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HCAEC : Human coronary artery endothelial cell
HFD : High fat diet

HIF-1a. : Hypoxia-inducible factor 1-alpha
HMDM : Human monocyte-derived macrophage
HMOX1 : Heme oxygenase 1
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ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule 1
IFN-y : Interféron gamma

IGF-1 : Insulin-like growth factor-1

IL : Interleukine

J

JNK : C-Jun N-terminal kinases

L

LDLox : Oxidized low-density lipoprotein (ou lipoprotéine de basse densité oxydée)
LPS : Lipopolysaccharides

M

M-CSF : Macrophage colony-stimulating factor

MAPK : Mitogen activated protein kinase

MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MCP-1 : Monocytes chemoattractant protein-1

MCV : Maladies cardiovasculaires

MERTK : Myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase

MMP : Matrix metalloproteinases (ou métalloprotéases matricielles)
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N

NAC : N-acétylcystéine

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide

NADPH : Nicotinamide adénine dinucleotide phosphate
NF-kB : Nuclear factor-kappa B

NLRP3 : NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
NO : Nitric oxide (ou oxyde nitrique)

NOS : Nitric oxide synthase (ou oxyde nitrique synthase)
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NRF-1 : Nuclear respiratory factor-1

(0

OAA : Acide oxaloacétique
OMS : Organisation mondiale de la santé
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OXPHOS : Mitochondrial oxidative phosphorylation system

P

PDGF : Platelet-derived growth factor

PKB : Proteine kinase B (ou Akt)

PPAR-y : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PPP : Voie des pentoses phosphates

PTEN : Phosphatase and tensin homolog

R

RNR : Ribonucléoside réductase
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S
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T

TBP-2 : Thioredoxin-binding protein-2
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TGF-B : Transforming growth factor-beta

TLR : Toll-like receptor

TNF-o : Tumor necrosis factor-alpha

TRPC5 : Transient receptor potential channel 5

Trx-1: Thiorédoxine-1
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Vv

VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule 1
VDUP1 : Vitamin D3 up regulated proteinl
VEGF : Vascular endothelial growth factor

X

XO : Xanthine oxidase
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Introduction






Préambule

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), environ 56,9 millions de déceés ont
été recensés dans le monde en 2016, toutes causes de maladie confondues (age, sexe,
revenus), parmi les 7,5 milliards d’individus que compte la planéte. Parmi ces déceés, les
maladies cardiovasculaires (MCV) représentent a elles seules 31,5% de la mortalité mondiale
devant les maladies pulmonaires obstructives chroniques (5,3%) et les infections respiratoires
(5,2%) (Global health estimates 2016 summary tables : Global deaths by cause, age and sex, 2000-
2016. Geneva, Switzerland : World Health Organization). Les deux maladies cardiovasculaires les
plus courantes sont les cardiopathies ischémiques (16,6%) et les accidents vasculaires
cérébraux (AVC) (10,2%) (World Health Organization Report : Cardiovascular diseases, May
2017).

Il est bien établi que la principale caractéristique pathologique sous-jacente de toutes
ces maladies cardiovasculaires est I'athérosclérose. Aujourd’hui, les études cliniques réalisées
chez I'homme et les nombreuses expériences réalisées sur des modeéles animaux
(essentiellement murins) ont permis une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques avec la mise en place de nombreuses stratégies thérapeutiques et
chirurgicales chez I'homme. Cependant, malgré ces découvertes et ces avancées
prometteuses, la mortalité par maladies cardiovasculaires prédomine toujours. Ces
pathologies sont devenues, aujourd’hui, un enjeu de santé publique de par la croissance
démographique et I'allongement de la durée de vie de la population mondiale. Il est devenu
urgent et capital de prévenir ces pathologies et de mettre en place des stratégies

thérapeutiques innovantes et efficaces.

Mon travail de thése porte sur la caractérisation et la validation, in vitro et in vivo, d’une

nouvelle stratégie pour la prévention et/ou le traitement de I’athérosclérose.
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Chapitre 1

L’athérosclérose, pathologie inflammatoire

L'athérosclérose est une pathologie trés ancienne puisque dés 1911, le médecin Marc
Armand Ruffer a mis en évidence les premiéres traces de plagues d’athérome sur de vieilles
momies égyptiennes datant de 1580 avant J.C a 525 apres J.C (Ruffer, 1911).

Sur le plan anatomopathologique, I’OMS a défini en 1957, I'athérosclérose comme une
"association variable de remaniements de l'intima des artéres de gros et moyen calibre,
consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissus fibreux et de dépéts calcaires, le tout s’accompagnant de
modifications de la média" (WHO Study Group, 1958). C’est une pathologie qui débute dés le
plus jeune age, touchant tous les individus, et qui évolue de maniere lente. Les symptomes de
I’athérosclérose se manifestent seulement au bout de plusieurs années aprés I"apparition des

premieres lésions athéromateuses au niveau de la paroi artérielle.

1) Structure d’une paroi artérielle saine

La paroi artérielle est constituée de trois couches concentriques superposées les unes
par rapport aux autres, de I'extérieur vers 'intérieur du vaisseau, appelées respectivement
I’adventice, la média et I'intima (Figure 1) (Libby, 2002).

L'adventice est composée d’un tissu conjonctif riche en collagéne, en fibres élastiques
et en fibroblastes. L'ensemble est entouré d’une enveloppe qui assure I'ancrage des artéeres
et des vaisseaux aux tissus. Cette tunique est irriguée par des vasa vasorum qui ont pour role
de nourrir I'adventice et la média externe. Des nerfs du systéme nerveux autonome sont
également présents dans I’adventice : ils contrdlent la contractilité de la média.

La média est le constituant principal de l'artere. De structure épaisse, elle est
composée essentiellement de cellules musculaires lisses (CML), disposées
perpendiculairement a I'axe du vaisseau, qui peuvent synthétiser et sécréter une matrice
extracellulaire constituée notamment de collagéne et d’élastine et de muco-polysaccharides.
Sa fonction principale est d’assurer les fonctions hémodynamiques de contraction et de
dilatation de I'artere. Cette deuxiéme couche est délimitée par deux limitantes élastiques,

I’'une externe (LEE) et I'autre interne (LEI).

24



Enfin, I'intima est la couche la plus interne. Elle est composée d’un endothélium formé
par une monocouche de cellules endothéliales directement en contact avec le sang et d’un
tissu conjonctif fibro-élastique sous-jacent. Les cellules endothéliales ont plusieurs réles
essentiels au maintien de I’"homéostasie des vaisseaux. Elles sont en contact avec le sang,
régulent le passage de constituants sanguins et répondent aux différents stimuli
inflammatoires et immuns en sécrétant de nombreuses molécules d’adhésion, des facteurs
de croissance tels que le PDGF, des facteurs anti-thrombotiques (prostaglandine I,
antithrombine Ill, a2-macroglobuline, activateur tissulaire du plasminogéne), des molécules
de la matrice extracellulaire (collagéne de type IV, protéoglycanes) ou des cytokines

multifonctionnelles (Krishnaswamy et al., 1999; Lusis, 2000).

Intima Media
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hN RN muscle cells
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Figure 1. Structure d’une artére humaine saine. L'artére humaine posséde une structure trilaminaire
typique. La monocouche de cellules endothéliales (endothélium) en contact avec le sang dans la lumiére
artérielle forme une barriére naturelle entre la lumiére vasculaire et I'intima. La média, constituée
essentiellement de CML, est délimitée par une lame d’élastine interne (LEl) et externe (LEE). La derniére
couche, appelée adventice, permet de fixer les vaisseaux aux tissus environnants (Libby, 2002).
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2) La genése de la plaque d’athérosclérose

Aujourd’hui, il est bien établi que I'dge, I'hypertension, le tabagisme, le surpoids ou
encore |'hypercholestérolémie sont considérés comme les principaux facteurs de risque
pouvant entrainer le remaniement de la paroi artérielle et donc participer au développement
de I'athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (Lusis, 2000). La suppression ou
I'amélioration de certains facteurs de risque comme le tabac, I'"hypercholestérolémie, le
diabete, I'’hypertension artérielle ou I’obésité (un régime alimentaire équilibré et une pratique
d’une activité physique réguliére et adaptée) permet de limiter la progression de la plaque
d’athérome au niveau vasculaire. En revanche, d’autres facteurs de risque, comme I’dge ou le
sexe, ne sont pas modulables.

L'intima est le siege de |'athérosclérose qui est donc une maladie inflammatoire
chronique des artéres de moyen et gros calibre (Ross, 1999). Cette couche vasculaire va
progressivement étre remaniée en fonction du stade de développement du processus

athérogénique.

Deux grands courants de pensée sur les premieres manifestations cliniques ont
longtemps dominé : I'un considere que l'infiltration lipidique est le facteur déclenchant la
formation de la plaque (Anitschkow and Chalatow, 1983; Konstantinov et al., 2006) ; I'autre
suppose que le processus de dégénérescence, de rupture ou de desquamation endothéliale
peut provoquer l'initiation de I'athérogenése (Ross and Glomset, 1976). Selon Steinberg, le
changement de perméabilité des cellules endothéliales (dysfonction endothéliale) ainsi que
I'infiltration des lipides et leur oxydation au sein de I'intima de la paroi vasculaire seraient le

primum movens de I'athérosclérose (Steinberg, 1997).

Au cours de I'athérogenése, des événements pathologiques se mettent en place de

facon séquentielle et progressive (Figure 2).
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Figure 2. Représentation des différentes étapes de I'athérogenése. (a) Dans les zones de flux sanguin
non-laminaire, et sous I'effet d’autres facteurs, la dysfonction endothéliale permet l'infiltration de
lipoprotéines de basse densité (LDL) dans I'intima vasculaire. Les LDL subissent des modifications
oxydatives pour devenir des LDL oxydées (LDLox). Les LDLox activent les cellules endothéliales et les
cellules immunitaires résidentes, entrainant I'expression de chimiokines (IL-8, MCP-1) et de molécules
d'adhésion (VCAM-1, P-sélectine). Ces facteurs conduisent les monocytes circulants a envahir I'intima.
(b) Une fois dans I'intima, les monocytes se différencient en macrophages et "ingérent" des LDLox pour
devenir des cellules spumeuses. Elles activent les cellules endothéliales et contribuent au recrutement
des leucocytes via la sécrétion de MCP-1. (c) L’augmentation du volume de la plaque favorise la néo-
vascularisation. Aprés leur dédifférenciation, les CML vont migrer de la média vers l'intima et y
proliférer afin de stabiliser la plaque naissante. Un milieu pro-thrombotique commence a se former (d)
Les cellules spumeuses meurent dans I'intima par apoptose. Si elles ne sont pas éliminées rapidement,
elles deviennent nécrotiques. Ce processus conduit progressivement a la formation d’un noyau
nécrotique thrombogéne et pro-inflammatoire. Les macrophages alimentent davantage
I'inflammation des lésions par la sécrétion de cytokines et de métalloprotéases (MMP) ayant une
activité protéolytique capable de dégrader la matrice extracellulaire et de favoriser la déstabilisation
et la rupture de la plaque. Cela méne a I'athérothrombose et aux événements ischémiques associés tels
que l'infarctus du myocarde ou I'accident vasculaire cérébral (Steinl and Kaufmann, 2015).

2-1) Activation et perméabilisation de I'endothélium

Plusieurs facteurs chimiques (cytokines, produits de glycation, oxydation) ou
physiques (force de cisaillement) agissent de concert pour activer et perméabiliser
I’endothélium et initier ainsi la formation de la plaque d’athérome. Les sites privilégiés de

survenue des dysfonctions endothéliales sont les zones de bifurcations artérielles,
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caractérisées par de faibles forces de cisaillement et de fortes turbulences du flux sanguin
(Chatzizisis et al., 2007; Gimbrone et al., 2000). Par ailleurs, exposées a des niveaux trop élevés
de LDL oxydées circulantes, les cellules endothéliales expriment a leur surface des molécules
d'adhésion fixant les monocytes circulants. L'activation et la perméabilisation de
I’endothélium permettent ainsi le passage des lipoprotéines et des cellules immunitaires vers

I'intima (Figure 2a).

2-2) Infiltration de I'intima par les lipoprotéines de base densité (LDL)

Les LDL, principaux transporteurs de cholestérol chez ’lhomme, peuvent traverser la
barriere endothéliale activée pour atteindre I'intima de la paroi vasculaire. Dans |’espace sous-
endothélial, les lipoprotéines subissent des modifications telles que I’oxydation, la protéolyse,
la lipolyse et I'agrégation. Parmi ces modifications, I’oxydation semble étre la plus importante
et les especes réactives de I'oxygéne (ROS) produites par différents types cellulaires comme
les cellules endothéliales et les macrophages, jouent un réle important (Libby et al., 2002). De
nombreuses publications ont montré qu’un taux plasmatique élevé de LDL oxydées (LDLox)
est athérogéne et que leur diminution réduit le risque de maladie coronaire chez des modeles
animaux hypercholestérolémiques développant de I’athérosclérose. Ainsi, les LDLox semblent
constituer un facteur majeur impliqué dans la genése de I'athérosclérose (Steinberg et al.,

1989) (Figure 2a).

2-3) Recrutement et différenciation des macrophages

L’accumulation intimale des LDLox active les cellules endothéliales et entraine la
production de nombreuses molécules comme les molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1,
sélectine P et sélectine E), le facteur de croissance M-CSF (Macrophages-colony stimulating
factor) et les chimiokines (MCP-1, CX3CL1, ...). Le relargage de ces chimiokines permet, entre
autres, l'activation des intégrines (a4p1, PSGL-1) présentes a la surface des leucocytes
circulants (monocytes, granulocytes, lymphocytes) ayant une forte affinité pour les molécules
d’adhésion au niveau de I'’endothélium (Napoli et al., 1997). Les monocytes adhérent a la
barriere endothéliale, la traversent en migrant vers I'intima par diapédése, sous |'effet de
facteurs chimiotactiques comme le MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) et I'IL-8

(Interleukine-8) (Libby et al., 2002). Une fois dans I'intima, les monocytes qui ne sont plus en
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suspension se différencient en macrophages grace a leur adhérence sur la matrice
extracellulaire (Figure 2a). De plus, les monocytes peuvent proliférer et se différencier en
présence du M-CSF produit par les cellules endothéliales, les CML et les macrophages
(Valledor et al., 1998; Glass and Witztum, 2001; Lusis, 2000; Sumpio et al., 2002; Tabas, 2010).
Une étude montre que la lIésion vasculaire est fortement diminuée dans un modéle murin
d’athérosclérose (souris ApoE”") déficient en M-CSF (Smith et al., 1995). Cela signifie, par
conséquent, que la différenciation des monocytes en macrophages joue un réle majeur dans

le développement de la plaque d’athérosclérose.

2-4) Transformation des macrophages en cellules spumeuses

Les macrophages, comme toutes les cellules de I'immunité innée, ont a leur surface
des récepteurs de reconnaissance appelés récepteurs scavengers (SR-A, LOX-1, TLR-4, ...) qui
permettent I'internalisation des LDLox reconnues comme "signal de dommage" (Pliddemann
et al., 2007). Les macrophages se gorgent de LDLox et se transforment en cellules spumeuses
caractérisées par la présence de gouttelettes lipidiques (formées d’ester de cholestérol) au
niveau du cytoplasme. L'accumulation des cellules spumeuses constitue le corps lipidique de
la plague d’athérome (Figures 2b et 2c) (Glass and Witztum, 2001; Lusis, 2000; Sumpio et al.,
2002; Tabas, 2010).

2-5) Formation de la chape fibreuse et les complications de la plaque
d’athérosclérose

Au cours de I'athérosclérose, la persistance des stimuli inflammatoires associées a une
déficience des mécanismes de résolution de I'inflammation conduit a la progression de la
plaque d’athérosclérose. Les facteurs de croissance PDGF et TGF-B, sécrétés par les
macrophages, entrainent I’activation et donc la dédifférenciation des CML (Ross, 1993; Stiko-
Rahm et al., 1992). Les CML migrent de la média vers I'intima, synthétisent et sécretent en
abondance des protéines de la matrice extracellulaire contribuant ainsi a la formation de la
chape fibreuse qui recouvre le corps lipidique de la plaque (Libby et al., 2011) (Figure 2c). Par
ailleurs, les CML intimales peuvent, non seulement phagocyter les lipides via les récepteurs
scavengers et se transformer en cellules spumeuses, mais également exprimer des marqueurs

macrophagiques (Allahverdian et al., 2018). Au sein de la plaque, beaucoup de macrophages
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et de CML spumeux meurent par apoptose, libérant leur contenu lipidique dans I'espace
extracellulaire et contribuant a I'accumulation des débris cellulaires qui sont trés athérogenes
(Figure 2c) (Grootaert et al., 2018; Raines and Ross, 1993). La clairance inefficace de ces
cellules apoptotiques par efferocytose, entraine I’'accumulation des corps nécrotiques (Figure
2d) (Tabas, 2010). Comme les macrophages, les CML de la chape fibreuse sont également
sensibles a I'apoptose, ce qui pourrait expliquer I'instabilité de certaines plaques (Libby et al.,
2011). L'athérosclérose peut aboutir a des lésions qui, a terme, peuvent obstruer la lumiére
des vaisseaux directement ou via des complications thrombotiques. Cette obstruction peut
provoquer des accidents vasculaires aigus et mortels comme l'infarctus du myocarde et les

AVC (Figure 2d) (Mann and Davies, 1996; Ross, 1999).

2-6) Classification des lésions athéromateuses

En 1994, Stary a proposé une classification histologique reconnaissant six types de
Iésions successives, classées par niveau de gravité. Les deux premiers stades de lésion (Types
I, 1) sont des Iésions minimes ou les stries lipidiques (composées de macrophages, cellules
spumeuses, CML, lipides extracellulaires, lymphocytes T) apparaissent dés I’enfance. C’est une
structure réversible mais qui peut évoluer cliniquement vers une lésion de type Ill ou la strie
lipidique forme un centre lipidique entouré d’une chape fibreuse (riche en collagéne, CML et
matrice extracellulaire). Le volume de la plaque commence a augmenter et un remodelage de
I"artére s’impose pour retarder la survenue des sténoses. La lumiere artérielle se réduit
progressivement. Ce stade silencieux peut basculer vers une lésion avancée et compliquée de
type IV, V et VI. La sténose, I'angor instable, I'infarctus du myocarde, les hémorragies intra-
plaques ou la mort subite coronaire sont des Iésions liées a une athérosclérose compliquée
(Stary et al., 1994, 1995). Chaque type de lésion présente aussi les caractéristiques du type
précédant de Iésion. L’athérosclérose est donc une pathologie évolutive et chronique pouvant

se transformer en une Iésion compliquée potentiellement fatale (Libby et al., 2002).

Le stress oxydatif est associé a tous les facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires. Un grand nombre d’arguments sous-tend son implication dans différents
processus responsables de la formation de la plaque d’athérome (Drummond et al., 2011;

Hulsmans and Holvoet, 2010; Madamanchi et al., 2005a). Le stress oxydatif représente donc
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le lien entre les facteurs de risque cardiovasculaires et |'athérosclérose, faisant de ce

déséquilibre redox une cible thérapeutique majeure.
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Chapitre 2

Les ROS, de la physiologie a la physiopathologie

1) Les ROS : de 'lhoméostasie redox au stress oxydatif

Les ROS représentent un groupe de radicaux libres dérivés de I'oxygene moléculaire.
La présence de radicaux libres dans les matériaux biologiques a été découverte en 1954 par
Commoner (Commoner et al.,, 1954). Les radicaux libres sont, par définition, de petites
molécules ou des atomes comportant un électron célibataire sur leur couche périphérique
(Halliwell and Gutteridge, 1990). La présence de cet électron libre leur confére un fort degré
de réactivité et la possibilité d’oxyder ou de réduire de nombreux composés afin de stabiliser
leur orbite externe. Les radicaux libres ainsi générés sont régulés en fonction de leur taux de
production et d’élimination orchestrée par des défenses antioxydantes. Dans un état
physiologique stable, la balance pro-oxydants/antioxydants est a I’équilibre. Pour désigner
cette idée générale de stabilité ajustée et adaptative au sein de I'organisme, le physiologiste
Walter Bradford Cannon a proposé en 1926 le terme d’homéostasie, popularisé seulement en
1932 (Cannon, 1926, 1929; Davies, 2016). Cette homéostasie redox est essentielle puisqu’a
des concentrations physiologiques, les ROS régulent plusieurs fonctions cellulaires au niveau
vasculaire comme, la croissance, la prolifération, la migration des cellules endothéliales et des
CML, I'angiogenése, |'apoptose ou encore le tonus vasculaire (Freed and Gutterman, 2013;
Vara and Pula, 2014). Cependant, cet équilibre redox peut étre perturbé par plusieurs facteurs
comme le mode de vie (le tabagisme), I'environnement (la pollution, les UV) ou encore les
mécanismes biochimiques (I'inflammation) auxquels est exposé I'organisme (Haleng et al.,
2007; Phaniendra et al., 2015; Silva and Coutinho, 2010).

Une production excessive des ROS associée a une insuffisance et/ou défaillance des
défenses antioxydantes perturbe I’homéostasie redox. On parle alors de stress oxydatif, terme
formulé pour la premieére fois par Helmut Sies en 1985 (Sies and Cadenas, 1985; Madamanchi
et al., 2005a; Sies et al., 2017). Le stress oxydatif est un des mécanismes pathogenes
provoqués par les principaux facteurs de risque des maladies cardiovasculaires. En effet, des
niveaux élevés de ROS entrainent des dommages cellulaires oxydatifs au sein de la paroi
vasculaire. De plus, le recrutement de cellules inflammatoires, la prolifération des CML, la

peroxydation des lipides, 'activation des métallo-protéinases et le dép6t de la matrice
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cellulaire conduisent a un remodelage pathologique vasculaire (Madamanchi et al., 2005a;
Stocker and Keaney, 2004). En effet, un grand nombre de travaux a montré que les ROS sont
impliqués dans l'initiation et la progression de I'athérosclérose dans le cade du stress oxydatif

(Chen et al., 2018).

2) Les sources de ROS dans la paroi vasculaire

Les ROS peuvent étre produites par tous les types de cellules vasculaires, y compris les
cellules endothéliales, les CML, les fibroblastes adventitiels et les macrophages. La formation
des ROS dépend a la fois de voies enzymatiques et non-enzymatiques. Les voies enzymatiques
comme la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, |’oxyde nitrique synthase sont les sources les
plus importantes de ROS au niveau vasculaire. La myéloperoxydase, la lipoxygénase, la cyclo-
oxygénase et de nombreuses autres amines oxydases sont également productrices de ROS.
Par ailleurs, la chaine de transport d’électrons mitochondriale est également une source

majeure de ROS (Touyz and Briones, 2011) (Figure 3).

2-1) Principale source de production des ROS : la mitochondriale

Les mitochondries, organites cellulaires eucaryotes et carrefours des processus
énergétiques, sont les plus gros consommateurs d’oxygene. La production d’énergie et la
réduction de I’oxygéne se font au niveau de la chaine de transport d’électrons (ECT), appelée
également chalne mitochondriale. Elle est située au sein de la membrane interne de la
mitochondrie. Elle est composée de quatre complexes protéiques : le complexe | (NADH
ubiquinone réductase), le complexe Il (succinate ubiquinone oxydoréductase), le complexe
(ubiguinone cytochrome C oxydoréductase) et le complexe IV (cytochrome C oxydase). Le
catabolisme des nutriments pris en charge par les voies métaboliques telles que le cycle de
Krebs, la B-oxydation des acides gras, ou encore la dégradation des acides aminés permet de
générer, entre autres, du NADH (Nicotinamide adénine dinucléotide) et du FADH (Flavine
adénine dinucléotide). Les électrons issus de ces équivalents réduits vont étre transférés
respectivement aux complexes | et Il puis cheminer le long de la chaine respiratoire. Ce flux
d’électrons permet le pompage des protons par les complexes |, lll et IV vers I’espace inter-

membranaire créant ainsi un gradient électrochimique. Le retour des protons dans la matrice
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par la NADP synthase permet de coupler la synthése d’énergie (ATP) et la réduction de
I’oxygéne respectivement au niveau des complexes V et IV :

O,+4e +4H" > 2H,0

Néanmoins, une partie de I'oxygéne (< 4%) dissous dans le cytoplasme n’est pas réduite
convenablement a cause des fuites d’électrons (Kim and Byzova, 2014). Les électrons
s’échappant des complexes | et Il de la chaine respiratoire, interagissent directement avec
I’oxygéne et donnent naissance, en plusieurs étapes successives, a différents types de ROS
(Kim and Byzova, 2014). Tout d’abord, I'oxygéne va étre réduit une premiere fois en radical
superoxyde (02*), une espéce chimique jouant a la fois le réle d’oxydant et de réducteur au
cours d’une réaction de dismutation :

0, +e =2 0

La superoxyde dismutase (SOD), une métallo-enzyme, va ensuite catalyser la dismutation du
02" en molécule d’eau et en peroxyde d’hydrogéne (H,03) :

2 0, + 2H* 2 0, + H,0,

Ce dernier réagit avec le fer ferreux, par la réaction de Fenton, et donne naissance a la plus
délétere des espéces radicalaires, le radical hydroxyle (*OH) :

H,0;, +FeZ* & HO™ + Fe3* + *OH

Le niveau d’H,0; peut également étre régulé par I'enzyme héminique catalase (CAT) ou par la
glutathion peroxydase (GPx) pour respectivement accélérer sa dismutation ou réduire le
glutathion et ainsi générer des molécules d’eau. L'oxygéne peut également générer en
cascade d’autres ROS secondaires comme les radicaux peroxyles (ROO*) qui, a leur tour,
généerent des hydroperoxydes (HOQO®) puis des radicaux alkoxyles (RO*) (Figure 3) (Lee and
Wei, 2007; Madamanchi and Runge, 2007).

2-2) Autres sources de production de ROS : les enzymes

Il existe plusieurs enzymes productrices de ROS comme par exemple, les enzymes du

réticulum endoplasmique (cytochromes Pasg), les peroxysomes, les lysosomes et les enzymes
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du noyau (cytochromes oxydases). Seulement 3 enzymes, la NADPH oxydase membranaire, la
xanthine oxydase et la NO synthase, jouent un réle majeur dans la génération des ROS dans

le systéme vasculaire.

2-2-1) La NADPH oxydase membranaire
La NADPH oxydase membranaire, dite NOX, est une enzyme catalysant la réduction de 'O, en
utilisant du NADPH comme donneur d’électron pour produire 0" :

2 02 + NADPH - 2 02* + NADP* + H*

Sept isoformes ont été identifiées chez les mammiferes parmi lesquelles NOX1, NOX2, NOX4
et NOX5, exprimées de maniere variable dans le systéme vasculaire. Les NOX vasculaires sont
exprimées dans les cellules endothéliales (NOX1, NOX2, NOX4 et NOX5), les CML (NOX1,
NOX4, NOX5), les fibroblastes (NOX2, NOX4) et les monocytes, macrophages, neutrophiles ou
cellules T (NOX2) (Drummond et al., 2011). L’activation des NOX peut survenir a la suite de
divers stimuli tels que I'angiotensine Il (Ang Il), I'insuline, la thrombine, le TNF-q,, les facteurs
de croissance comme le PDGF ou encore le VEGF (Brandes and Kreuzer, 2005; Dikalov et al.,
2008). Les stimuli pathologiques tels que I’hypertension, I’hypercholestérolémie et
I’hyperglycémie, peuvent également activer les NOX (Ellulu et al., 2016; Loffredo et al., 2012;
Santilli et al., 2015). L’ensemble de ces stimuli modifie I’activité ou I'expression des NOX,
augmentant ainsi la production des ROS au niveau vasculaire (Guichard et al., 2006; Li et al.,

2014; Migdal and Serres, 2011; Sumimoto, 2008).

2-2-2) La xanthine oxydase
La xanthine oxydase (XO) est une autre source enzymatique de ROS, principalement
identifiée dans les cellules endothéliales et le plasma (Guzik et al., 2006; Harrison et al., 2003).
Elle intervient dans I’oxydation de la xanthine produisant ainsi de I'O,* et de I’'H,0, (Harrison,
2004) :
xanthine + 2 O, + H,0 - acide urique + 2 02* + 2 H*

L'exposition des cellules endothéliales a la contrainte de cisaillement oscillatoire entraine
I"activation de la XO (McNally et al., 2003). L’activation de la XO est également stimulée en

présence de I’Ang Il ou de I’'H,0; dans les cellules endothéliales (Dikalov et al., 2008; Guzik et
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al., 2006; Landmesser and Drexler, 2007). Cette activation entraine une production accrue de

ROS.

2-2-3) L'oxyde nitrique synthase

L’oxyde nitrique synthase (NOS) contribue également a la production des ROS. Il existe
trois isoformes de NOS : neuronale (nNOS), endothéliale (eNOS) et inductible (iNOS). La eNOS
est un homo-dimere actif constitué de deux oxygénases et de deux réductases. Chacun des
dimeres est relié par un cofacteur, BH4 (tétrahydrobioptérine), essentiel pour la synthése du
monoxyde d’azote. Le réle de BH4 est d’assurer, en interagissant étroitement avec les deux
sous-unités oxygénases, le bon transfert des électrons depuis le NADPH vers le site de fixation
de la L-arginine. Cette interaction avec I’oxygéene donne lieu a I’oxyde nitrique (NO®) et a la L-
citrulline :

2 L-arginine + 3 NADPH + 3 H* + 4 O2 2 2 NO* + 2 L-citrulline + 3 NADP* + 4 H,0

En cas de biodisponibilité faible ou d’absence de BH4 ou encore d’un faible apport en
arginine, les deux sous-unités oxygénases de la eNOS fonctionnent de fagcon indépendante.
Nous assistons alors a la production simultanée, d’'une part du NO et d’une autre part du O0,* :
on parle alors de découplage de la eNOS (Schmidt and Alp, 2007) :

2 0, + NADPH > 2 0;* + NADP* + H*

Les molécules de NO* et O,* ainsi formées réagissent ensemble pour former I'ion peroxynitrite
(ONOO*), pro-oxydant tres réactif et hautement athérogéne (Figure 3) :

02"+ NO - ONOO*
Par ailleurs, la forme inductible de NOS (iNOS), exprimée dans le systéme vasculaire dans des

conditions d'infection ou d'inflammation, produit également du NO*® en quantité importante

(Vallance and Chan, 2001).
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Figure 3. Les principales sources cellulaires de ROS. Le radical superoxyde (0,%) est essentiellement produit
par la chaine respiratoire mitochondriale, la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, le réticulum endoplasmique et

la NOS découplée. La superoxyde dismutase (SOD) transforme le 0,* en H,0; qui sera détoxifié par la glutathion
peroxydase, la peroxyrédoxine ou la catalase. NO® et O,* réagissent ensemble pour former I'ion peroxynitrite
(ONOO*). L’H,0, par la réaction de Fenton, donne naissance notamment & la plus délétére des espéces

radicalaires, le radical hydroxyle (*OH) (Penney and Roy, 2013).

3) Role physiologique des ROS au sein de la paroi vasculaire

Dans des conditions d’homéostasie redox, les ROS sont produites et jouent un role de
molécule signal capable de réguler des fonctions cellulaires aussi importantes que I’'apoptose,
I’angiogenese, la croissance, la prolifération ou encore de moduler I'activité des facteurs de

transcription (Freed and Gutterman, 2013).

Dans la paroi vasculaire, les cellules endothéliales sont exposées au flux sanguin, ce qui
produit un stress mécanique essentiel au maintien de I’'homéostasie de ces cellules. Le stress
de cisaillement laminaire favorise la production d’0,* et H,O; induits par les NOX. Cela active
par la suite les eNOS qui vont générer du NO, qui joue un réle primordial dans I’lhoméostasie
vasculaire en protégeant les cellules endothéliales (Breton-Romero et al., 2012). Le NO°®
empéche I'adhésion et la migration des leucocytes, la prolifération des CML, I'adhésion et

I"agrégation plaquettaires. Il posseéde une capacité antiathérogene globale et exerce des effets
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vasoprotecteurs (Férstermann and Sessa, 2012; Sena et al., 2013). De plus, le NO* inhibe
I’apoptose induite par I’Ang Il en inhibant la voie des caspases, essentielle pour déclencher le

programme de mort cellulaire (Dimmeler et al., 1997).

L’activation de NOX2 et NOX4 induite par le facteur de croissance VEGF entraine une
production de ROS dans les cellules endothéliales (Evangelista et al., 2012; Maraldi et al.,
2010). Cette génération de ROS permet de stimuler les voies de signalisation, notamment Akt
et ERK, contré6lées par le VEGF. La production VEGF-dépendante des ROS va donc, dans des
conditions physiologiques, favoriser I’'angiogenése, la prolifération et la survie des cellules
endothéliales (Colavitti et al., 2002; lkeda et al., 2005; Kaplan et al., 2011; Yamaoka-Tojo et
al., 2004).

A des doses physiologiques, les ROS jouent un role essentiel dans la signalisation et la
régulation de fonctions fondamentales au niveau cellulaire. L’homéostasie redox, caractérisée
par I’équilibre entre le niveau des ROS et les systémes antioxydants, est garante du maintien

de toutes les fonctions cellulaires dépendantes des ROS.

4) Les systemes de défense antioxydants

Dans les cellules, plusieurs systemes antioxydants, enzymatiques ou non, existent.
Parmi les antioxydants non-enzymatiques, nous pouvons citer la vitamine C (acide
ascorbique), la vitamine E (a-tocophérol), le glutathion (GSH), les caroténoides, les
flavonoides, les polyphénols ou I'acide urique. Ce sont des composés de faible poids
moléculaires, souvent apportés par I'alimentation, en particulier les fruits et légumes. A titre
d’exemple, I'apport en vitamine C est nécessaire pour protéger le cofacteur BH4 contre
I’oxydation et par conséquent, permet de stabiliser indirectement la eNOS afin de fournir des
conditions optimales pour la synthése du NO*® dans les cellules endothéliales (Heller et al.,
2001). Les oligoéléments comme le sélénium (présent dans les noix, les brocolis ou Iail), le
cuivre (présent dans le son, le seigle, le foie de veau) ou le zinc (présent dans la viande, le
poisson, les céréales complétes et les légumes) agissent comme cofacteurs d’enzymes
antioxydantes selon leur concentration (Arigony et al., 2013). Parmi les systémes antioxydants

majeurs, de nature enzymatique, nous pouvons citer la superoxyde dismutase (SOD), la
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glutathion peroxydase (GPx), la catalase, la glutarédoxine, la thiorédoxine réductase (TrxR) et

la thiorédoxine (Trx) (Valko et al., 2007).

4-1) La superoxyde dismutase

C'est une métalloprotéine représentant une des premieres lignes de défense
oxydante. Elle assure la transformation de I’anion superoxyde O;* en H;0; et en O par une
réaction de dismutation. Chez I’homme, il existe 3 isoformes de superoxyde dismutase (SOD).
La SOD1 (Cu/Zn-SOD1) est une enzyme soluble du cytoplasme et de I'espace inter-
membranaire mitochondrial. La SOD2 (Mn-SOD2) existe dans la matrice mitochondriale alors
que 'isoenzyme SOD3 (Cu/Zn-SOD3) est sécrétée, notamment par les macrophages et les CML
(Fukai and Ushio-Fukai, 2011). L'expression et la sécrétion de SOD3 sont induites par des
facteurs vasoactifs comme I’Ang Il ou I'histamine et inhibées par I’homocystéine. La
diminution du taux d’0,* par la SOD limite ainsi la transformation du NO* en ONOO* et
préserve I'intégrité fonctionnelle des cellules endothéliales (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).
Une activité élevée de SOD1 permet une protection contre les lésions vasculaires,
particulierement I'athérosclérose chez la souris (Liu et al., 2004; Tribble, 1999). Par ailleurs,
une diminution de I'activité enzymatique de la SOD a été observée chez ’lhomme, lors d’une
coronaropathie (Gupta et al.,, 2009). L’enzyme SOD2, en modulant le niveau des ROS
mitochondriales, limite les dysfonctions endothéliales et I'apoptose et joue donc un réle
protecteur contre le développement de I'athérosclérose (Liu et al., 2004; Madamanchi and
Runge, 2007; Madamanchi et al., 2005b; Papaharalambus and Griendling, 2007; Tribble,
1999).

4-2) Le systeme glutathion

Le glutathion est un tripeptide (Glu-Cys-Gly) présent sous forme réduite (GSH) et
souvent retrouvé dans les agrumes. C'est un bon indicateur du niveau de peroxydation
organique c’'est a dire de I'état redox intracellulaire, puisque dans des conditions
physiologiques, la forme réduite (GSH) prédomine par rapport a la forme oxydée (GSSG). Il
possede des propriétés réductrices puisque le tripeptide est constitué d’'un groupement thiol
issu de la cystéine permettant de piéger facilement les ROS. C’est un substrat réagissant

spécifiquement avec la glutathion peroxydase (GPx) pour réduire les molécules oxydées et
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limiter les dommages oxydatifs au niveau cellulaire. La GPx est une enzyme cytosolique qui
catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygéne, ainsi que la réduction
des radicaux peroxyde en alcool et en oxygéne. A l'issue de cette réaction, le glutathion est
sous forme oxydée. Il est régénéré par la glutathion réductase qui fait appel a la NADPH

provenant des mitochondries.

Plusieurs isoformes de la GPx sont connues dont I'isoforme prédominante, la GPx1.
Des expériences ont révélé qu’'un déficit en GPx1 entraine une augmentation de la
concentration des ROS dans la paroi aortique ainsi qu'une augmentation du stress oxydatif
global. La carence en enzyme antioxydante GPx1 accélére et modifie également la progression
des lésions athéroscléreuses chez les souris ApoE”" (Torzewski et al., 2007). L'absence de la
GPx1 fonctionnelle accélere le processus athérogene associé au diabéte par I'induction de
marqueurs pro-inflammatoires et profibrotiques chez les souris ApoE”" rendues diabétiques
avec la streptozotocine (Lewis et al., 2007). L’activité de la GPx1 est diminuée chez les patients
atteints de coronaropathie (Blankenberg et al., 2003). De plus, des études ont montré que la
surexpression de I'isoforme GPx4 protége les souris ApoE”- contre le développement de
I’athérosclérose en diminuant la peroxydation lipidique et en inhibant la sensibilité des

cellules vasculaires aux lipides oxydés (Guo et al., 2008).

4-3) Le systeme de la thiorédoxine

La thiorédoxine (Trx) est une protéine ubiquitaire a activité antioxydante. Elle se
régénere sous l'action du NADPH et de la thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde un
groupement sélénocystéine dans son site actif. Elle intervient dans la dégradation des
peroxydes lipidiques, du peroxyde d’hydrogene ainsi que dans la régénération du radical
ascorbyl en acide ascorbique. La Trx exerce des actions antioxydantes directes et indirectes et
joue un réle vasoprotecteur. Cette protéine fera I'objet d’une description plus approfondie
dans le chapitre 4.

En réponse a certains facteurs externes (traumatismes, UV, tabagisme...) ou internes
(vieillissement, inflammation...) le niveau des ROS cellulaires augmente et dépasse les limites
physiologiques. Un déséquilibre entre le niveau des ROS et les capacités antioxydantes

s’installe, c’est le stress oxydatif. Les dommages oxydatifs touchant les macromolécules
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(protéines, ADN, lipides...) entrainent des dysfonctions cellulaires impliquées dans

I'installation et I'aggravation d’un grand nombre de pathologies, notamment I’athérosclérose.

5) Role physiopathologique des ROS, implication dans I’athérosclérose

Le stress oxydatif entraine non seulement des dommages directs et irréversibles des
macromolécules mais perturbe également toutes les voies de signalisation dépendantes de
I’état redox au sein de la paroi artérielle (Minzel et al., 2017; Stocker and Keaney, 2004).
L’exemple type de ces perturbations réside dans la voie de signalisation vasculo-protectrice
dépendante du NO*. L’inactivation du NO®, suite a sa réaction avec I’anion superoxyde et la
formation de I'ion peroxynitrite (ONOO*®), entraine la perte des effets anti-inflammatoires et
vasodilateurs, deux fonctions majeures au sein de la paroi vasculaire. La diminution de la
biodisponibilité du NO*® est responsable du dysfonctionnement endothélial qui correspond a
I’étape initiatrice du processus athérogene (Blough and Zafiriou, 1985; Gryglewski et al., 1986;
Heitzer et al., 2001; Miller et al., 1998). De plus, le peroxynitrite déclenche I'oxydation de
petites molécules antioxydantes comme le glutathion et le cofacteur BH4 (Szabd et al., 2007).
La baisse de la biodisponibilité de ce cofacteur est responsable du découplage de la eNOS qui
induit la production du superoxyde (0,*) au détriment du NO*, aggravant I'état d’oxydation
au sein de la paroi artérielle (Harrison et al., 2010; Laursen et al., 2001). Par ailleurs, O,* est
le précurseur de I’'H,0; qui peut se convertir en OH". En raison de sa forte réactivité, OH peut
endommager la plupart des compartiments cellulaires et contribuer, avec I’H,0,, a I'oxydation
des LDL dans la paroi vasculaire (Minzel et al., 2017; Peluso et al., 2012). Les LDLox sont
cytotoxiques pour les cellules vasculaires et favorisent l'inflammation en augmentant
I'infiltration des monocytes dans I'espace sous-endothélial contribuant par la suite a la

formation des cellules spumeuses (Tsimikas and Miller, 2011).

Les macrophages, principaux constituants cellulaires des plaques d’athérosclérose,
sont largement influencés par les ROS. Ces derniers et les LDLox augmentent la libération du
facteur GM-CSF et de la chimiokine MCP-1, entrainant |’attraction et I'adhérence des
monocytes a I’endothélium vasculaire (Garrido-Urbani et al., 2014; Hansson and Libby, 2006).
L'augmentation des ROS peut également activer des facteurs de transcription sensibles a I’état

redox (NF-kB, AP-1, HIF-1, IGF-1), stimuler la production des cytokines pro-inflammatoires
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(TNF-q, IL-2, IL-1B ...) et de protéines d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, MCP-1, Sélectine E). Ces
facteurs favorisent I'installation de I'inflammation et les interactions endothélio-leucocytaires
ou provoquent I'accumulation des macrophages et leur transformation en cellules spumeuses

(composante lipidique de la plaque d’athérome).

L'impact biologique des ROS dépend non seulement de leur quantité mais aussi de leur
nature chimique, leur localisation dans les tissus, leur taux de formation et de dégradation.
L'ensemble de leurs perturbations induit un remodelage pathologique de la paroi artérielle et,
dans ce contexte pro-oxydant, les macrophages jouent un réle majeur a tous les stades de

I’athérogeneése.
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Chapitre 3

Les macrophages, acteurs majeurs de l'inflammation

L'initiation et la progression de I'athérosclérose dépendent de I'inflammation locale et
de I'accumulation de lipides dans la paroi vasculaire. Bien que de nombreuses cellules soient
impliquées dans le développement de cette pathologie, les macrophages dérivant du réservoir

monocytaire sanguin en sont les principaux contributeurs.

Les monocytes sont produits par la moelle osseuse. IIs sont les descendants des cellules
souches hématopoiétiques, des progéniteurs myéloides (CFU-GEMM), des progéniteurs
granulocytes/monocytes (CFU-GM) et enfin des progéniteurs monocytaires différenciés (CFU-
M). Une fois différenciés en leucocytes, ils migrent dans la circulation sanguine ou ils
séjournent de quelques heures a quelques jours. En réponse a des signaux chimiques
inflammatoires, ils migrent dans les tissus par diapédése afin de se différencier en
macrophages tissulaires. Les monocytes appartiennent au systéme des phagocytes
mononuclés et jouent un réle important dans I'immunité innée et acquise de I'organisme. Ils
permettent le renouvellement continu des populations de macrophages et des cellules
dendritiques afin de maintenir I’homéostasie cellulaire et d’assurer I'immunité innée et

adaptative lors de I'inflammation.

Les macrophages participent a de nombreuses fonctions physiologiques et processus
pathologiques. Ce sont des médiateurs de ’"homéostasie et de la réparation tissulaires ainsi
qgue des médiateurs de la réponse aux agents pathogenes et de la résolution du processus
inflammatoire (Gilroy et al., 2004; Gordon, 2007; Lawrence et al., 2002). Ils jouent un role
central a tous les stades de la maladie, depuis l'initiation de la Iésion jusqu’a la rupture de la

plaque artérielle (Smith et al., 1995).

1) Plasticité phénotypique des macrophages dans I’athérosclérose

La plaque d’athérosclérose est caractérisée par la présence de populations
hétérogenes de macrophages. Exposés a des signaux micro-environnementaux spécifiques,

les monocytes circulants se différencient en macrophages dans la paroi artérielle. Ces
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derniers, sensibles a leur microenvironnement tissulaire, font face aux cytokines, aux lipides
et aux facteurs de croissance (Wolfs et al., 2011). Les macrophages se polarisent et voient leur
phénotype et leur fonction se modifier sous l'influence de ces facteurs. Ces cellules
immunitaires, résidentes ou dérivant des monocytes circulants, sont dotées d’'une grande
plasticité phénotypique (Colin et al., 2014; De Paoli et al., 2014). Elle peut étre évaluée a la
fois par I'expression de nombreux marqueurs de surface et par leur sécrétome. Le concept de
classification des macrophages a été établi dans les années 1960, lorsque le terme d'activation
des macrophages (activation classique) a été introduit pour la premiére fois par Mackaness
dans un contexte d'infection pour décrire I'activité microbicide des macrophages (Mackaness,

1962).

1-1) Les phénotypes conventionnels

Classiguement, le concept d'hétérogénéité des macrophages distingue deux
phénotypes extrémes, les macrophages M1 pro-inflammatoires et les macrophages M2 anti-
inflammatoires. Ces deux types de macrophages sont les plus couramment étudiés par la

communauté scientifique et sont considérés comme conventionnels.

1-1-1) Le phénotype M1 : profil pro-inflammatoire

Des facteurs, comme les cytokines inflammatoires TNF-a, IL-1B ou les produits
bactériens tels que les lipopolysaccharides (LPS), entrainent seuls ou en combinaison
I"activation "classique" des macrophages vers un phénotype M1 (Mantovani et al., 2009)
(Figure 4). Les lymphocytes T auxiliaires activés (Thl) sécrétent des facteurs, comme
I'interféron-gamma (IFN-y), qui activent également ces macrophages (Dalton et al., 1993). Les
protéines TNF-o. ou CD86 représentent les marqueurs caractéristiques des macrophages de
type M1. Les macrophages M1 vont ainsi sécréter des cytokines pro-inflammatoires comme
les interleukines IL-6, IL-1f3, IL-12 et IL-23 ainsi que le TNF-a (Mosser, 2003; Verreck et al.,
2004). Ces sécrétions contribuent a l'installation d’une réponse inflammatoire au niveau

tissulaire.
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1-1-2) Le phénotype M2 : profil anti-inflammatoire

L’activation "alternative" des macrophages, par les cytokines anti-inflammatoires
telles que IL-4, IL-13 et IL-10 sécrétées par les lymphocytes T auxiliaires (Th2), correspond au
phénotype M2 (Gordon, 2003; Gordon and Martinez, 2010; Stein et al., 1992; Verreck et al.,
2004) (Figure 4). Les macrophages M2 jouent un rbéle majeur dans la résolution de
I'inflammation et la réparation tissulaire. De plus, les équipes de Bouhlel et al. et Ohashi et al.
démontrent que respectivement les récepteurs nucléaires PPAR-y (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors gamma) et I'adiponectine orientent également les macrophages vers un
phénotype M2 (Bouhlel et al., 2007; Lovren et al., 2010; Ohashi et al., 2010). Les récepteurs
au mannose (MR ou CD206) représentent les marqueurs caractéristiques d’un macrophage

de phénotype M2.

Mosser a classé ces macrophages en 4 sous-populations (M2a, M2b, M2c et M2d)
(Mosser and Edwards, 2008). Les interleukines IL-4 et IL-13 orientent les macrophages vers un
phénotype M2a. Ils expriment des taux élevés du récepteur du mannose (CD206) a leur
surface et sécrétent des facteurs pro-fibrotiques tels que la fibronectine, les facteurs de
croissance IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et TGF-B (Transforming Growth Factor béta),
contribuant a la réparation tissulaire (Lee et al.,, 2001). Les macrophages M2a sont ainsi
nommeés "macrophages cicatrisants". Les macrophages M2b sont induits par les complexes
immuns (IC) en combinaison avec le LPS ou I'lL-1p (Martinez et al., 2008) et les macrophages
M2c sont induits par les glucocorticoides ou la combinaison entre le M-CSF et I'lL-10 ou le TGF-
B (Zizzo and Cohen, 2013). Ce sont des macrophages appelés "macrophages régulateurs" car
ils présentent des niveaux d’expression élevés de la tyrosine kinase MerTK (Myeloid-
epithelial-reproductive Tyrosine Kinase) qui leur fournissent une capacité d’efferocytose
élevée (Martinez et al., 2008; Zizzo et al., 2012). lls phagocytent les macrophages M1 en
apoptose, ce qui résout I'état inflammatoire. Les macrophages M2d sont induits par co-
stimulation avec les ligands du récepteur Toll-like (TLR) et les agonistes du récepteur Aade
I’adénosine (A2R). La signalisation de I'adénosine supprime I’expression du TNF-a, de I'IL-13
et de I'lFN-y et confére un profil pro-angiogénique aux macrophages, induisant I’expression
de linterleukine IL-10 et du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Ferrante et

al., 2013; Pinhal-Enfield et al., 2003).
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Ainsi, I"accumulation des macrophages M2 réduit l'inflammation et induit le

remodelage, la réparation tissulaire et un potentiel angiogénique via leur capacité
d’efferocytose et la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires et de facteurs de croissance
(Jetten et al.,

2014; Mantovani et al., 2004, 2009; Odegaard and Chawla, 2008; Stein et al.,

1992).

1-2) Les autres phénotypes de macrophages

La polarisation des macrophages au sein de la plaque d’athérosclérose est plus
complexe que ce que décrit le paradigme M1 et M2. Outre les macrophages de type M1 et
M2, d’autres phénotypes de macrophages coexistent au sein de la plaque d’athérosclérose
chez 'homme et la souris. Ces sous-populations de macrophages ont été identifiées et
caractérisées : les macrophages Mhem, Mox , M4, HA-mac et M(Hb) (Figure 4). Dans notre

étude, nous nous sommes uniquement intéressés aux deux phénotypes conventionnels.

Monocytes

IFNv LPS, oxLDL,
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M4 (H)
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Figure 4. Apercu des différentes sous-populations de macrophages existantes au sein de la plaque
d’athérosclérose. Au niveau des Iésions athérosclérotiques, les macrophages adoptent un phénotype
distinct en réponse a différents stimuli spécifiques. Les macrophages M1 et M4 ont des propriétés pro-
inflammatoires, pro-oxydantes, et pro-athérogénes, contrairement aux macrophages M2, Mhem,
M(Hb) et Mox. Les différentes sous-populations peuvent étre identifiées par des marqueurs apparentés
(TNF-¢, CD86, HMOX-1,...) (Colin et al., 2014).
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Au cours des derniéres années, les résultats dans le domaine de l'immuno-
métabolisme ont établi un lien entre I'état du métabolisme énergétique des différents

phénotypes de macrophages et leurs fonctions (O’Neill and Pearce, 2016).

2) Plasticité métabolique des macrophages

Les voies métaboliques jouent un réle majeur dans la fonction des cellules
immunitaires dont les macrophages. La glycolyse, le cycle de I’acide tricarboxylique (TCA), la
voie des pentoses phosphates (PPP), I'oxydation des acides gras (FAO), la synthése des acides
gras et le métabolisme des acides aminés sont des voies métaboliques formant un réseau de
réactions biochimiques hautement interconnectées, requises pour générer des produits
métaboliques (O’Neill et al., 2016). Les macrophages, en réponse a leur microenvironnement,
adoptent un profil métabolique unique pour accomplir des fonctions spécifiques
(inflammation, réparation, résolution de l'inflammation, efferocytose...) (Biswas and

Mantovani, 2012).

2-1) Profil métabolique des macrophages M1

Dans les macrophages de type M1, des facteurs comme le LPS et I'lFN-y déclenchent
une surexpression du transporteur de glucose GLUT-1, ce qui entraine une augmentation du
transport du glucose extracellulaire (Freemerman et al., 2014) (Figure 5). Le glucose est
ensuite phosphorylé par I’hexokinase en Glucose-6-Phosphate (G6P) qui est a son tour
métabolisé via la glycolyse et la voie PPP pour étre transformé en pyruvate. Ce métabolite est
alors soit converti en lactate par la lactate déshydrogénase, soit introduit dans le cycle TCA.

La voie PPP est une branche oxydante qui produit du NADPH, un cofacteur nécessaire
pour maintenir I’équilibre redox cellulaire. La synthése accrue de NADPH est essentielle pour
la régénération des antioxydants comme le glutathion ; elle alimente également les voies de
production du NO et des ROS via respectivement iNOS et NOX (Ham et al., 2013). Le NADPH
interagit étroitement avec le métabolisme des acides aminés qui module aussi les fonctions
du macrophage puisque I'arginine est métabolisée par la NOS pour générer de I’oxyde nitrique

(NO) et de la L-citrulline.

Dans les macrophages M1, le cycle TCA présente une double interruption, au niveau

d’une part de la succinate déshydrogénase et d’autre part de l'isocitrate déshydrogénase
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(Cordes et al., 2016; Lampropoulou et al., 2016) ; cela entraine I'accumulation de deux
métabolites, le citrate et le succinate. Le citrate, une fois exporté dans le cytoplasme, alimente
la voie de biosynthése des acides gras (la lipogenése).

L'accumulation du succinate, également alimentée par le métabolisme de la
glutamine, conduit a la stabilisation du facteur de transcription HIF-1o impliqué dans la
transcription de génes pro-inflammatoires et glycolytiques (Figure 5) (Geeraerts et al., 2017,
Hayashi et al., 2004; Tannahill et al., 2013). Des études récentes ont montré que le succinate
contribue également a I'induction de la production de ROS par la mitochondrie (Mills et al.,
2016).

Enfin, dans le macrophage M1, étant donné que le cycle TCA est rompu et que la
production de NO inhibe la chaine respiratoire, la phosphorylation oxydative (OXPHOS) est
fortement diminuée (Clementi et al., 1998). La perturbation de I’OXPHOS, démontrée par Van
den Bossche, empéche la repolarisation du macrophage M1 vers un phénotype M2 (Van den

Bossche et al., 2016).
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Figure 5. Schéma représentant les voies métaboliques impliquées dans les macrophages pro-
inflammatoires de phénotype M1. Le métabolisme des macrophages M1 se caractérise par une
glycolyse augmentée, un flux a travers la voie PPP accru, une synthése d’acides gras et un cycle TCA
interrompu entrainant une accumulation de succinate et de citrate. L’ensemble des métabolites ainsi
générés participe et contribue aux fonctions pro-inflammatoires du macrophage (Geeraerts et al.,
2017).

2-2) Profil métabolique des macrophages M2

Contrairement aux macrophages M1, les macrophages M2 produisent
préférentiellement de I’ATP a partir du cycle TCA couplé a I’'OXPHOS et ce, au détriment de la
glycolyse (Galvan-Pefia and O’Neill, 2014) (Figure 6). De plus, des cytokines anti-
inflammatoires comme I'IL-4, stimulent I’expression de la sedoheptulose kinase (CARKL).
Cette kinase régule négativement la voie PPP. A I'inverse, CARKL est plutdt inhibée par les
stimuli inflammatoires (LPS, ...) (Haschemi et al., 2012). Le métabolisme énergétique des

macrophages M2 est orienté vers la B-oxydation des acides gras. Les lipoprotéines, telles que
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les LDL ou les VLDL, sont les principales sources d’acides gras. Elles sont transportées via les
récepteurs scavengers (CD36) présents a la surface des macrophages M2, puis acheminées
vers les mitochondries a I'aide de la carnitine O-palmitoyltransférase 1A (CPT-1A) (Huang et
al., 2014; Malandrino et al., 2015). Les acides gras transformés en acétyl-CoA vont entrer dans
le cycle TCA également alimenté par le catabolisme de la glutamine (Jha et al., 2015; Vats et
al., 2006). L’activité accrue du cycle TCA est couplée a une production de quantité élevée

d’ATP suite a I'induction de I’OXPHOS.

Enfin, I'activité de I'arginase-1 (ARG-1) permet la synthése de I'urée et de la L-ornithine
et ensuite la production a la fois de L-proline et de polyamines. Les acides aminés L-proline
sont essentiellement utilisés pour la synthése du collagéne contribuant a la réparation
tissulaire, une des caractéristiques fonctionnelles du macrophage de phénotype M2
(Geeraerts et al., 2017; Koelwyn et al., 2018; Rath et al., 2014). De plus, le catabolisme accru
des lipides réduit leur accumulation et contribue aux réponses anti-inflammatoires

caractéristiques des macrophages de phénotype M2.

L'ensemble de ces données montre que le métabolisme énergétique des macrophages

constituerait le lien entre le microenvironnement et I'orientation phénotype et fonctionnelle

de ces cellules.
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Figure 6. Schéma représentant les voies métaboliques impliquées dans les macrophages anti-
inflammatoires de phénotype M2. Le métabolisme des macrophages M2 se caractérise par une
glycolyse diminuée et une régulation négative de la voie PPP qui ralentissent le flux du glucose. Les
macrophages M2 produisent principalement de I’ATP a travers le cycle TCA couplé a la phosphorylation
oxydante (OXPHOS). Pour alimenter le cycle TCA, les macrophages M2 dépendent de I'oxydation des
acides gras et du métabolisme de la glutamine. L’ensemble des métabolites ainsi générés participe et
contribue au profil anti-inflammatoire du macrophage (Geeraerts et al., 2017).

3) Les macrophages et la genése de l'inflammation au sein de la plaque

d’athérosclérose

Des macrophages de phénotype différent coexistent au sein de la plague
d’athérosclérose caractérisée par un microenvironnement complexe ou se retrouvent des
réactions inflammatoires (cytokines, chimiokines...), des lipides (LDLox, cristaux de
cholestérol, acide gras) (Adamson and Leitinger, 2011)) et des ROS. Ce microenvironnement
favoriserait une polarisation des macrophages préférentiellement vers un phénotype

dominant de type M1 (40% M1 et 20% M2) comme I'ont démontré Kadl et al. au sein de la
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plague d’athérome murine (Kadl et al., 2010). De méme, des études récentes indiquent que
les macrophages M1 prédominent dans les plaques symptomatiques humaines, en particulier
dans des zones vulnérables (régions de "I’épaule" de la plaque), alors que les macrophages
M2 dominent dans la coiffe fibreuse, riche en collagéne. Les macrophages M1 et M2
coexistent donc au sein de la plaque et aujourd’hui, il est bien établi que si le rapport des
macrophages M1/M2 est augmenté, basculant en faveur des macrophages M1
inflammatoires, ce déséquilibre signe I’aggravation et explique la vulnérabilité de la plaque

d’athérosclérose humaine (Roma-Lavisse et al., 2015; Stoger et al., 2012).

De plus, les macrophages sont dotés de différents récepteurs présents a leur surface
membranaire tels que les récepteurs TLR (Toll like receptor) et les récepteurs scavengers
(CD36, SR-A, ..). Ces récepteurs respectivement activent I'expression de cytokines
inflammatoires et captent massivement les LDLox pour se transformer en cellules spumeuses
(Li and Sun, 2007; Steinberg, 2002). lIs stimulent la production de facteurs de croissance (GM-
CSF, M-CSF) pour maintenir le développement, la prolifération et la survie du macrophage
(Clinton et al., 1992; Smith et al., 1995). Les macrophages participent a I’angiogenése et a la

réparation tissulaire en sécrétant des facteurs pro-angiogéniques (VEGF) (Ramos et al., 1998).

Enfin, les macrophages M1 produisent également des protéases comme les élastases
et les métalloprotéases qui favorisent la dégradation de la matrice extracellulaire fragilisant
ainsi les plaques d’athérosclérose dont la rupture conduit a la formation d’un thrombus

artériel et aux accidents cardiovasculaires (Newby, 2008).

L'ensemble de ces résultats montre bien la contribution majeure des macrophages dans le
processus athérogénique, par leur capacité a adapter leurs phénotypes métabolique et
fonctionnel au microenvironnement complexe de la plaque d’athérome. A ce titre, au sein de
la paroi artérielle, les conditions pro-oxydantes favoriseraient plutét la polarisation des
macrophages vers le phénotype inflammatoire M1, soulignant ainsi un défaut de résolution
du processus inflammatoire nécessaire a la réparation tissulaire. L'une des problématiques
pathologiques majeures de |’athérosclérose résiderait donc dans la compréhension des
mécanismes régissant la transition phénotypique des macrophages, permettant la résolution

inflammatoire, la diminution du stress oxydatif et la réparation tissulaire.
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Chapitre 4

La Thiorédoxine-1, un antioxydant majeur

Comme nous l'avons vu précédemment, pour se protéger des effets délétéres des ROS,
I'organisme dispose de systemes de défenses antioxydantes comme la glutarédoxine, la
catalase, la superoxyde dismutase ou encore la thiorédoxine (Valko et al., 2007). Nous nous
focaliserons essentiellement sur I'un des systémes antioxydants majeurs, le systeme de la
thiorédoxine (Trx). Chez les mammiferes, il existe 3 isoformes de Trx codées par trois génes
différents :

- la Trx-1, ubiquitaire et essentiellement cytosolique. Nous nous intéresserons plus
particulierement a cette isoforme dans ce chapitre.

- la Trx-2, localisée dans les mitochondries. Elle est ubiquitaire avec une expression
particulierement élevée dans le cerveau (Rybnikova et al., 2000). C’'est une protéine
de 18kDa ayant un réle important dans le développement embryonnaire et dans la
prévention du dysfonctionnement mitochondrial (Lowes and Galley, 2011; Nonn et al.,
2003; Spyrou et al., 1997). Par ailleurs, la Trx-2 améliore la fonction des cellules
endothéliales et réduit les lésions athéromateuses des souris ApoE”" (modéle
d’athérosclérose). Ces effets passeraient par la réduction du stress oxydatif et
I’amélioration de la biodisponibilité du NO (Zhang et al., 2007).

- laTrx-3, spécifiquement exprimée dans les testicules et plus particulierement localisée
dans l'appareil de Golgi des spermatocytes et des spermatides. Elle constitue un

nouvel auto-antigéne de sperme (Miranda-Vizuete et al., 2001, 2004).

1) La Trx-1: du géne a la protéine

La Trx-1 a été isolée et caractérisée pour la premiere fois par I’équipe de Reichard en
1964 (Laurent et al., 1964). Le géne codant pour la Trx-1 humaine (hTrx-1), localisé sur le
chromosome 9 sur plus de 13Kb, est organisé en 5 exons séparés par 4 introns (Figure 7). Le
promoteur de la Trx-1 contient deux sites initiant la transcription dont le premier appelé TSS1
se trouve a -110pb par rapport au codon de départ ATG (Tonissen and Wells, 1991). La
transcription du géne de la Trx-1 est améliorée par la présence de trois sites de liaison

spécifique a la protéine 1 (SP1) qui se trouvent en amont de TSS1 (entre -244 et -183pb)
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(Bloomfield et al., 2003). Le deuxieéme site d’initiation appelé TSS2 se trouve a -74pb et est
bordé par une boite TATA-box située a -102pb. La TATA-box se trouvant en aval de TSS1, le
site d’initiation opérationnel du géne de la Trx-1 serait uniquement le TSS2 (Kaghad et al.,

1994) (Figure7).

TSS1 TSS2

ORE | ARE | M | TATA | ATG

-1028 -527 -244 -183  -110 -74 -1

Figure 7. Séquence représentant la région promotrice de la hTrx-1. Le promoteur est composé de deux
sites d’initiation TSS1 et TSS2, de 3 sites de liaison a la protéine SP1, d’une boite TATA-box, d’un élément
ORE (oxidative stress responsive element) et d’un élément ARE (antioxidant response element)
permettant I’activation du géne hTrx-1 (Mahmood, 2014).

Pour tous les organismes vivants, la Trx-1 (12kDa) est trés conservée et est structurée
autour d’un noyau central de cing feuillets B plissés, trois brins B paralléles et deux brins
antiparalléles, entourés de quatre hélices a (Figure 8). Cette disposition lui confere une
structure globulaire compacte et stable a haute température (Aguado-Llera et al., 2011;

Holmgren, 1985; Lee et al., 2013).
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Figure 8. Séquence et structure de la hTrx-1. (A) Séquence de la Trx-1. (B) Représentation de la
structure secondaire et (C) de la structure tridimensionnelle de la Trx-1. La structure se compose de 4
hélices a et d'un feuillet central & 5 brins 8. Le motif C3?XXC3?® conservé est situé a l'extrémité N-
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terminale de I'hélice a2. Les hélices a sont représentées en rouge, les brins 8 en jaune et le site actif
ainsi que la liaison disulfure entre les deux cystéines en bleu (DSSP et PDB : code 1ERT) (Collet and
Messens, 2010).

Un site actif au sein de cette protéine, localisé au début de la seconde hélice a (Figure 8), est
composé de deux résidus cystéine (position 32 et 35) qui bordent de chaque c6té la glycine et
la proline (-Cys32-Gly-Pro-Cys3>-). Cette séquence dithiol (C32XXC3°), hautement conservée a
travers les espeéces, joue un réle fondamental dans les fonctions cellulaires de la Trx-1 (Berndt

et al., 2008; Holmgren, 1968; Lee et al., 2013; Mahmood, 2014).

2) La Trx-1 : les fonctions cellulaires

Depuis sa découverte en 1964, le nombre de publications au sujet de la Trx-1 est en
croissance exponentielle, soulignant I'importance fonctionnelle de cette protéine. Non
seulement elle joue un réle majeur dans le maintien de I’équilibre redox mais assure
également d’autres fonctions cellulaires aussi importantes que la différenciation ou
I’apoptose (Lu and Holmgren, 2012). En témoigne la |étalité de son invalidation chez la souris

homozygote (Trx”). (Matsui et al., 1996; Nonn et al., 2003)

2-1) La Trx-1: r6le majeur dans le maintien de I'équilibre redox

La Trx-1 est une protéine capable, a I’état réduit, de maintenir I'équilibre redox au
niveau cellulaire, via des réactions d’échange de thiol-disulfure. La Trx-1 oxydée est réduite
de manieére spécifique par la Trx réductase (TrxR) dont I’activité dépend du NADPH. Ainsi, le

NADPH, la TrxR et la Trx-1 constituent le "systéeme de la Trx-1" (Figure 9) (Mahmood, 2014).
g)x:dnzed X X Ter FAD NADP+
rotcm
n: _S m FADH, NADPH + H*

Figure 9. Le systeme de la Trx-1. La Trx-1 réduite contribue au maintien d'un environnement réducteur
pour les protéines oxydées. Une fois oxydée, la Trx-1 est régénérée par la thiorédoxine réductase (TrxR)
NADPH-dépendante (Collet and Messens, 2010).
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2-1-1) Le mécanisme redox de la Trx-1

La Cys®? en N-terminale, de la Trx-1 réduite, est sous forme déprotonée et peut donc agir
comme nucléophile en attaquant les ponts disulfures des protéines oxydées (S-S). La fonction
redox de la Trx-1 dérive de cette attaque nucléophile ol les électrons de la Cys32 vont étre
transférés vers la protéine cible. Cette attaque permet alors la formation d’un pont disulfure
entre la Trx-1 et la protéine cible. Leurs thiols C-terminal respectifs ainsi libérés (-SH) vont
ensuite étre activés sous forme de thiolate (-S°) pour permettre la dissociation du complexe.
Enfin, le thiolate porté par la Cys*® C-terminale de la Trx-1 attaque directement la Cys®? N-
terminale de la Trx-1 formant ainsi un nouveau pont disulfure entre les cystéines du site
catalytique de la Trx-1. Par conséquent, la protéine réduite est dissociée de la Trx-1 oxydée.
La TrxR NADPH-dépendante permet ensuite a la Trx-1 de retrouver sa forme réduite et de

redémarrer un autre cycle de réduction (Figure 10) (Collet and Messens, 2010).
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Figure 10. Mécanisme de réduction d’une protéine oxydée sous 'action de la Trx-1. (A) Le thiolate de
la cystéine N-terminale nucléophile attaque le pont disulfure de la protéine oxydée. (B) Il en résulte un
complexe intermédiaire disulfure mixte entre la Trx-1 et la protéine cible. (C) La protéine cible est
ensuite réduite suite & une attaque nucléophile du thiolate C-terminal du motif C32XXC?®et la Trx-1 est
oxydée (Collet and Messens, 2010).

2-1-2) Régénération de la Trx-1 par la TrxR

La TrxR est un homodimére antiparalléle possédant une coenzyme FAD. Ces deux sous-
unités identiques contiennent deux sites actifs, I'un en N-terminal Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys et
I"autre en C-terminal Gly-Cys-SeCys-Gly (il contient une sélénocystéine). Ces deux sites sont
essentiels pour maintenir la Trx-1 a I’état réduit et donc dans un état actif. La premiére étape
implique la réduction de la FAD par le NADPH provenant de la voie des pentoses. Les électrons
provenant du FAD sont ensuite transférés sur le site actif Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys de la méme

sous-unité formant un motif dithiol (-SH). Ce motif n'interagit pas avec la protéine cible mais
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réduit la sélénocystéine (-SH) du site Gly-Cys-SeCys-Gly présent dans la deuxiéme sous-unité
de la TrxR. A partir de 13, les électrons du sélénothiol interagissent avec les cystéines du site
actif de la Trx-1 oxydée pour y réduire le pont disulfure (Figure 11) (Holmgren and Lu, 2010;
Lee et al., 2013).

N

) 7

Figure 11. Réaction de réduction de la Trx-1 par la TrxR. Les électrons transférés du NADPH au FAD

réduisent ce dernier. Les électrons sont ensuite transférés au pont disulfure actif N-terminal du site
CVNVGC présent dans la méme sous-unité de la TrxR pour former un motif dithiol. Ce motif dithiol réduit
le motif sélénényle C-terminal en sélénolthiol du site actif C-terminal GCSeCG de I'autre sous-unité de
I’lhomodimeére de la TrxR. Le motif de sélénolthiol réduit peut ainsi a son tour réduire le pont disulfure
du site actif de la Trx-1 (Lee et al., 2013).

2-1-3) Détoxification des ROS par la Trx-1

La Trx-1 a également un role indispensable dans la régénération des enzymes
antioxydantes comme les peroxiredoxines (Prx) et les méthionines sulfoxydes réductases
(Msr). Les Prx sont une famille de peroxydases réduisant les peroxydes tels que H.0,, les
peroxydes lipidiques et les peroxynitrites. Leur structure cristallographique a révélé que les
Prx forment un homodimere antiparalléle. Les 2 domaines sont reliés par une liaison disulfure
intermoléculaire entre la cys*’ C-terminale d’'un monomeére et la cys'’? C-terminale de I'autre
monomere. Ces deux résidus hautement conservés attribuent a la Prx sa fonction
antioxydante en établissant des cascades d’ oxydoréduction éliminant ainsi les peroxydes. Sa
forme oxydée est régénérée a son tour par la Trx-1 réduite. Il a été démontré que la fonction
de la Prx est étroitement dépendante du pouvoir réducteur de la Trx-1. En effet, I'absence de
régénération de la Prx par la Trx-1 conduit a une augmentation du niveau des ROS et a

I'installation de certaines pathologies telles que I'athérosclérose (Lee et al., 2013; Rhee and

57



Woo, 2011). Par ailleurs, la Trx-1 réduit et régénére une autre réductase qui protege les
cellules contre le stress oxydatif, la méthionine-sulfoxyde réductase (Lee et al., 2013).

Ainsi, la détoxification des ROS par les enzymes antioxydantes est fondamentale pour
le maintien de I'homéostasie rédox. Elle est assurée par des enzymes (Pxr et Msr) dont

I'activité est étroitement dépendante du pouvoir réducteur de la Trx-1.

2-2) La Trx-1, autres fonctions cellulaires

La Trx-1 est localisée principalement dans le cytosol. Malgré I'absence de peptide signal,
la Trx-1 peut également étre secrétée au niveau extracellulaire, par plusieurs types de cellules
dont les macrophages. Elle y exerce des activités autocrines et/ou paracrines. La Trx-1 peut
également étre transloquée dans le noyau ou elle agit sur |’état redox de plusieurs facteurs de
transcription (NF-xB, AP-1, Ref-1, Nrf-2, p53, récepteurs des glucocorticoides, ...), régulant
ainsi I'expression d’un grand nombre de genes. Les effets de la Trx-1 sont régis par des
interactions protéine/protéine et les deux cystéines du site catalytique (Cys>? et Cys®) jouent
un réle important. La localisation cellulaire ainsi que les partenaires spécifiques ciblés sont
deux parametres déterminants pour les implications fonctionnelles de la Trx-1 (Lee et al.,

2013; Mahmood, 2014; Zschauer et al., 2013) (Figure 12).

2-2-1) Trx-1, effets sur la signalisation cellulaire

La Trx-1 interagit avec plusieurs protéines via des réactions d'échange de cystéine
thiol-disulfure : elle module ainsi les fonctions des protéines dans le cytoplasme et interfere
avec des voies de signalisation. Ainsi, la Trx-1 réduite forme un complexe avec la partie N-
terminale d’ASK-1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase-1). Cette association permet de
supprimer l'activité de ASK-1 en la dirigeant vers l'ubiquitination et la dégradation (Liu and
Min, 2002). L'inactivation de ASK-1, via I'interaction avec la Trx-1, entraine une inhibition de
la cascade de signalisation menant a |I'apoptose telles que les kinases JNK (c-Jun N-terminal
Kinases) et p38-MAPK (Ichijo et al., 1997; Saitoh et al., 1998).

Par ailleurs, la Trx-1 peut également se lier a la phosphatase PTEN (Phosphatase and
TENsin homology), inhibiteur de la voie de signalisation de la protéine Kinase B (PKB ou Akt)
en cas de stress oxydatif (Lee et al., 2002). Par conséquent, la liaison entre la Trx-1 et PTEN
entraine I’activation de la signalisation Akt (Meuillet et al., 2004). Dans les macrophages, notre

équipe a récemment démontré que la Trx-1 active, directement ou via I'inhibition de PTEN, la
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voie Akt-2 et favorise la polarisation de ces cellules vers un phénotype M2 anti-inflammatoire
(Couchie et al. Circ.2017).

Par ailleurs, la Trx-1 extracellulaire réduit le pont disulfure de la boucle extracellulaire du
canal calcique homotétramérique, TRPC5. A I'état réduit, le canal active le flux entrant de Ca?*,

modulant ainsi la signalisation cellulaire dépendante du calcium (Xu et al., 2008).

2-2-2) Trx-1, effets nucléaires

Malgré I’absence du peptide de localisation nucléaire (Hirota et al., 1999), la Trx-1 peut
transloquer vers le noyau et assurer la réduction de protéines nucléaires impliquées dans la
synthese et la réparation de ’ADN comme la ribonucleotide réductase (RNR) et la nucléase
APEX-1 qui catalyse la conversion des ribonucléotides en désoxyribonucléotides (ANTP) (Lee
et al., 2013). Par ailleurs, le maintien de I'équilibre redox au niveau du noyau par la Trx-1
conduit a la régulation de I'activité d’un grand nombre de facteurs de transcription contenant
des cystéines, notamment dans leur domaine de liaison a I’ADN. C'est le cas pour les facteurs
Ref-1 (Redox Factor-1), HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-1), AP-1 (Activator Protein-1), Nrf-2
(Nuclear Factor Erythroid-2), Related Factor 2, ER (Estrogen Receptor) et GR (Glucocorticoid
Receptor) (Hirota et al., 1997, 1999; Lillig and Holmgren, 2006; Mahmood, 2014).

La Trx-1 assure la réduction du facteur Ref-1 possédant une double activité: le
maintien de I’équilibre redox et la réparation de I’ADN. En effet, Ref-1 a une localisation
exclusivement nucléaire (Xanthoudakis and Curran, 1992). Son activité redox protege les
résidus cystéine des facteurs de transcription a activité redox-dépendante (HIF-1a, NF-kB,
p53, AP-1, Nrf-2, GR et ER) (Go and Jones, 2010; Schenk et al., 1994). Ref-1 est capable de
moduler |’état redox des résidus cystéine portés par c-Fos et c-Jun, membres du facteur AP-1.
La réduction de c-Fos et de c-Jun par Ref-1 stimule la liaison du facteur AP-1 a I’ADN et cet
effet est induit en présence de la Trx-1 réduite (Abate et al., 1990).

Le facteur NF-kB est un hétérodimeére constitué de deux sous-unités, p50 et p65. La
réduction du résidu cys®? de la p50 facilite la liaison de ce facteur a ’ADN. L’état redox est
donc un facteur déterminant pour I’activation du facteur NF-xB (Flohé et al., 1997). Le systeme
de la Trx-1 régule I'activité du facteur NF-kB par ce mécanisme (Hirota et al., 1999).

La Trx-1 joue également un réle dans la restauration de la fonction des récepteurs des
glucocorticoides en interagissant directement avec son domaine de liaison a 'ADN. La Trx-1

représente un médiateur clé intervenant dans l'interaction entre la signalisation redox
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cellulaire et la transduction du signal médiée par les récepteurs nucléaires (Makino et al.,
1999). Les glucocorticoides, effecteurs périphériques majeurs de I’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien, jouent un rble essentiel dans le rétablissement de I’homéostasie
tissulaire chez I’homme. La liaison des glucocorticoides a son récepteur (GR) entraine la
translocation du dimeére vers le noyau. La liaison a I’ADN et I'activité transcriptionnelle
dépendent étroitement de I'état redox des résidus cystéine des glucocorticoides (Chakraborti
et al., 1992; Simons and Pratt, 1995). Grippo et al. ont démontré la séquestration de la Trx-1
ou la TrxR par un anticorps spécifique, inhibe la liaison des récepteurs des glucocorticoides a
leur ligand. Ainsi, la Trx-1 est nécessaire pour maintenir une conformation "ligand-récepteur"

optimale des GR (Grippo et al., 1985).

2-2-3) Régulation des fonctions cellulaires de la Trx-1

La Trx-1 est une protéine exercant de multiples fonctions. Leur régulation peut étre
modulée a la fois positivement et négativement. Il a été démontré que les résidus cystéine de
la Trx-1 peuvent subir des modifications post-traductionnelles telles que I’oxydation du thiol,
la glutathionylation et la S-nitrosylation qui régulent I’activité de cette protéine. Des données
montrent que I'action anti-apoptotique de la Trx-1 nécessite une S-nitrosylation de la Cys®°.
Cette S-nitrosylation est nécessaire pour éliminer les ROS et pour préserver |'activité redox de
la Trx-1. Elle intervient également dans le contrdle de l'inhibition de I'apoptose exercé par la
Trx-1 en réduisant l'activité de la p38-MAPK. Ainsi, la Trx-1 améliore son effet
cardioprotecteur, ses fonctions régulatrices et anti-apoptotiques redox lorsque la cys® est S-
nitrosylée (Haendeler et al., 2002; Tao et al., 2004). Il est intéressant de noter que les statines
sont capables d’augmenter la nitrosylation de la Trx-1 et de réduire le stress oxydatif
(Haendeler et al., 2004). De plus, il a été montré que la phosphorylation de la thréonine de la
Trx-1 (T!%) joue un réle important dans les effets cytoprotecteurs au niveau des cellules

cancéreuses (Chen et al., 2010).

La protéine TXNIP (Thioredoxin Interacting Protein) également nommée TBP-2 (Trx-
Binding Protein-2) ou VDUP1 (Vitamin D3 Up regulated Protein-1), régule négativement la
fonction redox de la Trx-1. Le TXNIP se lie spécifiquement a la forme réduite de la Trx-1,
inhibant ainsi ses effets réducteurs sur les protéines oxydées et également sur les autres

enzymes anti-oxydantes (TxR et Msr). Une surexpression de TXNIP, en réponse a divers stimuli
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du stress oxydatif, inhibe également l'interaction de la Trx1 avec ASK-1, entrainant |’activation
de la cascade de signalisation apoptotique JNK/p38 Kinase. Une diminution de la prolifération
cellulaire accompagnée d’une mort cellulaire apoptotique élevée est ainsi observée (Junn et
al., 2000; Lillig and Holmgren, 2006). Le TXNIP fonctionne comme un médiateur du stress
oxydatif en inhibant les fonctions cellulaires de la Trx-1. Par ailleurs, il contribue a la
localisation nucléaire de la Trx-1 via sa capacité d’interaction avec l'importine a-1 qui
appartient a la machinerie d’import du cytoplasme vers l'intérieur du noyau a travers les pores
nucléaires (Nishinaka et al., 2004). Il est vraisemblable que dans le complexe TXNIP/Trx-1, le
TXNIP jouerait le réle de protéine d’échafaudage. Outre |’effet inhibiteur de cette interaction,
le complexe pourrait jouer un réle de signalisation important mais variable selon sa

localisation subcellulaire.

3) La Trx-1, le clivage et la genése de la Trx-80

A ce jour, la Trx-1 peut étre clivée apres une lysine autour des résidus 80-84 dans des
conditions non encore clairement élucidées. La protéine tronquée de 10kDa ainsi générée est
nommeée Trx-80 (Pekkari and Holmgren, 2004). Le clivage a lieu essentiellement a la surface
des membranes plasmatiques des monocytes et des macrophages (Pekkari et al., 2000; Sahaf
et al., 1997). C'est en 2012 que furent identifiées les premiéres protéases impliquées dans le
clivage de la Trx-1, dans des lignées cellulaires lymphoblastique (U937) et neuronale (SH-
SY5Y). Ces protéases, nommées ADAM-10 et ADAM-17, appartiennent a la famille des
désintégrines et métalloprotéases et possedent une activité de type a-sécrétase (Figure 12)
(Gil-Bea et al., 2012; Vincent and Checler, 2012). Toutefois, le site de clivage de la Trx-1 qui
conduit a la production de la Trx-80 n’a jamais été caractérisé avec précision et I'implication

des seules protéases ADAM 10 et 17 dans le clivage de la Trx-1 reste a démontrer.
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Figure 12. Effets cellulaires de la Trx-1. Sous forme réduite, la Trx-1 est impliquée dans la détoxification
de I’hydrogéne peroxyde (H20;) par I'intermédiaire de la peroxyredoxine. Elle protege les protéines de
I'oxydation et inhibe I'apoptose. Elle peut étre transloquée dans le noyau et moduler I'activité de
facteurs de transcription sensibles au stress oxydatif. La Trx-1 oxydée peut étre régénérée a I’état réduit
par la TrxR (Trx réductase). Ses fonctions cellulaires sont inhibées suite a son interaction avec son
partenaire "séquestrateur", le TXNIP (Trx-Interacting Protein). La Trx-1 peut étre sécrétée a I'extérieur
des cellules, ot elle exerce des effets auto/paracrines. Le clivage de la Trx-1, sous I'effet des a-
sécrétases ADAM10 et 17, donne naissance a la forme tronquée, la Trx-80.

4) La Trx-1, implication dans les maladies cardiovasculaires

4-1) Implication bénéfique de la Trx-1 dans les maladies

cardiovasculaires

Les roles possibles de la Trx-1 dans la protection vasculaire et la défense antioxydante
dans les maladies cardiovasculaires ont déja été largement discutés (Shioji et al., 2003;
Yamawaki et al., 2003) (Figure 13). La Trx-1 est une protéine inductible lors de la réponse
adaptative au stress oxydatif. Elle est induite dans les cellules endothéliales traitées avec H,0;
(Nakamura et al., 1994), dans le plasma de patients souffrant d'une insuffisance cardiaque ou

présentant un syndrome coronarien aigu et une myocardiopathie (Kishimoto et al., 2001) et
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2005). Ces résultats révelent une association possible entre la concentration de la Trx-1 et la
gravité de l'insuffisance cardiaque, ce qui en fait un potentiel marqueur du stress oxydatif. La
Trx-1 est exprimée dans les cellules endothéliales et les macrophages au sein de la plaque
d’athérome (Takagi et al., 1998). La surexpression de la hTrx-1 chez des souris atténue la
cardiotoxicité induite par I'adriamycine (Shioji et al., 2003). Aprés une ischémie, les cceurs de
ces souris présentent une récupération ventriculaire significativement améliorée et une taille
réduite de l'infarctus du myocarde par rapport aux coeurs de souris sauvages (Turoczi et al.,
2003). De plus, I"'administration de la hTrx-1 réduit les Iésions du myocarde dans un modele
murin d’ischémie-reperfusion, par inhibition de I’activité p38-MAP Kinase de la voie
apoptotique. Cet effet est potentialisé par la S-nitrosylation de la Cys® de la Trx-1 (Tao et al.,
2004). L’équipe de Hilgers a démontré que la surexpression de la hTrx ou I'injection de la hTrx
recombinante chez la souris provoque une diminution de la rigidité artérielle, une meilleure
relaxation de I'endothélium, une production accrue de NO ainsi qu’une diminution de la
production de O,* (Hilgers et al., 2017).

Enfin, au sein de notre équipe, nous avons montré que la Trx-1 oriente les
macrophages vers un phénotype M2 anti-inflammatoire, in vitro et au sein de la plaque
d’athérome dans un modéle murin développant I’athérosclérose (souris ApoE2.Ki). La Trx-1
exerce également des effets anti-inflammatoires en réduisant la production de cytokines

inflammatoires (El Hadri et al., 2012).

L'ensemble de ces résultats montre I'effet anti-inflammatoire, antioxydant et
antiathérogene de la Trx-1 qui lui confere un role protecteur dans les maladies
cardiovasculaires. Ainsi, les différentes fonctions biologiques qu’exerce la Trx-1 montrent son

fort potentiel thérapeutique dans le cadre des maladies cardiovasculaires.
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Figure 13. Réles protecteurs de la Trx dans les maladies cardiovasculaires. La Trx peut prévenir
I'arythmie mortelle et le dysfonctionnement contractile cardiaque en protégeant le canal K* et en

inhibant l'instabilité électrique provoquée par les ROS. La Trx peut atténuer les Iésions d'ischémie-
reperfusion en inhibant |'expression des cytokines pro-inflammatoires, la chimiotaxie, I'activation du
complément et I'adhérence des neutrophiles. La Trx peut aussi prévenir les dommages des CML et des
cellules endothéliales en protégeant I'activité eNOS contre NO et le peroxynitrite. Enfin, la Trx peut
potentialiser le phénotype anti-inflammatoire des macrophages, ce qui réduit considérablement
I’athérogenese (Mahmood, 2014).

4-2) Le clivage de la Trx-1, perte du bénéfice cardiovasculaire

Malgré la conservation du site catalytique C32XXC3>, la Trx-80 est dépourvue d’activité
redox. Son activité ne dépend pas des deux cystéines du site actif de la Trx-1 (Pekkari and
Holmgren, 2004). Il a été montré, dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, que la région
peptidique 21-25 de la Trx-80 peut se lier a la région peptidique 16-20 de I'amyloide-,
empéchant son |"agrégation. La Trx-80 contrecarre donc les effets toxiques de I'amyloide
dans les cellules SH-SY5Y, lignée cellulaire neuronale humaine (Tjernberg et al., 1996). En cas

de déficit de la Trx-80, la polymérisation et la toxicité du peptide amyloide- sont augmentées,
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rendant les neurones plus vulnérables. Une diminution du taux de la Trx-80 provoque des
pertes cognitives associées a la maladie d’Alzheimer (Gil-Bea et al., 2012). A I’encontre de ses
effets bénéfiques centraux dans le cadre des maladies d’Alzheimer, la Trx-80 exerce des effets
délétéres au niveau périphérique, notamment dans le cadre des maladies cardiovasculaires.
En effet, nous avons montré trés récemment que la Trx-80 circulante augmente avec I'age
chez des volontaires sains (Couchie et al., 2017). Notre équipe a mis en évidence que,
contrairement a la Trx-1, la forme tronquée exerce des effets pro-inflammatoires et pro-
athérogénes. La Trx-80 oriente les macrophages murins vers un phénotype pro-inflammatoire
M1 et bloque la polarisation anti-inflammatoire M2. Elle induit également I'expression de
plusieurs facteurs pro-inflammatoires tels que le TNF-o et le MCP-1 dans les macrophages.
Cela contribue a la progression de I'inflammation et de la taille des plaques d’athérome chez
les souris ApoE2.Ki. La capacité de la Trx-80 a promouvoir la différenciation des macrophages
vers un phénotype pro-inflammatoire classique pourrait expliquer ses effets athérogénes
dans les maladies cardiovasculaires (Mahmood et al.,, 2013). La Trx-80 colocalise avec les
macrophages de phénotype M1 au sein de la plague d’athérome humaine (Couchie et al.,
2017). Enfin, la surexpression de la hTrx-80 dans les macrophages de souris transgéniques
ApoE7- contribue a I'exacerbation de I'inflammation et des Iésions vasculaires. L’effet pro-
inflammatoire de la Trx-80 est d{i, du moins en partie, a I'activation de I'inflammasome NLRP3
(Couchie et al., 2017). L'inflammasome NLRP3 est un complexe multiprotéique, composé
d’une protéine Nilrp3, d’une protéine adaptatrice (Asc) et de la procaspase-1. En réponse a la
Trx-80, son assemblage et donc son activation entraine la maturation de la caspase-1 qui clive
la pro-IL-1PB et la pro-IL-18 pour libérer les cytokines IL-1B et IL-18 biologiquement actives. Il
est actuellement bien établi que I'activation de I'inflammasome NLRP3, particuliéerement au
niveau des macrophages, est impliquée dans le processus inflammatoire associé a
I’athérosclérose (Abderrazak et al., 2015). L’ensemble des résultats obtenus au sein de notre
laboratoire a montré que la Trx-80 et l'inflammasome NLRP3 sont impliqués dans la

pathogénicité des maladies cardiovasculaires.
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1) Objectifs

Comme nous l'avons vu, le stress oxydatif et l'inflammation sont deux processus
hautement athérogénes. La thiorédoxine-1 (Trx-1), dont les fonctions cellulaires font
essentiellement appel a son site catalytique canonique, est une protéine antioxydante, anti-
inflammatoire et athéroprotectrice. Cependant, le clivage de la Trx-1 en une protéine
tronquée pro-inflammatoire, la Trx-80, compromet |'utilisation thérapeutique de la Trx-1.
Pour contourner ce probléme de clivage dont le mécanisme n’est pas encore élucidé, nous
cherchons a caractériser et mettre en place une nouvelle stratégie thérapeutique dans la
cadre de la pathologie de I'athérosclérose. La synthése et I'utilisation d’un peptide mimétique
de la Trx-1 (TxMP) reproduisant son site catalytique pourrait constituer une approche

thérapeutique tres prometteuse dans le cadre des maladies cardiovasculaires (Figure 14).

Trx-1 CB3

Figure 14. Structures tridimensionnelles simulées de la Trx-1 et du peptide mimétique de la Trx-1. A
gauche, représentation de la Trx-1 avec le site catalytique C>XXC?°. A droite, représentation du CB3.
(Cohen-Kutner et al., 2013).

A ce jour, seule I’équipe de Daphné Atlas a utilisé des TxXMP. Leurs travaux ont mis en
évidence des effets antioxydants et anti-inflammatoires de ces peptides, in vitro sur des
modeles de lignées cellulaires B-pancréatique (INS 832/13) et chromaffines et in vivo chez le
rat sur un modele d’inflammation des voies respiratoires. Cependant, I'utilisation de ces TxMP

n’a jamais été décrite dans les macrophages et dans le contexte des MCV.
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L'objectif de cette these est de synthétiser des TxMP, de les caractériser et de les
valider fonctionnellement, in vitro et in vivo, pour leurs effets mimétiques de la Trx-1, a savoir
les effets antioxydants, anti-inflammatoires et athéroprotecteurs. La conception et la
validation fonctionnelle des TxMP représentent une approche thérapeutique innovante qui
pourrait ouvrir des perspectives thérapeutiques prometteuses dans le traitement des

pathologies inflammatoires en général et de I'athérosclérose en particulier.
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2) Méthodes

Pour répondre a ces objectifs, nous avons synthétisé, dans un premier temps, un
peptide de 3 acides aminés Cys-Pro-Cys, le CB3. Nous lui avons ajouté en C-terminal un acétyl
et en N-terminal un amide afin de le stabiliser, de le protéger de la protéolyse et d’augmenter

sa pénétrabilité dans les cellules.

Dans un deuxiéme temps, le peptide CB3 a été caractérisé in vitro sur un modeéle
cellulaire jouant un role majeur dans I’athérosclérose, les macrophages, issus du péritoine de
souris C56BI/6 et maintenus en culture primaire. Pour instaurer un état oxydatif et
inflammatoire, nous avons cultivé les macrophages en présence de LPS (10ng/ml). Puis, aprés
traitement avec le peptide CB3, nous avons mesuré le niveau du stress oxydatif (ROS totaux
et H,02) et de l'inflammation (marqueurs MCP-1, IL-13, IL-6 et TNF-a) ainsi que I'état

d’activation d’une voie majeure de I'inflammation, la voie NF-kB.

Dans un troisieme temps, nous avons étudié les effets antioxydants, anti-
inflammatoires et athéroprotecteurs du CB3 in vivo. Nous avons choisi les souris ApoE2.Ki.
comme modele d’athérosclérose, établi par Sullivan en 1997 (Sullivan et al., 1997). Les
séquences codantes (exons 2-3-4) du géne ApoE murin ont été remplacées par le fragment
codant pour I’ApoE humaine (exons 2’-3’-4’). L'isoforme humaine se fixe mal sur les récepteurs
membranaires des LDL et est associée a une hyperlipoprotéinémie de type Ill qui prédispose
a une athérosclérose précoce sévere chez I’'homme (Sullivan et al., 1998).

Les souris ApoE2.Ki ont été soumises a un régime riche en graisses (HFD : High fat diet)
afin d’accélérer le processus athérogénique. Une dose quotidienne de CB3 (10 pg/g de poids
corporel) a été injectée chez des souris ApoE2.Ki placées sous HFD pendant 10 semaines.
Apres le sacrifice de ces souris, nous avons évalué les marqueurs de I'oxydation et de
I'inflammation systémique et vasculaire. Nous avons également mesuré la surface des Iésions
et compté la proportion de macrophages de phénotypes M1 et M2 sur des coupes du sinus

aortique.
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Résultats






Les résultats obtenus durant cette thése ont donné lieu a un article accepté pour publication
dans la revue Cardiovascular Research, le 13 juillet 2018, doi: 10.1093/cvr/cvy183.
Titre : « A thioredoxin-mimetic peptide exerts potent anti-inflammatory, anti-oxidant, and

atheroprotective effects in ApoE2.Ki mice fed high fat diet ».
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Aims

Methods
and results

Oxidative stress and inflammation play a pathogenic role in atherosclerosis. Thioredoxin-1 (Trx-1) is an anti-
oxidative, anti-inflammatory protein with atheroprotective effects. However, in vivo cleavage of Trx-1 generates a
truncated pro-inflammatory protein, Trx-80, which compromises the therapeutic use of Trx-1. Here we analysed
whether the thioredoxin-mimetic peptide (TxMP), CB3 might exert anti-oxidative, anti-inflammatory, and athero-
protective effects in ApoE2.Ki mice.

We synthesized a small TxMP, Ac-Cys-Pro-Cys-amide, CB3 and characterized its antioxidant and anti-inflammatory
effects on cultured peritoneal murine macrophages. CB3 significantly and dose-dependently reduced the level of reactive
oxygen species in lipopolysaccharides (LPS)-activated macrophages. In addition, it efficiently lowered LPS-induced inflam-
matory process through NF-kB inhibition, as evidenced by the reduced secretion of monocyte chemoattractant protein-
1, interleukin (IL)-1B, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-a. by macrophages. Nevertheless, CB3 did not affect choles-
terol accumulation in macrophages. A daily-administered dose of 10 ng/g body weight CB3 to ApoE2.Ki mice on high fat
diet did not affect plasma of total cholesterol and triglycerides levels but significantly reduced the plasma levels of pro-
inflammatory cytokines (IL-33 and TNF-o) and oxidative markers. In contrast, it significantly induced the plasma levels of
anti-inflammatory proteins (adiponectin, IL-10). In addition, CB3 reduced the number of pro-inflammatory M1 macro-
phages in spleen and decreased the ratio of M1/M2 macrophages in atherosclerotic lesion areas. Finally, CB3 significantly
reduced the surface area of aortic lesions.

Conclusions Our results clearly showed that similar to the full length Trx-1, CB3 exerts protective effects, by reducing inflam-
mation and oxidative stress in macrophages and in ApoE2.Ki mice. The atheroprotective effect of CB3 opens prom-
ising therapeutic approaches for treatment of atherosclerosis.
Keywords Atherosclerosis e Thioredoxin-1 e Inflammation e Oxidative stress e Macrophages e Thioredoxin-mi-
metic peptide e CB3
1 Introduction . of atherosclerosis which is characterized by a state of unresolved
¢ low-grade inflammation of the arterial wall. The inflammatory process
Cardiovascular diseases (CVD) remain the leading cause of morbidity plays a key role in all stages of atherosclerosis. A crucial step of the ath-
and death worldwide.! The majority of CVD results from complications :  erogenic process is the infiltration of monocytes into the subendothelial
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space of arteries and their subsequent differentiation into resident mac-
rophages within the atherosclerotic lesions.’ An important feature of
macrophages is their plasticity and ability to adopt diverse activation
states in response to their microenvironment.* For many years macro-
phages have been classified into two main groups, representing the
extremes of a continuum, namely ‘classically activated’ or M1 and ‘alter-
natively activated’ or M2 macrophages.”~ Upon stimulation with inter-
feron-y (IFN-y), and toll-like receptor (TLR) ligands, such as
lipopolysaccharides (LPS), macrophages adopt a pronounced pro-
inflammatory M1 phenotype, characterized by the secretion of pro-
inflammatory cytokines, reactive oxygen species (ROS), and nitrogen
intermediates.>® Conversely, interleukin (IL)-4, IL-13,° peroxisome
proliferator-activated receptor ¥ (PPAR-y) activators,” and adiponec-
tin'® polarize macrophages towards an anti-inflammatory M2 phenotype.
While M1 macrophages possess bactericidal and inflammatory activity,
M2 macrophages are involved in tissue remodelling, immunosuppres-
sion, and show phagocytic activity.?

Increasing evidence suggests that risk factors for CVD can lead to dra-
matic increase in the concentration of ROS in the vascular wall. When
the rate of ROS production exceeds the capacity of the antioxidant de-
fence system, oxidative stress occurs which contributes to endothelium
damage, oxidized low-density lipoproteins (oxLDL) generation, and
stimulation of atherosclerotic mediators leading to atherosclerosis.’
Thioredoxin-1 (Trx-1), a highly conserved 12-kDa protein, plays a vital
role in maintaining the intracellular homeostatic redox state by keeping
cysteine residues reduced in cells."” Trx-1 functions by the reversible ox-
idation of two Trx-specific redox-active cysteine residues (Cys-32 and
Cys-35) to form a disulfide bond that, in turn, can be reduced by the ac-
tion of Trx reductase (TrxR) and dihydronicotinamide adénine dinucléo-
tide phosphate (NADPH)." It has become clear that Trx-1 protects
against CVD through its anti-oxidative and anti-inflammatory capacities,
its specific interaction with several proteins and through its capacity to
modify gene expression.12 Thus, over expression of human Trx-1 in
mice attenuated focal ischaemic brain damage and increased the resis-
tance to various oxidative stresses leading to longer survival compared
to control mice.” Furthermore, exogenous Trx-1 exerts distinct cyto-
protective effects after transient cerebral ischaemia in mice by means of
its redox-regulating ac’civi‘cy.14 Recently, we have demonstrated that Trx-
1 promoted the polarization of macrophages into an anti-inflammatory
M2 phenotype and significantly reduced the LPS-induced polarization of
macrophages toward infllmmatory M1 phenotype. These results may
explain its protective effects in CVDs in animal models."”® Indeed, Trx-1
administered to hyperlipoproteinaemic ApoE2.Ki mice shifted the phe-
notype pattern of lesional macrophages to predominantly M2 over M1,
and the aortic lesion area was significantly reduced.”® Nevertheless, Trx-
1 can be cleaved at its C-terminal, resulting in the truncated protein,
Trx-80." Recently, ADAM-10 and ADAM-17, two o-secretases, were
found to be responsible for Trx-80 generation in brain."” Whether, this
phenomenon is ubiquitous or tissue specific is not known. It is important
to note that Trx-1 and Trx-80 have contrasting roles. While Trx-1is an
oxidative stress-limiting protein with anti-inflammatory and anti-
atherogenic properties, its truncated form, Trx-80, exerts pro-
inflammatory effects. We recently demonstrated the ability of Trx-80 to
promote differentiation of macrophages into the pro-inflammatory M1
phenotype and to accelerate atherogenic process in ApoE2.Ki mice.'®"®

Although these in vitro and in vivo studies are in favour of vasculopro-
tective effects of Trx-1 and highlight its therapeutic potential; its short
half-life (<1 h) and its cleavage into Trx-80, compromise its use as a ther-
apeutic tool in human. However, small peptides based on the active site

(W31-C-G-P-C-K36), containing the two active cysteines, have been
shown to be biologically active, particularly when the amino and car-
boxyl terminal ends are blocked, as it facilitates their entry into cells.?

In this manuscript, we have studied the effect of CB3, a Trx-1 mimetic
peptide, in vitro and in vivo and we have clearly showed that it reduced ox-
idative stress, inflammation, and atherosclerotic lesions when used in
ApoE2.Ki mice, fed high fat diet (HFD).

2. Methods

2.1 Peptide synthesis and purification

The peptide was synthesized by the platform of the ‘Institut de Biologie
Paris-Seine, Sorbonne Université, Paris’ (for further details please see
Supplementary material online).

2.2 Isolation and treatment of mouse

peritoneal macrophages

As stipulated in the Annex IV of the Official Journal of the European
Union (20 October 2010), for the peritoneal macrophages isolation,
mice were sacrificed by cervical dislocation. Peritoneal macrophages
were collected from thioglycolate-injected 12-week-old C57Bl/6 mice
(Janvier labs, France) by peritoneal lavage with 10 mL of PBS, centrifuged
at 1500 rpm for 10 min, and cultured in RPMI 1640 medium containing
2mM L-glutamine and 100 U/mL Penicillin-Streptomycin (ThermoFisher
Scientific, USA). Before each experiment, cells were placed in RPMI
1640 medium with 10% foetal bovine serum (FBS) for 48h. In serum-
free RPMI, cells were left untreated or were treated with LPS (10 ng/mL,
E. coli, serotype 055: B5, Sigma-Aldrich, USA) either in the presence or in
the absence of CB3 (from 0.001 to 100 M) or recombinant mouse Trx-
1(80nM, IMCO, Stockholm).

2.3 Intracellular ROS measurement
Macrophages were seeded in 96-well microplates and treated with LPS
(10 ng/mL) for 1 h. Thereafter, the cells were treated in the presence or
absence of 80nM Trx-1 or with various concentrations of CB3 for 1 h.
After washing with PBS, cells were incubated with DCF-DA (10 uM) at
37°C for 1h. Finally, the cells were washed with PBS, and the fluores-
cence (FLU, excitation wavelength 488 nm, emission wavelength
520nm) was measured using a fluorescent microplate reader
(PerkinElmer, USA).

2.4 Extracellular H,O, levels measurement
Macrophages were cultured in 96-well microplate in the presence or ab-
sence of LPS (10 ng/mL) for 4 h followed by an additional 24 h treatment
by various concentrations of CB3. Extracellular H,O, levels were
detected with the AmplexRed reagent in combination with horseradish
peroxidase (HRP) during 30 min at room temperature according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen, USA). Finally, the fluorescence
(FLU, excitation wavelength 530 nm, emission wavelength 590 nm) was
detected by a fluorescent microplate reader (PerkinElmer, USA).

2.5 Real-time polymerase chain reaction

Macrophages were incubated for 4h with LPS (10 ng/mL) then in the
presence or absence of CB3 (10 uM) for 24 h in 6-well plates. Total
RNA was isolated using the ReliaPrep RNA Cell Miniprep System
(Promega, USA) and quantified in a NanoVue Plus spectrophotometer
(GE Healthcare Life Sciences, UK). Total RNA (500 ng) was reverse-
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transcribed using the RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
kit (Thermo Fisher Scientific, USA) per manufacturer’s instructions.
mRNA expression levels of monocyte chemoattractant protein (MCP)-
1, IL-1B, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-o. were quantified using
LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche, France) and normalized
to 36B4 ribosomal RNA using the AACt method. Primer sequences are
reported in Supplementary material online, Table S1.

2.6 Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)

Macrophages were incubated in the presence or absence of LPS (10 ng/
mL) for 4 h followed by an additional 24 h treatment with CB3 (10 uM)
in 6-well plates. MCP-1, IL-1B, IL-6, and TNF-a. cytokines released in the
culture media were measured with the Mouse Elisa (Biolegend, USA).
The absorbance was read at 450 nm with a microplate reader (BioTek
instruments, Winooski, VT, USA).

2.7 Western blot analysis

Macrophages were treated with 10 ng/mL LPS for 4h then with 1M
CB3 for 5 or 30 min in 6-well plates. Cells were scraped with lysis buffer
(Sigma-Aldrich, USA) containing protease inhibitors cocktail (Roche,
France) and cell lysates were incubated on ice for 1 h before centrifuga-
tion at 13 000 x g for 10 min at 4°C. For cell fractionation procedure,
see Supplementary material online. Proteins content in the supernatant
was determined using the bicinchoninic acid assay (BCA). Proteins
(20 pg) were separated by 12% SDS-PAGE. The resolved proteins were
transferred to nitrocellulose membranes, washed and incubated with ap-
propriate antibodies (see Supplementary material online).

2.8 ApoE2.Ki mice

All animal experiments were carried out by procedures approved by the
‘Ministére de ['éducation nationale de l'enseignement supérieur et de la
recherche’ (01480.02, 06 September 2016) and complied with the guide-
lines from Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the pro-
tection of animals used for scientific purposes. C57Bl/6.ApoE2.ki mice
were obtained from Dr Nobuyo Maeda (Department of pathology and
laboratory medicine, University of North Carolina) (for details see
Supplementary material online). Female C57Bl/6.ApoE2.Ki
(6 weeks old) were randomly divided into two groups (n= 6 per group).
One group was daily injected intraperitoneally with water for 10 weeks

mice

(control, C). The other group was injected daily with CB3 (10 ng/g of
bw) for 10 weeks. This dose was chosen because in pilot experiments,
(using 1, 10, and 20 CB3 pg/g of bw), it exerted the maximum reduction
of the generation of antibodies directed against oxLDL in mice plasma
suggesting that the treatment HFD ApoE2.Ki mice with 10 ig/g of bw for
10 weeks has the maximum antioxidant effect. Of note, CB3 has been al-
ready used for in vivo study (rats and mice) at concentrations ranged be-
tween 1 to 50 pg/g of bw.”’

2.9 Determination of anti-oxLDL
antibodies

Human LDL (d=1.019-1.063) was isolated from frozen plasma of two
healthy volunteers by gradient ultracentrifugation as described previ-
ously.*? Its protein content was determined by the BCA method (Pierce,
Rockford, IL, USA). Freshly prepared, filter (0.45 um) sterile LDL (1 mg/
mL of protein in PBS), was oxidized in the presence of 10 uM CuSOy for
24h (see Supplementary material online). The use of frozen plasma is ap-
proved through the convention No. 15EFS012 between ‘INSERM’ and

‘Etablissement Francais du Sang’. The donors have given their written
consent. All criteria in the convention were met.

2.10 Plasma cytokines determination

Plasma samples were separated by centrifugation of blood at 630 x g for
20 min at 4°C and kept frozen at -80°C until required. For the quantifica-
tion of adiponectin, IL-10, IL-33, and TNF-o, we used the Mouse
Magnetic Luminex screening assay (R&D Systems). Briefly, 25 pL plasma
were incubated overnight at 4°C with 25 L of beads linked to specific
antibodies. Thereafter, 25 pL of biotinylated antibody was added for 1h
at RT. Finally, 25puL of streptavidin-phycoerythrin were added for
30min, and 150 pL of buffer were added before reading the plate with a
Luminex 200 Millipore apparatus. Data were analysed with the
xPONENT 3.1 software (Millipore, Billerica, MA, USA).

2.11 Tissue analysis by flow cytometry

Cell suspensions were obtained from spleen, bone-marrow, or perito-
neal lavage of euthanized animals. Cell suspensions were incubated with
monoclonal antibodies (mAbs) against surface antigens (Supplementary
material online, Table S2).

2.12 Evaluation of mouse aortic lesions

At the end of the study, animals were anaesthetized and perfused trans-
cardially with PBS before the heart and descending aortas were excised
and fixed. Hearts were cut directly under and parallel to the leaflet, and
the upper portions were embedded in OCT medium and frozen at -80°
until used. Sections of 10 pm thickness were prepared from proximal
aortas. The sections were stained for lipids with Oil-Red O and counter-
stained with Haematoxylin Harris. Ten sections, each separated by
100 um, were used for specific morphometric evaluation of intimal
lesions. Images were captured with a CAMIRIS video camera, and the
surface area covered by lesions was evaluated with Image] software. For
localization of M1 and M2 macrophages in atherosclerotic lesions, frozen
serial sections were analysed by immunohistochemistry using double
immunostaining with antibodies against the macrophage marker F4/80
(Abcam, 1/500 or Santa Cruz, 1/50) and TNF-o antibody (Sigma, 1/200)
or the M1 marker CD86 (Santa Cruz, 1/500) or the M2 marker CD206
(Santa Cruz, 1/500).

2.13 Statistical analysis

All values are represented as a mean + SEM. The difference between
only two groups was analysed using non-parametric Mann—Whitney U
test. The difference between three or more than three groups was ana-
lysed using one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test. A P-value
<0.05 was considered to be statistically significant difference. All statisti-
cal tests were performed using the GraphPad Prism Software (V5, CA,
USA).

3. Results
3.1 CB3 stability

The stability of CB3 was determined, following its incubation in mouse
plasma for various periods of time (from 0 to 48 h) at 37°C, using HPLC-
MS/MS. The peptide was quantified with the ratio of area peak at T and
every time point. The results showed a decrease of intact CB3 with time.
After 24h of incubation for example ~30% of CB3 was lost
(Supplementary material online, Figure ST). Of note, its stability was
found to be better when CB3 is dissolved in water rather than in saline
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Figure | CB3 reduces ROS levels and H,O, production in macrophages. (A) Murine macrophages were incubated with 10 ng/mL of LPS for 1 h followed
by 1h treatment with various concentrations of CB3 or with 80 nM of Trx-1. ROS levels were assessed by ROS-sensitive DCF-DA probe. Results are repre-
sented as mean + SEM of 10 to 27 independent experiments. (B) Murine primary macrophages were treated with 10 ng/mL LPS for 4 h followed by a 24 h
treatment with various concentrations of CB3. Culture media were collected, and the H,O, production was evaluated by AmplexRed probe. Results are
represented as mean £ SEM from four independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-test was used to determine statistically signif-
icant differences as compared to LPS-treated macrophages. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 and ns (no statistical significance).

buffer (Supplementary material online, Figure S77). In addition, CB3 does not
bind to LDL nor to HDL particles (Supplementary material online, Figure S2).

3.2 CB3 is not cytotoxic in murine

macrophages

The ability of CB3 to reduce intracellular ROS levels was analysed using
the DCF-DA fluorescent probe. Macrophages were treated with LPS
(pro-inflammatory) and a pro-oxidative agent at 10 ng/mL (Figure 1A) in
the absence or presence of Trx-1 (80 nM) or various concentrations of
CB3 (0.001-100 uM). As shown, LPS increases the ROS levels by 30%,
(P<0.001) compared to control macrophages. Under these pro-oxidant
conditions, Trx-1 significantly decreases ROS levels by 20% (P <0.05).
Interestingly, in the presence of CB3 the ROS level is significantly re-
duced in a dose-dependent way with a maximal inhibition of about 68%
(P <0.001). Similarly, CB3 also reduced the extracellular levels of H,O,
in a dose-dependent manner (Figure 1B).

To determine whether or not the CB3 affects inflammatory processes
in macrophages, we evaluated the concentrations of some major inflam-
matory markers such as MCP-1, IL-1B, IL-6, and TNF-o.. As shown in
Figure 2, LPS significantly increased the expression of all cytokines relative
to the control and the treatment of LPS-activated macrophages with CB3
significantly reduced their expression. Of note, a similar effect of CB3 on
MCP-1, TNF-o. expression and intracellular ROS production is also seen
by human macrophages (Supplementary material online, Figure S3).

3.3 CB3 inhibits NF-xB in murine

macrophages

In order to determine the signal pathway through which CB3 exerts its
anti-inflammatory effect, we explored the NF-kB pathway; one of the
major inflammatory pathways. Western blot analysis revealed that |-kB
phosphorylation (Figure 3A) was significantly increased in LPS-treated
macrophages as compared to control cells (three-fold induction,
P<0.01). When macrophages were treated with LPS, we observed a

60% decrease in the presence of p65 in the cytoplasm (P<0.01);
whereas its presence was increased by 70% in the nucleus as compared
to the control cells (P <0.01) (Figure 3B,C). Therefore, LPS-induced I-kB
phosphorylation and p65 translocation to the nucleus, indicating the acti-
vation of the NF-kB inflammatory pathway. In the presence of CB3, this
tendency was reversed. The phosphorylation of I-kB was rapidly and sig-
nificantly decreased (two-fold inhibition) after 5min of treatment with
CB3 (Figure 3A). Figure 3B,C show that CB3 increased p65 in the cyto-
plasm (the level of p65 increases two-fold in the cytoplasm after 30 min
of CB3 treatment as compared to LPS treatment) and decreased its
translocation to the nucleus (a two-fold decrease).

3.4 CB3 does not affect total cholesterol

content in murine macrophages

Macrophages were incubated with LPS (10 ng/mL) for 4h in the pres-
ence or absence of native LDL (100 pg protein/mL) or oxLDL (100 pg
protein/mL). The cells were then treated in the presence or absence of
CB3 (10uM) for 24h. During treatment, lipoproteins were not re-
moved. Cellular total cholesterol content was determined according to
the protocol described in the Methods section. The results indicated
that CB3 tends to reduce the cholesterol content without however
reaching a significant level (Supplementary material online, Figure S4).

3.5 Effect of CB3 on the plasma levels of
oxidative and inflammatory markers in
ApoE2.Ki mice fed HFD

To evaluate the antioxidant, anti-inflammatory, and vasculoprotective
effects of CB3 in the pathological context of atherosclerosis, we used
the ApoE2.Ki mice. This mouse model expresses the human ApoE2 iso-
form instead of the murine ApoE and develops atherosclerosis when fed
HFD (21% of lipids).?* Six-week-old female mice were randomized into
two groups (n = 6 each group) and then treated daily for 10 weeks with in-
traperitoneal injection of water for the control group (C) or CB3 (10 pg/g
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Figure 4 CB3 affects the levels of plasma oxidative and inflammatory markers in HFD-fed ApoE2.Ki. Two groups of female HFD-fed ApoE2.Ki mice were
treated with CB3 (10 pg/g bw) or with water (control) for 10 weeks. (A) Plasma levels of antibodies against oxLDL were analysed by ELISA. (B, C) Plasma
anti-inflammatory cytokine levels or (D, E) pro-infllmmatory cytokine levels were evaluated by the Luminex technique. Results represent the mean + SEM
from 5 to 6 mice. Mann—-Whitney’s U test was used to determine statistically significant differences as compared to control group. *P < 0.05; **P < 0.01.

of bw) for the treated group (CB3). At the end of the treatment, we de-
termined the activity of both transaminases: Aspartate aminotransferase
(ASAT) and Alanine Aminotransferase (ALAT) in plasma. The result
showed comparable enzymatic activities in both groups indicating that
CB3 does not induce hepatic cytotoxicity. ASAT: 247.3 £ 55.1 U/L (con-
trol) vs. 2063+ 68.7 U/L (CB3); ALAT: 19.9+4.1 U/L (control) vs.
254+ 1.4 U/L (CB3). In addition, we measured body weights, food intake
and total plasma cholesterol, and triglycerides of control and CB3-treated
mice. The results did not show any significant differences between both
groups (Supplementary material online, Figure S5). In order to demon-
strate the antioxidant properties of CB3, the plasma levels of antibodies
directed against oxLDL (IgG and IgM) were evaluated. Treatment of
ApoE2.Ki mice fed HFD with CB3 significantly reduced the plasma con-
centration of anti-oxLDL antibodies by ~ 36% (P <0.01) in comparison
to control mice (Figure 4A). In addition, in CB3-treated mice, the levels of
adiponectin and IL-10, two factors known to exert an anti-inflammatory
effect, are significantly increased in the plasma in comparison to control
mice (Figure 4B and C). In contrast, the plasma levels of TNF-or and IL-33,
which are involved in inflammation, decreased significantly in the CB3-
treated mice in comparison to the control group (Figure 4D and E).

3.6 CB3 reduces the abundance of activated
macrophages in HFD ApoE2.Ki mice

To evaluate the global impact of systemic administration of CB3 on the
haematopoietic compartment and resident macrophages in ApoE2.Ki

mice fed HFD, we performed multiparametric flow cytometry analysis
on the spleen of treated animals as compared to control mice. While
long-term CB3 treatment had no measurable effect on cells belonging to
the adaptive compartment of the immune system (data not shown), only
resident macrophages were significantly affected, as CB3 treatment
reduces the percentages of activated macrophages by 32.43% amongst
the total CD45+ cell compartment (CB3 1.09 £ 0.09 vs C 1.61 £ 0.14)
(Figure 5).

3.7 CB3 exerts an anti-atherogenic effect in
ApoE2.Ki mice

Consistent with the findings of Sullivan et al,>* we observed a significant
increase of the lesion size in HFD-challenged ApoE2.Ki mice as com-
pared to ApoE2.Ki mice, fed on a regular chow diet. Therefore, we eval-
uated the mean lesion area in proximal aortas of control and
CB3-treated groups. The results, shown in Figure 6A, indicate a significant
decrease (~36%, P<0.05) in lesion area of CB3-treated mice vs. the
control group. In addition, lesional macrophages in control mice express
high levels of CD86 and low levels of CD206, suggesting the predomi-
nant presence of proinflammatory M1 macrophages. However, when
ApoE2.Ki mice were treated with CB3, the number of total macrophages
(F4/80+) was reduced (Supplementary material online, Figure S6) among
which M1 macrophages (CD86+) or (TNF-0+) were significantly re-
duced respectively (7.02 £ 0.37 for control vs 3.76 + 0.47 for CB3-
treated mice, P < 0.01) and (5.83 £ 0.87 for control vs 1.16 £ 0.40 for
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Figure 5 CB3 reduces activated macrophages in ApoE2.Ki mice fed HFD. Two groups of female HFD-fed ApoE2.Ki mice were treated with CB3 (10 ng/g
bw) or with water (control) for 10 weeks. Number of activated macrophages in the spleen were determined by multiparametric flow cytometry analysis
and normalized per total CD45+ population (Supplementary material online). (A) A representative dot-plot of activated macrophages is shown. (B)
Percentages of activated macrophages among total CD45" population in untreated (C) and CB3-treated (CB3) animals. Results represent the mean + SEM
from 4 to 6 mice. Mann—Whitney’s U test was used to determine statistically significant differences as compared to control group. **P <0.01.

CB3-treated mice, P < 0.01). The number of M2 macrophages
(CD206+) was, in contrast, significantly increased (3.71 + 0.59 for con-
trol vs. 6.56+0.86 for CB3-treated mice, P<0.05) (Figure 6B and
Supplementary material online, Figure S7).

4. Discussion

We conducted the present study using, CB3, a Trx-1-mimetic peptide,
based on the active site Cys*%-Gly-Pro-Cys35 (CXXC) of Trx-1, as alter-
native approach to the use of Trx-1 in therapy. This approach has been
taken because full length Trx-1 can be cleaved leading to generation of
proatherogenic Trx-80 particles which can compromise its potential
therapeutic use in CVD. We showed that CB3 was able to reduce, in a
dose-dependent manner, the level of intracellular ROS (Figure 1A) and
extracellular H,O, (Figure 1B) generated in LPS-activated macrophages.
In addition, CB3 significantly decreased the level of potent pro-
inflammatory cytokines, like MCP-1, IL-1B, IL-6, and TNF-a, in LPS-
activated macrophages (Figure 2) through the inhibition of the NF-kB
pathway (Figure 3). Of note, it is well established that ROS are directly in-
duced, as second messengers, in the activation of NF-kB by the oxidation
of a cysteine-SH group. Reduction of ROS levels could, at least in part,
represent the underlying molecular mechanism by which CB3 acts to in-
hibit NF-kB pathway and to reduce inflammation. Moreover, intraperito-
neal injection of CB3 peptide into HFD-fed ApoE2.Ki mice reduced the
levels of circulating antibodies directed against oxLDL reflecting its anti-
oxidative activity (Figure 4A) without affecting the plasma levels of total
cholesterol or triglycerides (Supplementary material online, Figure S5C
and D). CB3 treatment significantly increased anti-inflammatory proteins
such as adiponectin and IL-10 (Figure 4B and C) and significantly reduced
plasma levels of pro-inflammatory factors like IL-33 and TNF-o (Figure
4D and E). It also reduced the number of activated macrophages (M1
phenotype) in the spleen (Figure 5) and in the arterial lesion area (Figure
6B) suggesting its ability to orient macrophages toward the M2 anti-
inflammatory phenotype. Finally, treatment of HFD-fed ApoE2.Ki mice

with CB3 significantly reduced the aortic lesion surface area (Figure 6A).
Taken together, our results indicate that CB3 exerts several protective
effects and could represent a novel therapeutic approach to treat CVDs.

During the last decades, tremendous efforts have been made to study
the role of certain major risk factors such as hypertension, hyperglycae-
mia and hypercholesterolaemia in the development of CVD. This strat-
egy allowed the generation of a first set of medications which are
currently in use such as angiotensin-converting enzyme inhibitors
(ACElIs), angiotensin Il receptor blockers (ARBs), anticoagulants,
cholesterol-lowering drugs (statins), beta-blockers, and some anti-
inflammatory medicines (NSAID, glucocorticoids).** Although, many of
these drugs have shown efficacy; many exert also a variety of undesirable
effects and therefore are not suitable to use for a long-term treat-
ment.”>?” Therefore, new medications to treat CVD are required.
Given the adverse side effects associated with pharmacological therapy,
therapeutics based on synthetic peptides have become an alternative
strategy in the prevention of CVD. The advanced technologies which
now allow the generation of stable, specific and efficient peptides, and
peptidomimetics, has increased dramatically the interest for their use as
potential therapeutic agents.”®*” For example, different apolipoprotein-
Al (apoA-l) mimetic peptides such as the 4F,*° D-4F, and L-4F>*" 6F3?
the FAMP, which has been reported to function specifically via ABCA1
(ATP-binding Cassette transporter A1),* and 5A** were generated.
These peptides demonstrated atheroprotective effects in apoE™ mice,
and 5A is under consideration for clinical trials.>® Similarly, several mi-
metic peptides based on apoE structure have also been developed
(reviewed by reference 24) The most studied peptide is the Ac-hE18A-
NH2, composed by a region of the LDL binding domain of apoE linked
to the 18A apoA-I mimetic peptide.36 This peptide reduced plasma cho-
lesterol and atheroma formation and improved endothelial function.”®
Moreover, It is important to note that a large collection of peptides of
varying lengths have been reported for several biomedical applications,
including diagnosis and therapy for atherosclerosis.®® Although, an in-
creasing number of studies have been using nanoparticle-associated
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Figure 6 CB3 reduces atherosclerotic lesion area and M1 macrophages number in aortic sinus of ApoE2.Ki mice fed HFD. Two groups of female HFD-

fed ApoE2.Ki mice were treated with CB3 (10 pg/g bw) or with water (control) for 10 weeks. (A) The atherosclerotic lesion areas were examined by Oil

Red O staining in aortic sinus. (B) Lesions were expressed as the % of total aortic area. (C) Serial sections of proximal aortas were immunostained with anti-
bodies either against F4/80 (macrophage marker) and CD86 (M1 marker) or (D) against CD206 (M2 marker). Quantification of M1 or M2 macrophage phe-
notype (E, F) in sinus aortic tissue was performed, for each mouse, on 3 different sections separated each by 100um. The result indicates the mean numbers.
A representative image for each immunostaining is shown. Results represent the mean + SEM for 6 mice. Mann—-Whitney’s U test was used to determine sta-
tistically significant differences as compared to control group. *P < 0.05; **P < 0.01. DAPI, 4’ ,6-diamidino-2-phénylindole.

therapeutic peptides for atherosclerosis, some studies did not associate
nanoparticle such as the D-4F, apoA-| mimetic peptide, which was given
orally to apoE™ mice® or CB3 peptide which was intraperitoneally in-
fused (present study).

Although lipid disorder is a major risk factor for CVD which justify the
use of apoA-| or apoE mimetic peptides, inflammation, whether is related
to lipid disorders or not, is generally accepted to participate in atheroscle-
rosis pr’ogr‘ession41 Therefore, targeting macrophages as a major actor of
inflammation and proteins involving in chronic inflammation can also be an
interesting therapeutic strategy for CVD treatment. Thus for example,
certain mimetic peptides for Suppressors of Cytokine Signalling (SOCS)
reduced inflammatory and exert atheroprotective roles.** In our pre-
sent study, the use of Trx-1-mimetic peptide, CB3, is of great importance
as it reduced oxidative stress, inflammation, and atherosclerotic lesions in
ApoE2.Ki mice fed HFD without affecting lipid profile. Our results are
strengthen by previous data indicating that small peptides based on the
Trx-1 active site (W31-C-G-P-C-K36), containing the two active cys-
teines, were biologically active, particularly when the amino and carboxy
terminal ends were blocked which facilitates their entry into cells,20 Such
peptides displayed a higher efficiency, compared to traditional antioxidant
agents, such as N-acetylcysteine (NAC), dithiothreitol (DTT), glutathione

(GSH), and ascorbic acid, in a variety of cellular pathways.***

Aging and other risk factors can induce oxidative stress, particularly in
vessels, where ROS contribute to vascular disease.”> ROS in the vascular
wall are generated by NADPH oxidases (NOX), xanthine oxidase, mito-
chondria, and dysfunctional endothelial nitric oxide synthase (eNOS).
NOX2, expressed by endothelial cells and macrophages, is a major pro-
ducer of O, and disruption of its gene reduces atherogenesis in ApoE™
mice.*® The early stage of atherosclerosis is associated with high levels of
peroxide anion (Oy7) in human, rabbit, and primate models.*” A major
atherogenic mechanism occurs via the O, -mediated inactivation of nitric
oxide (NO) leading to, not only peroxynitrite (ONOQO") formation but
also to loss of vasculoprotective effects of NO. Through its powerful ox-
idizing properties, ONOO" causes irreversible damage to proteins, lip-
ids, and DNA.**748 |n addition, O, is the precursor of H,O, that can
spontaneously convert to hydroxyl radical (OH"). Due to its extreme re-
activity, OH" can damage most cellular compartments and contribute,
with H,O,, to LDL oxidation in vessel wall.***” In addition, H,O, reacts
with myeloperoxidase, particularly in immune cells, to form highly reac-
tive hypochlorous acid (HOCI). It was recently demonstrated that high
concentration of H,O, causes phenotypical transition of fibroblasts and
smooth muscle cells in atherosclerotic plaques related to human ad-
vanced phenotype and instable plaque.*> The biological impact of ROS
depends not only on their quantities but also on their chemical nature,
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subcellular and tissue location, and the rates of their formation and deg-
radation. Otherwise, increased ROS favour pro-inflammatory genes ex-
pression via redox-sensitive transcription factor like NF-kB. Our results
demonstrate a potent anti-oxidative effect of CB3 that act probably by
scavenging H,O,. This mechanism could, at least in part, indirectly ex-
plain the anti-inflammatory role of CB3.

Hence, the CXXC peptide is effectively protecting against oxidative
stress and inflammation and could represent a new class of compounds
for preventing and/or treating CVD. The CB3 peptide could be particu-
larly useful in old people who have a high risk to develop CVD due, at
least in part, to the increased cleavage of Trx-1 and the loss of its vascu-
loprotective effects."

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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Materials

Peptide Synthesis, Purification and Stability.

Carboxamidated CB3 peptide was synthesized via Fmoc chemistry using the Liberty Blue™
automated microwave peptide synthesizer (CEM Corporation), a Rink Amide MBHA resin
(Merck Millipore, ref: 855003), and a systematic double-coupling protocol. Fmoc-protected
amino acids were purchased from Iris Biotech GMBH, solvents from Carlo Erba and all other
reagents from Sigma-Aldrich. The NH2 terminal of the crude peptide was acetylated with
addition of 10% acetic acid. The peptide was cleaved from the resin and deprotected using
standard TFA procedures with 1,2-ethanedithiol, water, and triisopropylsilane as scavengers.
The peptide was purified by reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-
HPLC) using a Phenomenex Luna® C18 (2) semi-preparative column (5 um, 250 x 10 mm)
eluted at a flow rate of 5 mL/min by a 0-60% linear gradient of ACN (0.07% TFA) in 0.1%
TFA/water (1% ACN/min). The homogeneity and identity of the synthetic peptide were
assessed by matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry (Voyager DE-PRO Applied Biosystems, Mass Spectrometry and Proteomics
Platform, IBPS, UPMC, Paris, France) and analytical RP-HPLC (Apollo C18 column, 5 pm,

250 x 4.6 mm, W.R. Grace) using the above conditions with a flow rate of 0.75 ml/min.

The stability of CB3 was determined following its incubation in mouse plasma for various
periods (from O to 48 h) at 37°C. Plasma samples containing CB3 were then treated with 4
volumes of methanol fixed and after 30 min of freezing, they were centrifuged during 10 min.
Aliquots from supernatants were treated with 1 mM DTT. HPLC-MS/MS analyses were
performed with a QQQ Mass Spectrometer 6420 (Agilent Technologies) in the ESI mode.
The HPLC apparatus comprised a quaternary pump G1311 and a multi-sampler injector
G7167 (Agilent). Separation was performed in a Fortis C18 column 50mm long, 2.1 mm i.d.
(5 ym particles), at t 30°C, flow-rate 0.3 ml/min, gradient 0% to 90% (in 10 min) of acetonitrile
in water containing 0.1% formic acid. The injection volume was 5 pl. Detection used SIM
Mode. The ion used was 361.1 (M-H)-. The peptide was quantified with the ratio of area peak

at To and every time point.
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Real-time PCR

For real time PCR, we used primer sequences reported in Table | (Eurofins, Luxembourg).

Table I:
Mouse primers
Genes Forward sequence Reverse sequence

36B4 AGCTGAAGCAAAGGAAGAGTCGGA | ACTTGGTTGCTTTGGCGGGATTAG
MCP-1 TCACCTGCTGCTACTCATTCACCA | TACAGCTTCTTTGGGACACCTGCT
IL-1B AAGGGCTGCTTCCAAACCTTTGAC | ATACTGCCTGCCTGAAGCTCTTGT
IL-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA | TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT
TNF-a TCTCATGCACCACCATCAAGGACT | ACCACTCTCCCTTTGCAGAACTCA

Human primers
36B4 TGCAGCTGATCAAGACTGGAGACA | TCCAGGAAGCGAGAATGCAGAGTT
MCP-1 TCGCTCAGCCAGATGCAATCAATG | TGGAATCCTGAACCCACTTCTGCT
TNF-a CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT GCCAGAGGGCTGATTAGAGA

Western blot analysis

Macrophages were incubated with LPS (10 ng/ml) for 4 h and then treated with CB3 at 1 uM
for 5 or 30 min in 6-well plates. Cells were incubated with lysis buffer (Sigma-Aldrich, USA)
containing protease inhibitors cocktail (Roche, France). Cell lysates were incubated on ice
for 1 h and centrifuged at 13 000xg for 10 min at 4 °C. The proteins content in the
supernatant were determined using a bicinchoninic acid assay (BCA). 20 ug of the proteins
were loaded into the gel and separated by 12% SDS-PAGE. The resolved proteins were
transferred to nitrocellulose membranes and the blocking was assessed with 5% non-fat milk
in PBS with 0.1% Tween-20 (PBS-T) for 1 h at room temperature (RT). The blots were then
incubated overnight at 4 °C with a primary antibody against either B-actin (1:5 000, Sigma-
Aldrich, USA) or P-IxB-a (1:1 000, Cell Signaling Technology, Netherlands). The membranes
were washed with PBS-Tween and probed with a horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody for 1h at RT. Membranes were revealed with the enhanced
chemiluminescence (ECL) detection reagents (Healthcare) and the Fuijifim LAS-3000
imager. The levels of proteins expression were calculated as the relative band density by

ImagedJ software.
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Cell fractionation

Macrophages were incubated with LPS (10 ng/ml) for 4 h and then treated with CB3 (1 pM)
for 5 or 30 min. Cell lysates were centrifuged at 500xg during 5 min and the pellets were re-
suspended with hypotonic buffer containing 10% NP40. After centrifugation at 3000xg for 10
min, the cytoplasmic fractions (supernatants) were removed and the pellets were re-
suspended with cell extraction buffer (Invitrogen, USA) and incubated on ice for 10 min. This
step was repeated three times. The nuclear fractions were harvested after centrifugation at
14000xg for 30 min. The proteins in the supernatant were determined using a bicinchoninic
acid assay (BCA). 20 ug were loaded into the gel and separated by 12% SDS-PAGE. For
Western blot analysis, we used primary antibody against either p65 (1:1.000, Cell Signaling
Technology, Netherlands), p—actin (1:5.000, Sigma-Aldrich, USA) or histone H3 (1:1.000,
Sigma-Aldrich, USA).

ApoE2.Ki mice

All animal studies were carried out by procedures approved by the “Ministére de I'éducation
nationale de I'enseignement supérieur et de la recherche” (01480.02, 06-09-2016).
C57BI/6.ApoE2.ki mice were obtained from Dr Nobuyo Maeda (Department of pathology and
laboratory medicine, University of North Carolina). These mice were generated by
replacement of the mouse ApoE gene with the human ApoE: allele via targeted gene
replacement in embryonic stem cells '. Mice expressing human ApoE2 isoform have virtually
all the characteristics of type Il hyperlipoproteinemia in man. Their plasma cholesterol and
triglyceride levels are both twice to three times those in normolipidemic mice '. These mice
are markedly defective in clearing migrating VLDL particles, and spontaneously develop
atherosclerotic plaques, even on a regular diet. An atherogenic diet exacerbates
development of atherosclerosis in these ApoE2.Ki mice '. Thus, female C57BI/6.ApoE2.Ki
mice (6 weeks-old) were randomly divided into two groups (n=6 per group). One group was
daily injected intraperitoneally with water for 10 weeks (control, C). The other group was
injected daily with CB3 (10 ug/g bw) for 10 weeks. This dose was chosen because in pilot
experiments, (using 1, 10 and 20 nug/g bw), it exerted the maximum reduction of the
generation of antibodies directed against oxLDL in mice plasma suggesting that the
treatment of HFD-fed ApoE2.Ki mice with 10 pug/g bw for 10 weeks has the maximum
antioxidant effect. Of note, CB3 has been already used for in vivo study (rats and mice) at
concentrations ranged between 1 to 50 pg/g of bw 3.

According to the Annex IV of Official Journal of the European Union (20.10.2010), for the
analysis of ApoE2.Ki mice, animals were intraperitoneally injected with anesthetic overdose

(pentobarbital, 150 mg/kg) and the sacrifice was completed by permanent cessation of the
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circulation. At the end of the study, blood samples were collected in EDTA tubes and the

heart and spleen were excised.

Isolation and Culture of Human Monocytes-derived macrophages

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from buffy-coats of healthy donors using
Ficoll gradient centrifugation 4. Monocytes were selected by adherence and were
subsequently cultured in RPMI 1640 medium containing penicillin and streptomycin (and
10% pooled human serum (Promocell, Heidelberg, Germany) at a density of 0.5 x 106
cells/well in 6 well-plate Primaria-plastic culture dishes (Polylabo, Strasbourg, France).
During adherence and 7 day culture monocytes differentiate to macrophages. For analysis,
macrophages were washed three times with PBS and incubated in the serum-free RPMI
medium supplemented with penicillin / streptomycin. The use of buffy coats to isolate human
monocytes was approved through the convention N°15EFS012 between “INSERM” and

“Etablissement Frangais du Sang”.

Determination of anti-oxLDL antibodies

Human LDL (d = 1.019-1.063) was isolated from frozen plasma of 2 healthy volunteers by
gradient ultracentrifugation as described previously®. The use of frozen plasma was
approved through the convention N°15EFS012 between “INSERM” and “Etablissement
Frangais du Sang”. The donors have given their written consent. All criteria in the convention
were met. The LDL protein was determined by the bicinchoninic acid (BCA) method (Pierce,
Rockford, IL). Freshly prepared, filter (0.45 um) sterile LDL (1mg/ml of protein in PBS), was
oxidized in the presence of 10 yM CuSO4 for 24 h. Oxidation kinetics were monitored at 234
nm. Oxidation was stopped by adding 20 uM EDTA. For ELISA assay, 96-well plates were
freshly coated with 100 ul of oxLDL (5 pg/ml) in PBS overnight at 4°C. The wells were
blocked with 1% BSA for 2h at RT. A 100 pl aliquot of diluted (1:40) plasma from each mice
(n=6) was added in quadruplicate and incubated for 2h at RT. After three washes with PBS
containing 0.1% Tween-20, a mixture of goat anti-mouse IgM and IgG conjugated with
peroxydase (1:1.000 dilution, Beckman-Coulter, Paris, France) was added to each well, and
the incubation continued for 2h at RT. Plates were washed again, and the alkaline
peroxidase activity was determined using ortho-phenylenediamine dichloride (OPD, Sigma)

as a substrate and detected at 492 nm.

Tissue analysis by flow cytometry
Cell suspensions were obtained from spleen, bone-marrow or peritoneal lavage of
euthanized animal. Spleens were further dissociated by enzymatic digestion using 1 mg/ml of

collagenase IV (Sigma-Aldrich, USA) and 0.2 mg/ml of DNase (Roche, France). After
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counting, cells were stained using Fixable Viability Dye eFluor®780 at 2—8°C for 10 min
(eBioscience, USA). Then, cell suspensions were incubated with monoclonal antibodies
(mAbs) against surface antigens (Table Il) at 4°C during 20 min, and permeabilized with
Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience, USA), according to manufacturer's instructions.
Acquisition and data analyses were performed using Fortessa flow cytometer (Becton
Dickinson) and Kaluza software (Beckman Coulter). Gating strategy is showed in the online-

only data supplement figure IX.

Table Il. Murine monoclonal antibodies (mAbs)

mAbs & fluorochromes Host reactivity Clone Manufacturer
CD45-PE-CF594 Rat anti-mouse 30-F11 BD Horizon™
CD4-PE Rat anti-mouse RM4-5 BD Horizon™
I-A/I-E-V500 Rat anti-mouse M5/114.15.2 BD Pharmigen™
CD3e-FITC Hamster anti-mouse | 145-2C11 BD Pharmigen™
CD8a-AlexaFluor®700 Rat anti-mouse 53-6.7 BD Pharmigen™
CD19-eFluor 780 Rat anti-mouse 1D3 eBioscience
CD335 (NKp46)-FITC Rat anti-mouse 29A1.4 BD Pharmigen™
CD11b-AlexaFluor®700 Rat anti-mouse M1/70 BD Pharmigen™
CD11c-APC Hamster anti-mouse | HL3 BD Pharmigen™
Ly6G-PE Rat anti-mouse 1A8 BD Pharmigen™
Ly6C-PE-Cy7 Rat anti-mouse AL-21 BD Pharmigen™
FoxP3-APC Rat anti-mouse FJK16s eBioscience

Biochemical measurements

LDL cholesterol levels of murine macrophages were evaluated with Cholesterol/ Cholesteryl
Ester Assay Kit according to the manufacturer’s instructions (Abcam, UK). The microwell
absorbance was read at 570 nm with a microplate reader (BioTek instruments, USA). Serum
ALAT and ASAT activities were assayed with the Reflovet Plus clinical chemistry analyzer
(Scil Animal Care Company, France). The plasma total cholesterol and triglycerides were
measured respectively with Cholesterol FS and Triglycerides FS kit (Diasys, USA) according
to the instructions of the supplier. The microwell absorbance was read at 500 nm with a

microplate reader (BioTek instruments, USA).
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Supplemental Figure I: Stability of CB3 in plasma of mice. CB3 (50 pg/ml) was incubated with mouse plasma for different
period of times (0, 3, 6, 12, 24 and 48 hours). Following methanol precipitation and centrifugation, supernatants were
analyzed by HPLC-MS/MS. CB3 was quantified with the ratio of area peak (% of T,). Results are represented as means +
SEM of 3 independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey's post-test was used to determine statistically

significant differences. ***p<0.001.
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Supplemental Figure Il: CB3 does not bind LDL or HDL particles in vitro. CB3 (50 pug/ml) was added to LDL (100 pg/ml)
or HDL (100 pg/ml) and the mixtures were incubated for 1h or 24h at 37°C. For the control, CB3 was incubated in the same
conditions in the absence of lipoproteins. The mixtures were then centrifuged through centrifugal filter (Amicon Ultra 3K
cutoff-3 000 Nominal Molecular Weight Limit, NMWL). Free CB3 but not CB3 that could bind lipoproteins can cross the filter
and can be quantified by HPLC-MS/MS. CB3 was quantified with the ratio of area peak (% of control). Results are
represented as means + SEM of 3 independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-test was used to

determine statistically significant differences (ns: no statistical significance).
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Supplemental Figure Ill. CB3 reduces pro-inflammatory cytokine expression and ROS production in human

macrophages. Human macrophages were first incubated with or without LPS at 10 ng/ml for 4 h. Thereafter, the medium
was removed and a fresh medium containing LPS (10 ng/ml) with or without CB3 at 10 mM was added for additional 24 h.
Cell lysates and medium were collected and MCP-1, TNF-a mRNA (A, B) and protein (C, D) levels were evaluated by RT-
gPCR and ELISA respectively. (E) Human macrophages were incubated with LPS at 10 ng/ml for 1h and treated or not with
CB3 at 1, 10 or 100 uM for an additional 1h. ROS levels were assessed by the ROS-sensitive DCF-DA probe. Results show
the mean + SEM of 3 independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-test was used to determine
statistically significant differences as compared to LPS-treated human macrophages. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 and ns

(no statistical significance).
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Supplemental figure IV: CB3 does not affect the incorporation of LDL-cholesterol into the macrophages.

Murine macrophages were treated or not with 10 ng/ml of LPS in the presence or in the absence of (A) native LDL (100 pg
protein/ml) or (B) oxLDL (100 ug protein/ml) for 4h and then treated or not with CB3 (10 yM) during 24h. Cell extracts were
collected and the incorporation of total cholesterol was evaluated. Results are represented as means + SEM of 3 independent
experiments. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-test was used to determine statistically significant differences.

*p<0.05; **p<0.01 and ns (no statistical significance).
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Supplemental figure V: Effect of CB3 on the cholesterol, triglyceride, body weight and food intake in
ApoE2.Ki mice fed HFD. ApoE2.Ki mice subjected to a HFD diet treated (CB3) or not (Control) with 10 ug / g
CB3 for 10 weeks and (A) cholesterol and (B) triglyceride plasma levels were evaluated. (C) Body and (D) food
intake of ApoE2.Ki mice subjected to a HFD diet and treated or not (Control) with different doses of CB3 for 10
weeks. Results are mean + SEM of 3 to 6 mice. Mann Whitney’s test or one-way ANOVA followed by Tukey’s

post-test was used to determine statistically significant differences as compared to control group (ns: no statistical

significance).
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Supplemental Figure VI. CB3 reduces F4/80+ macrophages number in aortic sinus of ApoE2.Ki mice fed HFD. Two
groups of ApoE2.Ki mice (n=6 for each group) were fed HFD and simultaneously treated with water (control) or with CB3 (10
pg/g bw) during 10 weeks. Serial sections of proximal aortas were analyzed by immunohistochemistry using F4/80 antibody
(macrophage marker). Results are means + SEM of 6 mice. Mann Whitney’s test was used to determine statistically

significant differences as compared to control group (ns: no statistical significance).
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Supplemental figure VII: CB3 reduces TNF-a expression in aortic sinus of ApoE2.Ki mice fed HFD.

ApoE2.Ki mice were fed HFD and simultaneously treated with CB3 (10 ug/g bw) or with water (Control) during 10
weeks. (A) Cryostat serial sections of proximal aortas were immunostained with antibodies either against F4/80
(macrophage marker) and TNF-a. (B) Quantification of TNF-a* macrophages in sinus aortic tissue are shown.
Results are means + SEM of 6 mice and Mann Whitney’s test was used to determine statistically significant

differences as compared to control group. **p<0.01.
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Supplemental figure VIIl: CB3 does not affect the basal levels of ROS and inflammatory cytokines in
macrophages. (A) After incubation for 1h in presence of RPMI medium, murine macrophages were treated or not
with various concentrations of CB3 for 1h. ROS levels were assessed by ROS-sensitive DCF-DA probe. (B, C)
Murine macrophages were treated with 10 ng/ml of LPS for 4h and then treated or not 10 uM CB3 during 24h.
Supernatants were collected and the MCP-1 and TNF-a levels was evaluated by ELISA. The results are
represented as means + SEM of 4 independent experiments. Mann whitney’s test or one-way ANOVA followed by
Tukey’s post-test was used to determine statistically significant differences as compared to control macrophages.

ns (no statistical significance).
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Supplemental figure IX: Gating strategy for multiparametric flow cytometry analysis of activated

macrophages in cell suspensions from spleens. After doublets and dead cells exclusion, eight CD45* gated
subpopulations were identified as following: CD11chish (Dendritic-Cells); Amongst CD11b* (“B” gate) NKp46* (NK
cells); Within CD11b*/CD11c°%- cells, Ly6G"9"/Ly6C* (neutrophils), Ly6G"*-/Ly6C'°%- (resident Monocytes

and/or macrophages) and Ly6G"°%-/Ly6Chish (inflammatory Monocytes) were identified. Lastly, Activated

Macrophages were defined as MHC-II positive-cells amongst “resident Monocytes and/or macrophages” gate.
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Supplemental figure X: CB3 induces adiponectin secretion in 3F3-F442A adipocytes. Adipocytes 3T3-
F442A cell were treated with 10ng/ml of LPS for 24h and then treated or not with 10uM of CB3 or with 80nM of
Trx1 during 24 h. Cell culture mediums were collected and the concentrations of adiponectin were evaluated by
ELISA. Results are represented as means + SEM of 3 to 4 independent experiments. Mann Whitney’s test was

used to determine statistically significant differences as compared to LPS-treated adipocytes. *p<0.05.
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Supplemental Figure XIl: Stability of CB3 diluted in water or in saline buffer: CB3 (50 pg/ml) diluted in either water or
saline buffer and incubated in mouse plasma for 0, 3 or 24 h. After Met-OH precipitation and centrifugation, supernatants
were analyzed by HPLC-MS/MS. CB3 was quantified with the ratio of area peak (% of T,). Results are represented as means

+ SEM of 3 independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey’s post-test was used to determine statistically

significant differences. **p<0.01; ***p<0.001 (water vs. saline).
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Supplemental figure A: CB3 reduces proinflammatory cytokines expression and ROS production in human THP-1-derived
macrophages.

Human macrophages were treated with 10 ng/ml of LPS for 4h and then treated or not with various concentrations of CB3 during
24h. Cellular extracts were collected and the (A) MCP-1, (B) TNF-a mRNA levels were evaluated by RT-gPCR. (C) ROS levels
were assessed by ROS-sensitive DCF-DA probe. Results are the means + SEM of 3 independent experiments. One-way ANOVA
followed by Turkey’s post-test was used to determine statistically significant differences as compared to LPS-treated macrophages.

*p<0.05; **p<0.01; *** p<0.001 and ns (no statistical significance).






‘Discussion






Aujourd’hui, il est bien établi que la principale caractéristique pathologique sous-
jacente de toutes les maladies cardiovasculaires est |'athérosclérose. Malgré une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiques avec la mise en place de nombreuses
stratégies thérapeutiques et chirurgicales chez I’homme, la mortalité causée par les maladies
cardiovasculaires prédomine toujours dans le monde. L’athérosclérose est caractérisée par un
stress oxydant et un état inflammatoire élevé au sein de la plague d’athérome. De
nombreuses cellules, en particulier les macrophages, participent a ce processus athérogene
du fait de leur plasticité phénotypique dépendante du microenvironnement complexe de la

plague d’athérome. Ces cellules sont impliquées dans toutes les étapes de I’athérogenese.

Notre équipe a découvert une stratégie thérapeutique potentielle basée sur
I'utilisation de la Trx-1 pour traiter les maladies cardiovasculaires. En effet, nos nombreux
travaux ont montré ses effets antioxydants, anti-inflammatoires et antiathérogenes en
réorientant les macrophages vers un phénotype M2 anti-inflammatoire et réparateur (Billiet
et al., 2005; El Hadri et al., 2012; Mahmood, 2014). Cependant, le clivage de la Trx-1 conduit
a une forme tronquée, la Trx-80. Dépourvue de propriétés antioxydantes, il a été démontré,
toujours par notre équipe, qu’elle exerce des effets pro-athérogenes et hautement pro-
inflammatoires en réorientant les macrophages vers un phénotype M1 et en activant
I'inflammasome NLRP3 (Mahmood et al., 2013; Couchie et al., 2017). L'ensemble de ces
résultats montre que le processus de clivage compromet I'utilisation de la Trx-1 comme
approche thérapeutique. C’'est pourquoi, le principal objectif de ma thése a été de proposer
et de valider une thérapie alternative a I'utilisation de la Trx-1, en synthétisant un peptide
mimétique afin de contourner ce processus de clivage. Ce peptide mimétique, nommé CB3,

est basé sur le site actif C32XXC3° de la Trx-1.
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Dans un premier temps, j'ai étudié les effets du peptide CB3 sur des macrophages
murins obtenus a partir de souris C57BI/6JRj et activés par le LPS. Les résultats de cette étude

in vitro ont montré que le peptide CB3 :

- réduit, significativement et de maniere dose-dépendante, le niveau des ROS intracellulaires
et celui de I'H,0; extracellulaire générés dans les macrophages murins (Article Figure 1).

- diminue, de maniére significative, I'’expression et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires puissantes telles que MCP-1, IL-1f3, IL-6 et TNF-a (Article Figure 2).

- diminue la phosphorylation de I-xB (Article Figure 3A).

- diminue la translocation nucléaire de p65 (Article Figures 3B et C).

Dans un deuxiéme temps, j’ai étudié les effets du CB3 sur un modele de souris ApoE2.Ki
soumis a un régime alimentaire athérogene de type HFD développant ainsi I’athérosclérose.

Les résultats de cette étude in vivo ont montré que le peptide CB3 :

- réduit les taux d'anticorps plasmatiques dirigés contre les LDL oxydées chez les souris
ApoE2.Ki (Article Figure 4A).

- augmente significativement les taux plasmatiques de cytokines anti-inflammatoires telles
gue l'adiponectine et I'lL-10 et réduit significativement les cytokines pro-inflammatoires telles
que I'lL-33 et le TNF-a (Article Figures 4B et C).

- réduit également le nombre de macrophages activés (phénotype M1) dans la rate (Article
Figure 5).

- réduit la proportion de macrophages M1 et augmente la proportion de macrophages M2 au
sein de la plaque d’athérome (Article Figures 6C, D, E et F).

- réduit significativement la surface de la lIésion aortique des souris ApoE2.Ki (Article Figures

6A et B).

L'ensemble de nos résultats indique que le peptide CB3 exerce plusieurs effets protecteurs et
peut ainsi représenter une nouvelle approche thérapeutique pour traiter les maladies

cardiovasculaires.
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Mes travaux ont montré, dans un premier temps, une absence de toxicité du peptide
CB3 dans les macrophages murins en culture primaire. Dans un deuxieme temps, nous avons
mis en évidence, dans des conditions pro-oxydantes, une réduction dose-dépendante du
niveau des ROS intracellulaires et du H,0, extracellulaire produit par les macrophages murins
activés par le LPS en présence du peptide CB3. Le CB3 exerce un effet antioxydant plus efficace
qgue la Trx-1 recombinante. A ce jour, une seule équipe a utilisé le CB3 et a démontré qu’il
protege les cellules B-pancréatiques (INS 832/13) du stress oxydatif induit par I'auranofin, un
inhibiteur sélectif de la TrxR (Cohen-Kutner et al., 2013). Ce modeéle a été utilisé car les cellules
[-pancréatiques sont beaucoup plus sensibles aux dommages cytotoxiques en raison de leur
faible teneur en enzymes antioxydantes (glutathion peroxydase, superoxyde dismutase,
catalase) (Lenzen et al., 1996). De plus, le CB3 présente une efficacité supérieure a celle des
agents antioxydants conventionnels tels que le NAC, la GSH, le DTT ou la vitamine C et méme
la hTrx-1 recombinante (Kim et al., 2011), et ce en accord avec nos propres résultats. L'effet
antioxydant du peptide CB3 sur les macrophages activés peut s’expliquer par un effet
"mimétique" de la Trx-1 via la régénération directe et/ou indirecte des systémes antioxydants
endogenes. En effet, les équipes de Cohen-Kutner et al. et de Kim et al. montrent
respectivement une augmentation de la Trx-1 a I’état réduit en présence de CB3 dans les
cellules INS 832/13 (Cohen-Kutner et al.,, 2013) et du glutathion réduit dans les tissus
pulmonaires (Kim et al., 2011). Cependant, au vu du réle physiologique des ROS comme
molécules de signalisation régulant des fonctions cellulaires essentielles, |"utilisation du CB3
pourrait potentiellement perturber cette homéostasie redox. Or, nous avons démontré que
le peptide CB3, méme a forte dose, n’affecte pas le niveau des ROS dans les macrophages non
activés par le LPS (Article Figure VIII supplémentaire). Les mécanismes qui expliqueraient
I’efficacité du CB3 en tant que puissant antioxydant dans les macrophages activés ou non
(conditions basales) restent encore a démontrer.

Dans des conditions inflammatoires, les macrophages exposés au CB3 présentent une
diminution de I’expression et de la sécrétion de facteurs inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6 et
MCP-1) avec une inhibition de la voie NF-kB. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par El Hadri et al. et confirment que la Trx-1 recombinante diminue les marqueurs
inflammatoires (TNF-a et MCP-1) et augmente les marqueurs anti-inflammatoires (IL-10) dans
le méme modéle cellulaire (El Hadri et al., 2012). De méme, Billiet et al. ont observé que la

hTrx-1 exerce une fonction anti-inflammatoire suite a I'inhibition de la voie NF-xB impliquée
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dans la transcription du géne inflammatoire IL-13 dans des macrophages primaires dérivés de
monocytes issus de donneur humain (HMDM : Human monocyte-derived macrophages). Ces
cellules sont impliquées dans plusieurs maladies inflammatoires, notamment
I’athérosclérose. Ainsi, le peptide CB3 "mime" bien les propriétés anti-inflammatoires de la
Trx-1. De plus, Kim et al. ont observé une inhibition de la translocation nucléaire du facteur
NF-kB en présence du CB3 dans le tissu pulmonaire d’un modele d’inflammation des voies

respiratoires (Kim et al., 2011).

Des résultats analogues ont également été obtenus dans deux modeéles de
macrophages humains, es cultures primaires de HMDM (Article Figure Il supplémentaire) et
la lignée THP-1 (Article Figure A supplémentaire). Ainsi, le peptide CB3 exerce des effets

antioxydants et anti-inflammatoires in vitro.

La validation fonctionnelle du CB3 in vivo a été réalisée sur un modele murin
développant de I'athérosclérose, des souris ApoE2.Ki soumises a un régime HFD. Nous avons
d’abord étudié la stabilité du peptide a 37°C, dans le plasma de ces souris. Aprés 48h
d’incubation, le peptide CB3 présente une dégradation de seulement ~30%, montrant sa
bonne stabilité (Article Figure | supplémentaire). L'injection intrapéritonéale quotidienne de
CB3 ne présente aucune toxicité hépatique (faibles activités de I’ALAT et de I’ASAT), méme a
forte dose (20ug/g). Nous avons également démontré que le peptide mimétique de la Trx-1
diminue significativement le taux circulant des anticorps anti-LDLox, ce qui suggére une baisse

globale de I’état oxydatif chez ces souris.

Nous avons ensuite étudié |’effet anti-inflammatoire du CB3 chez les souris ApoE2.Ki.
Nous avons démontré une diminution des cytokines pro-inflammatoires circulantes (IL-33,
TNF-a) et une augmentation des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, adiponectine), ce qui
reflete une baisse de l'inflammation suite a I'administration du peptide. Kim et al. ont
également montré que I'administration du CB3 augmente les niveaux d'IL-10 dans les tissus
pulmonaires de souris développant une inflammation des voies respiratoires (Kim et al.,
2011). De plus, sur des coupes transversales de sinus aortique, nous avons montré une
diminution de I'expression du TNF-o,, un marqueur inflammatoire, au sein de la plaque

d’athérome. Sur ces mémes coupes, nous avons étudié le phénotype des macrophages au
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niveau des plaques d’athérome. Nos résultats montrent que le CB3 oriente les macrophages
d’un phénotype M1 pro-inflammatoire vers un phénotype M2 anti-inflammatoire et diminue
globalement le nombre de macrophages lésionnels (macrophages positifs pour le F4/80). Le
peptide mimétique de la Trx-1 diminue probablement l'infiltration des macrophages et/ou
inhibe leur prolifération au sein de la plague d’athérome. Cependant, d’autres études sont
nécessaires pour apporter des arguments supplémentaires. En revanche, ces résultats vont
dans le méme sens que ceux obtenus par El Hadri et al. au sein de notre équipe: la
colocalisation de la Trx-1 avec le CD206 (marqueur anti-inflammatoire) dans les lésions
athérosclérotiques des souris ApoE2.Ki implique une polarisation des macrophages vers un
phénotype M2 (El Hadri et al., 2012). Le CB3 "mime" donc bien la Trx-1, en orientant les
macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire M2. Nos résultats ont été complétés par
une analyse en cytométrie de flux sur la rate de souris ApoE2.Ki afin d’évaluer I'impact global
de I'administration du CB3 sur le systeme immunitaire. Le CB3 n'exerce aucun effet mesurable
sur les cellules appartenant au systeme immunitaire (données non présentées); seule
I’abondance des macrophages activés (phénotype M1) est significativement réduite de 32 %
par rapport aux macrophages totaux (CD45*). L'ensemble de nos résultats montre trés

clairement I'effet anti-inflammatoire du peptide CB3 in vivo.

Nos travaux révelent que la surface des lésions dans les aortes proximales de souris
ApoE2.Ki soumises a un régime alimentaire type HFD diminue tres significativement suite au
traitement par le peptide CB3. Cette action antiathérogéne est semblable a celle de la Trx-1
puisqu’une réduction de la surface de la Iésion a également été observée dans ce modeéle de
souris traitées par la Trx-1 (El Hadri et al., 2012). Il est bien établi que les CML ou les
macrophages, dotés de récepteurs scavengers a leur surface, se gorgent de LDLox jusqu’a
devenir des cellules spumeuses et participer a la formation du corps lipidique de la plaque
d’athérome. Or, nous avons montré que le CB3 diminue le niveau des LDLox circulants ainsi
gue le nombre de macrophages Iésionnels chez des souris susceptibles a I’'athérosclérose. Cela
expliquerait que le CB3 diminue, du moins en partie, le nombre des cellules spumeuses et le
volume du corps lipidique au sein de la plaque d’athérome. Une autre explication peut étre
avancée. Nous avons en effet montré que le CB3 induit une augmentation de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 circulante, produite par les cellules T auxiliaires de type Th2, les

lymphocytes B, les monocytes et les macrophages M2 anti-inflammatoires. Or, il a été
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rapporté que la cytokine IL-10, sécrétée localement dans la |ésion d’athérosclérose, empéche
I’accumulation des lipides et module négativement la réaction inflammatoire locale (Mallat et
al., 1999).L'IL-10 inhibe également plusieurs voies cellulaires pouvant jouer un réle important
dans le développement et la progression de I'athérosclérose, notamment I'activation de NF-
kB (Lentsch et al.,, 1997; Schottelius et al., 1999; Wang et al., 1995), la production de
métalloprotéase, de molécules d’adhésion (Henke et al., 2000; Lacraz et al., 1995) et la mort
cellulaire par apoptose (Arai et al., 1995). Cela lui confére des propriétés protectrices anti-
athérosclérotiques. Ainsi, la baisse de l'inflammation, induite par le CB3 chez des souris
ApoE2.Ki, pourrait s’expliquer, du moins en partie, par I'augmentation des niveaux circulants

de I'IL-10 qui joue un role protecteur contre le processus athérosclérotique.

Enfin, de facon inattendue, le CB3 induit une augmentation du niveau circulant de
I’adiponectine chez des souris ApoE2.Ki. C'est réponse serait due a une adipokine impliquée
dans la régulation des métabolismes lipidique et glucidique et ayant des effets anti-
inflammatoires et vasculo-protecteurs bien documentés. Il a également été rapporté que son
expression est fortement inhibée par des facteurs inflammatoires, en particulier le TNF-a et
par les ROS (Ghadge et al., 2018; Li and Zeng, 2018). Nous avons montré, sur une lignée
adipocytaire 3T3-F442A cultivée dans des conditions inflammatoires, que le CB3 induit la
sécrétion de l'adiponectine (Article Figure X supplémentaire). Ce peptide CB3 est donc
capable, en plus de ses effets vasculaires, d’exercer des effets sur le tissu adipeux en
augmentant I’expression d’un facteur anti-inflammatoire et antiathérogene, I’adiponectine.
Cet effet du CB3 peut également étre indirectement la conséquence d’une diminution de
I'inflammation dans le tissu adipeux, via la réorientation des macrophages résidents d’un
phénotype M1 vers un phénotype M2. L'effet athéroprotecteur du CB3 serait alors

partiellement médié partiellement par I'adiponectine (Figure 15).
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Figure 15. Effets anti-inflammatoires et antiathérogénes du CB3. Mécanismes d’action directe et
indirecte via I'adiponectine.
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Conclusion






Historiguement, une premiére série de médicaments anti-inflammatoires (anticorps
anti-TNF-a), anticoagulants (rivaroxaban, dabigatran), hypocholestérolémiants (statines) et
antioxydants (vitamine E, B-carotéene) a été générée. Ces médicaments sont actuellement
utilisés dans le traitement des maladies cardiovasculaires (Cheng et al., 2014; Costopoulos et
al., 2013; Lawrence et al., 2002; Rienstra et al., 2013; Stein and Raal, 2015). Bien que beaucoup
de ces médicaments aient montré une certaine efficacité, un grand nombre d’entre eux exerce
toutefois des effets controversés voir indésirables et ne conviennent donc pas pour un
traitement a long terme (Recio et al.,, 2017). Par conséquent, de nouvelles approches
thérapeutiques sont nécessaires pour traiter les maladies cardiovasculaires. Ainsi, les
approches basées sur I'utilisation de peptides et les peptidomimétiques ont suscité un vif
intérét dans la communauté scientifique et médicale pour le traitement et la prévention des
maladies cardiovasculaires (Recio et al., 2017). Parmi cette classe, les peptides mimétiques de
I"apolipoprotéine A-lI (ApoA-l) ont été une des principales stratégies utilisées dans le
traitement des maladies cardiovasculaires. En effet, 'hypercholestérolémie, un des facteurs
de risque majeurs, joue un réle clé dans la progression de I'athérosclérose. L’ApoA-| est une
des protéines constitutives des particules de HDL chargées de transporter le cholestérol vers
le foie en vue de son élimination. L’ApoA-| est essentielle pour maintenir ’lhoméostasie du
cholestérol cellulaire et exerce de multiples fonctions (Fisher et al., 2012; Mangaraj et al.,
2016). Sa déficience génétique chez des souris déja invalidées pour le récepteur LDL (RLDL")
favorise de maniere significative la progression de I'athérosclérose (Moore et al., 2003). Il a
été démontré que des peptides mimétiques de I'’ApoA-I tels que le 18A, 4F, 6F, 5A exercent
des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antiathérogénes chez des souris ApoE”"
et sur des cellules endothéliales aortiques humaines (HCAEC) ou bovines (BAEC) (Amar et al.,
2010; Li et al., 2004; Navab et al., 2002, 2005; Rosenbaum et al., 2015; Tabet et al., 2010). Bon
nombre de ces peptides mimétiques de I’ApoA-I se trouvent a un stade de développement
préclinique (Smith, 2010; Uehara et al., 2015; White et al., 2014). Cependant, aucune efficacité
dans les essais humains n’a été démontrée (peptides 4F) (Bloedon et al., 2008; Li et al., 2004;
Van Lenten et al., 2008; Watson et al., 2011). Par ailleurs, la stabilité de certains peptides
administrés par voie orale méme a fortes doses est faible. L'administration par voie
intraveineuse ou sous cutanée reste la plus couramment utilisée pour de faibles doses. Bien

que l'utilisation de peptidomimétiques dans le traitement des maladies cardiovasculaires
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gagne du terrain; des études complémentaires sont encore nécessaires afin d’améliorer

notamment la stabilité des peptides (Fosgerau and Hoffmann, 2015; Recio et al., 2017).

Dans ce contexte, I’étude trés récente du peptide mimétique de la thiorédoxine-1, présentant
une forte stabilité, fournit d’ores et déja des résultats trés prometteurs. L’ensemble des
données obtenues au cours de ma thése montre I’effet antioxydant, anti-inflammatoire et
athéroprotecteur de ce peptide. 1l reproduit également les fonctions du site catalytique de la
Trx-1 et ce, de facon plus puissante que la protéine native, la Trx-1. Le CB3 suscite donc un
grand intérét pour limiter ’inflammation et le stress oxydant, deux processus impliqués dans

la physiopathologie de ’athérosclérose.

Pour conclure, mon travail de thése donne lieu, pour la premiére fois, a des résultats qui
ouvrent des perspectives de recherche dont le peptide mimétique de la Trx-1 pourrait étre une
nouvelle approche thérapeutique. Ce peptide, en ciblant les macrophages, pourrait limiter
non seulement le développement de I’athérosclérose mais également, Dinitiation et le

développement des désordres métaboliques qui lui sont associés.
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?erspecn’ves






Afin d’utiliser le CB3 comme traitement potentiel pour les maladies cardiovasculaires,

il serait essentiel de mieux appréhender son mécanisme d’action.

Ainsi, d’'une part, il serait tres intéressant d’évaluer I’état oxydatif et inflammatoire
(évaluerles macrophages M1/M2 et cytokines inflammatoires) de tissus métaboliques comme

le foie, le muscle ou les tissus adipeux de souris ApoE2.Ki sous HFD et traitées par le CB3.

D’autre part, nos résultats mettent en évidence I'impact du peptide mimétique de la
Trx-1 sur la réorientation phénotypique des macrophages tissulaires vers un profil anti-
inflammatoire et réparateur. Or, comme nous I’avons vu, chaque changement phénotypique
s’accompagnerait d’un profond remodelage métabolique au niveau des macrophages. Il serait
donc intéressant de décrire le mécanisme d'action du CB3 sur la réorientation métabolique

des macrophages. Dans ce but, I'utilisation de la technique du "Seahorse" (analyseur Seahorse

XFe24) nous permettra de mesurer, de fagon non invasive et en temps réel, I’activité des deux
principales voies métaboliques: la glycolyse et la phosphorylation oxydative des
mitochondries dans des conditions inflammatoires et en présence du peptide CB3.
L'identification, au sein des voies métaboliques explorées, de cibles potentielles du CB3 nous
permettra ensuite de caractériser la régulation de leur expression par RT-qPCR et Western
Blot. Ainsi, la reprogrammation métabolique des macrophages pourrait devenir une autre
approche thérapeutique prometteuse pour traiter les maladies cardiovasculaires et

particulierement I'athérosclérose.
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ORIGINAL RESEARCH ARTICLE ®

Human Plasma Thioredoxin-80 Increases
With Age and in ApoE~- Mice Induces
Inflammation, Angiogenesis, and

Atherosclerosis

BACKGROUND: Thioredoxin (TRX)-1, a ubiquitous 12-kDa protein, exerts
antioxidant and anti-inflammatory effects. In contrast, the truncated

form, called TRX80, produced by macrophages induces upregulation of
proinflammatory cytokines. TRX80 also promotes the differentiation of mouse
peritoneal and human macrophages toward a proinflammatory M1 phenotype.

METHODS: TRX1 and TRX80 plasma levels were determined with a specific
ELISA. A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
(ADAM)-10, ADAM-17, and ADAM-10 activities were measured with
Sensolyte 520 ADAM10 Activity Assay Kit, Fluorimetric, and InnoZyme TACE
Activity Kit, respectively. Western immunoblots were performed with specific
antibodies to ADAM-10 or ADAM-17. Angiogenesis study was evaluated

in vitro with human microvascular endothelial cells-1 and in vivo with the
Matrigel plug angiogenesis assay in mice. The expression of macrophage
phenotype markers was investigated with real-time polymerase chain
reaction. Phosphorylation of Akt, mechanistic target of rapamycin, and 70S6K
was determined with specific antibodies. The effect of TRX80 on NLRP3
inflammasome activity was evaluated by measuring the level of interleukin-
1B and -18 in the supernatants of activated macrophages with ELISA. Hearts
were used for lesion surface evaluation and immunohistochemical studies,
and whole descending aorta were stained with Oil Red O. For transgenic mice
generation, the human scavenger receptor (SR-A) promoter/enhancer was
used to drive macrophage-specific expression of human TRX80 in mice.

RESULTS: In this study, we observed a significant increase of plasma levels

of TRX80 in old subjects compared with healthy young subjects. In parallel,
an increase in expression and activity of ADAM-10 and ADAM-17 in old
peripheral blood mononuclear cells compared with those of young subjects
was observed. Furthermore, TRX80 was found to colocalize with tumor
necrosis factor-a, a macrophage M1 marker, in human atherosclerotic plaque.
In addition, TRX80 induced the expression of murine M1 macrophage
markers through Akt2/mechanistic target of rapamycin—C1/70S6K pathway
and activated the inflammasome NLRP3, leading to the release of interleukin-
1p and -18, potent atherogenic cytokines. Moreover, TRX80 exerts a
powerful angiogenic effect in both in vitro and in vivo mouse studies. Finally,
transgenic mice that overexpress human TRX80 specifically in macrophages
of apoE~~ mice have a significant increase of aortic atherosclerotic lesions.

CONCLUSIONS: TRX80 showed an age-dependent increase in human
plasma. In mouse models, TRX80 was associated with a proinflammatory
status and increased atherosclerosis.
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Clinical Perspective
What Is New?

¢ Plasma levels of thioredoxin (TRX)-80 were signifi-
cantly increased in healthy old subjects.

e Activities of a disintegrin and metalloprotein-
ase domain-containing protein (ADAM)-10 and
ADAM-17, 2 a-secretases responsible for the TRX1
cleavage, were significantly increased in old periph-
eral blood mononuclear cells.

e A significant activation of the inflammasome
NLRP3 by TRX80 was seen, leading to interleukin-
1p and -18 release.

e Transgenic mice that overexpress TRX80, specifi-
cally in macrophages, have a significant increase of
aortic atherosclerotic lesions.

What Are the Clinical Implications?

e The loss of TRX1 and the increase of TRX80 with
age explain, at least in part, the occurrence of oxi-
dative stress and inflammation in old subjects.

e The plasma level of TRX80 could be considered
a new parameter for the evaluation of inflam-
mation, angiogenesis, and atherosclerotic lesion
development.

on both innate and adaptive arms of the immune

response, which have been shown to modulate
lesion initiation, progression, and potentially devastat-
ing thrombotic complications.'? In this process, macro-
phages play a central role in the accumulation of lipids
in atherosclerotic plaques,® immune responses* and the
maintenance of inflammation.> Therefore, macrophage
recruitment and plasticity are key components of ath-
erosclerosis.

Macrophages residing within atherosclerotic lesions
represent a heterogeneous cell population, the activa-
tion and function of which are influenced by various cy-
tokines and microbial products. For example, interleukin
(IL)-1pB, interferon-y, and endotoxin lipopolysaccharide
increase the inflammatory activation profile, yielding
the so-called M1 macrophages® that produce proin-
flammatory cytokines such as tumor necrosis factor-
o (TNF-a), IL-6, and IL-12, as well as reactive oxygen
species and nitrogen intermediates.” Consistently, M1
macrophages are associated with increased inflamma-
tion and tissue damage. In contrast, IL-4, IL-13,8 peroxi-
some proliferator-activated receptor-y activators,® and
adiponectin®'™ promote polarization of macrophages
into the anti-inflammatory, alternative M2 type. M2
macrophages secrete the anti- inflammatory cytokine
IL-10, transforming growth factor-B, and IL-1 receptor
antagonist, and they upregulate scavenger receptors,
the mannose receptor CD206, and arginase-1. Overall,

The development of atherosclerosis is dependent
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the accumulation of M2 macrophages leads to a reduc-
tion of inflammation.

Growing evidence indicates that overproduction of
reactive oxygen species under pathophysiological con-
ditions is an integral component in the development of
cardiovascular diseases such as atherosclerosis, ischemic
heart disease, hypertension, cardiomyopathies, cardiac
hypertrophy, and congestive heart failure.’'? An imbal-
ance favoring the cellular production of free radicals in
amounts exceeding the cellular defense capacities is
referred to as oxidative stress,’'* which markedly con-
tributes to arterial inflammation.™ Therefore, cells have
evolved several strategies, both enzymatic and nonen-
zymatic, to overcome free radical-induced oxidative
stress, including preventive and repairing mechanisms,
physical barriers, and antioxidant defenses. Nonen-
zymatic antioxidants are ascorbic acid (vitamin C), a-
tocopherol (vitamin E), glutathione, carotenoids, flavo-
noids, and other antioxidants. Enzymatic antioxidant
defenses include superoxide dismutase, glutathione
peroxidase, catalase, glutaredoxin, and the thioredoxin
(TRX) system.?

The TRX system comprises TRX, truncated TRX
(TRX80), TRX reductase, and NADPH. In addition, a nat-
ural TRX inhibitor, the TRX-interacting protein, is an im-
portant part of this system. The TRX system is essential
for maintaining the balance of the cellular redox status
and is involved in the regulation of redox signaling. It
is also pivotal for growth promotion, neuroprotection,
inflammatory modulation, antiapoptosis, immune func-
tion, and atherosclerosis. As a ubiquitous and multi-
functional protein, TRX1, a 12-kDa highly conserved
protein, is expressed in all forms of life and executes its
function through its antioxidative, protein-reducing, sig-
nal-transducing activities.’ Several studies reported the
beneficial role of TRX1 in cardiovascular diseases.'®"®
In contrast, the C-terminal truncated form, composed
of 1to 80 or 1 to 84 N-terminal amino acids (TRX80),
which is either secreted from cells already truncated or
cleaved by 2a-secretases (a disintegrin and metallo-
proteinase domain-containing protein [ADAM]-10 and
ADAM-17) at the cell surface,?® possesses a proinflam-
matory cytokine-like activity.? Macrophages have been
reported to cleave full-length TRX1 to yield TRX80.2?

The level of TRX80 in plasma has been reported to
vary from 2 to 175 ng/mL and is markedly increased
under inflammatory conditions.?*?* TRX80 activates
monocytes and induces upregulation of cell surface
pathogen recognition receptors, molecules essential
for T-cell activation and function? and for the release
of the proinflammatory cytokines.?® In contrast to the
full-length TRX1, which downregulates the expression
of a number of inflammatory genes,?” TRX80 promotes
mouse peritoneal and human macrophages toward a
proinflammatory M1 phenotype and significantly in-
creases aortic lesion surface area in mice.?® Therefore, it
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is thought that these 2 different forms of TRX may use
different signaling pathway or regulate the same signal-
ing pathway but in different ways. Among the candi-
date signaling pathways, Akt pathway is most likely to
be used by TRX1 and/or TRX80.

Akt, also known as PKB, is a family of 3 serine/threo-
nine protein kinases (Akt1, Akt2, and Akt3) that regu-
late a host of cellular functions, including cell survival,
proliferation, differentiation, and intermediary metabo-
lism.?° In the vascular wall, Akt plays an important role
in the proliferation and migration of endothelial cells,
regulation of vascular permeability, and angiogene-
sis.3%32 Recent studies of Akt knockout (KO) mice have
shown that despite significant sequence homology, the
3 Akt isoforms have some nonredundant functions.
Although Akt7-deficient mice exhibit overall growth
impairment,** Akt2-KO mice have impaired glucose
tolerance and insulin resistance,** and Akt3-null mice
display a selective reduction in brain size.?®

In addition, it has been reported that a global ab-
sence of Akt1 in vivo enhances atherosclerotic lesion
burden and promotes coronary atherosclerosis in a
mouse model of atherosclerosis, indicating that Akt1
exerts vascular protection against atherogenesis.?® It
has been demonstrated that Akt2 ablation results in the
M2 polarization of macrophages, whereas Akt1 abla-
tion promotes their M1 polarization.®* Therefore, the
implication of Akt pathway has been studied to explore
the signaling pathway used by TRX1 and/or TRX80 to
induce the macrophages polarization. Because we have
observed a significant increase of the plasma level of
TRX80 in old subjects compared with young people, we
conducted a series of in vitro and in vivo experiments
to determine the mechanism underlying the cleavage
of the TRX1 and the generation of the TRX80. We also
investigated the in vivo role of TRX80 on angiogenesis,
inflammation, the oxidative process, and arterial lesion
development in mice.

METHODS

Cohort Constitution

A cohort of young and old male and female subjects was
collected in collaboration with the Health Professional
Department in Ksar Hellal Hospital (Monastir, Tunisia). A total
of 283 subjects (male and female) divided into 2 groups, young
(n=144 from 20-40 years old [male n= 98; female n=46]) and
old (n=139, =65 years old [male n=94; female n=45]), were
recruited after a routine health checkup and were included
in the study if they were free of any history of obesity, hyper-
tension, dyslipidemia, diabetes mellitus, smoking, or coronary
artery diseases. Subjects who had inflammatory diseases,
valvular heart disease, cancers, or rheumatoid arthritis were
excluded. Heparinized plasma was collected after overnight
fasting, centrifuged, and stored at —80°C. TRX1 levels were
determined with an ELISA kit from International Office IBL
(Hamburg, Germany). TRX80 levels were determined with an
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ELISA kit developed in our laboratory (Methods in the online-
only Data Supplement). For a-secretase activity, peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) were purified from 5 young
and 5 old subjects, and ADAM-17 and ADAM-10 activities
were measured with the Sensolyte 520 ADAM10 Activity
Assay Kit, Fluorimetric (Anaspec, France), and InnoZyme
TACE Activity Kit (Merck, France), respectively. Aliquots of cell
lysates were also used to perform Western immunoblots with
specific antibodies to ADAM-10 or ADAM-17 (NeoBiotech,
France; Methods in the online-only Data Supplement). All
subjects provided written informed consent for the collec-
tion and storage of plasma aliquots and PBMCs consistent
with the present study. Colocalization of TRX80 and TNF-a. on
M1 macrophages in human atherosclerotic lesions was con-
ducted on 5-pm sections of vessel specimens obtained from
patients undergoing vascular surgery for atherosclerotic com-
plications (Methods in the online-only Data Supplement). For
the angiogenesis study, the effect of TRX80 was evaluated in
vitro with human microvascular endothelial cells-1 and in vivo
with the Matrigel plug angiogenesis assay in mice (Methods
in the online-only Data Supplement). The data are presented
as mean+SD.

In Vitro Study on Mouse Peritoneal
Macrophages

In this study, murine peritoneal macrophages were left
untreated or treated with lipopolysaccharide, IL-4, TRX80, or
a combination thereof. The expression of the macrophage
phenotype markers CD206, myocyte chemoattractant pro-
tein-1, IL-10, and TNF-a was investigated at the transcrip-
tion level with real-time polymerase chain reaction (Table |
in the online-only Data Supplement). For TRX80 signal path-
way determination, murine peritoneal macrophages were
untreated or treated with TRX80, PI3K inhibitor, Akt inhibitor,
mechanistic target of rapamycin (mTOR) inhibitor, or a com-
bination thereof. Phosphorylation of Akt, mTOR, and 70S6K
was determined with specific antibodies (Methods in the
online-only Data Supplement). The effect of TRX80 on NLRP3
inflammasome activity was evaluated by measuring the level
of IL-1f and IL-18 in the supernatants of activated macro-
phages (Figure 2 and online-only Data Supplement Figure Ill)
isolated from C57BI/6.Nlrp3*+ or C57BI/6.NIrp3~~ with ELISA.
The data are presented as mean=SD.

In Vivo Study on C57BIl/6.apoE~"- Mice

In vivo study was performed on C57BI/6.apoE~~ mice. Heart
and descending aortas were excised and fixed. Hearts were
used for lesion surface evaluation and immunohistochemical
studies; whole descending aortas were stained (en face) with
Oil Red O; the lesion area per animal was quantified (Methods
in the online-only Data Supplement); and the data are pre-
sented as mean=SD. All procedures involving animal handling
and their care were in accordance with the University of Pierre
and Marie Curie Guidelines for Husbandry of Laboratory Mice.

Transgenic Mice Generation

The human scavenger receptor (SR-A) promoter/enhancer
was used to drive macrophage-specific expression of human
TRX80 in mice (Figure IA in the online-only Data Supplement,).
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In the created transgenic line, the heterozygous mice had
50 copies of the TRX80 transgene per genome. Expression
of human TRX80 was measured in peritoneal macrophages
(Figure IB in the online-only Data Supplement). For the study
of the effect of TRX80 transgene on development of athero-
sclerosis, the transgene was transferred onto an apoE-KO
background by crossing the transgenic mice with apoE-KO
mice, which were also on a C57BI/6 N genetic background
(stock 2052, Jackson Laboratory).

Statistical Analyses

Statistical significance was calculated with the Mann-Whitney
test, unpaired t test, or ANOVA and is reported in the legend
of each figure and table. Values of P<0.05 were considered
significant.

RESULTS

Baseline Clinical Characteristics

Different parameters of subjects included in this study
such as age, body mass index, glycemia, blood pres-
sure, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol (LDL-C),
high-density lipoprotein cholesterol, total cholesterol,
and triglycerides are reported in the Table.

Plasma Levels of TRX1 and TRX80 in
Young and Old Subjects

TRX1 is known to be cleaved at its C-terminal,?' produc-
ing a truncated protein called TRX80, which accumulates
in plasma.?* The conversion of TRX1 to TRX80 appears
to be a molecular switch from an anti-inflammatory to a
proinflammatory molecule. Two a-secretases (ADAM-10
and ADAM-17) were recently reported to be responsible
for its cleavage.?® However, the physiological or patho-

TRX80 Induces Inflammation and Atherosclerosis

logical condition in which the cleavage process occurs is
not known. Because inflammation often increases with
age and age is an independent risk factor for cardiovas-
cular diseases, we evaluated the level of both TRX1 and
TRX80 in the plasma of young and old male and female
subjects. Higher levels of full-length TRX1 were found in
young male versus old male subjects (71.96+13.36 ver-
sus 24.84+9.26 ng/mL, respectively; P<0.001 [mean+SD,
Mann-Whitney test]), as well as in young female versus
old female subjects (45.42+14.49 versus 25.90+10.05 ng/
mL, respectively; P<0.001; Figure 1A). In contrast, TRX80
was lower in young versus old male subjects (9.00+9.01
versus 60.21+18.50 ng/mL; P<0.001) and in young than
in old subjects (11.22+15.13 versus 40.41+24.41 ng/mL;
P<0.001; Figure 1B). To assess cofounding effects, we per-
formed an additional statistical tests with the generalized
linear model (GLM-R software, “car” library with gauss-
ian family) using the following model: TRX1=age+body
mass  index+blood  pressure+glycemia+LDL-C+high-density
lipoprotein  cholesterol+total  cholesterol+triglycerides
and TRX80=age+body mass index+blood pressure+
glycemia+LDL-C+high-density lipoprotein cholesterol+total
cholesterol+triglycerides. Then, ANOVA was performed on
the results of the generalized linear model. For men, the
results stand for both molecules TRX1/TRX80 with a value
of P<0.001 in both cases. For women, the results stand for
TRX1/TRX80 with a value of P<0.05.

ADAM-10 and ADAM-17 Expression

and Activity Increased in PBMC in Old
Subjects

The cleavage process of TRX1 into TRX80 could pos-

sibly be attributed to the increase of the expression or
activities of the 2 a-secretases. Indeed, we showed that

Table. Baseline Clinical Characteristics and TRX-1 and TRX-80 Levels in the Plasma of Young and Old Subjects

Male Female
Young (n=98) Old (n=94) Fold Changes Young (n=46) Old (n=45) Fold Changes
Age, y 32.20+6.51 75.10+5.04 2.33 30.72+4.71 71.09+10.93 2.31
BMI, kg/m? 23.45+1.91 24.69+1.42 1.05 22.94+3.95 25.49+2.22 1.1
Blood pressure, mmHg 12.74+0.75 13.29+0.76 1.04 11.41+0.97 13.56+1.12 1.19
Glycemia, mmol/L 5.15+0.37 5.17+0.44 1.00 4.25+0.71 5.04+0.50 1.27
LDL-C, mmol/L 2.11+0.38 2.74+0.48 1.30 2.27+0.22 2.51+0.28 1.1
HDL-C, mmol/L 1.29+0.18 1.16+0.19 0.90 1.61+0.25 1.49+0.10 0.92
Total cholesterol, mmol/L 3.75+0.43 4.35+0.54 1.16 4.15£0.57 4.96+0.36 1.19
Triglycerides, mmol/L 0.97+0.27 1.17+0.28 1.21 0.96+0.34 1.18+0.17 1.23
TRX1, ng/mL 71.96+13.36 24.84+9.26 0.35 45.42+14.49 25.90+10.05 0.57
TRX80, ng/mL 9.00+9.01 60.25+18.50 6.69 11.22+15.30 40.41+£24.41 3.60

BMI indicates body mass index; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; and TRX, thioredoxin. Statistical tests used
the generalized linear model (GLM-R Software; “car” library with gaussian family) with the following model: TRX1~age+BMI+blood pressure+glycemia+LDL-C+HDL-
C+total cholesterol+triglycerides and TRX80~age+BMl+blood pressure+glycemia+LDL-C+HDL-C+total cholesterol+triglycerides. Then, an analysis of variance was
performed on the results of the generalized linear model. For men, the results stand for both molecules TRX1/TRX80 with values of P<0.001 in both cases. Similarly,

for women, the results stand for TRX1/TRX80 with a value of P<0.05.
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Figure 1. Plasma thioredoxin (TRX)-1, TRX80, a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
(ADAM)-10, and ADAM-17 expression and activity and immunohistochemical studies.

Plasma levels of TRX1 and TRX80 in young and old subjects. Plasma levels of TRX1 (A) and TRX80 (B) in young (male, n=98;
and female, n=46) and old (male, n=94; and female, n=45) subjects were determined by ELISA and are represented in box
plots indicating the median and lower and upper quartiles. Statistically significant differences are indicated (male, young vs
old; ***P<0.001, Mann-Whitney). C, ADAM-10 and ADAM-17 expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
from young and old subjects. PBMCs from young (n=5) and old (n=5) subjects were cultured, lysed, and centrifuged, and
20 pg protein per lane was separated on 4% to 15% gels and electroblotted onto polyvinylidene difluoride membrane as
described in Methods. Specific antibodies against ADAM-10 (1:500), ADAM-17 (1:500), or B-actin for normalization were
added. Membranes were washed and incubated with horseradish peroxidase—conjugated secondary antibody (1:5000), and
specific bands were visualized and scanned. Data are presented as mean=SD of 5 young and 5 old subjects. Statistically
significant differences are indicated (**P<0.01, Mann-Whitney). One representative Western immunoblot was inserted. D,
Measurement of ADAM-10 and ADAM-17 activities. PBMCs were isolated from healthy young and old donors, washed,
lysed, and centrifuged, and the supernatant was collected and used to assay ADAM-10 and ADAM-17 activities with the
Sensolyte 520 ADAM10 Activity Assay Kit, Fluorimetric, and InnoZyme TACE Activity Kit, respectively. Results are repre-
sented in box plots indicating the median and lower and upper quartiles. Statistically significant differences are indicated
(**P<0.01, ***P<0.001, Mann-Whitney). E, TRX80 colocalizes with M1 macrophages in human atherosclerotic lesions.
Serial sections of paraffin-embedded human atherosclerotic vessel specimens from 3 patients undergoing vascular surgery
for atherosclerotic complications were stained with DAPI for nuclei visualization (a); the primary antibodies were substituted
with control IgG (b) or with anti-CD68 (a specific marker for macrophages; ¢); TRX80 monoclonal mouse antibody that
reacts exclusively with truncated protein was stained with Cy-5—conjugated secondary antibody (d) or anti-human CD206
(e), double stained with anti-TRX80 and anti-CD206 (f), anti-tumor necrosis factor-a. (TNF-a; g), and double stained with
anti-TRX80 and anti-TNF-a primary antibodies (h). Magnification of selected area in h is shown in i. Representative images
are shown. Original magnifications x400.

ADAM-10 and ADAM-17 expression (Figure 1C) and
activities (Figure 1D) increased in PBMCs isolated from
old subjects compared with PBMC isolated from young
people. Because oxidative stress, inflammatory cyto-
kines, and oxidized LDL could increase with age, we
examined whether HZOZV IL-6, IL-1, TNF-a., or oxidized
LDL was responsible for the induction of the expres-

TRX80 Colocalizes With M1 Macrophages
in Human Atherosclerotic Lesions

Staining of serial sections of human atherosclerotic
plaques confirmed that TRX80 expressed by macro-

phages colocalized with the M1 macrophage marker
TNF-a (Figure 1Eh and 1Ei. In contrast, TRX80 does

sion of the 2 a-secretases in cultured murine peritoneal
macrophages. None of these treatments, however, had
any appreciable effect on the level of either a-secretase
(Figure Il'in the online-only Data Supplement).
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not colocalize with CD206, a marker of M2 macro-
phages (Figure 1Ef), indicating that TRX80 could pro-
mote the M1 polarization in human atherosclerotic
vessels.

Circulation. 2017;136:464-475. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.117.027612
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TRX80 and NLRP3 Inflammasome
Activation

Because the NLRP3 inflammasome is involved in the
pro—IL-18 and pro-IL-18 maturation into biologically
active IL-1p and IL-18, we determined whether TRX80
is able to activate the NLRP3 inflammasome. TRX80,
however, did not stimulate the generation of mature IL-
1B and IL-18 in the absence of lipopolysaccharide (Fig-
ure 2 and Figure Il in the online-only Data Supplement,
respectively). Of note, lipopolysaccharide is known to
activate nuclear factor-xB, leading to pro-IL-1f and
pro-IL-18 generation. Therefore, cholesterol crystals
(CCs), which are specific activators of the NLRP3 in-
flammasome,?” induced the maturation of pro-IL-1p
and pro-IL-18 into IL-1p and IL-18. In the presence of
TRX80 (1 or 2.5 pg/ml), CCs (1 mg/mL), or a combina-
tion of TRX80 and CCs, the generation of mature IL-1
and IL-18 was comparable to control cells, indicating
that neither TRX80 nor CCs affect nuclear factor-xB
(Figure 2 and Figure lll in the online-only Data Supple-
ment). Treatment of macrophages with lipopolysac-
charide (10 ng/mL) enhanced the expression of IL-1f
(24.4 £ 5.2 versus 15.2+4.4 pg/100 pg cell protein for
the control; P<0.05; Figure 2) and IL-18 (32.3+6.1 ver-
sus 18.6+0.8 pg/100 ug cell protein for the control;
P<0.05; Figure Ill in the online-only Data Supplement).
Treatment of macrophages with lipopolysaccharide (10
ng/mL) for 4 hours and then with TRX80 (1 png/mL) for
an additional 24 hours potentiated the level of IL-1f3
(41£4.0 versus 24.4+5.2 pg/100 pg cell protein for
lipopolysaccharide-treated cells; P<0.05; Figure 2) and
IL-18 (49.0+6.0 versus 32.3+6.1 pg/100 pg cell protein

TRX80 Induces Inflammation and Atherosclerosis

for lipopolysaccharide-treated cells; P<0.05; Figure lll in
the online-only Data Supplement). Likewise, a marked
induction of IL-1p (44.0+4.0 pg/100 pg cell protein
versus lipopolysaccharide-stimulated cells; P<0.05; Fig-
ure 2) and IL-18 (58.2+4.0 pg/100 ng cell protein versus
lipopolysaccharide-stimulated cells; P<0.05; Figure Il in
the online-only Data Supplement) was observed when
cells were first activated with lipopolysaccharide (10 ng/
mL) for 4 hours and then with CCs (1 mg/mL) for an
additional 24 hours. Finally, treatment of macrophages
with lipopolysaccharide (10 ng/mL) for 4 hours followed
by treatment with CCs (1 mg/mL) and TRX80 (1 ug/mL)
for an additional 24 hours further potentiated the se-
cretion of IL-1p (52.1+6 pg/100 pg cell protein versus
lipopolysaccharide-stimulated cells; P<0.01; Figure 2)
and IL-18 (75.9+3.0 pg/100 ng cell protein versus lipo-
polysaccharide-stimulated cells; P<0.01; Figure Il in the
online-only Data Supplement). In contrast, treatment of
macrophages isolated from Nlrp3~~ with TRX80, lipo-
polysaccharide, CCs, or a combination thereof did not
induce generation of mature IL-1p (Figure 2) or IL-18
(Figure Ill in the online-only Data Supplement).

Correlation Between the Plasma Levels
of TRX80 and IL-18

Because the plasma levels of TRX80 vary with age and be-
cause TRX80 contributes to the generation of IL-1p, we
examined whether a correlation exists between the plas-
ma levels of IL-1 observed in young and old subjects and
the plasma levels of TRX80 in the same subjects. We did
not observe any significant correlation between TRX80
and IL-13 (Figure IV in the online-only Data Supplement).
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Figure 2. Effect of thioredoxin (TRX)-80 on inflammasome NLRP3 activation.

Peritoneal macrophages were purified and cultured at 0.5x 108 cells/mL. The cells were incubated with TRX80 in the absence
or presence of cholesterol crystals (CC; 1 mg/mL), lipopolysaccharide (LPS; 10 ng/mL), or both. Data are presented as mean+SD
of interleukin-1p (IL-1p; pg/100 png cell protein) of 3 independent experiments performed in duplicate. Statistically significant
differences, using the Mann-Whitney test, are indicated (*P<0.05, **P<0.01). We also used ANOVA for multiple compari-
sons to analyze the data obtained on macrophages isolated from Nirp3~- mice. In all cases, there is no significant difference

between samples.
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Both TRX1 and TRX80 Activate Akt

TRX1 and TRX80 upregulated Akt activation in non-
treated macrophages, as demonstrated by an in vitro
kinase assay performed on total cellular extracts after
exposure to TRX1T (1 ug/mL) or TRX80 (1 pug/mL) for 15
minutes. These data were confirmed by Western blots,
which showed increased levels of the activated form of
phosphorylated Akt (Figure V in the online-only Data
Supplement). Unlike TRX80, TRX1 did not dampen the
downregulation of Akt activity by LY294002. When cells
were primed with either IL-4 (15 ng/mL) or lipopolysac-
charide (100 ng/mL), treatment with TRX1 or TRX80 did
not show any further activation of Akt (Figure V in the
online-only Data Supplement). It is possible that they
could activate different isoforms of Akt.

TRX80, but Not TRX1, Activates mTOR

To determine which isoform has been activated by
TRX1 and TRX80, a specific inhibitor of Akt1/2 kinase
(A6730, Sigma), was used. With this inhibitor, we ob-
served an IC,, of 58 nmol/L, 210 nmol/L, and 2.12
mmol/L for Akt1, Akt2, and Akt3, respectively. Accord-
ingly, either Akt1 or Akt2 was inhibited, and then the
cells were treated with different concentrations (0, 1, 2,
and 5 pug/mL) of TRX1 or TRX80 for 15 minutes. TRX80
significantly activated mTOR in a dose-dependent man-
ner only when Akt1 was inhibited, whereas TRX1 did
not activate mTOR (Figure VI in the online-only Data
Supplement).

TRX80 Activates mTOR in Dose-
Dependent Manner

The p70S6K (Thr389) is known to be a direct substrate
of mTORC1. It is often used as functional readout of
mTORC1 activity because phosphorylation of this site
by mTORC1 has been confirmed both in vitro and in
vivo and is inhibited by rapamycin treatment. Therefore,
to confirm our previous results, murine peritoneal mac-
rophages were pretreated with rapamycin (20 nmol/L)
for 1 hour, followed by exposure to different concentra-
tions of TRX80 for 30 minutes. Results of Western blot
analysis using phospho-p70S6K- and p70S6K-specific
antibodies showed that TRX80 activates mTOR in a
dose-dependent manner (Figure VIl in the online-only
Data Supplement).

Inhibition of mTOR Downregulated the
Expression of Inflammatory Cytokines

To further explore the role of mTOR in macrophage
polarization, isolated murine peritoneal macrophages
were pretreated with or without rapamycin (20 nmol/L)
for 6 hours and/or exposed to lipopolysaccharide (100

470  August1,2017

ng/mL) and/or TRX80 (1 pg/mL) stimulation. Rapamycin
attenuated the expression of the inflammatory cyto-
kines IL-6, IL-13, and TNF-a, revealing the role of mTOR
signaling in macrophage phenotype orientation. TRX80
positively regulates the expression of these cytokines,
most probably by activation of the mTOR pathway (Fig-
ure VIIl in the online-only Data Supplement).

mTOR Inhibition Orients Resting
Macrophages Toward the M2 Phenotype

Freshly isolated murine peritoneal macrophages were
pretreated with or without rapamycin (20 nmol/L) for 6
hours and/or exposed to IL-4 (15 ng/mL) and/or TRX80
(1 ng/mL) stimulation. Rapamycin stimulated the ex-
pression of the anti-inflammatory cytokines IL-10 and
CD206, indicating mTOR signaling in macrophage po-
larization. Of note, TRX80 treatment attenuated the ex-
pression of these cytokines, maybe through reactivating
mTOR (Figure IX in the online-only Data Supplement).

TRX80 Induced Angiogenesis

TRX80 was also found to be angiogenic in vitro and in
vivo. Indeed, cultured human microvascular endothe-
lial cells-1 treated or not treated with TRX80 showed
a significant increase, in a dose-dependent manner, of
angiogenesis as measured by capillary tube formation
(40£5%, 73+£10%, and 87+5% for TRX80 at 0.01,
0.1, and 1 pg/mL, respectively; P<0.001 versus nega-
tive control; Figure 3A and 3B). Of note, the percent-
age of tube formation obtained with the positive con-
trol was 90+£3%, and the negative control was 4+1%
(Figure 3B). Similarly, the Matrigel plug angiogenesis
assay in mice was used to investigate the proangio-
genic effect of TRX80 in vivo. The result in Figure 3C
and 3D indicates a significant increase of angiogenesis
(157.10£66.92 for TRX80 (n=17) versus 109.30+30.08
for the control (n=17; P=0.02).

M1 Macrophage Number Increased in
Arterial Lesion of TRX80 Transgenic Mice
Immunohistochemical analysis showed that the num-
ber of macrophages expressing TNF-a. is greater than
the number of macrophages expressing CD206 in

transgenic mice compared with control mice (Figure 4A
and 4B).

Human TRX80, Specifically Expressed
in Murine Macrophages, Increased
Atherosclerotic Lesions in ApoE-KO Mice

The overexpression of human TRX80, specifically in
macrophages of apoE-KO mice, does not change sig-

Circulation. 2017;136:464-475. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.117.027612
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Figure 3. Effect of thioredoxin (TRX)-80 on angiogenesis.

A and B, Treatment of cultured human microvascular endothelial cells-1 with TRX80 showed a significant increase, in a dose-
dependent manner, of angiogenesis as measured by capillary tube formation. Similarly, the Matrigel plug angiogenesis assay in
mice (C and D) was used to investigate in vivo the proangiogenic effect of TRX80. Data are presented as mean=SD. Statistically
significant differences, calculated with the unpaired t test, are indicated (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

nificantly change the phenotype of mice. Indeed, we
did not observe any obvious differences between con-
trol and transgenic mice (eg, body weight, longevity,
apparent neurological disorder, hair color, or any visible
anatomic differences). It also does not increase the level
of TRX80 in plasma (undetectable human TRX80). Of
note, the endogenous levels of murine TRX80 cannot
be determined because of the lack of specific antibod-
ies. Overexpression of human TRX80 also did not affect
the plasma levels of proinflammatory cytokines such as
IL-33, IL-6, or myocyte chemoattractant protein-1 or
the plasma levels of autoantibodies against oxidized
LDL (Figure X in the online-only Data Supplement).
However, we observed a difference in aortic atheroscle-
rotic lesions in the transgenic mice compared with the
control mice (Figure 4C and 4D). Indeed, the mean total
surface lesion area (aortic root, thoracic, and bifurca-
tion) increased significantly only in transgene female
mice homozygous for TRX80, which had 100 copies
of the transgene per genome (n=5), compared with
control mice (n=5) (40866+7077 versus 275112285
um?; P=0.0079; Figure 4C). In addition, in sinus aorta,
the mean lesion area in transgenic mice (female, 100

Circulation. 2017;136:464—475. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.117.027612

copies) was significantly higher than in control mice
(735072+61899; n=8 versus 606894+58098; n=9;
P=0.0016; Figure 4D).

DISCUSSION

In this study, we have shown that the level of the
TRX80 increased in human plasma with age, whereas
the level of full-length TRX1 decreased in the same
plasma (Figure 1A and 1B). Such an increase in the
level of TRX80 can be attributed to increased ex-
pression and activity of ADAM-10 and ADAM-17 on
PBMCs (Figure 1C and 1D). We have also shown that
TRX80 can upregulate the expression of several pro-
inflammatory genes, including IL-13, in human mac-
rophages.?® This could, at least in part, explain the
“inflam’ageing” phenomenon observed in old sub-
jects. Therefore, we have identified a TRX80 signal
pathway involving macrophage M1 phenotype polar-
ization and found that TRX80 induces the expression
of murine M1 macrophages markers through the Akt2/
mTOR-C1/70S6K pathway (Figures V through IX in
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Figure 4. Macrophage phenotype in atherosclerotic lesions of thioredoxin (TRX)-80 transgenic (Tg) mice and lesion
surface in the aortic sinus and whole aortas (en face).

C57BI/6.ApoE~~ mice (control) and TRX80 Tg mice in C57BI/6.ApoE~- background were euthanized. Paraffin serial sections (7
nm) of proximal aortas were analyzed by immunohistochemistry using double immunostaining with antibodies against either
F4/80 and tumor necrosis factor-a (TNF-a;; M1 marker) or CD206 (M2 marker). A, Representative images. B, Quantification of
the number of macrophages (F4/80) that express TNF-o. or CD206. Data are mean+SD of 8 mice. Statistically significant differ-
ences are indicated (*P<0.05, **P<0.01, unpaired t test). At 8 months of age, female ApoE~- and female TRX80 Tg mice on
ApoE~"- background were euthanized, and hearts and proximal aortas were removed and fixed. Hearts were cut directly under
and parallel to the leaflet, and the upper portions were embedded in optimum cutting temperature medium. One hundred
sections of 7-um thickness were prepared from the top of the left ventricle. The sections were stained for lipids with Oil Red O
and counterstained with Harris hematoxylin. Sections were used for specific morphometric evaluation of intimal lesions. C, As-
cendant aortas were stained with Sudan IV, and total surface lesion area was evaluated (n=5; **P<0.01). D, Mean+SD lesion
size in these sections was determined (n=5; ***P<0.001, Mann-Whitney test).

the online-only Data Supplement). In addition, we ob-
served a colocalization of TRX80 with TNF-a, a marker
of M1 macrophages, in human atherosclerotic plaque
(Figure 1Eh and 1Ei). This may be due to the TRX80-
induced activation of proinflammatory Akt2/mTOR-
C1/70S6K signaling pathways.

Both TRX1 and TRX80 activate Akt in resting mac-
rophages, whereas in macrophages already polarized
toward either M1 or M2, they could not further acti-
vate Akt. Previously, it was documented that TRX1 can
activate Akt,*®* but here, we show for the first time
the effect of TRX80 on Akt/mTOR pathway. As men-
tioned earlier, we hypothesized that each molecule may
activate a different isoform of Akt. Therefore, we have
inhibited Akt isoforms separately. It has been found
that only TRX80 specifically activates mTOR only when
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Akt1 is inhibited. Thus, in this study, we established
that TRX80 induced the macrophage M1 phenotype
through the phosphorylation of Akt2, mTOR-C1, and
70S6K. In contrast, TRX1 induced the macrophage
M2 phenotype through Akt1, mTOR-C2, and 4E-BP1.
Taken together, these studies indicate that TRX80 func-
tions as a regulator of macrophage phenotype, tipping
the balance toward the proinflammatory M1 state. As
a consequence, atherosclerotic plagues become larger
and probably more unstable.

From these findings, inhibition of mTOR activity ap-
pears to orient resting macrophages toward the M2
phenotype and impairs the polarizing effect of lipo-
polysaccharide. These results are consistent with recent
works by Byles et al*® and Pan et al.4" These studies
showed that lipopolysaccharide-induced expression of

Circulation. 2017;136:464-475. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.117.027612
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IL-1p and IL-6 was markedly suppressed by INK128,
an mTOR inhibitor, at both the mRNA and protein
levels.#' Another recent study showed that rapamy-
cin treatment restores Akt activation simultaneously
with rescue of M2 gene expression and arginase ac-
tivity. Moreover, rapamycin treatment of control bone
marrow—derived macrophages modestly increased Akt
signaling and M2 response.

Furthermore, our results show that TRX80 uses the
mTOR signaling pathway to exert its effect in polariz-
ing macrophages toward the M1 phenotype because
it induced mTOR activity in a dose-dependent manner,
as demonstrated by the increased phosphorylation of
P70S6K. The molecular mechanism by which TRX80
could rescue mTOR from the inhibitory action of ra-
pamycin is still unclear. It may prevent the formation
of rapamycin—-FK506 binding protein complex because
rapamycin first binds to its cellular receptor, FK506
binding protein, and it is the rapamycin—FK506 binding
protein complex that inhibits TOR function. This mech-
anism of action is conserved in eukaryotes.*? Further
downstream proteins need to be carefully investigated
to find out the exact signaling pathway used by either
TRX1 or TRX80 to stimulate macrophage polarization
because specific macrophage-targeted therapies are
now taking the first steps into the clinical arena.

Angiogenesis is a physiological process required
for embryonic vascular development, which is also
involved in wound healing and in pathophysiological
progress of some diseases such as diabetic retinopa-
thy, cancer, and atherosclerosis.** In the normal arte-
rial wall, the vasa vasorum constitutes a microvascular
network in the adventitia. Although no capillaries are
found in the intima and the media of normal arter-
ies, neovascularization is seen in the intima of hu-
man atherosclerotic lesions.*4> These neocapillaries
are thought to favor the progression of the plaque,
to promote plaque instability and intraplaque hemor-
rhage, and finally to increase the risk of atherothrom-
botic events.*# Thus, we found that TRX80-induced
angiogenesis both in vitro in a human microvascular
endothelial cell-1 tube formation model and in vivo
in the murine Matrigel plug model (Figure 3A and
3B) may be critical in understanding the link between
aging and cardiovascular disease. Indeed, our results
with TRX80 transgenic mice indicated an increase in
lesion surface area even in the absence of a high-fat
diet. This pathological effect can possibly be attribut-
ed to the increased number of macrophages with the
M1 phenotype and the neovascularization in athero-
sclerotic lesions in the transgenic mice.

The biological roles of TRX80 are still largely un-
known. Previously, TRX80 was called eosinophil cyto-
toxicity-enhancing factor because of its eosinophil cyto-
toxicity and was first detected in the plasma of patients
with severe schistosomiasis.*>° Of note, these patients
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also developed atherosclerosis. It may be valuable to
identify other pathologies associated with TRX80 gen-
eration and to study in greater detail the molecular
mechanisms leading to its generation.

Last, because IL-13 and IL-18 maturation is under the
control of the inflammasome NLRP3 and the plasma
level of these cytokines increased in elderly subjects,
we investigated the effect of TRX80 on inflamma-
some NLRP3 activation and IL-1 and IL-18 genera-
tion. Our data showed that TRX80 exerts its effect, at
least in part, through the activation of inflammasome
NLRP3 (Figure 2 and Figure Ill in the online-only Data
Supplement). However, we did not observe any corre-
lation between the plasma levels of TRX80 and IL-1f.
Furthermore, we have generated transgenic mice that
overexpress human TRX80 specifically in macrophages
of apoE-KO mice. These mice had a significant increase
of aortic surface lesion (Figure 4C and 4D). Taking these
results together, we have identified TRX80 as a new pro-
inflammatory and proangiogenic actor that, in contrast
to TRX1, increases its plasma concentration with age
and thus could explain increased associated with aging.
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Supplemental Methods

Cohort constitution

A cohort of young and aged males was collected in collaboration with the Health Professional
Department in Ksar Hellal Hospital (Monastir, Tunisia). A total of 283 subjects (male and female)
divided into two groups, young (n=144 from 20 to 40 years old; (male n= 98; female n=46)) and aged
(n=139, > 65 years old (male n=94; female n=45)) were recruited after a routine health checkup and were
included in the study if free of any history of obesity, hypertension, dyslipidemia, diabetes mellitus,
smoking or coronary artery diseases. In addition, subjects who had inflammatory diseases, valvular heart
disease, cancers or theumatoid arthritis were excluded. Heparinized plasma was collected after overnight
fasting, centrifuged and stored at -80°C. TRX1 levels were determined using ELISA kit from
International office IBL, Hamburg, Germany and TRXS80 levels were determined using an ELISA kit

developed in our laboratory.

Study approval

All patients provided written informed consent for the collection and storage of plasma aliquots and
peripheral blood mononuclear cells consistent with the current study. The protocol was approved by the
ethic committees of the hospital. The study was conducted in accordance with the ethical guidelines of the
Declaration of Helsinki and the International Conference on Harmonization Guidelines for Good Clinical

Practice.

Specific Sandwich ELISA for TRX80

To measure levels of human TRX1, we used the commercial available ELISA kit from International
office IBL, Hamburg, Germany. To measure levels of TRX80 in sera, a specific sandwich ELISA
developed in our laboratory was used. 96-well plates were coated with 100 pl/well of 10 pg/ml anti-

TRX80 (IMCO, Sweden) in coating buffer (Bicarbonate/carbonate, 100 mM, pH 9.6) and incubated at



+4 °C overnight. The plates were washed four times with washing buffer (PBS-Tween20 0.05%, pH 7.4).
Subsequently, to block unspecific protein binding sites, 200 pl/well of blocking solution (1% BSA in
PBS-Tween20) was added and plates were incubated for 2h at room temperature. After washing four
times, 100 pl/well of standard dilution of TRX80 (diluted in blocking solution) or samples were added in
duplicates and incubated for 2h at room temperature. Thereafter, plates were washed four times and 100
ul/well of rabbit polyclonal anti-TRX (N-term) (ABIN356853, antibodies-online GmbH) were added at 2
pg/ml and incubated for 2 h at room temperature. Following washing four times, 100 ul/well of anti-
rabbit IgG—peroxidase (A 6154, Sigma) were added and incubated for 1 h at room temperature.
Subsequently, plates were washed six times and 150 pl/well of the substrate were added (1-Step™ ABTS,
37615-ThermoScientific). After 30 min of incubation, 100 pl of stop solution (1% SDS in PBS) were

added to each well and the absorbance was measured at 405 nm by a microplate reader.

Colocalization of TRX80 and TNF-a on M1 macrophages in human atherosclerotic lesions.

Human atherosclerotic vessel specimens from 3 patients undergoing vascular surgery for atherosclerotic
complications were formalin-fixed, paraffin-embedded, and 5 pm sections were prepared for
immunohistochemical analysis. M2 macrophages were visualized with anti-CD206 (Sigma, 1/500),
TRX80 was stained with an antibody that recognizes only the truncated form of thioredoxin (IMCO Corp,
Sweden, 1/500). M1 macrophages were stained with anti-TNF-a antibody (Abcam, 1/250). In control
samples, one of the first antibodies or both first antibodies were substituted with control IgG. For
fluorescent immunostaining, Cy3- and Cy5-coupled secondary F(ab’), (Dianova) were used and

visualized with Axioskop 2 plus fluorescence microscope (Carl Zeiss).

Measurement of ADAM-10 and ADAM-17 activities
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were isolated from buffy-coats of healthy young and aged

donors, using Ficoll gradient centrifugation. They were subsequently cultured in RPMI 1640 medium



containing gentamycin (10 pg/ml) (Sigma, France), glutamine (1%) (Invitrogen, France) and pooled
human sera (10%) (Promo-Cell, Germany) at a density of 2x10° cells/well in 6-well Primaria-plastic
culture dishes (Becton-Dickinson, France). After a week of culture, cells were washed and lysed in the
CelLytic™ M reagent (Sigma) supplemented with a Protease Inhibitor Cocktail (Roche, France). The cell
suspension was incubated on ice for at least 20 min and centrifuged for 10 min at 10,000 X g at 4°C. The
supernatant was collected and used to assay ADAM-10 and ADAM-17 activities using respectively
SensoLyte® 520 ADAMI10 Activity Assay Kit *Fluorimetric* (Anaspec, France) and InnoZyme™ TACE

Activity Kit (Merck, France).

Western blotting

PBMC were cultured, lysed and centrifuged as previously described. Proteins (20 pg/lane), evaluated
using Pierce™ BCA Protein Assay Kit from Thermo Scientific, were separated on Criterion™ TGX™
Precast Gels 4-15% (Bio-Rad, France). After electroblotting onto PVDF Immobilon®-P Transfer
Membrane (Millipore, France), the blot was blocked with 5% non-fat dry milk in Tris Buffered Saline
(TBS) for 1 h and incubated overnight at 4°C with specific antibodies, ADAM-10 (1:500) and ADAM-17
(1:500) (NeoBiotech, France) in TBS containing 0.05% Tween"™20 (TBST). After three successive 15 min
washes the blot was incubated 1 h with HRP conjugated secondary antibody (1:5000) (Sigma, France) in
TBST. Detection of immune complexes was visualized using Amersham™ ECL™ Prime Western

Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, France) onto an Image Captur LAS-3000 (Fujifilm).

Effects of TRX80 on angiogenesis

Capillary tube formation

Human Microvascular Endothelial Cells-1 (HMEC-1) (Dr. Candal, CDC Atlanta) were grown in MCDB
131 culture medium containing 10 % fetal calf serum (FCS). For capillary tube formation, cells were

seeded (30,000 cells/well) on 24-multiwell plates coated with Matrigel (BD Biosciences) and incubated in



MCDB 131 culture medium supplemented with 0.1% FCS (negative control). Recombinant human
TRX80 was added to each well at the indicated concentrations. Culture in 2.5% FCS was used as positive
control. After 18 h incubation in a 5% CO, humidified incubator at 37°C, tubes and isolated cells were
labeled with calcein AM (1 umol/l) for 30 min, then observed using a fluorescence microscope (exc.496
nm/em.516 nm —Fluovert FU, Leica) and microphotographs were captured (10 different pictures per
well). The number of capillary tubes (linked cells) was counted and reported to the total cell number,

under the previously used conditions .

Matrigel plug angiogenesis assays

The Matrigel plug angiogenesis assay in mice was used to investigate in vivo the pro-angiogenic effect of
TRX80 2. The experimental animal protocol was approved by the University and INSERM Institutional
Committee for animal experiments (Protocol No. 13-1048-1017). C57BL/6 mice (15 animals/group) were
injected subcutaneously into the two flanks with 400 pl Matrigel (BD Biosciences) containing or not
TRX80 under anaesthesia by inhaled isoflurane. After two weeks, mice were sacrificed (intraperitoneal
injection of 150 mg/kg ketamin and 10 mg/kg xylazine, and cervical dislocation), the Matrigel plugs were
removed and photographed.

Angiogenesis in the Matrigel plug was evaluated, as previously described ', by determining the
hemoglobin content with Drabkin’s reagent, after plug dissolution in Dispase, according to the
manufacturer’s protocol (BD Biosciences) and centrifugation (5 min., 13 000 rpm. at room temperature).
The absorbance of the supernatants was measured at 540 nm, in 96-well plates, using a microplate reader

Infinite M1000 PRO Tecan, and was normalized to the plug weight (OD/mg plug weight).

Isolation and treatment of Mouse Peritoneal Macrophages
Peritoneal macrophages were collected from 8-10 week-old C57B1/6 mice by peritoneal lavage with 10

ml of phosphate-buffered saline, centrifuged at 1000 rpm for 10 min, and cultured in RPMI 1640 medium



containing 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 2 mmol L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin (all from Bio Whittaker, France). Before each experiment, cells were placed in RPMI 1640
medium with 2% FBS for 16 h. Cells were left untreated or were treated with LPS (10 ng/ml, E. coli,
serotype 055:B5, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), IL-4 (10 ng/ml) or recombinant human TRXI1

(rhTRX1, I pg/mL) or thTRX80 (1 pg/mL) (all from R&D Systems) or a combination thereof.

Plasma cytokines determination

Blood was collected into EDTA tubes from the retro-orbital sinus apoE.KO or apoE.KO/TRXO0 transgenic
mice. Plasma samples were separated by centrifugation at 630xg for 20 min at 4°C and frozen in 0.5 ml
aliquots at -80°C until tested. For quantification of IL-6, IL-33 and MCP-1, we used the Millipore kit
(reference MTH17MAG-47K-04) (Millipore, Billerica, MA, USA) according to the protocol described by
the supplier. Briefly, 25 pl from each plasma sample were incubated with 25 pl of beads linked to
specific antibodies. This mixture was incubated overnight at 4°C. Thereafter, 25 pl of biotinylated
antibody was added for 1 h at room temperature. Finally, 25 ul of streptavidine-phycoerythrine were

added for 30 min. Plates were washed twice and 150 pl of buffer and values were determined using a

Luminex 200 Millipore apparatus and xPONENT 3.1 software (Millipore, Billerica, MA, USA).

Determination of anti-oxLLDL antibodies

- Lipoprotein isolation
Human LDLs (d=1.030-1.053 g/ml) were isolated from freshly drawn blood from healthy normolipidemic
volunteers as previously described, dialyzed against PBS supplemented with 0.01% EDTA to prevent
oxidation, sterilized by filtration and stored at 4°C under nitrogen. The relative electrophoretic mobility of

LDL was evaluated on Hydragel (Sebia, France).



- Lipoprotein oxidation

Prior to oxidation, EDTA was removed by extensive dialysis of the LDL solution against EDTA free
PBS. Oxidation was initiated by incubation at 37°C with 5 uM CuSOy for 24 h. Oxidation was stopped by
adding 20 uM EDTA. Native and oxLDL were screened for lipopolysaccharide (LPS) contamination by
using a limulus amoebocyte lysate assay (Sigma). All the different LDL preparations used in this study
contained less than 0.75 U of LPS/ml. LDL contained 20 £+ 4 nmol peroxides/mg protein and 0.163 nmol
TBARS (thiobarbituric acid-reactive substances)/mg protein, whereas oxLDL contained 215.2 = 32.0
nmol peroxides/mg protein and 46 + 4 nmol TBARS/mg protein.

Before each assay, 96-well microtitration plates were freshly coated with 100 pl of oxLDL (5 pg/ml) in
PBS overnight at 4°C. The wells were blocked with 1% bovine serum albumin for 2 h at room
temperature. A 100 pl aliquot of diluted sera (1:40) from each group of mice was added in quadruplicate
wells and incubated for 2 h at room temperature. After three washes with PBS containing 0.1% Tween-
20, a mixture of goat anti-mouse IgM and IgG conjugated with peroxydase (1:1000 dilution, Beckman-
Coulter, Paris, France) was added to each well, and the incubation continued for 2 h at room temperature.
Plates were washed again, and the alkaline peroxidase activity was determined using ortho-

phenylenediamine dichloride (OPD, Sigma) as a substrate and detected at 492 nm.

TRX1 and TRX80 signal pathways

Murine peritoneal macrophages were isolated from C57Bl/6, cultured at 0.5 x 10° cells/ml and untreated
or treated with TRX1 (1 to 5 pg/ml) or TRX80 (1 to 5 pg/ml), PI3K inhibitor, Akt inhibitor, mTOR
inhibitor, or a combination thereof. Expressions of macrophage M1 markers, MCP-1, TNF-a, IL-6 and
IL-1B and macrophage M2 markers, IL-10 and CD204 were investigated at the transcription levels using
real-time polymerase chain reaction (Supplemental Table 1). Phosphorylation of Akt, mTOR and 70S6K

was performed using specific antibodies.



Effect of TRX80 on NLRP3 inflammasome activation in cultured peritoneal macrophages

Peritoneal macrophages were collected from 8-10 week-old C57B1/6.Nlrp3+/ * or C57BIl/6.Nlrp3”™ mice
(kindly provided by Prof. Jiirg Tschopp, Lausanne University, Switzerland) by peritoneal lavage with 10
ml of phosphate-buffered saline, centrifuged at 1000 rpm for 10 min, and cultured in RPMI 1640 medium
containing 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 2 mmol L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin (all from BioWhittaker, France). The effect of TRX80 on NLRP3 inflammasome activity
was evaluated by measuring the level of biological active IL-1p and IL-18 in the supernatants of activated

macrophages using ELISA.

Transgenic mice generation

The human scavenger receptor (SR-A) promoter/enhancer was used to drive macrophage-specific
expression of human TRX80 in mice. In the created transgenic line used in our work heterozygous mice
had 50 copies of the TRXS80 transgene per genome. Expression of human TRX80 was measured in
peritoneal macrophages. For the study the effects of TRX80 transgene on development of atherosclerosis,
the transgene was transferred onto an apoE-KO background by crossing the transgenic mice with apoE-

KO mice, which were also on a C57BI/6N genetic background (Jackson Lab, stock 2052).

Evaluation of mouse aortic lesions

The circulatory system was perfused with 0.9% NaCl by cardiac intraventricular canalization. Heart and
descending aortas were excised and fixed. Hearts were cut directly under and parallel to the leaflet, and
the upper portions were embedded in OCT medium. Sections of 7-pum thickness were prepared from the
top of the left ventricle. The sections were stained for lipids with Oil-Red O and counterstained with
Hematoxylin Harris. Ten sections, each separated by 100 um, were used for specific morphometric
evaluation of intimal lesions. In addition, the entire aortic tree was removed and cleaned of adventitia,

split longitudinally to the iliac bifurcation, and pinned flat on a dissection pan for analysis by en face



preparation. Images were captured with a CAMIRIS video camera and the surface area covered by lesions

was evaluated with ImagelJ software.

Immunohistochemical analysis of mouse aortic lesions

Hearts were fixed and paraffin-imbedded, and 5 pm sections were stained with rabbit polyclonal anti-
TNF-o (SAB4502982, Sigma Aldrich), goat polyclonal anti-CD206 (sc-34577, Santa Cruz), rat
monoclonal anti-F4/80 (ab6640, Abcam) at 200-fold dilution in a solution of PBS containing 0.2%
TritonX-100 and 1% BSA, overnight at 4°C. After 3 rinses with PBS, the slices were incubated, 1 hour,
with mixture of two secondary antibodies Alexa 488-conjugated against rabbit or goat and Alexa594-
conjugated against rat (ThermoFisher Scientific). Each secondary antibody was diluted at 1/500 in a
solution PBS containing 0.2% TritonX-100 and 1% BSA. The slices were washed 3 times and incubated
with 1pg/ml of DAPI (D9542, Sigma Aldrich) for Imin. After 3 rinses with PBS, the slices were mounted
coverslip with Fluoroshield (F6182, Sigma Aldrich). The images were acquired using Leica DMi8

microscope.

Supplemental Results

Both Trx-1 and Trx-80 activate Akt

Trx-1 and Trx-80 up-regulated Akt activation in non-treated macrophages (Supplemental Figure 5), as
demonstrated by an in vitro kinase assay performed on total cellular extracts after exposure to Trx-1 (1
pug/ml) or Trx-80 (1 pg/ml) for 15 min. These data were confirmed through Western blot, by the increased
level of the activated form of pAkt. The Trx-1 did not dampen the down-regulation of Akt activity by
LY294002 as Trx-80 did. When cells primed with either IL-4 (15 ng/ml) or LPS (100 ng/ml), treatment
with Trx-1 or Trx-80 did not show any further activation of Akt. This may explain that they could activate

different isoforms of Akt.



Trx-80, but not Trx-1, activates mTOR

To determine which isoform has been activated by Trx-1 and Trx-80, a specific inhibitor, Akt1/2 kinase
inhibitor (A6730 SIGMA), has been used. It shows IC50 = 58 nM, 210 nM, and 2.12 mM for Aktl, Akt2,
and Akt3, respectively. Accordingly, either Aktl or Akt2 has been inhibited then the cells were treated
with different concentrations (0, 1, 2, and 5 pg/ml) of Trx-1 or Trx-80 for 15 min. As shown in
Supplemental Figure II, hrTrx-80 significantly activated mTOR in a dose-dependent manner only when

Aktl is inhibited whereas Trx-1 did not activate it (Supplemental Figure 6).

Inhibition of mMTOR downregulated the expression of inflammatory cytokines

To further explore the role of mMTOR in macrophage polarization, isolated murine peritoneal macrophages
were pretreated with or without rapamycin (20 nM) for 6 hrs and/or exposed to LPS (100 ng/ml) and/or
hrTrx-80 (1 pg/ml) stimulation. As shown in Supplemental Figure 7, rapamycin (RAPA) attenuated the
expression of inflammatory cytokines, IL-6 (A), IL-1B (B), and TNF-a (C) revealing the role of mTOR
signaling in macrophage phenotype orientation. Interestingly, Trx-80 upregulated the expression of these

cytokines may be through reactivating mTOR pathway.

Trx-80 activates mTOR in dose-dependent manner

The p70S6K (Thr389) is known to be a convincing direct substrate of mTORCI. It is often used as
functional readout of mTORCI1 activity, as phosphorylation of these sites by mTORCI1 has been
confirmed both in vitro and in vivo and is inhibited by rapamycin treatment. Therefore, to confirm our
previous results, murine peritoneal macrophages have been pretreated with RAPA (20 nM) for 1 hr
followed by exposure to different concentrations of hrTrx-80 for 30 min. Results of Western blot analysis
using phospho-P70S6K and p70S6K specific antibodies showed that Trx-80 activates mTOR in a dose-

dependent manner (Supplemental Figure 8).



mTOR inhibition orients resting macrophages toward M2 phenotypes

Freshly isolated murine peritoneal macrophages were pretreated with or without rapamycin (20 nM) for 6
hrs and/or exposed to IL-4 (15 ng/ml) and/or hrTrx80 (1 pg/ml) stimulation. As shown in Supplemental
Figure 9, rapamycin (RAPA) stimulated the expression of anti-inflammatory cytokines, IL-10 (A) and
CD206 (B) indicating the implication of mTOR signaling in macrophage polarization. Of note, Trx-80

treatment attenuated the expression of these cytokines may be through reactivating mTOR.

Supplemental Table 1. Mouse sequences of primers used for qPCR analysis

IL-6 Forwards 5’-ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3’
Reverse 5’-TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT-3’
CD206 Forwards 5’-TGGGCACAGGAGACCCAACTTT-3’
Reverse 5’-GCAGTGGCATTGATGCTGCTGTTA-3’
TNF-a Forwards 5’-AATGGCCTCCCTCTCATCAGTT-3’
Reverse 5’-CCACTTGGTGGTTTGCTACGA-3
MCP-1 Forwards 5’-TCACCTGCTGCTACTCATTCACCA-3’
Reverse 5’-TACAGCTTCTTTGGGACACCTGCT-3’
-1 Forwards 5-AAGGGCTGCTTCCAAACCTTTGAC-3’
Reverse 5’-ATACTGCCTGCCTGAAGCTCTTGT-3’
IL-10 Forwards 5’-GCTCTTGCACTACCAAAGCCACAA-3’
Reverse 5’-AGTAAGAGCAGGCAGCATAGCAGT-3’
GAPDH Forwards 5’-TCAACGCACAGTCAAGG-3’
Reverse 5’-ACTCCACGACATACTCAGC-3’
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Supplemental Figure 1 - Transgene construction and transgenic mice generation.

A-The human scavenger receptor (SR-A) promoter/enhancer was used to drive macrophage-specific
expression of human TRX80 in mice. The plasmid pALI1 containing the SR-A promoter/enhancer and all
the necessary elements for chimeric transgene construction (poly linker region and heterologous intron)
was obtained from Christopher Glass (UCSD, La Jolla, California, USA). Full-length human TRX80
cDNA (~0.5 kb) with an in frame stop codon was cloned into the EcoRI and the Sacll sites in the poly-
linker region of the plasmid pAL1. The sequence of the chimeric transgene was confirmed by sequencing.
The SRA-TRXS80 chimeric transgene of 6.5 kb was separated from the vector sequence by digestion with
BssHII, following agarose gel electrophoresis, the fragment was purified through CsCl gradient
ultracentrifugation, dialyzed against 10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4 buffer and microinjected into
the pronuclei of fertilized mouse eggs obtained from superovulated female mice which had C57Bl/6N
genetic background (Jackson Lab, stock 0664). The injected eggs were surgically transferred to oviducts
of surrogate females. Two different methods were used for genotyping the transgenic mice: usual end-
point PCR with forward primer 5'-CCATTTCCATCGGTCCTTAC-3' located in Exon 1 and reverse
primer 5'-GTGGCTGAGAAGTCAACTAC-3' located in Exon2 of human 7RX gene; and real-time PCR
with TagMan assay (Thermo Scientific, assay No. Hs00828652 ml).

B-Two transgenic lines were established. In heterozygous condition one line had ~20 copies/genome;
second line had ~50 copies/genome. Because expression of TRX80 in peritoneal macrophages was
significantly higher in second line all following work was done only on this line (with 50 and 100
copies/genome in, respectively, heterozygous and homozygous conditions). C- Mice were injected
intraperitoneally with 4% thioglycollate solution, and macrophages were harvested 4 days later by lavage
of the peritoneal cavity. The peritoneal macrophages were suspended in RPMI containing 10% fetal
bovine serum. Human TRX80 was determined in the supernatant using specific ELISA Kit as described
earlier
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Supplemental Figure 2 - Effect of inflammatory cytokines, H;O, and OxLDL on ADAM-10 and
ADAM-17 expression in cultured peritoneal macrophages. The Cells were purified and cultured at
0.5x10° cells/ml. Thereafter, they were incubated with IL-6 (15 ng/ml), TNF-o. (15 ng/ml), IL-1p (15
ng/ml), H,O, (50 uM) and oxLDL (100 pg/ml) for 24 h at 37°C. The cells were then washed, lysed and
35 ug protein were loaded into each well of SDS-PAGE gradient (Long Shelf life Precast Gels (Any
KD™). Following transfer, each nitrocellulose membrane was incubated with specific ADAM-10
(1/1000) or ADAM-17 (1/1000). The specific bands were scanned. Each membrane was stripped and re-
hybridized with specific Pactin antibody (1/10000) for normalisation. The results are presented as the
ratio of ADAM-10 /B-actin or ADAM-17/B-actin. No significant effect, using Mann-Whitney test, was
observed for each condition vs the control.
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Supplemental Figure 3 - Effect of TRX80 on inflammasome NLRP3 activation and IL-18
production. Peritoneal macrophages were purified and cultured at 0.5x10° cells/ml. The cells were
incubated with hrTRX80 in the absence or presence of either CC (1 mg/ml) or LPS (10 ng/ml) or both.
Data are presented as mean = SD of IL-18 (pg/100 pg cell protein) of three independent experiments
performed in duplicate. Statistically significant differences are indicated (*P<0.05; **P<0.01; Mann-
Whitney test and ANOVA for multiple comparisons.
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using ELISA approach as described in the method section. No correlation was observed.
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Supplemental Figure 5 - Both Trx-1 and Trx-80 activate Akt
Isolated murine peritoneal macrophages were preincubated with LY294002 (50 uM) for 1h prior to the
stimulation by either Trx-80 (1 pg/ml) (A) or Trx-1 (1 pg/ml) (B) for 15 min. Cell lysates were used in
western blotting and probed for Akt (Ser473) phosphorylation and total Akt as well. The relative amounts
of pAkt/Akt were quantified and normalized to an untreated control. Data are presented as mean + SEM
of three independent Western immunoblots.
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Supplemental Figure 6 - Trx-80 significantly activates mTOR in a dose-dependent manner only
when Akt-1 is inhibited.
Prior to the stimulation of murine macrophages with different concentrations of Trx80 (0, 1, 2, and 5
pg/ml), either Aktl (A) or Akt2 (B) has been inhibited specifically for 24 hrs with Akt1/2 inhibitor using
58 nM or 210 nM, respectively. Protein lysates were prepared and subjected to an immunoblot analysis
with specific antibody against p-mTOR (Ser2448). The relative amounts of p-mTOR/B-actin were
quantified and normalized to an untreated control. Data are presented as mean = SEM of three

independent Western immunoblots.
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Supplemental Figure 7 - Trx-80 activates mTOR in a dose-dependent manner.

Murine peritoneal macrophages have been pretreated with RAPA (20 nM) for 1 hr followed by
stimulation with different concentrations (0, 0.5, 1, and 5 pg/ml) of hrTrx-80 for 30 min. Results
represent quantification of Western blots of phosphorylated p70S6K normalized to total p70S6K. Data are
expressed as mean = SEM of relative values for three independent experiments.
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Supplemental Figure 8 - mTOR inhibition attenuated the expression of inflammatory cytokines.
Murine peritoneal macrophages have been pretreated with or without rapamycin (20 nM) for 6 hrs then
they were stimulated with or without LPS (100 ng/ml) and/or hrTrx-80 (1 pg/ml) for 18 hrs. The level of
gene expression of IL-6 (A), IL-1B (B), and TNF-a (C) were quantified with real-time PCR and
normalized to GAPDH. Data are expressed as mean + SEM of relative expression for three independent
experiments. Statistical significance (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Mann-Whitney test).
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Supplemental Figure 9 - mTOR inhibition upregulates M2 phenotype markers.

Murine peritoneal macrophages have been pretreated with or without rapamycin (20 nM) for 6 hrs and
they were stimulated with or without LPS (100 ng/ml) and/or hrTrx-80 (1 pg/ml) for the indicated period.
The mRNA levels of IL-10 (A) and CD206 (B) were quantified with qPCR and normalized to GAPDH.
Data are expressed as mean + SEM of relative expression for three independent experiments. Statistical
significance (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Mann-Whitney test).



NS

40 - 15 -
£ 30 - = [
> | NS E 101
£ 5 - o
@ ot 5
_l -
= 10 - 9
0 0
control mice  transgenic mice control mice  transgenic mice
500 - NS 100 - NS
= 400 - = %’g 80 - )
+
E_’ 300 - %8 60 -
- =3
4 200 - o ® 40 -
o (a7
= 100 - =8 20 -
° A
0 0
control mice transgenic mice control mice transgenic mice

Supplemental Figure 10 - Plasma levels of IL-6, IL-33, MCP-1 and antibodies (IgG + IgM) against
oxLDL in control and TRX80 transgenic mice.

Blood was collected into EDTA tubes from the retro-orbital sinus apoE.KO (n=9) or apoE.KO/TRX0
transgenic mice (n=8). Plasma samples were separated by centrifugation at 630xg for 20 min at 4°C. For
quantification of IL-6, IL-33 and MCP-1, we used the Millipore kit. Briefly, 25 pl from each plasma
sample were incubated with 25 pl of beads linked to specific antibodies. This mixture was incubated
overnight at 4°C. Thereafter, 25 pl of biotinylated antibody was added for 1 h at room temperature.
Finally, 25 pl of streptavidine-phycoerythrine were added for 30 min. Plates were washed twice and 150
ul of buffer and values were determined using a Luminex 200 Millipore apparatus and xPONENT 3.1
software.

For the quantification of IgG and IgM against oxLDL, 96-well microtitration plates were freshly coated
with 100 pl of oxLDL (5 pg/ml) in PBS overnight at 4°C. The wells were blocked with 1% bovine serum
albumin for 2 h at room temperature. A 100 pl aliquot of diluted sera (1:40) from each group of mice was
added in quadruplicate wells and incubated for 2 h at room temperature. After three washes with PBS
containing 0.1% Tween-20, a mixture of goat anti-mouse IgM and IgG conjugated with peroxydase
(1:1000) was added to each well, and the incubation continued for 2 h at room temperature. Plates were
washed again, and the alkaline peroxidase activity was determined using ortho-phenylenediamine
dichloride as a substrate and detected at 492 nm. The data are presented as mean + SD; Statistical
analyses, using the t-test, are indicated; NS (not significant).
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Résumé

Les maladies cardiovasculaires (MCV), résultant de complications de I'athérosclérose,
constituent la premiére cause de mortalité dans le monde. L'athérosclérose, maladie
inflammatoire chronique, implique a la fois les systemes immunitaires inné et adaptatif. Les
macrophages jouent un réle majeur dans l'initiation de la Iésion, sa progression et dans les
complications thrombotiques. Un grand nombre de données rapporte I'implication du stress
oxydatif, conséquence d’un déséquilibre entre antioxydants et espéces réactives de I'oxygéne
(ROS), dans les MCV. En outre, ces pathologies sont fréquemment associées a des
changements dynamiques de l'activation des macrophages, soit vers le phénotype pro-
inflammatoire M1 (activation classique), soit vers le phénotype anti-inflammatoire M2
(activation alternative).

La Thiorédoxine-1 (Trx-1), protéine ubiquitaire, joue un réle majeur dans le maintien de
I’équilibre redox et également impliquée dans le métabolisme énergétique, les réponses
inflammatoires, la croissance cellulaire et la survie. La Trx-1 posséde des propriétés anti-
inflammatoires et anti athérogénes faisant d’elle une protéine de choix pour lutter contre les
effets délétéeres des ROS et des agents pro-inflammatoires. La Trx-1 peut étre clivée, dans des
conditions non encore bien élucidées, pour générer une forme tronquée, la Trx-80, pro-
inflammatoire et dépourvue d’effet antioxydant. Malgré ses multiples effets bénéfiques, le
clivage potentiel de la Txr-1 empéche sont utilisation en thérapie chez ’Homme. L’objectif de
ma thése consiste a faire émerger une nouvelle approche thérapeutique a la fois anti-
inflammatoire et antioxydante, basée sur I'utilisation de peptides mimétiques de la Trx-1
(TXMP).

Nous avons ciblé le site catalytique, fondamental pour les interactions spécifiques de la
Trx-1 avec ses partenaires cellulaires, pour la conception et la synthése d’un peptide de 3 acides
aminés, le CB3. Nos principaux résultats obtenus in vitro sur des cultures primaires de
macrophages humains ou de macrophages péritonéaux murins, dans des conditions pro-
oxydantes, ont clairement montré les effets antioxydants du CB3. Les macrophages de
phénotype M1, induit par le lipopolysaccharide (LPS), sont réorientés vers un phénotype M2
anti-inflammatoire sous I'effet du peptide. Cet effet anti-inflammatoire passe au moins en
partie par l'inhibition de la voie de signalisation NF-xB. La validation fonctionnelle des CB3 in
vivo pour son pouvoir thérapeutique a été réalisée chez les souris ApoE2.Ki, développant
I’athérosclérose sous régime alimentaire riche en graisses. Nous avons clairement montré que
I'injection intrapéritonéale du CB3 (10 ug/qg/j) diminue les marqueurs oxydatifs (anticorps anti-
LDLox) et inflammatoires (TNF-a, MCP-1, IL-33) circulants. Au niveau de la paroi aortique nous
avons décrit une diminution de la taille de la lésion, une diminution du nombre des
macrophages M1 inflammatoires, une augmentation du nombre des macrophages M2 anti-
inflammatoires et une diminution de I’expression du TNF-a.

La mise en place et la validation de cette approche, trés prometteuse, trouvera un
champ d’application thérapeutique et appliquée trés large dans le domaine des maladies
inflammatoires et particulierement I'athérosclérose.



