., 2013). Toutefois, le débalancement et la dysfonction
des mécanismes de clairance des cellules apoptotiques, DAMP et PAMP sont tels que les

1ésions d’athéroscléroses progressent malgré tout.

1.2. Métabolisme des lipides

Le cholestérol est une composante essentielle des membranes cellulaires, en plus d’étre une
source d’énergie importante. Il est aussi le précurseur des stéroides, acides biliaires et vitamine D
(Berg et al., 2002). Chez ’homme, pres de 75% du cholestérol est synthétisé par les cellules et est
stocké sous sa forme estérifi¢e, alors que 25% proviennent de la dicte. Le cholestérol est transporté
dans la circulation sanguine par des lipoprotéines. Celles-ci sont formées d’un cceur hydrophobe
riche en esters de cholestérol et triglycérides et d’une couche de phospholipides, cholestérol libre
et apolipoprotéines. La densité des lipoprotéines est en lien avec leur contenu en lipides : les
lipoprotéines de faible densité ont une grande quantité de triglycérides, tandis que celles de haute
densité sont plutot riches en cholestérol estérifié. Ainsi, plusieurs sous-classes de lipoprotéines co-

existent dans 1’organisme (Ogedegbe ef al., 2001, Berg et al., 2002).
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(Rader et al., 2008)

1.2.1. Lipoprotéines

La proportion de cholestérol provenant de la di¢te est sécrétée dans la circulation sanguine

depuis les entérocytes de 1’intestin par la formation de chylomicrons de faible densité riches en

triglycérides. Ces derniers expriment a leur surface les apolipoprotéines B48, E et C. Les

chylomicrons seront ensuite hydrolysés dans la circulation sanguine par la lipoprotéine lipase

(LPL) (Mulder et al., 1993). Cette derniere est d’abord synthétisée, puis sécrétée par les myocytes

et adipocytes dans la circulation sanguine (Dallinga-Thie et al., 2010). La LPL lie ensuite les

protéoglycanes aux sulfates d’héparane a la surface apicale des cellules de I’endothélium et va lier

puis hydrolyser les lipoprotéines riches en triglycérides. Les acides gras alors libérés vont se lier a

une molécule d’albumine afin d’étre acheminés dans les muscles et adipocytes et €tre internalisés

par le récepteur CD36. Les chylomicrons remnants seront internalisés dans le foie via les récepteurs
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aux LDL et les lipoprotein receptor-related protein (LRP) exprimés par les hépatocytes (Cooper
1997). La digestion des chylomicrons remnants dans des lysosomes va libérer le cholestérol libre
qui sera utilisé pour former la membrane lipidique des cellules. Les molécules de cholestérol
estérifiées et les triglycérides vont alors former les lipoprotéines de trés faible densité (very low
density lipoprotein, VLDL) au niveau du foie. Les VLDL ainsi formées n’exprimeront plus
I’apoB48, mais plutot I’apoB100. De retour dans la circulation, les VLDL peuvent retourner au
foie via les LRP pour étre digérés a nouveau, étre soumis a I’action de LPL dans la circulation
sanguine et devenir des LDL, ou encore échanger des molécules avec des HDL et devenir des
lipoprotéines de densité intermédiaire (intermediate density lipoprotein, IDL) (Rader et al., 2008).
Ce mécanisme est décrit au point 1.2.1.2. Les LDL, qui expriment seulement 1’apoB100, peuvent
étre a nouveau internalisées dans le foie ou encore s’accumuler dans les tissus périphériques. Dans
la pathologie d’athérosclérose, ces lipoprotéines s’accumulent dans les parois vasculaires,
principalement sous la forme de LDLox. Les voies de signalisation du LDLox sont décrites au
point suivant. Quant aux IDL, elles sont trés rapidement internalisées par les LDLR du foie ou
hydrolysées par la LPL et forment a leur tour des LDL riches en cholestérol estérifié (Ogedegbe et

al., 2001, Berg et al., 2002).

1.2.1.1. LDL modifié

Les LDL provenant de ’hydrolyse des VLDL et IDL peuvent subir plusieurs modifications
différentes dans la circulation sanguine et au sein des tissus périphériques. Les LDL peuvent étre
notamment étre oxydées, acétylées, glycolysées ou carbamylées (Alique et al., 2015). Les 8 classes
de récepteurs €boueurs, A a H, peuvent se lier aux diverses formes de LDL modifiées (Goyal et

al., 2012). Par exemple, les LDL natifs peuvent se lier aux récepteurs éboueurs de classe B, alors
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que les LDL acétylées lient les classes A et B, ce qui inclus le CD36. Bien que plusieurs formes de
LDL modifiées existent, ce sont les LDLox qui contribuent le plus a I’athérogénése. Cette forme
lie principalement les sous-classes SR-A, CD36 et LOX-1. Les macrophages expriment ces 3
récepteurs, tout comme les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et plaquettes. Il a
été démontré que les modifications affectant 1’apoB100 des LDL vont inhiber leur capacité de se
lier au LDLR, compromettant ainsi leur clairance (Alique et al., 2015). La présence de radicaux
libres et d’hydropéroxydes formés par les lipoxygénases dans la circulation et au sein de 1’espace
sous-endothélial va permettre 1’oxydation rapide des LDL natifs. La glycolysation des LDL va
¢galement modifier I’apoB100 et ainsi empécher leur liaison au LDLR (Kattoor ef al., 2017). Les
récepteurs CD36 et SR-A des macrophages de la plaque vont rapidement internaliser ce LDLox et
devenir par la suite des cellules spumeuses. De plus, la reconnaissance de LDLox par le CD36 joue
le role de signal proximal qui induit P’activation du complexe TLR4-TLR6 exprimé par les
macrophages. L’activation de cet hétérodimére régule en partie la transcription de pro-IL-1P et
CCL-5 par I’activation des voies inflammatoires dépendantes des myeloid differentiation primary
response protein (MyD88) et TIR domain-containing adaptor protein-inducing interferon  (TRIF)
(Stewart et al., 2010). L’activation des hétérodimeres TLR2/1 et TLR2/6 qui stimulent la voie
inflammatoire de NF-kB et ainsi la production des cytokines inflammatoires IL-1b, TNFa, IL-6,
IL-12 et [FNy, va augmenter la capacit¢ du CD36 a internaliser les LDLox et a phagocyter les

cellules apoptotiques (Park 2014). Les voies de signalisations du CD36 sont décrites au point 1.6.2.

1.2.1.2. HDL

Egalement appelés bon cholestérol, les HDL forment une population hétérogéne

contenant peu de lipides, mais riche en apolipoprotéines I (apoA-I) et II (apoA-II). Il y a d’abord
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des HDL naissantes riches en apoA-I qui sont sécrétées par le foie et les entérocytes ou produites
par I’hydrolyse des chylomicrons et VLDL dans la circulation sanguine. C’est via sa liaison a
I’apoA-I que le cholestérol libre va s’accumuler dans les HDL qui vont devenir matures sous
I’effet de I’enzyme lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT) dont le role est d’estérifier le
cholestérol libre. La composition des HDL change constamment sous 1’effet de la protéine de
transfert de cholestérol estérifié (cholesteryl ester trans protein, CETP) et de la lipase hépatique
(Ogedegbe et al., 2001, Berg et al., 2002). Le cholestérol contenu dans les HDL va retourner
dans le foie pour se lier aux récepteurs SR-B1 des hépatocytes, ou encore via CETP qui va
permettre 1’échange de triglycérides de HDL matures contre du cholestérol estérifi¢. De plus, les
hépatocytes, les entérocytes et les macrophages des tissus périphériques expriment le transporteur

ABCA-1 qui permet I’efflux de cholestérol et enrichit les HDL en cholestérol.

1.2.1.3. Lp(a)

Tres semblables aux LDL, les Lp(a) sont également constituées d’esters de cholestérol et
d’apoB100, mais possedent toutefois I’apoA(Orso ef al., 2017). Le role des Lp(a) est peu connu en
condition physiologique; elles participeraient toutefois a la réparation tissulaire en s’accumulant
au niveau d’un endothélium endommagé et en se liant a la chimiokine CCL-2 qui va attirer des
monocytes. Les Lp(a) peuvent subir des modifications dans la circulation et exprimer des épitopes
spécifiques a I’oxydation qui seront reconnus comme des DAMP par les PRR des cellules de
I’immunité innée. Tout comme les LDLox, les Lp(a) modifiés vont activer des voies de
signalisations comme NF-kB et MAPK, ce qui perpétue I’état inflammatoire observé dans la

pathologie d’athérosclérose.
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1.2.2. Apolipoprotéines

Il y a quatre principaux sous-types d’apolipoprotéines : A, B, C et E (Ogedegbe et al., 2001).
Les apoA des HDL agissent notamment comme co-facteur de la LCAT et permettent la
reconnaissance du récepteur hépatique SR-B1. De plus, les apoA vont se lier aux transporteurs
ABCA-1 des macrophages et permettre 1’efflux de cholestérol libre hors de ces leucocytes. L’apoB
existe principalement sous deux formes. Les apoB48 produites par 1’intestin sont exprimées par les
chylomicrons tandis que les apoB100 sont produites par le foie et sont associées aux VLDL, IDL
et LDL. Les apoB agissent comme ligand pour les LDLR et LRP, ce qui permet 1’internalisation
de ces lipoprotéines par le foie. L’apoC va moduler le métabolisme des VLDL et chylomicrons en
agissant sur les enzymes LPL, LCAT et CETP. Entre autres, I’apoC-I inhibe 1’internalisation des
VLDL par les récepteurs hépatiques, 1’apoC-II active la LPL tandis que 1’apoC-III inhibe la
lipolyse des lipoprotéines par la LPL. Finalement, I’apo joue un role dans le transport et I’échange
de lipides en agissant comme ligand pour les interactions avec les autres lipoprotéines. L’apo
interagit avec les heparan sulfate proteoglycans (HGPG) qui permettent la liaison et le transfert
des lipides vers plusieurs récepteurs incluant les LDLR, LRP et récepteur aux VLDL (Huang et al.,
2014). Dr’ailleurs, la délétion du geéne codant pour P’apo génére un modele de souris

hypercholestérolémique (Buzello ef al., 2003).

1.3.Traitements actuels et en développement

Etant donné les fardeaux économiques et sociaux qui découlent des maladies CV dérivant de
I’athérosclérose, de nombreux traitements ont été développés au fil des années dans le but de

réduire le risque d’évenements cardiovasculaires indésirables. Une description sommaire de
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quelques thérapies actuellement disponibles ou en développement suit. L.’accent a été mis sur les

différentes cibles moléculaires de ces traitements.

1.3.1. Inhibiteurs de la synthése du cholestérol

Les inhibiteurs de I’hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A réductase (HMGCR), plus connus
sous le nom de statines, ont les effets anti-athérosclérotiques les mieux documentés dans la
littérature (Endo 2010). Les statines vont empécher la conversion de 1’hydroxyméthylglutaryl-
coenzyme A (HMG-CoA) en acide mévalonique, un précurseur du cholestérol. La
concentration de cholestérol intracellulaire est alors diminuée, ce qui a comme conséquence
d’activer les SREBP, une famille de facteurs de transcription qui augmente 1’expression
génique des LDLR. Cela se traduit par une augmentation de 1’expression du récepteur a la
membrane, ce qui permet une clairance accrue du cholestérol endogéne, mais également
provenant de la dicte (Stancu et al., 2001). La diminution des LDL circulants est associée a une
diminution des évenements cardiovasculaires indésirables découlant de I’accumulation de
dépots lipidiques dans I’intima des vaisseaux, mais également a une diminution de la mortalité
(Istvan et al., 2001). Plus récemment, il a ét€¢ découvert que les effets des statines vont au-dela
de la réduction des lipides sanguins. En effet, il a été démontré que les statines diminuent
également D’inflammation vasculaire en augmentant la sécrétion de cytokines anti-
athérosclérotiques telles 1’IL-4 et I’IL-10, et en diminuant celle de cytokines athérogéniques
comme IL-6, IFNy, TNFa et CCL-2 (Schonbeck et al., 2004, Crowther 2005). De plus, les
statines réduisent la sécrétion et 1’activité des métalloprotéinases matricielles par les cellules
musculaires lisses vasculaires et macrophages (Luan ef al., 2003), réduisent la taille des noyaux

nécrotiques et I’inflammation locale dans la plaque (Newby et al., 2009). Malgré les effets
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bénéfiques énumérés dans la littérature, il reste qu’une proportion de patients ne bénéficient
pas de traitements par les inhibiteurs de ’HMGCR. Des études ont démontré que la résistance
au traitement peut étre due a des polymorphismes d’un ou plusieurs geénes, ou encore a la
combinaison avec d’autres médicaments. De plus, plusieurs patients sont intolérants aux
statines, car ils développement des effets secondaires qui ne permettent pas d’atteindre des
doses suffisamment élevées de statines pour diminuer les taux de LDL sanguins sous le seuil
optimal (Reiner 2014). En effet, les statines bloquent une multitude de voies de signalisation,
d’ou le risque de développer des effets secondaires graves, dont la myopathie (atrophie
musculaire évolutive) (Fernandez ef al., 2011). Le phénomeéne d’isoprénylation des protéines,
une modification post-translationnelle essentielle a 1’association de plusieurs protéines avec la
membrane cellulaire, est notamment altéré (Greenwood et al., 2006). De plus, la diminution
des taux circulants de LDL seule n’élimine pas le risque de développer des maladies CV, il faut

également réduire significativement 1’inflammation.

1.3.2. Inhibiteurs de la dégradation du récepteur au LDL

D’autres thérapies développées plus récemment visent également a réduire les taux
circulants de LDL. Une nouvelle cible d’intérét est la convertase PCSK9. Suivant son
autoclivage, la convertase PCSK9 maintenant activée lie le LDLR (Bottomley et al., 2009). Ce
complexe est ensuite internalisé dans une vésicule riche en clathrine et subséquemment dégradé
dans des lysosomes. Lorsque des anticorps lient la PCSK9, les LDLR sont libres de lier le LDL.
Le complexe LDLR/LDL est alors internalisé, puis dissocié¢ dans des endosomes : le LDL sera
dégradé dans des lysosomes alors que le LDLR sera recyclé a la membrane. En effet, les
patients atteints d’une mutation causant une perte de fonction de PCSK9 présentent une

hypocholestérolémie. Comme c’est le cas pour les statines, cette réduction du cholestérol
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sanguin réduit le risque de développer une maladie CV. Des anticorps contre PCSK9 ont donc
été développés dans le but de limiter ’internalisation et la dégradation des LDLR. Cette
thérapie s’avére efficace, puisque 1’augmentation de 1’expression de LDLR a la surface
cellulaire augmente la clairance des LDL circulants au niveau du foie (Soutar et al., 2007).
Toutefois, des études couvrant un large horizon temporel doivent étre menées pour comparer
les bénéfices de ces anti-PCSK9 par rapport aux statines. En effet, les colits de fabrication
d’anticorps restent plus ¢élevés que pour de petites molécules de synthése, et un des effets
secondaires les plus fréquents est une réaction cutanée au site d’injection. Bien que peu

rapportés, des effets adverses neurocognitifs sont également possibles (McKenney 2015).

1.3.3. Anti-inflammatoires

La voie des récepteurs activés par les PPAR fait partie des cibles d’intéréts pour le
développement de thérapies anti-athérosclérotiques (Moreno et al, 2004). La forme
endothéliale, PPARa, est connue pour inhiber I’expression de molécules d’adhérence (dont
VCAM-1) et augmenter la libération de NO, ce qui diminue donc I’internalisation de LDL et
le recrutement de leucocytes tels les macrophages. Le récepteur PPARY est quant a lui exprimé
par de nombreuses cellules, incluant les cellules endothéliales, cellules musculaires lisses,
macrophages et lymphocytes T. L’activation de cette voie promeut plusieurs activités anti-
athérogéniques : augmentation de la synthese et relache de NO, réduction du recrutement de
lymphocytes T, diminution de I’angiogenése, inhibition de la migration des cellules
musculaires lisses, réduction de I’expression de métalloprotéinases matricielles et
augmentation du transport inverse du cholestérol (Crowther 2005). Toutefois, les études
cliniques menées jusqu’a ce jour se sont soldées par un échec thérapeutique. Une large étude

clinique portant sur les thiazolidinedione, des ligands synthétiques du PPARYy, a révélé des
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effets secondaires tels que la rétention de fluide et un risque d’oedéme périphérique di a

I’augmentation de la perméabilité endothéliale (Ehara et al., 2004).

1.4. Contribution des macrophages dans I’athérosclérose

Modified receptor
presentation and signaling

Figure 2 — Voies de signalisation des macrophages dans 1’athérosclérose

(Weber et al., 2011)
1.4.1. Hétérogénéité des monocytes
Comme mentionné précédemment, les monocytes sont les précurseurs des macrophages
s’accumulant dans I’espace sous-endothélial en situation inflammatoire. Tout comme les
macrophages, les monocytes forment une population hétérogéne et jouent un rdle dans

I’initiation et la progression des 1ésions d’athérosclérose (Nagenborg et al., 2017).

57



Chez I’homme, les sous-types de monocytes sont classés en fonction de leur expression de
CD14 et cluster de différenciation 16 (CD16) (Passlick et al., 1989). Le CD14 est une protéine
accessoire qui est nécessaire a la reconnaissance des lipopolysaccharides (LPS) de la membrane
des bactéries par le complexe TLR4-myeloid differentiation factor 2 (MD?2) qui active la voie
inflammatoire précoce de NF-xB via MyD88 qui a son tour active les interleukin-1 receptor-
associated kinases (IRAK) (Akira et al., 2004). Plus tardivement, I’internalisation du complexe
TLR4-CD14-MD2 par endocytose dans des endosomes va augmenter la transcription de génes
codant pour les interférons de type 1 comme les IFNo/p via la voie dépendante de translocation
associated membrane proteins (TRAM) et TRIF (Akira et al., 2004). Quant au CD16, il s’agit
d’un récepteur aux immunoglobulines G (IgG) qui contréle la cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps de I’immunité acquise (Yeap et al, 2016). 1l y aurait
d’ailleurs une association entre la vulnérabilité des athéromes et la présence de monocytes
CD16" puisque ceux-ci sécrétent des médiateurs pro-inflammatoires, énumérés plus bas, et des
métalloprotéinases matricielles qui contribuent a dégrader la chape fibreuse (Nagenborg et al.,
2017).

Il existe 3 sous-types de monocytes chez ’homme : les classiques expriment fortement
CD14, mais peu CD16 (CD16°CD14™"), les intermédiaires expriment les 2 (CD16°CD14") et
les non-classiques (ou alternatifs) expriment davantage CD16 que CD14 (CD16"CDI14")
(Geissmann et al., 2003). Il existe des formes analogues aux monocytes classiques et non
classiques chez la souris, selon leur expression de I’antigéne lymphocytaire 6C (Ly6C) et des
récepteurs aux chimiokines CCR-2 et CX3CR-1 . Bien que les monocytes murins aient des
similitudes phénotypiques avec leurs homologues humains, leurs réles et fonctions différent

(Geissmann et al., 2003)
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La forme classique CD16°CD14"" dérive des cellules souches hématopoiétiques de la
moelle osseuse (Fogg et al., 2006) et compose la majorité des monocytes dans la circulation
sanguine (80-90%) (Auffray et al., 2009). Leur émigration de la moelle est stimulée par
I’interaction de leur récepteur CCR-2 et ses ligands CCL-2 et chimiokine motif c-c ligand 7
(CCL-7), alors que leur maturation dépend du M-CSF (Kratofil et al., 2017). Ils expriment les
récepteurs aux chimiokines de type CC 2 (CCR-2), CXC 1 (CXCR-1), CXC 2 (CXCR-2) et
CXC 4 (CXCR-4) (Nagenborg et al., 2017), mais pas CX3C (CX3CR-1) (Auffray et al., 2009).
Les monocytes classiques humains jouent un réle important dans la réponse antimicrobienne
en tant que phagocytes. Conséquemment, ils expriment fortement des MPO et récepteurs
éboueurs comme le CD36 afin d’éliminer efficacement les cellules infectées (Nagenborg et al.,
2017). La forme équivalente chez la souris, Ly6CM$"CCR2MECX3CR 1'%, migre dans I’espace
sous-endothélial en utilisant ses récepteurs aux chimiokines CCR-2 et CCR-5 qui vont
reconnaitre les ligands CCL-2 et CCL-5 que sécretent les cellules endothéliales activées (Tacke
et al., 2007, Karlmark et al., 2009). Ces monocytes classiques s’accumulent davantage que les
non-classiques au niveau des 1€sions athérosclérotiques, ce qui fait d’eux les précurseurs de la
majorité des macrophages retrouvés dans 1’intima au début de la pathologie. En plus de leurs
propriétés antimicrobiennes, ils sont pro-inflammatoires puisqu’ils libérent de larges quantités
de TNFa, IL-1 et iNOS, ce qui leur confere un profil de sécrétion différent des monocytes
classiques retrouvés chez I’homme (Auffray ef al., 2009). De plus, des études in vitro ont
démontré que les monocytes pro-inflammatoires CCR2M#" peuvent changer leur phénotype
sous I’action des cytokines IL-4 et IL-10 et exprimer CX3CR-1, devenant ainsi des monocytes
activés alternativement (Dal-Secco et al., 2015).

Les monocytes intermédiaires CD16"CD14 " représentent une forme transitoire jouant a la

fois un rdle anti-inflammatoire par leur sécrétion d’IL-10, mais également pro-inflammatoire
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par leur production d’espéces réactives de I’oxygeéne et cytokines inflammatoires (Wong et al.,
2011, Nagenborg et al., 2017) Ils expriment les récepteurs aux chimiokines CCR-1, CCR-2 et
CCR-5, mais également le CMH-II qui promeut 1’activation des Thl. Ils ont toutefois une
capacité phagocytaire moindre que les monocytes classiques(Nagenborg et al., 2017)

Quant aux monocytes non classiques CD16"CD14", ils expriment fortement CX3CR-1,
mais peu CCR-2 (Tacke et al., 2007). Ils expriment également le CHM-II a leur surface. Ces
monocytes patrouillent constamment les parois vasculaires artérielles et jouent un rdle dans la
réponse inflammatoire initiale et transitoire par leur sécrétion d’espéces réactives de 1’oxygene.
La forme analogue chez la souris, Ly6C°*CCR2°*CX3CRI1"&" participe a la réparation
tissulaire (Geissmann et al., 2003). Contrairement aux monocytes classiques qui vont adhérer
fermement a I’endothélium, les monocytes murins non classiques n’expriment pas la sélectine-
L, mais seulement I’intégrine LFA-1 qui va se lier aux molécules ICAM-1 de I’endothélium
(Auffray et al., 2009). De plus, leur migration dans la plaque requiert une interaction entre
CCR-5 et son ligand sécrété par les cellules endothéliales, la CCL-5 (Karlmark et al., 2009).

En condition homéostasique stable, il a été avancé que les monocytes Ly6C"e seraient les
précurseurs des monocytes Ly6C®™ dans la moelle osseuse et le sang (Yona et al., 2013).
Toutefois, d’autres études supportent plutot 1’hypothése qu’ils dériveraient de précurseurs
indépendants (Carlin et al., 2013). On trouve également dans la pulpe rouge de la rate un
réservoir de monocytes classiques (Swirski et al., 2009). Leur émigration vers la circulation
sanguine, de méme que leur recrutement au site inflammatoire, se produit sous ’effet de

I’angiotensine-II locale et de la CCL-7 sécrété par les lymphocytes B (Nagenborg ef al., 2017).

60



1.4.2. La polarisation des macrophages dans I’athérosclérose

Les macrophages font partie des principales cellules phagocytaires dans la pathologie
d’athérosclérose (Schrijvers et al., 2007). Effectivement, ils vont faire la clairance des agents
pathogenes et autres produits toxiques comme le LDLox présent dans leur environnement, mais
ils vont également médier I’efférocytose, c’est-a-dire internaliser puis métaboliser les cellules
apoptotiques (Korns ef al., 2011). Bien que les macrophages retrouvés au sein des plaques
dérivent principalement des monocytes sanguins recrutés au site d’un endothélium
dysfonctionnel (Gordon ef al., 2005), un autre type de macrophage réside dans les tissus. Ces
derniers vont adopter des phénotypes trés différents de ceux dérivés des monocytes. Ils vont
par exemple former la microglie au niveau du systéme nerveux central, ou encore des cellules
de Kupffer au niveau du foie (Geissmann et al., 2010). On les retrouve également au niveau de
la couche adventice des artéres ou ils participent a I’endocytose de pathogenes (Willemsen et
al., 2020).

C’est au sein de 1’espace sous-endothélial que les monocytes sanguins vont se différencier
en macrophages exprimant 1’antigéne F4/80 et la tyrosine kinase Mer (Mer tyrosine kinase,
MerTK) (Koltsova et al., 2013) sous I’effet du M-CSF. Au fils des années, de nombreuses
¢tudes ont permis de déterminer les effets de divers médiateurs sur la différenciation des
monocytes en macrophage pro-inflammatoire M1, ou anti-inflammatoires M2, dans un
contexte d’athérosclérose. Bien qu’il ait d’abord été avancé que les M1 dérivent des monocytes
Ly6Chigh et les M2 des Ly6C'®%, la découverte d’autres phénotypes a révélé la plasticité
complexe des macrophages (Jakubzick et al., 2017).

D’une part, les monocytes Ly6C™&" qui s’accumulent aux sites inflammatoires peuvent non
seulement se différencier en macrophages, mais également en cellules dendritiques

présentatrices d’antigénes (Geissmann et al., 2003). Les dyslipidémies peuvent également

61



induire la polarisation des monocytes Ly6C'°" en cellules dendritiques et inhiber leur migration
vers les organes lymphoides, ce qui favorise leur séquestration périphérique (Weber et al.,
2011).

La différenciation des monocytes Ly6C"&" en macrophage M1 se produit sous 1’effet de
stimuli microbiens comme les LPS ou par les cytokines IFNy et TNFa. (Mosser 2003).
L’activation alternative des macrophages va plutot les polariser en un sous-type anti-
inflammatoire. D’abord qualifiés simplement de M2, des études additionnelles ont plutot
caractérisé 3 principales sous-classes chez ’homme: M2a, M2b et M2c (Martinez et al., 2014).
Un macrophage stimulé par IL-4 et IL-13 aura un phénotype M2a, alors que la stimulation par
des complexes immuns et ligands des TLR va plutdt activer les macrophages sous le phénotype
M2b. La polarisation en M2c est quant a elle induite par I'[L-10, le TGFB ou les
glucocorticoides (Mosser 2003).

Etant donné la composition dynamique des plaques d’athéroscléroses, les macrophages sont
constamment soumis a un éventail de médiateurs qui vont moduler leur phénotype. Ainsi, il
n’existe pas seulement des macrophages M1 ou M2, mais également diverses variétés ayant
des caractéristiques associ€es a plus d’un phénotype.

Les roles des classes de macrophages précédemment énumérés sont décrits aux points

suivants.

1.4.3. Phénotypes des macrophages dérivés des monocytes
Les macrophages couvrent un large spectre de fonctions qui sont aux antipodes. En effet,
la vision simplifiée montre d’une part le phénotype M1 qui contribue a I’inflammation en

sécrétant des médiateurs et en phagocytant les pathogenes, ce qui promeut la croissance et la
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rupture des plaques, et d’autre part, le sous-type M2 qui participe a la résolution des lésions,

I’immunorégulation, le transport inverse du cholestérol et I’efférocytose (Mosser et al., 2008).

INTRINSIC TRIGGERS MO0 macrophages
- ﬁ_ 0.0 - COMPLEMENT T4
in vitro TRIGGERS -====="""%
PS rd
g, + O
rs
2 \

M1 macrophages M2 macrophages\/

MHC-II *\_& L
ROS
iNOSO )

—— ‘ CD206/MR

CD40 CD163

CD36
W12 | TNFa | JL6 ) ILdb | MCP fr(;m) (0} Q’ﬂ.ﬁ’) (1‘;1:}:} ('ll:é)

s~

PRO-INFLAMMATORY ANTI-INFLAMMATORY
MICROBICIDAL APOPTOTIC CELLS CLEARANCE

PATHOGEN KILLING HIGH PHAGOCYTIC CAPACITY
TISSUE INJURY WOUND HEALING

Figure 3 — Polarisation et roles des macrophages

(Atri et al., 2018)

1.4.3.1. M1
Les macrophages de type M1 ont plusieurs fonctions, dont la sécrétion médiateurs
inflammatoires (ex. especes réactives de I’oxygene, cytokines, chimiokines) et la phagocytose

de pathogenes et lipoprotéines modifiées par des récepteurs éboueurs, tel le CD36 (Lusis 2000).
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Les voies de signalisation découlant de I’internalisation de cholestérol sont détaillées au point
1.4.4. Les M1 posseédent également un activé bactéricide et contribuent a la dégradation de la
matrice extracellulaire (Murray et al., 2011). D’autre part, il a été¢ démontré que la stimulation
in vitro de macrophages non-différenciés, MO, par les LPS active la voie inflammatoire de NF-
kB, notamment via le dimére TLR2/4, ce qui induit la sécrétion de cytokines inflammatoires
telles IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 et TNFo (Martinez et al., 2014). La stimulation des
macrophages par ’IFNy va quant a elle stimuler la cascade inflammatoire dépendante des
signal transducer and activator of transcription 1 et 2 (STAT-1, STAT-2), ce qui promeut la
transcription de génes codants pour des cytokines inflammatoires, mais également pour iNOS
et les antigénes de surface cluster de différentiation 86 (CD86) et CMH-II (Liu et al., 2014,
Martinez et al., 2014). De surcroit, cette voie induit la sécrétion de chimiokines inflammatoires
comme CCL-2 et CCL-5, qui contribuent au recrutement d’autres cellules immunitaires par
chimiotactisme (Deshmane et al., 2009). Les M1 promeuvent également la nécrose des cellules
par la production d’espéces réactives de I’oxygene (Gordon 2003).

On retrouve une grande quantité de macrophages M1 au sein des plaques vulnérables, de
méme que des lymphocytes Thl. Ces derniers sont constamment stimulés par leur micro-
environnement qui perpétue leur réponse inflammatoire. Additionnellement, les M1 sécrétent
des métalloprotéases matricielles, comme MMP-2 et MMP-9, ce qui favorise la dégradation du
collagene qui stabilise la plaque (Peled et al., 2014). Le risque de rupture de 1’athérome est
ainsi augmenté. Bref, la réponse inflammatoire incontrélée des M1 nourrit 1’athérogénese en

plus d’induire des dommages tissulaires.
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1.4.3.2. M2 (a, b, ¢)

Afin de réduire le fardeau inflammatoire au sein de la plaque, les macrophages peuvent
s’activer de fagon alternative en différents sous-types de M2. Tous sécrétent des médiateurs
anti-inflammatoires, mais plus spécifiquement, les M2a jouent un réle dans la phagocytose et
la réparation tissulaire, les M2b régulent plutoét I’immunité, alors que les M2c participent a
I’efférocytose (Mosser 2003, Martinez et al., 2014).

Les macrophages non différenciés, M0, vont se polariser en M2a sous 1’effet d’IL-4 et d’IL-
13 qui stimulent la voie des Janus kinases 1 et 3 (JAK-1, JAK-3) qui a leur tour activent les
signal transducer and activator of transcription 6 (STAT-6) (Martinez et al., 2014) qui
induisent la transcription de génes codant pour le récepteur nucléaire PPARY. Ce dernier joue
un role clé dans I’efférocytose médié par les récepteurs éboueurs, dont le CD36 (Feng et al.,
2000). Ce phénomene est détaillé au point 1.4.6. De plus, les M2a ont une expression augmenté
du récepteur au mannose de type C 1, aussi connu sous le nom de cluster de différentiation 206
(CD206), de CHM-II (Martinez et al., 2014), de fibronectine et TGF (Mahdavian Delavary et
al., 2011). Le CD206 joue le rdle de senseur pour la reconnaissance de pathogénes, PAMP,
DAMP, antigenes et cellules apoptotiques (Roszer 2015), alors que la fibronectine et TGFf
sont nécessaire pour la fibrose des tissus (Spencer et al., 2010). Cela confére un rdle dans la
réparation tissulaire aux macrophages M2a. Toutefois, la fibrose peut s’avérer néfaste, car elle
implique le durcissement de la paroi vasculaire des arteres touchées. Il y a ainsi une diminution
de I’¢lasticité et de la capacité de contraction de ces vaisseaux. Chez la souris, les M2a ont une
expression augmentée d’enzymes comme resistin-like molecule alpha (RELMa, Fizz-1),
chitinase-like 3 (Chil3, YM-1) (Raes ef al., 2002) et arginase-1 (Arg-1) (Munder et al., 1998).

Ce dernier est requis pour la synthese de collagéne.
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Suite a la différenciation des MO en M2b par la reconnaissance de complexes immuns tel
IgG et d’agonistes des TLR ou ligands du récepteur a I’'IL-1 (IL-1R) (Anderson et al., 2002),
la voie dépendante des kinases spleen tyrosine kinase (Syk), phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) et protéine kinase B (PKB, AKT) est stimulée. Il y aura alors sécrétion d’IL-10 aux
propriétés anti-inflammatoires en grande quantité (Vergadi et al., 2017). Les M2b auront une
expression augmentée de CD86 et de CHM-II et participent donc a I’activation des
lymphocytes T de I’'immunité acquise (principalement les auxiliaires de type 2) (Roszer 2015).

Quant au phénotype M2c, il est induit par les glucocorticoides, TGFf et IL-10. Moins bien
documentées, les voies de signalisations qui en découlent incluent 1’activation des signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT-3) qui inhibe la sécrétion de médiateurs pro-
inflammatoires (Koscso et al., 2013). Tout comme les M2a, les M2¢ expriment fortement
CD206 et MerTK, leur conférant un réle dans 1’efférocytose (Zizzo et al., 2012). De plus, les
M2c vont sécréter des TGFP et IL-10 a leur tour, ce qui crée une boucle de rétroactive favorable

a ce phénotype (Mosser 2003).

1.4.3.3. Autres

D’autres sous-types de macrophages ont été caractérisés au fil des ans : M2d chez la souris,

M4, M(hb), Mhem, HA-mac chez ’homme, et Mox chez les 2 especes (De Paoli et al., 2014,

Medbury et al., 2014, Tabas et al., 2016).

Le sous-type M2d est induit par les agonistes des TLRs et du récepteur adénosine A2A et

est considéré comme étant proathérogénique et protumoral puisqu’il sécréte des VEGF et iNOS

(De Paoli et al., 2014). De plus, il n’exprime pas les marqueurs YM-1, Fizz-1 et CD206

caractéristiques des M2a qui sont considérés comme athéroprotecteurs. D’autre part, les
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macrophages M1 et M2 murins ayant internalisé des LDLox adoptent un autre phénotype, nommé
Mox (De Paoli et al., 2014, Medbury et al., 2014). Ce sous-type est un intermédiaire entre les
macrophages et les cellules spumeuses qui a une moindre capacité de phagocyter des cellules
apoptotiques. Les Mox vont fortement exprimer ’héme oxygénase-1 (HMOX-1) qui catabolise
I’héme. Ce dernier est un cofacteur contenant du fer qui sert au transport de I’oxygeéne par
I’hémoglobine (Tabas et al., 2016, Vijayan et al., 2018), une protéine retrouvée dans les globules
rouges qui transporte I’oxygene des poumons vers les tissus périphériques (Marengo-Rowe 2006).
Les Mox ont donc un rdle antioxydant et anti-inflammatoire puisqu’ils modulent a la baisse la
toxicité¢ cellulaire causée par I’héme. Ainsi, les Mox contribuent a 1’athérosclérose par leur
internalisation de lipides oxydés, mais réduisent également I’inflammation par 1’expression de

HMOX-1.

Les macrophages M4, découvert chez I’homme, se différentient via le CXCL-4 (De Paoli
et al, 2014). Les M4 expriment la MMP-12, le CD206 et sécrétent faiblement les cytokines
inflammatoires IL-6 et TNFa. Contrairement aux HA-mac et Mhem, ils n’expriment pas le

récepteur CD163 qui lie I’hémoglobine (De Paoli ef al., 2014).

Les sous-types M(hb), HA-mac et Mhem sont étroitement reliés : ils expriment tous le
CD163 qui lie I’hémoglobine (De Paoli et al., 2014). Les deux premiers ont ét¢ caractérisés chez
I’homme tandis que le Mhem a été identifi¢ chez I’homme et la souris. Les M(hb) et Mhem sont
des phénotypes associés aux hémorragies et sont résistants a la formation de cellule spumeuse
(Jeney et al., 2014). Les macrophages se polarisent en M(hb) suivant 1’internalisation
d’hémoglobine et d’haptoglobine et vont exprimer le marqueur CD206. L’haptoglobine est
produite par le foie et lie ’hémoglobine avec une grande affinité lorsque les globules rouges sont

détruits (Marengo-Rowe 2006). L’hémoglobine libre étant pro-oxydante, 1’élimination du
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complexe hémoglobine-haptoglobine par le systéme réticuloendothélial au niveau du foie est anti-
inflammatoire (Etzerodt et al., 2013). Les HA-mac lient é¢galement ce complexe en plus d’exprimer
HMOX-1. Ce phénotype a donc des fonctions anti-athérogéniques en participant a 1’élimination de
I’hémoglobine et I’héme. Finalement, les Mhem, polarisé par I’internalisation d’héme, ont une
expression diminuée des récepteurs éboueurs, mais augmentée de CDI163 et de activating
transcription factor 1 (Medbury et al., 2014). Ce dernier induit I’expression de HMOX-1 et /iver
X receptor alpha (LXRa). De plus, les Mhem ont une expression augmentée des transporteurs
ABCA-1 et ABCG-1, en accord avec I’induction de la voie LXRa (De Paoli et al., 2014, Medbury

etal., 2014).

1.4.4. Homéostasie du cholestérol

Plusieurs récepteurs présents a la surface membranaire des macrophages participent a
I’homéostasie du cholestérol. Dans la pathologie d’athérosclérose, il y a un débalancement dans
I’activation et I’inhibition des voies de signalisations de ces récepteurs (Back et al., 2019). En effet,
I’accumulation de cholestérol dans les macrophages est dii a un déséquilibre entre les mécanismes
d’internalisation et d’efflux du cholestérol et meéne a 1’apoptose des macrophages. Le cholestérol,
principalement sous forme de LDL modifiée, va s’accumuler dans les macrophages, induire la
formation de cellules spumeuses, puis la mort de celles-ci. Leur contenu lipidique est alors libéré
ce qui contribue au milieu inflammatoire des plaques athéromateuses. En effet, les cristaux de
cholestérol ainsi libérés ont la capacité d’activer la cascade de I’inflammasome tandis que le
cholestérol libre augmente le stress du réticulum endoplasmique (Rajamaki et al., 2010, Rohrl et
al., 2014). La forme LDLox est particulicrement hétérogene, car elle est rapidement internalisée

via les récepteurs LOX-1, SR-A et CD36. L’expression du CD36 est notamment régulée par
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I’activation de PPARY : les cellules apoptotiques et le LDLox stimulent PPARy qui induit alors la
transcription du géne codant pour le CD36 dans le but de faciliter la clairance des DAMP et PAMP
environnants(Nagy et al., 1998). Les cytokines TNFa et IFNy, de méme que les acides gras a

longues chaines (AGLC), régulent également 1’expression du CD36 a la hausse.

A T’opposé, il existe des récepteurs qui vont permettre I’efflux de cholestérol hors des
cellules spumeuses et vers la circulation et la lymphe afin de réduire la quantité d’esters de
cholestérol au sein des Iésions d’athérosclérose. Au niveau des macrophages, le cholestérol estérifié
stocké dans des lipoprotéines va subir une hydrolyse et devenir du cholestérol non estérifié au sein
de lysosomes (Feingold et al., 2000). Ce cholestérol est acheminé vers le réticulum endoplasmique
ou une bonne partie sera de nouveau estérifiée sous I’effet de 1’acetyl-coenzyme a acetyltransferase
1 (ACAT-1). Le cholestérol non estérifi¢ peut également étre converti en oxysterol qui va activer
les récepteurs nucléaires LXRa et B (Chen et al., 2007, Torocsik et al., 2009). Leur activation va
alors réguler a la hausse I’expression des transporteurs ABCA-1 et ABCG-1. Cela a pour
conséquence de favoriser I’efflux du cholestérol non estérifié vers les molécules de HDL naissantes
via la protéine apoA-I et de HDL matures, par les transporteurs ABCA-1 et ABC-G1-1
respectivement (Yvan-Charvet et al., 2010, Sag et al., 2015). Le cholestérol transporté¢ dans les
HDL peut également étre internalisé au niveau du foie via le SR-B1 qui agit comme un transporteur
bidirectionnel entre les hépatocytes et le HDL présent dans la circulation sanguine (Ji ef al., 2012).
L’expression de ABCA-1 et SR-B1 est aussi régulée par les SREBP qui vont détecter les lipides et
augmenter la transcription de ces transporteurs afin de promouvoir I’efflux de cholestérol (Luo et
al., 2010). La vitesse du flux de cholestérol hors des endosomes tardifs et lysosomes, de méme que

la formation d’oxysterol qui en suit, sont des régulateurs clefs de I’expression et I’activité des ABC-
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Al et ABC-G1 (Allahverdian et al., 2012). Ces transporteurs servent donc a mobiliser I’exces de

cholestérol des cellules qui en sont gorgées et a générer de nouvelles particules de HDL.

Le transport inverse du cholestérol représente une avenue thérapeutique d’intérét. Parmi les
cibles potentielles, on compte 1’apoA-I, ’enzyme LCAT et le récepteur SR-BI (Cuchel et al.,
20006). De plus, il a été¢ démontré que des agonistes des LXR utilisés actuellement pour traiter des
désordres métaboliques et certains cancers ont également le potentiel d’augmenter 1I’expression des
transporteurs ABCA-1 et ABCG-1 chez un modele murin. Cela augmenterait 1’efflux de
cholestérol au niveau des macrophages et diminuerait donc 1’athérosclérose. Toutefois, de plus
amples études détaillant le bénéfice thérapeutique de 1’augmentation du transport inverse du

cholestérol sont nécessaires.

1.4.5. Efférocytose

Un autre role clef des macrophages est la phagocytose des cellules apoptotiques. Dans
I’athérosclérose, I’inflammation et 1’accumulation d’esters de cholestérol sont telles que de
nombreuses cellules entrent en apoptose et doivent étre rapidement phagocytées. Ce phénomene,

nomm¢ efférocytose, est intact au début de la pathologie (Thorp ef al., 2009).

Tout comme les macrophages, les neutrophiles recrutés au site d’une inflammation stérile vont
participer a la phagocytose de pathogénes (Kourtzelis et al., 2020). De plus, ils vont produire des
especes réactives de 1’oxygene, des cytokines pro-inflammatoires et relacher des NET. Ces NET
vont permettre la dégradation des médiateurs inflammatoires environnants via les protéases qu’ils

contiennent. Les neutrophiles peuvent également entrer en apoptose et devront a leur tour étre
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phagocytés par les macrophages. Ainsi, la clairance des neutrophiles apoptotiques contribue

activement a la résolution de I’inflammation.

Selon le type d’inflammation, le stimulus d’apoptose varie (Elliott et al., 2017). Il y a d’abord
un premier signal provenant d’une cellule en apoptose qui I’identifie comme telle aupres des
phagocytes. Ensuite, un deuxiéme signal consistant en la reconnaissance de protéines spécifiques
exprimées par les cellules apoptotiques permet au phagocyte de 1’ingérer. La dernic¢re cascade
signalétique a lieu lorsque la cellule apoptotique est digérée dans un lysosome au sein du

phagocyte.

Un des signaux permettant I’identification d’une cellule en apoptose le mieux caractérisé est
induit par la chimiokine motif CX3C ligand 1 (CX3CL-1) (Elliott et al,, 2017). Les cellules
apoptotiques vont sécréter cette molécule et attirer des phagocytes exprimant le récepteur aux
chimiokines de type CX3C (CX3CR-1). Les nucléotides sont un autre exemple de signal identifiant

les cellules a phagocyter (Ravichandran 2010).

Par la suite, un deuxieme signal indique aux phagocytes quelles cellules ingérer. Par exemple,
les cellules apoptotiques peuvent exprimer la phosphatidylserine (PtdSer). Cette dernicre est
normalement exprimée au niveau de la membrane plasmique interne par des flippases (Naeini et
al., 2020). Cependant, lorsque la cellule entre en apoptose, la PtdSer est externalisée a la surface
cellulaire par des scramblases. Les PtdSer sont alors reconnues par des récepteurs spécifiques
exprimés par les phagocytes, dont les tyrosines kinases transmembranaires TAM (pour Tyro3, Axl
et MerTK). La Tyro3 est notamment exprimée au niveau de la prostate et du cortex cérébral, 1’ Axl
au niveau des macrophages stimulés par des LPS et MerTK par des macrophages résidents et au
niveau de I’épithélium pigmentaire rétinien et des poumons. La PtdSer est reconnue par les TAM

des phagocytes via d’autres protéines, comme le growth arrest-specific 6 (Gas6) et la protéine S,
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qui font le pont entre les TAM du phagocyte et les PtdSer de la cellule apoptotique (Lemke et al.,

2010).

La PtdSer exprimée a la surface des cellules apoptotique est aussi reconnue par d’autres
cellules, dont la protéine milk fat globule-epidermal growth factor-factor 8 (MFG-ES) qui fait le
pont entre la PtdSer et les intégrines aVP3 et aVB5 exprimées par les macrophages (Kourtzelis et
al., 2020). La reconnaissance des cellules apoptotiques par les macrophages peut également étre
facilitée par la liaison d’autres protéines. Par exemple, le CD36 des phagocytes lie directement les
protéines T cell immunoglobulin mucin-1 (TIM-1) et -4 (TIM-4), de méme que la
thrombospondine-1 (TSP-1), exprimées la surface des cellules apoptotiques. De surcroit, la
molécule d’adhérence intercellulaire de type 3 (intercellular adhesion molecule 3, ICAM-3) lie le
CD14, respectivement exprimés par les cellules apoptotiques et les macrophages (Kourtzelis ef al.,

2020).

Lareconnaissance de la PtdSer par ces nombreuses protéines va déclencher une cascade menant
a la phagocytose puis la digestion de la cellule en apoptose (Hochreiter-Hufford et al., 2013).
Toutefois, des macrophages non apoptotiques peuvent également externaliser la PtdSer, et leur
reconnaissance par le CD36 exprimé par d’autres macrophages induit la fusion de ceux-ci, menant

ainsi a la formation d’une cellule multinucléée (Helming ef al., 2009).

A I’opposé, les cellules peuvent exprimer le cluster de différentiation 47, ce qui signale aux

phagocytes que la cellule n’a pas a étre ingérée.

D’autre part, de nombreux récepteurs nucléaires ont été identifi€és comme jouant un réle dans
la régulation de I’efférocytose médié par les macrophages : LXRa, LXRp, PPARy, PPARS et

retinoid X receptor a. (RXR o) (Elliott ef al., 2017). En effet, I’activation de ces récepteurs
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nucléaires augmente la transcription de génes codant pour des protéines jouant un role dans la
cascade signalétique de I’efférocytose, dont la PtdSer, le CD36, la MerTK et les ABCA-1 et
ABCG-1. D’autre part, I’IL-10 et le TGFf sont des médiateurs qui induisent 1’efférocytose
puisqu’ils favorisent un phénotype M2c chez les macrophages, connus pour exprimer fortement
les protéines CD36, CD206 et MerTK (Zizzo et al., 2012, Back et al., 2019). De plus, la
production de TGFp régule a la baisse la transcription de génes codant pour les cytokines

inflammatoires TNFa, IL-1p et IL-8 (Kourtzelis et al., 2020).

Cependant, lorsque les mécanismes d’efférocytose font défaut, les cellules apoptotiques ne sont
pas phagocytées et vont entrer en nécrose secondaire (Thorp et al., 2009). Dans le cas de cellules
spumeuses, cela implique que leur contenu lipidique est libéré et va contribuer a I’élaboration d’un
athérome. L’inflammation locale va perpétuer la réponse inflammatoire chronique, soit le
recrutement de cellules immunitaires (monocytes, lymphocytes T), I’accumulation de cytokines
telles IL-1P3, IL-6 et TNFa, et la formation d’un noyau nécrotique au sein de 1’espace sous-

endothélial (Back et al., 2019).

La susceptibilité apoptotique et I’efférocytose des macrophages se doivent d’étre balancés pour
favoriser la résolution des plaques d’athérosclérose. Le LRP-1 est critique pour ’internalisation
des chylomicrons remnants par le foie (Yancey et al., 2010). L apo, un ligand de ce récepteur, est
un déterminant majeur de la susceptibilité a I’athérosclérose étant donné son role dans la régulation
du trafic du cholestérol et du stress oxydatif. En effet, I’apo diminue I’inflammation en jouant un
role dans Defficacité de 1’efférocytose des cellules apoptotiques. La synthése de apo serait
d’ailleurs augmenté chez les macrophages en apoptose afin de favoriser leur clairance. De plus,
des études in vivo comparant des souris sauvages et d’autres exprimant des macrophages déficients

en LRP-1 ont montré que la délétion de LRP-1 augmente I’étendue des zones nécrotiques et la
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densité des macrophages au niveau des plaques d’athérosclérose (Yancey et al., 2010). C’est via

I’activation de la voie Akt que la survie cellulaire serait associée a LRP-1.

1.5.Mod¢éles animaux de ’athérosclérose

Afin d’étudier la pathologie d’athérosclérose, plusieurs modéles animaux ont été développés
au fil des ans. On compte parmi les plus utilisés, les modéles déficients en (LDLR™) ou déficientes
en apoE (apoE™), et le modéle de transplantation aortique. C’est par la modification de I’expression
d’un géne de souris au niveau germinal qui permet I’obtention de souris LDLR™" ou apo” (Getz et
al., 2016). 11 est nécessaire d’utiliser des modeles transgéniques ou des modeles de chirurgie, car
les souris de type sauvage ne développeront pas d’athérosclérose. Leur expression de HDL est telle
que les souris ne deviennent pas hypercholestérolémiques et ce, méme lorsque nourries avec une

diete enrichie en lipides et cholestérol (Huszar et al., 2000, Getz et al., 20006).

Chez les souris LDLR™, les lipoprotéines ne peuvent plus étre excrétées par le foie et restent
en circulation (Huszar et al., 2000, Getz et al., 2006, Getz et al., 2016). Lorsque jumelées a une
alimentation riche en lipides et en cholestérol (high fat high cholesterol, HFHC), on obtient une
augmentation de la concentration sanguine de LDL, mais également une accumulation de
lipoprotéines au niveau de I’intima des artéres. Le profil sanguin des lipoprotéines des LDLR™"
ressemble a celui de I’homme ayant développé une hypercholestérolémie, soit une augmentation

des VLDL, mais surtout des LDL circulants.

Les souris n’exprimant pas I’apo ont une augmentation de chylomicrons, VLDL et LDL
chargés de cholestérol dans la circulation sanguine (Getz et al., 2006, Getz et al., 2016). Leur

capture par le récepteur LRP-1 des hépatocytes est inhibée due a 1’absence de son ligand apo qui
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est normalement exprimé par ces lipoprotéines. On obtient ainsi un profil sanguin plus riche en
LDL qui favorise le développement de Iésions athérosclérotiques. Ainsi, sans apo, les LDL
modifiées s’accumulent dans le sang, ce qui crée une hypercholestérolémie. Les LDL sont alors
transportées ou diffusent de la circulation sanguine vers I’intima des artéres. De plus, une dicte
enrichie en lipides et en cholestérol va causer une hypercholestérolémie plus sévere, ce qui
augmente 1’étendue et la vitesse d’apparition des 1ésions chez les apo”” de fagon plus marquée que
chez les souris LDLR™". Toutefois, une diéte normale va tout de méme contribuer a ’initiation de
la pathologie chez ce modéle, contrairement aux souris LDLR” pour lesquelles une
hypercholestérolémie doit étre induite par une diéte enrichie en lipides et cholestérol afin d’induire

des 1ésions avancées d’athérosclérose (Getz et al., 2016).

D’autres différences existent entre les modeles de souris déficientes en LDLR et en apo. Entre
autres, la taille des 1ésions et des zones nécrotiques est plus grande et les Iésions ont davantage de
cellules musculaires lisses infiltrées chez les souris apo (Getz et al., 2016). Des études ont
également montré qu’une perte de fonction de la cytokine inflammatoire IL-6 va augmenter la taille
des Iésions au niveau de 1’aorte chez les souris apo™”, tandis que c’est sans effet chez celles LDLR"
. D’autres chercheurs ont montré que 1’apo participe a la polarisation des macrophages pro-
inflammatoires en anti-inflammatoires en plus d’avoir une activité antioxydante. Ainsi, le modele
apo™” est considéré comme davantage inflammatoire que le LDLR™". Cependant, le profil lipidique

des LDLR™" est plus proche de I’homme que celui des apo™.

D’un autre c6té, on peut obtenir un autre type de modele murin d’athérosclérose en effectuant
une chirurgie au niveau de la crosse aortique. Ce modele permet d’étudier la régression des 1ésions
d’athérosclérose (Peled et al., 2014) en greffant la crosse aortique de souris apoE”" ou LDLR™" a

I’aorte d’une souris de type sauvage. Ces études ont pu démontrer que la chirurgie permet d’induire
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la régression des Iésions au niveau du greffon lorsque comparé a des souris transgéniques apoE™
ou LDLR™ ayant subies la méme greffe. Ainsi, la présence d’apoE ou du LDLR chez les souris
sauvages permet la régression des 1ésions préétablies au niveau de la crosse aortique provenant des

souris transgéniques.

1.6.Récepteur SR-B2/CD36

1.6.1. Structure et expression

Le récepteur CD36 fait partie de la grande famille des SR. Plus précisément, c’est un
récepteur éboueur membranaire de sous-type B, formé de 472 acides aminés (Park 2014). L’ADN
complémentaire code pour une protéine de 53 kDa (Febbraio et al., 2001). Ce poids correspond au
CD36 avant les modifications post-traductionnelles dont il est I’objet (Febbraio ez al., 2001, Luiken
et al., 2016). Il posséde un large domaine extracellulaire, deux passages transmembranaires, et ses
domaines N- et C-terminaux sont cytosoliques (Silverstein et al., 2000, Garcia-Bonilla et al., 2014).
Au niveau extracellulaire, il y a 3 ponts disulfures qui relient des résidus cystéines et dont le role
est de contribuer a I’expression du récepteur a la membrane (Nergiz-Unal ef al., 2011). Il y a
également plusieurs sites de glycosylation qui font fait varier le poids du récepteur jusqu’a 88 kDa
et qui servent a la maturation et a ’expression a la membrane cellulaire du récepteur (Park 2014).
De plus, le domaine extracellulaire contient une poche hydrophobe qui interagit avec la membrane
cellulaire et ou la plupart des ligands du CD36 vont se lier (Luiken et al., 2016). Il existe également
des sites extracellulaires de phosphorylation qui vont influencer la reconnaissance de ligands
comme la TSP-1 et le collagéne par le récepteur. Quant aux domaines N- et C- terminaux
intracellulaires, on y trouve des sites d’ubiquitination et de palmitoylation. L’ubiquitination sert a

la signalisation du calcium par le CD36 et permet également la dégradation du récepteur dans des
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lysosomes. Additionnellement, les domaines C- et N-terminaux participent a I’expression du
récepteur au niveau des cavéoles, ainsi qu’au niveau des radeaux lipidiques des membranes
plasmiques (Febbraio ef al., 2001). Le récepteur CD36 est en effet co-localisé avec la cavéoline-1
au niveau des cavéoles. Ces derniers jouent un role dans le trafic et I’intégration des cascades

signalétiques du cholestérol et le CD36 va réguler leur fonction.

Chez I’homme, le géne du CD36 est constitué¢ de 15 exons, dont 13 sont codants (Rac et
al., 2007). On le trouve sur le chromosome 7, tandis que chez la souris, il est situé sur le
chromosome 5. La structure du geéne est d’ailleurs hautement conservée entre les especes (Ingersoll
et al., 2010). Deux sous-types de déficiences de ce géne ont été caractérisés chez I’homme : dans
le type 1, les personnes touchées sont déficientes en récepteur CD36 au niveau des plaquettes et
des monocytes, tandis que dans le type II, seulement les plaquettes n’expriment pas le CD36
(Febbraio et al., 2001). Les conséquences de ces mutations chez I’homme ne sont pas encore trés
bien comprises. Chez les patients déficients de type I, certaines études rapportent une diminution
de I’'internalisation de oxLDL, et donc de la formation de cellule spumeuse, ce qui appuie les
observations chez les souris CD36”" (Nozaki et al., 1995). Cependant, il a également été rapporté
que ces patients présentent des caractéristiques typiquement associées au syndrome métabolique
un facteur de risque de I’athérosclérose (Hirano et al., 2003). Par exemple, ces patients peuvent
avoir des taux plasmatiques ¢€levés de triglycérides et de glucose et/ou une diminution des HDL.
Par ailleurs, ces mutations affectent principalement les personnes de descendance japonaise ou

africaine (2-3% de la population contre 0.3% chez les Caucasiens) (Kashiwagi et al., 2001).

L’expression du CD36 ne se limite toutefois pas aux plaquettes et aux monocytes. En effet,
on le retrouve également au niveau des macrophages, cellules dendritiques, cellules endothéliales

microvasculaires, hépatocytes, adipocytes, cardiomyocytes, myocytes squelettiques, cellules
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sensorielles de I’épithélium pigmenté rétinien, mitochondrie, papilles linguales, entérocytes et
plaquettes (Febbraio et al., 2001, Silverstein et al., 2009). Toutefois, des études montrent que le
récepteur CD36 est également emmagasiné dans des vésicules intracellulaires et que son expression
peut étre régulée positivement par l'adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)
et le PI3K qui vont induire la translocation du CD36 a la surface cellulaire (Schwenk et al., 2008).
Le CD36 lie un éventail de ligands selon les cellules qui I’expriment. Ainsi, le récepteur CD36 a
de multiples fonctions qui sont modulées par 1’activation de diverses voies de signalisations selon

sa localisation et les ligands impliqués.

1.6.2. Roles et voies de signalisation du récepteur CD36

Le CD36 est un récepteur aux multiples fonctions et nombreux ligands. L’activation de ses
voies de signalisation requiert 1’internalisation du complexe CD36-ligand. Des recherches
suggerent que selon le ligand, cette internalisation passe soit par les cavéoles, la macropinocytose,
I’endocytose médiée par la clathrine, 1’endocytose médi¢e par les radeaux lipidiques ou un
processus dépendant des actines (Zeng et al., 2003, Heit et al., 2013, Hao et al., 2020). On compte
parmi les ligands du CD36 des molécules endogenes comme les phospholipides oxydés, les
LDLox, les AGLC libres, la trombospondine-1, le peptide amyloide béta (AP), ainsi que des
molécules synthétiques comme 1’hexaréline et autres analogues du peptide de relache de I’hormone
de croissance 6 (growth hormone releasing peptide 6, GHRP-6), de méme que des cellules
apoptotiques, segments externes de photorécepteurs, composantes de membranes cellulaires
bactériennes et érythrocytes infectés au Plasmodium falciparum (Febbraio et al., 2001, Park 2014).
Certains sites de liaisons se chevauchent, par exemple les LDLox au niveau des acides aminés 155-

183 et les AGLC au niveau des acides aminés 127-279 (Nergiz-Unal et al., 2011). Le site de liaison
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des analogues azapeptidiques du GHRP-6 qui font 1’objet de ce mémoire chevauche également
celui du LDLox (Demers et al., 2004, Proulx et al., 2012). Ainsi, le récepteur CD36 joue des rdles
variés selon le type cellulaire qui I’exprime, dont facilitateur de stockage des AGLC, récepteur
anti-angiogénique, phagocyte et récepteur éboueur des lipoprotéines (Silverstein et al., 2000,

Febbraio et al., 2001).

Chez les cellules endothéliales microvasculaires, le CD36 joue le role d’inhibiteur de
I’angiogenese médiée par les facteurs de croissance comme le facteur de croissance vasculaire
endothélial et le facteur de croissance des fibroblastes 2 (Febbraio ef al., 2001). En tant que
récepteur de la TSP-1, le CD36 inhibe les signaux angiogéniques des facteurs de croissances,
favorise les voies inflammatoires et induit I’apoptose cellulaire qui découlent de I’activation de la
tyrosine kinase Fyn, de la caspase-3 et des MAPK p38 et c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK-1)

(Jimenez et al., 2000, Garcia-Bonilla et al., 2014).

Un autre role du CD36 est de faciliter le transport et le stockage des AGLC au sein de
plusieurs cellules, dont les adipocytes, les cellules musculaires squelettiques, les cardiomyocytes,
les entérocytes et les hépatocytes (Febbraio et al., 2001). Ainsi, le CD36 met a disposition des
AGLC comme source énergétique pour plusieurs types cellulaires. D’ailleurs, des études ont
montré que les cellules musculaires ont des réservoirs intracellulaires de CD36 qui peuvent étre
exprimés a la membrane dans le but d’augmenter le captage d’AGLC et servir de substrat pour la
B-oxydation (Silverstein et al., 2009, Park 2014). De plus, une déficience en CD36 (types I et II)
peut causer une diminution du captage d’AGLC au niveau cardiaque et y induire un remodelage

(Watanabe et al., 1998).

Au niveau de la microglie, le complexe formé par le récepteur CD36, les intégrines o1 et

le cluster de différenciation 47 (CD47) reconnait le peptide AP ce qui induit la génération d’espéces
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réactive de 1’oxygene et provoque 1’assemblage de I’hétérodimére TLR4-TLR6 (Doens et al.,
2014). Le complexe CD36-TLR4/6 va alors entrainer 1’activation de I’inflammasome NLRP-3 qui
implique I’activation de la caspase-1 et la sécrétion d’IL-1B (Sheedy et al., 2013). De plus, ce
complexe induit la voie inflammatoire de NF-«kB via les protéines TRIF et MyD88, ce qui induit

une sécrétion additionnelle de cytokines inflammatoires dont TNFa, IL-12 et [FNy.

Par ailleurs, au niveau des papilles linguales, 1’ingestion d’AGLC chez le rongeur associe
le CD36 a une hausse de calcium intracellulaire qui va préparer 1’intestin a absorber ces lipides et
va induire un rétrocontrole négatif sur 1’appétit des rongeurs envers la nourriture riche en gras

(Silverstein et al., 2009, Silverstein et al., 2010).

De surcroit, I’expression du CD36 par les cellules dendritiques leur confére le role de
phagocytes des cellules apoptotiques. Les cellules dendritiques vont exprimer des antigénes au lieu
de dégrader la cellule, ce qui active les lymphocytes T cytotoxiques de I'immunité acquise

(Febbraio et al., 2001).

Le récepteur CD36 participe €galement a la phagocytose de composantes membranaires des
segments externes des photorécepteurs de type batonnets de 1’épithélium pigmentaire rétinien
(Febbraio et al., 2001). Ces composantes, dont font partie les phospholipides et les rhodospines,

doivent étre dégradées quotidiennement par des phagocytes afin de conserver une vision normale.

Un r6le additionnel du CD36 est de favoriser ’activation plaquettaire. Le récepteur CD36
exprimée par les plaquettes va lier le LDLox et activer une cascade de signalisation impliquant les
kinases Fyn, Lyn, JNK-2 et Vav qui vont mener a ’activation puis 1’agrégation plaquettaire
(Silverstein 2009). Ce phénomene, couplé au rétrécissement de la lumicre des vaisseaux sanguins

dont I’intima est gorgée de cellules spumeuses dans la pathologie d’athérosclérose, augmente
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fortement le risque de thrombose. Cela engendre ainsi un risque élevé de développer une maladie

CV aigué comme I’ACV et I’infarctus.

Comme décrit aux points 1.1.3.1.4 et 1.1.3.2.1 le CD36, exprimé a la surface des monocytes
et macrophages, est le principal récepteur des lipoprotéines modifiées qui ont diffusé ou été
transportées dans I’espace sous-endothélial, en plus d’étre un PRR pour des signaux DAMP et
PAMP (Stewart et al., 2010). Dans la pathologie d’athérosclérose, 1’internalisation excessive de
lipoprotéines par les phagocytes meéne a la formation de cellules spumeuses. En effet, le CD36
dirige le cholestérol sous forme d’ester vers des lysosomes dans lesquels ils vont se cristalliser
(Tall et al., 2015). Les cellules spumeuses finissent par entrer en apoptose, mais due a la
défectuosité de 1’efférocytose, elles ne sont pas phagocytées et entrent en nécrose secondaire.
L’espace sous-endothélial est alors trés pro-inflammatoire. Le CD36 des monocytes et
macrophages stimulent de nombreuses voies inflammatoires en induisant des cascades impliquant
I’hétérodimere TLR4/6 (Stewart et al., 2010), les tyrosines kinases de la famille des Src comme
Fyn et Lyn, de méme que des MAPK tels JNK-1, JNK-2 et p38 (Silverstein et al., 2009). De plus,
en tant que co-récepteur des hétérodimeres de TLR2/6, TLR2/1 et TLR2/4, le CD36 participe a
I’activation de la voie inflammatoire de NF-xB dépendante de MyD88, IRAK et TRAF-6
(Mukherjee et al., 2016). A la suite de I’activation de la voie NF-kB, il y a sécrétion de cytokines
inflammatoires comme IL-1, IL-6, TNFa et IFNy, suivie de 1’assemblage et I’activation de
I’inflammasome NLRP-3. L’induction de cette voie augmente également la transcription de iNOS,

ce qui contribue au stress oxydatif caractéristique de I’athérosclérose.

L’expression du CD36 est régulée par plusieurs voies de signalisation, dont les principales
sont LDLox-PPARy-LXRa, oxystérol-LXRa, AGLC-PPARy et PPARa (Chawla et al., 2001,

Glatz et al., 2017). D’autres médiateurs sont également impliqués indirectement dans la régulation
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du CD36. Par exemple, I’activation de la protéine Vav par Lyn va réguler a la hausse
I’internalisation de LDLox par le CD36 (Chen et al., 2015), ce qui contribue a la boucle de
rétroaction positive de I’expression du récepteur CD36. De plus, la stimulation du CD36 par ses
nombreux ligands va activer le récepteur nucléaire PPARy ce qui induit des effets anti-
inflammatoires (Croasdell ef al., 2015). De surcroit, I’internalisation des LDLox augmente la
production de 9- et 13-HODE par la cyclooxygénase-2 et la lipoxygénase, respectivement
(Michalik et al., 2004). Ces derniers vont activer les PPAR et induire I’inhibition de voies
inflammatoires comme celle de NF-«kB, en plus de réduire la production de MMP et cytokines

inflammatoires par les macrophages (Chinetti et al., 2000).

1.7. Ligands synthétiques du CD36

1.7.1. Le GHRP-6

La famille des peptides de relache de ’hormone de croissance (GHRPs) est composée de
ligands synthétiques dérivés de la méthionine-enképhaline (Tyrosine-Glycine-Glycine-
Phénylalanine-M¢éthionine-OH, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH), un peptide endogene des récepteurs
opiacés (Hughes ef al., 1975). Ces peptides ont la capacité de sécréter des hormones de croissance
grace a leur liaison avec le growth hormone secretagogue receptor la (GHS-R1a) (Howard et al.,
1996). Egalement connu sous le nom de récepteur de la ghréline, il a d’abord été identifié au niveau
de I’estomac et au niveau neuronal, plus précisément dans la région de I’axe hypothalamus
pituitaire (Kojima et al., 1999, Kojima et al., 2001). La ghréline est une molécule endogene
sécrétée par les cellules P/D1 au niveau de I’estomac (Rindi ef al., 2002) qui stimule ’appétit et la
relache d’hormone de croissance (Kojima et al., 1999, Kojima et al., 2005). On retrouve également

le GHS-R1a dans d’autres tissus, comme le myocarde et le cerveau (McGirr ef al., 2011).
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Dans le cerveau, la liaison des GHRPs a leur récepteur GHS-R1a active une voie de
signalisation dépendante de la phospholipase C (PLC), de I’inositol triphosphate (IP3), conduisant
a ’activation de la protéine kinase C (PKC) (Chen 2000). L’induction de cette voie cause une
augmentation du calcium intracellulaire et stimule la sécrétion d’hormone de croissance par

I’hypophyse antérieure.

Une banque de peptides synthétiques analogues au GHRP-6 a été synthétisée et leurs
propriétés fut pharmacologiques caractérisées (Bowers et al., 1984, Momany et al., 1984). Parmi
ces molécules, I’hexaréline (Histidine-D-Tryptophane-Alanine-Tryptophane-D-Phenylalanine-
Lysine-NH>, His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-ys-NH>) a été¢ développé pour traiter I’hypopituitarisme
(Deghenghi et al., 1994). Des études subséquentes ont montré que ce peptide exerce des effets
cardioprotecteurs qui sont indépendants de la relache d’hormones de croissance (Locatelli et al.,
1999). En effet, la contractilit¢ du myocarde est conservée chez un modele de ceeur de rat isolé et
déficient en hormone de croissance (De Gennaro Colonna ef al., 1997). Le groupe de Ong a alors
mené des essais de compétition de liaison et a montré que I’hexaréline exerce ses effets cardiaques
en se liant a un récepteur autre que le GHS-R1a (Bodart et al., 1999). Cet autre récepteur a ensuite

¢été identifi€¢ comme étant le récepteur CD36 (Bodart ef al., 2002).

L’expression du CD36 étant ubiquitaire, il est rapidement devenu une cible d’intérét pour

le développement de thérapies dans diverses pathologies.

La contribution du CD36 dans I’athérosclérose a été démontrée in vivo notamment par
Iutilisation de souris transgéniques. Des études comparant des souris males apoE”" a des souris
doublement déficientes en apoE et récepteur CD36 (apoE”"CD367") ont révélé que suivant 8
semaines de diete de type Western, les souris n’exprimant pas le CD36 avaient environ 75% moins

de Iésions au niveau de I’aorte (Febbraio et al., 2000). D’autres études subséquentes ont confirmé
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ces résultats (Kuchibhotla et al., 2008). C’est ainsi que le récepteur CD36 est devenu une cible

thérapeutique d’intérét dans la pathologie d’athérosclérose.

1.7.2. Le EP80317

La découverte du site de liaison des GHRP qui chevauche celui des LDLox au niveau de la
poche hydrophobe du CD36 et de I’effet cardioprotecteur de 1’hexaréline observée dans un modele
de cceur de rat isolé a encouragé 1’é¢tude des effets pharmacologiques d’autres peptides de la série.
En particulier, la recherche d’une molécule qui n’aurait pas d’activité somatotrope, tout en se liant
au CD36. En effet, une limitation des dérivés du GHRP-6 pour le traitement de I’athérosclérose est
son affinité relative plus importante envers le récepteur GHS-R1a plutét que le CD36. On compte
parmi ceux-ci un autre analogue hexapeptidique, le EP80317 (Haic-D-2MeTrp-D-Lys-Trp-D-Phe-
Lys-NH») (Marleau et al., 2005). Ce dernier est dépourvu de la capacité de sécréter I’hormone de
croissance et montre une affinité augmentée envers le CD36 et réduite pour le GHS-R1a lorsque
comparé a I’hexaréline (Demers ef al., 2004, Marleau ef al., 2005). Effectivement, la concentration
inhibitrice a 50% (Clso) envers le GHS-R1a est de 7,5x10”7 M pour le EP80317 et de 1,59x10®° M
pour I’hexaréline (Proulx et al., 2012). De plus, ces 2 composé€s ont une affinité¢ semblable envers

le CD36, soit dans 1’ordre du micromolaire.

Etant donné la contribution du CD36 dans la pathologie d’athérosclérose, le EP80317 est
devenu un candidat d’intérét pour traiter cette pathologie. Dans le contexte ou des souris apoE™”"
ont été¢ nourries avec une diete HFHC et traité avec le EP80317 pendant 12 semaines, notre
laboratoire a montré une diminution des lésions au niveau de 1’aorte de 51% pour les souris traitées

avec le EP80317 comparé a des souris ayant regu le véhicule seulement (0,9% NaCl) (Marleau et
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al., 2005). Cette observation est accompagnée d’une réduction de 30% du cholestérol total
plasmatique. Les macrophages péritonéaux isolés de souris apoE™" et exposés a des LDLox in vitro
ont montré une augmentation de I’ARN messager (ARNm) codant pour le LXRa et ’ABCG-1. De
plus, il y a une augmentation de I’expression des protéines PPARa/y, LXRa, ABCA-1 et ABC-Gl,
tel que le montre une analyse par Western Blot d’homogénats de tissus aortiques. D’autres études
se sont ensuite intéressées aux effets potentiels du EP80317 sur I’efflux et le transport inverse du
cholestérol (Bujold et al., 2009, Bujold et al., 2013). Un essai in vitro a permis de déterminer que
I’exposition de macrophages péritonéaux isolés de souris apoE”" au EP80317 augmentait
I’expression des protéines ABCA-1 et ABCG-1 en induisant une activation de la voie de
signalisation dépendant des extracellular signal-regulated kinases-1 et -2 (ERK-1/2), de la
cyclooxygénase-2 (COX-2) et de la production de prostaglandines J2 (PGJ>) (Bujold et al., 2009).
Cette voie conduit en effet a la transcription des geénes codant pour LXRa, PPARy, CD36 et les

transporteurs ABC.

Un autre fait d’intérét est que ces effets n’ont pas été observés chez les souris apoE”"CD36
", ce qui montre que la présence du récepteur CD36 est requise pour induire les effets anti-
athérosclérotiques énumérés (Marleau et al., 2005). Ces résultats prometteurs ont ainsi permis

d’avancer I’hypothése que le EP80317 pourrait interférer avec 1’internalisation de LDLox et

I’efflux de cholestérol dans la pathologie d’athérosclérose.

Des études subséquentes ont été réalisées dans le but de mieux caractériser les mécanismes
athéroprotecteurs du EP80317 (Harb et al., 2009). Dans 1’une de ces études, des souris ont été a
nouveau nourries avec une diete HFHC et ont recu un traitement quotidien du EP80317 ou du
véhicule, pour une période de 12 semaines. Ensuite, des macrophages péritonéaux isolés de souris

apoE”" ont été marqués a I’indium (In''!), puis injectés aux souris traitées. D’une part, cette étude
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a pu reproduire les résultats de la premiére en termes de diminution de la taille des l1€sions au niveau
de l'aorte et de réduction du cholestérol total plasmatique, de I’ordre de 43% et 27%,
respectivement, lorsque le groupe traité par le EP80317 a été comparé a celui recevant le véhicule
seulement. D’autre part, les souris traitées avec le EP80317 ont présenté une diminution de

I’accumulation de macrophages-In'!!

au niveau du vaisseau aortique de 65% lorsque comparé au
groupe ayant recu le véhicule. De plus, nous avons observé une diminution de I’expression génique
de iNOS, VCAM-1 et CCL-2 a partir d’homogénats d’aortes et également une réduction de
I’expression de VCAM-1 par immunohistochimie sur des coupes transversales d’aortes des souris

traitées avec le EP80317. Il semble donc qu’un traitement par le EP80317 diminue 1’inflammation

et le recrutement des cellules immunitaires au niveau des 1ésions.

Dans une autre étude, des macrophages marqués au radio-isotope *H ont injectés dans le
péritoine de souris ayant regu le EP80317 ou le véhicule pendant une période de 12 semaines.
Ensuite, I’excrétion de ces cellules marquées a été monitorée (Bujold ef al., 2013). Les résultats de
cette étude ont montré une augmentation de la sécrétion dans les féces et une diminution au niveau
du foie des macrophages marqués. Bien qu’il n’y ait aucun changement en termes d’ARNm dans
les homogénats de foie, il y a une augmentation au niveau de I’ARNm de LXR, ABCA-1 et ABCG-
1 au niveau du jéjunum. Ainsi, I’administration de EP80317 induit une augmentation du transport

inverse du cholestérol dans les macrophages vers les feces.

Les effets du composé EP80317 ont également été caractérisés dans une autre pathologie
cardiovasculaire, soit le cceur ischémié et reperfusé. Cette maladie a été¢ étudiée via un modele
murin de chirurgie dans lequel 1’artére coronaire gauche est temporairement ligaturée dans le but
de causer une ischémie du myocarde pendant 30 minutes. Ce dernier est ensuite reperfusé en

retirant cette ligature. L’ischémie, mais également la reperfusion, cause des dommages importants

86



a la fraction du cceur ou le sang ne circule plus. Dans ce modé¢le, le EP80317, en tant que ligand
sélectif du récepteur CD36, a pu réduire la taille de I’infarctus d’environ 30% et améliorer la
fonction cardiaque en réduisant les taux circulants d’acides gras non estérifiés (Bessi et al., 2012).
En accord avec les résultats obtenus dans un modéle murin d’athérosclérose apoE™", le EP80317
favorise I’accumulation d’acides gras sous forme de triglycérides, diminue la lipolyse et donc le

cholestérol plasmatique.

1.7.3. Le potentiel thérapeutique des azapeptides

Toujours dans l'objectif de développer et caractériser des molécules ayant une plus grande
sélectivité envers le CD36 plutot que le GHS-R1s, des études de relation structure-activité ont été
menées sur des dérivés azapeptides du GHRP-6 (Sabatino et al., 2011, Proulx et al., 2012). Ces
azapeptides ont un ou plusieurs résidus acides aminés dans lesquels un carbone alpha est remplacé
par un atome d’azote. Cette modification change la conformation de la molécule de sorte que sa
stabilité et sa durée d’action sont augmentées. Le CP-3(iv), un azaPhe*, présente une affinité
semblable au GHRP-6 envers le CD36 (ICso = 7,58 x 10®), mais sans lier le GHS-R1a (ICs5o >> 10-
%). De surcroit, cet azapeptide a une affinité augmentée envers le CD36 comparé au EP80317. De
plus, des ¢tudes in vitro ont montré que le CP-3(iv) activerait une signalisation dépendante du

CD36 via les kinases Src et Akt (Proulx ef al., 2012).

Le CP-3(iv) a été étudié par notre groupe dans le modele d’ischémie-reperfusion de I’artere
coronaire gauche (Huynh et al., 2018). Suivant une ischémie de 30 minutes, des souris de type
sauvage ou CD367" ont été sacrifiées aprés 6 ou 48 heures de reperfusion et ’étendue de 1’ischémie

a ¢été¢ mesurée. Cette étude s’est penchée sur la contribution de 1’adiponectine dans les effets
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cardioprotecteurs des dérivés azapeptides du GHRP-6. Cette adipokine antilipolytique et
antioxydante induit également une diminution des acides gras non estérifiés et serait importante

dans la préservation de la fonction cardiaque dépendante du CD36.

Un prétraitement quotidien pendant 14 jours du CP-3(iv) suivi d’une ischémie et d’une
reperfusion de 48 heures a permis de réduire le ratio zone ischémiée/aire ventricule gauche, de
méme que le ratio zone ischémie/zone a risque. Comme attendu, les groupes de souris ayant regu
le véhicule (0,9% NaCl) ou été traités par le CP-3(iv) ont des zones a risque comparable; cela
signifie que la chirurgie d’ischémie a été effectuée de fagon identique entre les groupes. Faits
intéressants, le CP-3(iv) a diminué¢ de 54% la taille de I’infarctus, a induit transitoirement
I’expression de 1’adiponectine suivant une reperfusion de 6 heures et a augmenté I’expression
génique de D’adiponectine et de ses régulateurs transcriptionnels PPARy, CCAAT/enhancer-
binding protein delta (C/EBP) et Sirtuin 1 (Sirt-1) au niveau du gras épididymal. Ces effets ont été
accompagnés d’une réduction du stress oxydatif et de I’apoptose cellulaire par la diminution
d’especes réactives de ’oxygene et de ’activité de la caspase-3. De plus, cette étude a montré que
ces effets étaient dépendants de la présence du CD36, puisque la diminution de taille de I’infarctus

chez les souris traitées avec le CP-3(iv) était abrogée chez les souris CD367".

Un autre azapeptide, le MPE-001 (His-D-Trp-Ala-azaTyr-D-Phe-Lys-NHz) a été étudié
dans le contexte de maladies rétiniennes inflammatoires (Mellal et al, 2019). Les phagocytes
mononucléaires, dont font partie les monocytes et macrophages, contribuent a I’inflammation dans
I’espace sous-rétinien et participent donc a la dégénérescence des photorécepteurs et de
I’épithélium pigmenté rétinien. Ces derniers sont a 1’origine de plusieurs pathologies dont la
rétinopathie diabétique, la dégénérescence maculaire reliée a I’age et la rétinite pigmentaire. Le

récepteur CD36 exprimé par les monocytes et macrophages peut étre co-localisé avec

88



I’hétérodimere TLR2/6. L’activation du complexe CD36-TLR2/6 active les voies inflammatoires
de NF-«B et de I’inflammasome NLRP-3, ce qui continue au développement de maladies

rétiniennes.

Dans un modéle in vivo de souris exposées a une lumicre bleue de 6000 lux pendant 5 jours,
la dégénérescence des cellules de 1’espace sous-rétinien a été ralentie par un traitement quotidien
avec le MPE-001 pendant 7 jours apres un premier 24 heures d’illumination (Mellal et al., 2019).
En effet, I’azapeptide a réduit I’inflammation, la mort des photorécepteurs et 1’expression de
médiateurs inflammatoires comme iNOS et I’'[l-12. De plus, les macrophages des souris illuminées
et traitées avec le MPE-001 expriment davantage le marqueur CD206 caractéristique du sous-type
anti-inflammatoire M2. Les effets du MPE-001 sont dépendants de I’expression du CD36

puisqu’ils ont été observés chez les souris de type sauvage, mais pas sur les CD36™".

In vitro, le MPE-001 a permis une diminution de la sécrétion de médiateurs pro-
inflammatoires par les macrophages, tels TNFa, IL-6, IL-12 et CCL-2, suivant une stimulation de
macrophages péritonéaux par des agonistes du TLR-2 (Mellal ez al., 2019). De plus, le métabolisme
des macrophages dérivés de la moelle osseuse différenciés en M1 a été modifié de sorte que la voie
PPAR-y/PGC-1a est favorisée. Cette derni¢re va a son tour va augmenter la béta-oxydation typique

des macrophages anti-inflammatoires (Vats ef al., 2006).

1.8. Hypothése de recherche et objectifs spécifiques

Une étape cruciale dans la genese des plaques athérosclérotiques est la transformation des
macrophages en cellules spumeuses dans 1’intima des vaisseaux sanguins. Le récepteur CD36

peut jouer des rdles opposés dans I’inflammation caractéristique de I’athérosclérose. D un c6té,
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il participe a la clairance des LDL modifiées pro-inflammatoires qui infiltrent 1’espace sous-
endothélial, mais d’un autre c6té cela contribue largement a la formation de cellules spumeuses
(Itabe et al., 2011). Ce phénomeéne est nourri par le dysfonctionnement de plusieurs
mécanismes dans 1’athérosclérose, dont ceux d’internalisation et d’efflux de cholestérol,
d’activation de voies pro- et anti-inflammatoires et de recrutement de cellules immunitaires

(Galkina et al., 2009).

Tel que I’ont démontré les études précédemment menées et détaillées au point précédent,
les dérivés des GHRP-6 sélectifs envers le récepteur CD36 présentent plusieurs propriétés anti-
inflammatoires. Les dérivés azapeptides sont particulierement d’intéréts étant donné leur
sélectivité et affinité envers le CD36. Ainsi, a la lumiére du potentiel thérapeutique attrayant
des dérivés azapeptidiques du GHRP-6, notre groupe croit que la modulation du récepteur
CD36 est une avenue prometteuse pour le développement d’une thérapie pour traiter la

pathologie d’athérosclérose.

On compte parmi les candidats thérapeutiques le MPE-001, précédemment étudié¢ dans le
contexte de maladies rétiniennes inflammatoires, mais également le MPE-003, un analogue
aza-Gly* du GHRP-6 (His-D-Trp-Ala-[aza-(N,N-diallylaminobut-2-ynyl)Gly*]ff-D-Phe-Lys-

NH>) (Zhang et al., 2014).

L’hypothéese centrale de mon projet de recherche stipule qu’un traitement chronique par les
azapeptides MPE-001 et MPE-003 permet de diminuer la progression et d’induire la régression

des Iésions d’athérosclérose chez un modele murin déficient en apoE.

Plus spécifiquement, ce projet vise I’évaluation des effets de ces azapeptides sur I’étendue

des lésions athérosclérotiques a plusieurs sites, soit 1’aorte, le sinus aortique et 1’artére

90



brachiocéphalique. Nous souhaitons également caractériser les profils plasmatiques du
cholestérol total, des LDL et des cytokines/chimiokines inflammatoires CRP, CCL-2, IL-6, IL-
1B et TNFa. De plus, nous voulons évaluer I’expression de génes d’intéréts par qPCR, dont le
CD36, PPARy, LXRa, ABCA-1 et MerTK et évaluer la quantité et le phénotype des

macrophages au sein de 1ésions avancées.

Les résultats de ce projet sont inclus dans ’article suivant. Ce dernier est présenté au chapitre

« Frégeau G, Sarduy R, Elimam H, Esposito CL, Mellal K, Ménard L, Leitdo da Graga SD,
Proulx C, Zhang J, Febbraio M, Soto Y, Lubell WD, Ong H, Marleau S (2020). “Atheroprotective
and atheroregressive potential of azapeptide derivatives of GHRP-6 as selective CD36 ligands.”

Atherosclerosis. 2020 Aug;307:52-62. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2020.06.010. »
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Roger Sarduy (co-premier auteur) — Conceptualisation, méthodologie, validation, investigation,

visualisation, analyses formelles, écriture et révision du manuscrit

Hanan Elimam — Investigation, analyses formelles, écriture et révision du manuscrit

Clo¢ L. Esposito — Validation, visualisation, écriture et révision du manuscrit

Katia Mellal — Méthodologie, investigation, visualisation, analyses formelles, écriture et révision

du manuscrit
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Jingiang Zhang — Investigation, révision du manuscrit

Maria Febbraio — Conceptualisation, méthodologie, ressources, écriture et révision du manuscrit
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William D. Lubell — Investigation, ressources, acquisition de financement, écriture et révision du

manuscrit

Huy Ong — Conceptualisation, ressources, acquisition de financement, supervision, écriture et

révision du manuscrit
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Abstract

Background and aims

Scavenger receptor class B member 3, also known as cluster of differentiation-36 (CD36) receptor,
is involved in the uptake and accumulation of modified lipoprotein in macrophages, driving
atherosclerosis progression. Azapeptide analogs of growth hormone-releasing peptide-6 (GHRP-
6) have been developed as selective CD36 ligands and evaluated for their anti-atherosclerotic
properties in apoe”” mice.

Methods

From 4 to 19 weeks of age, male apoe”™ mice were fed a high fat high cholesterol (HFHC) diet,
then switched to normal chow and treated daily with 300 nmol/kg of MPE-001 ([aza-Tyr*]-GHRP-
6) or MPE-003 ([aza-(N,N-diallylaminobut-2-ynyl)Gly*]-GHRP-6) for 9 weeks. In another
protocol, mice were fed a HFHC diet throughout the study.

Results

Azapeptides decreased lesion progression in the aortic arch and reduced aortic sinus lesion areas
below pre-existing lesions levels in apoe”™ mice which were switched to chow diet. In mice fed a
HFHC throughout the study, azapeptides reduced lesion progression in the aortic vessel and sinus.
The anti-atherosclerotic effect of azapeptides was associated with a reduced ratio of
iNOS*/CD206" macrophages within lesions, and lowered plasma inflammatory cytokine levels.
Monocytes from azapeptide-treated mice showed altered mitochondrial oxygen consumption rates,
consistent with an M2-like phenotype. These effects were dependent on CD36, and not observed
in apoe” cd36” mice.

Conclusion

Azapeptides MPE-001 and MPE-003 diminished aortic lesion progression and reduced, below pre-

existing levels, lesions in the aortic sinus of atherosclerotic mice. A relative increase of M2-like
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macrophages was observed in lesions, associated with reduced systemic inflammation.
Development of CD36-selective azapeptide ligands merits consideration for treating

atherosclerotic disease.

Word count: 250

Keywords: CD36; azapeptides; atherosclerosis; macrophages; regression
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1. Introduction

A hallmark of atherosclerosis is scavenger receptor-mediated accumulation of lipid-laden
cells into the intima [1, 2]. Within the arterial wall, the class B scavenger cluster of differentiation-
36 receptor (CD36, Scarb3) has been shown to play a prominent role in the extensive endocytosis
of modified forms of low-density lipoproteins (LDL) by macrophages. Notably, CD36-mediated
uptake of oxidized LDL (oxLDL) promotes an inflammatory and oxidative stress burden [3-5].
Synthetic peptide analogs of growth hormone-releasing peptide-6 (GHRP-6) (e.g. hexarelin and
EP80317) have been previously shown to bind to the ectodomain of CD36 at a site overlapping
that of oxXLDL [6, 7]. Administration of the synthetic peptide EP80317 in apoe-KO (apoe™”) mice
exerted both preventive and therapeutic effects on chronic atherosclerotic lesion progression [8]
and fostered transintestinal cholesterol excretion [9]. The atheroprotection induced by EP80317
treatment was CD36-dependent; no effect was observed in apoe/cd36 double deficient (apoe” cd36
”) mice [8]. In peritoneal macrophages, EP80317 elicited a modest (~20%) reduction of oxLDL
internalization [8]. Moreover, EP80317 increased cholesterol efflux through the peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARYy)-liver X receptor alpha (LXR-a)-ATP binding
cassette A1/G1 (ABCA1/G1) pathway [10]. PPARY has been identified as a crucial transcriptional
regulator of macrophage phenotypic polarization towards a non-inflammatory, M2 macrophage
phenotype [11], thus playing an important role in the resolution of inflammation [12].

Studies of GHRP-6 analogs have supported the development of more selective peptide
modulators to target CD36 for the treatment of atherosclerosis. In this context, azapeptide
derivatives of GHRP-6, in which the a-CH of one of the central residues was replaced by a nitrogen
atom, have shown high receptor selectivity and low micromolar CD36 binding affinity [13].
Azapeptides have also been shown to exert anti-inflammatory activity in vitro, reducing stimulated

nitric oxide production in macrophage cell lines [14].
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Preclinical studies aiming to identify novel therapeutic avenues for the treatment of
atherosclerosis have focused on preventing or reducing lesion progression in early phases of the
pathology [15]. Potential drug candidates have been mainly assessed for their ability to attenuate
lesion development in early phases of atherosclerosis [16]; however beneficial effects are also
desirable at later phases of atherosclerosis, specifically the ability to induce plaque regression [17-
19].

In addition to reduced apoB-containing lipoproteins, biomarkers of regressive mechanisms
include enhancement of cholesterol and lipid efflux, reverse cholesterol transport and foam cell
emigration out of lesions or clearance by efferocytosis [19, 20]. Impaired efferocytosis is associated
with a reduced number of phagocytic macrophages, and may perpetuate lesion inflammation and
foam cell expansion, promoting plaque vulnerability [21, 22]. CD36 expression has been observed
to increase in the anti-inflammatory macrophage subtype [23]. The roles of CD36 in dysfunctional
efferocytosis during atherogenesis progression and regression require additional clarification.

In the present study, the atheroprotective potential of CD36-selective aza-GHRP-6 analogs has
been further evaluated. The therapeutic effect of two novel azapeptides, MPE-001 and MPE-003,
have been studied in high fat high cholesterol (HFHC)-fed apoe”™ mice. The effects of azapeptides
were assessed on both atherosclerotic lesions progression and regression. Moreover, a mechanism
has been delineated to explain, in part, the observed vasculoprotection afforded by the CD36-

selective azapeptides.

2. Materials and methods
2.1. Experimental protocols
In a first experimental setting (Fig. 1A), 4-week-old apoe”” male mice were randomly

assigned to one of four experimental groups: basal group (n = 6), which were euthanized at week
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19, MPE-001 (300 nmol/kg), MPE-003 (300 nmol/kg) or 0.9% NaCl (n = 11 per group) which
were euthanized at week 28. Mice were fed with a HFHC, cholate free diet (D12108c, Research
Diets Inc., New Brunswick, NJ, USA) containing 20 kcal% protein, 40 kcal% fat and 1.25%
cholesterol (wt/wt), until 19 weeks of age. The diet was then changed to normal chow and daily
subcutaneous (s.c.) treatments with MPE-001, MPE-003 or 0.9% NaCl were initiated and pursued
for 9 more weeks. Additional studies were performed in apoe” cd36” mice subjected to the same
diet/treatment conditions (Fig. 3B) (n = 8-14 mice per group).

In another study, 4-week-old apoe” mice were fed a HFHC diet throughout the protocol
(Fig. 4A) (n = 9-13 mice per group). A fifth group was added, in which mice were treated daily
with 300 nmol/kg s.c. of [aza-Lys®]-GHRP-6 as a negative control [24]. At week 12, the basal
group was euthanized and treatments were initiated in the other groups for 8 more weeks. Similar

studies were also performed in apoe” cd36” mice (Supplemental Fig. 9A).

After fasting for 12 h, blood samples were drawn from the submandibular vein and plasma
(heparin sodium, 10 U/mL) or serum was collected. Mice were then euthanized under isoflurane
anesthesia (Fresenius Kabi, Toronto, ON, Canada), followed by exsanguination via an intracardiac

puncture and perfusion with PBS.
2.2. Azapeptides

Azapeptide analogs of GHRP-6, MPE-001, MPE-003 and [aza-Lys®]-GHRP-6 (Supplemental
Figs. 1A—C), were respectively synthetized and characterized as described previously [13, 25, 26],
and reconstituted in sterile 0.9% NaCl before injection.

Supplemental Materials and Methods are available in Appendix A.
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3. Results
3.1. Azapeptides reduce atherosclerotic lesions below the baseline level in aortic sinuses of

apoe’” mice after switching diet from HFHC to normal chow

In a first setting, apoe”” mice were fed a HFHC diet from 4 to 19 weeks of age. A group
was then euthanized (to determine baseline values), whereas vehicle- and azapeptide-treated mice

received their treatment and were switched to normal chow diet until week 28 (Fig. 1A).

Both aortic sinuses and aortic crosses were evaluated for lesion areas. Representative
photomicrographs of aortic sinuses from mice at week 19 (baseline) and week 28 (vehicle, MPE-
001 and MPE-003) are shown in Fig. 1B and lesion areas, expressed as a percentage of the total
area, are illustrated in Fig. 1C. After reversion to normal chow for 9 weeks, the vehicle-treated
group (week 28) displayed no significant difference in the mean lesion size from that of the basal
group (week 19), suggesting no lesion progression after the change of diet. In contrast, mice treated
with azapeptides featured mean lesion areas which were reduced by ~20% (p < 0.01) compared to
pre-existing lesion areas at week 19. Treatment with azapeptides was associated with a ~30% (p <

0.01) reduction in necrotic areas within aortic sinus lesions (Supplemental Fig. 2).

Contrary to aortic sinus lesion areas, lesions in aortic arches continued to grow from weeks
19 to 28 in vehicle-treated apoe” mice, as shown by the 63% (p < 0.01) increase in lesion areas
compared to the basal group (Fig. 1D and 1E). Lesion areas expanded despite a halving of plasma
cholesterol levels (Fig. 1F) which reached the values previously observed in apoe” mice fed a
normal chow diet (~13 mM) [8]. Azapeptides MPE-001 and MPE-003 attenuated the progression
of aortic arch lesion areas by 26 and 30% (p < 0.05), respectively, compared to vehicle-treated
mice (Fig. 1E). Compared to vehicle treatment, azapeptides did not modulate plasma cholesterol

(Fig. 1F) nor triglyceride levels (Supplemental Fig. 3). Azapeptide MPE-001, but not MPE-003,
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reduced plasma levels of the pro-inflammatory cytokine Il-1B by 24% (p < 0.05) (Fig. 1G). Neither
body weight nor food intake were modulated by treatment with azapeptides (Supplemental Fig. 4).
Furthermore, total and differential leukocytes blood counts were not altered by azapeptide

treatment (Supplemental Fig. 5).

3.2. Azapeptides reduced macrophage content and the relative numbers of pro-inflammatory
macrophages in the brachiocephalic artery of apoe” mice after switching from HFHC to

normal chow diet

Immunostainings were performed on sequential, 4 um cross-sections of brachiocephalic
artery (BCA) from five randomly selected mice, using universal-macrophage marker EGF-like
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1 (F4/80, EMRI1), the MI-macrophage
marker nitric oxide synthase 2 (iNOS, NOS2), the M2-macrophage marker mannose receptor ¢
type 1 (CD206, MCR-1) and with Lillie’s trichrome to detect collagen deposition (representative
images shown in Fig. 2A and Supplemental Fig. 7B). Isotype control antibodies were used to detect
nonspecific binding (Supplemental Fig. 6). In a manner similar to that observed in the aortic arch,
BCA lesions from apoe” mice increased in size from week 19 (dotted line, basal group) to week
28 by ~2-fold (p < 0.001) versus vehicle despite a change to chow diet (Fig. 2B). Compared to
vehicle-treated mice, MPE-001 and MPE-003-treated mice tended to have reduced lesion areas
(Fig. 2B), while MPE-003 diminished the absolute number of F4/80" macrophages by 40% (p <
0.01) (Fig. 2C). However, azapeptides did not alter F4/80" cellularity (cell count per mm? of
lesions) (Supplemental Fig. 7D). In addition, MPE-003 elicited a change towards a non-
inflammatory macrophage phenotype, expressed as a relatively lower expression of iNOS™ versus
CD206" cells within plaques (Fig. 2D). In agreement, the ratio of iNOS"/CD206" was reduced in

favor of the M2-like macrophage phenotype (Fig. 2E). The shift towards the M2-macrophage
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phenotype associated with MPE-003 (p < 0.01) was further validated using chitinase 3-like (YMI,
Chil3) as a second M2 marker (Supplemental Fig. 7E). No differences in collagen deposition were
associated with azapeptide treatment (Supplemental Fig 7C). Immunofluorescent F4/80 and iNOS
double staining confirmed colocalization of both markers in BCA from apoe” mice treated

respectively, with vehicle and azapeptides (Fig. 3A).

Treatment with MPE-001 and MPE-003 caused, respectively, 30 and 26% (p < 0.05)
reductions of abdominal aortic mRNA expression of adhesion g protein-coupled receptor el
(Adgrel), the F4/80 gene (Supplemental Fig. 8). In addition, mRNA of matrix metalloproteinase
14 (Mmp14), which is highly expressed in macrophages [27], was decreased in the MPE-003-
treated group (p < 0.05) (Supplemental Fig. 8). Azapeptide treatments did not significantly
modulate the mRNA levels of CD68, ABCA 1, matrix metalloproteinase 2 (Mmp?2) and caspase-1

(Caspl) (Supplemental Fig. 8).

3.3. In apoe’-cd36”- mice, no anti-atherosclerotic effects of MPE-001 and MPE-003 were

observed

The anti-atherosclerotic effects induced by the azapeptides were shown to be CD36-
dependent using apoe”cd36” mice. After switching from a HFHC to a normal chow diet and
Initiating treatment with azapeptide (MPE-001 or MPE-003) or vehicle (0.9% NaCl) (Fig. 3B),
apoe”"cd36” mice exhibited atherosclerotic lesions that tended to increase from week 19 to 28, as
illustrated in photomicrographs (Fig. 3C), but at a lower level than those observed for apoe” mice.
In the aortic arches of apoe” cd36” mice, neither MPE-001 nor MPE-003 were able to attenuate
atherosclerosis progression relative to vehicle-treated mice (Fig. 3D). Similar results were obtained
after treatment of apoe” cd36”" mice that were maintained on a HFHC diet throughout the study

(Supplemental Fig. 9).
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3.4. Azapeptides MPE-001 and MPE-003 reduced atherosclerotic lesions progression in apoe

~ mice fed a HFHC diet throughout the study

In another setting, the atheroprotective effects of MPE-001 and MPE-003 were evaluated
in male apoe”” mice in which atherosclerotic lesions were induced by feeding a HFHC diet from 4
to 20 weeks of age. Mice were treated with a daily dose of 300 nmol/kg of azapeptides, s.c., from
weeks 12 to 20. The azapeptide [aza-Lys®]-GHRP-6 and 0.9% NaCl were respectively used as a
negative control and vehicle (Fig. 4A). Nearly 3- and 2.6-fold increase in aortic lesion areas were
observed in the vehicle- and [aza-Lys®]-GHRP-6-treated groups, respectively, compared to the
basal group (12 weeks of age) (Fig. 4B and C). After 8 weeks of treatment with MPE-001 and
MPE-003, the extent of atherosclerotic lesion areas at the aortic level was reduced by more than
24% (p < 0.01) and 29% (p < 0.001) (Fig. 4C), respectively, relative to those of vehicle-treated
mice maintained on the HFHC diet. The azapeptide negative control ([aza-Lys®]-GHRP-6) was
unable to arrest atherosclerosis progression compared to vehicle. Atherosclerosis progression was
inhibited under hypercholesterolemic conditions by azapeptides MPE-001 and MPE-003 which did
not modulate plasma cholesterol (Fig. 4D), nor triglyceride levels (Supplemental Fig. 10). Oil red-
O staining of aortic sinus sections (Fig. 4E) and morphometric quantification demonstrated an
increase in lesion areas of 37% (p < 0.0001) in the vehicle group, compared to the basal group
(Fig. 4F). Azapeptides MPE-001 and MPE-003 reduced of aortic sinus lesion areas by 24% (p <
0.0001) and 29% (p < 0.0001), respectively, compared with those from vehicle-treated mice. In
the MPE-003-treated group, the anti-atherosclerotic effect was associated with a significant
reduction in circulating pro-inflammatory cytokines, including C-reactive protein (CRP) (25%, p
<0.05),1L-6 (52%, p < 0.01) and CCL-2 (40%, p < 0.05) (Fig. 4G). In the MPE-001-treated group,

IL-1B was significantly reduced (60%, p < 0.05). Treatment with azapeptide had no observable
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effect on body weight gain nor food intake (Supplemental Fig. 11). Representative BCA cross-
sections illustrated a significant reduction of lesion areas by azapeptide MPE-003 (p < 0.0001)
compared to vehicle (Supplemental Fig. 12B and C); however the absolute number of F4/80" cells
(Supplemental Fig. 12D) and F4/80" cellularity (Supplemental Fig. 13B) were unchanged.
Furthermore, MPE-003 reduced the relative expression of iNOS' versus CD206" cells
(Supplemental Fig. 12E). In agreement, MPE-003 decreased the iNOS*/CD206" cell ratio by 65%
(p < 0.001) (Supplemental Fig. 12F). A similar trend was observed using YM1 as an additional
marker of M2 macrophages (Supplemental Fig. 13C). No difference in collagen deposition was

found in the BCA after azapeptide treatment (Supplemental Fig. 12G).
3.5. Azapeptides promoted aerobic metabolic shift in bone marrow-derived monocytes

The predominance of M2-like macrophages in BCA lesions was investigated in bone
marrow-derived monocytes (BMM) from apoe” and apoe”"cd36” mice after 12 weeks of
treatment with azapeptides (Fig. 5A). The BMM from azapeptide-treated apoe”” mice exhibited
increased basal levels of oxygen consumption rates (OCR) compared to those of vehicle-treated
animals (Fig. 5B). After the addition of potent uncoupler of mitochondrial oxidative
phosphorylation carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP), the observed
increase in OCR was more than 2-fold in azapeptide-treated compared to vehicle-treated mice (Fig.
5B). On the contrary, BMM from apoe”’cd36” mice treated with vehicle and azapeptide,
respectively, exhibited no differences in OCR levels indicating once more the CD36-dependant

effect of the latter (Fig. 5C).

Azapeptides also reduced pro-inflammatory cytokine TNFa and chemokine CCL-2

secretion by activated macrophages (Supplemental Fig. 14), as reported previously [28].
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4. Discussion

Pharmacological targeting of the CD36 receptor in male apoe”” mice was examined under
two diet regimens; HFHC diet, and HFHC diet followed by normal chow. Azapeptides MPE-001
and MPE-003 reduced lesion progression in mice fed a HFHC diet throughout the study and elicited
regression at the aortic sinus level where lesion progression was halted by the switch of diet
regimen from HFHC to normal chow. The CD36-selective ligands, MPE-001 and MPE-003,
reduced lesion areas below pre-existing levels in the aortic sinus and greatly attenuated lesion
progression in the aortic arch of apoe”” mice fed a HFHC diet for 15 weeks then switched to chow
and treated with azapeptide for 9 weeks. Under these conditions, characterization of macrophages
within the BCA lesions of treated mice revealed reduced absolute numbers and a notable change
of relative cell phenotype with a reduction in pro-inflammatory (M1) markers and an increase in
anti-inflammatory (M2) cell markers. Neither total plasma cholesterol nor triglyceride levels were
modified by azapeptide treatment. The anti-atherosclerotic effects of the azapeptides were
dependent on CD36 expression, as they were not observed in apoe” cd36” mice. The azapeptides
exhibited similar anti-atherosclerotic effects in mice fed a HFHC diet throughout treatment. In
contrast to the striking increase in lesion areas exhibited by apoe”” mice fed a HFHC diet between
12 (basal group) and 20 weeks, marked reductions in lesion areas were observed at the aortic arch
and sinus levels of mice treated with MPE-001 and MPE-003, but not to the extent of decreasing
to baseline levels. Consistently, the azapeptides caused a change in the relative amounts of
macrophage pro- and anti-inflammatory markers, indicative of a reduced M1 phenotype, which

coincides with the observed diminishment of inflammatory mediators in circulation.

The roles of CD36 in atherosclerosis have been linked to Toll-like receptor (TLR)-dependent and

independent pathways in early lesion formation [29, 30] and in plaque resolution through
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macrophage efferocytosis [31]. In the pathogenesis of atherosclerosis, CD36 may be involved more
extensively than initially anticipated. Previously, the GHRP-6-derived CD36 ligand EP80317
exhibited preventive and curative effects in atherosclerotic lesions [8] associated with impact on
macrophage cholesterol metabolism and efflux, vascular inflammation and regulation of
mononuclear cell trafficking [32]. Azapeptide analogs of GHRP-6 were later conceived as potent
and selective CD36 ligands with CD36 binding affinities in the micromolar range [33]. In
particular, the series of GHRP-6 peptides possessing aza-Tyr* and aza-Phe* residues exhibited
promising cardiovascular properties in vitro. For example, [Aza-Tyr*]-GHRP-6 (MPE-001)
exerted anti-angiogenic activity [34] and also dampened the retinal inflammation induced by photo-
oxidative stress under blue light exposure, which was associated with a reduced accumulation of
M1 -activated macrophages at the subretinal level [28]. The activity of MPE-001 correlated with
the inhibition of certain pro-inflammatory pathways, such as NF-kB activation of the NLRP3
inflammasome, but initiation of others, like the anti-inflammatory PPARy-PGC-1a pathways. The
aza-Phe* analog, CP-3(iv), previously exhibited cardioprotective effects against myocardial
ischemia-reperfusion by decreasing the generation of left ventricular reactive oxygen species and
apoptosis [35]. The effects of CP-3(iv) were associated with an increase in plasma adiponectin and
a transient reduction in circulating free fatty acid levels. The observed activity of CP-3(iv) was
consistent with reduced lipolysis and damped total fatty acid uptake in the hearts of mice treated
with other CD36 ligands in the myocardial ischemia-reperfusion model [36]. In the present study,
CD36-selective azapeptide analogs of GHRP-6 are now shown to reduce atherosclerosis
progression and to initiate the regression of lesions at the aortic sinus level in apoe” mice, which
were switched from a HFHC to normal diet. Despite some controversy, regression of
atherosclerotic lesions has been experimentally documented and reported to be associated with

reduced foam-cell accumulation [19] without significant change in plasma cholesterol [37, 38].
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Regression of atherosclerotic lesions in the azapeptides-treated mice was consistent with the latter
findings. Even though patients benefit from therapies lowering high LDL, some are still at risk of
residual inflammatory cardiovascular events [39]. Along that line, azapeptide treatment reduced
systemic inflammation and diminished inflammatory macrophage numbers within lesions. These
results coincide with other characteristics of lesion regression, including a reduction in foam cell
accumulation and necrotic core areas within lesions [40].

In spite of a reduction in plasma cholesterol levels after switching apoe”” mice from HFHC
to chow, mice remained hypercholesterolemic. Therefore, lesions progressed between weeks 19
and 28, except at the level of the aortic sinus. The ability to observe regression in the aortic sinus
of azapeptide-treated mice may be due, in part, to the absence of increased lesion area compared
to baseline levels. In contrast, despite the change of diet, both the aortic arch and BCA displayed
an increase in atherosclerotic lesion areas in vehicle-treated mice which may have impeded
detection of azapeptide effects on lesion regression in these regions. Consequently, evidence of
lesion regression was not observed. However, azapeptide-treated mice exhibited significant
increases in markers characteristic of M2 macrophages and reduced inflammation [40]. Moreover,
mRNA levels of Adgre-1, encoding the F4/80 antigen, and of Mmp 14 were both reduced, consistent
with reduced macrophage accumulation at lesion sites of apoe” mice treated with the first
generation CD36 ligand, EP80317 [32].

Notwithstanding the complexity of the different phenotypic states of macrophages overtime
during lesion development, regression of pre-established lesions is correlated with M2 markers [40,
41]. Favoring tissue remodeling, repair and plaque stability, M2 macrophages clear lesions of dying
cells and debris, and secrete anti-inflammatory mediators and cytokines [40]. In the M2
macrophage subtype, CD36 and PPARY expression are correlated [42]. Moreover, the CD36 ligand

EP80317 stimulated the PPARy-LXRa-ABCA1/G1 transporter pathway and cholesterol efflux in
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macrophages [10] and reversed cholesterol transport in apoe”” mice [9]. Both PPARy and LXRa
were reported to contribute to dampening inflammation, which leads to enhanced M2-like
macrophages and reduced M1 phenotype [5, 42-44]. These observations are in agreement with the
PPARy-dependent cytoprotective effects of CD36-selective ligand MPE-001 [28] and coincide
with the reduction of iNOS™/CD206" ratio in azapeptides-treated mice in the current study.

Furthermore, BMM isolated from apoe” mice fed a HFHC diet showed an increase in
mitochondrial activity following treatment with azapeptides. Oxygen consumption rates were
higher at basal levels, but also upon addition of the protonophore FCCP in BMM from azapeptide-
treated mice. This indicates a shift to aerobic metabolism that is consistent with previous
observations in bone-marrow-derived macrophages [28]. Such intracellular metabolic shift
coincides with an anti-inflammatory M2 macrophage subtype, which is characterized by enhanced
rates of oxidative phosphorylation and fatty acid oxidation [45] and a role for CD36 in facilitating
fatty acid uptake and oxidation [46]. In addition, the anti-inflammatory effect of azapeptides was
shown in isolated macrophages by a reduction in cytokines secretion in a CD36-dependent manner
(Supplemental Fig. 14).

These observations and those of our previous studies [10, 32] are consistent with
atherosclerotic plaque resolution [18], as they show reduced aortic lesion areas, reduced
macrophage accumulation, reduced endothelial and systemic inflammation at lesion sites, as well
as increased cholesterol efflux and reverse cholesterol transport in EP80317-treated mice.
Moreover, the azapeptide effects were associated with polarization of macrophages to an M2-like
subtype. Reduced lesion areas and absolute F4/80" macrophage counts were observed in the BCA,
a site known to develop advanced lesions in apoe” mice, although detection of azapeptide-induced

regression in this region may have likely been impeded by diet-induced lesion progression.On the
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other hand, at the aortic sinus level, azapeptides reduced necrotic areas which have notably been

implicated in plaque instability [40].

During plaque regression, little evidence exists for significant proliferation of macrophages
[47]. An increase expression of M2-like cell markers in the artery wall has been proposed to be
attributed to the conversion of M1 macrophages to an M2-like state upon changes in the plaque
environment, but could also be due to recruitment of new monocytes that become M2-like [20].
Although the origin of macrophages subpopulations within the different lesion sites and the
immunomodulatory mechanism by which azapeptides alter macrophage numbers requires further
study, ability to favor the M2-like state has probably significant beneficial consequences. The
therapeutic effect of CD36-selective azapeptides on monocytes and macrophages are likely to be
extended to other cell types and tissues expressing the scavenger receptor, including endothelium
and vascular smooth muscle cells.

The azapeptides also exhibited antiatherogenic effects in apoe” mice which were fed a
HFHC diet throughout the experiment. Pivotal cytokines associated with the proatherogenic
function of M1 macrophages, such as IL-1B, IL-6 and CCL-2, were decreased in circulation [48,
49]. A significant reduction in CRP plasma levels was also detected in the azapeptide-treated mice,
probably as a consequence of decreasing the upstream regulator IL-6. A well-recognized indicator
of inflammation, CRP expression often correlates with cardiovascular disease [50]. The results of
the present study on the anti-atherosclerotic effects of azapeptides MPE-001 and MPE-003
encourage further examination. Additional studies aimed to ascertain cellular and molecular events
implicated in their influence on monocyte trafficking at lesions sites, plaque macrophage apoptosis

and CD36-mediated efferocytosis, remain to be done [23]
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4.1. Conclusion

Azapeptide analogs of GHRP-6 have been shown to be potent and selective CD36 ligands.
Treatment of apoe” mice fed a HFHC diet with such azapeptides reduced atherosclerosis
progression, and elicited regression of aortic sinus lesions. These effects of azapeptides MPE-001
and MPE-003 were associated with a relative increase in M2-like macrophages within lesions.
Azapeptide ligands of CD36 merit further development as a novel therapeutic avenue for treating

atherosclerosis.
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Figure 1: Azapeptides MPE-001 and MPE-003 induced regression of atherosclerotic lesions in

apoe” mice. (A) Study design. (B) Representative photomicrographs of Oil red-O/hematoxylin-
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eosin-stained aortic sinuses (scale bar: 200 pm). (C) Percentage aortic sinus lesion areas expressed
as dot plots and mean + SEM (n=4 per group, 2-4 sections per mice). Each symbol denotes the
sections from a single mouse. (D) Representative photomicrographs of aortic arches stained en face
with Oil red-O. (E) Dot plots and mean = SEM of percentage aortic arch lesion areas (n = 6, week
19 and n = 11, mice per group). (F) Dot plots and mean + SEM of total plasma cholesterol levels
(n =11 per group). Dotted line represents the mean basal value. (G) Mean + SEM of IL-18 (n =
10-11), IL-6 (n = 5-7) and TNFa (n = 11) plasma levels at sacrifice. Statistical analysis was
performed by one-way ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test for all
figures except (C) aortic sinus lesion areas (nested one-way ANOVA followed by Tukey); * p <

0.05, **p < 0.01.
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Figure 2: Azapeptides reduced the ratio of pro-inflammatory to anti-inflammatory macrophages
in 28-week-old mice fed a HFHC diet until 19 weeks of age and then switched to chow. (A)
Representative serial cross-sections of immunostained BCA sections at weeks 19 and 28, for F4/80,
iNOS and CD206 antibodies at 10X magnification (scale bar: 100 um). Enlarged areas (100X) are
displayed from the inset (scale bar: 100 um). (B) BCA lesion areas. (C) Absolute F4/80" cell counts
in BCA lesion areas. (D) Relative percentage of iNOS™ and CD206" stained cells versus 0.9%
vehicle. (E) Ratio of iNOS to CD206 positive cells in BCA lesions. Results are expressed as mean

+ SEM of 4 (0.9% NaCl), 5 (MPE-001) and 4 (MPE-003) mice, n = 2-4 sections per mice. Dotted
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line represents the mean basal value. * p < 0.05, ** p < (.01, nested one-way ANOVA followed

by Tukey's Multiple Comparison post hoc test.
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Figure 3: Double immunofluorescence staining of macrophages in BCA lesions of apoe” mice
showed the colocalization of F4/80 and iNOS. (A) Representative staining of macrophages
showing F4/80 (green), iNOS (red) and their colocalization (yellow) in BCA sections at 10X

magnification (scale bar: 100 pm). Enlarged areas of the merging (100X) is displayed from the
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inset (scale bar: 100 pm). (B) Study design for apoe” cd36”mice. (C) Representative en face Oil
red-O-stained aortic arches from apoe” cd36”. (D) Dot plots and mean = SEM of aortic arch lesion
areas. Dotted line represents the mean basal value. One-way ANOVA followed by Tukey's

Multiple Comparison post hoc test.
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Figure 4: MPE-001 and MPE-003 reduced the progression of atherosclerotic lesions in apoe”

mice. (A) Study design. (B) Representative photomicrographs of aortas stained with Oil red-O. (C)
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Dot plots and mean + SEM of aorta lesion areas of 11 (0.9% NaCl, MPE-001), 9 (MPE-003) and
13 ([aza-Lys®]-GHRP-6) 20-week-old mice. (D) Total plasma cholesterol expressed as dot plots.
(E) Representative photomicrographs of aortic sinuses after staining with Oil red-O and
hematoxylin-eosin (scale bar: 200 um). (F) Percentage aortic sinus lesion areas showed as dot plots
of 4 mice per group, 2-4 cross-sections per mice. Each symbol denotes the sections from a single
mouse. Dotted line represents the mean basal value. (G) Plasma levels of CRP (n=11), IL-6 (n =
10-11), CCL-2 (n=11), TNFa (n=10-11) and IL-1p (n =9-11) at week 20. Results are expressed
as mean = SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001, one-way ANOVA
followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test for all figures except (F) aortic sinus lesion

areas (nested one-way ANOVA followed by Tukey) and (G) Il-1p (unpaired t-test).
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Figure 5: MPE-001 and MPE-003 increased oxygen consumption rate of BMM from azapeptide-
treated-mice. (A) Experimental protocol of the study. (B, C) Time-course of OCR in BMMs of
apoe”” and apoe”"cd36” mice, respectively. Data are representative of 3 independent experiments.
(D, E) Bar graphs of basal and maximal (FCCP) OCR in BMM from apoe”” and apoe” cd36” mice.
Each independent experiment was performed with four replicates per treatment. **** p < 0.0001,

Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s Multiple Comparisons test.
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Appendix A. Supplemental materials

Ethics statement

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal Ethics Committee, and
performed according to the Canadian Council on Animal Care and US National Institute of Health

guidelines for the care and use of laboratory animals.

Animals

Cd36/apoe double KO mice were bred by crossing ¢d36-KO mice to apoe-KO mice (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). The resulting cd36/apoe double KO and littermate derived
apoe-KO mice were of 98.44% C57Bl/6j background (6x backcrossed). Mice were housed under

standard conditions, with food and water ad libitum. Male mice were used in all experiments.

Morphometric analysis of aortic lesions

Atherosclerosis was quantified by en face analysis of oil red-O-stained aorta as described
previously [1]. The extent of atherosclerotic lesions was expressed as the percentage of aortic

stained lesion areas relative to the total aorta area by two blinded investigators.

For determination of aortic sinus lesion areas, frozen hearts kept in Optimal Cutting Temperature
(OCT) compound (VRW International, Radnor, PA, USA) were provided to the Histology Core
Facility (Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC), Universit¢ de Montréal) and
sectioned parallel to the atria. Sequential 8 um transverse sections, starting from the three valve
cusps of the aortic sinus, were cut with a cryostat microtome and placed on a microscope slide
before removing OCT with 70% ethanol [2]. Sections were then stained with oil red-O and

counterstained with hematoxylin-eosin (Gill Hematoxylin and Intensified Eosin Y, Thermo Fisher
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Scientific, Mississauga, ON, Canada) for plaque area measurement. Up to four sections from each
specimen were assessed at 80 um intervals. The magnitude of atherosclerosis development was
determined as a percentage of the total aortic sinus areas occupied by lesion. The images were
digitized by a camera coupled to a light microscopy and analyzed using Adobe Photoshop CS3
software (Adobe Systems Incorporated, San José, CA, USA) by two blinded investigators, with 4

mice per group and 2-4 sections per mice.
Necrosis assessment in aortic sinus lesions

Necrotic core areas in lesions were measured in hematoxylin-eosin (Thermo Fisher Scientific)
stained transverse sections of aortic sinuses. Images were acquired using a 20X objective with the
digital scanner Nanozoomer 2.0 HT and NDP.view 2 software (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Shizuoka, Japan), then analyzed using Adobe Photoshop CS3 software (Adobe Systems
Incorporated) by one blind user. Results were expressed as percentage of acellular areas in

hematoxylin-eosin stained lesions relative to the total lesion surface.
Cholesterol and triglyceride assays

Total plasma cholesterol and triglycerides were assayed using the Infinity™ Total Cholesterol

Reagent/Triglycerides Reagent and calibrator (Thermo Fisher Scientific).
Cytokine assay by ELISAs

Concentrations of cytokines and inflammatory biomarkers, including interleukin-6 (IL-6),
interleukin-1 beta (IL-1p), c-reactive protein (CRP), chemokine C-C motif ligand 2 (CCL-2) and
tumoral necrosis factor alpha (TNFa) were assayed by ELISA in peritoneal cell supernatants or
plasma using the mouse ELISA Ready-Set-Go!™ kits (eBiosciences, San Diego, CA, USA) in

accordance with the manufacturer’s instructions.
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Immunohistochemistry (IHC) studies

For classical IHC analysis of the brachiocephalic artery (BCA) at the Histology Core Facility
(IRIC, Universit¢ de Montréal), formalin-fixed vessels were embedded in paraffin and cross-
sections of 4 um were cut along the length of the specimen and up to four sections from each
specimen were assessed at 40 um intervals. The sections were deparaffinized using Bond™ Dewax
Solution (Leica Biosystems, Concord, ON, Canada) and antigen recovery [3, 4]tim was performed.
For mannose receptor c-type 1 (CD206, MRC1), chitinase-like 3 (YMI, Chil3) and nitric oxide
synthase 2 (iNOS, NOS2)[5], heat-induced epitope retrieval (HIER) with Bond™ Epitope
Retrieval Solution 1 (Leica Biosystems) was applied for 20 mins. For EGF-like module-containing
mucin-like hormone receptor-like 1 (F4/80, EMR1) [6, 7], the antigen was retrieved using
proteolytic enzyme induced epitope retrieval (PIER) (Bond™ Enzyme Pretreatment Kit, Leica
Biosystems) for 10 mins. Sections were then incubated with diluted primary antibody against
CD206 (goat polyclonal IgG, 1:50 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)), YM1 (rabbit
polyclonal IgG, 1:100 (Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada)), iNOS (rabbit polyclonal
IgG, CI: K13-A, 1:2000 (Novus Biological, Centennial, CO, USA)) or F4/80 (rat monoclonal
antibody, CI: A3-1, 1:50 (Bio-Rad AbD Serotec, Hercules, CA, USA)) for 30 mins. Detection of
specific signal was acquired by using Bond™ Polymer DAB Refine kit (Leica Biosystems) for
iNOS and Bond™ Intense R Detection System (Leica Biosystems) for CD206, YM1 and F4/80,
with corresponding diluted secondary Biotin-conjugated antibody (1:100 — Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Using the same final concentration as specific
antibodies, isotype controls for nonspecific binding were performed for F4/80 (rat monoclonal
IgG2B, R&D Systems), CD206 (goat polyclonal IgG, Novus Biological) and iNOS (rabbit

polyclonal IgG, Novus Biological). Immunostained sections were counterstained with hematoxylin
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and images were acquired using a 20X objective with the digital scanner Nanozoomer 2.0 HT and
NDP.view 2 software (Hamamatsu Photonics). The results are expressed as total F4/80 positive
cells in atherosclerotic lesions. The relative percentage of iNOS™ or CD206" cell numbers (versus
sum of iNOS" and CD206") was determined. Cell counts were performed both manually and with
software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Collagen was assessed in
BCA cross-sections using Lillie’s trichrome staining and the results expressed as the percentage of
the total lesion surface areas. All analyses were performed by two blinded investigators, with 4-5

mice per group and 3-4 sections per mice.
Immunofluorescence (IF) studies

Immunofluorescence (IF) staining was performed on formalin-fixed paraffin-embedded BCA
cross-sections by the Histology Core Facility (IRIC, Université de Montréal). Following dewaxing
and antigen retrieval using PIER, diluted primary antibody against F4/80 or iNOS (as mentioned
above) was applied for 1 h at room temperature. A cocktail of corresponding diluted Alexa Fluor®-
conjugated secondary antibody to detect F4/80 (AF488 goat anti-rat 1gG, 1:200, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) or iNOS (AF594 goat anti-rabbit, 1:200, Invitrogen) epitope was applied
on each section for 30 mins at room temperature. Slides were counterstained with ProLong™
Gold Antifade Mountant (Invitrogen) with DAPI and coverslipped manually. High-
resolution images were acquired manually using a DP71 digital camera mounted on a BX61
motorized upright microscope with fluorescence filters (FITC/TXRED/DAPI) from Olympus

(Waltham, MA, USA).
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RT-qPCR analysis

Total mMRNA was extracted from abdominal aorta in Ribozol™ RNA Extraction Reagent (VWR
International, Radnor, PA, USA) using PureLink™ RNA Micro Kit (Invitrogen). Reverse
transcription to cDNA was then performed in a total volume of 20 pLL with oligo(dT) primers using
SuperScript II"™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) at 37°C for 75 mins followed by 10 mins at
95°C. The samples were diluted 1:10 in DEPC-treated water and kept at -80°C until use. Real-time
gPCR amplification was carried out in a volume of 20 pL with 2 pL of reverse transcription
reaction, 20 puM of each specific primer and Ssofast™ EvaGreen® Supermix (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). The cycling protocol consisted of 40 cycles of 95°C for 30

seconds, then 20 seconds at 60°C.

The mRNA levels were normalized to the housekeeping gene -actin and relative gene expression

was determined using the comparative 224" method.
The murine primer sequences are as follows:

B-actin
sense primer 5° - CAGCAAGCAGGAGTACGATGA - 3°

antisense primer 5° - GAAAGGGTGTAAAACGCAGCTC - 3’ (93 bp);

Adgrel
sense primer 5’- GCAAGGAGAATGAGTCCATTAAC - 3°

antisense primer 5’- TGAGACAAAAGCCACTCCTG - 3’ (71 bp);

CD68
sense primer 5° - AGGACCGCTTATAGCCCAAGGAACA -3’

antisense primer 5° — TCGTAGGGCTGGCTGTGCTTTC -3’ (116 bp);
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ABCal
sense primer 5 — CTGACGGGAAGAGAGCATGT -3’

antisense primer 5° — TTTGTTGCCGCCACTGTAGT - 3’ (150 bp);

Mmp14
sense primer 5° - GCCCTCTGTCCCAGATAAGCCCAA - 3°

antisense primer 5’ - CCAGAACCATCGCTCCTTGAAGACAA -3’ (121 bp);

Mmp2
sense primer 5 — TGGTCGCAGTGATGGCTTCCTCT -3’

antisense primer 5° - GGTAAACAAGGCTTCATGGGGGCA — 3’ (94 bp);

Caspl
sense primer 5° - ACAGCTCTGGAGATGGTGAAAGAGGT -3’

antisense primer 5 — GTGGTCCCACATATTCCCTCCTGGAT -3’ (122 bp).

Purification of bone marrow-derived monocytes (BMMs) and oxygen consumption rate

(OCR) assays

Bone marrow-derived monocytes (BMMs) were isolated from 18-week-old apoe” and apoe™” cd36
" mice fed a HFHC diet (D12108, Research Diets) and injected daily with a s.c. injection of vehicle

(0.9% NaCl) or 300 nmol/kg azapeptide (MPE-001 or MPE-003) from 6-18 weeks of age.

Monocytes were purified from bone marrow using a negative selection monocytes isolation kit
(Stem Cell, Vancouver, British Columbia, Canada), plated for 2 h in Seahorse XF media DMEM
(Seahorse Bioscience North Billerica, Billerica, MA, USA), followed by real-time analysis of OCR
with a 96 XFe Seahorse (Seahorse Bioscience North Billerica). Three or more consecutive

measurements were obtained under basal conditions and after the sequential additions of 1 uM
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oligomycin (inhibitor of mitochondrial ATP synthase), 1 uM FCCP (carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone), a photonophore that uncouples ATP synthesis from oxygen consumption
by the electron-transport chain and 1 pM rotenone/antimycin A (inhibitors of the electron transport

chain).
Peritoneal macrophage purification and stimulation

After euthanasia by exsanguination under isoflurane, the peritoneal cavity of 12-week-old male
mice were washed using 10 mL DMEM cell-culture medium. The cell suspension was purified for
resident macrophages by depletion of non-target cells using the Monocyte Isolation Kit (Miltenyi,
Auburn, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. The purity of macrophages was
assessed using APC/Cy7 anti-mouse F4/80 (Biolegend, San Diego, CA, USA) marker and
PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD80 (Biolegend) by flow cytometry. Purified peritoneal macrophages
(2.5 x 10°) from cd36™* and cd36” mice were seeded on 48-well plates in DMEM containing 10%
FBS and 20 ng/mL interferon y at 37°C in a 5% COz-enriched atmosphere. After 48 h, the cells
were washed twice with PBS and incubated with DMEM containing 0.2% BSA for 2 h prior to
stimulation. Peritoneal macrophages were incubated with azapeptides MPE-001 and MPE-003 at
107 M or vehicle, and concomitantly stimulated with 300 ng/mL R-FSL1 (a TLR2/6 selective

agonist) for 4 h before collecting supernatants for cytokine assay by ELISA.
Statistical analysis

All data are presented as mean = SEM. Comparisons between independent groups on normally
distributed data were performed using one-way ANOVA followed by pairwise multiple
comparisons using the Tukey method. Nested one-way ANOVA followed by Tukey was used for

serial cross-sections of aortic sinus and BCA. Nonparametric analysis using the Kruskal Wallis test
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followed by Dunn's post hoc was used on non-normal distributed data. (GraphPad Prism v.8.4.2.

San Diego, CA, USA), as indicated. P values < (.05 were considered statistically significant.
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Supplemental Figure 1: Chemical structures of azapeptide analogues of GHRP-6; (A) [aza-Lys®]-

GHRP-6, (B) MPE-001 and (C) MPE-003.

135



(A) sacrifice

(basal) sacrifice

? Daily s.c. injections ‘
apoe"‘ :  (0.9% NaCl, MPE-001 -
+ or MPE-003 at 300 nmol.’kg}‘s

4 19 28 weeks

(B) e (©)

60- kekkok
% %

b A :
s
FIFS=27

% necrotic areas in lesion
()
=
o
. +hl "
l'}'r‘

109
c \I L] L}
Q@(, 96\ 96‘.)
oo N <«
K N X

Supplemental Figure 2: Treatment with azapeptides reduced necrotic areas of aortic sinus lesions
after switching from HFHC to chow diet. (A) Study design. (B) Representative photomicrographs
of aortic sinuses stained with hematoxylin-eosin from 28-week-old apoe” mice (scale bar: 200
um). (C) Necrotic areas expressed as percentage of sinus lesion areas. Results are shown as dot
plots and mean + SEM 2-4 cross-sections per mice (n = 3-4 per group). ** p < 0.01, **** p <

0.0001, nested one-way ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test.
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Supplemental Figure 3: Azapeptides did not significantly modulate plasma triglyceride levels.
(A) Study design. (B) Plasma triglyceride levels of apoe” mice at 28 weeks of age. Results are

shown as dot plots and mean + SEM (n = 11 mice per group).
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Supplemental Figure 4: Azapeptides did not modulate body weight gain and weekly food intake.
(A) Study design. (B) Weekly body weight gain and (C) weekly food intake. Results are expressed

as mean = SEM.
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Supplemental Figure 5: Azapeptides did not modulate blood leukocyte nor monocyte counts.
Blood sample was taken at sacrifice to perform blood and differential counts analysis. Total blood
cell count, as well as differential leukocytes counts, were performed. (A) Study design. (B) Blood
leukocyte counts and (C) blood monocyte counts. Results are expressed as dot plots and mean +

SEM (n = 6 (basal) or n = 11 mice per group).
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Supplemental Figure 6: Immunochemistry negative controls. Representative images of isotype
control antibodies staining for F4/80 (rat IgG2B), iNOS (rabbit IgG) and CD206 (goat IgG)

markers on serial cross-sections of BCA at 10X magnification (scale bar: 100 pm).
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Supplemental Figure 7: Azapeptides did not alter collagen deposition nor cellularity of F4/80"
cells within BCA lesion. MPE-003 reduced the iNOS™/YMI™ cell ratio. (A) Study design. (B)
Representative serial cross-sections of BCA from vehicle (0.9% NaCl)-, MPE-001- and MPE-003
(300 nmol/kg)-treated mice at week 28 stained with Lillie’s trichrome at 10X magnification (scale
bar: 100 pm). (C) Percentage collagen in BCA lesions.(D) Cellularity of F4/80" cells per mm? of
lesion. (E) iNOS/YMI1" cell ratio. Results are expressed as bar graphs + SEM of 2-4 sections per
mice and 4-5 mice per group. ** p < 0.0/, Kruskal-Wallis test followed by Dunn's Multiple

Comparison post hoc test.
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Supplemental Figure 8: Azapeptide treatment reduces steady state mRNA levels of Adgrel and
Mmp14 in abdominal aortas. (A) Study design. (B) mRNA levels of Adhesion g protein-coupled
receptor el (Adgrel) encoding for F4/80 protein, (C) Cluster of differentiation 68 (CD6S), (D)
ATP-binding cassette transporter al (ABCal), (E) Matrix metalloproteinase 14 (Mmpl4), (F)
Matrix metalloproteinase 2 (Mmp?2) and (G) Caspase-1 (Caspl) in aortic tissue from 8-9 mice per
group. Values were normalized to B-actin mRNA. Results are expressed as dot plots and mean fold
change = SEM versus vehicle setas 1. * p < 0.05, One-way ANOVA followed by Tukey's Multiple

Comparison post hoc test.
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Supplemental Figure 9: Atheroprotective effects of azapeptide MPE-001 is CD36-dependent as
no effects are observed in apoe”"cd36”. (A) Schematic representation of the experimental protocol:
apoe”"cd36” mice fed a HFHC diet received a daily dose of 300 nmol/kg of MPE-001 (n = 11) or
0.9% NaCl vehicle (n = 11) from 12 to 20 weeks of age. A baseline group (n = 9), was sacrificed
at week 12. (B) Representative en face oil red-O-stained aortas from 20-week-old apoe” cd36™
mice. (C) Percent aortic lesion areas shown as dot plots and mean + SEM. One-way ANOVA

followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test.
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Supplemental Figure 10: Azapeptide treatment did not modulate plasma triglyceride levels. (A)
Study design. (B) Plasma triglycerides of apoe” mice at 20 weeks of age. Results are shown as dot

plots and mean + SEM (n = 7-10 mice per group).
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Supplemental Figure 11: Azapeptide treatment did not modulate body weight gain and weekly
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Supplemental Figure 12: Azapeptides skewed macrophages towards the anti-inflammatory
phenotype. (A) Study design. (B) Representative serial cross-sections of BCA from vehicle (0.9%
NaCl)-, MPE-001- and MPE-003 (300 nmol/kg)-treated mice at week 20, immunostained with
antibodies against F4/80, iNOS and CD206, and with Lillie’s trichrome at 10X magnification (scale

bar: 100 pm). Enlarged areas (100X) are displayed from the inset (scale bar: 100 pm). (C) BCA
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lesion areas expressed in mm?. (D) F4/80" cell counts in BCA lesion areas. (E) Relative percentage
of iNOS™ and CD206" versus vehicle. (F) Ratio of iNOS to CD206 positive cells in BCA lesions.
(G) Percentage collagen in BCA lesions. Results are the mean = SEM of 4 (0.9% NacCl), 5 (MPE-
001 and MPE-003) mice per group, n = 3 sections per mice. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
*EEE p < 0.0001, nested one-way ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc

test.
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Supplemental Figure 13: Azapeptide treatment tended to reduce the iNOS™/YMI™ cell ratio.
(A) Study design. (B) Cellularity of F4/80" cells per mm? of lesion (C) iNOS*/YM1" cell ratio.

Results are expressed as mean = SEM of 3 sections per mice and 4-5 mice per group.
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Supplemental Figure 14: Azapeptide reduced pro-inflammatory cytokines in peritoneal

macrophages supernatants. Purifed resident peritoneal macrophages from CD3

6" (wild type or
Yp

WT) or cd36”" mice were stimulated with 300 ng/mL R-FSL1 (a TLR2/6 selective agonist) in the

presence of 107 M MPE-001, MPE-003 or vehicle, and supernatants were assayed for (A) TNFa

and (B) CCL-2. Results are expressed as the mean £ SEM (4 mice per group). * p < (.05, one-way

ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparison post hoc test.
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Chapitre 3 — Discussion

Malgré les avancements thérapeutiques des 20 derniéres années, les maladies CV sont
toujours la premicre cause de mortalité dans le monde (Dagenais ef al., 2019). Au Canada, les
données de 2012 montrent qu'un Canadien sur 12 recoit un diagnostic de maladie CV au cours de
sa vie. Parmi les patients diagnostiqués, un va en décéder a chaque 5 minutes
(GouvernementduCanada 2012). Ces chiffres alarmants s’expliquent entre autres par la présence
de nombreux facteurs de risque tels que I’hypertension, des taux élevés de cholestérol sanguin, le
tabagisme et la sédentarité. Par ailleurs, ce sont 9 Canadiens sur 10 qui souffrent d’au moins un de

ces facteurs contribuant au développement de maladies CV (Heartandstroke 2020).

De plus, il a été rapporté que la pandémie actuelle due au virus SARS-CoV-2 est associée
a un taux de mortalité plus élevé chez les patients atteints de comorbidités dont les plus fréquentes
sont I’hypertension, le diabéte et les maladies CV (Jordan et al., 2020, Yang et al., 2020). Etant
donné que I’hypertension et le diabéte sont des facteurs de risque d’athérosclérose, il est possible
que 1’athérosclérose contribue a la sévérité et donc a I’incidence d’hospitalisations due au virus
(Bonow et al., 2020). Le besoin de thérapies ciblant les maladies CV reste donc d’actualité et mérite

I’attention des chercheurs.

D’autres facteurs dont I’hypercholestérolémie, le sexe masculin et les maladies
inflammatoires chronique telles I’arthrite rhumatoide et les maladies inflammatoires de I’intestin
contribuent au développement des 1ésions athérosclérotiques, notamment au niveau des arteres
coronariennes (Davies et al., 1976, Skeoch et al., 2015, Feng et al., 2017). Plusieurs des traitements
actuels visent a diminuer les niveaux de LDL sanguins et a contrdler les facteurs de risques tel

I’hypertension. Les statines sont les plus utilisées et recommandées selon les lignes directrices de



’American College of Cardiology (Washington, D.C., Etats-Unis) (Grundy et al, 2019), du
Canadian Cardiovascular Society Guidelines (Ottawa, ON, Canada)(Anderson et al., 2016) et de
I’European Atherosclerosis Society (Gothenburg, Gdétaland, Suede)(Authors/Task Force et al.,
2019). Leur mécanisme d’action consiste a inhiber une étape de la synthése du cholestérol par
I’inhibition de I’enzyme HMG-CoA (Endo 2010). Bien qu’il existe d’autres classes de
médicaments visant la diminution du cholestérol sanguin, comme les anti-PCSK9, les fibrates,
I’ézétimibe et la niacine, les statines forment encore aujourd’hui la premiére ligne de traitement
pour la prévention primaire et secondaire des maladies CV découlant de 1’athérosclérose (Grundy
et al., 2000). En prévention primaire, on vise une diminution de 35% du LDL, tandis qu’en
prévention secondaire c¢’est plutdt 50%. Il faut d’abord évaluer le risque de développer une maladie
CV sur 10 ans en se basant sur les facteurs de risque suivants : age, sexe, tabagisme, hypertension,
diabéte et taux plasmatiques de LDL et HDL. Ensuite, on vise a diminuer les taux plasmatiques de
LDL selon le niveau de risque du patient et également selon la concentration actuelle de LDL
plasmatique. Des études ont déterminé que la diminution d’une mmol/L de LDL (39 mg/dL) chez
les patients recevant des statines en prévention secondaire est associée a une diminution du risque
de développer une maladie CV entre 20-25%. Il est important de choisir adéquatement la statine
pour traiter chaque patient afin de la balance-bénéfice/risque soit positive. En effet, une thérapie
agressive réduisant fortement les taux de LDL, mais associée a des effets indésirables plus séveres
ne sera bénéfique que pour les patients a haut risque de complications cardiovasculaires- Les
statines présentent aussi d’autres effets, notamment anti-inflammatoires, pouvant contribuer a leur
effet anti-athérosclérotique (Schonbeck et al., 2004). D’autre part, environ 15% des patients traités
avec les statines auront des effets secondaires comme des douleurs musculaires, des crampes et des
faiblesses. Le symptome le plus sévere associé a la prise de statine est la myopathie grave, bien

qu’elle n’ait été observée que chez 1 patient sur 23 millions (Fitchett ef al., 2015).
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Ainsi, les lignes directrices américaines, canadiennes et européennes recommandent dans
certains cas I’ajout de ézétimibe, ou d’anti-PCSK9, aux statines afin d’atteindre les taux de LDL
sanguin visés. L’ézétimibe inhibe I’absorption intestinale du cholestérol et est surtout utilisé
lorsque les patients ne tolérent pas une haute dose de statine qui leur permettrait d’atteindre les
taux de LDL visés. En monothérapie a 10 mg par jour pendant 12 semaines, 1’ézétimibe réduit
d’environ 15-25% les niveaux de LDL plasmatiques (Morrone et al., 2012). Des études montrent
d’ailleurs que ’ajout d’ezetimide aux statines chez les patients a haut risque est bénéfique puisque

I’effet est additif.

Pour ce qui est des anti-PCSK9, qui induisent le recyclage a la membrane du récepteur
LDL, ils sont surtout recommandés chez les patients a haut risque de maladies CV. En effet, des
études évaluent que le rapport cott-efficacité de cette thérapie n’est pas favorable pour les patients
a faible risque. En 2017 au Canada, le cott des anti-PCKS9 a été évalué a 75008 par année pour
un patient (Lee et al., 2018), alors que le cofit des statines en 2007 tournait autour de 400-700$
annuellement (Tran ef al., 2007). Depuis 1’entrée en marché des molécules génériques en 2011, le
colit des statines a diminué¢ de 25% (Jackevicius ef al.,, 2012). De plus, trés peu de compagnies
d’assurance couvrent actuellement les anti-PCSKD9, et si c’est le cas, seulement les patients a haut
risque y sont admissibles. Les anti-PCSK9 peuvent diminuer entre 45-60% les taux circulants de
LDL (Grundy et al., 2000) et sont associé€s a un érythéme cutané au site d’injection de 1’anticorps

(McKenney 2015), bien que ce soit transitoire.

La niacine et les fibrates font également partie des thérapies utilisées pour réduire les taux
de LDL plasmatique, bien que leurs effets soient modestes en comparaison des statines. La niacine,
aussi connue sous les noms de vitamine B3 et acide nicotinique, diminue la sécrétion hépatique des

VLDL, ce qui permet une réduction d’environ 15-25% des LDL, mais elle est associée a plusieurs
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effets secondaires (Grundy et al., 2000). Le plus fréquent est la rougeur de la peau (70% des
patients), et bien que rare, il y a également un risque de développer une résistance a 1’insuline, ce
qui est potentiellement grave chez les patients diabétiques (Goldberg et al., 2008). Les fibrates, en
tant que ligand du PPARa, peuvent également diminuer les taux de LDL sanguin entre 5-15%. Ils
vont diminuer la sécrétion de VLDL et augmenter la dégradation des LDLs en augmentant le
catabolisme des VLDL et la syntheése de HDL. Les effets secondaires possibles de cette thérapie
incluent les affections de la vésicule biliaire et un changement dans la créatinine sérique
(Tenenbaum et al., 2012). De plus, le risque de myopathie grave est augmenté lorsque les fibrates

sont pris en concomitante avec les statines (Grundy et al., 2000).

Ainsi, méme si plusieurs patients bénéficient des thérapies actuellement disponibles, il
existe malgré tout un risque résiduel de subir un événement cardiovasculaire puisqu’avoir des taux
¢levés de LDL plasmatique n’est pas le seul facteur menant a 1’accumulation de cholestérol dans
I’intima des vaisseaux sanguins (Aday et al., 2018). En effet, I’athérosclérose est une maladie ayant
une composante inflammatoire importante dans I’initiation et la progression des 1ésions (Ridker et
al., 2002, Ridker et al., 2009). L’endothélium dysfonctionnel exprime davantage de molécules
d’adhérence ce qui favorise le recrutement de monocytes qui vont activer et perpétuer la réponse
inflammatoire locale. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles thérapies efficaces visant
des cibles différentes dans le but de diminuer la progression de I’athérosclérose ou encore mieux,

diminuer les plaques préétablies dans les parois vasculaires.

La formation de cellules spumeuses a partir des macrophages s’infiltrant dans les plaques
d’athérosclérose est en grande partie due a I’internalisation excessive de lipides modifiés,
principalement du LDLox, par les récepteurs éboueurs CD36, SR-A et LOX-1 (Rahaman et al.,

2006, Pluddemann et al., 2007). Plusieurs études ont montré le role dominant du récepteur CD36
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dans I’internalisation du LDLox. Un des premiers essais réalisés avec des macrophages péritonéaux
isolés de souris CD367", lesquels ont été incubés avec des LDL modifiées par des MPO et marquées
a I’iode 125 ont montré une diminution de 60% de I’internalisation de LDLox chez les souris
déficientes en CD36 par comparaison a des macrophages de souris de type sauvage (Lougheed et
al., 1997). Des études additionnelles ont confirmé ces résultats. D’une part chez ’homme, ou des
macrophages péritonéaux dont le CD36 a été neutralisé via des anticorps anti-CD36 ont montré
une diminution de 50% de I’internalisation de LDLox (Podrez et al., 2000). D’autre part, une étude
a été menée chez un modele murin d’athérosclérose dans le but d’évaluer I’internalisation de LDL
oxydées par une molécule de cuivre (Cu-LDLox) par des macrophages péritonéaux de souris apoE"
”a celui de souris apoE”""CD367" (Febbraio et al., 2000). Ces essais ont montré une diminution de

60% de I’internalisation des Cu-LDLox en 1’absence du CD36.

Aussi appelé SR-B2, Scarb-3 ou fatty acid translocase, le récepteur CD36 a de nombreuses
fonctions selon le type cellulaire qui I’exprime. Il joue entre autres un rdle dans la clairance des
cellules apoptotiques (efférocytose), I’inflammation, 1’angiogenese, I’internalisation et le
métabolisme des acides gras et lipoprotéines (Silverstein et al., 2000, Febbraio ef al., 2001). Dans
la pathologie d’athérosclérose, le catabolisme du LDLox induit une régulation positive de
I’expression du CD36 par les macrophages par la génération d’acides gras qui vont activer les

récepteurs nucléaires PPARy et LXRa (Chawla et al., 2001, Glatz et al., 2018).

La synthése de sécrétagogues de I’hormone de croissance (growth hormone releasing
peptide, GHRP), plus précisément du GHRP-6, est a la genese des analogues azapeptidiques qui
font I’objet de ce mémoire. Plus précisément, il y a d’abord eu I’identification du récepteur GHS-
R1a au niveau du systéme nerveux central (Howard et al., 1996), puis de son ligand endogene, la

ghréline, au niveau de I’estomac (Kojima ef al., 1999). Des études ont ensuite montré que le GHS-
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Rla était également exprimé au niveau des vaisseaux sanguins, dont ceux du cceur, et que la
ghréline exergait des effets cardioprotecteurs en s’y liant (Baldanzi et al., 2002, Frascarelli et al.,
2003). Des études subséquentes ont montré qu’un nouveau peptide synthétique dérivé du GHRP-
6, I’hexaréline, avait également un potentiel cardioprotecteur indépendant de 1’hormone de
croissance en préservant la contractilité des cellules musculaires cardiaques dans un modele de rat
soumis a une ischémie-reperfusion du myocarde (Berti et al., 1998). Ces observations suggéraient
donc que I’hexaréline exercait ses effets via un autre type de récepteur cardiaque. Des essais de
compétition de liaison sur des ccoeurs isolés de rat menés par 1’équipe de Ong ont permis de
caractériser les sites de liaisons de 1’hexaréline au niveau cardiaque (Bodart ef al., 1999). Cette
¢tude a mis de I’avant la présence de récepteurs distincts des récepteurs aux GHRP hypophysaires
impliqués dans la sécrétion d’hormone de croissance. Par la suite, d’autres essais ont identifié¢ ces

récepteurs au niveau cardiaque comme étant le récepteur éboueur CD36 (Bodart et al., 2002).

Subséquemment, le site de liaison de I’hexaréline au CD36 a été caractérisé comme étant
au niveau de I’ectodomaine, chevauchant ainsi le site de liaison du LDLox (Demers et al., 2004).
Des études menées par notre groupe ont montré que le peptide synthétique EP80317 dérivé du
GHRP-6 avait peu ou pas la capacité¢ de sécréter de ’hormone de croissance, mais possédait
toutefois un potentiel anti-athérosclérotique (Marleau et al, 2005). En effet, notre groupe a
rapporté que 1’administration prolongée du EP80317 chez des souris déficientes en apoE a permis
de réduire la progression des lésions d’athérosclérose au niveau de 1’aorte et de diminuer les taux
de cholestérol apres une administration prolongée. Le EP80317 exercerait ses effets en agissant sur
I’internalisation et le métabolisme des lipoprotéines modifiées, de méme que sur P'efflux du
cholestérol au niveau des macrophages, I’inflammation vasculaire et la régulation du trafic de

cellules mononucléaires (Harb et al., 2009). Ces effets n’étaient pas observés chez les souris apoE~
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CD367, ce qui a permis de montrer que les effets thérapeutiques du EP80317 dépendent de la
présence du CD36 (Marleau et al., 2005). 1l a été démontré que ce peptide augmente I’efflux de
cholestérol par 1’activation de la voie PPARy-LXRa-ABCA-1/G-1 au niveau des macrophages
(Bujold ef al., 2013). Des ¢études additionnelles ont montré que le EP80317 augmente le transport
inverse du cholestérol a partir des intestins et du foie, facilitant ainsi son excrétion dans les féces

(Bujold et al., 2013).

Plus récemment, des analogues azapeptidiques du GHRP-6 ont été développés en tant que
ligands puissants et sélectifs du récepteur CD36 (Sabatino et al., 2011). Ces azapeptides possedent
un atome central de type azote, plutdt que carbone comme c¢’¢était le cas pour la premicre génération

de ligands dérivés des GHRP.

Dans la littérature scientifique, les dérivés azapeptides ont été étudiés dans plusieurs
contextes, notamment en tant que ligands pour certains récepteurs comme les intégrines et les
récepteurs de la mélanocortine, mais aussi en tant qu’inhibiteurs d’enzymes comme la cystéine
protéase (Proulx ef al, 2011). Des dérivés azapeptidiques du GHRP-6 ont également montré des
propriétés intéressantes, principalement par leur sélectivité augmentée envers le récepteur CD36 et
leur affinité réduite pour le GHS-R1a (Proulx ef al., 2011). Plus précisément, des essais de liaison
par compétition ont montré qu’un analogue aza-Phe*, le CP-3 (iv), présente une sélectivité 1000
fois plus grande envers le CD36 comparée au GHRP-6. Dans un modele murin d’ischémie-
reperfusion du myocarde, le CP-3 (iv) a diminué la génération d’espéces réactives de I’oxygene et
I’apoptose des cardiomyocytes (Huynh et al., 2018). L’analogue aza-Tyr*, nommé MPE-001 dans
la présente étude, a démontré de nombreuses propriétés thérapeutiques intéressantes. En plus
d’exercer une activité anti-angiogénique (Chingle et al, 2017), le MPE-001 diminue

I’accumulation de macrophages inflammatoires au niveau sous-rétinien dans un modele de souris

157



exposées a un stress photo-oxydant via une lumiere bleue (Mellal et al., 2019). L’atténuation de
I’inflammation rétinienne est due a 1’activation de voies anti-inflammatoires comme PPARy-PGC-
la et & I’inhibition de la voie NK-kB et de I’inflammasome NLRP-3, ce qui diminue 1’expression
des cytokines inflammatoires TNFa, CCL-2 et IL-12. De surcrott, il a été rapporté que 1’azapeptide
MPE-001 réduit la production d’oxyde nitrique par les macrophages in vitro, ce qui réitére son role

de médiateur anti-inflammatoire (Chignen Possi ef al., 2017).

Les expériences présentées dans ce mémoire ont été réalisées chez des souris males
déficientes en apolipoprotéines E (apoE™") selon deux protocoles. Nous avons utilisé le modéle
déficient en apoE plutdt que celui déficient en LDLR pour plusieurs raisons. D’abord, les souris
apoE” nourries avec une di¢te HFHC développent rapidement des 1ésions, notamment au niveau
des sinus aortiques du cceur et tout au long de 1’aorte (Nakashima et al., 1994), ont plus de cellules
musculaires lisses et ont des niveaux de cholestérol plasmatiques plus élevés que le modele
déficient en récepteur au LDL (Getz et al., 2016). Ensuite, ce modéle développe des 1ésions méme
lorsque les souris sont nourries avec une diéte normale, ce qui n’est pas le cas des LDLR ™ (Getz et
al., 2016). Ainsi, le modele déficient en apoE permet d’obtenir rapidement des souris en
hypercholestérolémie ayant des plaques athérosclérotiques avancées, notamment au niveau de
I’artere brachiocéphalique, sur di¢te normale ou en accéléré avec une diete HFHC (Getz et al.,
2016). Des études précédemment menées par 1’équipe de la Dre Febbraio ont montré que les souris
des deux sexes développent des 1ésions semblables (Febbraio et al., 2000). Ainsi, des souris males

ont été choisies par souci d’homogénéité dans les études présentées dans ce mémoire.

Dans une premicre étude, nous avons soumis les souris a une di¢te HFHC suivi d’une dicte
normale tandis que dans une deuxiéme étude, les souris ont plutdt été soumises a un régime HFHC

tout au long du protocole. Nous avons choisi d’étudier I’effet des azapeptides dans ces 2 contextes
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afin de caractériser plus exhaustivement leurs propriétés anti-athérosclérotiques. Lorsque la diéte
HFHC est maintenue pendant la période de traitement, la progression des 1ésions et le contexte
inflammatoire sont plus prononcés que lorsque la dicte normale est introduite en concomitance
avec le traitement par les azapeptides. En effet, la diete HFHC est riche en cholestérol (1,25%)
comparée a une dicte normale (0%) ou de type Western (environ 0,2%), contribue a aggraver
I’athérosclérose (Getz et al., 2006). Ainsi, nous pouvons d’une part ¢tudier la capacité des
azapeptides a ralentir la progression des 1ésions lorsque la diete HFHC est maintenue tout au long
de I’¢étude, et d’autre part le potentiel des azapeptides a réduire la taille des plaques existantes chez
des souris dont les taux de LDL sont réduits. Il est important de noter que le changement de diéte
HFHC pour une di¢te normale garde tout de méme les souris en hypercholestérolémie, bien que ce

soit a un degré moindre que lorsque la diete HFHC est maintenue.

Nos résultats ont montré que le traitement de souris apoE™ avec les azapeptides MPE-001
et MPE-003 a interrompu la progression des lésions au niveau des sinus aortiques du cceur a la
suite du changement de régime alimentaire HFHC pour une di¢te normale. De plus, ce changement
de diete nous a permis d’observer a ce site une régression des lésions a la suite des traitements
quotidiens par les azapeptides. En effet, les souris soumises a un changement de dicte et traitées
avec un azapeptide pendant 9 semaines ont environ 20% moins de 1€sions au niveau des sinus que
les souris sacrifiées a la semaine 19 avant le début des traitements (groupe basal). En accord avec
ces observations, les azapeptides MPE-001 et MPE-003 ont également réduit la progression des
l1ésions au niveau des sinus aortiques du cceur chez les souris nourries avec une diete HFHC tout
au long de I’¢tude. Il semble donc que dans ces conditions, malgré le traitement par les azapeptides,
les 1ésions prennent de I’expansion au niveau des sinus aortiques. En effet, les souris sont fortement

hypercholestérolémiques. Il est possible que la progression des lésions soit plus rapide que la
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résolution de celles-ci induite par les azapeptides MPE-001 et MPE-003, ou encore que les Iésions
soient a un stade trop avancé pour étre résolues par le traitement. Cela expliquerait donc pourquoi

la régression des 1ésions n’a pas été observée dans ce contexte.

De plus, le changement de dic¢te n’a pas arrété la progression des plaques au niveau de la
crosse aortique, mais les azapeptides ont significativement ralenti leur accroissement d’environ
25% comparé au groupe contrdle traité avec le véhicule (NaCl 0,9%). En effet, bien que les taux
plasmatiques diminuent a la suite du changement de dicte, les souris restent
hypercholestérolémiques et les 1ésions progressent a ce site. Chez les souris maintenues sur diéte
HFHC tout au long de I’étude, la progression des Iésions dans 1’ensemble du vaisseau aortique a
été diminuée de 28% chez les groupes traités aux azapeptides en comparaison du groupe ayant regu
le véhicule uniquement. Quant au contrdle négatif aza-Lys®~-GHRP-6, il n’a pas été en mesure

d’atténuer les 1ésions, comme attendu.

Dans les 2 régimes alimentaires, les effets anti-athérosclérotiques des azapeptides étaient
dépendants de la présence du récepteur CD36 puisqu’ils étaient absents chez les souris apoE™”"
CD367". Additionnellement, les taux plasmatiques de cholestérol total et de triglycérides n’ont pas
été altérés par les traitements aux azapeptides et ce, dans les deux études. Ainsi, les effets
athéroprotecteurs des MPE-001 et MPE-003 ne sont pas dus a la modulation des taux de lipides
plasmatiques, comme c’est le cas pour les statines et les anti-PCSK9. Toutefois, les azapeptides
ont significativement diminué les cytokines pro-inflammatoires IL-1B dans le contexte de
changement de diéte enrichie pour une di¢te normale, tandis que les marqueurs inflammatoires
CRP, IL-6 et CCL-2 ont été réduits dans 1’étude ou la diete HFHC a été maintenue tout au long du
protocole. Bien que les statines aient également des effets anti-inflammatoires, leurs effets

indésirables sont tels que la balance bénéfice-risque n’est pas favorable pour tous les patients. La
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sélectivité des azapeptides envers le CD36 pourrait toutefois de limiter les effets indésirables
néfastes, comme la libération de I’hormone de croissance associée aux ligands du CD36 de
premiére génération. Par exemple, les groupes de nos deux études sont comparables en termes de

prise de poids, consommation de nourriture et nombre de leucocytes en circulation.

Dans I’étude ou la diete HFHC a été changée pour une diéte normale au moment ot se sont
amorcés les traitements quotidiens par un des azapeptides, nous avons conservé la portion
abdominale de 1’aorte afin d’y caractériser I’expression de génes d’intéréts codant pour des
protéines impliquées dans des mécanismes de progression ou de résolution des 1ésions. Nous avons
d’abord extrait I’ARNm, puis déterminé par RT-qPCR I’expression relative de génes codant pour
les marqueurs de macrophages Adgrel (F4/80) et CD68, le récepteur d’efflux de cholestérol
ABCA-1, le marqueur d’apoptose caspase-1, de méme que les enzymes de dégradation de matrice
extracellulaire MMP-2 et MMP-14. Les expressions relatives de Adgrel et de MMP14 ont été
significativement diminuées pour les groupes traités avec un azapeptide par comparaison au groupe

ayant recu le véhicule, alors que la méme tendance a été observée pour les autres genes.

La diminution de geénes codant pour des marqueurs de macrophages suggére que les
azapeptides MPE-001 et MPE-003 réduisent la présence de ces phagocytes au niveau de ’aorte,
possiblement en raison d’une diminution de leur recrutement dans les 1ésions athérosclérotiques.
Cette hypothése est appuyée par nos études antérieures menées avec le ligand du CD36 EP80317.
Effectivement, un traitement chronique avec le EP80317 a réduit I’accumulation de macrophages

1 au niveau des 1ésions de I’aorte chez des souris apoE”" par comparaison aux souris

marqués a I’In
traitées avec le véhicule (Harb et al., 2009). Fait intéressant, la caractérisation des macrophages au

niveau des Iésions de I’artére brachiocéphalique, 1a ou les 1ésions les plus complexes ont été

observées par d’autres groupes (Rosenfeld et al., 2000), révéle une diminution en termes de nombre
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absolu de macrophages, sans toutefois moduler leur densité cellulaire chez les souris traitées aux
azapeptides, dans le contexte de changement de diéte. Cela signifie que le nombre de macrophages
a diminué, car les lésions sont plus petites, mais que le nombre de macrophages par mm? lésion

reste inchangé a la suite du traitement.

On note un changement significatif du phénotype des macrophages au niveau de I’artére
brachiocéphalique avec une réduction des marqueurs pro-inflammatoires (iNOS) et une
augmentation des marqueurs anti-inflammatoires (CD206, YM1) suivant un changement de dicte
et neuf semaines de traitement par les azapeptides. Cela indique que le phénotype M2 est favorisé
comparé au M1. Bien que I'immunohistochimie ne capture qu’une partie de la plasticité
phénotypique des macrophages, la régression de 1ésions préétablies corréle dans la littérature avec
les marqueurs M2 (Stoger et al, 2012, Rahman et al., 2018). Ce phénotype est associ¢ au
remodelage tissulaire, a la réparation et la stabilité¢ de la plaque, en plus d’exprimer plus fortement
le récepteur CD36 (Feng et al., 2000, Moore et al., 2013). Nos études antérieures menées avec
EP80317 ont montré que ce dernier stimule la voie PPARy-LXRa-ABCA-1/G-1 et favorise le
transport inverse du cholestérol et I’efflux de cholestérol au niveau des macrophages. Cela coincide
avec la réduction de la progression des lésions et du ratio M1/M2 obtenus dans la présente étude.
Ces résultats sont appuyés par un essai d’immunofluorescence dans lequel les images obtenues
montrent la superposition des marqueurs F4/80 et iNOS sur les cellules fluorescentes. Cette
observation appuie I’interprétation de nos résultats en immunohistochimie, car elle démontre que
nous quantifions bien des macrophages (F4/80" qui sont de type pro-inflammatoires, c’est-a-dire

M1 (F4/80"iNOS"), ou non (F4/80"iNOS").

La pyroptose, soit la mort cellulaire induite par I’activation de I’inflammasome NLRP3 par

des DAMPs et PAMPs, active a son tour des caspases uniques a ce sous-type de mort (Bergsbaken
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et al., 2009). On compte parmi celles-ci la caspase-1 qui induit une cascade signalétique qui permet
la sortie extracellulaire des cytokines inflammatoires IL-1f et IL-18. Nos résultats montrent que
les azapeptides auraient un effet anti-nécrotique. D’une part, nous avons observé une tendance a la
diminution du geéne caspase-1 par qPCR et d’autre part, une réduction de 1’é¢tendue des zones
nécrotiques au sein des lésions de coupes de sinus aortiques chez les souris traitées avec un

azapeptide lorsque comparé a celles ayant regues le véhicule seulement.

De plus le traitement par les azapeptides n’affecte pas la stabilité de la plaque, comme le
démontre la réduction des geénes codant pour la MMP-2 et MMP-14. Ces enzymes dégradent la
matrice extracellulaire ce qui fragilise la plaque et amincit la chape fibreuse. Additionnellement, le
pourcentage de collagéne, quantifié par une coloration trichrome de Lilie au sein des 1ésions de

coupe d’artéres brachiocéphaliques, n’a pas ét¢ modulé par le traitement.

Enfin, des essais de consommation d’oxygeéne sur des monocytes dérivés de la moelle
osseuse de souris de type sauvage puis exposé au découpleur de la phosphorylation oxydative, le
phénylhydrazone carbonyl cyanide p-carbonyl cyanure trifluoromethoxyphenyl hydrazone (FCCP)
(Van den Bossche et al., 2015), ont montré que le traitement avec les azapeptides a augmenté
I’activité mitochondriale de ces cellules. Le passage au métabolisme aérobique coincide avec le
sous-type de macrophage anti-inflammatoire M2 qui présente des taux accrus de phosphorylation
oxydative des acides gras par comparaison aux macrophages inflammatoires M 1. En accord avec
ces résultats, les azapeptides ont diminué la sécrétion des cytokines inflammatoires TNFa et CCL-
2. Ces effets des MPE-001 et MPE-003 sont dépendants de la présence du CD36, comme démontré
par I’absence de modulation de I’activité mitochondriale et de la sécrétion des cytokines chez les

souris CD36™.
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3.1. Conclusion

En conclusion, les azapeptides exercent des effets athéroprotecteurs et athérorégressifs dans un
modele murin déficient en apoE en tant que ligands sélectifs du récepteur CD36. Plus précisément,
ils modulent les voies signalétiques du CD36 de fagon a diminuer la progression des Iésions au sein
de I’intima des vaisseaux sanguins, réduire 1’inflammation en limitant la relache de cytokines
inflammatoires et favoriser le phénotype anti-inflammatoire des macrophages dont les principaux
roles sont de résoudre les 1ésions et promouvoir I’efférocytose. De plus, dans un contexte ou une
diete HFHC a été changée pour une di¢te normale, les azapeptides ont pu induire la régression de
1ésions préétablies au niveau des sinus aortiques du ceeur. Ce résultat prometteur a été obtenu sans
que les taux plasmatiques de cholestérol ne soient modulés. Bien que des patients bénéficient des
thérapies qui réduisent les taux de LDL plasmatiques, une proportion de patients est toujours a
risque de développer un éveénement cardiovasculaire di a I'inflammation résiduelle. En effet,
I’athérosclérose demeure une pathologie avec une grande composante inflammatoire stérile. Les
azapeptides MPE-001 et MPE-003 diminuent I’inflammation locale et systémique, ce qui a permis
une réduction de I’accumulation de cellules spumeuses et de la formation de noyau nécrotique au

sein des lésions.

3.2. Perspectives futures

Cibler le récepteur CD36 avec les azapeptides se présente comme une avenue thérapeutique
trés intéressante pour traiter [’athérosclérose. Bien que des effets athéroprotecteurs et
athérorégressifs ont été observés dans la présente étude, le mécanisme d’action intracellulaire des

azapeptides se doit d’étre caractéris€ de fagon exhaustive. Des études se penchant sur les
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éveénements cellulaires et les molécules impliqués dans I’effet du traitement sur la migration des
monocytes au niveau des 1ésions athérosclérotiques, 1’apoptose des macrophages et 1’efférocytose
médiée par le CD36 restent a étre évaluées. Pour ce faire, des essais déterminant 1’effet des
azapeptides sur D’efflux et le transport inverse de cholestérol au niveau des macrophages,
notamment par ’activation de la voie PPARy-LXRa-ABCA-1/G-1, se doivent d’étre menées. De
plus, des études confirmatoires chez des souris femelles déficientes en apoE devront étre réalisées

afin d’assurer que le sexe n’influence pas les effets des azapeptides.
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