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Résumé

Léat h®r os cimmrantfaeteuede risque nes maladies cardiovasculaires ischémiques.
Cette pathologie est caract®ri s®e par | a for me

sanguins. Le récepteur éboueur cluster de differenti86on(CD36) est impliqué ds

|l 6i nternalisation et | 6accumul ation de | ipopr
cellules spumeuses, ce qui est "’ | 6origine d
hypothése est que les azapeptides, dérivés du peptidé d&aehe de | 6hor mone d:¢
(GHRRG6 ) , vont interf ®rer avec | o6internalisati ol

réduire la progression des Iésions. Nous avons utilisé des souris déficientes en apolipoprotéine E
(ape’) qui ont ététraitées quotidiennement par une injection scutanée de 300 nmol/kg de
MPE-001 ou de MPHEO03. Les effets des azapeptides ont été étudiés sous deux régimes
alimentaires, soit | e maintien dobéune di te en
dur ®e de | 6®tude, ou par wune di te HFHC sui v
traitement. Nos résultats montrent que les azapeptides ont réduit la progression des lésions a
différents sites aortiques et artériels et induit leur régressioiveau des sinus aortiques du coeur.

Ces effets ont été associés a une diminution de médiateuigflpromatoires au niveau
plasmatique et a une augmentation des marqueurs caractéristigues des macrophages anti
inflammatoires (M2). Nos travauxontmontnég | 6 ef f et at h®r oprotecteu
de la présence du récepteur CD36. Ces résultats appuient le développement de ligands sélectifs du

r®cepteur CD36 dans | e traitement de | 6at h®r o:

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






Abstract

Atherosclerosis is an important risk factor for the development of ischesaitdisease. This
pathology is characterized by the formation of lipid plaques in the intima of the blood vessels. The
recepor 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, derivedrfowth hormone release
peptide6 (GHRR6), will interfere with the internalization of lipoproteins by macrophages and
thereby reduce the progression of lesions. We used apolipopredeificient mice (ape’") which

were treated daily with aubcutaneous injection of 300 nmol / kg of MP&L or MPEQQ3. 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 wereagifeiC

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 effect® lieeen associated with a decrease ir pro
inflammatory mediators in plasma and an increase in markers characteristicioflamimatory
macrophages (M2). Our work has shown that the atheroprotective effect of azapeptides depends
on the presence of the @b receptor. These results support the development of selective ligands

for the CD36 receptor in the treatment of atherosclerosis.

Keywords : CD36, azapeptides, atherosclerosis, macrophage, regression
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Chapitre 171 Introduction et hypothése de recherche

1.1.Athérosclérose

1.1.1. Maladies cardiovasculaires
€ | 6®chell e mondial e, (IC&/9 madnadi'ed Coan gii m\e:
guetoutesautres maladies depuis plus de 30 @ischie H 2016) Bien que les principales
causes de déceés varient grandement selon les payetigp € s dnéal&@ligLV et divers
cancers dominenten 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 élevés, ou les déces

dusaux cancers prédominiea présent, tandis que pour les pays a revenus moyens et faibles,

les maladies CV dominent encdf2agenaietal.,2019) Cel a sob6éexplique not
meilleure compréhension des facteurs de risquesoaiifiables,tedque | 6 ©ge, | e se
et | 6hi stoire familiale, et un mei l |l eur con
| 6usage du tabac, |l e diab te, | 6hypertensi ol

0% | 6acc s aux ssagpandfVexteretthle2089pnt ® est pl u
Lébensemble des mal adies de | dappareil circ

la société. En effet, en 2010 au Canada, les colts directs comme les dépenses en médicaments

et les soins hospitaliers et indirectstal valeur de la perte de production, y sont évalués a un

peu plus de 13 milliards de dollagGouvernementduCanada 2018pit pres de 10% de

| 6ensemble des d®penses annuelles en sant ® a
Parmi les types de maladies CV les plus répandues, on cdegpteardiopathies

coronariennes (ischémiques), les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les

cardiomyopathies non ischémiques



Léincidence de mal adies CV isch®migues est
maladie inflammatoire des vaisseaaxtériels (Sitia et al., 2010) Définie comme une
association entre une st®nose (r®duction de
vaisseaux sanguins touchés, cette maladie multifactorielle est stimulée par des dommages
caus®s lTilubmeenddtok® dati on et | daccumul ati on ¢
au niveau de la paroi vascula{fealamat 2010)

Les athéromes sont des lésions dynamiques corestitdé cellules endothéliales
dysfonctionnelles, de cellules musculaires lisgg®lifératives, de lymphocytesde
macrophagesde lipides ede cellules mortes Loensembl e de ces cell
médiateurs inflammatoireslesdangerassociated molecular patte(AMP), qui guideront
| 6®v ol ut i on (Shlamat 28100 es dehners ot digcutés au point 1.1.3.2.

Plusieurs th®orsesonte ®6@QthRP®opPpgs ®es au fil

avanc® que | es | i popr ot ®intma des \absaasixea travegsane s p G
| 6endot h®Il i um, ce qui m ne ° l a formati on
(Virchow 1856) puis il a ®t ® d®couvert que | a dys-
Il 6i nfiltration dgasde énieffet sdreirgégritélstbueturadepnals @rbneut m
| 6i nfl ammati on p(Rossethi,19¢7) s Pn®@sami®s mensne nt , | 0 ¢

été qualifi@ de maladie inflammatoire chroniq®oss 1999, Libby 2002ayant comme
principal mot eur | 6oxydat i(Bteinbatetal.,1989)pP opr ot ®i n
Les mani festations aiguxs comme | 6angine d

cardiovascul aire) se d®claresanguwivanEnl aasg

thromboti que doéun vai s srigaée par@e flotcsangudni eqtie &n | a
ischémie | es cell ules du muscle cardiaque sont
(Crowther 2005)
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La f or mat imbus dadsbun vaisseau samguin peut également provoquer un AVC
| orsque | 6emboli e est transport®e jusqubdau c
pour ®viter l a mort des <cellul es neuronal e
hémorragige, quoique plus raremef@rowther 2005)

Déautres organes peuvent °tre atteints et |
(gonfl ement de | a paroi art®rielle) au nive
ischémie critique des membreagérieurs(Hanssoret al., 2006)ou autre maladie vasculaire
périphériqugSalamat 2010)

Les cardiomyopathies non ischémiques vont quant a elles causer un dysfonctionnement de
|l a pompe cardiaque. Cette insuffiicapablede car di
pomper suffisamment de sang pour répondre aux besoins en nutriments et oxygene de
| 6organi s me. Cela peut °tre caus® entre aut
(cardiomyopathie dilatée), une hypertrophie du ventricule gauchedpgrlpathie restrictive
ou hypertrophique) ou une pathologie arythr
ischémiques est souvent inconnue. Cetiegeuvent étre dues a un défaut génétique (forme
congénitale) ou étre développées parallelement a ureepaitrologief. ex diabéte, syndrome

métabolique, infection viraldMaronet al.,2006)

1.1.2. Facteursderisquede | 6at h®r oscl ®r os e
Léat h®roscl ®r os e s e d®vel oppe progressi ve.
accélérant son déploiement ont @éntifies. Toutefois, les manifestations cliniques ne se
déclarent que lorsque les Iésions athérosclérotiques atteignent un certain seuil. Il est donc

difficile de d®pister | es personnes qui y SO
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Lesfacteus de ri sque constitutionnels ou non modi
le sexe(Salamat 2010) En ef f et , | 6hyperchol est ®r ol ®mi e
associés a un risque accru de maladies CV. Le sexe fémimglagstement protégé puisque
|l es T strog nes oahérosdéaiquesealles stmulét 1® prodection de
prostacycl i ne nittic oxid® ®)ydeux substahcesivasodeatatfices dont la
s®cr ®tion par | 0enawtrhmi® e aum cesgd |(Watmnetals® doat
1997)

Les principaux facteurs de risque moetdi fiab
di ver ses s our cchreniqukdbinmeleltabagienzet lé diabete de type 2 et la
sédentari (Salamat 2010)La combinaison de plusieurs facteurs de risque igcaindement

le développement de Iésion 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
compl exes de | ipoprot®i nes. Les dyghslésiémplopr ot ¢
LDL, diminution du cholestérol HDL et augmentation des lipoprotéines a (Lm@J)fices
(Salamat 2010)

Léhyperchol est ®rol ®mi e est |l a dyslipid®mie
augmentation des lipoprotéines de faildiensité low density lipoproteinsLDL) dans la
circulation sanguine. Le rdle des LDL est de livrer le cholestérol aux tissus périphériques, par
opposition aux lipoprotéines de haute dengitgH density lipoproteing;iDL) qui mobilisent
le cholestérol pgphérique vers le foie. La forme familiale peut étre caymé une mutation

causant une perte de fonction dans le géne codant pour le récepteur au LDL (LDLR), une

26



mutation au niveau du g ne codaeparlespnolécule | 6 apo
de LDL ou plus rarement, un gain de fonction au niveau du géne codant pouplatgine

convertase subtilisine/kexine de type 9 (PEHKSuivant son autoclivage, le réle de cette
convertase est de médier la dégradation du LDLR, limitant ainsi lelageyde ce récepteur a

la surface de la membrane cellulaif&outar et al., 2007) La contribution de

| 6hyperchol est ®r ol ®mi e desuorplusielwsplandechabestérdl ®r o s e
et |l es esters de cholest®rol sont | es formes
| 6hyper chol espa®e didb&ardsteégaleraentsa®@ocie | 6 acc ® ®r ati o
progression de la maladie ea | s ®v ®ri t® de | 6ath®roscl ®r os

plasmatiques de cholesté(8lalamat 2010)

1.1.2.2 Hypertension et athérosclérose

Le facteur de risque | e plus sou\vtamesureas soc.i
de la pression artérielle prerdbux phénoménes en comptkes pressions systolique et
diastolique. La p®riode 0% |l e ciur se contra
systole, alors que | a partie du cycle 0% | e
rempit les ventricules est la diasto(&annelet al.,1971) £t an't donn® qudben
homéostasiques la pression artérielle est largement plus élevée que la pression veineuse, 120/80
mmHg (pression systolique/diastoliqu@&erenberget al., 2018) comparéa 510 mmHgde
pression veineuse centrale moyei@elman2008) les arteres sont fortement plus affesté
gue les veines. Conséquemment, une augmentation de la pression artérielle induira plusieurs
changements dans le systéme circulat(Beeverset al.,2001) En effet,il peut y avoir une
hypertrophie du ventule gauche, un épaississement du muscle cardiaque, une augmentation

de | a vasoconstriction, un , sbdum, qaltiemnetmurie du t

27



prolifération de cellules musculaires lissé3e plus,16 h'y p e r augmente destress

mécanique etes forces de cisaillememue subit| 6 e n d o,tcé @l Gontribue a son

dysfonctionnementL 6 hy pert ensi on est d®f i ni e comme ®t

artérielle awdela de 140/90 mmHg. Passé ce seuil, la relaxation muscattimoins efficace
chaqgque battement et | 6efficacit® de | a p

(Nerenberget al.,2018)

1.1.2.3.Inflammation systémique chroniqueet athérosclérose

Lo6i nf | asysteaigue ehmoniqude bas gradest unfacteur de risque additionnel
important(Galkinaet al.,2009) L 6 e x pr essi on de plusieurs mar q
circulation sanguine, dont la protéiner€active ¢-reactive protein, CRP), correle avec le
risque de développer une maladie cardiovasculaire ischémique. Produite par le foie,
| 6expression de CRP est augment ®e (llp&.rLa pl usi
CRP augmente la réponse immune innée en actevaascade du compléméSalamat 2010)
en plus de stimuler Il 6i nfl ammati on vascul ai
inversement avec les niveaux de CRP dans le s@¥ictmtischereet al.,2000)

D6autres mar queur s cdntiétdidentifig soit k& ébrinogenenlds] a mma
Lp(a) et | Ridkemtalc30®l) L@ fibrinegene est un facteur de coagulation qui
sera converti par | 6enzyme thrombine en fibr
La Lp(a) estunefome alt ®r ®e du LDL comportant une |
apolipoprot® ne (a) et contribue ° | 6accumu!
sanguins(Graingeret al., 1994) alors que | 6homocyst ®i ne en

stimule laprolifération des cellules musculaires lis¢€grhardet al.,1999) Ces substances
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alimentent | 6ath®roscl ® ose et perp®tuent | e
la pathologie.

Le diabetede type Il, caractérisé pane augmentation du glucose sangest un facteur
de risquemportantqui accélere le développement ed t h ® r Beckina®et al. 2@02)
Par exemplele diabéte est associé a une augmentation de la formation de produits finaux de
glycation avancée (advanced glycation end products, A@Euxci vont contribuer a
Il 61 nf | a mma tde plusieucstHacom&Enirecautresles AGE vontaugmengr lestress
oxydatfpar | a producti on d o0 etaggrave le dysfandi@anermentv e s  d ¢
endothélialen altérant la productionedNQO. De plus,|6 h y p e r gdctiveda®ignalisation
dépendante de la protéine kinas¢Geraldeset al.,2010) Cette dernier@st associée a une
augmentation de la perméabilité vasculalree | 6 ad h ®s i,0 nd el d ubcaopcoyptt aoi sree
et de la synthese de matrice extracellulaireus ®@s phénomeénesontribuent anourir la
pat hol ogie dbéat h®roscl ®r ose.

Quant ° | 6usage de tabac, il di mi nue | es t

athéroprotectricédétails au point 1.2.1.1.5).

Le syndrome m®tabolique, d®f i ni comme une
| 6hypertension, |l a dyslipid®mi e, | 6hypercoag
risque additionnelde 6 at h®r oscl ®r ose. (Salamat 2010) .
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1.13. Progression descléqpdeaques dbéat h®r o

1.1.3.1.Athérogénese

Les premi res stries l i pi diques caract ®r i
| 6 e n {MzGilcee al.,2000) Bien qudelles ne soient pas ¢
sont les précurseurs de lésions plus complexgmgbtomatiques.

De nombreux mécanismes jouent un réle dans la genése de cette pathologie. Une
dysfonction endothéliale provoquant une augmentation de la perméabilité vasculaire et
facilitant | 6accumul ation de | tpides dass ®l 6
d®cl encheur s. Loendot h®l ium exprime alors ur
surface, ce qui facilite le recrutement de monocytes présents dans la circulation. Les monocytes
vont migrer damdot b®@Ilsifcdoceees mac®phages. Ces derniers
vont internaliser | es | i poprot® nes gor g®e ¢
récepteurs éboueursc@venger recepto6R) et devenir des cellules spumeuses. Ces plaques

athérosclérotiques vont se compfex avec la progression de la maladie. En effet, des

|l ymphocytes T et des cellules muscul aires
i nfl ammatoire de | 6at h®r ome. Les cellul es mt
matrice extracelldi r e qui sera ~ | 6origine de | a chap

riche en cholestérol et débris cellulai8alamat 2010, Libbgt al.,2011)

1.1.3.1.1. Dysfonction endothéliale
Un endothélium vasculaire sain consiste en une monocouche de cellulelsékalest
formant une barri re per m®abl -endahélialcanprend s ang
une tunique de cellules musculaires lisses impéaglains le tonus et le remodelage vasculaire

(Gimbrone 1999) | | r®pond ° de nombreux sti mul. vV as
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| 6angiotensine |1, de m° me leple NOetldmastacydinest anc
(Davignonet al.,2004)

Un des premiers signes toedelNO prodhit®ar lescellulle8r o s e
endothéliales asso@s - un durci ssement de | a paroi vV a
synthase endothélialer{dothelial nitric oxide synthaseNOS) qui forme le NO a partir de son
précurseur, la farginine. Le NO aun effet relaxant sur les cellules musculaires lisses, ce qui
|l e rend essenti el " la r ®gul ASitiaet al.,2@16) Uhed h o m® o
di minution de NO favorisera | a vasoconstric
contibuant ainsi au développement de maladies coronari€¢ritdgischereet al.,2000)

Les perturbations h®&modynami gues et | O0hype
de dysfonction endothélialéSalamat 2010) Il est répertorié que les premieresidés
athérosclérotiques se développent au niveau des bifurcations et coudes que forment les artéres,
la ou le flot sanguin est ndaminaire et la pression plus grande. Les vaisseaux les plus touchés
sont |l a partie i nf ®r iaieslesartédes popli@es,darcdratide inferaes ar
et le polygone de Willis au niveau cervi¢dalamat 2010)Ce sont les forces de cisaillement,
paralléles au flot sanguin, qui influencent la forme et la structure des cellules endothéliales. La
ou le flotest laminaire et uniforme, les cellules sont de forme allongées et orientées vers la
lumiére, tandis que lorsque les contraintes de cisaillement sont élevées, les cellules sont de
formes polygonales et namientéegNagelet al.,1999) Un endothélium dysfonctionnel aura
une expression génique altérée et une adhérence leucocytaire augmentée. En effet, une large
guantit® de mol ®cul es dobadh ®rvascularecsll adhesiod ul ai r
moleculel, VCAM-1) est exprimée, un é&hent essentiel au recrutement des monocytes en

circulation (Crowther 2005, Ohaslet al.,2005)
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Déautre part, -jasem®sani sthbgpseseoaobol est®rol

| 6at h®r d Salu@meand ati on de ileackPosggcheonnda:d

dysfonction de | 6endot h®Il i um, acc®l re | a de
(Salamat 2010)

Ainsi, une vari ® ® de ph®nom nes vont endor
per mPabil it ®, tlaiargea,®glada dm®spiloamuckde | eucocyt e
de cytokinegDavignonet al.,2004) en plus ddéaugmenter | e stre

1.1.3.1.2. Recrutement dedeucocytessanguins

Les leucocytes polymorphonucléair@MN) jouent un réle important dans la réponse
initiale de | 6inflammation. Bien que | es neu
les plus abondants dans la circulation sanguine, ils sont rarement détectés au niveau des plaques
d 6 a tsté@se(Badta et al., 2010) Cela est principalement di a leur courte deisj
contrairement aux macrophages dont la €deévie est beaucoup plus graifemmerst al.,
2010) Toutefois, ils contribuent grandement
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 laésdedaitdysfonction
de | 6endoth®l ium corr | ent avedSothilegn2gl@e nt at i
Mis a part la sécrétion de médiateurs inflammatoire, les neutrophiles facilitent également
| 6entr ®e des monocyt ¢Ssehnttiaet al.,2008)i nlt & imaf idletsr aatri
monocytes dans | a paroi vascul aire est non s
mais également par les facteurs chimiotactiques sécrétkes hamphocytes T, macrophages

neutrophiles et cellules endiéliales(Tabaset al.,2017)
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La premi re ®tape dans | d6adh®rence |l eucocy
la surface endothéliale. Ce phénomene est médié par une interaction entre les sélectines P et E
de | 6 endo p-be®dtin gyocomtein ligdned 1(PSGL-1) exprimé par les monocytes
(Donget al.,1998) Léadh®rence des monocytes ° | dendo
l i ai son doi nt ®g r i weeydate largigeic £/LAr4), avec \ECAM1 etllesnt | e
fibronect i ne s(Shhetall 1®¥nUhe dutne@noléculerde la superfamdies
I mmunogl obul ines, | a mol ®c ul eintedcéllalat hdRasienn c e i T
moleculel, ICAM-1) j oue ®gal ement un r!l e dans cet a
lymphocyte functiorassociated antigen(LFA-1) (Collinsetal.,20000 Do&éautres i nte
incluant la liaison de la chimiokine motifeligand 2 (CCL2, MCR1) avec son récepteur
chimiokine motif ec-récepteur 2 (CCR) et la chimiokine motif «-ligand 5 (CCL5,

RANTES) avec son récepteur chimiokine moti¢-cecepteur 5 (CCFKb), vont contribuer a

| 6activation et | 6adh®rence f er mdBouhgetal, monocy
1998, Guet al., 1998) Les leucocytes vont ensuite pouvoir transmigrer entre les cellules
endothéliales par diapédésedand i nt i ma du (Srawesas,2081) sangui n

Au sein du sougndothélium, le facteur stimulant les colonies de macrophag€xS) et
le facteur stimulant les colonies de granulocytexrophages (GMCSF) vont stimuler la
prolifération et la différetiation des PMN et des monocytes recrutés en macrop(ugeth
et al.,1995)(Haghighatet al.,2007) Les macrophages activés vont adapter leur phénotype en

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

11313 Accumul ation et oxydation du LDL dans | 6i
Le LDL présent dans la circulation sanguine va diffuser de fagon passive entre les jonctions

des cellul es endot h®l i al es. Ce ph®nom ne 1
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dohyperchol est oen®@woit @ ®et umoesgueysfonctiont
s6en trouve augment ®e. La r®tention du LDL
les protéoglycanes de la matrice extracellulaire du vaisseau sghgsis 2000) Cela est da
auxinteracons entre | es r ®si du350duyBLienles greupemantsgi ni n
carboxykes chargés négativement des glycosaminnoglycanes constituant les protéoglycanes
(Borenet al.,1998) Le LDL ainsi retenu va subir des modifications chimiques, prateipent
de | 6oxydati on, mai s ®gal ement de |l a | ipoly:
par plusieurs enzymes, incluant les 12ip6xygénases, lesnyéloperoxidass (MPO) les
nicotinamide adénine dinucéotide phosphate (NADPHp x y das e s, et | 6oxy
synthase induiteirfduced nitric oxide synthaséNOS) provenant des cellules endothéliales,
cellules musculaires lisses et macropha@e<t al., 2002) De pl us, |l a pr ®se
réactives d oxy@ene sécrétées par telules inflammatoiresaccume® dans | dendot |
dysfonctionnel contribue a la formation de LDLox. En effet, les macrophages vont libérer
diversee sp ces r ®actadnteismideer dbdioexnyngesnel ors ddune
innée (Babior 2000) Les LDLox présentes dans la cirdide sanguine peuvent également
p®n®t rer | 6 endot hLedinlike @xidizédaLDL receptor@R{tCGXgl). €au r
stimulus proi nf | ammat oi r e contribue ) | 6augment at
d 6 a d h @t denchimiokines, perpétuant ainsi le cycle de recrutement de leucocytes
mononucléégHanssoret al.,2006).

La forme oxyd®e du LDL est particuli r eme

internalis@& par les SR des cellules environnantes, enpiuSd r e un sti mul us ¢

pour | e recrutement (€ushingebah,t990) Une hypothese avancemo n o c
gudau d®but de | a pathologie dbéat h®mmpc!| ®r o
seraient responsables de la réaction infleant oi re des | i poprot ®i nes,
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traversent f aci |l e me rautrepar, sontaieementiaBbLoxdeskcDl-1 ai r e s
mm ne sont pas rapidement internaisér les macrophages via les récepteurs éboukister

de différenciation 36GD36), SRA et LOX-1 (Itabeet al.,2011) En effet, coest
fosowyd ® qgue | es LDL vont contribuer ° |l a for ma
de LDLox par les macrophages active plusieurs voies de signalsatiotamment, la liaison

du LDLox aux récepteurs éboueurs va stimuler la sécrétion de cytokines inflammatoires via la
voieNK-aeB. Cependant, | 6activation du r ®cepteur
transcription @s proliférateurs de peroxysosngamma(peroxisome proliferator activated
receptor PPAR juifavoriseitl 6 ef fl ux de chol est®rol et | 6ef
détaillés aux points 1.4.4 a 1.4.6 et les voies de signalisation peaprécepteur CD36 sont

détaillées au point 16.3.

1.1.3.1.4. Formation de cellules spumeuses et stries lipidiques
Les Iésions et plagues athérosclérotiques ont été discasnhigtologiguement et sous
divisées en 6 soutypes(Staryet al.,1995) Les Iésions initiales sont de type | et sont fasné
pardes amas de cellules spumeuses. LoOoaccumul at
de LDLox) forme les stries lipidiques, soit le type Il. Une |ésion intermédiaire (type Ill) est

constituée de stries ligiques avec des agglomérats de lipidesaegitulaires. Ces 3 soigpes

néont pas de cons®quences cliniqgues, ce qui
signes <cliniques peuvent S ur vames maturesu(iVl e ° |
lesquels ont de largaedéts lipidiques ext acel | ul ai res au sein de

sanguins touchés. Les plagues plus complexes, telles les plaques fibreuses (V) et plaques

rupturées (VI), sont dies a la progression de la pathologie.
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Ainsi, les lésions ittiales sont formés suited 6 accumul ati on dbéagr ®gat
dans | 0 eengothéi@ qussont isternalis@ar endocytose et phagocytose au moyen
de SR exprimés par plusieurs types de cellules. Comme mentionné précédemment, ce sont
principalement des cellules musdwds lisses et macrophages qui captent le LDLox, mais
également des cellules dendritiqu@doore et al., 2006) En effet, le GMCSF induit la
prolif®ration des cellules dendolasidegniees au r
vont endosser deslles semblables aux macrophages, gmioduire des cytokines pre
inflammatoires aiderau recrutement dgmphocytes TCD4 et contri buer ~° 1 6
phénotype Thl(Weberet al.,, 2011) L6i ngesti on chroles celues de |
musculaires lisses, macrophages et cellules dendritiuesener a la formation de cellules
Sspumeuses. Bien qubdau d®but de |l a pathol ogi
musculaires lisses aukes de formation des Iésions, il a été découvert que les-celest a
|l 6origine des cellul es Sspumeuses dans l 61 n
macrophageéAllahverdianet al.,2012) Le clusterde différenciation 68¢D68 a ddai | | eur
longtemps été utilisé comme marqueur pour identifier les macrophages, mais il a été découvert
qgue |l es cellules muscul aires | isses ayant in
effet, les cellules musculaires lisses retrasvélansl 6 i nt i ma de vaisseau
développement de lésions athérosclérotiques acquiérent des propriétés phagocytaires et
sécrétoires en réponse aux cytokines, facteurs dérivés des plaquettes etdaatmissance
transformarg béta {ransforming growth factor b , TGFb) produits par
endothéliales, plaguettes, macrophages et cellules musculairegMesg®t al.,2003) De
plus, contrairement aux cellules musculaires lisses de la média, les cellules musculaires lisses
sO6infilltgimamtandans pat hol oogtiuee capdciéétdd ®mtracion | ®r o

moindre (Allahverdianet 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 SRA et CD36, aussi connu sous le nom de-BR(Collot-Teixeiraet al.,2007,
Kzhyshkowskeaet al.,2012)

Les macrophages expriment une large gamme de récepteurs éboueurs. Qitet SR
CD36, il y a le LOX1, CD68 etrécepteur éboueur BER-B1), bien que leur réle dans la
formation de cellules spumeuses soit moir{#zhyshkowskeaet al.,2012) De plus, bien que
le LDLR est également exprimé chez les macrophages et cellules musculaires lisses, il ne
contribue pas significativementalaformatbe cel | ul es spumeuses. LO&I
provoque la séquestion du facteur de transcriptioSterol Regulatory Element Binding
Protein( SREBP), ce qui diminue | 6expression de
régulation négative minimiseansi | a contri but i oémeseHortoheDL n a pf
al., 1999) Le métabolisme des lipides est détaillé au point 1.2.

Déautre part, |l es macrophages ayant intern

moins mobiles, en plus de sécrétes @ytokines et médiateurs inflammatoires en réponse a

divers stimuli provenant des cellules I mmuni
des cellules de | 6i mmunit® i nn®e et acqui se
Bien qudoil sexmPste@i pimesi eet | ul aires pour r®

modifiées dans les vaisseaux sanguins, on observe une dérégulation de cette balance qui va
mener - |l a formation de <cellules spumeuses
déficiencedu transport inverse du choléstl (Reverse Cholesterol TranspoRTC) peut étre
due a un défaut de fonctionnement des transporfEliPBinding Cassette A(ABCA-1) et
G1(ABCG-1) (détails dans section 1.4.§Galkinaet al.,2009)

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

Bien que | augmentation de | dapoptose en s
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dysfonctionnement des mécanismes de clairance des cellules apopt(@qlid@sa et al.,
2009) En effet, au d®but de | a pathol ogi e, |
cellules mortes et débris cellulaires par les macrophages via des SR, est intact. Toutefois, dans
la pathologie avanceée, cette fonction fait défaut, mehantt 6 accumul ati on de ¢
ce qui provoque une nécrose secondaire et la formation de noyau nédidéigaeborget al.,
2017) Léapoptose est | a médiée papas oagpaspancofitasted e | a
avec lanécroptosequi est inépendante des caspasesestpr ovoqu ®e par | 6ac
diverses cascades par des cytokines, pathog@adispgerassociated molecular pattern
(PAMP) ou DAMP (Vanlangenakkeeet al., 2012) La nécrose primaire est la mort non
contrbléede la celluleet est caractérisgp ar | a perte de RQéantmta®gr i t «
nécrose secondaieel | e se produit | orsquduneedeéatohul e e
efficace et que la membraneellulaire perd son intégritd.a capacité apoptotique des
macrophages est perturb®e par | 0internalisat
est alors perpétuée, ce qui engendre des signaux apoptotiques pour les cellules musculaires
lisses, chules endothéliales et leucocytes dans la pld@akinaet al.,2009)

Léaccumul ation de cellules riches en-11ipide
cisontcomposss dob6éamas cel |l ul ai r e smaraepkagds,uymghecytesau s c u |
T), lipidiques (LDL modifiés, cholestérol et ses esters) et matrice extracellulaire (collagéne,

fibres doé®l ast(bammat20p0) ot ®ogl ycanes)

1.1.3.1.5. Plaques fibreuses

Avec | 60ge, | 6at h®r ome f or m® n@amméntuwa laen un

synth se de matrice extracellulaire que se f
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de cellules musculaires |isses au niveau de
athérome mature.

Comme mentionné précéderarmt , | es cel |l ul es muscul aires
plague acquierent un phénotype sécrétoire et une capacité proliféativeellules sont dites
synthétiques, par opposition a leur statut contraptiigsiologiqueDé une part , |l es

facteur de croissance des fibroblastes stimulent la synthése de matrice extracellulaire (dont le

coll ag ne) par |l es cellules musculaires |iss
| 6activation des cel | ul ewrisé lmdédramationale la matriees d a n
extracellul aire sous | 6 énase,idatinasedeestrgmolysine®ais e s ¢

fragilisent la plaqugGalis et al., 1994) De plus, un phénoméne de néovascularisation se
déroule en périphérie des lésiorB@n retrouve également certains athéromes en état de
calcification(Salamat 2010)Adiguzelet al.,2009)

Les plaques fibreuses sont caractérisées par une masse de lipides extracellulaires, débris de
cellules mortes, cellules spumeuses, fibrine et thumm®n y retrouve également des cytokines
et facteurs de croissance sécrétés par les macrophages et lymphocytes T qui sontamportant
pour la migration et prolifération des cellules musculaires lisses et la production de matrice
extracellulaire(Lusis 2000. Léendot h®lium dysfonctionnel V &
rénineangiotensine I(Husainet al.,2015) qui augmente | dangiotensi
croissanceet migration de cellules musculaires lisgkasis 20000 L6 ®pai ssi sseme
chape fibreuse aura des effets opposés dans la pathologg 6 un c*t ® el |l e va
| 6obstruction de | a lumi re des vaisseaux, t

ainsi moins prompte a sempre(Newbyet al.,1999)
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1.1.3.1.6. Rupture de la plaque et autres complications

La pr®sence doun ath®r ome mature peut mene
vont notamment dépendre de la localisation et de la composition de la plaque, mais également
de la pression sanguine et réaitéi plaquettaire du vaisseau touché.

Pl usi eurs facteurs peuvent contribuer ° | a
une mince chape fibreuse, un large noyau nécrotique, une accumulation de cellules
inflammatoires, la perte de tissus élastiqetsun endothélium endommagé vont tous
promouvoir | 0 ®r(Kukoiebah, 1988 Del plus, pnl vaisyaale sanguin ayant
perdu son intégrité ne pourra plus subir le stress mécanique généreé par les forces de cisaillement
i ndui t es | o strtion Ganséguenvrery, te cdébadancement entre la production de
facteurs vasoconstricteurs comme | 6endot h®l
facteurs vasodilatateurs comme le NO, va également favoriser le développement de
complications candvasculairegSalamat 2010)

La chape fibreuse joue le role clef de barriére entre le contenu de la plague athérosclérotique
et |l es composantes du sang. LO6un des ® ®ment
par les cellules musculaires lisses ayafitré | 6 i n t iaiss@au.d-@ collagéene contribue
grandement a la force mécanique et la stabilité de la chape fibreuse. Il peut toutefois étre
dégradé par des métalloprotéinases matriciellaatr{x metalloproteinase MMP), des
enzymes sécrétées par les macrophages etesehwsculaires lisses au sein de la plague
athérosclérotiquéGalis et al., 1995, Newbyet al.,2009) De plus, les lymphocytes T ayant
infiltr® | a plaque vont produire de |1 06inter
matrice extracellulaire pales cellules musculaires lisses. Parallelement, de nombreuses
cellules au sein des lésions vont sécréter des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases

matricielles {issue inhibitor of metalloproteinas€ | MP) dans | e but de moc
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méalloprotéinases matricielle€rbe 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 rupn uateh®mame aura diverses cons®quences
du vaisseau touch®. Dbune part, | 6®r osi on d
endothélial aux substances thrombogéniques du sang, ce qui active la voie intrileségjue
coagulation/Ananyevaet al.,2002) Les principaux acteurs i mpl
thrombus sont les plaquettes, les facteurs de coagulations comme la thrombine, mais également
la fibrine (Furie et al.,2008) Toutefois, la thrombogénicttans un contexte doa
d®pend dbéabord du facteur tissul aire, une ¢
coagulation. Le facteur tissulaire est sécrété par les cellules musculaires lisses et fibroblastes,
qui ne sont pas expasa la ciralation sanguine en condition physiologique. Cependant,
| orsqudune plaque ath®roscl ® oti que ruptur e,
contact avec |l es plagquettes et facteurs de ¢
endommagé farise le recrutement de plaquettes qui vont adhérer a la paroi du vaisseau
sanguin et s®cr ®ter des granules, ce qui i nd
facteur tissulaire par les plaquettes agrégées activées va alors contribuer &nlafoi on doé u
caillot sanguin ou thrombu®Badimonet al.,2014) De la, les complications possibles sont
nombreuses; micrembolie di au largage de débris athérosclérotiques dans la circulation
sanguine, occlusion thrombotique au niveau des vaisseauxrdigicss (infarctus du
myocarde), AVC, etqFerro2003) Dans | a majorit® des cas, | 6
un thrombus au niveau ddet éo@atche, chiremaquen
faire 7 dbéaut r e(Paviasetalel®16xQuahuauxvttadmbus earalusifs,

bien québéen apparence asymptomati que, i l's f a
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complications cardiovasculairespuis§ i | s i mpl i quent | 6activatior
de facteurs de croissance dérivés des plaquettatelétderived growth factqr PDGF)

(Crowther 2005)Les macrophages, fibroblastes et cellules endothéliales endommagées vont
également sécrétetes PDGF, ce qui promeut la croissance des cellules musculaires lisses
(Andraeet al.,2008)

Un athérome dont la chape fibreuse reste intégre promeut tout de méme de nombreuses
pathologies cardiovasculaires. Avec la progression de la maladi®yde central composé de
stries | iptvdrqubka bd@ml argi du vai sseau qui so6
petites artéres, le flot sanguin est rapidement compromis et cause des dommages ischémiques.
Au niveau cardiaque, une interruptoms d ai ne du fl ot sanguin sui\
pl ague dbéath®roscl ® ose m nera rapidement I
nécrosgCrowther 2005)

De plus, comme mentionné précédemment, on observe une néovascularisation dans
certaineglaques avancées. Les hémorragies intraplaque sont possiblenseaialugpture
de ces petits vaisseaux sanguins qui ont proliféré au sein des I€kimsis 2000, Crowther
2005)

Les complications <cardiovascul ascléress ons us mer
toute une composante inflammatoire importante. Cela est di aux enchainements de stimuli pro
infl ammatoires et plus particuli rement, 7 |
l 6i nfl ammati on et | a s ®esp®ledceluesmeunitea@@ackat eur s

et al.,2019)
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1.1.3.2.Réponse inflammatoire
1.1321.R*l e de | 0i mmunit® inn®e/ adaptative
Le syst me immunitaire se divise en deux

constituée de barrieres physiques, de cellif@nunes telles les macrophages et cellules
dendritiques, et doaut redOparet r Rpdinmmau miutmd r ad
I mmunol ogi que m®di ®e par l es | ymphocytes B,
lymphocytes T(Parhamet al.,2015)
Les principales cellules de | 6i mmunit® i nn®:
aigué. Les premresd 6 ent r es el Iskesendommeage,lles neutsoghiles, koat des
granulocytes qui vont éliminer les agents pathogenes en libérant des médiateurs comme des
especes réactivesed oxy@ene et des pieéges extracellulaires a neutropliilestrophil
extracellular trap NET) (Rosales2018) 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 meaphages jouent des roles aux antipodes, soit Milammatoire, ou
M2, antiinflammatoire. Toutefois, cette vision simplifiée des diverses fonctionnalités des
macrophages ne refléte pas leur plastioitévo (Allahverdianet al.,2012, Mooreet al.,2013,
Martinezet al.,2014) Une caractérisation plus exhaustive de ces cellules est faite au point 1.3.
Les cellulesnatural killer f o n't partie des cellul e<€lleef fect
produisent de | 61 FNo de f taire etrindusen®égaemelt en s i
nécroptosele cellules infectées en libérant des enzymes comme la perforine et la granzyme, et
des cytokines inflammatoires, dont le facteur de nécrose tumorale tidshia fecrosis factor

alpha T N(Selhthuraiet al.,2014) Un autre type cellulaire est la cellule dendritique qui

(@)}

fait |l e pont entre | 6i mmunit® iIinn®e et I
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présentes dans les organes lymphoides et les tissus périphériques ou ils vont stimuler les
ymphocytes T napfs de | 6i mmunit® acquise en
expri mant |l e compl exe maj eur -l§ Chistiskbvetalg mpat i |
2014) Plusieurs cellules immunitaires expriment des récepteurs de recancaiske motifs

moléculaires gattern recognition receptpPRR), dont font partie lasll-like receptor(TLR)

et l es SR qui vont reconnaitre et per mettr
| 6at h®r oscl ®r os e, | a r ®p o rwsae einndfolmamangaetro ilréeh
nbest pas contrt!] ®e. Cette infl ammauweddesn est

DAMP par opposition aux PAMP, bien que cezixcontribuent certainement a la progression
de la maladi¢Seneviratneet al.,2012) Dans un contexte dobéat h®r osc
endogénes contribuent a la pataog se par | 6activation du sy:
not amment | es cristaux de chol est®rol et pro
des épitopes spécifiques adydation de ces molécules se fait par les PRR des cellules de
Il 6i mmunit ®pi ho@Pes b py@atidndomt constamment générés jorsque les
mol ®cul es de LDL sont oxyd®es et | orsqgue de:
Les FRR des macrophages, les récepteurs éboueurs CD36-At @t reconnaitreles
®pi t opes s pyaionéxpronésear des cellueoapoptotigae débris cellulaires
et les phagocytgMiller et al.,2011, Witztumet 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 tesyigapSur
les lymphocytes B, ces récepteurs sont les immunoglobulines, tandis que sur les lymphocytes

T, ce sont les récepteurs des celluldSalkinaet al.,2009, Parhamat al.,2015)
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L6Ii mmunit® acquise j oue ® greese e Bieyemient, len rt|
recrut ement des | ymphocytes T au sein dobéun
reconnaissance de chimiokines que sécrétent les cellules vasculaires. Tout comme les
macrophages, les lymphocytes T peuvent adopter différents phénaigrele stimulus. Dans
un contexte doath®roscl ®r os e, |l es principat
auxiliaires [ helper,Th) et les T régulateurs (Treg) qui expriment le marquiuster de
différenciation 4 (CD4). Une premiere activationcds celluleslieu dans la lymphe et dans
|l es organes | ymphopudes secondaires, sui vant
immunitaires comme les cellules dendritiques. De |a, les lymphocytes vont pénétrer dans les
|ésions via divers récepteuaux chimiokines. Le principal phénotype retrouvé dans les plaques
humaines et murinest les lymphocytes T auxiliaires de type | (Thl). Ces lymphocytes vont
sécréter des médiateurspran f | ammat oi res, dont | es cytoki ne
des chimiokines dont le ligand ducluster de différenciation 40 (CD40L). Bien que le

phénotype Treg soit davantage athéroprotecteur étant donné leur sécrétion de cytokines anti

inflammatoires interleukine 10 (L 0 ) , | 6effet net d@eameut y mpho
| 6 at éhé®a(Hanssoret al., 2006, Tabagt al.,2017) Tout comme une réponse immune

I nn®e persistante vV a endommager l 6htte, (F:
| 6at h®r oscl ®rose a | e potenti el de d®grader

Bref, des dommages cellulairessth desstimuli endogene ou exogene vont induireeun
r®ponse inflammatoire par l e syst me i mmuni

chronique, comme dans | 6at l(VéEtztunetal,Z14p se, si e
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1.1.3.2.2. Inflammation chronique

Comme mentionn® pr®c®demanentde | dlaclceasmu®radl
gras libres dans les macrophages et autres cellules immungages impodads stimuli
inflammatoirsd ans | 6at h®r os c | ®r osssautresnbEqulesauseimdes, de
|ésionsathérosclérotiquesont perces par les phagocytes comme des DAM®Nt les corps
nécrotiques, les produits de la dégradation de la matrice extracellulaire retateshock
proteins(Zimmeret al.,2015) De surcroit, la motilité des macrophages est comfge dans
| 6 e s p a-engloth&ido dus & la présence denatrice extracellulairesynthétisé par
| 6endot h®l i um et | e.Enmrséquendreersapanité s ceeohnaitrerete s | i
a éliminer efficacement les cellules en apoptoses o i t | Ge&redui®@ Eo sdtyatioo s e ,
physiologique, la production de cytokines et autres médiateurs inflammatoires a pour ultime
objectif de recruter des cellulesmuni t ai res afin de contr?tler |
la réparation tissulaire. Ces mécanismes, étroitement régulés, ne fonctionnent pas de facon
optimale aux sites de f or maendchainemedie saschd@s i on s
inflammatoies nonrésolues qui en découle contribue a la progression des athéromes, ce qui
fait de | 6at h®r oscl ®r os e (Raose 1999alusasd®008, Libby f | a mr
2002)

En effet, de nombreuses voies derlesdanmgnal i s
| 6at h®r oscl|l ®r ose. -1L fpeaxrp rleGsesn cdmt hdRel i VWA M y s f o n
recrutement de monocytes et lymphocytes Tmesocytegecrutés sécrétent alors des GCL
2 quicontribuatau r ecr ut ement e tleucocytési auedritementet dlan  d 6 a L
prolif®ration de cell ul e s(Deshmametal, 2009 Beplus|] i sses
pui sque | es cellules endoth®liales et macr of

| 6h®t ®r og®n®i t ® des TLR et SR, | dactivation
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de cascades intracellulaires inflammatoires. Les @lgashes TLR sont nombreux, incluant
plusieurs PAMP, mais également des molécules endogenes comme -&solc&gtroteins et
le LDLox qui lient le complexeluster de différentiation 14 (CD14j) toll-like receptor 4
(TLRA4) et activent les voies dwriclear factor kappalight-chainenhancer of activated B cells

(NF-a B ) mitmgenactivated proteirkinase(MAPK) (Stewartet al., 2010) Ces cascades

induisent la traduction de genes codgmto ur dbéautres m®di aatleerur s i n
tour vont dad®ascdwmulhedr o me . La r®sultante, un
cytokines preinflammatoires tels It1, IL-6 et TNFU par |l es macr C
musculaires lisses et cellules endothélialesva f avori ser | augment at

vasculaire]a sécrétion de chimiokines comme G€let CCL-5 qui permettent le recrutement
de monocytes - | 6endot h®Il i um, | 6activation
macrophages, en plus de stimuler directement les voie$&B Nt MAPK (Hanssoret al.,
2006, Galkineet al.,2009) Quantad act i vat i on de et sighdwalbema s o me
premier stimulus est un amor - aga&aviaksPREnNnsi st «
tandis que le deuxieme wraduirel 6 a s s e mb | a gnale ladascdd&la@ it n fvlad mma s o n
NLRP-3, quia son tour active la caspade et | a -0 gKeltey dt al., 2618)ILes
signaux activateurs sont nombreux et inclus les flux ioniques et les espéeces réactives d
16 0 x y desfigands et voies dggnalisation 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 (sCD40Ll(schonbecletal,2000) | 6i nt er-L8uki héi aB8e(l
12 (IL-12) (Leeet al.,1999)e t | @Supkadt al.,1997) Ces médiateurs jouent divers rbles

dans la mitogn s e, |l a synth se de matrice extracell
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de cellules pumeuses en agissant notamment sur les lymphocytes T, macrophages et cellules
musculaires lisse¢Crowther 2005)

Cependant, les cellules immunitaires sécretent également des cytokines et chimiokines anti
inflammatoires, comme les interleukswe (IL-4), IL-10 et interleukine 13 (H13), dans le but
de r®soudre | 0infl ammat(Malatetalt1999, Ripgatale2002,] es t i
CardiloReiset al., 2012, Mooreet al.,2013). Toutefois, le débalancement et la dysfonction
des mécanismes de clairance des cellules apoptotiques, DAMP et PAMP sont tels que les

| ®si ons doat h®roscl ®r oses progressent malgr @

1.2.Métabolisme des lipides

Le cholestérokest une composanessentielledes membranesellulaires, en plus do°t
sour ce idhpoRante Il egtiawessi le précurseur des stéroides, acides biliaires et vitamine D
(Berget al.,2002) Ch e z | 6 resdenf8%du chplestérol est synthétisé par les cellatesst
stocké sous sa forme estérifiamrs que25%proviennert de la diéte. Le cholestérol est transporté
dans la circulation sanguine par digeoprotéinesCellesci sont formésd 6un c¢ciTur hydr o
riche en esterde cholestérol et triglycéridest d 6 une ¢ o uc h gechotestéroplibre s p h ol
et apolipoprotéined_a densitédes lipoprotéines est en lien avec leur contenu en lipitkes
lipoprotéines de faible densitét une grande quantité de triglycérides, tandis qlles dehaute
densité sont plutdt riches eholestérol estérifiéAinsi, plusieurs souslasses de lipoprotéines-

exi stent da@gedegbétal,h 2P Berginak,2002)
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Figure 17 Métabolisme des lipides

Macrophage

(Rader et al., 2008)

1.2.1. Lipoprotéines

La proportion decholestéroprovenant de la diétestsécrété dans la circulation sanguine

depui s | es ent ®artafoynatiengde cdymidrobs de faibls densitriches en

triglycérides Ces derniersexpriment a leur surface les apolipoprotéines B48, E eLeS.

chylomicronsserontensuitehydrolysé dans la circulation sanguingar la lipoprotéine lipase

(LPL) (Mulderetal.,1993)Cet t e derni re est dd&pablesmgocysey nt h ®t

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

protéoglycaneauxsulfates d 6 h @paasurfaceapicaleeds cel | ul es etvaliet 6 endo

puis hydrolyser les lipoprotéines riches en triglycérides. acides gras alors libéngmt se lier a

u

ne

mo | ®c u laef i éeadhéninédane les muscles et adipocy&t€treinternalisés

par le récepteur CD36es chylomicronsemnantsseratinternalis&dans le foie via les récepteurs
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aux LDL et leslipoprotein receptoirelated protein(LRP) exprimés par les hépatocy{€ooper

1997) La digestion des chylomicronemnantsdans des lysosore@a libérer le cholestérol libre

qui sera utilisé pour former la membrane lipidique des celllles.molécules de cholestérol
estérifieeset les triglycérides voralorsformer les lipoprotéies de tres faible densiteefy low

density lipoproten, VLDL) au niveau du foieLes VLDL ainsi formésn ée x pr i mer ont
| 6apoB48, ma i s Deprétaurt dants la tirgudaton, B24 OLOL peuvent retourner

foie via les LRP pour étre digé&yéd nouveau; t r e s oumi s “dank la aeirculaiioo n  d e
sanguineet devenir des LDLou encore échanger des molécwdesc @sHDL et devenir des

lipoprotéines de densité intermédiaiérmediate density lipoproteitDL) (Rader et al., 2008)

Ce mécanisme est décrit au point 1.2.0ls LDL, qui expr i ment psugemtl e ment
étre a nouveau internalsgdans le foimue ncor e sdaccumul er dans | es
|l a pathologie dbéath®roscl ®r os e, ces l i poprot

principalement sous la forme de LBk Les voies designalisationdu LDLox sont décrites au
point suivant.Quant aux IDL ellessont tres rapidement internakspar lesLDLR du foie ou
hydrolysés par la LPL et forme & leur tour des LDL ricteencholestérol estérifi€Ogedegbet

al., 2001, Berget al.,2002)

1.2.1.1LDL modifié

LesLDL provenantdeé 6 h y dde®\WLPLetdDL pewert subir plusieurs modifications
différentesdans la circulation sanguiretau sein des tissus périphériquiess LDL pewert étre
notamment étre oxye@§ aceétyles glycolysésou carbamylés(Alique et al.,2015) Les 8 classes
de récepteurs éboueus & H, peuvent se lier aux diverses formes de LDL moehfig&oyal et

al., 2012) Par exempléeies LDL natifs pewert se lier aux récepteurs éboueurs de classe B, alors
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qgue lsLDL acétyléslientles classes A et,Be quiinclusle CD36. Bien que plusieurs formes de
LDL modifiées existentce sont led.DLox qui contribuent le plus b 6 a t éhe®a. Gette forme
lie principalement les sotdasses SR\, CD36 et LOX1. Les macrophages exprimentsca

récepteurs, tout comme les cellules endothd&ljdés cellules musculaires lissepltquettesll a

®t ® d®montr ® que | es modi f i onainhibeoleus capatité decsd a nt

lier au LDLR, compromettant ainsi leur clairan@di queet al.,2015) La présence de radicaux

librese t hydrdperoxydesformés parles i poxyg®nases dans | a ci

rcul

sousendot h®Il i al va per neeUDt magfs. Ua glypcalysadiantds L®Invar api de

®gal ement modifier | dapoBl00 (Kattooretah 2017)lesnp °

récepteurs CD36 et SR des macrophages de la plague wapidement internederce LDLox et
devenirpar la suiteles cellules spumeus@&e plus, laeconnaissance de LDLox par le CD86e
le réle de signal proxial quiinduit 16 a c t i duacomiplexe TLRATLR6 exprimé par les
macrophages L dacti vat i on rédueengartela tnafscriptiorodd ipath -1rbet

CCL5parl 6activation des Vv o iessmyeloid diffaremtiadon primane s

che

d ®f

response proteifMyD88) et TIR domaincontaining adaptorproteih nduci ng (TRIB er f er c

(Stewartet al.,2010) L 6 a c t ides &dtérodimeére3LR2/1 et TLR2/6qui stimulentla voie
inflammatoire de NFeB et ainsi la production des cytokines inflammatoiresiti, TNFU, IL-6,
IL-12 et IFNb, va augmenter & capacité du CD36 a internaliser les Ld et a phagocyter les

cellules apoptotiqug®ark 2014)Les voies de signalisations du CD36 siédritesau point 1.6.2.

1.2.1.2HDL

Egalement appetdboncholestérol, les HDforment une population hétérogéne

contenant peu de lipidemais riche enolipoprotéines | (apoA) et Il (apoAll). | | y a dbéabo
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des HDL naissaes riches en apoA qui sont sécréss par le foieet les entérocytesu produits

o]

par | 6hydr ol yse dedans kcircyulationsanguine€ ® € s satliaiswnaD L

(@)

a i quedle cholestérdibre vas 6 a ¢ ¢ u mu | e r qudvant devehireasuresidoDd.

| 6ef f et IldothinichblestemhacyleransferageCAT) dontlerdleet dobéest ®r i f i e
cholestérolliboreLa composi ti on des HDL chaprg&@edeonst ammi
transfert decholestérol estérifiecholesteryl ester trans protei€ETP)et de la lipase hépatique
(Ogedegbet al.,2001, Berget al.,2002) Le cholestérol contenu dans les Hid retourner

dans le foigour se lier auxéceptets SR-B1 des hépatocytes, emcoe via CETPqui va

per mett r e trigl§c@ricddsde hgLanatdresontre ducholestérol estérifiédDe plus,les

hépatocytes, les entérocytes et les macrophages des tissus périphériques expriment le transporteur

ABCA-1qui per met | 0 e fédnrichityes HD& encholedtéeos t ®r ol et

1.2.1.3.Lp(a)

Tres semblabkaux LDL, lesLp(a) sont également constiaesgel 6 e st er s de <chol
d 6 a p o, Bdispadsedent toutefolsapoA(Orsoet al.,2017) Le rble des Lp(a) est peu connu en
condition physiologiquegllespar t i ci per ai ent toutefois ~ | a r(
au niveau doéun endoth®lium endo#2mavynQ@ttrertiesen se
monocytesLes Lp(a) peuversubir des modifications dans la circulation et exprimegégéspes
sp®ci fi gdatosqui'serdnttecomnuscomme des DAMP par les PRR des cellules de
l 6i mmuni t® i nn®e. Tout comme |l es LDLoOX, |l es
signalisatonscomme NFe B et MA P Berpétuele 6 @t uait i nfl ammatoire

pat hol ogie déat h®roscl ®r os e.
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1.2.2. Apolipoprotéines

Il'y aquatreprincipaux soud y pes do ap 0A, B, [CeipE(Ogadebet a. 2001)
Les apoAdes HDL agissentnotammentcomme cefacteur de la LCATet permettent la
reconngsancedu récepteur hépatique SRL. De plus, Is apoAvont se lier aux transporteurs
ABCA-1 des macrophages et per metst rdee IcGesf fl lewx odcey
existe principalement sodeuxformes.Les apoB8produitessp ar | Gontexprarees gamles
chylomicronstandis quedsapoB100sontproduites par le foie esontassociésaux VLDL, IDL
et LDL. Les apoB agissent comme ligand pour les LDLR etLRPc e qu i per met | Oi
de ces | i popr ot ®vamedle |p métabdlisene des VLBL et chyfomipraas

agissant surelsenzyme LPL, LCAT et CETR Entre autres,d a planGibelbi nt er nal i sati

VLDL par | es r ®c e p tlleaativesla LRIRgndis quel W e gil,anGibedla p o C
lipolyse des | i poprot®i nes par | a ePtraRispalréeé ment |
de lipidesen agi ssant comme | igand pour l es intera

interagit avec levieparan sulfate proteoglycaislGPG) qui permettenglliaison etle transfert
des lipides ers plusieurs récepteurs incluant les LDLR, LRP et réceptedvLDL (Huanget al.,
2014) Déai |l | eur s, |l a d®I ®t i o ménedeuun grodele de csoudsa n t

hypercholestérolémiqu@uzelloet al.,2003)

1.3 Traitements actuels et en développement

Etant donné les fardeaux économiques et sociaugépaulent des maladies CV dérivant de
| 6at h®r oscl ®r os e, de nombgaa fil xles années damrsreebnttde o n't

r®duire |l e risque doé® nements cardiovascul a
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guelques thérapies actuellementsiponi bl es ou en d®vel oppement s

différentes cibles moléculaires de ces traitements.

1.3.1. Inhibiteurs de la synthése du cholestérol

Les inhibiteurs decodnZymheyAdéductase (ABIGCRY, plus tomnua r vy |
sous le nom de statines, ont les effets-attérosclérotiques les mieux documentés dans la
littérature(Endo 2010)Les satines vonempécher la conversionted hy dr o x y m®t hy |l ¢
coenzyme A (HMG-CoA) en acide mévalonique, un précurseur du chotdstéra
concentration de cholestérol intracellulaire &strsdiminué, ce quia comme conséquence
d &taver les SRE®, une famille de facteurs de transcriptiqgniaugment e | 6expr
géniguedes LDLR.Celas e tradui t par une augmentation
membrane, ce qui permet une clairance accrue du cholestérol endogéne, mais également
provenant de la die{&tancuet al.,2001) La diminution de4.DL circulantsest assoc&a une
di minution des ®v nements <cardiovascul aires
d®p*ts | ipidiques dans | 6intima des vaisseau
(Istvanet al.,2001) Plus récemment, il a été découvert quesféets des statines vont-aela
de la réduction des lipides sanguins. En effet, il a été démontré que les statines diminuent
®gal ement | 6i nfl ammati on vascul aire -en aug
at h®r oscl ®r o-4 i q tldsedet dininLamtselld di ytokines athérogéniques
commell-6, | FNo, TANScbonbedket aC,2d04, Crowther 2005)De plus, les
statines r®dui sent | a s®cr ®tion et | d6activi:t
musculaires lisses vasaires et macrophag@suanet al.,2003) réduisent la taille des noyaux

n®cr otiques et Il 61 nf | dNewby et al.o2009)l Malgra leseffelsa n s |
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b®&n®f i ques ®num®r ®s dans | a | itt ®béadfiaente , il
pas de traitements p abDeseét@assontdémontrédagésistarse de | 6
au traitemenpeut étre de” des pol ymor phi s geeesouckricarendaou pl
combi nai son avec .dé plust plusieurs paltd so0tamoknagtask

statines car ils développement deffets secondaireg u i ne permettent pas
doses suffisamentélevées de statinepour diminuetes taux de LDL sangussous le seuil

optimal (Reiner 2014)En effet lesstatines bloquent une multitude de voies de signalisation,
ddo» |l e risque de d®velopper des effets se
musculaire évolutive)Fernandeet al.,2011)Le ph®nom ne dobéi sogr ®nyl ¢
unemodification postran s | at i on n e | lssociatisnsde plusieéues prot@nes avet la
membrane cellulairegst notamment altér&reenwoocdet al.,2006) De plus, la diminution

des taux circulants de LDL s deslmaladedClMlifautmi ne p

®gal ement r®duire significativement | o6infl an

1.3.2. Inhibiteurs de la dégradation du récepteur au LDL
Déautres th®rapies d®velopp®es pl us r ®cem
circulants de LDL. Une nouvelle cibld 6 i n és®la ComvertasePCSKQ9 Suivant son
autoclivagela convertase PCSK#@aintenanactivéelie le LDLR (Bottomleyet al.,2009) Ce
complexe estnsuiteinternalisé dans une vésicuiehe erclathrire et subséquemment dégradé
dans des lysosomdsorsque des anticorps lient la PCSK9, les LDLR sont libres de lier le LDL.
Le complexe LDLR/LDL est alarinternalisgpuis dissocié dans des endosomed DL sera
dégradé dans des lysosomes alors que leR.Bera recyd a la membraneEn effet, ks
patients atteints doébune mutation causant un

hypocholestérolémieCo mme c 6est l e cas pour l es statin
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sanguin réduit le risque aiEvelopper une maladie CV. Des anticorps contre PCSK9 ont donc

été dévelop@d ans | e but de Il imiter I édinternalisa
th®r api e sbav re efficace, pui sque | 6augmen
cellulaire augmete la clairance des LDL circulants au niveau du {&eutaret al., 2007)

Toutefois, des études couvrant un large horizon temporel doivent étre menées pour comparer

les bénéfices de ces aRCSK9 par rapport aux statines. En effet, les colts de fabrica
déoanticorps restent plus ®l ev®s que pour de
secondaires les plus fréquem s t une r ®action c.Btemaqu®peu au si

rapporté&, des effets adverses neurocognisiést également possikléMcKenney 2015)

1.3.3. Anti-inflammatoires
La voie des r®cepteurs activ®s par |l es PF

développement de thérapies aattiérosclérotiqueqMoreno et al., 2004) La forme

endot h®l i al e, PPARU, est connue pour tnhibe
VCAM-1) et augmenter | a |ib®ration de NO, ce
|l e recrutement de | eucocytes tels | es macrop

par de nombreuses cellules, incluant les cellules endothélialedesetiusculaires lisses,
macrophages et l ymphocytes T. Léactivation
athérogéniquesaugmentation de la synthése et relache de NO, réduction du recrutement de

l ymphocytes T, di mi nut iioo rde ld enigrdtidhadesy celulgse n s e
muscul aires l i sses, r®ducti on de | 6expr es:
augmentation du transport inverse du cholesté@wbwther 2005) Toutefois, les études
cliniques men &esnts§oldées pad échec thérapeatiguene large étude

clinique portant sur | es thiazolidiéddedi one,
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effets secondaires el s que | a r®tention de fluide et

| 6augment at i otédendothélitlgEhamat al./A@4&A)b i | i

1.4.Contributon des macrophagecrotans | 6at h®r o

Modified receptor
presentation and signaling

Anti-inflammatory

Proinflammatory

o
Chemokines %

B

Figure2iVoi es de signalisation des macrophag

(Weber et al., 2011)
1.4.1. Hétérogénéité des monocytes
Comme mentionné précédemment, les monocytes sont les précurseurs des macrophages
sdbaccumul ant d-endoghélidl énesguatmrc iaflamsnatoire. Tout comme les
macrophages, les monocytes forment une population hétérogene et jouent un réle dans

| ditn ati on et | a pr ogr e 9gNageohorgetae,8017) ®si ons do at
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Chez | 6 h o miygesde manscytes somtclassés en fonction de leur expression de
CD14 etclusterde différeriation 16 CD16) (Passlicket al.,1989) Le CD14 est une protéine
accessoire qui est nécessaire a la reconnaissance des lipopolysaccharides (LPS) de la membrane
des bactéries par le complekeR4-myeloid differentiation factor @MD2) qui active la voie
inflammatoire précoce de N B v i a qligsbrBt@ur active lemterleukinl receptor
associated kinas€tRAK) (Akiraetal.,2004) Pl us tardi vement, | 0i nt e
TLR4-CD14MD2 par endocytosdans de endosomgva augmenter la transcription de génes
codant pour les interféns de type 1 commesIFNU / via la voie dépendante tlanslocation
associated membrane proteiffRAM) et TRIF (Akiraet al.,2004) Quant au CD16,
doun r ®cepteur aux i mmunoglobulines G (1gG)
cellul aire d®pendante de qYeapnttal,2006) byg aurdie | 61 m
déaill eurs une associ athéromes etdanprésemce Heamonocylen ®r a
CD16" puisque ceuxci sécretent des médiateursqmfiammatoires, énumérés plus bas, et des
métalloprotéinases matricielles qui contribuent a dégrader la chape fifikewgsmnborget al.,

2017)

Il existe 3soust y pes de mo n o c y tee dassiques exprirhedtostemard
CD14, mais peu CD16 (CDIBD14™), les intermédiaires expriment les 2 (CDTB14™) et
les nonclassiques (ou alternatifs) expriment davantage CD16 que CD14 {GINB4)
(Geissmanret al., 2003) Il existe des formes analogues aux monocytes classiques et non
classiques chez |l a souri s, selon | eur expres
récepteurs aux chimiokines C&Ret CX3CRL1 . Bien que les monocytes murins aieas d
similitudes phénotypiques avec leurs homologues humains,rides et fonctions different

(Geissmanret al.,2003)
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La forme classiqgue CD16D14" dérive des cellules souches hématopoiétiques de la
moelle osseus@-ogget al.,2006)et compose la majorité des monocytes dans la circulation
sanguine (8®0%) (Auffray et al., 2009) Leur émigration de la moelle est stimulée par
| 6earantion e leurrécepteur CCR2 et ses ligands CCGR etchimiokine motif ec ligand 7
(CCL-7), alors que leur maturation dépend deQ8F (Kratofil et al.,2017) lls expriment les
récepteurs aux chimiokinete typeCC 2 (CCR-2), CXC 1 (CXCR-1), CXC 2 (CXCR-2) et

CXC 4 (CXCR4) (Nagenborget al.,2017) mais pa£X3C (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 fortemeMRI@st récepurs

®boueurs comme | e CD36 afi n do®Nagenborptal, ef f i

2017) La forme équivalente chez la souris, LYETCCRI""CX3CRIY, mi gr e dans
sousendothélial en utilisantes récepteurs aux chimiokines CQRet CCR5 qui vont
reconnaitrdes ligands CCt2 et CCL-5 que sécrétent les cellules endothéliales actieeke

et al.,2007, Karlmarlet al.,2009) Ces monocytes classiques

nonclassiques au niveau des lésians h ®r oscl| ®r ot i ques, ce qui
majorité des macrophages retrosdéa ns | 6i nti ma au d®but de
propriétés antimicrobiennes, ils sontfran f | a mmat oi res pui squbil s

de TNRJ, IL-1 et INOS ce qui leur confére un profil de sécrétion différent des monocytes
classiques r et r Auftapet al.c2808)zDe plis,des étadesn vitro ont
démontré que les monocytes finflammatoires CCR¥" peuvent changer leur phgtype
sous | 6act i o#etddGet exprimar €KX3@H, devehdnt ainsi des monocytes
activés alternativemeiibal-Seccoet al.,2015)

Les monocytes intermédiair€D16'CD14™ représentent une forme transitoire jouant a la

foisunréleantt nf | ammat oi r e p a®, maisségalement®inila®@matomen d 6 |
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par | eur product ietbro xd/@e e @®ds cry® a¥ongeteasds,s i ch f | a
2011, Nagenborgt d., 2017)lls expriment les récepteurs aux chimiokines CCRECR2 et
CCR-5, mais également le CMH qui promeut & a c t i desaThi. dsnont toutefois une
capacité phagocytaire moindre que les monocytes clas@i@genborget al.,2017)

Quant aux monytes nonclassiques CDIBCD14', ils expriment fortement CX3CR,
mais peu CCR2 (Tackeet al.,2007) lls expriment également le CHMa leur surface. Ces
monocytes patrouillent constammeasparos vasculairs atérielleset jouent un réle dans la
r®ponse inflammatoire initiale etedoarypginheir
La forme analogue chez la souris, LYBCCRZ°’CX3CR1"" participe a la réparation
tissulaire(Geissmanret al.,2003) Contrairement aux monocytes classiques qui vont adhérer
fermement © | 6endot h®l cbmssl| g8emo adeckinee s mmat
L, mai s seul e mehquivd sé liengu®motétuleselCAMF A e | 6endot hG
(Auffray et al., 2009). De plus, leur migration dans la plague requiert une interaction entre
CCR-5 et son ligandécrété par les cellules endothélialaCL-5 (Karlmarket al.,2009)

En condition homéostasique stable, il a été avancé que les monocyté§s@@ientes
précurseurs des monocytes LyBQlans la moelle osseuse et le sg¥gna et al., 2013)
Toutefoi s, déoautres ®tudes supportent pl ut?
indépendantgCarlin et al., 2013) On trouve également dans la pulpeige de la rate un
réservoir de monocytes classiqy&svirski et al.,2009) Leur émigration vers la circulation
sangui ne, de m°me que | eur recrutement au ¢

| 6 angi-tlooaleesdela@CL-7 sécrété par ldgmphocytesB (Nagenborget al.,2017)
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142. La pol arisation des macrophages dans | 6at ht
Les macrophages font partie des principales cellules phagocytaires dans la pathologie
doat h®r Gehgjerget ab.,2097) Effectivement, ils vont faire la clairance des agents
pathogénes et autres produits toxiqgues comme le LDLox présent dans leur environnement, mais
ils vont ®gal ement -&ad®elintenalisdrguis Métabalisercles tetueee , ¢ 6
apoptotiges (Korns et al., 2011) Bien que les macrophages retrouvés au sein des plaques
d®r i vent principal ement des monocytes sang
dysfonctionne(Gordonet al.,2005) un autre type de macrophage réside dans les tissus. Ces
derniers vont adopter des phénotypes tres différents de ceux dérivés des monocytes. lIs vont
par exemple former la microglie au niveau du systéme nerveux centrahcoreles cellules
de Kupffer au niveau du foi{g&eissmanret al.,2010) On les retrouvégalement au niveau de
|l a couche adventice des art res @Wemsdnet part.i
al., 2020)
Cbest au s ei renddtelial goedes manacgtes saoguins vont se différencier
en macrophages ePd/g0ret lantgrosine kindsa Maviér ¢gyrosine kinase
MerTK) (Koltsovaet al.,2013)s ous | 0 eCiSF. &d fils dles arMées, de nombreuses
études ont permis de déterminer les effets de divers médiateurs sur la différenciation des
monocytes en macrophagpreinflammatoire M1, ou antinflammatoires M2, dans un
contexte dbéat h®roscl|l ® ose. Bien quéil ait do
Ly6C"9" et les M2 des Ly6®, | a d®couverte dbédautres ph®n
complexe des macrophag@skubzicket al.,2017)
Déune part, | &% umo modcayctceusnulyetn@ aux Sites i
seulement se différencier en macrophages, mais égalesrentellules dendritiques

pr ®sent atr i (Geissmadrbtaln 2003y Lea dyslipidémies peuvent également
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induire la polarisation des monocytes Ly8@n cellules dendritiquest inhiber leur migration
vers les organes lymphoides, ce qui favolae séquestration périphériq&veberet al.,
2011)

La différenciationdes monocytes Ly6®'en macr ophage M1 se prod
stimuli microbiesc o mme | es LPS ou par | évosser 003) ki ne s
Léactivation alternative des mac -ypp hrdig e s VvV ¢
i nfl ammatoire. Déabord qualifi®s simplement
caractérie 3 principales souslassex hez | 6 homme : (M&tmezetd2Wld)et M2c
Un macrophage stimulé par-d_et IL-13 aura un phénotype M2a, alors que la stimulation par
des complexes immuns et ligands des TLR va plutdt activer les macrophages sousyp@héno
M2 Db . La polarisation en M2c-l1eést | gudarGtFb ™ o e
glucocorticoidegMosser 2003)

£tant donn® | a composition dynamique des pl
constamment soumis a un éventail de médiatewirsant moduler leur phénotype. Ainsi, il
ndbexi ste pas seulement des macrophages M1 o
des caract®ristiques associ ®es ° plus dobéun p

Les roles des classes de macrophages précédemment énumérés sorauwepniats

suivants.

1.4.3. Phénotypes des macrophages dérivés des monocytes
Les macrophages couvrent un large spectre de fonctions qui sont aux antipodes. En effet,
l a vision simplifi®e montre dbébune part l e p

sécrétant des médiateurs et en phagocytant les pathogénes, ce qui prorm&sgaace et la
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rupture des pl aqu etgpe M2dui pattitipelatlarrésolupoa des lésiohse s 0 1

| 6i mmunor ®gul ation, | e t effrotggsedModserdat al. 2098)s e du
INTRINSIC TRIGGERS  _ M0 macrophages ! s
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Figure 371 Polarisation et réles des macrophages

(Atri et al., 2018)

1.4.3.1.M1
Les macrophages de typ®ll ont plusieurs fonctions, dont la sécrétion médiateurs
inflammatoires (. espéces réactiveedd oxyg ne, cytokines, chi mi

depathogénset lipoprotéines modifis par des récepteurs éboueurs, tel le QRGSIs 2000)
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Les voies de signalisation d®coul anaupothte | 61 n
1.4.4. Les M1 possedemdgalementun activé bactéricide et coiltuent a la dégradation de la
matrice extracellulair@urrayet al.,2011) D 6 a u t r la étdp dmantré que la stimulation
in vitro de macrophages natifférenciés, MO, par les LPS active la voie inflammatoire de NF
2 B, notamment via |le dim re TLR2/ 4, ce qui |
telles IL-1 b, -6, lILL12, IL-2 3 et (MaNifedet al., 2014) La stimulatim des
macr ophagedxs warqguantFN el l e stimuler | a cas
signal transducer and activator of transcriptiorefl2 (STAT-1, STAT-2), ce qui promeut la
transcription de génes codants pour des cytokines inflammatoiresegassnenpouriNOS
et les antigenes dmurfaceclusterde différentiation 86 (CD86) et CMHI (Liu et al.,2014,
Martinezet al.,2014) De surcroit, cette voie induit la sécrétion de chimiokines inflammatoires
comme CCE2 et CCL:5, quicontribuent au utementd 6 aut res cel l ul es in
chimiotactismgDeshmanet al.,2009) Les M1 promeuent également la nécrose des cellules
par | a product i oerld odxbyefSopdoec2608) r ®act i ves d

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 Mtes&cre
des métalloprotéases matricielles, comme M3t MMPR-9, ce qui favorise la dégradation du
collagéne qui stabilise la plaq(eeledet al.,2014) Le risgue demeesiptur e
ainsi augmenté. Bref, la réponse inflammatoire incontrolée desadtit | 6 a t éhé8eren g

plus déinduire des dommages tissul aires.
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1.4.3.2M2 (a, b, ¢)

Afin de réduire le fardauinflammatoire au sein de la plaque, les macrophages peuvent
sdbactiver de f a- ogwsoustypéeseae W2aTouswécretenhdedmétlidte®rs e n t
antrinflammatoires, mais plus spécifiguement, les M2a jouent un réle dans la phagocytose et
larépara i on tissul aire, |l es M2b r ®gul ent pl ut®t
| 6 ef f ®(Mossegr 2003 Martineet al.,2014)

Les macrophagesnaohi f f ®r enci ®s, MO, vont s4 @tolddlilse
13 qui stimulent la voie de¥anus kinases &t 3 (JAK-1, JAK-3) qui a leur tar activent les
signal transducer and activator of transcription (6TAT-6) (Martinez et al., 2014) qui
indusent | a transcription de g nes codant pour
unrélecedans | 6ef f ®r ocyt o sséboun®g] dom le CBIFenhetad., r ®c e p
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 nlustelele différentiation 206
(CD206), de CHMII (Martinezet al.,2014) de f i br o nMabdavian Belaeatgt T GF b
al., 2011) Le CD206 joue le rdle de senseur pour la reconnaissance de pathogénes, PAMP,
DAMP, antigénes et cellules apoptotiq@oszer 2015) al or s que | a fibro
sont nécessaire pola fibrose des tissusSpenceret al.,2010) Cehk confere un rblalans la
réparation tissulaire auracrophagem2a.Tout ef oi s, |l a fi brose peut
implique le durcissement de la paroi vasculaire des artéres touchées. Il y a ainsi une diminution
de | 6®l asticit® et «esvdisseauhep lasouridg® M2hentune nt r ac
expressionaugmenté d 6 e n z y me gesistirdika mmolecule alphal REL MU 1), Fi z z
chitinaselike 3 (Chil3, YM-1) (Raeset al.,2002)et arginasel (Arg-1) (Munderet al.,1998)

Ce dernier est requis pourdgnthese de collagene.
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Suite a la différenciation des MO en M2b par la reconnaissance de complexes immuns tel
|l gG et dobéagonistes des TL(R-1R (Andérsogetaah,2082) du 1 ®<
la voie dépendante des kinasgdeen tyrosine kinasgSyk), phosphatiylinositol 3-kinase
(PI3BK) etpro§ ne ki nase B (PKB, AKT) est 4dQ@auwmul ®e.
propriétés antinflammatoires en grande quantit®/ergadiet al.,2017) Les M2b auront une
expression augmergéde CD86 et de CHM | et participent donc
l ymphocytes T de | 6i mmunit® acqu(Reseer20y i nci p
Quant au phénotype M2c, il est induit par laggtorticoiee s , T GHG Mans bien L
documentés les voies de signalisations qui en découlent extil 6 act i vaighal on de
transducer and activator of transcription(STAT-3) qui inhibe la sécrétion de médiateurs-pro
inflammatoires(Koscsoet al., 2013) Tout comme les M2a, les M2c expriment fortement
CD206 et Mer TK, | eur c¢ on f(Bazeehd., 2002) Derplus,les dans
M2c vont sécréter dds G F b -E0ta leur tour, ce qui crée une boucle de rétroactive favorable

a ce phéatype(Mosser 2003)

1.4.3.3 Autres

D6 aut r-tgpes de macrephages ont été caractérisés au fil depM@ascheza souris,

M4, M(hb), Mhem, HAma ¢ ¢ h e z, etl Mok ahez ies 2 espécéBe Paoliet al., 2014,

Medburyet al.,2014, Tabast al.,2016)

Le soustype M2dest induit pates agonistes des TLR$ durécepteur adénosine A2

estcorsidéré comme étant proathérogénigigorotumoalp ui s q u 6 deks VEGR et iNO$ e

(De Paoliet al., 2014) De plus, i noéexpr imaeguewpsa¥Ml, IFiezd et CD206

caractéristiques de$l2a qui sont considérés comme athéroprotectedr® aut r ees part ,
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macrophages M1 et M2 musayant internalisé ddsDL ox adoptenun autrephénotypenommeé

Mox (De Paoliet al., 2014, Medburyet al.,2014) Ce soudype est un intermédiaire entre les
macrophages et les cellules spumsupd a une moindre capacité de phagocyter des cellules
apoptotiques. Les Mox vont fortement exprimgril~ me o Xl yHM®X-3) gué catabolise

| 6 h. Gaalernieresun cofacteur contenant du fer qgui

(@)

h ® mo gTalwageti ah,2016, Vijayaret al.,2018) une protéine retrouvée dans les globules
rouges qui transporte | 6o0oxyg n@arengeRowea®AEmMons Vv

Les Mox ont donc umble antioydant et antinflammatoirep u i ssqnodulent a la baisse la

toxicité cellulaire causgp a r | dh nme, |l es Mox <contribuent
internalisation de lipides oxydés, maéduisent® g al e me n't I 6infl ammati on
HMOX-1.

Les macrophages M4 d ®c o u v e r t sediffézentierit iahleoGHGif(De Paoli
et al., 2014) Les M4 exprimentla MMP-12, le CD206 et sécrétent faiblement les cytokines
inflammatoires 16 et CoNtRitement aux HAnac et Mhem,lis ndéexpri ment

récepteuC D163 qui | i e Padlt@In2Og) obi ne

Les sougypesM(hb), HA-mac et Mhem sont étroitement reliés expriment tous le
CD163 qui | i €éDe Pabliet@Im2014) Lesbdeux premiers ont été caract&iskéez
| 6homme tandis que | &€06NMbeme a el@$ Ni(lab) el Mherh soBti ® ¢ h
des phénotypes associés @nemorragieset sont résistanta la formation de cellule spumeuse
(Jeney et al., 2014) L es macr ophages s e pol ari sent en
doh®mogl obine et dohapt ngqueurbGDRASLO drta p v o @ It 0 beixmpe
produite par le foie diel 6 h ® mo gvemubd grarde affinitérsque les globules rouges sont

détruits (MarengeRowe 2006) L6 h®mo gl édntiproexydane b élieindtion du
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complexe hémoglobinkaptoglobingar le systeme réticuloendothél@al niveau du foiest anti
inflammatoire(Etzerodtet al.,2013) LesHAmac | i ent ®gal ement ce comp
HMOX-1. Ce phénotype a donc des fonctions-atiterogniques emarticipantd 6 ® | i mi nat i or
| 6 h®mo gl o b i Fnalement, le$ Mhem mgol ari s® par |diiumd er nal
expression diminuée des récepteurs éboyemas augmentée de CD168t de activating
transcription factor (Medburyet al.,2014) Ce dernier i ndutltetliveroexpr e
X receptor alphaL X R.IDe plus, les Mhem onine expression augmentée des transporteurs
ABCA-1etABCGl,en accord avec | 0i rDkwraolietab2014dMedbuma v o i e

et al.,2014)

1.4.4. Homéaostasiedu cholestérol

Plusieus récepteurs présents a la surface membranaire des macrophages participent a
|l 6hom®ost asi.®ads tholpas th®l olgi e ddédat h®r oscl ®r o
| 6 actaetvaltd iocdedvbidsidd sigralisations de ces récep{Backet al.,2019) En effet,
| 6accumul ati on de chol egau®déséhuilitteaente le$ neésanismes r o p |
déinternalisationeaet mdaef f| X apuw ptduedestére®r onla c
principalement sous formge LDL modifiée, vas 6 accumul er danieduireles macHt
formation de cellules spumeusesiisla mortde cdles-ci. Leur contenu lipidique est alors libéré
ce qu contribue aumilieu inflammatoire @s plagues athéromateuses effet, es cristaux de
cholestérol ainsi libérée n t |l a capacit® Ho6aoflaemasameasan
cholestérol libre augmente le stress du réticulum endoplasrifiRgj@makiet al., 2010, Rohrlet
al., 2014) La forme LDLox est particulierement hétérogemar elle est rapidemeiiternalisée

via les récepteurs LOX, SRA et CD36.L6expression du CD36 est n
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| 6acti vat ilesrcelldes apbppotgies etll®Loxst i mul ent PPAR2 qui
transcription du géne codant pour le CD36 dans le but de faciliter la clairance des DAMP et PAMP
environnanté@Nagy et al., 1998) Les cytokines TNFU ascdesgisENo, d

longues chaines @BLC), r®gul ent ®gal ement | 6expression d!

€ | 6ofdpoesx®,ste des r®cepteurs qui vont per
cellules spumeusest vers la circulation et la lymphe afin de réduae lquant i t ® dbes
cholesttroau s ei n des | ®sAuaivesau des nactoph@es)ls ahdleSiéra) estérifié
stocké dans des lipoprotéines va subir une hydrolyse et devenir du chblest@stérifié au sein
de lysosome@~eingoldet al.,2000) Ce cholestérol est acheminé vers le réticulum endoplasmique
ou une bonne partie sera de nouveau estésifie u s | Gaeetylfcaerizyme a acétydtransferase
1 (ACAT-1). Le cholestérol noadérifié peut également étre converti en oxysterol qui va activer
les récepteuraucléaired XRU  e(€Cherfet al., 2007, Torocsiket al.,2009) Leur activationva
alorsr ®gul er "’ | a hausse | 6exDeteABGGloCelaadme tr an
conséquencedeavori ser | 6ef febtérifiéveds les nmolallessds HDR nasdantas o n
via la protéine apoA et de HDL matures, par les transporteur&aBCA-1 et ABGGI1-|
respectivemenftYvan-Charvetet al., 2010, Saget al.,2015) Le cholestérotransporté dans les
HDL peut également étieternalisé au niveau du foua le SR-B1 qui agit comme un transporteur
bidirectionnel entreds hépatocytest le HDL présent dans la circulation sanguidiest al.,2012)
L6expr es s i-betSRBleest AlBICrAguddpar lesSSREBPqui vont détecter les lipides et
augmenter |l a transcription de c echolestaroflnosepor t eu
al., 2010) La vitesse du flux de cholestérol hors des endosomes tardifs et lysosomes, de méme que

|l a formation doéoxysterol qui en suit,sAB@mnt des
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Al et ABC-G1 (Allahverdianet al.,2012) Cestransportelsseventdonc mobi | i ser | Oe

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

Le transport inverse du cholestéroe pr ®s ent e une avenue t h®r ape
cibles potentieles, on comptd 6 ap 0 Al 6 enzy me L CATBI €ucheleeal.,r ®c ep't
2006) De plus, il a été démontré que des agonistes des LXR utilisés actuellement pour traiter des
désordres métaboliques et certains cancers ont égalerpeteéidield a u g ment er | dexpr
transporteurs ABCAL et ABCG1 chez un modéle murinCelaaugment er ai t | 6e
cholestérol au niveau des macrophages et diminuwdoait] 6 at h ®r dositefdisRde plase .
amples études détaillant le bénéfice thérapeuttjge | 6 augment ati on du tr

cholestérol sont nécessaires.

1.4.5. Efférocytose

Un autre role clef des macrophages est la phagocytose des cellules apoptotiques. Dans
| 6at h®r oscl ®r os e, |l 6i nfl ammati on etes qudeccumul
nombreuses celluleantrent en apoptose et doivent étre rapidement phagocytées. Ce phénomene,

nommé efférocytose, est intact au début de la pathaf@g@pet al.,2009)

Tout comme | es macrophages, | es neutrophil es
participerala phagocytose de pathogerigsurtzeliset al.,2020) De plus, ils vont produire des
espéeces réactiveedd o xyg ne, d eisflamomatoiresket reléetser dpsrN&Tes NET
vont permettre la dégradation des médiateursf | a mmat oi res environnants

contiennent. Les neutrophilgguvent également entrer en apoptosdestonta leur tourétre
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phagocytéspar les macrophages. Ainsi, la clairance des neutrophiles apoptotiques contribue

activementala ®s ol uti on de | 6i nfl ammati on

Selon | e type doinfl amma(Eliotetal,201&) sltli mul ai sd a@a
un premier signal provenant doune cellul e en
phagocytes. Ensuite, un deuxiémgnsil consisanten la reconnaissance de protéiapécifiques
expriméespar les cellulespoptotiquepermetau phagocytee | 6 i. laglé®nieee rcascade
signalétiquea lieu lorsquela cellule apoptotique est digérée dans un lysosamesein du

phagocyte

Un des signaux permettant | 6i ohieux taraftériseadti on ¢
induit par la chimiokine motif CX3C ligand 1 (CX3€El) (Elliott et al., 2017) Les celules
apoptotiques vont sécréter cette molécule et attirer des phagocytes exprimant le récepteur aux
chimiokines de type CX3C (CX3CR). Les nucléotides sont un autre exemple de signal identifiant

les cellules a phagocyt@Ravichandran 2010)

Par lasuite,un deuxiéme signal indique aux phagocytes quelles cellules ingérer. Par exemple,
les cellules apoptotiqgues peuvent exprimer tegphatidylserine (PtdSerLCette derniere est
normalement exprimée au niveau de la membrane plasmique interne figrpdess (Naeiniet
al., 2020) Cependantlorsque la cellule entre en apoptose, la PtdSer est externalisée a la surface
cellulaire par descramblasesLes PtdSer sont alors recomaypar des récepteurs spécifiques
exprimés par les phagocytes, dont lessyres kinasesansmembranairéBAM (pour Tyro3, Axl
et MerTK). La Tyro3 est notammentexprie®u ni veau de | a prostate et
au niveau des macrophages stimulés par des LPS et MerTde€gpanacrophages résidents et au
ni veau de | 6®pith®l i um pilLgPdSartes iecormuemp®tes TAM e n e

des phagocytes i a d pretéinesrcanne legrowth arrestspecific 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 apop{beguieeet al.,

2010)

La PtdSer exprimnga la surface des cellules apoptotiqees t aussi reconnue
cellules, dont la protéinmilk fat globuleepidermal growth factefactor 8 (MFG-E8) qui fait le
pont entre | a PtVb3dveht® t e egparien®atr@oagdsourezaliset)
al., 2020) La reconnaissamcdes cellules apoptotiques par les macrophagespelémenétre
facilit®e par |l a |liaison dbéautres prot®ines.
protéines T cell immunoglobulin mucia (TIM-1) et -4 (TIM-4), de méme que la
thrombospondind (TSR1), exprimées la surfacedes cellules apoptotiques. De surcroit, la
mol ®cul e doadh®r en c entercetilacadheson malecuiilGAB-3)dieele t vy p e
CD14, respectivement exprimés par les cellafaptotiques et les macrophag&®ourtzeliset al.,

2020)

LareconnaissanceedaPtdSelpar ces nombreuses protéines va déclengiecascade menant
a la phagocytose puis la digestion de la cellule en apoktsehreiterHufford et al., 2013)
Toutefois des macrophages napoptotiqgues peuvergalemenexternaliser la PtdSeet leur
reconnaissance par le CD8¢primépad 6 aut res macr ophagecmaenand ui t |

ainsiala f or mati on doéun(elelntingétil.lk008) mul ti nucl ®®e

A | oppos®, | es c e lclusterndes différgniation €7nde que sigpateiaume r |

phagocytes que |l a cellule néa pas ~ °tre ing®:

D06 aut r enophbaieuxréceptburs nucléaires ont été idemtiiénme jouant un réle dans
larégulat on de | 6eff ®rocytos:e LMRRIU,® LpXaRb,l eBP Adx,r oR

retinoid X receptot(RXR U JElliott etal.,2017) En effet, | 6activati on
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nucléaires augmente la transcription de genes codant pour des proigamesin role dans la

cascadsignd ®t i que de | 0 fidSr@®a GD86YatMerskeef lesdABOAL et | a
ABCG-1.Dboautre-Ilparett, Ile6ITIGFb sont des m®di ateur s
pui squodil s f av o rcichezlestmactophagashn®us pouryexpememidtement
lesprotéinesCD36, CD206 et MerTK(Zizzoet al.,2012, Backet al.,2019) De plus, la
production de TGFb r®gule " | a baisse | a tran:

i nfl ammat o i-lrbe seSt(Radfeliset al.,2020)

Cependant | or sque | es m®cani smes doeff ®rocytose

pas phagocy#s et vont entrer en nécrose seconddiferpet al.,2009) Dans le cas de cellules

spumeuses, celamp |l i que que | eur contenu | ipidiqgue est
at h®r ome. Léinfl ammati on | ocale va perp®tuer
recrutement de cellules i mmunitairesytoKinesonocy't

tellesI-1b,-6 | et ,dNFUa formation do6un Inboeysapua-cre® csroou

endothéliaBacket al.,2019)

La suscepti bi |l iétocptose ges mpacrophagepdoment e td 61° G esfmiurb al anc
favoriserla résolution deplaques d 6 at h ®edRPell G&rsaasecr i ti gue pour
des chylomicrons remnants par le fé¥@nceyet al.,2010) L Sualigand de ce réceptelast

un d®t er minant maj eur de éthnadoresa dle gans larégllatian® = |

dutrafic du cholestérol edu stress oxydatifE n e f f et , |l 6iampfol admmma tniucen e n
ritl e dans | 0 édcytosecdes cellul®s adoptotiquése lfafsynthese de apo serait
déail |l eur s au gropbagds @ apdpteadn de aorisen keur clairanc®e plus,

des étudem vivocompaantdes souris sauvage t  d Gegptinbantdesmacrophages déficients

en LRR1 ont montré qued délétonde LRA augmente | 6®t endue des z
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densitédes macrophagesu ni veau des pl @ghoegetal. @BAACHO®0s i @r

| 6activation de |l a voie Akt qgle | a survie cel

1.5Modélesani maux de | 6at h®r oscl ®r os e

Af i étudidrta p at h athéoscliéresepldsieurs modéles animaux ont été déveleppé
au fil des ansOn compte parmi les plus utilisés, les modéles déficients en (I Pa&Rdéficientes
en apoE (apob), et le modéle de transplantation aortifd& e s & mad i f i exgdssioon de
dé ugénede sourisau niveaugermina ui  per met souldshDiReonapd” (Getzed e
al., 2016) Il estnécessaird 6 ut i | i ser des moeds mbdelesle chirumiecg ®ni g u
lessouris de type sauvage ne développerontipdsa t h ® r. besireXpre@ssion® EDL est tdk
que les souris ne deviennent pas hypercholestérolésatjoe, mémdéorsque nourrisavec une

diete enrichie en lipides et cholestéfidlszaret al.,2000, Getzt al.,2006)

Chez les sourisDLR™, les lipoprotéines ne peuveritip étreexcrét@spar le foie et restd
en circulation(Huszaret al., 2000, Getzt al., 2006, Getzt al.,2016) Lorsque ymelésa une
alimentation rche en lipides et en cholestérblgh fat high cholesterpHFHC), on obtientune
augmentation de laoncentration sanguine de LD mais également une accumulation de
| i poprot ® nes au ni vLe prafil sahguinldgs lipogrotémes des €BER ar t ~ r
ressembl e ~ cagahtdévelogpé unke Bypeocholestéroléra@t une augmentation

des VLDL, mais surtout delsDL circulants.

Les souris nbéexpri mant pas | 6ap\WDLoehltDL une a
chargé de cholestérotlans la circulation sanguir(&etzet al., 2006, Getzet al., 2016) Leur

capturepar le récepteur LRR des hépatocytes ashibéedue™ | 6absence de son |
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est normalement exprimé par ces lipoprotéinesoftirentainsi un profil sanguin plus riche en

LDL qui favorise le développement de lésions athérosclérotidhiasi, sans apo, les LDL
modifiéess 6 a ¢ ¢ u mu | e n,tce qliamesund hgpershalesigrolémie. Les ldbhtalors

transportés ou diffusentde la circulation sanguineer s | 6i nt iDeplus,dne dietear t r e
enrichie en lipides et enholestérolva causer une hypercholestérolémie plus séwarequi

augmentdd ®t eentd ulea v i t e des Esiodshez epapt de fagoropius margegue

chez les souris LDLR. Toutefois, une diéteormalev a t out de m° matiomdent r i b
la pathologie chez ce modéle, contrairement aux rUuLDLR” pour lesquelles une
hypercholestérolémie doit étre indugtar une diete enrichin lipides et cholestérafindd i ndui r e

des | ®s i o nthéroaciéras¢@etReat al.,2@16) a

Déautres diff ®r en c edesaunsidéitieatasten LObfen apoBntees mo d
autres, la taille des lésions et des zones nécrotiques est plus gréesl&stons ont davantage de
cellules musculaires lisses infiltréebez les souris apfGetz et al., 2016) Des études ont
®gal ement montr® quobdune perte draaligmentetlatale de |
des | ®si ons adneztessowinapy deahdia®rggee coOest sans e

F'Débautres ocnhtermchreturr que | 6apo participe - I

a)

inflammatoiresenanti nf | ammat oi res en plus dobalmiadele une a
apo’ est considéré comme davantage inflammatoire que le DCRpendant, le profilpidique

desLDLR"est plus proche de "™ 6homme que celui des

DOun autre c!tnm®,auwtnr e etuytp eo bdtee nmordenlefleecttantr i n d
une chirurgieau niveau de la crosse aortique. Ce modéder met d 6 ®t udi lésionsl a r ®g

d

(@))

at h ®r @Peleddt &.r2014)en greffanta crosse aortique de sougpoE" ou LDLR' &

| 6 add t re destypeisauvag€es études ont pu démontgerela chirurgiepermet@d i ndui r e
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la régression des Iésions au niveau du greffon lorsque comparé a des@osgisniques apdE
ou LDLR' ayantsubiesla mémegreffe Ainsi, | a pr ®soe ducLBLRdhézags sobris
sauvagepermetla régressiones Iésions préétabiauniveau de la crosse aortique provenast de

souristransgéniques.

1.6RécepteurSR-B2/CD36

1.6.1. Structure et expression

Le récepteur CD36 fait partie de la grande famille 88 Pl us pr ®ci s ®me n |
récepteuéboueumembranairele sougype B, formé d&72 acides aming®ark 2014) L 6 ADN
complémentaire code pour une protéiné8é&Da(Febbraiocet al.,2001) Ce poids correspond au
CD36avantesmodifications postraductionnellesl o nt i | (Febbraicetlal$2004.,jLuwken
et al.,2016) Il possede un large domaine extracellulaire, deux passages transmembranaires, et ses
domaines Net Gterminauxsont cytosoliqueSilversteinret al.,2000, GarcigBonillaet al.,2014)

Au niveau extracellulaire, il y a 3 ponts disulfurps relient desésidus cystéinest dont lerdle

est de contribuer B 6 expr essi on du r @ergipunaet al.,2011)lIly a me mb r &
égalemenplusieurs sites de glycosylationui f ont fait varier | e poid:
etquiservent a lanaturationetll 6 ex pr essi on ° | a men{Park&0l4) cel | v
De plus, le domaine extracellulaire contient une poche hydrophob@eraigitavec la membrane

cellulaire et ou la plupart des ligands du CD36 vont sélligkenet al.,2016) Il existe également

des sitesextracellulaires de phosphorylation qui vont influencer la reconnaissance de ligands
comme la TSH et le collagéne par leécepteur.Quant auxdomaines N et G terminaux
intracellulaires, ony trouve dessidd® ubi qui ti nati ol batbi daipalnmitt @

la signalisation du calcium par le CD36 et permet égaletaatégradationlu récepteudans des
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lysosoms. Additionnellement, és domaines Cet N-terminaux participent” | 6expressio

récepteur au niveau des cavéplas n s i gudau ni veaudesdneesbranesa d e a u x

plasmques(Febbraicet al.,2001) Le récepteur CD36 est en effetlozalisé avec la caoline-1

au niveau des cavéole€es dernierjouent un réle dans le trafiet | 6i nt ®gr at i on

signalétiques daholestérokt le CD36 va réguler leur fonction.

Chez | 6 h o mduo€D36dsteconstitudd@d5 exonsdont 13sontcodants (Racet

al., 2007) On le trouvesur le chromosome 7, tandis que chez la soirisst situé sur le

chromosomed. a structure du g ne est doai I(lhgersolt s

hau

et al.,2010) Deux sougypes dadéficience de ce gene ont été caractésiséh e z | ddans mme

le type |,les personnes touchésgntdéficientesen récepteur CD36 au niveau des plaquettes et

des monocytestandis que dans le type Il, seulement legplaet t es ndexpri ment

(Febbraiocet al.,2001) Les conséquences de ces mutatoise z | Behsontpasncoretrés
biencomprisesChez les patients déficients de typedstaines tides rapportenine diminution
del 6i nt er nal i setdoncode la tbenationxde Eellule spumeuwse quiappuie les

observations & les souri€D36 (Nozakiet al.,1995) Cependanti] a égalemenétérapporté

queces patientprésentendes caractéristiquagpiquement assoadau syndrome métabolique

un facteur de r i gHraneet a.,2003) Baa exbnPie, esspatien®pewante

avoir destaux plasmatiques élevée triglycérides et de glucost/ouune diminution des HDL.

Par ailleurs, ces mutations affectent principalemestpersonnes de descendance japonaise ou

africaine (23% de la population contre 0.3% chez@aicasiens{Kashiwagiet al.,2001)

Léexpression du CD36 ne se Ubximonodytes. BEnefiett e f o

on le retrouve également au nivedesmacrophagesellules dedritiques cellulesendothélials

microvasculaires hépatocytes adipocytes cardiomyogtes myocytes squelettiques, cellules
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sensori el | e spighenté Fétinierp mitoth@nidrie,upapilles linguales, entérocytes et
plaguettegFebbraioet al.,2001, Silversteiret al.,2009) Toutefois, des études montrent que le
récepteur CD36 est également emmagasiné dangsieslesntracellulaires et que son expression

peut étre régulée positivemequdrl'adenosine monophosphatetivated protein kinas(AMPK)

etle PI3K qui vontinduire la translocation du CD36la surface cellulairéschwenket al.,2008)

Le CD36 lie un éventail de ligandse | on | es c el | Aidsielesrécgpteur CD36a x pr i n
demultiplesfonctionsqui sontmodulés par | dactivati on desetbn ver se

sa localisation et les ligands impliqués.

1.6.2. Roéleset voiesde signalisationdu récepteur CD36

Le CD36est un récepteur aux multiples fonctions et nombreux ligan@sa c t idesest i o n
voies de signalisatiom e qui er t I 6i nt er nal Higaralt De® rechedches ¢ o mp |
suggerent quselon le ligandgette internalisatiopassesoit par les cavéoles, la macropinocytose,
| 6endocyt oslaclathimgd | ®en paacyt ose m®di ®e puaun | e s
processus dépendant des act{@e&nget al.,2003, Heitet al.,2013, Hacet al.,2020) On compte
parmi les ligandsdu CD36 des molécules endogenes comme ghospholipides oxydés, les
LDLox, les AGLC libres, la trombospondind, le peptide amyloide béta A pajnsi quedes
molécules y nt h ®t i g u e Eineevanimea@naldgdskiigpxegprt i de de r el ©c he
de croissancé (growth hormone releasing peptide GHRR6), de méme que des cellules
apoptotiqgues segments externes de photorécepteamsnposantes de membranes cellulaires
bactériennest érythrocytes infectés &lasmodium falciparurtFebbraicet al.,2001, Park 2014)

Certains sites de liaisons se caaghent, par exemple IeBL ox au niveau des abés aminés 155

183 et leAGLC au niveau des acides aminés-2ZB(NergizUnalet al.,2011) Le site de liaison
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des analogues azapeptidiques du GHRP q u i font | 6 o hevaridhe édademene m® m
celui duLDL ox (Demerset al.,2004, Proubet al.,2012) Ainsi, le récepteur CD36 joue des roles

vari ®s selon | e t y,gent facitatdurude stackage dasuLC, rédedteurx pr i me
antiangiogénique, phagocyte et récepteur éboueur des lipoprofSiesrsteinet al., 2000,

Febbraicet al.,2001)

Chez les cellules endothélialesicrovasculaires | e CD36 joue |l e rt|
| 6 a repseangdié par les facteurs de croissance comhaefacteur de croissance vasculaire
endothélial et le facteur deroissance des fibroblastes(Rebbraioet al., 2001) En tant que
récepteur dda TSR1, le CD36inhibe les signaux angiogéniques des facteurs de croissances
favorise esvoiesinflammatoirset i ndui t | 6 qupdéqouleddses Icdéed d tuil vad trieo
tyrosine kinase Fyn, de la casp&set des MAPK p38 et-Jun Nterminal kinasel (JNK-1)

(Jimenezt al.,2000, GarcieBonilla et al.,2014)

Un autre réle du CD36 est daciliter le transport et le stockage des AGLC au sein de
plusieurs cellulesdont les adipocytes, les cellules musculag@gselettiquesles cardiomyocytes,
les entérocytes et les hépatocytesbbraioet al.,2001) Ainsi, le CD36 met a dispositioned
AGLC comme source énergétiqueo u r pl usieurs types <cellul air
montré que les cellules musculaires ont des réservoirs intracebudair€D36 qui peuvent étre
exprimé” | a membr ane dans | e b utetsaivi dewsgpstratpdurela | e
b-oxydation(Silversteinet al.,2009, Park 2014 De plus,une déficience en CD36 (types | et II)
peut causer une di minuti on detymnduipetuargneodethgeA GL C

(Watanabest al.,1998)

Au niveau de la microglie, leomplexe formé par le récepteur CD36, les intégribbset

le clusterde différenciation 47 (CD47) reconnadtpeptidéAbc e qui i nduit | a g®ne@é
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réactve @ lboxyg ne et provogh®t O a d-FLIREN(DecasGtdalR 4 e
2014) Le complexe CD3dLR4/6vaalorse nt r ai ner | 6activat i3gqu de | ¢

i mplique | 6act ilvadti olna de®RStedebestngCdddde plus,ce

complexe induit la voie inflammatoirede NFB vi a | es pr ot ® nes TRI F ¢
unesécrétim additionnell e de cytokidlBesti hFNammat oi r

Par ailleurs,a ni veau des papilles | i nguadsoe, I 61 r
|l e CD36 ° une hausse de calcium intraeced!l ul ai
va induire unrétracontréle négatis ur | dapp ®t i t des r ochegea grass env.

(Silversteinet al.,2009, Silversteiret al.,2010)

De surcro’t, | 6expressi on deur cahierg & rofe ae |l es
phagocytes des cellules apoptotiquess cellules dendritigue®ntexprimer des antigenes au lieu
de dégrader la cellule, ce qui active les lymphocytesytbtoxiquesde | 61 mmuni t ® a

(Febbraicet al.,2001)

Le récepteur CD36 participe également a la phagocytose de composantes membranaires des
segments externes des photor®cepteursnete typ:e
(Febbraioet 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 rll e additionnel du CD36 elLstéepteaerChD3&@v or i s
exprimé par les plaquettes va lier le L& et activer une cascade de signalisation impliquant les
kinases Fyn, Lyn, JNKR et Vavqg u i vont mener 7 | 6act itareat i on
(Silverstein 2009)Ce phénomeneouplé au rétrécissement de la lumiére des vaisseaux sanguins

dont | 6i n teideneellulessspumepsEsagn® | a p at hlérbse,augeente 6 at h G
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fortement € risque de thrombos€ela engendreainsiun risque élevéealdévelopper unenaladie

CV agué comme PACV etl idfarctus.

Comme décrit an points1.1.3.1.4et 1.1.3.2.1e CD36 exprimeé a la surface des monocytes
et macrophagesest le principal récepteur des lipoprotéines modifiées qui ont diffusé ou été
transportésd ans | 6 e-engothéli@e s oplsus doé°tre un PRR pour
PAMP (Stewartet al.,2010) Dans | a pathol ogi e doéakchs8@veades cl ®r o
lipoprotéinespar les phagocyt mene a la formation de cellules spumeuBeseffet, & CD36
dirige lecholestérols o us f o r vaes ded yssomeatans lesquelds vont se cristalliser
(Tall et al., 2015) Les cellules spumeusdmissent pa entrer en apoptose, mais due a la
d®f ectuosi t® denelsinepad phagocytéedesitrere en néctode esecondaire.
L6 e s p a c-endotkélialiest alors trés prmflammatoire. Le CD36 des monocytes et
macophages stimulerite nombreusegoies inflammatoires en induisant des cascades impliquant
IGhétérodimere TLR4/§Stewartet al., 2010) les tyrosines kinases de la famille des Src comme
Fyn et Lyn, de méme que des MAPK tels JMKINK-2 et p38(Silversteinet al.,2009) De plus
en tant que coécepteur des hétérodimeres de PIRTLR2/1 et TLR2/4 le CD36 participe a
| 6 act i v avoie anflamndawire Ide N-oB dépendnte de MyD88, IRAK et TRAF6
(Mukherjeeet al.,2016) Alasuitedd 6 act i vat i eanB,dei Il ay vao i e®NFF®t i o
inflammatoires comme H1, IL-6 , TNFU et |l FNo, suivie de | 6a
Il 6i nf | amma3.o med iNdedeRe toie augmenggalementa transcription de iNOS,

cequiconr bue au stress oxydatif caract®ristique ¢

Léexpr es s i onguldepar pBic8 voesde signalisatiaont les principales
sont LDLox-PPAR-L X R xystérolL XRU, -RBLARo et (CHaWaeRa4l, 2001,

Glatzet al.,2017) D 6 anadiatelwgsssont également impligirgdirectement dans la régulation
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du CD36. Par exempldpacti vati on de |l a prot®i ne Vav p
|l 6i nternalisati on (Chdemet &l.D20Ib)xce guecontridue a |@@BE de

r®t roaction positive deDelplossla gtimeatos duoCD36¢par ses ®c e p
nombr euxX l i gands va acti vee quilieduit rd&ceffgist amtu r nu
inflammatoires(Croasdellet al., 2015) De surcroit | 0 lisatibnedesnL®Lox augmente la
production de 9 et 13HODE par la cyclooxygénasz et la lipoxygénase respectivement
(Michalik et al.,2004) Ces der ni ers wvont activer | es PPAF
inflammatoires comme celle de NFB , plwes me réduire la production de MMP et cytokines

inflammatoires par les macrophag€hinettiet al.,2000)

1.7.Ligands synthétiques du CD36

1.7.1. Le GHRP-6

Lafamiledespepti des de rel ©che de s)leét bomposte dee d e
ligands synthétique dérivé de la nréthionineenképhaline (TyrosineGlycine-Glycine-
PhénylalanineMéthionineOH, Tyr-Gly-Gly-PheMet-OH), un peptideendogénales récepteurs
opiacégHugheset al.,1975) Cespeptidesont la capacité de sécréter des hormones de croéssanc
grace a leur liaison avec ¢gowth hormone secretagogue receptor{G&#S-R1g (Howardet al.,

1996) Egalement connu sous le nom de récepteur de laghigine d 6 ab or d u®ive@ i den't
de 6 e st otra@a wiveae neuronal, plus précisémeans la régiorde | ®ypothalamus

pituitaire (Kojima et al., 1999, Kojimaet al., 2001) La ghrélineest une molécule endogene
sécrétéparlescellulesPD1 au ni vea(Rndietal2@R)quisd manul e | dapp ®t
rel ©che doéhor rkojmaetdl.g996, Kagirmast al.a2608)éOn retrouve également

le GHSRladansd 6 a u t r ,eamme le myoaarsle kt cerveayMcGirr et al.,2011)
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Dans le cerveau, la liaison des GHR® leur récepteurGHSR1a active une voie de
signalisation dépendantle la phospholipase (PLC), de inlositol triphosphate (IP3tonduisant
| 6 act laypratéine dimasedleKC) (Chen2000) L 6i nducti on de <cette
augmentation du calcium intracellulaire gttmule la sécrétiod 8 hor mone de c¢croi s

| 6 hy p anéhigure e

Une banquede peptides synthétiqgues analogues au GHRPEtLE synthétisé et leurs
propriétésfut pharmacologiques caractéris¢Bewerset al.,1984, Momanyet al.,1984) Parmi
ces mo | ®c ul e HistidineD-Trgptoghan@\lanine €ryptqphaneD-Phenylalanine
Lysine-NH:, His-D-Trp-Ala-Trp-D-Pheys-NH>) a été développpour traite | 6 hypopi t uit
(Deghenghiet al., 1994) Des étudesubséquentesnt montré que & peptideexercedeseffets
cardioprotectewrqui sontindépendarsd e | a r el ©c he d 0 [fLocateflienae,s de ¢

1999) En effet, la contractilité du myocardstconservée hez un mod | e de cT ur
déficient en hormone de croissar{Pe Gennaro Colonnet al.,1997) Le groupe @ Ong aalors
mené des essais de compétition de liaisomeban t r ® qéine exérde ses gffats cardiaques

en se liant a un récepteur autre que le GH&(Bodartet al.,1999) Cet autre réceptearensuite

étéidentifié comme étant le récepteur CD@odartet al.,2002)

Léexpression du CD36 ®tant delviequi tugpaoer «,i bil le

le développement de thérapaens diverses pathologies

La contribution du CD36 d a nnsvivdnétanmben®pao sc |l ®r
| 6utilisation de souris transg®ni adessouriPes ®t
doublement déficienteen apoE et récepteur CD36 (agdED36") ont révélé que suivant 8
semaines de di te de imgppesleidD36tawien envirbn&gs% nsomsu r i S

de | ®si ons a uFebbraieta.,2000)P0 a6 DEes e®t udes subs®qu:
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ces résultat¢Kuchibhotlaet al., 2008) Cdobest ©iepteuiCD36 esedevena une cible

t h®r apeiuntti®@ru°et ddbans | a pathol ogie doéoat h®r oscl @

1.7.2. Le EP80317

La découvertalu site de liaison des GHRiii chevauche celui des LDLox au niveaald

poche hydrophobe ddD36et de | 6ef f et c adind obsepvéeaansunmedale de

de ciur dencouragéd Ritsuodle® des ef fets pharmacol ogi qu

En particulier, | agurie cnhbearucrhaei td Opuansegtoun@oaedacituvliet ®

au CD36 En effet, une hitation des dérivésduGHRP® pour | e traitement
son affinitérelative plus importantenvers le récepteur GHS1a plutét que le CD360n compte

parmi ceuxci un autreanaloguénexapeptidique, le EP803{Haic-D-2MeTrp-D-Lys-Trp-D-Phe
Lys-NH>) (Marleauet al.,2005) Ce dernieest dépourvu &lla capacité de séceét 6 hor mon e
croissanceet montre une affinité augmeeténvers le CD36 et réduite pour le GiR®alorsque
comparé&l 6 h dine éDemerset al.,2004, Marleawet al.,2005) Effectivement)a concentration
inhibitrice & 50%(Clso) envers le GHSR1aest & 7,5x10’ M pour le EP80317 ate 1,59x10° M
pour #ideliPeoxbeetal.,2012) De plus, ces 2 composés ont une affinité semblable envers

|l e CD36, s odu micronwlie. | 6 or dr e

£tant donn® | a contribution du CD36 dans
devenu un c apodriralter tettedpathologiB@mske tontexte @ des souris apofE
ont été nourgs avec une diete HFHC et traité avecHE80317 pendant 12 semaines, notre
laboratoire anontréune diminution des lésions au nivea @brtéde51%pourles souris traitées

avec le EP803comparéa des souris ayant recu le véhicule seulemef@fNaCl)(Marleauet

84

de

d e



al., 2005) Cette observation est accompagn®e dobun
plasmatiquelLes macrophages péritonéaux isolés de souris’apbExposés a des LDLax vitro
ontmontrétune augmentation den)l eARNNme pvagellDe( ARRU
plusii | y a une augmentation deoLXRUpredaBERIon des
tel que le montre une analyse pdesterrBlotd 6 h o mo g ®sswedortiquasi@6 aut res ®t u
se sont ensuite int®ress®es aux effets potent
cholestéro(Bujold et al.,2009, Bujoldet al.,2013) Un essain vitro a permis de déterminer que

| 6exposition de macr ophages”’” guREP80B1F re®mentait i s o |
| 6expressi on delset ABC®1t e® iindutssant uAeB &tivation de la voie de
signalisation dépendant dextracellular signalregulaed kinased et -2 (ERK-1/2), de la
cyclooxygénase (COX-2) et de la production de prostaglandines J2 {P@dijold et al.,2009)

Cette voie conduit en effet ° |l a transcriptio

transporteurs ABC.

Unautref ait doint ®r °t est que ces ef f"€P36 nodont
I, ce qui montre que la présence du récepteur CD36 est requise pour induire les effets anti
athérosclérotiques énumér@darleauet al., 2005) Ces résultats prometteuosit ainsi permis
ddavancer | 6hypoth se que | e EP80317 pourrai

| 6efflux de chol est®rol dans | a pathologie do.

Desétudes subséquenteontété ealisés dans le but denieuxcaractériser les mécanismes
athéroprotecteurs du EP803@Farb et al.,2009) Dansl| uine de ces étudedes souris ont éta
nouveaunourries avec une diéte HFHC @it recu un traitemenguotidiendu EP80317 owu
véhicule,pour une période de E&mainesEnsuite, des macrophages péritonéaux isolés de souris

apoEfont ®t ® mar q &' puisinjedté@mix salris ratéeP b6 one part, cet
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a pu reproduire les résultats de la premiereenesde diminution de la taille desdi®&ns au niveau

de | 6aorte edtt chalestérol ®tdl upadmiatigue e | 6ordr e de 43%

respectivementiorsque le groupe traifgar leEP80317 a été comparé a celui recevant le véhicule
seulementDdautre part, VecelsEPE3LT ontpesentéuna dimieos dea

I6accumul at i on-In'Yaunivemicdu vasseaupartape 65%lorsque comparé au

groupe ayant recu le véhicul®e plus, mus avonsobservén e di mi nuti on de | 6ex

de iINOS, VCAM1 et CCL:2 a partird 6 h o mo g ® n a ¢t €galehnera ane tréduction de
| 6expr essi-loppari hmuNEGCAMst ochi mi e sur dsadesowrieupes
traitées avec le EP803171 s e mb | et rdaintce maurdtunpar | e EP80317

et lerecrutement des cellules immunitaires au niveau des Iésions.

Dansune autre étudedes macrophages marqués au rasiaopeH ont injectés dans le

péritoine de souris ayant recu le EP80317 ou le véhiarieantune période dd2 semaines

Ensuite, | 6excr ®t i aété ndoritoré(Bugld et @.]2018)ILes sésulats deg u ® e s

cette étudentmontr une augmentation de la sécrétion dan$desset une diminution au niveau

du foie des macr ophage sunchanggme® aermedd i0 AR Nams 6 i |

|l es homog®nats de foie, 1l y a une -hatAB@@G Nt ati o

1 au niveau du j ® unum. Anduitsne augnedtaiohrdu transgott r a t i

inverse du cholestérol dans leagrophages vers lésces

Les effets ducomposé EB0317 onttgalement étéaractériséslans une autre pathologie

cardiovasculairesoit e ¢ 1 ur eét sepelf®4Cett® maladie étéétudiée via un modéle

murin de chirurgi e dganckeesttamparardment Ifyaturée dansde bator o n

de causer une ischémie du myocapgmdant 30 minuteCe dernier est ensuite reperfusé en

retirant cett emdisiéglement laeperfusioicauseads@amimages imporgant
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| a f r ac tle samg neitculeplusuDans ae modéle, le EP80317, en tant que ligand
sélectif du récepteur CD3@, pu r ®duire | a oteaivli rebaméli&eéBedi nf ar
fonction cardiaque eréduisant e s t a u x addesgrasi rloraestériifBedsiet al.,2012)
En accord avec |l es r®sultats obt eHUUesEP83A s un
favorise | daccumul at i o mlycédritles,cdimtheeda ligplyse st dooler s f o

cholestérol plasmatique.

1.7.3. Le potentiel thérapeutique des azapeptides

Toujours dans l'objectif ddéveloppeet caractériser des molécules ayant une plus grande
sélectivité envers le CD36 plutdt que le GRS$s, as études de relation structiaetivité ont été
menéssur des dérivés azapeptides du GHRSabatincet al., 2011, Proulxet al.,2012) Ces
azapepties ont un oplusieurs résidus acidaminés dans lesquels un carbone alpha est remplacé
par un at Gatemodifitaianchange.la conformation de la réolile de sorte que sa
stabilit® et sa dues.@eCR3@)auntadaPhty présemta tine affinitgme nt ®
semblable au GHRB envers le CD3@Cso = 7,58 x 16), mais sans lier le GHR1a(ICso>> 10
%). De surcroitcet azapeptida une affinité augmergénvers le CD36 comparé au EP803De
plus, des étudedn vitro ont montré qude CR3(iv) activerait une signaation dépendante du

CD36 via les kinases Src et Alroulxet al.,2012)

Le CR3(iv) a étéétudiépar notregroupd ans | e modr epedbuscbhb@®dmde
coronaire gauch@uynhet al.,2018) Suivant une ischémie de 30 minutes, des souris de type
sauvage ou CD36ont été sacrifiésaprés 6 ou 48 hewsde reperfusioet | 6 ®t endue de |

a eté mesuree Cette étude & e gehichées u r la contribution de | 6ad
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cardioprotecteurs des dérives azapeptides du GHREPette adipokine antilipolytiquest
antioxydante induit également une diminution des acides gras non esgirgigrait importante

dans la présenvan de la fonction cardiaque dépendante du CD36

Un prétraitement quotidien pendant 14 jours dud{?) s ui v i doune isch®m
reperfusion de 48 heurespermis de réduireelrdio zone ischémiéaire ventricule gauchede
méme que le ratio zone ischémie/zone a risGoenmeattenduJes groupes de souris ayant recu
le véhicule (% NaCl)ou ététraités parle CR3(iv) ont deszones & risque comparableela
signifieque lac hi rur gi e doi s @ deRfagonedersiqueRant® les rdupes. fait®
intéressarg le CR3(iv) a dmin® de 54% | a t aa ihduietranditeiremedti nf ar
| 6exprdessliéboandi ponecti ne sui vaehaaugment Oreexpperrefsussiio
g®ni que de ¢tda ses pegutatewrst tiams@iptionnBl$ A ROCAAT/enhancer
binding protein deltd C/EBP)et Sirtuin 1 (Sirt1l) au niveau du gras épdymal. Ces effets ont été
accompagnésl 6une r ®ducti onetdudestlréapo patdaysidemutoef| | ul a
dbesp cese ab@®@agineg est dde | -8.dDefdlus cetitetét@de d montréauec a s p ¢
ces effets étaient dépendsde la préseredu CD36 puisque ladiminutiondet ai | | e de | 61 n

chez les souris traitées avec le-8[R) était abrogé chez les souris CD36

Un autre azapeptide, le MRID1 (His-D-Trp-Ala-azaTyrD-PheLys-NH>) a été étudié
dans le contexte de maladies rétiniennes inflammat@iietlal et al., 2019) Les phagocytes
mononucl ®aires, dont font partie | es monocyt e:s
| 6 e s p a-céeniensed pasticipent donc a la dégénérescence des photorécepteurs et de

(@))

Opit h®l ium pigment® ®tiiqQiireer. de€Cepl Weiremureg sy
r®t i nopathie diab®tiqgue, |l a d®g®n®r esckence ma

récepteur CD36 exprimé par les monocytes et macrophages peut @tealis@ avec
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| 6h®t ®r odi m r eionducB2plex® CD3B10RA/6 dctiver lestvoies inflammatoires
de NFe B et de | 6i nf3 eenyoiasntnmee au Ndvéboppement de maladies

rétiniennes.

Dans un modeélm vivode souris exposées a une lumiere bleue de 6000 lux pendant 5 jours,
|l a d®g®n ®r escence deadinieaaétélalantieepar urdtmiterhemteysopder e s o
avecleMPED 01 pendant 7 jours apr s (Melalepa,e0id) er 24
Enef fet, | ra®daupietp t lio@ienlf 4 a mma t des photor ®cept e
m®di ateurs i nfl amma-l2 Demlasslesmacnophages des@@irisalltiminéds | |
et traitées avec le MP&J1 expriment davantage le maegr CD206 caractéristique du sdype
antrinflammatoire M2. Les effets du MPED1 sont dépendatd e | 6expressi on

pui squbdi |l s scheztles ®uri®de typesauivagePmais pas sur les’'CD36

In vitro, le MPEOO1 a permis unaliminution de la sécrétion de médiateurs -pro
infl ammatoires par | e6 IL{iZetCCa Juinagtere stimulaidonsle T NF U
macrophages péritonéaux par des agonistes deZl[Mellal et al.,2019) De plus, le métabolisme
des macrophage&dvés de la moelle osseudiéférenciés en MAh été modifié de sorte que la voie
PPARY/PGG1la est favorisée. Cette derniere va a son tour va augmentertxpésdion typique

des macrophages amiflammatoires (Vatset al.,2006)

1.8.Hypothese derecherche et objectifs spécifiques

Une étape cruciale dans la genese des plaques athérosclérotiques est la transformation des
macrophages en cellules spumeuses dans | 6int

peut jouer des rolaspposésl a n sl dmmatfi on caract ®ri stique de
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il participe a la clairance des LDL modigpro-inflammatoiresq u i infiltr-ent |0
endot h®l i al, mais doéun alaformationcde cel@lescspumeuses o nt r
(Itabe et al., 2011) Ce phénomeéne est nourri par le dysfonctionnement de plusieurs
mécanismed ans | 6 at, d@r ceixd & ®n D 8 e n a lefflug de chaestérog t do
ddédacti vat i oetantieflammatoiresset de reorutement de cellules immumeiair

(Galkinaet al.,2009)

Tel qudémoht@ es1études précédemment menées et détailiépoint précédent,
les dérivés des GHR@sélectifs envers le récepteur CD36 présentent plusieurs propriétés anti
inflammatoires. Les dérivés azapeptides sont particulierechént n tét@ant Sonreeur
sélectivité et affinité envers le CD3ainsi, ala lumiere du potentiel thérapeutique attrayant
des dérivésazapeptidigues du GHR® notre groupe croit que la moddion du récepteur
CD36 est une avenuprometteusep o u r |l e d®vel oppement doune

pat hol ogie dbéat h®r oscl ®r ose.

On compteparmiles candidats thérapeutiques le MBEL, précédemment étudié dans le
contexte de maladies rétiniennes inflammatoires, mais également D08 kN analogue
azaGly* du GHRR6 (His-D-Trp-Ala-[aza(N,N-diallylaminobut2-ynyl)Gly*]ff-D-PheLys-

NH>) (Zhanget al., 2014).

Léhypoth se centrale de mon projet de reche
azapeptides MPBO1etMPEO 03 per met de di minuer | a progre

des | ®sions dbéat h®r oscl|l ®remapeE. chez un mod | e

Plus spécifiguement, ce projsel 6 ®v al uati on des effets de ¢

des lésions athérosclérotiquasplusieurs sites, f0i | 6aor t e, l e sinus a
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brachiocéphaligue. Nousouhaitonségalement caractériser les profils plasmatiques du
cholestérol total, des LDL et des cytokines/chimiokines inflammatoires CRR2CICL6, IL-

1b et TNFU. vollans®wlald su,ernowed@r@smses ddonthet ®r °t s
CD36, P P ARABCA-L & RMiErTK et évaluer la quantité et le phénotype des

macrophages au sein de lésions avancées.

Les r®sultats de ce projet sont inclus dans

« Frégeau G, Sarduy R, Elimam H, Esposito CL, MellaMénard L,Leitdo da Graca SD,
Proulx C, Zhang J, Febbraio M, Soto Y, Lubell WD, Ong H, Marleau S (26&0)eroprotective
and atheroregressive potential of azapeptide derivatives of @GHRRAs s el ecti ve CD3

Atherosclerosis. 2020 Aug;3074&2. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2020.06.0410.
La contribution de chacun des auteurs va comme suit:

Genevieve Frégeau(co-premier auteur)i Conceptualisation, méthodologie, validation,
investigation, visualisation, administration du propatalyses formelles, écriture et révision du

manuscrit

Roger Sarduyco-premier auteur) Conceptualisation, méthodologie, validation, investigation,

visualisation, analyses formelles, écriture et révision du manuscrit
Hanan Elimani Investigation, analysdsrmelles, écriture et révision du manuscrit
Cloé L. Espositdé Validation, visualisation, écriture et révision du manuscrit

Katia Mellali Méthodologie, investigation, visualisation, analyses formelles, écriture et révision

du manuscrit
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Liliane Ménardi Méthodologie, investigation, visualisation, analyses formelles, écriture et

révision du manuscrit

Silas D. Leitdo da GragaValidation,révision du manuscrit

Caroline ProulX Investigation, révision du manuscrit

Jingiang Zhangj Investigationyévision du manuscrit

Maria Febbraid Conceptualisation, méthodologie, ressources, écriture et révision du manuscrit

Yosdel Sotd Conceptualisation, révision du manuscrit

William D. Lubell i Investigation, ressources, acquisition de financengemiture et révision du

manuscrit

Huy Ongi Conceptualisation, ressources, acquisition de financeraepérvision,écriture et

révision du manuscrit

Sylvie Marleaui Conceptualisation, méthodologie, validation, ressources, acquisition de

financement, administration du projet, écriture et révision du manuscrit
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Chapitre 271 Article scientifique : Atheroprotective and atheroregressive potential of
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Abstract

Background and aims

Scavenger receptor class B member 3, also known as cluster of differer8&(GD36) receptor,

is involved in the uptake and accumulation of modified lipoprotein in macrophages, driving
atherosclerosis progression. Azapeptide analogs of growth homaleasing peptidé (GHRR

6) have been developed as selective CD36 ligands and evaluated for thatheuasclerotic
properties irapo€ mice.

Methods

From 4 to 19 weeks of age, malpo€” mice were fed a high fat high cholesterol (HFHC) diet,
then switched to normal chow and treated daily with 300 nmol/kg of-DIPH[azaTyr"]-GHRP

6) or MPEO03 ([aza(N,N-diallylaminobut2-ynyl)Gly*]-GHRR-6) for 9 weeks. In another
protocol, mice were fka HFHC diet throughout the study.

Results

Azapeptides decreased lesion progression in the aortic arch and reduced aortic sinus lesion areas
below preexisting lesions levels iapo€- mice which were switched how diet.In mice fed a

HFHC throughout the study, azapeptides reduced lesion psignes the aortic vessel and sinus.
The antiatherosclerotic effect of azapeptides was associated with a reduced ratio of
INOS*/CD206" macrophages within lesions, and lowered plasma inflammatory cytokine levels.
Monocytes from azapepticdecated mice shoed altered mitochondrial oxygen consumption rates,
consistent with an Mike phenotype. These effects were dependent on CD36, and not observed
in apo€-cd36" mice.

Conclusion

Azapeptides MPB01 and MPEDO3 diminished aortic lesion progression and reduced, belew pre

existing levels, lesions in the aortic sinus of atherosclerotic mice. A relative increaseli@@M?2
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macrophages was observed in lesions, associated with redusgemisy inflammation.
Development of CD38&elective azapeptide ligands merits consideration for treating

atherosclerotic disease.

Word count: 250

Keywords: CD36; azapeptides; atherosclerosis; macrophages; regression

96



1. Introduction

A hallmark of atherosclerosis is scavenger recepiediated accumulation of lipiden
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 promaterm the extensive endocytosis
of modified forms of lowdensity lipoproteins (LDL) by macrophages. Notably, Cix3&diated
uptake of oxidized LDL (oxLDL) promotes an inflammatory and oxidative stress burdsgn [3
Synthetic peptide analogs of growth immmereleasing peptidé (GHRR6) (e.g. hexarelin and
EP80317) have been previously shown to bind to the ectodomain of CD36 at a site overlapping
that of oxLDL [6, 7]. Administration of the synthetic peptide EP80314pioeKO (apo€”) mice
exerted both geventive and therapeutic effects on chronic atherosclerotic lesion progression [8]
and fostered transintestinal cholesterol excretion [9]. The atheroprotection induced by EP80317
treatment was CD3@ependent; no effect was observedpodcd36double detient @poe -cd36
) mice[8]. In peritoneal macrophages, EP80317 elicited a modest (~20%) reduction of oxLDL
internalization [8]. Moreover, EP80317 increased cholesterol efflux through the peroxisome
proliferatora ct i vat ed r e c e p-liverrX regeptorrmapha (LRAD NR hinding
cassette A1/ Gl (ABCAl1l/Gl) pathway [10]. PPARD
regulator of macrophage phenotypic polarization towards anfaimmatory, M2 macrophage
phenotype [11], thus playing an pmrtant role in the resolution of inflammation [12].

Studies of GHRF analogs have supported the development of more selective peptide
modulators to target CD36 for the treatment of atherosclerosis. In this cortapgpéde
derivatives of GHRFB, in which theJCH of one of the central residues was replaced by a nitrogen
atom, haveshown high receptor selectivity and low micromolar CD36 binding affinity [13].
Azapeptides have also been shown to exeriafiimmatay 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 progressany 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 athelesisis, specifically the ability to induce plaque regression [17
19].

In addition to reduced ape@&ontaining lipoproteins, biomarkers of regressive mechanisms
include enhancement of cholesterol and lipid efflux, reverse cholesterol transpddaandel
emigration out of lesions or clearancedfferocytosis [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 [2], D36 expression has been observed
to increase in the anitnflammatory macrophage subtype [23]. The roles of CD36 in dysfunctional
efferocytosis during atherogenesis progression and regression require additional clarification.

In the present study, tlagheroprotective potential of CD3@lective az&HRP-6 analogs has
been further evaluated. The therapeutic effect of two novel azapeptidesQOARHd MPEDO3,
have been studied high fat high cholester¢gHFHC)-fed apo€”” mice. The effects of azapées
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);wWeekold apo€" 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, MPEOO1 (300 nmol/kg), MPEB03 (300 nmol/kg) 00.9% 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 ofea. The diet was then changed to normal chow and daily
subcutaneous (s.c.) treatments with MBE, MPEOO3 or 0.9% NaCl were initiated and pursued
for 9 more weeks. Additional studies were performedpne cd36™ mice subjected to the same
diet/treatnent conditions (Fig. 3B) (n =84 mice per group).

In another study, 4veekold apo€” mice were fed a HFHC diet throughout the protocol
(Fig. 4A) (n = 913 mice per group). A fifth group was added, in which mice were treated daily
with 300 nmol/kg s.cof [azaLys?]-GHRPR6 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 performedadpo€ 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 exsanguinatdanntiacardiac

puncture and perfusion with PBS.
2.2.Azapeptides

Azapeptide analogs of GHR&® MPE001, MPE003 and [azd.ys?]-GHRP-6 (Supplemental
Figs. 1A C), were respectively synthetized and characterized as described previously [13, 25, 26],
and reconstuted 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

apo€- mice after switching diet from HFHC to normal chow

In a first settingapo€” mice were fed a HFHC diet from 4 to 19 weeks of age. A group
was then euthanized (to determine baseline values), whereas vahttlezapeptidaeated mice

received their treatment and were switched to mbohow 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 MPEDO3) are shown in Fig. 1Bnd lesion areas, expressed as a percentage of the total
area, are illustrated in Fig. 1C. After reversion to normal chow for 9 weeks, the vedattd
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 coitessgated
with azapeptides featured mean lesion areas which were reduced byp-2@®() compared to
pre-existing lesion areas at week 19. Treatment with azajseptvas associated with a ~308<(

0.07) 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 vehicldreatedapo€ mice,as shown by the 63% (< 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 obseragdéh mice fed a
normalchow diet (~13 mM) [8]. Azapeptides MRID1 and MPEDO3 attenuated the progression
of aortic arch lesion areas by 26 and 3Q9<(0.09, respectively, compared to vehitleated
mice (Fig. 1E). Compared to vehicle treatment, azapeptides did not modakateholesterol

(Fig. 1F) nor triglyceride levels (Supplemental Fig. 3). Azapeptide Hd@E but not MPEDO3,
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reduced plasma levels of the pndlammatory cytokine HL b b y p 040506(Fi§. 1G). Neither
body weight nor food intake were modulatedt®atment 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 pimaflammatory
macrophages in the brachiocephalic artery ofipo€e mice after switching from HFHC to

normal chow diet

Immunostainings were performed on sequentighycrosssections 6 brachiocephalic
artery (BCA) from five randomly selected mice, using univensatrophage markdeGFlike
modulecontaining mucirlike hormone receptdike 1 (F4/80, EMR1), the Mdmacrophage
marker nitric oxide synthase 2 (iNOS, NOS2), the-i&crophagenarker mannose receptor ¢
type 1 (CD206,MCRL) and with Lilliebés trichrome to de
images shown in Fig. 2A and Supplemental Fig. 7B). Isotype control antibodies were used to detect
nonspecific binding (SupplementabF6). In a manner similar to that observed in the aortic arch,
BCA lesions fromapo€” mice increased in size from week 19 (dotted line, basal group) to week
28 by ~2fold (p < 0.00) versus vehicle despite a change to chow diet (Fig. @Bmpared to
vehicletreated mice, MPB01 and MPEDO3treated mice tended to have reduced lesion areas
(Fig. 2B), while MPEO03 diminished the absolute number of F4/8crophages by 40%
0.01) (Fig. 2C). However, azapeptides did not alter F4/88Iularity (cell count per miof
lesions) (Supplemental Fig. 7D addition, MPEOO3 elicited a change towards a non
inflammatory macrophage phenotype, expressed as a relatively lower expression ‘of&xEDS
CD206" cells within plaques (Fig. 2D). In aggment, the ratio of INOBCD206" was reduced in

favor of the M2like macrophage phenotype (Fig. 2E). The shift towards themd@ophage
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phenotype associated with MRB3 ( < 0.01) was further validated using chitinaséi® (YM1,

Chil3) as a second Maarker (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 fapoe" mice treated

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

Treatment with MPEDO1 and MPEDO3 caused, respectively, 30 and 26%0<(0.05
reductions of abdominal aortic MRNA expressionadhesion g protehtoupled receptor el
(Adgre), the F4/80 gene (Supplemtal Fig. 8). In addition, mMRNA ahatrix metalloproteinase
14 (Mmp14, which is highly expressed in macrophages ,[2#ds decreased in the MRB3
treated groupp < 0.05 (Supplemental Fig. 8). Azapeptide treatments did not significantly
modulate the mRA levels ofCD68, ABCA1, matrix metalloproteinas€Mmp2 andcaspasel

(Casp) (Supplemental Fig. 8).

3.3.In apo€-cd36" mice, no antiatherosclerotic effects of MPEOO1 and MPEO03 were

observed

The antiatherosclerotic effects induced by the azapeptides were shown to be CD36
dependent usingpo€cd36” mice. After switching from a HFHC to a normal chow diet and
initiating treatment with azapeptide (MRID1 or MPEOO3) or vehicle (0.9% NaCl) (Fig. 3B),
apo€ cd36" mice exhibited atherosclerotic lesions that tended to increase from week 19 to 28, as
ill ustrated in photomicrographs (Fig. 3C), but at a lower level than those obserapddomice.

In the aortic arches afpoe-cd36 mice, neither MPED01 nor MPEOO3 were able to attenuate
atherosclerosis progression relative to vehkiated mic€Fig. 3D). Similar results were obtained
after treatment ofipoe’cd36” mice that were maintained on a HFHC diet throughout the study

(Supplemental Fig. 9).
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3.4.Azapeptides MPE001 and MPEO0O3 reduced atherosclerotic lesions progression apoe

"~ mice feda HFHC diet throughout the study

In another setting, the atheroprotective effects of MBE and MPEDO3 were evaluated
in maleapo€~ mice in which atherosclerotic lesions were induced by feeding a HFHC diet from 4
to 20 weeks of age. Mice were treateith a daily dose of 300 nmol/kg of azapeptides, s.c., from
weeks 12 to 20. The azapeptide [43a°]-GHRP6 and 0.9% NaCl were respectively used as a
negative control and vehicle (Fig. 4A). Nearlya®d 2.6fold increase in aortic lesion areas were
observed in the vehicleand [azalys®]-GHRP-6-treated groups, respectively, compared to the
basal group (12 weeks of age) (Fig. 4B and C). After 8 weeks of treatment witFO81P&nd
MPE-003, the extent of atherosclerotic lesion areas at the aorticwegeteduced by more than
24% (p < 0.0) and 29% § < 0.00) (Fig. 4C), respectively, relative to those of vehickated
mice maintained on the HFHC diet. The azapeptide negative controlL{fa4aGHRP-6) was
unable to arrest atherosclerosis progressampared to vehicle. Atherosclerosis progression was
inhibited under hypercholesterolemic conditions by azapeptides0O0REnd MPEDO3 which did
not modulate plasma cholesterol (Fig. 4D), nor triglyceride levels (Supplemental Fig. 10)-Oil red
O stainingof aortic sinus sections (Fig. 4E) and morphometric quantification demonstrated an
increase in lesion areas of 37%< 0.000) in the vehicle group, compared to the basal group
(Fig. 4F). Azapeptides MRBEO1 and MPEDO3 reduced of aortic sinus lesionasdy 24%/§ <
0.000) and 29% 1p < 0.000), respectively, compared with those from vehictated mice. In
the MPEOO3treated group, the arditherosclerotic effect was associated with a significant
reduction in circulating pranflammatory cytokinesincluding Greactive protein (CRP) (25%,
<0.05), IL-6 (52%,p < 0.01) and CCl-2 (40%,p < 0.05 (Fig. 4G). In the MPEO01-treated group,

IL-1 b was signi fi cpn0t0h.yreatment with @azhpegtidethés, no observable
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effect on body weightan nor food intake (Supplemental Fig. 11). Representative BCA-cross
sections illustrated a significant reduction of lesion areas by azapeptiddd@&g < 0.000)
compared to vehicle (Supplemental Fig. 12B and C); however the absolute number d£&4/80
(Supplemental Fig. 12D) and F4/8@ellularity (Supplemental Fig. 13B) were unchanged.
Furthermore, MPEO03 reduced the relative expression of iNO@rsus CD206 cells
(Supplemental Fig. 12E). In agreement, MBE decreased the INOED206" cell ratio by 65%

(p < 0.00) (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 Z@).
3.5.Azapeptides promoted aerobic metabolic shift in bone marrovderived monocytes

The predominance of Mike macrophages in BCA lesions was investigated in bone
marrowderived monocytes (BMM) frorapo€”andapo€-cd36” miceafter12 weeks of
treatment with azapeptides (Fig. 5Ahe BMM from azapeptidéreatedapo€’” mice exhibited
increasedasal levels of oxygen consumption rates (OCR) compared to thesbicktreated
animals (Fig. 5B)After the addition of potent uncoupler of mitoclioial oxidative
phosphorylation carbonyl cyanide(#ifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCR)e observed
increase in OCR was more thaifidld in azapeptiddéreated compared to vehidieeated mice (Fig.
5B). On the contrary, BMM fromapo€-cd36" mice teated with vehicle and azapeptide,
respectively, exhibited no differences in OCR levels indicating once more the-ddp@6dant

effect of the latter (Fig. 5C).

Azapeptides also reduced gron f | ammat or vy cytokine -INFU

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

Pharmacological targeting of the CD36 receptor in raptes”” mice was examined under
two diet regimens; HFHC diet, and HFHC diet followed by normal chow. AzapeptidesORIPE
and MPEOO3 reduced lesion progression in mice fed a HFHC diet throughout the study and elicited
regression at the aortic sinus level whergde progression was halted by the switch of diet
regimen from HFHC to normal chow. The CDS8élective ligands, MPB01 and MPEDO3,
reduced lesion areas below fmesting levels in the aortic sinus and greatly attenuated lesion
progression in the aortarch ofapoe’™ 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 aahatagée
of relative cell phenotype with a reduction in nfdlammatory (M1) markers and an increase in
antrinflammatory (M2) cell markers. Neither total plasma cholesterol nor triglyceride levels were
modified by azapeptide treatment. The athkierosclestic effects of the azapeptides were
dependent on CD36 expression, as they were not obserapdéhcd36™ mice. The azapeptides
exhibited similar antatherosclerotic effects in mice fed a HFHC diet throughout treatment. In
contrast to the striking arease in lesion areas exhibitedapoe” micefed 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 MBE&L and MPEDO3, but not to the extent oédreasing
to baseline levels. Consistently, the azapeptides caused a change in the relative amounts of
macrophage proand antiinflammatory markers, indicative of a reduced M1 phenotype, which

coincides with the observed diminishment of inflammatory ntedian circulation.

The roles of CD36 in atherosclerosis have been linked teliKelreceptor (TLR)dependent and

independent pathways in early lesion formation [29, 30] and in plague resolution through
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macrophage efferocytosis [31]. In the pathogenefsatherosclerosis, CD36 may be involved more
extensively than initially anticipated. Previously, the GH&Ré&erived CD36 ligandEP80317
exhibited preventive and curative effects in atherosclerotic lesions [8] associated with impact on
macrophage cholestl metabolism and efflux, vascular inflammation and regulation of
mononuclear cell trafficking [32]. Azapeptide analogs of GHRFere later conceived as potent

and selective CD36 ligands with CD3#6nding affinities in the micromolar rang@3]. In
paricular, the series of GHRP peptides possessing aka* and azaPhé residues exhibited
promising cardiovascular propertieés vitro. For example, [Az&yrY-GHRR6 (MPE001)

exerted antangiogenic activity [34] and also dampened the retinal inflammatauced 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-00REcorrelated with

the inhibition of certain pranflammatory patways, suchas N6 B acti vati on of
inflammasome, but initiation of others, likethe @nth f | a mma t-BGOL UP PAR KM way s .
azaPhé analog, CP3(iv), previously exhibited cardioprotective effectgainst myocardial
ischemiareperfusion by dcreasing the generation of left ventricular reactive oxygen species and
apoptosig35]. The effects of CB(iv) were associated with an increase in plasma adiponectin and

a transient reduction in circulating free fatty acid levels. The observed activ@-8(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 ischemgperfusion moddB6]. In the present study,
CD36selective azapeptide analogs of GH&Pare now shown to reduce atherosclerosis
progression and to initiate the regression of lesions at the aortic sinus lapekinmice, which

were switched from a HFHC to normal diet. Déspsome controversy, regression of
atherosclerotic lesions has been experimentally documented and reported to be associated with

reduced foantell accumulation [19] without significant change in plasma cholesterol [37, 38].
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Regression of atherosclerotisiens in the azapeptidéi®ated 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 evef88]. Along that line, azapeptide treatmeatuced
systemic inflammation and diminished inflammatory macrophage numbers within lesions. These
results coincide with other characteristics of lesion regression, includedyation in foam cell
accumulation and necrotic core areas within lesions [40]

In spite of a reduction in plasma cholesterol levels after swit@pog™ 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 acdsegression in the aortic sinus
of azapeptidd¢reated 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 atherosabtic lesion areas in vehickeeated mice which may have impeded
detection of azapeptide effects on lesion regression in these regions. Consequently, evidence of
lesion regression was not observed. However, azapedpsaied mice exhibited significant
increases in markers characteristic of M2 macrophages and reduced inflammation [40]. Moreover,
MRNA levels ofAdgre 1, encoding the F4/80 antigeand ofMmpl4were both reduced, consistent
with reduced macrophage accumulation at lesion siteapo®” mice treated with the first
generation CD36 ligand, EP803[32].

Notwithstanding the complexity of the different phenotypic states of macrophages overtime
during lesion development, regression ofestablished 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 anfiammatory mediators and cytokines [40]. In the M2
macrophage subtype, CD36 and MdRdd, ihe ED3Pligaarc si on

EP80317 sti muil XxRARCAWGIL eransh&tarRathway and cholesterol efflux in
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macrophages [10] and reversed cholesterol transpapgad mi ce [ 9] . Both PPARD
were reported to contribute to dampening infiaation, which leads to enhanced Ni&
macrophages and reduced M1 phenotype [5142These observations are in agreement with the

P P A Rlependent cytoprotective effects of CB&#ective ligand MPBO01 [28] and coincide

with the reduction of INOSCD206" ratio in azapeptideseated mice in the current study.

Furthermore, BMM isolated frorapo€” 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 indicas a shift to aerobic metabolism that is consistent with previous
observations in bommarrowderived macrophagef28]. Such intracellular metabolic shift
coincides with an anihflammatory M2 macrophage subtype, which is characterized by enhanced
rates @ oxidative phosphorylation and fatty acid oxidat{ds] and a role for CD36 in facilitating
fatty acid uptake and oxidatiga6]. In addition, the antinflammatory effect of azapeptides was
shown in isolated macrophages by a reduction in cytokinegisedrea CD36dependent 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 accumulationdreced endothelial and systemic inflammation at lesion sites, as well
as increased cholesterol efflux and reverse cholesterol transport in ERB&8&d mice.
Moreover, the azapeptide effects were associated with polarization of macrophages tbkan M2
subtype Reduced lesion areas and absolute F4f&:rophage counts were observed in the BCA,

a site known to develop advanced lesiorspiog” mice, although detection of azapeptidduced

regression in this regiomay have likely been impeded by dietluced lesion progression.On the
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other handat the aortic sinus level, azapeptides reduced necrotic areas which have notably been

implicated in plaque instabilitj40].

During plaque regression, little evidence existssignificant proliferation of macrophages
[47]. An increase expression of MiRe cell markers in the artery wall has been proposed to be
attributed to the conversion of M1 macrophages to adiké2state upon changes in the plaque
environment, but cdd also be due to recruitment of new monocytes that becomik®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 M2ike state has probably significant beneficial consequences. The
therapeutic effect of CD36elective azapeptides on monocytes and macrophages are likely to be
extended to other cell types and tissues expressing the scakecg#or, including endothelium
and vascular smooth muscle cells.

The azapeptides also exhibited antiatherogenic effecpaoe” mice which were fed a
HFHC diet throughout the experiment. Pivotal cytokines associated with the proatherogenic
function ofM1 macrophages, such as1Lb , -6 dnd. CCL2, were decreased in circulation [48,

49]. A significant reduction in CRP plasma levels was also detected in the azajretielé mice,
probably as a consequence of decreasing the upstream reguétax Wdl-recognized indicator

of inflammation, CRP expression often correlates with cardiovascular disease [50]. The results of
the present study on the aatherosclerotic effects of azapeptides MBEE. and MPEDO3
encourage further examination. Additionaldsas aimed to ascertain cellular and molecular events
implicated in their influence on monocyte trafficking at lesions sites, plaque macrophage apoptosis

and CD36émediated efferocytosis, remain to be done [23]
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4.1.Conclusion

Azapeptide analogs of GHR#&havebeen shown to be potent and selective CD36 ligands.
Treatment ofapo€” mice fed a HFHC diet with such azapeptides reduced atherosclerosis
progression, and elicited regression of aortic sinus lesions. These effects of azapeptidEsELMPE
and MPEOO3 were associated with a relative increase inliké macrophages within lesien
Azapeptide ligands of CD36 merit further development as a novel therapeutic avenue for treating

atherosclerosis.
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Figure 1: Azapeptides MPB01 and MPEDO3 induced regression of atherosclerotic lesions in

apo€" mice. (A) Study design(B) Representative photomicrographs of Oil-@thematoxylin
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eosinstained aortic sinuses (scalar:200 um) (C) Percentageatic sinus lesion areas expressed

as dot plots and mean + SEM (n=4 per groug, s&ctions pemice). Each symbol denotes the

sections from a single moug®) Representative photomicrographs of aortic arches staméxte

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 groulr) Dot plotsand mean = SEM of total plasma cholesterol level

(n = 11 per group)Dotted line represents the mean basal vdl@gMean + SEMofl-k1 b ( n =
10-11), -6 (n =57) and TNFU (n = 11) plasma |levels
performed by ongvay ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparisqrost hoctestfor all

figures except (C) aortic sinus lesion areas (nestedvaygeANOVA followed by Tukey)* p <

0.05, ** p < 0.01
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Figure 2: Azapeptides reduced the ratio of pnflammatory to antinflammatory macrophages

in 28weekold mice fed a HFHC diet until 19 weeks of age and then switched to ¢Ayw.
Representative serial cressctions of immunostained BCA sections at weeks 19 &fdi2-4/80,

INOS and CD206 antibodies at 10X magnification (scale bar: 100 um). Enlarged areas (100X) are
displayed from the inset (scale bar: 100 pB).BCA lesion areagC) Absolute F4/80cell counts

in BCA lesion areas(D) Relative percentage of iNO%nd 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% NacCl), 5 (MPB01) and 4 (MPED03) mie, n = 24 sections pemice Dotted
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line represents the mean basal vatue < 0.05, ** p < 0.0], nested ongvay ANOVA followed

by Tukey's Multiple Comparisopost hodest.
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Figure 3: Double immunofluorescence staining of macrophages in BCA lesioagosf mice
showed the colocalization of F4/80 and INQ@) Representativestaining of macrophages
showing F4/80 (green), iINOS (red) and their colocalization (yellow) in BCA seciibh8X

magnification (scale bar: 100 um). Enlarged areas of the merging (100X) is displayed from the
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inset (scale bar: 100 pm(B) Study design foapo€e’-cd36" mice (C) Representativen faceOil
red-O-stained aortic arches froapoe/’cd36". (D) Dot plots and mean + SEM of aortic arch lesion
areas. Dotted line represents the mean basal valuew®néANOVA followed by Tukey's

Multiple Comparisorpost hodest.
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Figure 4 MPE-001 and MPEDO3 reduced the progression of atherosclerotic lesioapde”

mice.(A) Study design(B) Representative photomicrographs of aortas stained with Gdréd)
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Dot plots and mean £+ SEM of aorta lesion areas of 11 (0.9% NaCl;00PE 9 (MPEOO3) and

13 ([azaLys®]-GHRP-6) 20-weekold mice.(D) Total plasma cholesterol expressed as dot plots.
(E) Representative photomicrographs of aortic sinuses after staining with GO raxald
hematoxylinreosin (scale bar: 200 un{F) Percentage aortic sinus lesion areas sh@asetbt plots

of 4 mice per grou®-4 crosssections pemice Each symbol denotes the sections from a single
mouse Dotted line represents the mean basal vdl@gPlasma levels of CRP (n = 11),-6.(n =
10-11),CCL:2 (n = 11) ;11)am E1b (( mll¥at viB6k 20. Results are expressed
as mean + SEM! p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, *** p < 0.0001,oneway ANOVA
followed by Tukey's Multiple Comparisgost hodest for all figures except (F) aortic sinus lesion

areas (nested orveay ANOVA followed by Tukey)and (G)#L b ( u n-fes)i r ed t
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Appendix A. Supplemental materials

Ethics statement

All experimental procedures weepproved 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

Cd36apoedouble KO mice were bred by crossindg36KO mice toapoeKO mice (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). The resultindg36apoedouble KO and littermate derived
apoeKO mice were of 98.44% C57BI/6j background (6x backcrosdéde were housed under

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

Morphometric analysis of aortic lesions

Atherosclerosis was quantified bgn faceanalysis of oil redD-stained aorta as described
previously [1]. The extent of laerosclerotic 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) compund (VRW International, Radnor, PA, USA) were provided to the Histology Core
Facility (Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC), Université de Montréal) and
sectioned parall el to the atria. t(Betlyeeewalve i al
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 e® raad

counterstained with hematoxylgosin (Gill Hematoxylin ad Intensified Eosin Y, Thermo Fisher
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Scientific, Mississauga, ON, Canada) for plague area measurenpeiotfalir sections from each
specimen were assessed at 80 um intervale magnitude of atherosclerosis development was
determined as a percentagetloé 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 sections per mice.
Necrosis assessment in aortic sinus lesions

Necrotic core areas in lesions were measured in hemataeeaodin (Thermo Fisher Scientifjc
stained transverse sections of aortic sinusesges were acquired using a 20X objective with the
digital scanner Nanozoomer 2.0 HT and NDP.view 2 soft@ié@enamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Shizuoka, Japan), then analyaesing Adobe Photoshop CS3ftseare (Adobe Systems
Incorporated)by one blind userResults were expressed as percentage of acellular areas in

hematoxylineosin stained lesions relative to the total lesion surface.
Cholesterol and triglyceride assays

Total plasma cholesterol and tsigerides were assayed using the InfifityTotal Cholesterol

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

Concentrations of cytokines and inflammatory biomarkers, including interl&ukii.-6),
interleukinl beta (IL:1 b )-reactige protein (CRP), chemokine@motif ligand 2 (CCE2) and
tumor al necrosis factor alpha (TNFU) were ass
plasma using the mouse ELISA Red&®igtGo!™ kits (eBiosciences, $aDiego, CA, USA) in

accordance with the manufacturero6és instructi o
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Immunohistochemistry (IHC) studies

For classical IHC analysis of the brachiocephalic artery (BCA) at the Histology Core Facility
(IRIC, Université de Montréal), formalifixed vessels wre 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 pm intervals. The sections were deparaffinized usidBwmact
Solution (Leica Biosystems, Comrclp) ON, Canada) and antigen recovery [8djvas performed.

For mannose receptortgpe 1 (CD206, MRC1), chitinadike 3 (YM1, Chil3) and nitric oxide
synthase 2 (iNOS, NOS2)[5], hdatluced epitope retrieval (HIER) with Boht Epitope
Retrieval Soluthn 1 (Leica Biosystems) was applied for 20 mins. For-#ikkFmodulecontaining
mucinlike hormone receptdike 1 (F4/80, EMR1) [6, 7], the antigen was retrieved using
proteolytic enzyme induced epitope retrieval (PIER) (B¥nEnzyme Pretreatment Kit, loa
Biosystems) for 10 mins. Sections were then incubated with diluted primary antibody against
CD206 (goat polyclonal IgG, 1:50 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USXMW1 (rabbit
polyclonal I9gG, 1:100 (Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canad@$ (rabbit polyclonal

IgG, Cl: K13A, 1:2000 (Novus Biological, Centennial, CO, USA)) or F4/80 (rat monoclonal
antibody, Cl: A31, 1:50 (BieRad AbD Serotec, Hercules, CA, USA)) for 30 mins. Detection of
specific signal was acquired by using B&hdPolymer DAB Refine kit (Leica Biosystems) for
iINOS and Bon#é Intense R Detection System (Leica Biosystems) for CD206, YM1 and F4/80
with corresponding diluted secondary Bietonjugated antibody (1:100i Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA)sing the sam final concentration as specific
antibodies, isotype controls for nonspecific binding were performed for F4/80 (rat monoclonal
IgG2B, R&D Systems) CD206 (goat polyclonal 1gG, Novus Biological) and iINOS (rabbit

polyclonal IgG, Novus BiologicalJmmunost&ned 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 atherosekrotic lesions. The relative percentage of IN@BSCD206 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 weaseb
BCAcrosssecti ons wusing Lill i e0 sexpressedcadthepeneentagead i ni n
the total lesion surface areas. All analyses were performed by two blinded investigators5 with 4

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

Immunofluorescence (IF) staining was performed on forrfaded paraffirembedded BCA
crosssections by the Histology Core Facility (IRIC, Université de Montréal). Following dewaxing
and antigen retrieval using PIE&]|uted primary antibody against F4/80 or INOS (as mentioned
above) was applied for 1 h at room temperature. A cocktail of corresponding diluted Alex@ Fluor
conjugated secondary antibody to detect F4/8B488 goat antirat 1gG, 1:200, Invitrogen
ThermoFisher Scientifiz or INOS (AF594 goat antiabbit, 1:200, Invitrogen) epitope was applied

on each section for 30 mins at room temperatuide$Swere counterstained withr o L o n g E
Gold Antifade Mountant (Invitrogen) with DAPknd coverslipped manuallyHigh
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-gPCR analysis

Total mMRNA was extracted frombdominal aorta in RibozBf RNA Extraction Reagent (VWR

International, Radnor, PA, USA) using PureliMkRNA Micro Kit (Invitrogen). Reverse

transcription to cDNA was then perfor med

SuperScript IM Reverse Transcriptase (Invitrogen) at@7or 75 mins followed by 10 mins at

95°C. The samples were diluted 1:10 in DEfR€ated water and kept-80°C until use. Redime

gPCR amplification was carried out in a volume of 2Q

reaction, 20 &M of e ac ™ Bv/aGeee® Supermixp(BioRaxk r

Laboratories, Hercules, CA, USA). The cycling protocol consisted of 40 cycles@fféb 30

seconds, then 20 seconds at 60°C.

The mRNA levels were normalized teeth h 0 u s e k e eaptin and relatieergene dxpression

was determined using the comparative® method.

The murine primer sequences are as follows:

b-actin
sens

ant i

Adgrel
sens

ant i

CD68
sens

ant i

e

e

e

p- CAGBRAGCACEGEAGTACGATGA-3 6

e n s eGAPAGGBITETAABACGCAGCTC-3 6

p GQAABGAGAADBGAGTCCATTAAC-3 6

(93 bp);

e n s-TGAGACARBAGCGAGTCCTG-36 (71 bp) ;

p AGGAECGCHTATAGCCCAAGGAACAI 3 6

e n s ETCRTAGBECTGACHGTGCTTTC 3 6
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ABCal
sense pICTGAEGGGBAGAGAGCATGTI 36

anti senseTITpGTIGEEGCCABGIGTAGTI36 (150 bp);

Mmp14
sense pGCAGEATGTECECAGATAAGCCCAA3 O

antisens e CCAGAAQCATCGEBTCCTTGAAGACAA-36 (121 bp);

Mmp2
sense pIMTGEGMIEGCAGTATGGCTTCCTCT 3 6

anti sens eGGHPAAACMAGGCHTCATGGGGGCAI 36 (94 bp) ;

Caspl
sense pACARETICTESAGATGGTGAAAGAGGTI 3 6

antisenseGTEGICERACATATBICCCTCCTGGAT 36 (122 bp) .

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

(OCR) assays

Bone marrowderived monocytes (BMMs) were isolated from8ekold apo€” andapoecd36
" mice fed a HFHC diet (D12108, Research Diets) and injected daily with a s.c. injéct@riate

(0.9% NaCl) or 300 nmol/kg azapeptide (MP&L or MPEOO03) from 618 weeks of age.

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

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

chain).
Peritoneal macrophage purification and stimulation

After euthanasia by exsanguination under isoflurane, the peritoneal cavitywsdekdld male

mice were washed using 10 mL DMEII-culture medium. The cell suspension was purified for
resident macrophages by depletion oftenget cells using the Monocyte Isolation Kit (Miltenyi,
Auburn, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. The purity of macrophages was
assess® using APC/Cy7 amimouse F4/80 (Biolegend, San Diego, CA, USA) marker and
PerCP/Cy5.5 amiinouse CD80 (Biolegend) by flow cytometry. Purified peritoneal macrophages
(2.5 x 16) from cd36"* andcd36’ mice were seeded on-4&ll plates in DMEM containig 10%

FBS and 20 ng/mL interferamat 37°C in a 5% C@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 azapeptiREO0A and MPEDO3 at

107 M or vehicle, and concomitantly stimulated with 300 ng/miER_1 (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 oveey ANOVA followed by pairwise multiple
comparisons using the Tukey method. Nestedwage ANOVA followed by Tukey was useoif

serial crosssections of aortic sinus and BCA. Nonparametric analysis using the Kruskal Wallis test
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followed by Dunn gost hoowas used on nenormal distributed dat§GraphPad Prism v.8.4.2.

San Diego, CA, USA), as indicatd@lvalues< 0.05were cosidered statistically significant.
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Supplemental figures and legends
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Supplemental Figure 1:Chemical structures of azapeptide analogues of GBRR) [azaLys®-

GHRP6, (B) MPE-001 and(C) MPE-003.
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Supplemental Figure2: Treatment with azapeptides reduced necrotic areas of aortic sinus lesions
after switching from HFHC to chow dig#d) Study design(B) Representative photomicrographs

of aortic sinuses stained with hematoxydiosin from 28veekold apo€” mice (scale lar: 200

pum). (C) Necrotic areas expressed as percentage of sinus lesion areas. Results are shown as dot
plots and mean SEM 24 crosssections pemice (n = 34 per group)** p < 0.01, *** p <

0.0001 nested onavay ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparisgrost hodest.
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Supplemental Figure3: Azapeptides did not significantly modulate plasma triglyceride levels.
(A) Study design(B) Plasma triglyceride levels @poe” mice at 28 weeks of age. Results are

shown as dot plots and mearSEM (n = 11 mice per group).
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Supplemental Figure4: Azapeptides did not modulate body weight gain and weekly food intake.
(A) Study design(B) Weekly body weight gain anC) weekly food intakeResults are expressed

as mean = SEM.
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Supplemental Figure5: Azapeptides did not modulate blood leukocyte 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 perforfAg&tudy design(B) Blood
leukocyte counts an(C) blood monocy 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 1gG2B), INOS (rabbit IgG) and CD206 (goat IgG)

markers orserial crosssections of BCA at 10X magnification (scale bar: 100 um).
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Supplementd Figure 7: Azapeptides did not alter collagen deposition nor cellularity of F4/80
cells within BCA lesion. MPED03 reduced the iINOB/M1* cell ratio. (A) Study design(B)

Representative serial cressctions of BCA from vehicle (0.9% Na€IMPE-001- and MPEOO3

(300 nmol/kg)t r eat ed mi ce at week 28 stained with

bar: 100 um)(C) Percentage collagen in BCA lesiaii¥). Cellularity of F4/80 cells per mr of
lesion.(E) INOS'/YML1™ cell ratio. Results are expressed as bar graphs + SEM gk2tions per
mice and 45 mice per group** p < 0.01, KruskalWallis test followed by Dunn's Multiple

Comparisorpost hodest.
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Supplemental Figure8: Azapeptide treatment reduces steady state mMRNA levéldgreland
MmpZl4in abdominal aortagA) Study design(B) mRNA levels ofAdhesion g protektoupled
receptor el(Adgrel encoding for F4/80 proteifC) Cluster of differentition 68(CD68), (D)
ATP-binding cassette transporter gABCal), (E) Matrix metalloproteinasel4d (Mmp14, (F)
Matrix metalloproteinase 2Vimp2 and(G) Caspasel (Caspl in aortic tissue from-8 mice per
group. Values were normalizedfieactin mRNA. Results are expressed as dot plots and mean fold
change £ SEM versus vehicle set asd< 0.05 Oneway ANOVA followed by Tukey's Multiple

Comparisorpost hodest.
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Supplemental Figure 9 Atheroprotective effects of azapeptide MB&L isCD36-dependent as
no effects are observedapo€-cd36”. (A) Schematic representation of the experimental protocol:
apo€-cd36" mice fed a HFHC diet received a daily dose of 300 nmol/kg of Jd®E(n = 11) or
0.9% NaCl vehicle (n = 11) from 12 t® 2veeks of ageA baseline group (n = 9), was sacrificed
at week 12(B) Representativen faceoil red-O-stained aortas from 2@eekold apo€-cd36"
mice. (C) Percent aortic lesion areas shown as dot plots and mean = @&dvay ANOVA

followed by Tukey's Multiple Comparisgost hodest.
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Supplemental Figure10: Azapeptide treatment did not modulate plasma triglyceride lef/ls.
Study design(B) Plasma triglycerides @fpo€”- mice at 20 weeks of age. Results are shown as dot

plots and mean 3 %{n = 710 mice per group).
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Supplemental Figurell: Azapeptide treatment did not modulate body weight gain and weekly
food intake (A) Study design(B) Weekly body weight gain anC) weekly food intakeResults

are expressed as mean = SEM.
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Supplemental Figure 12: Azapeptides skewed macrophages towards theirdlammatory
phenotype(A) Study design(B) Representative serial cressctions of BCA from vehicle (0.9%

NaCly, MPE-001- and MPEOO3 (300 nmol/kgjreated mice at week 20, immunostained with
antibodiesgai nst F4/ 80, i NOS and CD206, and with Li

bar: 100 um). Enlarged areas (100X) are displayed from the inset (scale bar: 1qQCUBRGA
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