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Résumé

Bien que la connaissance du score calcique (CAC) améliore la prédiction des événements
cardiovasculaires, la situation reste assez controversée concernant I'impact local de la
calcification sur la stabilité de la plaque athéroscléreuse. Le paradigme actuel suggére que les
plagues trés calcifiées sont plutot stabilisées, alors que celles contenant des
microcalcifications sont probablement dangereuses: en exacerbant l'inflammation des
plaques, elles pourraient déclencher leur rupture.

Cependant, aucune approche expérimentale n’a permis de prévenir la formation des
microcalcifications dans un modele préclinique afin de déterminer leur réel impact. La
phosphatase alcaline non spécifique du tissu (TNAP), qui est la seule enzyme absolument
nécessaire a la minéralisation squelettique et dentaire, est fortement suspectée de participer
a la calcification des plaques. La TNAP est exprimée dans les plaques athéroscléreuses, et est
également produite par le foie et libérée dans la circulation sanguine a niveaux corrélés avec
le syndrome métabolique et la mortalité cardiovasculaire. Dans ce contexte nous avons
cherché dans un premier temps a explorer l'implication de la TNAP dans les plaques
athéroscléreuses dans le modele murin des souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE).
Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a étudier |'effet d’un inhibiteur de la TNAP
récemment développé sous le nom de « SBI-425 » sur la calcification et le développement des
plaques athéroscléreuses.

La calcification des plaques athéroscléreuses a été explorée chez des souris ApoE” nourries
avec un régime riche en gras a partir de 10 semaines d’age et sacrifiées toutes les deux
semaines, de 17 a 31 semaines dans une cohorte d’étude in-vivo (LTEP/UCT) et ex-vivo [agent
fluorescent osteosense (0S)]. L'expression et I'activité de la TNAP ont été explorées dans ce
modeéle murin ainsi que dans des plaques de carotides humaines calcifiées et non calcifiées.
La TNAP a été inhibée par une administration orale de SBI-425 a une dose de 30 mg/kg/jour
chez des souris ApoE”", & partir de 10 semaines jusqu’a 25 semaines. En paralléle, elle a été
inhibée in-vitro dans les cellules musculaires lisses vasculaires humaines (CML) avec
I'inhibiteur MLS-0038949.

Dans les aortes de souris ApoE”", ainsi que dans les carotides humaines, les calcifications
des plaques sont systématiquement colocalisées avec I'activité locale de la TNAP. In-vitro,
dans les CML humaines, I'inhibition de la TNAP a empéché la calcification. Chez les souris
ApoE”, I'inhibition de la TNAP par le SBI-425 a ralenti la calcification, a réduit I'inflammation
et limité le développement de la plaque (réduit I'accumulation des lipides), en association avec
une réduction du taux de cholestérol et de triglycérides dans le sang. Il est important de noter
gue ces effets bénéfiques de I'inhibition de la TNAP se sont produits sans produire d’impact
significatif sur la prise de poids, la mortalité, I'architecture osseuse, et les reins. D’autre part,
I’'analyse métabolomique par RMN d’extraits de foie, a identifié la phosphocholine comme un
substrat probable de la TNAP hépatique, dont la déphosphorylation réduite lors de I'inhibition
de la TNAP peut avoir participé a la libération réduite de cholestérol et de triglycérides dans
le sang, et a I'altération ultérieure du développement de la plaque.

En conclusion, nos résultats démontrent que I'inhibition systémique de la TNAP améliore
I"athérosclérose, agissant a la fois sur la TNAP vasculaire et la TNAP hépatique.



Abstract

Although Knowledge of the calcium score (CAC), improves the prediction of cardiovascular
events, the situation remains quite controversial regarding the local impact of calcification on
the stability of atherosclerotic plague. The current paradigm suggests that highly calcified
plagues are rather stabilized, whereas those containing microcalcifications are probably
dangerous: by exacerbating the inflammation of the plaques, they could trigger their rupture.

However, no experimental approach has been able to prevent the formation of
microcalcifications in a preclinical model in order to determine their real impact. Tissue-
nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), which is the only enzyme necessary for skeletal and
dental mineralization, is strongly suspected to participate in plaque calcification. TNAP is
expressed in atherosclerotic plaques, and is also produced in the liver and released in the
circulation at levels that correlate with metabolic syndrome and cardiovascular mortality. In
this context, we first sought to explore the involvement of TNAP in atherosclerotic plaques in
the mousse model of mice deficient in apolipoprotein E (ApoE)". Second, we set out to study
the effect of a recently developed TNAP inhibitor «SBI-425» on atherosclerotic plaque
calcification and development.

Plaque calcification was explored in 64 ApoE” mice fed a high fat diet from 10 weeks of
age, and sacrificed every two weeks, from 17 to 31 weeks with 18F-NaF positron emission
tomography and computed tomography in vivo, and with the calcium tracer osteosense ex
vivo (osteosense fluorescent agent (0S)). TNAP expression and/or activity were investigated
in mice and in calcified and non-calcified human carotid plaques. TNAP was inhibited in-vivo
in 52 mice by oral administration of SBI-425 (30 mg/kg/day), from 10 to 25 weeks of age. In
parallel, it was inhibited in-vitro in human vascular smooth muscle cells (VSMCs) with its
parental compound MLS-0038949.

In the aortas of ApoE-deficient mice, as well as in human carotids, plaque calcifications
consistently colocalizes with local TNAP activity. In-vitro, in human VSMCs, TNAP inhibition
prevented calcification. In ApoE”" mice, TNAP inhibition by SBI-425, prevented plaque
calcification, reduced plaque inflammation and limited plaque development (reduced lipid
accumulation), in association with reduced levels of serum cholesterol and triglycerides.
Importantly, these beneficial effects of TNAP inhibition occurred without significant impact on
weight, mortality, bone architecture and kidneys. On the other hand, metabolomics analysis
by RMN of liver extracts identified phosphocholine as a likely substrate of liver TNAP, whose
reduced dephosphorylation upon TNAP inhibition may have participated in the reduced
release of cholesterol and triglycerides into the blood, and impaired plaque development.

In conclusion, our findings demonstrate that the systemic inhibition of TNAP for up to 25
weeks ameliorates atherosclerosis acting on both vascular and liver TNAP.
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Chapitre 1. Athérosclérose

I. Introduction générale
1. Généralités

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la premiére cause de mortalité dans le monde
(https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases). Elles constituent un ensemble

de troubles affectant le cceur et les vaisseaux sanguins qui comprend les cardiopathies
coronariennes, les maladies cérébro-vasculaires, les artériopathies périphériques et d’autres
affections. Les infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont
généralement des événements aigus et sont causés principalement par une obstruction des
vaisseaux qui empéche le sang de circuler vers le coeur ou le cerveau. La raison la plus courante
est 'accumulation de dépbts graisseux sur les parois internes des vaisseaux sanguins qui
alimentent le cceur ou le cerveau, également connu sous le nom d’athérosclérose.

Le groupe de I'OMS d’étude de la classification des |ésions d’athérosclérose s’est réuni en
1957 afin d’établir une définition uniforme de I'athérosclérose. La définition donnée est la
suivante : « association variable de remaniements de l'intima des artéres de grand et moyen
calibre, consistant en une accumulation segmentaire de lipides, de glucides complexes, de
sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépots calciques, le tout accompagné de
modifications de la média ».

La calcification vasculaire (CV) est considérée comme une complication de la plaque
athéroscléreuse, et est reconnue actuellement comme un processus pathobiologique
programmé, partageant des caractéristiques avec l'ossification. Etant donné que les
calcifications vasculaires sont le centre de notre travail, le processus de ces dernieres sera
détaillé ensuite.

2. Epidémiologie

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS) et I’étude du « global burden of disease »
(GBD) (Fig.1), 17,9 millions de personnes décedent chaque année de maladies
cardiovasculaires, soit 31 % de tous les décés dans le monde (https://www.who.int/health-

topics/cardiovascular-diseases). Parmi ces décés, environ 7,4 millions surviennent en raison

d’'une cardiopathie coronarienne et 6,7 millions en raison d’'un AVC. Les maladies
cardiovasculaires qui comprennent les cardiopathies ischémiques, les accidents vasculaires
cérébraux et I’hypertension, constituent collectivement la premiére cause de déces dans le
monde! (Fig.2). Plus des trois quarts des décés liés aux maladies cardiovasculaires
interviennent dans les pays a revenus faible ou intermédiaire alors que I'athérosclérose est
plus fréquente dans les pays développés.
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Figure 1 : Maladies cardiovasculaires (MCV), principale cause de mortalité dans le monde.
Nombre de déces dus a des maladies cardiovasculaires dans le monde de 1990 a 2019.
Données obtenues a partir de I’étude du GBD (https://vizhub.healthdata.org/gbd-compare).
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Figure 2 : Contribution des maladies cardiovasculaires dans la mortalité mondiale de 1990 a
2019. Ces données traduisent l'importance des maladies cardiovasculaires a I"échelle
mondiale. Ces données classent I'ischémie et I’AVC, parmi les maladies cardiovasculaires,
comme les deux premiéres principales causes de mortalité dans le monde. Données obtenues
a partir I’étude du GBD (https://vizhub.healthdata.org/gbd-compare).
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3. Pathologies et signes cliniques

L'athérosclérose est une maladie diffuse a progression lente, pouvant affecter plusieurs
territoires artériels? (Fig.3). A cause de cette progression lente, la plupart des cas restent
asymptomatiques plusieurs décennies. Lorsque les symptdmes apparaissent, ils sont dus a
une réduction du flux sanguin causée par la sténose luminale (rétrécissement) ou a une
occlusion thrombotique. Une ischémie due a des Iésions sténotiques limitant le débit sanguin
peut se produire dans des conditions de demande myocardique accrue en oxygene (par
exemple lors d’un effort physique) et provoquer des symptomes d’angine de poitrine (douleur
thoracique ou inconfort causé par une perfusion insuffisante du muscle cardiaque).
L’occlusion thrombotique aigué qui interrompt I'apport d’oxygene myocardique résulte
généralement de la perturbation des plaques athéroscléreuses3. La présentation clinique de
I’athérosclérose peut étre aiglie ou chronique et varie considérablement selon le territoire
vasculaire impliqué (Fig.3).

Carotid arteries and cerebral
arteries

Coronary arteries
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< 2y |
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S Transientischaemic attack (TIAL '

i 2\ | g N
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- 7 ™ Ve X T ™
* Aortic rupture ' > Aortic occlusion (rare) ) -
e Aortic dissection h P
{3 SR 34 ons s e oyt S e G2 Aortic aneurysm )
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/ . . . . \ ¢
* Chronic mesenteric ischaemia | | [ Acute presentation
* Abdominal angina i : g
\ ~ ] Chronic presentation

Figure 3 : Manifestations cliniques de I’athérosclérose. |'athérosclérose est une maladie
systémique qui peut impliquer plusieurs vaisseaux. Par conséquent, les manifestations
cliniques varient largement selon le territoire vasculaire impliqué. (Adapté de °).
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Dans certaines artéres, comme les artéres rénales, la présentation clinique la plus courante
est un syndrome chronique a développement long (par exemple, une hypertension
rénovasculaire progressive ou une aggravation de la fonction rénale due a une sténose de
I’artere rénale). Dans les artéres coronaires, les symptomes d’angine de poitrine sont les plus
fréquents. En d’autres territoires vasculaires I'athérosclérose se manifeste le plus souvent par
des signes cliniques aigus et soudains, tels que ’AVC et I'ischémie aiglie due a I'athérosclérose.

4. Prévention et diagnostic

Idéalement la prévention primaire commence par I'adoption d’'un mode de vie sain des
I’enfance (prévention primordiale), mais une modification des facteurs de risque pour
prévenir, voire inverser, la progression du processus athérosclérotique peut apporter des
bienfaits a tout stade de la maladie, méme dans le cadre de la prévention secondaire®.

Le diagnostic définitif de I'athérosclérose, aprés examen des signes cliniques, dépend
généralement de tests d’imagerie pour une visualisation directe des lésions®. Chaque
méthode d’imagerie aborde un scénario clinique spécifique, certaines sont utilisées pour
simplement détecter et identifier I'athérosclérose dans divers territoires vasculaires, alors que
d’autres servent principalement a orienter les thérapies interventionnelles. Par exemple, la
mesure du score calcique (CAC) par tomodensitométrie (ou CT scan) chez les patients
asymptomatiques peut identifier I'athérosclérose non-invasive. Cependant, les données
actuelles ne prennent pas en charge leur utilisation comme la seule méthode de dépistage de
I’athérosclérose dans le but de la prévention primaire. Les autres technologies d’imagerie (par
exemple, la tomographie par émission de positons TEP) ont tendance a étre utilisées dans la
recherche sur I’évaluation de I'athérosclérose.

5. Modalités d’'imagerie

5.1. Généralités

Dans la pratique clinique les modalités d’imagerie anatomique telles que Ia
tomodensitométrie, I"’échographie et I'imagerie par résonance magnétique (IRM) sont
essentielles pour visualiser I'anatomie vasculaire et diagnostiquer la gravité de la sténose
athéroscléreuse, mais ne fournissent pas systémiquement d’informations sur le processus
physiopathologique sous-jacent, la maladie et ses conséquences. Les progrés de la recherche
sur I'imagerie moléculaire de I'athérosclérose offrent des opportunités d’exploration des
mécanismes pathologiques qui se produisent au niveau cellulaire et a I'intérieur de la paroi du
vaisseau. Lorsqu’elle est appliquée a I'étude de I'athérosclérose, I'imagerie nucléaire avec
tomographie par émission de positons présente le potentiel de détecter des changements
vasculaires précoces, avant I'apparition de symptémes cliniques ou méme avant une sténose
luminale détectable par angiographie. La technique d’imagerie multimodale utilisant une
association TEP/CT présente également I'avantage de combiner des ensembles de données
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anatomiques, fonctionnelles et moléculaires. Et enfin 'imagerie moléculaire « near-infrared-
fluorescence-imaging » (NIRF) a permis d’obtenir des informations sur la progression de
I’athérosclérose a haute résolution.

5.2. Tomographie par émission de positons

La TEP produit des images quantitatives tridimensionnelles de la distribution d’un
radionucléide émetteur de positons applicables aux domaines tels que I'oncologie, la
neurologie et la cardiologie. La TEP est basée sur la désintégration radioactive du *8F-fluorure
de sodium (*8F-Na). Le traceur 8F-Na se dépose généralement dans I’os ou le fluor subit un
échange rapide avec le groupe hydroxyle (-OH) a la surface de la matrice d’hydroxyapatite
(HA) pour former la fluoroapatite®. Sa principale application clinique a été dans I’évaluation
de pathologies osseuses et des tumeurs métastatiques’. Un intérét plus récent s’est concentré
sur son role dans I'identification des microcalcifications dans le systeme cardiovasculaire et
en particulier dans I'athérosclérose. Derlin et al ont démontré le potentiel de cette technique
pour la détection des microcalcifications a un stade précoce ou « actif » de I'athérogenése en
utilisant le 8F-Na dans les plaques carotidiennes humaines®. Dweck et al ont démontré un
signal important correspondant a la fixation du *¥F-Na dans des plaques d’artéres coronaires
humaines®. Le ¥F-Na, en se fixant dans les zones de calcification en cours de formation,
pourrait constituer un nouveau biomarqueur non-invasif de la pathologie.
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Il. Physiopathologie vasculaire : athérosclérose

1. Physiologie vasculaire : structure et fonction

La paroi vasculaire est composée de plusieurs couches cellulaires (Fig. 4), comprenant des
cellules endothéliales (CE), des cellules musculaires lisses vasculaires (CML), des fibroblastes
et des composants de la matrice extracellulaire (MEC), tels que I’élastine et le collagéne.

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

External elastic
membrane Internal elastic

membrane

Figure 4 : Physiologie vasculaire. (Tiré de wikipédia).

L'intima est la couche interne du vaisseau formée par une couche de CE qui repose sur la
membrane basale via des molécules d’adhésion et séparée de la média par la lame élastique
interne!!. L’endothélium, qui recouvre I'intima du coté de la lumiére du vaisseau, est une
barriére semi-perméable avec des jonctions intercellulaires (jonctions serrées) qui régule le
passage des molécules a travers la paroi vasculaire'>'3, Elle participe a la fois aux réponses
immunitaires et inflammatoires, a ’hémostase et a la régulation de la perméabilité®?. La
membrane basale, qui fait partie de la MEC, est principalement composée de différents types
de collagenes, de laminines, de protéoglycanes, de fibronectines et de facteur Von
Willebrand??.

La média est la couche intermédiaire du vaisseau, composée de CML, qui présente une
plasticité biologique importante, et de la MEC. En conditions physiologiques normales les CML
présentent un phénotype contractile (différencié)'. La média montre la variabilité la plus
importante de la structure de la MEC en fonction du type de vaisseaux sanguins®>!!. Elle est
principalement composée d’élastines, qui en plus d’avoir une fonction structurale, sont
impliquées dans la régulation de la prolifération des CML. Les autres composants de la MEC
sont les fibres de collagénes principalement de type | et 1112,
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L’adventice est la couche externe du vaisseau, séparée de la couche médiale par une lame
élastique externe. C'est une couche complexe, formée par le tissu conjonctif fibroblastique,
qui est activement impliquée dans les réponses immunitaires et inflammatoires, le
développement et le remodelage vasculaires. Outre la MEC, elle contient le vasa vasorum
(ensemble de petits vaisseaux nourriciers issus de petites artéres et veines)'5, le tissu adipeux
périvasculaire, les terminaisons nerveuses, les vaisseaux lymphatiques, les différents types de
cellules telles que les fibroblastes, les macrophages, les cellules dendritiques et les
plasmocytes. Ces différentes cellules effectuent une surveillance importante et les fonctions
immunitaires innées en réponse a des antigénes étrangers'’*8, conférant a cette couche un
réle clé dans la régulation de la fonction de la paroi vasculaire!>1°.

2. Pathologie vasculaire : classifications athéroscléreuses chez
’homme

2.1. Classification de Stary et al (1992 ; 1994 ; 1995 ; 2000)

La pathogenése des Iésions athéroscléreuses a été déduite de I’analyse microscopique des
artéres humaines dans différents groupes d’age. Ce domaine de recherche a été largement
examiné par Stary et al dans une série d’articles qui reste 'une des ressources les plus riches
pour les descriptions microscopiques de I"athérosclérose?®?22, Ces travaux ont également
conduit a une proposition de classification histologique des lésions athéroscléreuses
(classifications de H.C. Stary et de ’American Heart Association (AHA), types I-VIII)?3 (Fig. 5).

@ Media [ Intima/non-fibrous tissue [l Haemorrhage/thrombus [l Infiltrates
B Fibrous tissue/collagen [] Extracellular lipids B Calcification [ Noevessels
B Macrophages [ upid/necrotic core @ Lumen

Figure 5 : Classification des Iésions athéroscléreuses selon ’AHA. (Adapté de 21:20:22.23),
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La lésion initiale de type | représente les tout premiers changements, dont suffisamment
de lipoprotéines athérogénes pour provoquer une augmentation en nombre des
macrophages. Ces changements sont plus marqués dans les types de |ésions suivantes.

La Iésion de type Il, comprend les stries graisseuses, premiéres |ésions grossierement
visibles et caractérisées par des couches de macrophages spumeux et de gouttelettes
lipidiques dans les CML intimales 242>,

La lésion de type lll apparait dans certains épaississements intimaux adaptatifs chez les
jeunes adultes, est caractérisée par de petites gouttelettes hétérogénes de lipides
extracellulaires, en plus de tous les autres composants de la |ésion de type .

La lésion de type IV montre une accumulation dense de lipides extracellulaires, occupant
une région de l'intima étendue mais bien définie. Cette Iésion n’est pas caractérisée par une
augmentation du tissu fibreux, ni par des complications telle que la présence d’une
thrombose. Ce type d’accumulation de lipides extracellulaires est connu sous le nom de noyau
lipidique. La Iésion de type IV est également connue sous le nom d’athérome, c’est la premiere
|ésion considérée comme avancée dans cette classification en raison de la désorganisation
intimale sévere provoquée par le noyau lipidique.

La lésion de type V, qui a généralement un noyau lipidique, peut également contenir des
couches épaisses de tissu conjonctif fibreux, ce type de morphologie pouvant étre appelé
fibroathérome. Certaines lésions de type V sont largement calcifiées (type Vb) et certaines
sont principalement constituées de tissu conjonctif fibreux avec peu ou pas d’accumulation
de lipides ou de calcium (type Vc). Les morphologies de lésions qui ont été répertoriées
comme types Vb et Vc selon la classification recommandée par I’AHA en 1995, sont mises a
jour en tant que lésions de types VIl et VIII respectivement?2.

La lésion de type VI qui a toujours un noyau lipidique, peut également contenir une fissure,
un hématome et un thrombus.

Les études de H.C. Stary en 1999 ont indiqué que chez le primate la régression a partir de
|ésions comparables aux types humains IV et V (le type VI n’était pas produit) conduit a des
morphologies telles que celles désignées sur la figure 5 comme types VIl et VIII?®, Les lésions
contenant une grande quantité de calcium ont généralement une augmentation du tissu
conjonctif fibreux et il existe souvent la morphologie sous-jacente du fibroathérome. Les
dépobts minéraux peuvent remplacer les restes de cellules mortes et de lipides extracellulaires
accumulés, y compris des noyaux lipidiques entiers. La |ésion calcifiante a été qualifiée de
lésion de type V11712022,

La lésion de type VIII est représentée par I'épaississement et le remplacement de I'intima
normale par du tissu conjonctif fibreux, tandis que les lipides sont minimes, voire absents.
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2.2. Classification de Virmani et al (2000)

Une classification alternative et plus simple, qui met l'accent sur le lien entre la
morphologie des lésions et la maladie clinique, a été introduite plus tard par Virmani et al?’
(Fig. 6).

Non-atherosclerotic intimal lesions Progressive atherosclerotic lesions
Intimal Intimal Pathologic intimal thickening (PIT) Fibroatheroma (FA)
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Early FA
4 1
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Figure 6 : Classification des lésions coronariennes humaines. Lésions intimales non
athéroscléreuses, lésions athéroscléreuses progressives, lésions avec thrombus aigus, |ésions
avec hémorragie et/ou thrombus avec guérison et stabilisation. (Adapté de #?).
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e Lésions intimales non athéroscléreuses

L’épaississement adaptatif de I'intima (AIT) (lésion non athéroscléreuse) et le xanthome
intimal (stries graisseuses) sont considérés par certains comme les premiéres manifestations
de la maladie athérosclérotique humaine®. L’AIT se compose principalement de CML et d’'une
matrice de protéoglycanes avec peu ou pas d’infiltration de cellules inflammatoires, tandis
qgue le xanthome intimal correspond a I'accumulation de macrophages majoritairement dans
I'intima?’.

e Lésions athéroscléreuses progressives

L’épaississement pathologique de I'intima (PIT) représente la premiére lésion progressive.
Elle est caractérisée par la présence d’'une accumulation lipidique acellulaire située a
proximité de la paroi médiale?®?’. Cependant, Nakagawa et al ont récemment montré qu’un
léger dépot de lipides extracellulaires au milieu de l'intima peut étre observé en
épaississement intimal diffus (DIT)*. Le PIT est caractérisé par I'absence ou la présence de
restes de CML dans la MEC de l'intima. La MEC est composée principalement de
protéoglycanes et de collagene de type lll, ol la présence de protéoglycanes est connue pour
8tre associée a la rétention de lipides sous-endothéliaux?®?°. La présence de macrophages
dans le PIT peut indiquer un stade plus avancé de I'athérogenése par rapport a I'absence de
macrophages3®, mais elle peut montrer parfois la présence de macrophages qui sont
généralement éloignés de la zone des amas lipidiques (plus proche de la lumiere des
vaisseaux).

La premiere lésion coronaire avancée en concordance avec la classification consensuelle
de I’AHA correspond au fibroathérome?”22, Cette Iésion est caractérisée par la présence d’un
noyau nécrotique qui est généré par l'infiltration de macrophages dans le coeur lipidique
encapsulé par le tissu fibreux environnant. Le fibroathérome peut étre divisé en lésions
précoces et tardives. La phase précoce est caractérisée par l'infiltration de macrophages dans
le cceur lipidique, associée a la perte de protéoglycane et de collagéne3%3!, La phase tardive
est caractérisée par un ensemble de débris cellulaires, une augmentation du cholestérol libre,
une déplétion presque compléte de la matrice extracellulaire®® et [I'activation de
métalloprotéinases (MMP)?7:32,

La plaque vulnérable est composée d’un grand noyau nécrotique (généralement > 25 % de
la surface de la plaque)®® avec une coiffe fibreuse mince3*, une forte infiltration de
macrophages, de lymphocytes et avec une présence trés rare ou méme I’'absence de CML. Une
coiffe fibreuse, riche en macromolécules de MEC telles que les collagénes (principalement de
type 1) recouvre généralement le noyau nécrotique. Ces caractéristiques morphologiques ont
donné naissance a la nomenclature fibroathérome a coiffe mince (TCFA). Le TCFA est
considéré comme la lésion précurseur de la rupture de la plaque?’3°. Les plaques qui se sont
rompues et ont causé la mort en raison du syndrome coronarien aigu avaient tendance a avoir
de minces coiffes fibreuses®®3’. La rupture du TCFA expose le sang avec ses facteurs de
coagulation aux matériaux thrombogenes résidant dans la plaque. Ces événements
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perturbateurs déclenchent le thrombus qui provoque I'ischémie caractéristique du syndrome
coronarien aigu®. De nombreux efforts consacrés a élucider la physiopathologie de la rupture
des TCFA soutiennent une image physiopathologique fondée sur une diminution de la
synthése et une augmentation de la dégradation du collagéne dans la chape fibreuse de la
plaque 3.

e Lésions avec hémorragie

L’'hémorragie de la plaque est un phénomeéne fréquent, en particulier dans les plaques
avancées, causée par la rupture des vaso vasorum qui sont ramifiés a I'intérieur de la plaque38.
Cette hémorragie peut étre ultérieurement critique dans la progression et la complication de
la Iésion®.

e Lésions avec thrombus aigus

Les techniques d’imagerie in-vivo appliquées chez ’homme avec un syndrome coronarien
aigu ont établi le role de la thrombose dans la pathogeneése.

Chez les patients décédant soudainement, trois causes principales de thrombus luminal
peuvent étre décrites?’ :

1- Rupture de la plaque
2- Erosion de la plaque
3- Nodule calcifié

La cause la plus fréquente de thrombose est la rupture de la plaque (plus de 60 %), I’érosion
de la plaque est la deuxieme (environ 35 %), alors que le nodule calcifié est une cause rare de
thrombose (< 5 %)?’. Ces trois types de thrombose surviennent respectivement d’un
fibroathérome, d’un épaississement intimal pathologique et d’'une plaque calcifiée avec ou
sans noyau nécrotique.

1- Rupture de la plaque

La rupture de la plaque, consiste en une Iésion avec
un thrombus luminal contenant un noyau nécrotique
étendu avec un grand nombre de cristaux de cholestérol
encapsulé par une fine chape fibreuse, infiltrée de
macrophages et des cellules T. La chape fibreuse est la
plus mince au site de rupture et se compose de quelques
fibres de collagéne avec tres rarement des CML et des

microcalcifications. Il y a une discontinuité évidente
dans le capuchon fibreux permettant une communication directe entre le thrombus luminal
et le coeur nécrotique sous-jacent. Le mécanisme de la rupture est mal compris, cependant il
est généralement admis que les macrophages infiltrent la chape et libéerent des MMP
responsables de la décomposition des collagénes®®!, La rupture de la plague est corrélée a
un taux de cholestérol total élevé et un faible taux de cholestérol-HDL3442,
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2- Erosion de la plaque

Le concept de la plague vulnérable a accru I'intérét
pour une autre caractéristique anatomo-pathologique
de la thrombose coronarienne, a savoir |'érosion
superficielle. L’érosion de la plaque est définie comme
un thrombus aigu sans rupture, mais en contact direct
avec une plaque intimale riche en CML dans une
matrice de protéoglycane**?’. Un noyau lipidique

pourrait étre présent profondément dans la plaque,
mais il pourrait n’y avoir aucune communication entre le thrombus et le noyau lipidique (en
raison de la chape fibreuse intacte). Il y a relativement peu de macrophages et de lymphocytes
adjacents au thrombus dans la majorité des érosions de la plaque, ainsi qu’une absence de
signes de calcification. Les plaques compliquées par I’érosion ont tendance a étre riches en
matrice plutdt que dépourvues de tissu fibreux comme le cas du TCFA. Les plaques
caractérisées par I’érosion, riches en CML et en protéoglycanes, sont associées a une perte
endothéliale chronique suggérant que la rupture de la chape fibreuse mince recouvrant le
noyau lipidique n’est pas nécessairement la seule voie commune finale dans la formation de
thrombus coronaires, mais que la perte de I'endothélium peut étre aussi I'une de ces voies.
Les thrombus associés a I'érosion de la plaque ont tendance a présenter des thrombus blancs
plus riches en plaquettes alors que les thrombus associés au TCFA sont plut6t rouges, riches
en fibrine %%, Les érosions de la plaque ont tendance a provoquer une embolie plus
fréquemment que la rupture de la plaque (71 %, contre 42 % respectivement)?®.

3- Nodule calcifié

Cet état représente la lésion la moins fréquente. Elle
fait référence a une lésion calcifiée riche en fibres avec
peu ou pas de noyau nécrotique contenant un
thrombus luminal sans rupture évidente de la lésion?’.
Il existe des nodules superficiels, denses et calcifiés

dans l'intima, qui semblent étre en éruption a travers
Calcium Nodule le tissu fibreux dans la lumiére, éventuellement
provoquant le thrombus?’. Les nodules calcifiés sont
associés a des cellules de type ostéoclaste et
ostéoblaste?’. Bien que le mécanisme précis sous-jacent du nodule calcifié soit inconnu, une
hypothése de travail est que le stress mécanique pourrait fragmenter les couches de fibres
calcifiées, libérant de petits nodules entourés de fibrine et qui pourraient éventuellement
éclater a travers la surface de la plaque. Il est important de ne pas confondre les nodules
calcifiés et la « calcification nodulaire » (mentionnée dans le chapitre 2), car cette derniere

n‘implique pas de thrombus luminal.
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3. Mécanismes impliqués dans la formation de la plaque
athéroscléreuse chez ’lhomme

3.1. Dérégulation du profil lipidique

Les lipoprotéines constituent la forme de transport du cholestérol et des triglycérides qu’ils
soient endogenes ou exogénes. En effet les lipides ne peuvent se dissoudre dans le milieu
hydrophile que constitue le sang, ils doivent s’organiser en structure sphériques amphiphiles.
La surface extérieure est hydrophile, elle contient des phospholipides, du cholestérol libre et
des apoprotéines. Le coeur est lipidique ou hydrophobe, il est constitué de triglycérides et de
cholestérol estérifié (fig.7). En général, les cinq principales sous-fractions lipidiques d’intérét
comprennent : le cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL-C), le cholestérol des
lipoprotéines de haute densité (HDL-C), les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), les
lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et les chylomicrons. On distingue les différents
types de lipoprotéines grace a : leur densité, leur taille et la composition en cholestérol ou
triglycérides (Fig.7).

Les LDL, en tant que lipoprotéines athérogenes les plus abondantes dans le plasma, sont
les principaux pourvoyeurs de cholestérol a la paroi artérielle. Chez 'homme, un taux de
cholestérol plasmatique inférieur a 2 g/L est considéré comme normal, alors qu’un taux élevé
correspond a une valeur supérieure a 2,4 g/L.

Les anomalies dans le profil lipidique, soit un LDL-C élevé ou un HDL-C faible, sont associées
a un risque accru d’une maladie cardiovasculaire athérosclérotique (MCVAS) et d’une
potentielle formation de plaque athéroscléreuse®4°.
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Figure 7 : Caractéristiques des lipoprotéines. (Tiré de Wikipédia).
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3.2. Initiation de la plaque athéroscléreuse par les LDL
3.2.1. Pénétration, accumulation et dysfonction endothéliale

Le développement de I'athérosclérose est déclenché par I'entrée et la rétention sous-
endothéliale des lipoprotéines (en particulier des LDL) de la circulation sanguine®®>>2dans la
paroi artérielle. Ce phénomene de rétention dans la paroi artérielle semble impliquer des
interactions entre I'apolipoprotéine B (ApoB), constituant des LDL, avec les protéoglycanes de
la matrice®3. L’accumulation sous-endothéliale est plus grande lorsque les niveaux de LDL
circulant sont élevés.

Dans des conditions physiologiques, I’endothélium forme une barriere en raison de la
présence des jonctions cellulaires spécialisées qui régulent sélectivement le passage des
molécules et des cellules entre la circulation sanguine et les tissus par voie paracellulaire>2.
L’endothélium est perméable a I’eau et aux petites molécules d’un diamétre inférieur a 6 nm,
mais presque imperméable aux macromolécules y compris les lipoprotéines. Les cellules
endothéliales dans les régions de ramification ou de courbure artérielle (par exemple I'arche
aortique chez la souris), ou I'écoulement est perturbé, ont des formes polygonales sans
aucune orientation particuliere. Ces derniéeres zones présentent une perméabilité accrue aux
macromolécules telles que les LDL et sont des sites préférentiels pour la formation de la Iésion
athéroscléreuse®. Le transport des LDL a travers cette couche endothéliale est activement
contrdlé par les cellules endothéliales via la voie transcellulaire ou transcytose®®.

La transcytose peut étre séparée en voies directes et indirectes (Fig. 8) :

- Les voies de transcytose indirecte sont également spécifiques de récepteurs et
reposent sur 'interaction des molécules et de leurs récepteurs endogenes, qui seront
endocytés dans les endosomes précoces, transférés vers les endosomes de recyclage
et exocytés du coté opposé a la couche endothéliale. Par exemple, les LDL peuvent
transcytoser a travers la couche endothéliale en se liant aux récepteurs des LDL (LDLr)*’.

- Les voies de transcytose directe impliquent le transport direct des molécules (LDL) via
les cavéoles associées aux « activin receptor-like kinase 1 (ALK1) »°8 et aux récepteurs
phagocytaires B1 (SR-B1). Les vésicules formées entrent du c6té luminal de la cellule et
fusionnent avec la membrane plasmique du c6té interstitiel.
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Figure 8 : Schéma de la transcytose des LDL par les cellules endothéliales.
(Adapté de 7).

3.2.2. Devenir des LDL

Les lipoprotéines liées a la matrice extracellulaire de la couche intimale sont susceptibles
d’étre modifiées par des agents oxydants intimaux, des protéases et des lipases®®®%61 En effet
le blocage de la rétention des LDL par des anticorps générés contre des protéoglycanes de
type glycosaminoglycanes sulfatés diminue la modification des LDL ainsi que
I’athérosclérose®?. Les actions athérogénes des LDL dans le tissu artériel ont de multiples
origines (Fig. 9). Globalement, celles-ci englobent®3646>

1- La formation de cellules spumeuses dérivées de macrophages lors de I'absorption
phagocytaire de particules de LDL agrégées, ou LDL dans lesquelles les composants
lipidiques et/ou protéiques ont subi une modification covalente, déclenchant I'labsorption
par des récepteurs phagocytaires. L’agrégation peut se produire par des mécanismes non
enzymatiques ou enzymatiques. L'oxydation des lipides des LDL (phospholipides, esters de
cholestérol et cholestérol) peut se produire de maniere enzymatique, par exemple par la
myéloperoxydase (MPQO), ou de maniere non enzymatique (par exemple par des ROS
libérées par des cellules endothéliales activées ou par des macrophages).

2- La libération de lipides pro-inflammatoires bioactifs (par exemple des
phospholipides oxydés), suite a I'oxydation, qui peuvent exercer des actions a la fois
locales et systémiques.
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3- La formation de dépots lipidiques extracellulaires, notamment de cristaux de
cholestérol, lors de I'oxydation des LDL.

4- L'induction d’une réponse immunitaire innée, impliquant des motifs moléculaires
associés aux dégats (par exemple, DAMP). Les DAMP favorisent le recrutement des cellules
immuno inflammatoires (monocytes-macrophages, neutrophiles et lymphocytes),
conduisant a une inflammation locale et potentiellement chronique qui peut induire la
mort cellulaire, par apoptose ou bien nécrose, conduisant ainsi a la formation du noyau
nécrotique.
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Figure 9 : LDL comme principal moteur de I'athérogenése. Principales caractéristiques de
I'influx et de la rétention des LDL dans lI'intima artériel, avec les voies de modification qui en
résultent. (Adapté de ©°).

3.2.3. Conséquences de I'accumulation des LDL

Les macrophages accumulent du cholestérol libre dans les |ésions athéroscléreuses
avancées, ce qui entraine I’apoptose et la progression de I’athérosclérose®:%8

Le cholestérol dans les particules LDL existe sous une forme estérifiée (ESC), mais c’est le
processus conduisant a I'accumulation de cholestérol libre (FRC) dans la paroi artérielle qui
prédispose a la formation de microcristaux de cholestérol intracellulaire (cc). L’ester hydrolase
de cholestérol (CHE) convertit I'ESC en FRC, tandis que I'acyl-coenzyme A cholestérol acyl
transférase 1 (ACAT-1) convertit le FRC en son état estérifié. Les cellules possedent de
multiples mécanismes pour empécher I'accumulation de I’exces de cholestérol libre, y compris
I’activation de I'estérification du cholestérol via I’ACAT-1 et I'efflux du cholestérol via les
HDL®%%7, Dans les lésions athéroscléreuses avancées, un déséquilibre dans I'un de ces
mécanismes conduit a I'accumulation de FRC dans les macrophages, d’ou la mort cellulaire.
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Freng et al ont suggéré que I'accumulation intracellulaire de grandes quantités d’ester de
cholestérol dans les macrophages spumeux des plaques athéroscléreuses précoces n’est pas
cytotoxique et n’induit pas I'apoptose des macrophages, et que c’est plutot le cholestérol libre
accumulé dans le réticulum endoplasmique qui est le responsable de la cytotoxicité et
I’apoptose des macrophages’®. Plusieurs autres études ont évalué les effets de I’'augmentation
de la CHE et du blocage de I’ACAT-1 sur I'athérosclérose. Par exemple, Zhao et al ont étudié
I’effet de I"'amélioration de I'activité de ces enzymes dans les macrophages en utilisant des
souris athérosclérotiques (LdIr”") transgéniques qui surexpriment CHE. lls ont démontré une
réduction de la taille du noyau nécrotique et une augmentation du nombre de cellules viables
en présence d’un taux de HDL normal. L’activité CHE accrue n’a pas entrainé d’accumulation
de FRC en raison de I"'augmentation du transport inverse du cholestérol hors des tissus via les
HDL 7%

L’accumulation de FRC dans les cellules conduit a la cristallisation du cholestérol et a la
mort cellulaire. Une perturbation de I'homéostasie du cholestérol peut entrainer une
accumulation de cristaux dans le noyau nécrotique, provoquant un stress mécanique et une
rupture de la plaque’?’37475, Une conséquence cliniquement importante de I"accumulation
de cristaux est I'activation de lI'inflammasome, plateforme de signalisation multiprotéique
assemblée par des récepteurs cytosoliques de la famille des NLR (nucleotide-binding domain
leucin-rich repeat) et pyrin-containing receptor 3 pour NLRP3, qui clive la pro-IL-13 en sa forme
biologiquement active, I'lL-1B7¢. L’atténuation du stockage du cholestérol et I'amélioration
des voies d’efflux du cholestérol peuvent favoriser la résolution de l'inflammation de la
plaque””.

3.3. L'Inflammation, de /linitiation a la progression de la plaque
athéroscléreuse

Il a été prouvé que I'inflammation joue un réle important dans l'initiation et la progression
de la plaque athéroscléreuse’®.

Durant I'athérosclérose, les premiéres causes se concentrent sur des lésions endothéliales,
un métabolisme lipidiqgue anormal (comme déja mentionné dans les paragraphes ci-dessus),
alors que le processus athérogene s’accompagne ensuite de modifications inflammatoires
induites par I'activation de la barriére endothéliale”. Lorsque les cellules endothéliales sont
activées, elles expriment divers facteurs, en particulier la protéine chimioattractive
monocytaire, I'interleukine 8 (IL-8), la molécule d’adhésion vasculaire (VCAM), la molécule
d’adhésion intercellulaire (ICAM), la sélectine E, la sélectine P. Ces nombreux facteurs attirent
les lymphocytes, les neutrophiles et les monocytes qui se lient a I'endothélium, infiltrent la
paroi artérielle et induisent une réponse inflammatoire dans les plaques athéroscléreuses®.
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3.3.1. L'inflammation locale et systémique dans I’athérosclérose

Le processus inflammatoire dans les artéeres athéroscléreuses peut entrainer une
augmentation des taux sanguins de cytokines inflammatoires et de protéine C-réactive (CRP)
(protéine libérée par le foie en cas d’inflammation systémique). Les taux de CRP et
d’interleukine-6 sont élevés chez les patients souffrant d’angor instable et d’infarctus du
myocarde, prédisant un mauvais pronostic 8%, Les taux d’autres marqueurs inflammatoires
sont également élevés chez ces patients, y compris le fibrinogéne, I'lIFN-y, I'lL-7, ou encore I'IL-
882, Par conséquent, les taux élevés de CRP chez les patients atteints de syndrome coronarien
aigu reflétent probablement lI'inflammation de I'artere coronaire plutét que I'ischémie du
myocarde 8. Collectivement, ces résultats suggérent que I'activation inflammatoire dans les
artéres coronaires déclenche des syndromes coronariens aigus, avec des niveaux circulants de
marqueurs inflammatoires reflétant I’évolution clinique de la maladie. Dans ce contexte, les
résultats de I’étude CANTOS (Canakinumab Antiinflammatory Thrombosis Out come Study)
qui a examiné l'effet du canakinumab (anti-IL-1B) chez les patients avec un syndrome
coronarien aigu et un niveau CRP élevé®, a montré que les niveaux de CRP et d’IL-6 sont
significativement réduits suite au traitement, avec une diminution de la mortalité, mais sans
modifier les concentrations de LDL®. Cette étude a fourni une preuve importante sur la
contribution de la voie de I'IlL-1 dans l'instabilité de la plaque athéroscléreuse, et que
I'inhibition de cette voie a le potentiel d’améliorer le devenir des patients atteints d’une
athérosclérose coronarienne®*,

3.3.2. Les neutrophiles
a) Généralités

Les neutrophiles appartiennent a la famille des leucocytes polymorphonucléaires, car ils
ont un noyau divisé en plusieurs segments. Parmi les leucocytes, ces cellules sont les plus
fréquentes dans la circulation sanguine (jusqu’a 75 % de la population totale)®. La durée de
vie de ces cellules est relativement courte dans la circulation (quelques heures a quelques
jours), leur renouvellement est rapide ; c’est une des raisons pour lesquelles leur réle dans le
processus pathologique de I'athérosclérose n’a pas été bien clarifié jusqu’a aujourd’hui®®.

b) Implications dans I’athérosclérose

Des preuves s’accumulent selon lesquelles I'hyperlipidémie active non seulement les
cellules monocytaires, mais induit également l'activation des neutrophiles®”8, Avec
I'avancement des techniques de marquage fluorescent spécifiques des neutrophiles ces
derniéres années, un certain nombre d’études ont démontré I"'accumulation de neutrophiles
dans les plaques athéroscléreuses®®®°. En fait, la neutrophilie induite par I’hyperlipidémie ou
I’"hypercholestérolémie s’est avérée étre un stimulus déclencheur du développement de la
plaque®. Alors que le nombre total de neutrophiles dans la plague est minime, les
emplacements des infiltrations maximales de neutrophiles sont corrélés avec les régions ayant
la densité de monocytes la plus élevée®®. Les neutrophiles peuvent jouer un réle direct dans
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la formation des lésions athéroscléreuses et peuvent également participer a I’évolution et a la
complication des lésions®l. De nombreuses recherches ont été entreprises pour comprendre
les mécanismes par lesquels les interactions neutrophiles-monocytes contribuent a la
formation des lésions °>%°. Lors de la dégranulation, les neutrophiles activés libérent de
grandes quantités de divers facteurs cytotoxiques et destructeurs capables d’induire des
dommages dramatiques au tissu vasculaire. Par exemple, la MPO contribue a la formation de
ROS, qui a leur tour peuvent étre impliqués dans la modification oxydante des LDL et
I’activation des cellules endothéliales, favorisant ainsi un environnement pro-athérogéne®3.
Les protéases dérivées de granules tels que la MMP-1, la MMP-2, la MMP-9, |’élastase ou
encore la cathepsine participent a la dégradation de la matrice extracellulaire et peuvent donc
contribuer au remodelage vasculaire, a I'amincissement de la coiffe fibreuse et a
I’athérothrombose®*°>, qui constitue la complication thrombotique majeure de
I"athérosclérose.

Il convient de souligner que les neutrophiles, les monocytes et les macrophages coopérent
dansl'induction et la propagation de I'inflammation athéroscléreuse. Les neutrophiles attirent
et guident les monocytes inflammatoires vers les plaques. La déplétion des neutrophiles
entraine une diminution du nombre de monocytes/macrophages dans les lysats aortiques de
souris®, Les neutrophiles libérent un certain nombre de protéines telles que 'azurocidine, la
cathepsine G, les a-défensines et la LL-37 qui présentent une activité chimiotactique directe
sur les monocytes®®.

En plus de la modulation via la libération controlée de produits granulaires, les neutrophiles
activés peuvent libérer leur contenu cytoplasmique et extruder leur ADN dans un processus
appelé NETose (forme spécialisée de mort cellulaire)>®” qui participe également a
I’athérothrombose®. Les « neutrophil extracellular trap » (NET) sont des structures en réseau,
décorées avec de nombreux médiateurs effecteurs, y compris des histones, de multiples
protéinases et I'enzyme pro-oxydante MPO (Fig.10). La formation de NET est capable
d’amorcer [I'activation des macrophages, potentialisant la formation de la plaque
athéroscléreuse murine °>%%, Un nombre accru de neutrophiles en NETose ont été trouvés
adhérant a la lumiére vasculaire dans des modeéles murins d’athérosclérose, ainsi qu’identifiés
dans des plaques athéroscléreuses prélevées sur des artéres humaines®t. Pour examiner les
effets de la formation de NET par les neutrophiles activés par les cristaux de cholestérol sur
I’athérogenése, des souris ApoE”" nourries avec une alimentation riche en graisses incapables
de subir une formation de NET, présentaient des lésions athéroscléreuses 3 fois plus
petitesi®?10l En outre, les NET se sont avérés étre un moteur crucial dans la synthése de
cytokines pro-inflammatoires et pro-athérogénes, telles que I'lL-1B et I'lL-6, ces cytokines
étant libérées par les monocytes recrutés et exposés aux NET%3,
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Figure 10 : Structure de « neutrophil extracellular trap » (NET). (Tiré de wikipédia).
3.3.3. Macrophages
a) Polarisation des macrophages

Les macrophages sont caractérisés par une remarquable plasticité qui leur permet de
répondre efficacement aux modifications de leur environnement. Fonctionnellement,
plusieurs types de macrophages se différencient a partir des monocytes in-vitro :

M1 pour « classically activated macrophages »

Ces macrophages nécessitent des facteurs comme par exemple le lipopolysaccharide (LPS)
bactérien pro-inflammatoire ou I'INF-y pour que les cellules de la moelle osseuse se
différencient. L'INF-y est une cytokine produite in-vivo par les LT helper 1 (Th1) et les cellules
NK (Natural Killer). Les macrophages M1 sécrétent des cytokines pro-inflammatoires comme
le TNF-a, I'lL-1B et I'IL-6 d’ou leur nom de macrophages « pro-inflammatoires ».

M2 pour « alternatively activated macrophages »

Des études in-vitro ont permis de sous-diviser les macrophages M2 en plusieurs classes :
les M2a, M2b et M2c. Les cytokines IL-4 et IL-13 produites par les LT helper 2 (Th2) activent
les M2a. Ces macrophages produisent eux-mémes de I'lL-4 et sécretent de la fibronectine, une
glycoprotéine présente dans la MEC et qui joue un réle clé dans I'adhésion des cellules a la
MEC. L’IL-4 stimule I’activation de I’arginase du macrophage, qui augmente la production de
la MEC. Ce sécrétome suggere un role des M2a dans le processus de réparation tissulaire. Ils
ont donc été également appelés « macrophages de cicatrisation ». Les M2b sont générés par
une stimulation de I'lL-1B ou du LPS. Ces cellules sécrétent une cytokine anti-inflammatoire,
I'IL-10 qui permet d’empécher la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires par les cellules
voisines. Les M2c sont activés par I'lL-10 et sécretent également des niveaux élevés d’IL-10.
Les M2b et les M2c sont appelés « macrophages régulateurs ».

Cette définition de I’hétérogénéité des macrophages est bien définie pour les études in-
vitro mais devrait étre utilisée avec prudence dans un contexte in-vivo. En effet, la culture in-
vitro géneére des phénotypes bien distincts de macrophages mais les macrophages isolés des
tissus périphériques semblent plus complexes, avec des phénotypes mixtes.
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L'hétérogénéité des macrophages a été montrée au niveau des plaques athéroscléreuses
murines et humaines avec la présence des marqueurs M1/M2104105106. |’grigine de ces
macrophages M1/M2 dans la plaque est encore un sujet de débat. Historiquement, leur
origine a été définie comme venant entierement des monocytes sanguins dans la circulation,
puis récemment leur origine a pu aussi étre aussi montrée a partir de cellules musculaires
lisses'®. Quelle que soit leur origine, ces macrophages orchestrent plusieurs fonctions
biologiques, dont l'efflux de cholestérol, I'apoptose, la phagocytose, |'efferocytose, la
prolifération, la migration, la sécrétion de molécules pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires en réponses a divers signaux micro-environnementaux (Fig.11).
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Figure 11 : Cycle de vie des macrophages dans la plaque athéroscléreuse. (Adapté de 1%7).

Dans les lésions avancées, la polarisation des macrophages vers un phénotype M1 est
cohérente avec I'environnement pro-inflammatoire des lésions. En effet la présence des
lipides oxydés au niveau des plaques; permettrait I’activation des macrophages de type M1 et
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la production de cytokines inflammatoires. La formation des cellules spumeuses a donc été
associée a un phénotype pro-inflammatoire des macrophages de type M1. Néanmoins, il a été
montré que les oxystérols, ligands des récepteurs nucléaires LXRB et LXRa et des récepteurs
PPAR, sont également capables d’inhiber I'expression des genes pro-inflammatoires dans les
macrophages, ce qui favoriserait la polarisation de type M2108109,110,

Récemment deux autres populations de macrophages ont été décrites, les macrophages
Mox (Mox) et les macrophages M4. Les Mox sécretent I'enzyme héme oxygenase-1 (HO-1) et
seraient activés par les phospholipides oxydés présents sur les ox-LDL. Ces macrophages ont
été trouvés dans les aortes de souris LdIr’" et constitueraient 30 % de la population totale de

111 Ces macrophages auraient un phénotype pro-inflammatoire

macrophages aortiques
puisqu’ils augmentent I'expression de génes comme I'lL-1B mais de maniere moindre que les
M1. Dans cette étude, il est également démontré que ces Mox ont une capacité de

phagocytose et de migration diminuée par rapport aux M1 et M2.

In-vitro, la différenciation des macrophages avec la chimiokine CXCL4 induit un phénotype
macrophagique distinct des macrophages M1 et M2. Ces cellules ont été classées comme
macrophages M4. De maniere intéressante une déficience en CXCL4 permet de diminuer la
taille des lésions, suggérant un réle pro-athérogéne de ces macrophages M41%2, Bien que la
capacité des macrophages M1, M2 et Mox a interchanger leurs phénotypes ait été montrée
in-vitro, la polarisation vers le phénotype M4 semble irréversible!'2,

Si cette capacité de changement phénotypique existe in-vivo dans les plaques
athéroscléreuses, la question suivante peut étre posée : pourquoi l'inflammation locale
persiste dans les stades avancés de |'athérosclérose ?

b) Implications dans I’élimination du cholestérol

Deux mécanismes sont possibles pour I'élimination du cholestérol de la plaque
athéroscléreuse :

1- Les particules de HDL peuvent induire un efflux de cholestérol a partir des
macrophages spumeux, induisant ainsi le processus de transport inverse du cholestérol de
la plague athéroscléreuse vers la circulation!3,

2- Les macrophages spumeux quittent la plaque athéroscléreuse et transportent leur
charge en cholestérol dans la circulation!4,

Par conséquent, un déséquilibre dans ces mécanismes permet a toutes les cellules chargées
en ester de cholestérol, indépendamment de leur origine ou de leur mode de mort, de
contribuer a la génération et la croissance d’un noyau lipidique nécrotique ou nécroptotique
pro-inflammatoire.

c) Efferocytose et implications dans les différents stades de I'athérosclérose

L’élimination rapide et efficace des cellules mortes par efferocytose est essentielle pour
maintenir I'homéostasie tissulaire. L'efferocytose est stimulée par l'interaction entre les
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récepteurs phagocytaires « Scavenger » (par exemple, SR-B1 et LRP-1; CD36) et les ligands
des cellules apoptotiques (par exemple « eat-me »)1%°,

L'infiltration de macrophages dans les lésions PIT est une étape précoce et importante vers
la progression des lésions athéroscléreuses en fibroathéromes. L'accumulation de
macrophages chargés de lipides se produit prés de la lumiére et a finalement un impact sur la
progression des |ésions athéroscléreuses (Fig.12). Dans les stades initiaux, des études dans
des modeles murins montrent que méme si I'apoptose des macrophages se produit dans les
Iésions précoces, une efferocytose efficace rend ce processus éventuellement bénéfique avec
une diminution de la progression des lésions!®,

Avec la progression vers les stades tardifs (fiboroathéromes), le processus efferocytotique
est défectueux, ce qui entraine lI'accumulation des macrophages apoptotiques!”118
susceptibles de subir une nécrose secondaire?* (Fig.12).

A Macrophages (blue) B e =
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Figure 12 : Coupes histologiques représentatives des artéres coronaires humaines, montrant
une augmentation de linfiltration des macrophages et des corps apoptotiques avec la
progression de la plaque. (A) la colonne du milieu, montre I'immunocoloration des
macrophages (CD68, brun), tandis que la colonne de droite montre une double coloration
pour les macrophages (CD68, bleu) et les corps apoptotiques (rouge). (B) la double
immunocoloration a démontré que la plupart des corps apoptotiques sont co-localisés avec
les macrophages et qu’ils sont phagocytés par ces derniers dans la lésion PIT, alors que la
proportion des corps apoptotiques libres augmente dans les fibroathéromes tardifs ou les
corps apoptotiques phagocytés ont diminué. (Adapté de *9).
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Une efferocytose défectueuse peut résulter du stress oxydant des phagocytes, di a une
réduction d’efflux de cholestérol aprés I'engloutissement des cellules apoptotiques?®,
Plusieurs études ont démontré que les macrophages nécroptotiques sont moins efficacement
efferocytés que les cellules apoptotiquesi?*'1>, ce qui suggére que cela peut contribuer
directement a l'accumulation des débris nécrotiques dans la plague athéroscléreuse.
Schrijvers et al ont montré que les fibroathéromes tardifs dans les plaques carotidiennes
humaines contenaient un nombre substantiel de corps apoptotiques dans le noyau nécrotique
qui n’étaient pas phagocytés par les macrophages!®. Otsuka et al ont suggéré qu’un processus
similaire a celui observé dans les modeles murins se produit également dans les Iésions
coronaires humaines et que la progression de la plaque et la formation du noyau nécrotique
sont initiées a partir de la collection de corps apoptotiques®'®.

Il a également été suggéré que les macrophages dans les stades tardifs contribuent a
I'amincissement de la coiffe fibreuse et a la rupture de la plaque par la sécrétion de
métalloprotéinases matricielles?, bien que cela ait été difficile & prouver dans les modéles
murins car les souris ne présentent pas le type de lésion avec la rupture de la plaque qui se
produit chez I'homme'?2. Une hémorragie intra-plaque est parfois associée a une

123

accumulation de macrophages dans les Iésions humaines avancées* par la sécrétion de

protéases!?*,

d) Mécanismes régulant la quantité de macrophages dans la plaque
athéroscléreuse

Les études portant sur les macrophages sont souvent limitées a la quantification des
macrophages totaux sur des sections de la crosse aortique. Or, le nombre de macrophages
dans les plaques varie en permanence. Les nouvelles avancées techniques ont permis de
mieux comprendre la dynamique des macrophages au sein des Iésions.

Aujourd’hui, il semble que le nombre de macrophages présents dans les lésions
d’athérosclérose soit déterminé par le recrutement des monocytes, la prolifération des
macrophages, la sortie des macrophages et enfin la mort cellulaire.

3.3.4. Formes de mort dans la plaque athéroscléreuse

Bien que les mécanismes précis qui régulent la mort des macrophages restent a élucider,
des études suggerent que dans les Iésions précoces riches en macrophages, c’est-a-dire dans
les stries lipidiques, les macrophages apoptotiques sont efficacement éliminés par
efferocytose, empéchent ainsi I'accumulation de coeur nécrotique et régulent
I'inflammation'?.

a) Apoptose

Le terme apoptose a été inventé lors des travaux de Kerr et al en 19726, |"apoptose
implique des voies de signalisation étroitement contrélées et régulées qui induisent un
rétrécissement du noyau, une dégradation du contenu cellulaire, une génération de corps
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apoptotiques mais avec une membrane plasmique intacte. Les cellules apoptotiques envoient
des signaux non-inflammatoires et des signaux inducteurs de leur efferocytose tels que « eat-
me » et « Find-me »'?’. 'apoptose peut étre déclenchée par deux voies aboutissant a
I’activation des caspases et ensuite a la mort cellulaire'?812° ;

Nécrosome

Figure 13 : Activation de I’apoptose et de la nécroptose menant a la mort cellulaire. Panneau
de droite : apres fixation du ligand, le domaine intracytoplasmique du récepteur recrute les
protéines adaptatrices TRADD et FADD. Cette derniére interagit avec la pro-Caspase-8 pour
former une plateforme de signalisation appelée le complexe de signalisation induisant la mort
(DISC). La pro-Caspase-8 s’active par auto-clivage puis clive la pro-Caspase-3 qui va déclencher
I’'apoptose. Dans le méme temps, les kinases RIPK1 et RIPK3 sont clivées par la Caspase-8 pour
prévenir la formation du nécrosome. L'apoptose est représentée schématiquement avec les
corps apoptotiques de la cellule mourante. A noter que les membranes plasmiques restent
intactes durant tout le processus de mort cellulaire. Panneau de gauche : la nécroptose est
initiée par le récepteur seulement si la Caspase-8 se trouve inhibée. Dans ce cas, cFLIP forme
un hétérodimeére avec la pro-Caspase-8 ce qui a pour conséquence de prévenir son activité
protéolytique. Dans ces conditions, I'activation du récepteur induite par la fixation du ligand
permet la formation du nécrosome, un complexe de signalisation comprenant I'adaptateur
FADD et les kinases RIPK1 et RIPK3. Le nécrosome induit la mort cellulaire via la
phosphorylation des oligoméres de MLKL capables de créer des pores dans la membrane
plasmique. La formation des pores serait responsable du relargage de médiateurs de
I'inflammation, les DAMP. FADD : Fas associating protein with death domain ; TRADD : TNFR1-
associated death domain protein ; RIPK1 : receptor-interacting protein kinase 1 ; RIPK3 :
receptor-interacting protein kinase 3 ; cFLIP : cellular FLICE-like inhibitory protein ; MLKL :
mixed lineage kinase domain-like protein ; (MLKL)n : oligomére de MLKL ; DAMP : damage-
associated molecular patterns ; DISC : death-inducing signaling complex. (Adapté de *39).
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- La voie apoptotique extrinséque, est initiée lors de I'activation des récepteurs de
mort [par exemple, superfamille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNFR), ou
Fas-R]. Ces récepteurs sont activés lors de la fixation de leur ligand a la membrane
cellulaire, conduisant au recrutement d’un complexe multiprotéique appelé le DISC (Death-
Inducing Signaling Complex), comportant notamment la pro-caspase-8. Ces caspases
initiatrices activent alors les caspases exécutrices (ou effectrices), comme les caspases
3/6/7, et entrainent I"apoptose des cellules (Fig.13).

- La voie apoptotique intrinseque repose sur la perte d’intégrité membranaire des
mitochondries. Elle est initiée par divers stress ou déclencheurs intracellulaires, comme par
exemple les dommages a I’ADN (DAMP), qui induisent la translocation des protéines pro-
apoptotiques vers la membrane externe mitochondriale. La perte de potentiel
transmembranaire mitochondrial ainsi favorisée permet la libération dans le cytosol de ces
protéines, en particulier le cytochrome c. Le cytochrome c’est a I'origine de I'activation de
la caspase-9 qui active a son tour la caspase-3 responsable de I'apoptose des cellules.

b) Nécrose et nécroptose

Lorsque les lésions progressent et continuent d’accumuler du cholestérol libre, des
lipoprotéines oxydées et des acides gras, les macrophages subissent une mort cellulaire
apoptotique continue et accrue. Ce phénoméne étant combiné a une efferocytose
défectueuse, les cellules apoptotiques restent dans l'intima et subissent finalement une
nécrose secondaire (Fig.14). Jusqu’a la derniére décennie, la nécrose était considérée comme
un processus non régulé par lequel ces cellules apoptotiques perdent l'intégrité de leur
membrane et libérent tout leur contenu cellulaire, amplifiant la réponse inflammatoire et le

développement des lésions athéroscléreuses’12°,

Cependant, la découverte par criblage d’une classe d’inhibiteurs (nécrostatines) des
protéines kinases RIP1 et RIP3 a permis de mettre en évidence un type de nécrose
programmeée appelé nécroptosel3132133,

La nécroptose est définie comme une voie de mort cellulaire régulée qui est indépendante
des caspases et dépendante de la voie de signalisation RIP1, RIP3 et MLKL'34. L’activation de
la nécroptose entraine un gonflement cytoplasmique, une perte d’intégrité de la membrane
et la libération de tout le contenu intracellulaire’®®. La nécroptose est initiée par la
phosphorylation de RIP3 (nécrosome complexe 1) par RIP1, qui a son tour, phosphoryle les
protéines MLKL (mixed lineage kinase domain-like protein). En réaction, les protéines MLKL
s’oligomérisent en complexes multimeres (nécrosome complexe II) qui perforent la
membrane cellulaire et permettent la libération du contenu cellulaire (par exemple les DAMP
et cytokines)'3® (Fig.13, 14).
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Figure 14 : Mort des macrophages et vulnérabilité de la plaque. (Adapté de *37).

RIP1 est une sérine/thréonine kinase qui exerce un controdle stratégique sur le destin de la
cellule grace a une ubiquitylation et une dé-ubiquitylation étroitement régulées, entrainant
I’activation des voies inflammatoires et de survie cellulaire via NF-kB, des voies apoptotiques

dépendante des caspases (non-inflammatoires) et de la nécroptose induite par RIP3-MLKL
(inflammatoire)3%138,

Ainsi, la phosphorylation de MLKL (pMLKL) ou de son complexe sont des indicateurs de
I'activation de la nécroptose. La majorité des études caractérisant les voies nécroptotiques
dans les maladies se sont appuyées sur I'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de la pan-
caspase (le zVAD) en association avec un ligand d’intérét (par exemple, le TNF) pour bloquer
I’apoptose et ainsi favoriser I'activation de la nécroptose!®®14°, Bien que ces études aient
permis de mieux comprendre les acteurs de ces voies de mort cellulaire, la décision d’une
cellule de subir une nécroptose ou une apoptose est étroitement coordonnée par un groupe
de molécules régulatrices partagées entre les deux processus, en particulier la caspase-8.

L'implication de la nécroptose dans I'athérosclérose a été mis en évidence par certaines
études, qui ont montré que l'inhibition de I’activité de RIP1 ou la suppression génétique de
RIP3 dans des modeles de souris athéroscléreuses, réduit fortement a la fois le noyau
nécrotique et la surface totale de la plaque dans le sinus aortique3*41,
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De plus, le groupe de K.J. Rayner a également identifié la nécroptose comme un processus
actif dans I'athérosclérose humaine, ol la protéine MLKL phosphorylée a été détectée dans
les stades tardifs des plaques athéroscléreuses coronariennes, mais pas dans les stades
précoces. lls ont également montré que I'inhibition de MLKL par des oligonucléotides anti-
sens chez des souris ApoE”" réduit la taille du noyau nécrotique dans les plaques
athéroscléreuses!?,

c) Pyroptose

La pyroptose est une forme de mort cellulaire programmée nouvellement découverte,
associée a une activation de I'inflammasome et qui nécessite I'activité de la caspase-1'43, La
mort cellulaire pyroptotique est hautement pro-inflammatoire car elle conduit a la libération
de I'’ensemble du contenu intracellulaire vers le liquide extracellulaire, avec en particulier la
libération des cytokines IL-1B et IL-18%*. La caspase-1 est responsable de la maturation et la
libération de I'IL-1B. Dans ce contexte, Li Y et al ont montré que l'inhibition de la caspase-1
par un inhibiteur spécifique (VX-765) chez des souris ApoE”" réduit la pyroptose des CML
durant "athérosclérose®. Des preuves cliniques récentes montrent que les patients atteints
d’'une maladie cardiovasculaire peuvent bénéficier d’un traitement ciblant I'IL-1B
(Canakinumab)#®  Le ciblage de I'activité caspase-1 pour inhiber la pyroptose peut
éventuellement étre une stratégie de traitement pour les maladies athéroscléreuses.

3.3.5. Résolution de I'inflammation dans I'athérosclérose

Si la source pro-inflammatoire est réduite, la résolution de I'inflammation dans la plaque
athéroscléreuse peut-elle s’ensuivre ?

L'IL-1B peut étre produite par des macrophages activés, des neutrophiles et des cellules
endothéliales. L'IL-1PB a fait I'objet de nombreuses études ; son expression est élevée dans les
lésions athéroscléreuses par rapport aux tissus non affectés, et elle est considérée comme une
cible thérapeutique prometteuse pour ralentir 'athérosclérose'*’. Néanmoins, une étude
récente a montré que I'IL-1B a un réle plus complexe dans le processus athérosclérotique que
précédemment décrit, en tout cas dans le modéle des souris ApoE™”", I'effet de IL-1B pouvant
en fait dépendre du stade de la maladie!*®. Cette étude a révélé que I'IL-1B au stade de
développement avancé de la plaque pouvait favoriser des changements athéroprotecteurs via
un remodelage et un maintien des CML dans la coiffe fibreuse*. Plus important encore, ces
études démontrent que dans une plague athéroscléreuse avancée déja inflammatoire, une
amélioration de I’équilibre des processus pro-inflammatoires et anti-inflammatoires permet
la résolution de I'inflammation (Fig.15). Ce concept est susceptible d’étre pertinent pour les
humains, car des réductions des taux plasmatiques de LDL conduisent a la régression des
Iésions athéroscléreuses avancées, la régression de la plaque s’accompagne de taux plus
faibles d’événements de maladie cardiovasculaire athéroscléreuse!®.
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Figure 15 : L’équilibre entre les processus pro-inflammatoires et anti-inflammatoires
contréle la résolution de I'inflammation lipidique dans les Iésions athéroscléreuses. (Adapté
de 7).

3.4. CML : Progression de la plaque athéroscléreuse
3.4.1. Modulations phénotypiques dans la plaque athéroscléreuse

Les changements environnementaux conduisent les CML a acquérir des propriétés
fonctionnelles et phénotypiques qui répondent a ces impacts sur la paroi artérielle. Ce
processus est connu sous le nom de modulation phénotypique. Dans les plaques
athéroscléreuses les CML semblent avoir un haut niveau de plasticité, et présentent une forte
capacité a changer de phénotype®%>1 en peuvent acquérir en particulier les phénotypes de
type ostéochondrogénique, synthétique, spumeux, macrophage-like (Fig.16).
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Figure 16 : Vue d’ensemble de la modulation phénotypique des CML dans la paroi
artérielle. (Adapté de 1°2),

Dans I'athérosclérose, les CML médiales perdent les marqueurs contractiles probablement
en réponse a des lipides ou a des mitogénes libérés aprés une lésion'>3, le changement
phénotypique des CML pouvant se produire avant la migration et la prolifération>*1>, Les
CML peuvent alterner entre différents phénotypes en réponse a divers indices
environnementaux dans l'intima et la média, avec différents effets sur I'athérogenése et la
stabilité de la plagque®®>* Fait important, le changement phénotypique semble étre un

processus, au moins partiellement, réversible et donc thérapeutiquement modifiable!>’.

a) Différenciation ostéochondrocytaire

Le changement phénotypique des CML vers des cellules ostéochondrocytaires joue un réle
important dans la pathogenése de la calcification vasculaire. Des études de tracage de la lignée
cellulaire chez la souris montrent que 98 % de toutes les cellules ostéochondrocytaires
présentes dans les plaques dérivent des CML'®®, Les CML ostéochondrocytaires expriment
plus fortement les marqueurs ostéochondrocytaires (par exemple Runx2, Sox9,
ostéopontine), présentent une matrice sujette a la calcification (présence de collagéne de type
) et sécrétent des vésicules calcifiantes *°. Runx2 est un facteur de transcription qui joue un
role essentiel dans la différentiation des ostéoblastes et la maturation hypertrophique des
chondrocytes!®®. Son importance dans le processus de calcification vasculaire a été validé tout
d’abord par Sun et al, qui ont montré que dans le modeéle des souris ApoE”" la suppression du
Runx2 dans les CML inhibe la calcification dans la racine aortique®®!, Les travaux de Lin et al
ont ensuite montré que dans le modéle des souris LdIr”" la suppression du Runx2 dans les CML
ne bloque pas la trans-différenciation des CML vers les chondrocytes précoces, mais inhibe

considérablement leur maturation ainsi que la calcification, 162,
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b) Acquisition d’un phénotype synthétique

Le passage du phénotype contractile au phénotype synthétique est défini par la perte de
marqueurs contractiles (par exemple a-SMA, SM-22a, calponine) avec le gain d’organites
synthétiques, et de propriétés migratoires et prolifératives. Cette transformation joue un réle
essentiel dans I'athérogenése!®. Les CML synthétiques sécrétent une grande variété de
molécules pro-inflammatoires et d’enzymes (MMP) dégradant la matrice qui peuvent causer
la mort des cellules voisines 163164 Par conséquent, selon I’environnement local et le stade de
la maladie elles peuvent soit favoriser la formation de la chape fibreuse (en exercant des effets
bénéfiques), soit favoriser l'inflammation, la calcification, la sénescence cellulaire et
I'instabilité de la plaque’®®. Historiquement, ce changement phénotypique était considéré
comme la marque de la réparation vasculaire, un processus réversible dans lequel les CML
reviennent a leur état contractile aprés avoir terminé la réparation'®®, comme par exemple
lorsque les CML néointimales acquierent a nouveau leurs marqueurs contractiles aprés une
blessure®’. Les CML conservent leur statut non contractile pendant I'athérosclérose en raison
de I'exposition continue aux stimuli phénotypiques induisant un changement, bien qu’elles

conservent la capacité a revenir a leur phénotype contractile>’.

c) Acquisition d’'un phénotype spumeux

Historiqguement, les cellules spumeuses étaient considérées comme dérivant uniqguement
des macrophages de la moelle osseuse dans les dépo6ts graisseux des parois des artéres, ol
elles ingéraient des LDL, leur donnant cet aspect. Méme si les macrophages contribuent a la
formation de cellules spumeuses dans les plaques athéroscléreuses, les CML aussi se
transforment en cellules spumeuses lorsqu’elles sont exposées a des LDL agrégées ou oxydées
dans 'intima et la média des souris et des humains hyperlipidémiques'®. En fait, la majorité
des cellules spumeuses des plaques athéroscléreuses semblent méme dériver des CML'®8, Le
captage de lipides se produit traditionnellement par l'intermédiaire de récepteurs
phagocytaires spécialisés (par exemple SR-A et CD36), mais peut également impliquer d’autres
voies, telles que la phagocytose et I"autophagie!®®. Les CML en culture chargées en lipides

sécrétent une variété de médiateurs pro-inflammatoires’°

171

et subissent I'apoptose en raison
d’une surcharge en cholestérol libre,'’* ce qui peut jouer un réle in vivo dans la compromission
de la stabilité de la plaque. L’excés de cholestérol dans les CML est probablement le résultat
d’un efflux de cholestérol inadéquat d( a une expression réduite du transporteur ABCA1 ou

une autophagie altérée dans les plaques avancées?®®,

d) Acquisition d’'un phénotype macrophagique

Des CML de type macrophagique se forment a la fois dans les plaques athéroscléreuses
humaines!®®'72 et murines®>1%, Le passage a une cellule de type macrophagique est
probablement di a I'accumulation de lipides, car la charge de cholestérol provoque la trans-
différenciation des CML en culture en macrophages'’>. Les CML de type macrophagique sont
caractérisées par une augmentation des marqueurs de macrophages, tels que CD68 et des
cytokines pro-inflammatoires!’?. Par conséquent, la question se pose de savoir si les CML de
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type macrophagique sont aussi nocives pour la stabilité de la plague que leurs homologues
myéloides. En effet, les CML de type macrophagique sont transcriptionnellement et
fonctionnellement différentes des macrophages d’origine myéloide®>3. Dans 'ensemble, la
présence de marqueurs macrophages dans les CML n’impliquent pas une fonctionnalité
compléte en tant que macrophages ni une spécificité cellulaire, ce qui rend difficile la
prédiction de leur impact sur la croissance et la stabilité de la plaque athéroscléreuse.

3.4.2. Implications de la plasticité des CML dans la plaque athéroscléreuse

En adoptant différents phénotypes, il est clair que les CML pourraient avoir des roles
bénéfiques ou néfastes dans I'athérosclérose ainsi que sur la stabilité ou la rupture de la
plague®?. Les CML phénotypiquement modifiées peuvent également sécréter une large
gamme de cytokines qui peuvent influencer les cellules voisines de maniére paracrine, bien
que les CML puissent revenir a leur phénotype contractile sous certaines conditions'®”1>’, Le
contenu final des CML dans la lésion est déterminé par I’équilibre entre la migration des CML,
la prolifération, la mort et la sénescence. |l était, jusqu’a récemment, admis que les CML aux
stades ultérieurs de I'athérosclérose ont un effet entierement bénéfique, en stabilisant Ia
plaque a travers la génération de la chape fibreuse. Cependant, de nombreuses études de
lighage ont définitivement montré une plasticité des CML et ont suggéré que ces cellules
peuvent moduler leur comportement en réponse a une variété de stimuli'>? (Fig.17).
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Figure 17 : Représentation schématique de plusieurs processus médiés par les CML dans la
plaque athéroscléreuse. (Adapté de 74).
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Les CML représentent de 30 a 70 % des cellules exprimant des marqueurs
macrophagiques’?'% et a un pourcentage similaire de cellules spumeuses dans les plaques
athéroscléreuses de souris et a environ 30 a 40 % des cellules CD68+ et 50 % de cellules
spumeuses dans les plaques athéroscléreuses humaines'’?168, Enfin, comme discuté par Baylis
et al il est nécessaire de mettre en ceuvre des modeles murins précliniques de régression ou
de traitement de la plaque établie qui imitent I'intervention thérapeutique chez I’homme pour
étudier d’une facon plus claire les fonctions des CML>,

3.4.3. Balance entre migration, prolifération et sénescence dans la plaque
athéroscléreuse

a) Migration et prolifération

En général, les CML ont été décrites pour, tout d’abord, migrer de la média vers I'intima
puis proliférer et former la coiffe fibreuse'®®, la migration des CML médiales pouvant
néanmoins étre précédée de prolifération'®¥1’¢ Les CML dans les plaques athéroscléreuses
avancées présentent de faibles indices prolifératifsi’’. Les CML peuvent migrer et contribuer
a la formation de lésions?’8. Plusieurs études ont suggéré que la migration des CML se produit

indépendamment de la prolifération et qu’elle n’est pas un facteur majeur de la formation des
lésions 150,169,179

b) Sénescence

La sénescence cellulaire est définie comme un état d’arrét de croissance irréversible et
catégorisé comme sénescence réplicative, en raison de I'’épuisement réplicatif de durée de vie
cellulaire, ou sénescence prématurée stimulée par de nombreux stimuli externes, tels que
DAMP ou le stress oxydant!®®. Les deux types de sénescence activent une réponse aux
dommages a I’ADN pour développer le phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP)
qui crée un environnement riche en cytokines pro-inflammatoire (par exemple IL-6, IL-8)*&°,
des chimiokines (par exemple MCP1), des protéases (par exemple MMP)*8! (Fig.18). Les CML
des plagues humaines montrent une prolifération réduite, une sénescence précoce et une
régulation a la hausse des marqueurs d’arrét du cycle cellulaire, y compris P21 et P16%%2, De
plus, les CML intimales des plaques humaines ont des télomeres beaucoup plus courts que les
CML médiales, indiquant que la longueur des télomeres est inversement corrélée a la gravité
de I'athérosclérose®?. La sénescence cellulaire a été reconnue comme une caractéristique
importante du vieillissement, en plus de ses conséquences fonctionnelles sur les CML dans les
plaques athéroscléreuses®® .

De plus en plus de preuves suggérent que la sénescence des CML contribue a la progression
et a la déstabilisation des plaques athéroscléreuses. En raison de la perte de potentiel
prolifératif des cellules sénescentes, la sénescence peut déclencher directement l'instabilité
de la plague en réduisant la teneur de la chape fibreuse. Cependant, des données récentes
suggérent un roéle plus actif de la sénescence des CML qui favorise la déstabilisation de la
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plaque en provoquant l'inflammation de la plaque et la dégradation de la matrice¥18>,
Comme par exemple, I'étude in-vitro publiée en 2017 qui a montré la capacité des CML
humains sénescentes a libérer le marqueur pro-inflammatoire (IL-1B) dans le milieu de
culture®®®,
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Figure 18 : Sénescence des CML dans I’athérosclérose et instabilité de la plaque.
(Adapté de 187),

3.4.4. Formes de mort dans la plaque athéroscléreuse

Différentes formes de mort des CML se produisent potentiellement dans la plaque
athéroscléreuse, y compris I"apoptose, la nécrose, la nécroptose et la pyroptose'88164156 hijen
qgue le réle de ces deux derniéres formes de mort cellulaire programmeée, nouvellement
reconnues, dans I'athérosclérose n’a pas été clairement élucidé.

a) Apoptose

Les indices apoptotiques sont faibles dans les plaques précoces, mais augmentent a mesure
que les lésions deviennent plus avancées'®, et sont plus élevés dans les plaques
symptomatiques par rapport aux lésions stables!®. Les débris apoptotiques s’accumulent en
particulier dans la région centrale, mais les marqueurs d’apoptose sont transitoires, de sorte
que ces indices ne mesurent pas uniquement les taux d’apoptose ou I’efficacité des clairances
des cellules apoptotiques, mais peut aussi marquer les cellules nécrotiques®®?. Compte tenu
de ces limites, les effets et I'incidence de |'apoptose des différents phénotypes des CML sont
pour la plupart inconnus.
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b) Nécrose

La nécrose a longtemps été considérée comme une forme accidentelle et incontrélée de la
mort cellulaire. Cependant, des études récentes démontrent que la nécrose est un mécanisme
de mort cellulaire régulé, en particulier par RIP1 et 3 comme évoqué précédemment!®’. La
nécrose de I'athérosclérose est déclenchée par divers stimuli tels que les niveaux de ROS, de
LDL hautement oxydées, ou de calcium intracellulaire?®?. L’efferocytose inefficace des CML
apoptotiques conduit également a une nécrose secondaire et une inflammation induite par
IL-1B%3. La nécrose des cellules de la plaque contribue a la vulnérabilité de cette derniére en
libérant des médiateurs pro-inflammatoires et des MMP, tandis que I'inhibition de la nécrose
améliore la stabilité de la plaque chez la souris®®2.
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Chapitre 2. Calcifications vasculaires

I. Physiopathologie vasculaire : calcifications

1. Score calcique et mortalité

L'étude systématique des facteurs de risque d’athérosclérose est apparue du
regroupement de résultats expérimentaux, d’études transversales et enfin d’études
longitudinales chez I'homme. L'étude prospective menée dans la ville de Framingham,
la « Framingham heart study », a fourni un support rigoureux a l'idée selon laquelle
I'ensemble des facteurs de risques de Framingham tels que l'age, le sexe, le tabac, le
cholestérol total, le HDL-cholestérol, la pression artérielle ou encore le diabéte sont les
responsables pour prédire les événements cardiovasculaires sur une période bien
déterminée®®?,

Le calcium de l'artére coronaire ou score calcique (CAC) est une caractéristique trés
spécifique de I'athérosclérose 1°>%%6, || est une mesure de I'étendue des dépdts athéromateux
calcifiés observés au niveau des parois des coronaires. Le CAC améliore la prédiction du risque
cardiovasculaire lorsqu’il est ajouté au facteur de risque de Framingham'®’. Il permet de
révéler un risque accru de mortalité cardiovasculaire chez les patients asymptomatiques®®,
en particulier ceux avec un score de risque de Framingham intermédiaire de 5 a 20 % 1*°
(Fig.19). En 1990 Arthur Agatston et Warren Janowitz ont développé cette notion de
calcification des artéres coronaires. La détection de ces calcifications a été réalisée grace a des
méthodes non-invasives utilisant des applications du scanner qui permettent une acquisition
rapide des images [tomographie par faisceau d’électrons (EBCT, scanner ultrarapide) et
scanner multi coupes (MDCT)]. La présence de calcifications coronaires est quantifiée de fagon
semi-automatique par un logiciel développé par Agatston et al qui prend en compte chaque
lésion > Imm? avec une densité Housfield > 130 UH. Le CAC est issu de la multiplication de la
surface de la ou des calcifications par la densité de la plaque. Bien que d’autres méthodes de
guantification existent, le score d’Agatston reste le plus utilisé en raison de sa simplicité.

Des catégories standardisées ont été développées avec des scores permettant de faciliter
I'interprétation?® (Fig.19) :

1- CAC=0: pas de plaque calcifiée

2- CAC1a10:peu de plaque calcifiée
3- CAC10a 100 : calcification légére

4- CAC 100 a 400 : calcification modérée
5- CAC > 400 : calcification importante
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Un CAC élevé est un marqueur de mauvais pronostic, alors qu’un CAC a zéro est un
marqueur de trés bon pronostic?®’. La progression du CAC ajoute une valeur prédictive

supplémentaire et est étroitement corrélée a I'avancement du risque cardiovasculaire?°2,

Les avantages du CAC détecté par scanner comprennent la facilité d’interprétation, une
reproductibilité élevée, un colt faible et I'absence de la nécessité d’une injection
intraveineuse. D’autre part, parmi les inconvénients il faut souligner I'incapacité de fournir
des informations sur la morphologie en raison de sa faible résolution, et de distinguer entre
les différentes formes de calcification « microcalcifications » et « macrocalcifications »293204,
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Figure 19 : Degré de calcification par type de plaque. (A a C) images représentatives montrant
différents degrés dans I’extension du CAC et différents types de calcifications dans I’évaluation
visuelle du coceur entier par radiographie. (D) distribution des principaux types de plaques par
patient. CAC = calcification de I’artére coronaire ; CTO = occlusion total chronique, LAD = artere
descendante antérieure gauche ; LCX = artére circonflexe gauche ; LM = tronc principal
gauche ; RCA = artére coronaire droite. (Adapté de 2%).

2. Hétérogénéité des calcifications dans la plaque
athéroscléreuse

La présence de calcification ne differe pas entre les arteres symptomatiques et
asymptomatiques?®®. Les plaques calcifiées provoquant une sténose peuvent étre plus stables
que les plaques non-calcifiées?’. A I'inverse des lésions sténotiques séveres (> 70 %) ont été
rapportées comme étant liées a des calcifications sévéres situées sur la couche externe de la
plaque athérosclérotique?®. De nombreuses études visent a expliquer le réle des calcifications
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dans les plaques athéroscléreuses en précisant les différents critéres qui peuvent intervenir
dans la progression et la stabilité des plaques. Le nombre de calcifications, la taille, la
morphologie et la localisation dans les plaques sont les déterminants de la vulnérabilité ou
bien de la stabilité au cours de I'athérosclérose.

2.1. Hétérogénéité selon la localisation de la plaque dans les artéres

Pour mieux comprendre le processus des calcifications vasculaires il faut tout d’abord
mettre en lumiere le lien entre la composition des plagues et son emplacement dans les
vaisseaux. La biocollection ECLAGEN a montré que le développement et la composition des
plagues dépendent de leur emplacement anatomique dans les artéres?®2%° (Fig.20). Les
artéres abdominales et carotidiennes développent des |ésions riches en lipides, avec une
présence marquée de noyau lipidique (75 % et 56 %). Les artéres fémorales et infrapoplitées
présentent des lésions hautement fibreuses et/ou calcifiées. Les plaques des artéres
infrapoplitées sont largement fibreuses (57 %) mais développent également une grande
calcification (33 %). Les artéres fémorales présentent principalement des Iésions calcifiées (56
%) et des lésions fibreuses (16 %). Cette hétérogénéité des plaques, dépendante de leur
emplacement, est corrélée avec les différences de charge en calcium qui, en terme général,
englobe diverses formes de structures minéralisées?% (Fig.20).
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Figure 20 : Lésions athéroscléreuses hétérogénes dans différents artéres. Classification AHA
de la composition des plaques selon leur emplacement dans les arteres. Différents types de
calcifications présentes dans différentes artéres inclues de la biocollection ECLAGEN. (Adapté
de 23,209).

2.2. Progression selon le type de la plaque dans les artéeres

La calcification progresse avec le type de plaque ainsi qu’avec le degré de rétrécissement
de la lumiére?!? (Fig.21). Le type et la complexité de la plague augmentent avec des degrés de
rétrécissement de la lumiére qui sont plus élevés, tout comme la zone de calcification?!.
Cependant, le modele et I'étendue de la calcification ne sont pas en corrélation linéaire avec
la taille du noyau nécrotique et ont tendance a différer fortement selon le type de plaques.
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Dans le fibroathérome, le TCFA et la rupture, la zone nécrotique centrale augmentent
progressivement, mais la calcification peut ou non augmenter proportionnellement. Dans les
ruptures cicatrisées et les plaques fibrocalciques, la zone de calcification augmente de
maniére disproportionnée par rapport a la zone nécrotique centrale a mesure que le vaisseau
se rétrécit. La sévérité de la sténose luminale est corrélée a la charge des calcifications?1%21°,
La surface moyenne de calcification diverge suivant les types de plaques?®. La plaque
fibrocalcique a tendance a avoir la plus grande quantité de calcification. La calcification
artérielle est en corrélation avec la charge de la plaque, alors qu’il n’y a pas de corrélation
entre la calcification et la surface de la lumiére?*2. La charge de calcium est plus élevée dans
les plaques stables par rapport aux plaques instables et il existe une relation inverse entre la
zone centrale nécrotique et la charge de calcification?® (Fig.21).
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Figure 21 : Graphique montrant le pourcentage de rétrécissement de la zone de la lumiére
(barres bleues). Divisé en rétrécissement sévere (> 75 %), modéré (50 % a 75 %) et léger (< 50
%), par type de plaque. Le noyau nécrotique moyen (cercles jaunes) et la zone de calcification
(cercles violets) sont également indiqués pour chaque pourcentage de rétrécissement.
(Adapté de 2%).

2.3. Morphologie dans les plaques humaines des artéres coronaires

Les calcifications sont classées selon leur taille et leur morphologie?®3. Les microcalcifications
et la forme initiale de calcification sont observées dans les lésions avec un épaississement
intimal pathologique (PIT) et sont définies comme des particules de calcium variant en
diameétre entre > 0,5 um — 15 um < dans des coupes histologiques transversales?!. La
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calcification ponctuée se produit sous forme de dépdts de calcium > 15 um mais < 1 mm, elle
est fréqguemment observée dans les |ésions plus avancées telles que les fibroathéromes avec
un noyau nécrotique précoce?!%?'4, Les macrophages apoptotiques ou bien libérant des
vésicules extracellulaires pourraient contribuer également a initier la micro- et la calcification
ponctuée. La calcification fragmentée « fragmented » se produit lorsque les dépots
deviennent > 1 mm et peuvent étre observés au bord des noyaux nécrotiques tardifs dans les
plaques fibroathéromateuses tardives. La calcification dite en feuilles « Sheet » est notée
lorsque les dépots présentent des diameétres supérieurs a 3 mm, elle est considérée comme
en lien avec la stabilisation de la plaque. Elle est observée dans les plaques fibrocalcifées avec
un noyau nécrotique incompléetement ou complétement calcifié. La calcification nodulaire est
la moins fréquente, elle peut se produire dans la plaque en I'absence de thrombus luminal.
Les composants de cette calcification sont des dépo6ts de calcium nodulaires et de la fibrine
avec une coiffe fibreuse intacte (Fig.22). L'ossification avec formation médullaire
intermédiaire est rarement observée dans l'artéere coronaire mais dans les artéres
périphériques. Ces définitions sont adaptées non seulement aux artéres coronaires mais
également aux arteres périphériques et peuvent décrire des formes de calcifications intimale

et médiale?®.

Microcalcification Microcalcification Fragmented Sheet Nodular

{early; 20.5 pm, typically (punctate; 215 ym, calcification calcification calcification
<15 pm in diameter) in diameter)

e

-

Figure 22 : Coupes histologiques représentatives montrant la progression des calcifications
dans les plaques coronaires humaines. (A) épaississement intimal pathologique (PIT)
caractérisé par un noyau lipidique (LP) montrant une microcalcification précoce détectée par
la coloration von Kossa dans le LP (correspondant a la zone encadrée dans I'image avec
coloration Movat). (B) noyau nécrotique précoce (NC) montrant des zones de calcification
ponctuées relativement plus grandes détectées par la coloration von Kossa dans le NC. (C) le
degré de calcification augmente généralement vers la paroi médiale ou des calcifications
fragmentées « fragmented » peuvent étre vues. (D) la calcification progresse généralement
dans la zone environnante du NC, ce qui conduit au développement de feuilles de calcification
« sheet ». (E) calcification nodulaire caractérisée par des ruptures dans des plaques calcifiées
avec des fragments de calcium séparés par la fibrine. (Adapté de 219).
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2.4. Morphologie dans les plaques humaines des artéres périphériques

Les plaques athéroscléreuses périphériques ont été classées en utilisant la classification
modifiée de I’AHA proposée pour les lésions athéroscléreuses coronariennes (Fig.23). Les
Iésions athéroscléreuses sont plus fréquemment détectées dans les artéres au-dessus du
genou (92,9 %) que dans les artéres en dessous du genou (56,9 %). La prévalence des nodules
calcifiés est plus élevée dans les arteres au-dessus du genou que dans les artéres coronaires
(2 @ 7 %)?'° et les artéres carotides (4 a 14 %)?’. Des calcifications intimales et médiales sont
fréquemment observées (75,5 % et 86,2 %, respectivement). La progression de la calcification
intimale est associée a la présence d’une sténose dans les artéres au-dessus du genou, alors
gu’il n’y a pas de corrélation entre la progression de la calcification médiale et la présence
d’une sténose?®®. L’étude histopathologique de Narula et al a montré que 'athérosclérose est
plus fréquente dans les artéres fémorales et poplitées que dans les artéres infrapoplitées.

Figure 23 : Coupes histologiques représentatives montrant la progression de la calcification
intimale dans les artéres périphériques des membres inférieurs. (A) coloration pentachrome
Movat montrant les microcalcifications présentes dans les zones de noyau lipidique (LP) (zone
encadrée), mais peu visibles en raison de leur petite taille (0,5 um a 10 um). (A’) Coloration
von Kossa montrant les microcalcifications (points noirs). (B-B’) microcalcifications ponctuées
dans la zone adjacente au noyau lipidigue montrée par coloration Movat et von Kossa
respectivement. (C-C’) calcification intimale fragmentée avec des microcalcifications au
centre. (D-D’) feuille de calcification intimale (cadre rouge) avec deux petites zones adjacentes
de calcification médiale fragmentée (fleches rouges). (E-E’) calcification nodulaire intimale. (F-
F’) nodule calcifié avec thrombus luminal. (G et G’) formation osseuse intimale observée par
coloration Movat et H&E respectivement. (Adapté 214230),
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3. Impact de la localisation intraplaque sur la vulnérabilité

Les calcifications a différents endroits de la plague peuvent jouer des roles différents dans
la vulnérabilité de la plaque?°®. Plusieurs études ont montré I’association entre la calcification
a la surface de la plaque (proche de la lumiére) et la vulnérabilité de la plaque?!®22°, Au cours
des processus physiologiques et biomécaniques complexes de ’lhémorragie intraplaque (IPH)
et de la rupture de la plaque, les calcifications a la surface proche de la lumiére pourraient
augmenter le stress local et les étirements??l. 'analyse structurale sur des modéles de
plagues a montré que la calcification a l'intérieur d’une coiffe fibreuse mince peut entrainer
des phénomenes de stress élevés et entrainer la rupture de la plaque??2. Plus la coiffe de la
plague est mince, plus les stress produits sont élevés??t, Néanmoins, une étude ex-vivo plus
ancienne sur la stabilité biomécanique suggérait que la calcification n’augmente pas la
contrainte de la coiffe fibreuse dans les plagues athéroscléreuses coronaires humaines
rompues ou stables??3, D’autre part, les calcifications profondes loin de la lumiére peuvent
avoir peu ou pas d’impact sur le stress de la plaque. De plus, il pourrait agir comme une
barriere a la croissance de vasa vasorum ou a la propagation de stimuli inflammatoires
réduisant ainsi la rupture de la plaque??*.

4. Impact de la taille sur I'athérosclérose : macrocalcifications

Il est utile de considérer la calcification comme un processus en 2 phases séparées par la
taille des calcifications : les étapes initiales précoces avec des microcalcifications et les étapes
finales tardives avec des macrocalcifications. Les microcalcifications et les macrocalcifications
sont deux entités différentes qui peuvent étre trouvées a proximité chez les patients??°.

4.1. Définition

Les macrocalcifications, sont de grosses calcifications, généralement de plus de 50 um 226
(Fig.24). Elles sont traditionnellement associées a la stabilité de la plaque, représentant la
phase finale dans le processus de réparation en réponse a une inflammation nécrotique
intense®. Une étude biomécanique récente a cependant montré que les macrocalcifications
génerent probablement un stress mécanique qui peut affecter la stabilité de la plaque en
induisant des effets indésirables??’.

Macro calcification Soft Tissue

Figure 24 : Image représentative de macrocalcifications. Barre d’échelle 50 um.
(Adapté de 2%8),
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4.2. Classification

Les classifications radiographique et histologique des calcifications ont permis de distinguer
entre les différentes formes de macrocalcifications (Fig.25). La calcification tachetée
« speckled/spotty calcification » observée par radiographie correspond a une calcification
ponctuée ou fragmentée par histologie. Le site de rupture de la plague montre une
calcification fragmentée par radiologie qui correspond a la méme calcification par histologie.
Ces deux formes de macrocalcifications présentes dans les stades TCFA et rupture sont
probablement les responsables d’une probabilité élevée de rupture de la plaque. Les « Healed
rupture » et « Fibrocalcific plaque » présentant toutes les deux une calcification diffuse par
radiographie correspond a une calcification « Sheet » ou « Nodules » par histologie. Cette
forme de macrocalcification serait responsable de la stabilité de la plaque?®.

A Unstable plaque B Stable plaque

Fibrocalcific plaque

TCFA Rupture Healed rupture

1 \ Fragmented
L)

Fragmented

Fibrocalcific plaque

Figure 25 : (A et B) radiographie et images histologiques en coupe transversale des artéres
coronaires, respectivement, montrant les corrélations entre les différentes formes de
macrocalcifications selon les types des plaques. La barre d’échelle (ligne blanche) sur la

radiographie indique 5 mm. (Adapté de 2132%),
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4.3. Détection

La détection invasive de I'arc et la longueur des calcifications par OCT (optical coherence
tomography) est utilisée pour distinguer plutot les macrocalcifications. Les macrocalcifications
ont été classées comme des dépots de calcium avec un arc > 90° avec ’'OCT?2%2%0, De plus, les
macrocalcifications peuvent facilement étre détectées par CT scan. Par contre, les images TEP
au Na'®F ne permettent pas d’identifier les macrocalcifications en raison de leur maturation,
ou le cceur d’hydroxyapatite est internalisé. Comme déja mentionné, et d’apres Mizukoshi et
al??°, ces macrocalcifications sont inversement corrélées a la rupture de la plaque. Compte
tenu des différents résultats sur les macrocalcifications, le role de la taille de |a calcification
dans la vulnérabilité de la plaque pourrait étre bi phasique?3?.

4.4. Inflammation et stabilisation

Dans la réponse de réparation des plaques athéroscléreuses, les cellules inflammatoires
pourraient jouer un réle central en favorisant le changement phénotypique des lymphocytes
T et des macrophages de Th1/M1 en Th2/M2 induisant la résolution de I'inflammation et la
régression/stabilisation de la plaque?®? (Fig.26).

Inflamed / unstable plaque ||# Healed / stable plaque
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Figure 26 : Mécanismes cellulaires impliqués dans la régulation du modéle de la calcification

athéroscléreuse. Les CML et les macrophages participent a la formation des
macrocalcifications vasculaires. Une sous-population de cellules myéloides calcifiantes (MCC)
en circulation peut également participer a cette formation. Un déplacement phénotypique
des lymphocytes T et macrophages de Thl/M1 vers Th2/M2a est essentiel pour éteindre
I'inflammation et favoriser la réparation des tissus. Un nouveau virage vers Treg/Mreg OU M2C
pourrait étre responsable de la limitation de la réponse fibrotique et éventuellement
ostéogénique. (Adapté de 243233),
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Cette réponse adaptative est caractérisée par I'induction de la fibrose a la fois directement
(grace a une synthese accrue de collagene, de MMP et de leurs inhibiteurs tissulaires) et via
I’activation des myofibroblastes?34.

La fibrose est déclenchée par les lymphocytes pro-fibrotiques (Th2) et les macrophages (M2a).
La fonction fondamentale des macrophages M2a dans la réparation est la phagocytose des
débris cellulaires nécrotiques et des cellules apoptotiques dans les Iésions. L'IL-10 est I'une
des cytokines anti-inflammatoires sécrétée par les macrophages M2a qui aide a limiter
I'inflammation de la plaque et la fibrose, tout en stimulant les macrophages régulateurs (Myeg
ou M2c) et les lymphocytes régulateurs (Treg). Mreg produit plusieurs protéines immuno-
régulatrices telles que I'IL-10, MMP9 et I'arginase 1 qui inactivent les myofibroblastes et
favorisent la fibrolyse tout en supprimant la réponse inflammatoire?®>. Dans les phases
tardives, les macrophages M2c aident non seulement a produire une matrice extracellulaire,
mais facilitent également la formation des macrocalcifications en favorisant la différenciation
ostéoblastique des CML?3? (Fig.26).

5. Impact de la taille sur I’athérosclérose : microcalcifications

5.1. Définition

Les microcalcifications représentent les premiers stades de la formation des petites
particules de calcium intimale (Fig.27), ainsi elles sont associées aux événements critiques

236 Les

impliquant la génération du stress qui va induire la rupture des plaques
microcalcifications sont probablement dangereuses lorsqu’elles se forment dans la chape
fibreuse. Depuis longtemps I’épaisseur de la chape fibreuse est en corrélation étroite avec la
vulnérabilité de la plaque3*. Par contre, jusqu’a maintenant, seulement des données
théoriques suggerent que les microcalcifications pourraient contribuer directement a la

rupture de la plaque?3%237,238,

Micro calcification Soft Tissue

Figure 27 : Image représentative de microcalcifications. Barre d’échelle : 50 um.
(Adapté de 2%°)
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5.2. Classification

La taille supérieure limite des microcalcifications varie entre 15 um et 50 um en fonction
des auteurs?362%>, |a calcification coronaire intimale peut commencer par I’apoptose des CML
et la libération de vésicules matricielles dans les noyaux lipidiques au début de la Iésion
« PIT »?13225_ Cette calcification peut étre identifiée comme des microcalcifications précoces
de diamétre variant entre > 0,5 um — 1 5um <, généralement détectées au microscopie
optique par coloration von Kossa ou rouge alizarine?3621° (Fig.28). Ces microcalcifications
précoces peuvent également se produire a partir de I'apoptose des macrophages, en
particulier dans le noyau nécrotique du fibroathérome?1%239 (Fig.28).

A PIT without macrophage B PIT with macrophage  C Early Fibroatheroma D Late Fibroatheroma

Figure 28 : Détection des différentes formes de microcalcifications coronaires dans les PIT
et les fibroathéromes par coloration au rouge alizarine (AR) et a I’HE (images du haut).
(Adapté de 213),
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Cependant les calcifications générées par I'apoptose des macrophages apparaissent
comme des calcifications ponctuées avec un diametre variant entre 15 um et 1 mm dans les
lésions fibroathéromatheuses, par rapport a celles générées suite a I'apoptose des CML?1°
(Fig.29). Une étude portant sur 28 lésions coronaires précoces a démontré que 57 % des PIT
sans macrophages présentaient des « microcalcifications précoces » mais aucune d’entre elles
n’avait une microcacification ponctuée, alors que 44 % des PIT avec macrophages et 83 % des
fibroathéromes précoces présentaient des microcalcifications ponctuées 2%, Enfin, les
microcalcifications ponctuées peuvent fusionner pour former des larges calcifications,
nommeées « fragmented calcification » dans les fibroathéromes tardifs (déja détaillé dans la
partie macrocalcification).
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Figure 29 : Le Na'®F se lie préférentiellement aux microcalcifications. Images ex-vivo d’une
carotide humaine excisée d’un patient présentant un accident vasculaire cérébral (AVC). (A-
B) coupe histologique d’une plaque colorée avec le rouge alizarine ou observée par micro-CT,
respectivement. La fleche noire remplie montre une zone de macrocalcifications qui est visible
par micro-CT ((B) fleche rouge remplie). Par comparaison la fleche noire vide montre des zones
de microcalcifications (A) qui sont au-dessus de la résolution du micro-CT ((B) fleche rouge
vide). Par comparaison avec (C- D), elles démontrent une liaison importante du Na®F par
autoradiographie (C) et par TEP (D). (E) un deuxieme échantillon d’une carotide humaine,
démontre un dépot important de macrocalcifications (fleche rouge remplie) par micro-CT. (F)
I’autoradiographie montre finalement que, bien que le Na*8F soit capable de se lier a la surface
de la plaque, il est incapable de pénétrer dans le centre. (G) la quantité de fluorure adsorbé a
la surface des microcalcifications est significativement plus élevée que dans les
macrocalcifications. (Adapté de 23°).
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5.3. Détection

Toutes les techniques d’angiographie invasive sont limitées dans leur capacité a identifier
les microcalcifications. La résolution de la tomodensitométrie est trop faible pour détecter les
microcalcifications. La visualisation non invasive des microcalcifications a été difficile jusqu’a
récemment. L'imagerie par Na'®F en TEP permet d’obtenir des informations sur le processus
pathologique de la calcification vasculaire tout en arrivant a détecter les microcalcifications,
grace a la fixation du Na*®F a la place des ions hydroxyle dans les cristaux d’apatite immatures
nouvellement formés?4° (Fig.29). La combinaison de I'imagerie TEP avec d’autres modalités
d’imagerie structurelle (par exemple le CT) peut fournir une évaluation quantitative de la
calcification et de la vulnérabilité de la plague®. Cependant, il est maintenant établi que non
seulement les microcalcifications mais aussi les plus grosses calcifications en croissance active
sont positives au Na8F, ce qui complique l'interprétation clinique du Na*®F TEP/CT??® (Fig.29).

5.4. Inflammation et vulnérabilité

Des données expérimentales sur des modéles humains et animaux suggérent que
I'inflammation déclenche les microcalcifications. L'étude clinique d’Abdelbaky en 2013 par
TEP Na'®F, a révélé que l'inflammation artérielle précéde le dépdt de calcium au méme
endroit?*'. De méme, dans le modéle de souris ApoE”", lI'imagerie « near-infrared
spectroscopy » a révélé que l'inflammation précéde la calcification?*?. Ces résultats ont été
validés in vitro sur des CML humaines, ou la calcification de ces cellules a montré la présence

des phénotypes pro-inflammatoires et non pas ostéochondrocytaires?*,

De plus, plusieurs études ont montré que les CML peuvent elles-mémes provoquer une
réponse pro-inflammatoire dans les macrophages et exacerber I'inflammation de la plaque,
en induisant un épaississement de la chape fibreuse et entraihant sa rupture?32%, |La
progression des lésions calcifiées peut se faire par la trans-différentiation
ostéochondrocytaire des CML via leur stimulation avec des cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a produit par les macrophages de type M1244. Cependant, ces conditions
inflammatoires chroniques présentes dans les lésions progressives de la plaque peuvent
altérer I'ostéogeneése ordonnée ainsi que la maturation ostéochondrocytaire des CML,
entrainant des dépots calcifiés désorganisés. Une inflammation chronique non régulée et
persistante a été montrée comme retardant la stabilisation des plaques?** (Fig.30).
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Figure 30 : Mécanismes cellulaires impliqués dans la régulation du modéle de la calcification
athéroscléreuse. Les CML et les macrophages participent a la formation des
microcalcifications précoces, en subissant une apoptose avec la formation des corps
apoptotiques et la libération de vésicules matricielles, qui sont les sites initiaux de dépot de
Ca?* et la nucléation d’apatite en vue de la formation les microcalcifications. Les macrophages
de types (M1) contribuent avec les lymphocytes de types (Th1) au maintien et a la propagation
du processus inflammatoire. (Adapté de 2432°9),

e Comment ces microcalcifications interagissent pour provoquer le stress de la plaque ?

Les micro calcifications sont retrouvées dans presque toutes les coiffes fibreuses. Elles sont
plus susceptibles d’étre hétérogénes, mais seulement un petit sous-ensemble seraient
responsables d’un stress qui provoque la rupture des plaques?3®. Quelques études ont
suggérées que |'épaisseur de la coiffe fibreuse et la localisation des microcalcifications sont
corrélées au risque de la rupture des plaques?37:246,

Les microcalcifications peuvent provoquer le transfert d’un stress régional élevé. Les
vagues de ce stress se déplacent de l'interface entre la coiffe fibreuse et le noyau lipidique a
I'interface entre la coiffe fibreuse et la lumiere du vaisseau, conduisant a la rupture de la

247

plaque Cependant, d’autres études suggerent que les microcalcifications peuvent

augmenter le stress local indépendamment de |a taille et |la position dans la chape fibreuse?3®,

Si les microcalcifications sont situées dans des régions ou le stress intra plaque est élevé, le
stress d(i aux microcalcifications pourrait ne pas étre suffisamment important pour provoquer
une rupture, en particulier dans la région ou la chape fibreuse est mince?*®. Néanmoins,
lorsque deux microcalcifications sont situées a proximité, le facteur de concentration de stress
augmente de facon exponentielle et toute la région est exposée a un stress élevé 236, Ce n’est
qgue lorsque cette augmentation considérable du stress se produit a un endroit ou le stress de
la plaque est presque suffisant pour se rompre que la rupture de la chape fibreuse a lieu. Sur
la base de ces résultats, les petites particules telles que les micro calcifications < 5 um ne sont
pas nocives en raison de leur force insuffisante a causer la rupture?3.
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6. Mécanismes impliqués dans la calcification des plaques
athéroscléreuses

Actuellement, les mécanismes sous-jacents qui expliquent la formation de la calcification
vasculaire expliquent en méme temps comment l'inflammation déclenche cette calcification
dans les plaques d’athéroscléroses.

Les macrophages peuvent :

1- Favoriser la calcification via 'apoptose ou la nécrose cellulaire?!3,

2- Induire la calcification vasculaire en libérant des vésicules extracellulaires?®,

3- Induire la calcification en libérant des facteurs pro-inflammatoires, comme par exemple le
TNF-a, qui agissent en stimulant les CML indépendamment de la trans-différentiation mais
simplement en diminuant la sécrétion du MGP ou le niveau de PPi extracellulaire?*.

4- Stimuler la calcification via la transdifférentiation des CML en cellules de type
ostéochondrocytaire?>02>1,

6.1. Calcification et apoptose

Dans les conditions physiologiques le calcium (Ca?*) et le phosphate inorganique (Pi)
dépassent presque leur solubilité dans la plupart des tissus, mais pourtant la calcification ne
se produit pas grace a la présence des inhibiteurs circulants et locaux tels que PPi et MGP
respectivement. La calcification intracellulaire est normalement empéchée par la séparation
physique des ions calcium (stockés dans le réticulum endoplasmique) et du phosphate
inorganique (présent dans le cytoplasme). La dérégulation de ces mécanismes conduit a une
minéralisation pathologique. Par exemple, les souris MGP”- sont connues pour développer
une calcification vasculaire rapide et étendue %°2. l’action spécifique de MGP n’est pas encore
clairement comprise, mais pourrait étre impliquée dans I'inhibition fonctionnelle de BMP (par
ex, BMP-2 et BMP-4), en bloquant le dép6t de cristaux de calcium et en protégeant le nidus
de la calcification?3, ce qui suggére que la calcification aortique chez les souris MGP7- peut
étre due soit a une activité BMP, ou soit a une croissance minérale.

Les plaques athéroscléreuses contiennent souvent une abondance de macrophages ainsi
que d’autres types de cellules. Il est donc probable que divers types cellulaires puissent subir
une apoptose a différents endroits dans les plaques athéroscléreuses, et ainsi produire des
corps apoptotiques (AB) enrichis avec des quantités variables de protéines, de calcium et de
phosphate. Cependant, lorsque les AB ne sont pas rapidement phagocytés par les
macrophages, ils subissent une nécrose caractérisée par une rupture de la membrane
permettant la précipitation non spécifique du calcium et du Pi. La phagocytose des débris
apoptotiques est altérée dans la plaque athéroscléreuse et la calcification dans les plaques
précoces sur les débris apoptotiques est importante '8, ’examen histologique de milliers
d’artéres coronaires a révélé que les microcalcifications se forment souvent a proximité des
CML apoptotiques et que les macrophages apoptotiques calcifiants sont souvent associés a

des calcifications ponctuées (Punctate calcification) résultant de microcalcifications?®3
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(Fig.31). Le réle de I'apoptose dans l'initiation de la calcification est renforcé par des études
in-vitro qui ont montrées I'association étroite entre I'inhibition de I'apoptose et la réduction
de la calcification dans les CML humaines®*. Toutes ces données suggérent que la nécrose
augmente la calcification de la plaque. En plus de la nécrose classiquement décrite, la nécrose
programmeée, également connue sous le nom de nécroptose, pourrait participer a la
calcification de la plaque. Les souris déficientes en RIP3 (RIP37") développent des cceurs
nécrotiques plus petits que les souris LdIr’134, Les souris RIP37" présentent aussi des plaques
moins inflammatoires et une mortalité plus tardive par rapport aux souris ApoE 7255,
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Figure 31 : Mécanismes de propagation du noyau nécrotique dans les plaques coronaires
humaines. (A) PIT est caractérisée par un LP, ol la majorité des macrophages présents se
limitent a la surface de la plaque (proche de la lumiere), les cellules apoptotiques sont
rarement observées dans le PIT. (B) la présence d’un NC infiltré par des macrophages CD68+,
caractérise le stade précoce du FA (fibroathérome), les macrophages au début de la FA sont
capables de phagocyter les corps apoptotiques. (C) FA tardive est représentée par une
augmentation de la mort des macrophages et de la lyse cellulaire, des corps apoptotiques

libres sont couramment observés, ce qui peut indiquer une clairance défectueuse par les
macrophages résidents. (Adapté de ?’).
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6.2. Calcifications et vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires (VE) sont de petits corps sphériques d’origine cellulaire
trouvés en association avec des dépdts cristallins?>®. En se basant sur la taille, les VE peuvent
étre classés en trois sous types, les exosomes (10 - 100 nm), les microvésicules (100 - 500 nm)
et les corps apoptotiques (> 1000 nm)?>7:2%8,

Les VE peuvent étre libérées par la plupart des cellules, par exemple des VE dérivées de
CML'®>, des VE dérivées de chondrocytes et d’ostéoblastes?>®20 ainsi que des VE dérivées de
macrophages 2. Ces vésicules libérées dans la paroi vasculaire interagissent avec le collagéne
et peuvent alors servir de site de nucléation pour la cristallisation des minéraux calcifiés, tout
en agissant comme des précurseurs actifs pour les microcalcifications?>® (Fig.32). L’exploration
au microscope électronique des plaques carotidiennes humaines a révélé que les plagues
vulnérables peuvent contenir plus de VE calcifiantes que les plaques stables?%!. Cependant les
mécanismes d’interaction entre les VE et le collagéne, entrainant la formation de
microcalcifications ou des macrocalcifications, restent inconnus. Les macrophages liberent
des VE calcifiantes contenant le complexe phosphatidylsérine-annexine V-S100A9. A la surface
de ces VE dérivées de macrophages, la
phosphatidylsérine  peut former des
complexes avec I'annexine V et S100A9, ce
qui peut favoriser I'entrée des ions calcium
dans les vésicules. D’autre part, les
phosphates entrant dans les vésicules
s’accumulent sous la forme d’'un complexe
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Figure 32 : Vésicules extracellulaires (EV), moteurs de la calcification vasculaire.
(Adapté de 262),

Les VE dérivées de macrophages augmentent I'expression des MMP. Les MMP sécrétées
par les macrophages sont une famille d’endopeptidases zinc-dépendantes qui jouent un réle
crucial dans plusieurs processus pathologiques. MMP-9 améliore linfiltration des
macrophages vers le site de la lésion et la dégradation de la matrice extracellulaire. Une
augmentation de MMP-9 peut également hydrolyser I'élastine et les peptides dérivés de
I’élastine contribuent a la différenciation ostéogénique des CML. De plus, MMP-10 dérivée de
macrophages favorise |'expression de BMP-2 et Runx-2 et facilite le développement de la
calcification vasculaire via le mécanisme impliquant la phosphorylation Akt2%3,
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6.3. Calcification des plaques par ossification endochondrale chez la souris

Puisqu’il est évidemment extrémement difficile d’analyser le processus longitudinal de
calcification des plaques chez ’lhomme, les souris athéroscléreuses ont été largement utilisées
pour étudier ce processus. Deux modeles murins ont été explorés en profondeur : les souris
déficientes en apolipoprotéine E (ApoE”?) et les souris déficientes en récepteur des
lipoprotéines de basse densité (LdIr”). Lorsque des souris déficientes en ApoE/recoivent un
régime riche en gras a partir de 10 semaines, des calcifications sont détectées dans I'aorte dés
la semaine 20%*2. ’examen histologique d’aortes d’animaux 4gés de 45 a 75 semaines a révélé
la présence de cellules de type chondrocytaire exprimant le collagene de type Il dans les
régions calcifiées, suggérant que la calcification de la plague se développe par un processus
mimant I’'ossification endochondrale?®42%>, |’observation de chondrocytes avant I"apparition
des calcifications, a permis aux auteurs de cette étude de conclure que la calcification de la
plaque résulte d’'une métaplasie du cartilage?®. Si la calcification de la plague est un processus
actif reposant sur la différenciation des chondrocytes et si les CML sont impliquées, alors la
suppression de Runx2 dans les CML devrait I'empécher, et en effet, la calcification dans les
plagues murines repose sur le changement phénotypique des CML en chondrocytes'®%162, |3
calcification vasculaire observée chez les souris ApoE” et les souris LdIr”’- nourries avec un
régime riche en gras, ainsi que la calcification vasculaire spontanée observée chez les souris
MGP/- dépendent de la signalisation des protéines osseuses BMP, qui sont de puissants
facteurs ostéogéniques nécessaires a la formation osseuse?66:267.268 | 3 surexpression de BMP-
2 accélére le développement de la calcification vasculaire.

6.4. Des calcifications plutot par formation osseuse chez I’lhomme ?

De nombreux régulateurs clés de la formation osseuse sont exprimés dans les plaques
athéroscléreuses humaines, y compris BMP-2%>3 ou le facteur de croissance fibroblastique
(FGF)?%°. Cependant, les études chez ’homme montrant la présence de chondrocytes ou de
cartilage sont rares et restent controversées?’%271272 De plus, les structures de type osseux,
gu’elles soient formées par ossification endochondrale ou endomembranaire, ne sont pas le
type de calcification le plus courant dans les plaques humaines?'3. Elles sont fréquemment
observées dans les artéres fémorales mais pas dans les carotides?!®, et 15 % des plaques
athéroscléreuses carotidiennes et du tissu valvulaire cardiaque calcifié présentent une
ossification?’3274, Un nombre croissant d’études sur les microcalcifications dans les plaques
précoces indiquent qu’elles se forment indépendamment de cellules de types ostéoblastique
ou chondrocytaire. Par exemple, dans les arteres coronaires, des microcalcifications ont été
observées dans des lésions de type | avant que la BMP-2 ou I'ostéocalcine soient détectées
243,275 | est vraisemblable que, dans ces études, des chondrocytes ou des ostéoblastes aient
été présents mais pas détectés a cause des microcalcifications qui s’étaient développées et
avaient fusionnées en générant des macrocalcifications, qui sont, elles, dépourvues d’activité
ostéoblastique ou chondrocytaire.
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7. Perspective clinique

La détection précoce de la calcification des artéres (par la mesure du CAC) chez les sujets
les plus jeunes a un impact pronostique important en termes de prédiction du futur risque de
maladie coronarienne?’®, Cependant, il est difficile de prédire de maniére fiable la probabilité
d’avoir un événement cardiovasculaire, ni quand et ou celui-ci se produira. Alors que chez les
patients les plus agés, la proportion de plaque fibrocalcique, rupture de plaque et de plaque
cicatrisée est plus élevée, ce qui donne a ces plaques un CAC beaucoup plus élevé. Certaines
de ces plaques peuvent rester stables et/ou peuvent développer une sténose sévere sans
thrombose, ou continuer a former un nodule calcifié entrainant une thrombose, bien que le
mécanisme de base ne soit pas toujours clair. D’'un point de vue pathologique, il ne suffit pas
de regarder le score CAC pour comprendre la complexité de la maladie coronarienne, bien que
cela soit tres pratique cliniquement. Nous croyons que la présence des petites calcifications
(micro, punctate, spotty) est un meilleur prédicteur de la plaque instable, alors que la présence
des larges calcifications (fragmented, diffuse) est un meilleur prédicteur de la plaque stable.
Pour obtenir une prédiction plus précise, un nouveau systéme de notation CAC basé sur une
imagerie CT a plus haute résolution que celle actuellement disponible est justifié (Fig.33). Une
attention particuliere doit étre dirigée vers la collecte d’informations concernant la
calcification précoce compatible avec un risque plus élevé de syndromes coronaires instables
par rapport a ceux avec une calcification plus diffuse observée dans une maladie stable.

Plaque type TCFA/Rupture Healed rupture
B Stable
[ unstable

Calcified
nodute

Histological
Calcification

0.5um 15um
Calcification

by radiograph
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-----------------

Calcification by
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Calcium
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Clinical outcome

Figure 33 : Schéma conceptuel de la calcification de I'artére coronaire par type de plaque
(stable et instable), histologie, évaluation radiographique non invasive (CT, score d’Agatston)
et invasive (OCT, IVUS) avec résultat clinique basé sur I’dge des patients. (Adapté de 2%°).
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Chapitre 3. Phosphatase alcaline non spécifique du
tissu

I. Phosphatase alcaline non spécifique du tissu « TNAP »
1. Généralités

Les phosphatases alcalines (EC 3.1.3.1) (PA, phosphomonoestérases) sont des enzymes
distribuées largement dans les organismes, des bactéries jusqu’aux humains. Elles sont
dimériques, liées a la membrane via un ancrage glycosylphosphatidylinositol (GPI). Les PA
catalysent I’'hydrolyse des liaisons phosphomonoesters a pH élevé (pH 8 - 10), mais aussi a pH
neutre, éliminant un groupement phosphate du substrat?’’. Les PA humaines sont composées
de quatre types différents, trois PA spécifiques du tissu et la PA non spécifique du tissu ou
TNAP, classés comme :

1. Intestinale (IAP, ALPI, NCBI Gene ID : 248).

2. Placentaire (PLAP, ALPP, NCBI Gene ID : 250).

3. Germinale (ALPG, ALPPL2, NCBI Gene ID : 251).

4. Non spécifique du tissu (TNAP, TNSALP, NCBI Gene ID : 249)

Les PA spécifiques des tissus sont de 90 % a 98 % homologues, alors que la TNAP est
homologue a 50 % au trois autres PA spécifiques des tissus?’®. La différence entre les isoformes
de la TNAP dans chaque tissu réside dans leurs modifications post-traductionnelles
(glycosylation) qui influencent et déterminent leur activité catalytique?’.

La TNAP est exprimée dans de nombreux tissus dans tout le corps, mais son activité la plus
élevée est trouvée dans les os, le foie et les reins (raison pour laquelle elle a longtemps été
appelée PA os/foie/reins). La TNAP est une glycoprotéine homodimérique ancrée a la
membrane plasmique via son extrémité carboxyle terminale par le fragment GPI%% (Fig.34).
L'interface monomeére-monomeére présente un fort caractére hydrophobe crucial pour la
stabilité et la fonction enzymatique?®. La TNAP posséde plusieurs domaines, y compris le site
actif et plusieurs domaines spécifiques aux mammiféres, comme un domaine de liaison au
Ca?* qui n’altére pas I'activité catalytique de la TNAP et un domaine « couronne » qui stabilise
la liaison des inhibiteurs non compétitifs et détermine les propriétés des isoenzymes
spécifiques, comme la stabilité thermique et I’association au collagéne?®?, Le site actif contient
trois sites de liaison aux métaux entourant le résidu sérine catalytique qui sont essentiels pour
I’activité enzymatique de la TNAP : deux sites de liaison pour deux ions Zn?* et un site de liaison
pour un ion Mg?* (Fig.34). Bien que la TNAP posséde une large spécificité et puisse cliver le
phosphate de plusieurs substrats, ses substrats physiologiques naturels démontrés sont le
pyrophosphate inroganique (PPi) et le pyridoxal phosphate (PLP, forme active de la vitamine
B6) (Fig.34). Le PLP, un coenzyme qui est nécessaire pour plus de 150 réactions
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enzymatiques?®3, est également un substrat physiologique de la TNAP dans les
leucocytes?®+285. Bien que les conséquences physiologiques de I'action de la TNAP sur le PLP
restent largement inconnues, chez les adultes 'influence de la TNAP est liée a une variation
des concentrations plasmatiques de PLP?%, Le métabolisme anormal du PLP peut également
expliquer les «crises d’épilepsie que connaissent certains patients atteints
d’hypophosphatasie?®?.

Crown domain

Active site with

PO
Ca?* binding site 2 Zn?*and 1 Mg?*

GPI anchor attachment sites

GPl-anchor

Figure 34 : Structure et substrats de la TNAP. (Adapté de 2%7).

2. Fonction physiologique principale : la minéralisation

L’os est formé de cellules et d’une matrice extracellulaire (MEC) collagénique minéralisée.
La formation osseuse est effectuée selon deux processus, soit par ossification endochondrale,
en particulier dans les os longs, soit par ossification intramembranaire dans les os plats. Lors
de [l'ossification endochondrale, les ostéoblastes forment de l'os sur une matrice
cartilagineuse, tandis que lors de I'ossification intramembranaire, ils produisent de I’os sans
avoir besoin de cette matrice cartilagineuse. Dans les deux cas, les chondrocytes et les
ostéoblastes expriment la TNAP sous le contréle du facteur de transcription Runx2228. Dans le
premier processus, les cellules mésenchymateuses se différencient en chondrocytes pré-
hypertrophiques sous le controle du facteur de transcription Sox9, ou elles produisent une
matrice riche en collagéne dont le composant majeur est le collagene de type Il, ensuite elles
deviennent matures en chondrocytes hypertrophiques (prolifératifs) sous le contréle du
facteur de transcription Runx2, ou elles sécrétent du collagéne de type X%%°. Dans les stades
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tardifs de ce processus, la TNAP est exprimée dans des chondrocytes hypertrophiques, ou elle
hydrolyse le PPi extracellulaire permettant la minéralisation de la matrice cartilagineuse 2°%2°1
(Fig.35). Dans le deuxiéme procédé, les cellules mésenchymateuses se différencient en
ostéoblastes, cellules qui ont pour fonction principale la synthése de |la matrice extracellulaire
dont le composant majeur est le collagéne de type I. La différenciation plus tardive est
caractérisée par la sécrétion d’ostéocalcine (OCN), responsable du contréle hormonal de la
glycémie par les ostéoblastes?? (Fig.35).

Mesenchymal icm]a - plad
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@ RUNX2

Collagen type |l
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Osteocalcin

Figure 35 : Facteurs de transcriptions et marqueurs impliqués dans la transdifférenciation
ostéochondrocytaire a partir de progéniteurs mésenchymateux.
(Adapté de 2°9),

Ces deux types d’ossification résultent d’un processus de minéralisation physiologique en
formant les cristaux d’hydroxyapatite selon deux théories principales, la matrice du collagéne
et les vésicules matricielles, I'acteur clé responsable du processus de la minéralisation
physiologique, étant la TNAP 2%,

La théorie de la matrice de collagéne est ancienne 2°4. Cette idée propose que les lacunes dans
les fibrilles de collagéne permettent I'accumulation, la précipitation de Ca?* et Pi, ainsi que la
formation des cristaux d’hydroxyapatite. La minéralisation de la MEC est un processus
physiologique dans les os et pathologique dans les autres tissus. L'os stocke également 98 %
et 85 % du Ca?* corporel total et du Pi, respectivement?®2%6, Une concentration normale de
phosphate extracellulaire est nécessaire pour la minéralisation de la MEC. Inversement,
I’abaissement de cette concentration empéche la minéralisation de la MEC. Cependant, la
simple augmentation de la concentration en phosphate extracellulaire n’est pas suffisante
pour induire une minéralisation pathologique, en raison de la présence dans toutes les MEC
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de PPi, substrat de la TNAP ainsi qu’inhibiteur puissant de la minéralisation. La minéralisation
de la MEC se produit uniquement dans les os, en raison de la co-expression du collagéne de
type | et de la TNAP dans les ostéoblastes. Cette double exigence explique pourquoi
I’expression ectopique de la TNAP dans les cellules fabriquant du collagene est suffisante pour
induire une minéralisation pathologique?®’.

Le concept des vésicules matricielles (VM) a, quant a lui, été proposé pour la premiére fois
a la fin des années 1960 suite a I'étude d’Anderson et Bonnucci, qui ont montré que ces VM
étaient impliquées dans la minéralisation?°¢2%°. Les VM sont une forme spécialisée de
vésicules extracellulaires, avec un diametre entre 100 et 300 nm, sont sécrétées dans la
matrice extracellulaire par les ostéoblastes et les chondrocytes a I’état hypertrophique pour
induire la minéralisation?>°. Les VM initieraient la nucléation des cristaux d’HA au contact de
la membrane, dans leur lumiére. Puis, soit sous I'action des forces mécaniques et/ou soit sous
I’action de lipases, les cristaux d’HA perceraient la membrane des VM. La croissance des
cristaux d’HA continuerait alors dans 'espace extravésiculaire3®. 301, De maniére critique, le
PPi inhibe la croissance, des cristaux d’HA. Par conséquent il n’est pas surprenant que
plusieurs protéines dans I’organisme existent pour réguler le rapport Pi/PPi afin de maintenir
la minéralisation physiologique et éviter une minéralisation pathologique. L’ectonucléotide
pyrophosphate phosphodiestérase, ENPP1, inhibe la minéralisation par la génération
extracellulaire du PPi via I'hydrolyse de I'ATP. La protéine codée par le gene de I'ankylose
progressive (ANK) facilite le transport du PPi intracellulaire au milieu extracellulaire3?,
Inversement, la TNAP qui est ancrée dans la membrane des ostéoblastes, des chondrocytes et
des VM, hydrolyse le PPi pour supprimer cet inhibiteur et stimuler la minéralisation3% (Fig.36).

L'importance de la TNAP dans la minéralisation squelettique est mise en évidence par les
mutations dans le géne humain ALPL codant pour la TNAP. Ces mutations provoquent une
hypophosphatasie (HPP), maladie osseuse métabolique héréditaire rare, caractérisée par une
hypominéralisation squelettique due a un déficit de la TNAP et une accumulation
extracellulaire de PPi3%43%, La forme la plus sévére de I'HPP entraine la mort périnatale de
foetus complétement dépourvus de minéraux osseux3%. De méme, la suppression du géne
murin Akp2 codant pour la TNAP chez la souris, provoque des symptémes similaires a ceux de
I’hypophosphatasie 307,308,
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Figure 36 : Schéma représentatif de la minéralisation a médiation des vésicules matricielles
et de la TNAP. Les VM fournissent des micro-conditions adéquates pour l'initiation de la
minéralisation. Les transporteurs membranaires et les enzymes dont la TNAP, ENPP1,
Annexine, ANK et Pitl présents sur les VM jouent un réle central dans le transport du Ca?* et
du Pi (PO4*) dans les vésicules. (Adapté de 39).

3. Possibles fonctions inflammatoires de la TNAP

Les nucléotides, et en particulier I’'ATP, sont surtout connus pour leur role énergétique
intracellulaire et leur participation a la formation des acides nucléiques. Cependant, I’ATP a
une fonction completement différente dans le compartiment extracellulaire puisqu’elle
fonctionne comme une molécule signalant un danger. L’ATP extracellulaire libérée par toutes
les cellules de l'organisme lors de la nécrose, I'apoptose ou en réponse a des stress
inflammatoires ou mécaniques3'° via des canaux transmembranaires comme les pannexines
et les connexines, se lie aux récepteurs nucléotidiques dits récepteurs purinergiques P2
présents a la surface des cellules et active de multiples voies intracellulaires. Ces récepteurs
P2 sont répartis en deux groupes distincts : les récepteurs métabotropes P2Y qui sont couplés
aux protéines G et les récepteurs ionotropes P2X qui sont des canaux ioniques. Lorsque sa
concentration extracellulaire est élevée, I’ATP se fixe notamment a son récepteur P2X7 et agit
comme une molécule pro-inflammatoire déclenchant I’activation de I'inflammasome (NLRP3)
et ainsi la sécrétion de cytokines I'IL-13.

La réponse inflammatoire peut étre limitée dans le temps et I'espace par la génération
d’adénosine, a partir de I’ATP extracellulaire, essentiellement par deux ectonucléotidases
membranaires, CD39 et CD73, qui interviennent pour limiter I'action autocrine de I'ATP
(Fig.37).

73



Données bibliographiques Chapitre 2 : Calcifications vasculaires

CD39 est une protéine membranaire responsable de la déphosphorylation de I’ATP ainsi que
de I'ADP en AMP. CD73 est une protéine dimérique associée a la membrane par
I'intermédiaire d’une ancre GPI, qui convertit ’AMP en adénosine3. ’adénosine se lie
ensuite a ses récepteurs purinergiques P1 et exerce un réle anti-inflammatoire. Ainsi, les
actions de CD39 et CD73 permettent de passer d’un environnement pro-inflammatoire induit
par 'ATP a un environnement anti-inflammatoire induit par I'adénosine. ENPP1 pourrait
également participer a limiter I'action de I’ATP en I’'hydrolysant en AMP (Fig.37).

3.1. La TNAP sanguine : une fonction dans l'inflammation ?

La TNAP est une enzyme relativement ubiquitaire, exprimée dans plusieurs tissus et libérée
dans le sang, a la fois sous forme soluble ou ancrée a la membrane des neutrophiles (les
leucocytes les plus abondants dans le sang humain). La TNAP présente dans le sang sous forme
d’isoforme active soluble (sans ancrage), provient principalement des os et du foie. Pendant
la croissance et lorsque le squelette est en cours de construction, I'os est la principale source
de la TNAP sanguine, tandis que chez les adultes agés et lorsque la formation osseuse est
ralentie3!?, le foie devient progressivement la principale source de la TNAP sanguine. Chez les
adultes, une augmentation de I'activité de la TNAP dans le sang reflete souvent des syndromes
métaboliques ou des troubles hépatiques (par exemple la cholestase, un ralentissement voire
un arrét de la sécrétion biliaire)3!2. La fonction de la TNAP dans le sang est inconnue, méme si
elle pourrait participer au contréle de I'inflammation systémique.

3.2. La TNAP, une nucléotidase ?

Le role de la TNAP concernant I'équilibre entre les effets pro-inflammatoires de I’ATP et les
effets anti-inflammatoires de son produit de dégradation, I'adénosine, a récemment retenu
I’attention3!3. Dans ce contexte, des agonistes et antagonistes chimiques ont été développés
et sont actuellement étudiés dans des essais cliniques3'43%>, [activité ectonucléotidase de la
TNAP est acceptée en tant que régulateur de la signalisation purinergique, tout en controlant
le niveau de I'inflammation en convertissant ’ATP en adénosine33 (Fig.37).

Dans le sang, la forme circulante de la TNAP peut générer de I'adénosine a partir de I’AMP
pour exercer des effets anti-inflammatoires3'®. Outre sa forme soluble, la TNAP est également

317 oU elle exerce des fonctions

présente dans le sang ancrée a la membrane des neutrophiles
anti-inflammatoires3'8. La forme ancrée de la TNAP pourrait soutenir la forme soluble en
hydrolysant le PLP et I’AMP, mais sa présence au niveau de la membrane participe plus
vraisemblablement au contrdle des effets autocrines de I'adénosine et de ses nucléotides, en
particulier sur la survie des neutrophiles, la migration ou la sécrétion d’IL-1B3!831%, Enfin, la
TNAP est également présente dans le sang attachée a la membrane des cellules endothéliales
des artérioles et des capillaires3?°. Sa fonction spécifique dans les cellules endothéliales est
inconnue. Elle pourrait également étre liée au transport du sang vers |I'endothélium ou a la
déphosphorylation des nucléotides?®’. L'inhibition de la TNAP peut non seulement avoir un

impact sur lI'inflammation systémique mais également sur I'inflammation des tissus dans
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plusieurs maladies, car les neutrophiles sont souvent les premieres cellules recrutées dans les
tissus enflammés (par exemple dans les plaques athéroscléreuses) ou les neutrophiles sont
les premiéres cellules a pénétrer et a stimuler I'inflammation?®8322,

3.3. TNAP et LPS

L'activité ectophosphatase de la TNAP a été également impliquée dans la
déphosphorylation du lipopolysaccharide (LPS) bactérien pro-inflammatoire pour le détoxifier
tout en agissant comme une enzyme anti-inflammatoire3?2. La déphosphorylation du LPS
atténue la stimulation de [linflammasome et ainsi la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires3?3. De tels effets semblent &tre cliniquement significatifs, par exemple chez les
nouveaux nés présentant une septicémie tardive324322,
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or ATP anion channels

Figure 37 : Meécanismes cellulaire. L'adénosine triphosphate extracellulaire (ATP) est
hydrolysée par |’ectonucléotide pyrophosphatase phosphodiestérase (ENPP1) pour former du
PPi et de 'adénosine monophosphate (AMP). L'AMP est ensuite hydrolysé par CD73 ou par la
TNAP pour former I'adénosine et le Pi. L'ATP et I'adénosine diphosphate (ADP) peuvent
également étre hydrolysés par la TNAP ou par CD39. L’hydrolyse du PPi qui forme 2Pi est
principalement catalysée par la TNAP. L’ATP peut étre transporté du milieu intracellulaire au
milieu extracellulaire via les canaux anioniques de I’ATP, la connexine ou la pannexine, tandis
que le PPi est transporté via ’ANKH. (Adapté de 3%°).
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4. Implications hépatiques

L'expression de la TNAP dans le foie et les reins est connue depuis longtemps, mais sa
fonction dans ces tissus reste difficile a clarifier.

Dans le foie, la TNAP est localisée au niveau de la membrane canaliculaire des hépatocytes et
de la zone apicale des cellules épithéliales des voies biliaires3?%3?’, En conditions
pathologiques, la choléstase est associée a une libération accrue de la TNAP hépatique dans
le sang, suggérant que la TNAP participe a I'excrétion de la bile3!2. La TNAP pourrait
déphosphoryler 'ATP a la surface des cholangiocytes pour participer a la régulation du pH
biliaire en réponse a la sécrétion des sels biliaires3?®. En outre, la phosphatase alcaline
intestinale peut participer a la détoxification et a I’excrétion du LPS 324322, Enfin, il est possible
que le foie exprime la TNAP principalement pour la libérer dans le sang chez I'adulte afin de
contréler I'inflammation systémique lorsque la formation osseuse, et donc la libération de la

TNAP osseuse dans le sang, est réduite?®’.

5. Implications vasculaires

L'athérosclérose chez ’lhomme est une maladie a multiples facettes, avec plusieurs facteurs
(Chapitre 1) présentant de forts impacts sur son initiation et sa progression3?°. L’ensemble de
ces facteurs forme d’importants contributeurs qui soutiennent la calcification de la paroi
vasculaire et des plaques athéroscléreuses3?®. Les personnes agées et les patients atteints
d’insuffisance rénale chronique (IRC) et/ou de diabéte sont susceptibles de développer une
calcification de la couche médiale des artéres, entrainant une augmentation de la rigidité
artérielle qui a son tour perturbe la circulation sanguine périphérique et favorise les
événements cardiovasculaires. Comme la disponibilité locale du PPi est considérée comme le
principal contributeur a la calcification, la TNAP peut étre considérée comme un acteur clé
responsable de ce processus pathologique.

La calcification vasculaire est favorisée par différents mécanismes dont la principale peut
étre la différenciation ostéochondrocytaire des CML. Dans des conditions normales, les CML
présentes dans la couche médiale de la paroi vasculaire n’expriment pas la TNAP33,
Cependant, en présence de facteurs pro-calcifiants tels que, par exemple, I'inflammation ou
I’"hyperlipidémie, les CML se trans-différencient en cellules ostéochondrocytaires. Ces cellules
sont associées a une augmentation de I'expression des marqueurs ostéochondrogéniques
comme Runx2, BMP-2 et en particulier la TNAP. De plus, 'augmentation de I'expression de la
TNAP dans les arteres calcifiées des patients atteints d’IRC peut contribuer a la réduction du
taux de PPi plasmatique, qui est négativement corrélé a une calcification artérielle chez ces
patients331.

5.1. Perturbation du niveau physiologique des inhibiteurs de calcifications

L'expression des inhibiteurs de calcification comme la MGP, la fétuine-A, |'ostéopontine et
le PPi dans les arteres saines joue un réle clé dans la prévention de la calcification.
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La MGP est exprimée de maniére endogéene a la fois dans les CML et les chondrocytes, ou
son expression est nécessaire pour inhiber les calcifications vasculaires. Cela a été montré
dans une expérience sur des souris MGP”" qui développent spontanément des calcifications
vasculaires. La surexpression de MGP dans les CML empéche les calcifications, alors qu’un taux
élevé de MGP circulant ne 'empéche pas3*.

La fétuine-A est synthétisée dans le foie et les os chez les individus en bonne santé ou elle
est présente a des niveaux élevés dans la circulation et joue un réle clé dans le remodelage
osseux333, La fétuine-A est absorbée par les CML ou elle réduit I'apoptose et se concentre dans
les VM pour réduire la formation de cristaux d’HA33%, Le principal réle de la fétuine est d’agir
comme un inhibiteur circulant de calcification en liant les ions Ca?* et les HA avec une haute
affinité, ce qui contribue a éliminer I'excés de minéraux de la circulation afin de prévenir une
pathologie vasculaire33>,

L'ostéopontine est un autre inhibiteur de calcification important pour le remodelage
osseux qui est normalement exprimé dans les tissus minéralisés tels que I'os et les dents.
L'ostéopontine s"accumule dans les vaisseaux calcifiés et réduit I'étendue de la calcification in
vivo, car les souris déficientes en MGP et OPN présentent une calcification plus étendue que
les souris monodéficientes en MGP33¢, 'activité TNAP augmentée dans I'IRC conduit a la
déphosphorylation et I'inactivation de I'ostéopontine, réduisant son effet sur I'inhibition de la
calcification.

La source principale du PPi dans les CML est I’hydrolyse de I’ATP générant I’AMP et le Pi 337,
Le PPi peut également étre libéré dans le fluide extracellulaire pour inhiber la minéralisation,
sachant que le niveau physiologique de 3 a 5 uM inhibe completement la calcification des CML
dans les aortes de rat a la fois in vitro et in vivo 338 Comme I'OPN, le PPi peut étre
déphosphorylé par la TNAP ; par exemple chez les patients atteints d’insuffisance rénale
chronique les niveaux élevés de la TNAP observés entraine I’hydrolyse accrue du PPi3%,

5.2. TNAP et calcifications vasculaires

Plusieurs études in vivo ont permis de suggérer I'implication pathologique de la TNAP dans
les calcifications vasculaires.

La surexpression de la TNAP a été observée dans la calcification vasculaire médiale (CVM)
chez les patients diabétiques, chez les patients sous dialyse et dans la calcification artérielle
due a un déficit en CD73340341,342343 De méme chez les souris, une régulation a la hausse de
la TNAP est également observée dans les arteres calcifiées des modeles murins diabétiques,
d’insuffisance rénale, ou encore chez les souris MGP7-344345_ | a surexpression de la TNAP chez
la souris, soit dans les cellules endothéliales, soit dans les macrophages, ou encore dans les
CML, induit les calcifications vasculaires (Fig.38). Des études récentes sur des modeéles murins
suggerent que la surexpression de la TNAP dans les cellules endothéliales peut également
favoriser la calcification vasculaire médiale et la calcification vasculaire intimale
(athéroscléreuse)3*¢347, Ainsi, vu que les macrophages sont les cellules régulatrices majeures
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du processus pathologique au cours de la progression de I'athérosclérose, I'étude in vivo de
Corbo et al chez la souris, a permis de vérifier que la surexpression de la TNAP dans les
monocytes/macrophages induit la calcification dans les plaques athéroscléreuses (Anthony
Marco Corbo et al, 2017 ; poster).
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Figure 38 : Mécanismes putatifs de I’association entre la TNAP et I’athérosclérose.
(Adapté de 348),
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Chapitre 4. Modeéles murins d’athérosclérose

I. Principaux modeles

Au cours des dernieres décennies, la souris est devenue I'espéce prédominante pour
étudier I'athérosclérose expérimentale en raison de sa reproduction rapide, de sa facilité de
manipulation génétique et de sa capacité a permettre d’étudier I'athérogenése dans un délai
raisonnable3*°. Cependant, les souris sont relativement résistantes au développement de
I’athérosclérose en raison de leur profil lipidique significativement différent par rapport aux
humains. Par conséquent, la manipulation génétique de leur métabolisme lipidique est
obligatoire34°. Chez la souris, la majeure partie du cholestérol est transportée dans des
particules semblables a des HDL. En conséquence, les souris ne contiennent que des faibles
concentrations de LDL athérogénes et de VLDL. Les souris Ldir/développent des taux
plasmatiques de cholestérol significativement plus élevés. L’apolipoprotéine E (ApoE) est une
glycoprotéine qui fonctionne comme un ligand pour les récepteurs qui éliminent les
chylomicrons et les restes de VLDL3*°. Une déficience en ApoE conduit & une augmentation
des taux plasmatiques de cholestérol total, principalement dans les fractions VLDL et
chylomicrons, qui sont quadruplés par un régime riche en gras. Les deux modeles murins ont
été largement utilisés pour étudier les mécanismes sous-jacents a linitiation et a la
progression de I'athérosclérose. Les lésions athéroscléreuses chez la souris se développent
dans des régions du systéme vasculaire soumises a une contrainte de cisaillement faible3>2.
Les sites de prédilection chez la souris sont la racine aortique, I'arche aortique, les points de
ramification des arteres brachiocéphalique et carotide gauche. Cependant, avec un régime
riche en cholestérol les souris ApoE7- développent des plaques plus rapidement et avec un
phénotype plus avancé que les souris LdIr7-35%, c’est la raison pour laquelle notre choix d’étude
expérimentale s’est porté sur le modéle ApoE™".

1. Modeéle d’étude : souris ApoE/

Comme déja mentionné, I’ApoE est une glycoprotéine d’'une masse moléculaire d’environ
34 kDa. Elle est synthétisée principalement dans le foie et le cerveau, ou elle est une
composante structurale de toutes les particules de lipoprotéines a I'exception des LDL. Elle
sert de ligand pour les récepteurs des lipoprotéines dont la fonction est d’éliminer les
chylomicrons et les restes de VLDL. Elle est également synthétisée par les monocytes et les
macrophages. D’autres fonctions comprennent I’homéostasie du cholestérol, la redistribution
locale du cholestérol dans les tissus, I'immunorégulation ainsi que I'absorption alimentaire et
I’excrétion biliaire du cholestérol3>23°3
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En 1992, la premiére lignée de souris ApoE”" a été développée presque simultanément dans
deux laboratoires®#3°!, Cependant, leur profil lipoprotéique a révélé des différences
significatives avec les souris de type sauvage. La capacité des souris ApoE7- & éliminer les
lipoprotéines plasmatiques est fortement diminuée, ce qui entraine des taux de cholestérol
plasmatique de 4 a 6 g/L sous un régime normal, alors que les souris sauvages ont des taux de
0,75 a 1,1 g/L3%. Il est a noter que les taux de cholestérol plasmatique chez la souris ne sont
pas affectés par I’dge ou le sexe de I'animal®>>.

L’ensemble du spectre des Iésions athéroscléreuses est présent chez les souris ApoE -3,
L'attachement des monocytes aux cellules endothéliales est remarqué a partir de I'dge de 6
semaines, puis, apres 8 semaines, le développement dans la Iésion des cellules spumeuses est
détectable. Aprés 15 a 20 semaines, des lésions intermédiaires sont présentes, contenant
principalement des CML ainsi que des plaques fibreuses constituées de CML, d’une matrice
extracellulaire et d’un noyau nécrotique recouvert d’une chape fibreuse3>. Dans les Iésions
plus avancées, les nodules fibro-graisseux sont un site de calcification et les plaques
deviennent plus calcifiées avec le temps?®°,

Les événements séquentiels de formation des plaques chez les souris ApoE” sont similaires
a ceux des modeéles animaux plus grands bien établis d’athérosclérose et chez ’lhomme3>,
Bien que ce modéle de souris soit utilisé par de nombreux groupes de recherche, il présente
certaines limites. Par exemple, ’ApoE est une protéine multifonctionnelle qui a un impact sur
I'inflammation, I'oxydation, le transport inverse du cholestérol par les macrophages et la
prolifération et la migration des CML. Ces fonctions pourraient affecter le développement de
la plaque athéroscléreuse chez les souris ApoE”, indépendamment des taux de lipides
plasmatiques®*’. De plus, la principale limitation des modeéles murins classiques
d’athérosclérose est la rareté de la rupture de la plague et de la thrombose38, alors que ces
événements sont assez fréquents chez 'lhomme et peuvent conduire a un infarctus du
myocarde et un accident vasculaire cérébral®®. Il a été suggéré que cela pourrait étre d{i au
petit diametre des vaisseaux de la souris, a mesure que le diamétre du vaisseau diminue, la
tension superficielle augmente de facon exponentielle, ce qui réduit la probabilité de rupture
de la plaque3>®.
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Chapitre 5 : Objectifs de la these

Les calcifications vasculaires jouent un réle central dans la plaque athéroscléreuse.
Cependant, leur impact sur la progression et la stabilité de la plaque reste controversé.

Comme nous lI'avons vu dans l'introduction bibliographique, les calcifications intimales sont
d’un grand intérét au cours de la progression et la stabilité de I'athérosclérose en raison de
leurs hétérogénéités morphologique et fonctionnelle.

La stabilité de la plaque athéroscléreuse est probablement marquée par I'accumulation des
macrocalcifications, alors que la progression de la plaque athéroscléreuse est notamment
marquée par la formation des microcalcifications qui favorisent sa rupture, un élément
caractéristique des plaques instables.

La phosphatase alcaline non spécifique du tissu est la seule enzyme nécessaire a la
minéralisation osseuse via I’hydrolyse du PPi. La simple surexpression de la TNAP chez la souris
suffit a induire des calcifications vasculaires. Ces données nous ont incités a rechercher
I'implication de cette enzyme dans la formation des microcalcifications dans le contexte
pathologique de I'athérosclérose.

En utilisant un modéle d’étude in vitro de cellules musculaires lisses vasculaires, le
laboratoire a montré dans une étude précédente que le facteur pro-inflammatoire TNF-a
stimule la TNAP dans ces cellules, ce qui suffit a induire des microcalcifications. Ces dernieres
a leur tour stimulent I'expression du facteur ostéogéniqueBMP-2 ainsi que la différenciation
chondrocytaire.

Aujourd’hui aucun inhibiteur de calcification n’est utilisable in vivo. Le développement
récent d’un inhibiteur efficace de la TNAP pourrait résoudre potentiellement ce probleme.
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Sur la base de ce qui précéde, notre travail s’est articulé autour de plusieurs objectifs dans le
but de valider I’hypothése émise :

in-vivo, dans un modéle murin de souris ApoE”-, la TNAP est impliquée dans le processus de
calcifications athéroscléreuses.

1. Déterminer précisément quand apparaissent les microcalcifications, I'inflammation et
la TNAP.

2. Déterminer les effets d’un inhibiteur de la TNAP récemment développé sur les
microcalcifications et le développement des plaques.
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Figure 39 : Mécanisme possible de la calcification vasculaire induite par la TNAP. Les
phosphatases alcalines sont des ectoenzymes ancrées a la membrane qui catalysent
I’hydrolyse du PPi, petites molécules constituées de deux ions phosphates liés par une liaison
ester qui se lient aux cristaux d’hydroxyapatites naissants et empéchent I'incorporation
ultérieure d’ions phosphate inorganique (Pi) dans ces cristaux. La TNAP peut étre induite par
le facteur de transcription Runx2 qui induit une transdifférenciation ostéochondrocytaire des
CML. Le PPi est libéré par les CML via ANK. L’enzyme NPP1 peut générer du PPi via I'hydrolyse
de I'ATP. Le dépdt minéral peut étre également inhibé par PPi. Le collagéne de type I, un
cofacteur de la minéralisation tissulaire dans la formation osseuse, peut également jouer un
réle dans la calcification vasculaire. SBI-425, inhibiteur récemment développé pour cibler
pharmacologiquement la TNAP.
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1. Approches expérimentales

1.1. Caractérisation in-vivo et ex-vivo des calcifications athéroscléreuses

Tous les protocoles mis en place ont été validés par les Comités d’Ethiques pour
I’'Expérimentation Animale (CEEA du Rhone Université Lyon 1 et du Cermep) sous les numéros
APAFIS#15387 et APAFIS#16298. Dans la premiere phase, un total de 72 souris males
déficientes en ApoE et 18 souris sauvages (contréles, CT) agées de 6 semaines (Charles River,
Lyon, France) ont été hébergées a I'animalerie de I'INSA (Lyon, France ; Cetil #C2EA-102) et
placées aléatoirement, 4 souris par cage conventionnelle. Les souris ont été maintenues sous
un cycle lumiere-obscurité de 12 h (7 h-19 h) et ont recue de la nourriture (régime normal
standard) et de I’eau a volonté. A partir de 10 semaines, elles ont été nourries a volonté avec
un régime riche en gras (HFD, D12108C, Research Diets, New-Brunswick, USA) contenant 40
% de graisses (kcal) et 1,25 % de cholestérol (p/p). Elles ont ensuite été séparées en deux
cohortes pour des analyses in-vivo et ex-vivo (Fig.40, A). Le poids corporel de chaque souris a
été mesuré chaque semaine apres l'introduction du régime riche en gras.

Dans la cohorte 1, 8 souris ApoE” et 2 souris CT ont été sacrifiées toutes les 2 semaines
entre 17 et 31 semaines pour des analyses histologiques et moléculaires. Les sacrifices ont été
réalisés apres anesthésie a I'isoflurane par ponction sanguine intracardiaque puis inhalation
de COa.

Nous avons utilisé les souris de la cohorte 2 pour visualiser les calcifications de |'aorte par
18F-NaF UTEP/uCT et comparer les données in-vivo avec les résultats ex-vivo obtenus dans la
cohorte 1. Les animaux ont été transférés a I'animalerie de la plateforme d’imagerie Cermep
(Lyon/Bron, France) une semaine avant les premiéres acquisitions.

4

Cohorte1(n=8x 8) || HFD-> Analyses ex vivo
. 1 T Frf 1Tt
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Cohorte 2 (h = 8) || HFD-> Acquisition in vivo 8F-NaF PET/CT

Figure 40, A : Approches expérimentales in-vivo et ex-vivo. Souris ApoE”-agées de 6 semaines
nourries avec un régime riche en gras a partir de 10 semaines, analysées ex-vivo toutes les
deux semaines apreés sacrifices (cohorte 1) et in-vivo a 19, 25, 31 et 34 semaines (cohorte 2).
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1.2. Caractérisation in-vivo et ex-vivo de I'implication de la TNAP dans les
calcifications athéroscléreuses

Les effets de I'inhibition de la TNAP sur les calcifications vasculaires sont recherchés dans
les cohortes 3 et 4. Dans cette deuxieme phase, un total de 52 souris males déficientes en
ApoE agées de 6 semaines (Charles River, Lyon, France) ont été hébergées a I'animalerie de
I"INSA (Lyon, France; Cetil #C2EA-102). Nous avons administré I'inhibiteur de la TNAP (SBI-
425)%9 de maniére préventive a partir de 10 semaines, a raison d’environ 30 mg/kg/jour, le
SBI-425 étant directement incorporé dans la nourriture (HFD comme précédemment). A la
semaine 24, les souris ont ensuite été séparées en deux cohortes pour des analyses in-vivo et
ex-vivo (Fig.40, B). Le traitement a été arrété a 25 semaines ou 31 semaines. Le poids corporel
de chaque souris a été mesuré chaque semaine aprés l'introduction du régime riche en gras.

Les souris de la cohorte 3 (2 groupes de 13 souris chacun) ont été utilisées pour I'analyse
ex-vivo. Les souris de la cohorte 4 (2 groupes de 13 souris chacun) ont été utilisées pour
I"analyse longitudinale in-vivo des calcifications et une analyse ex-vivo finale.

B

Cohorte 3 (n =2x 13) HFD+/-SBI-425 Analyses ex vivo
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Cohorte 4 (n=2x13) ||HFD+/-SBI-425 Analyses in vivo PET/CT puis ex vivo

Figure 40, B: Approches expérimentales ex-vivo et in-vivo. Souris ApoE7 agées de 6 semaines
nourries avec le SBI-425 incorporé dans la nourriture (HFD) a partir de 10 semaines, analysées
ex-vivo apreés sacrifice a 25 semaines (cohorte 3) et in-vivo et ex-vivo apres sacrifices a 25 et
31 semaines (cohorte 4). A noter que 2 séances d’imagerie ont été annulées en raison de la
pandémie de covid-19.

2. Dissection des tissus

Apres exsanguination et euthanasie, une incision est réalisée dans I'oreillette droite puis le
ceeur et le systéme vasculaire sont perfusés par une solution de NaCl 0,9 % afin d’éliminer le
sang. La racine aortique, I'arche aortique et la carotide sont disséquées sous microscope et
incluses en « OCT » (Optimal Cutting Temperature compound, Thermo Scientific). Les
inclusions sont conservées a -80 °C jusqu’ a leur utilisation (Fig.41). L’aorte abdominale, le foie
et les os sont également prélevés, rincés une fois avec du PBS et immédiatement congelés
dans de I'azote liquide avant d’étre placés a -80 °C jusqu’ a I’extraction des ARN (Fig.2). Un
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fémur et un tibia par souris sont ensuite transférés dans une solution d’éthanol 70 % pour les
analyses de microarchitecture osseuse par tomographie (uCT).
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Figure 41 : Schéma représentatif de la dissection de I’arche aortique, avec ses trois
ramifications (brachiocéphalique, carotide commune gauche, subclaviere gauche), incluse
dans I’OCT et de I'aorte abdominale, rincée dans du PBS avant congélation dans I'azote liquide.

3. Coupes de l’arche aortique

Des sections sériées de 5 um d'épaisseur sont obtenues a I'aide d'un cryostat (Cryostat
Leica, CM 3050 S). La température de coupe est fixée a -20 °C. Quatre coupes sont recueillies
par lames en verre (Super Frost Plus Gold, Thermo Scientific) et conservées a -80 °C jusqu’ a
I"utilisation (Fig.42).

Souris 1.3 Souris 1.3 Souris 1.3
«la» «1b » «1lc»

Figure 42 : Schéma représentatif des coupes sériées des arches aortiques par souris sur des
lames en verre. Quatre coupes par lame.
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4. Colorations histologiques

Les colorations sont réalisées sur coupes pour mettre en évidence I'activité de la TNAP en
utilisant le mélange des réactifs BCIP/NBT, les calcifications en utilisant I'osteosense (0S), les
glycosaminoglycanes en utilisant le bleu alcian et les gouttelettes lipidiques intracellulaires en
utilisant I'oil red O.

Les échantillons congelés a -80 °C sont séchés 10 minutes a température ambiante avant
de commencer chaque procédure.

4.1. Coloration BCIP/NBT : détection de I’activité phosphatase alcaline

Le BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) est utilisé en association avec le NBT (nitro
bleu de tétrazolium) pour la détection colorimétrique de I’activité de la TNAP.

Le BCIP est hydrolysé par la phosphatase alcaline pour former un intermédiaire bleu.
L'intermédiaire est ensuite oxydé par le NBT pour produire le formazan, un dimere qui est un
colorant violet intense insoluble (Fig.43).
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Figure 43 : Réaction entre les réactifs BCIP/NBT et la phosphatase alcaline.

Les coupes sont incubées 10 min a température ambiante a I'obscurité, en présence d’une
solution de NBT/BCIP (0,44 mg/mL et 0,165 mg/mL, respectivement) dans un tampon Tris-HCI
100 mM pH 9,5 ; NaCl 100 mM, 5 mM MgCl,. Les lames sont ensuite rincées a I'eau, séchées
et montées entre lame et lamelle en milieu de montage aqueux (Immuno Histo Mount
medium, Abcam).

4.2. Coloration Osteosense (OS) : détection des calcifications

L'osteosense (OS, Perkin Elmer) est un agent d’imagerie fluorescent détectable par
microscopie dans le proche infrarouge (ex/ém 650/680 nm, near infrared fluorescence, NIRF).
Cet agent peut détecter 'activité ostéogénique dans le remodelage, la croissance et la
résorption osseux. Récemment il a été utilisé pour détecter les dépots de calcification dans les
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arteres coronaires in-vivo et pour détecter les microcalcifications dans I’arche aortique ex-vivo

par liaison au site de calcification active, en particulier a I'hydroxyapatite®3¢°,

Les coupes des arches aortiques sont incubées avec I'OS (0,13 umol/L) toute la nuit a
température ambiante, a I'obscurité. Aprés coloration, les lames sont rincées avec du PBS
pendant 3 fois 5 min. Aprés rincage, Les lames sont fixées avec une solution de
paraformaldéhyde (PFA 4 %) pendant 10 min puis rincées avec du PBS pendant 5 min.
Finalement, les échantillons sont montés entre lame et lamelle dans un milieu de montage
contenant du DAPi pour la coloration des noyaux (Fluoromount G, Clinisciences). Les coupes
sont imagées par fluorescence dans le proche infrarouge avec un microscope confocal
(LSM800, Zeiss).

4.3. Coloration Oil Red O : détection des lipides neutres

L'Oil Red O est un colorant lipophile, il diffuse vers les lipides tissulaires, et produit une
coloration rouge brillant des lipides.

Les coupes sont réhydratées dans du PBS pendant 5 min, fixées avec 10 % de formaline
(Formalin 10% neutral buffered, Sigma) pendant 5 min a température ambiante,
abondamment rincées a I'eau, puis traitées avec du propyléne glycol pendant 2 min. Les
coupes sont ensuite colorées avec la solution d’Oil Red O (0,5% dans du propyléene glycol)
pendant 15 min a 60 °C et rincées a nouveau abondamment avec de I’eau. Enfin, les coupes
sont contre-colorées avec une solution d’hématoxyline-éosine (solution d’hématoxyline de
Mayer, Sigma), 1 min a température ambiante, permettant de colorer les noyaux en bleu et
le cytoplasme en rose. Les lames sont a nouveau rincées a |'eau, séchées et montées entre
lame et lamelle en milieu de montage aqueux (Immuno Histo Mount medium, Abcam). Les
coupes sont observées et les images sont enregistrées avec un microscope Eclipse Ti E et un
appareil photo digital (Nikon), combinées avec le logiciel d'imagerie (NIS Elements) (Nikon).

4.4. Coloration bleu alcian : détection des glycosaminoglycanes (GAG)

Le bleu alcian est un colorant cationique. Il forme des complexes insolubles avec les
glycosaminoglycanes acides et produit une coloration bleue.

Les coupes sont fixées par incubation dans une solution d’acide acétique 3 % a pH 2,5
pendant 5 min a température ambiante puis colorées dans une solution de bleu alcian 8GX
(Sigma) 1 % (p/v) dans I'acide acétique 3 % a pH 2,5 pendant 15 min a température ambiante.
Les coupes sont rincées abondamment a I'eau, puis contre-colorées avec une solution
d’hématoxyline-éosine (solution d’hématoxyline de Mayer, Sigma). Les lames sont rincées a
I’eau, séchées et montées entre lame et lamelle en milieu de montage aqueux (Immuno Histo
Mount medium, Abcam). Les coupes sont observées et les images sont enregistrées avec un
microscope Eclipse Ti E et un appareil photo digital (Nikon), combinées avec le logiciel
d’imagerie NIS Elements (Nikon).
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5. Immunohistochimie : CD68

CD68 est une glycoprotéine intracellulaire, associée principalement aux granules
cytoplasmiques et, dans une moindre mesure, aux membranes des macrophages.

Les coupes des arches aortiques sont fixées dans de I'acétone (-20 °C) pendant 10 min et
ensuite séchées a I'air pendant 10 min, puis rincées 2 fois 5 min par une solution de Tris-HCI
0,025 M pH 7,4 NaCl/KCl 150 mM contenant 0,025 % de Triton X-100 (TBS - TX). L’activité de
la peroxydase endogene est neutralisée par une solution de 0,3 % H,0, pendant 10 min. Apres
3 nouveaux lavages par le TBS - TX, les coupes sont incubées dans du TBS contenant 5 % de
sérum (normal goat serum, Abcam) et 1 % de sérum albumine bovine (BSA) pour réduire la
coloration non-spécifique, puis les coupes sont incubées avec un anticorps anti-CD68 (Abcam,
125212) 1 ug/mL dans du TBS contenant 1 % de BSA (TBS - BSA), pendant une nuit a 4°C. Le
lendemain, apreés 3 lavages par le TBS - TX, un anticorps secondaire polyclonal anti-
immunoglobulines de lapin conjugué a la peroxydase (Abcam) dilué 1/5000%™¢ dans le TBS -
BSA est appliqué pendant 1 h a température ambiante. Aprés 3 lavages par le TBS - TX, la
révélation est effectuée avec la 3,3'-diaminobenzidine (substrat de la peroxydase).

Les coupes sont contre-colorées avec de I’hématoxyline-éosine (solution d’hématoxyline
de Mayer, Sigma). Un contréle négatif est réalisé en appliquant la méme procédure, en
absence de I'anticorps primaire. Les coupes sont observées et les images sont enregistrées
avec un microscope Eclipse Ti E et un appareil photo digital (Nikon), combinées avec le logiciel
d’imagerie NIS Elements (Nikon).

6. Analyse et traitement des images

Les analyses semi-quantitatives des échantillons d’arches aortiques sont réalisées grace a
un logiciel d’analyse d’images, « image J ». Image J est un logiciel gratuit développé aux
National Institutes of Health (NIH) qui peut étre téléchargé sur le site internet des NIH
(Download (nih.gov)).

La premiere étape, avant de commencer la quantification, est de convertir les images
confocales du fichier d’acquisition spécifique (czi dans Zeiss) vers un format lisible
automatiquement dans image J tel que TIFF. Pour quantifier les zones de calcification dans
chaque plague athéroscléreuse, I'image RGB (Red-Green-Blue) est téléchargée dans image J
et les canaux de couleurs multiples sont séparés en exécutant Image-> Color-> Split Channels.
Le type de cette image est défini sur Noir et Blanc en 8 bits. Ensuite, la calibration d’image est
utilisée pour convertir le nombre de pixels en unités standard en exécutant Analyze-> Set
Scale. La barre d’échelle est mesurée par I'outil de « ligne droite » et sa longueur en pixels est
marquée dans la case « Distance in pixels », ce qui nous permet de définir sa longueur connue
en um dans la case « Known distance » ainsi que de définir I'unité (um) dans la case « Unit of
length ». Une fois la calibration effectuée, les régions d’intérét (zones de calcification) sont
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délimitées manuellement pour mesurer la surface de calcification en exécutant Analyse-> Set-
Measurements-> Area-> Measure (Fig.44). La moyenne de deux coupes d’arche aortique
distantes d’au moins 15 um est calculée. Le processus est répété sur chaque image. Le nombre
de souris ApoE” analysées varie entre 6 et 13 souris, selon les cohortes.

Plus d’informations sur l'utilisation d’image J sont disponibles sur Documentation (nih.gov).
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Figure 44 : Photos récapitulatives des différentes étapes réalisées par le logiciel Image J.
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7. Analyse de I’expression génique

7.1. Extraction des ARN

L’extraction des ARN a partir des tissus et des cellules est réalisée grace au Kkit
« NucleoSpin RNA II» de Macherey-Nagel, en suivant les instructions du fabricant (fig.45). Les
tissus sont réduits en poudre dans un mortier refroidi dans I'azote liquide puis sont lysés,
comme les cellules, dans 350 pL de tampon riche en thiocyanate de guanidium et en présence
de B-mercaptoéthanol. Le lysat est filtré sur colonne puis dilué par de I'éthanol (final 35 %)
avant dépot sur une colonne de silice, afin de favoriser les interactions avec celle-ci. L'addition
d’ADNase sur la colonne pendant 15 min permet ensuite d’éliminer I’ADN contaminant. Aprés
trois lavages, les ARN sont élués par 40 uL d’eau. La concentration en ARN est déterminée par
mesure de I'absorbance a 260 nm, au spectrophotomeétre a micro-volumes (Implen®). La
pureté de I’échantillon est évaluée par le calcul des rapports des absorbances a 260 nm/280
nm et 260/230 nm.

MucleoSpin® RNA I
1 Homogenize
sample 5 soma
2 Lysecells — 350 pL RAT

3.5 pl B-mercaptocthanal

=l

Miz
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11,000 x g,
Ci? 1 min

L |

4 Adjust RNA 350 L 70% ethanol
binding _
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5 Bind RNA —

= Load sample
E 11,000 x g,
30s

6 De=alt silica —
membrane = 350 pL MDE

g < 11,000 x g,
1 min
T Digest DMA
95 pl DNase
reaction mixiurs
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B Wagh and dry —y o
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Figure 45 : Schéma récapitulatif de I’extraction des ARN. (Fiche technique du fournisseur
Macherey-Nagel).
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7.2. Transcription inverse

La transcription inverse (RT) des ARN obtenus en ADN complémentaires (ADNc) est
réalisée. Pour chaque échantillon, 1 ug d’ARN est linéarisé pendant 5 minutes a 75°C puis
incubé en présence de tampon Tris-HCI 133 mM pH 8,3, KCl 199 mM, MgCl, 8 mM
(Invitrogen) ; de 5 uM d’hexameres aléatoires, 0,5 mM de désoxyribonucléoside triphosphate
(dNTP), 5 mM de dithiothréitol (dTT) et de 50 U de transcriptase inverse recombinante (Super
Script Il, Invitrogen). Un contréle négatif, sans transcriptase inverse est également réalisé. Les
ARN sont transcrits en ADN complémentaire (ADNc) pendant 30 minutes a 42°C grace a la
transcriptase inverse, puis I'enzyme est inactivée a 99°C pendant 5 minutes avant un
refroidissement & 20°C. Chaque échantillon est finalement dilué au 5™ par ajout d’eau sans
ARN/ADNases et congelés a -20°C.

7.3. PCR quantitative en temps réel (qPCR)

La réaction en chaine par polymérase quantitative (QPCR) est utilisée pour quantifier
I’ADNc, donc indirectement I'ARNm, d’un échantillon. L’ADNc obtenu au cours de la
transcription inverse est utilisé comme matrice lors de la réaction de PCR, réalisée grace au
kit « iTag Universal SYBR green Supermix » et a I'appareil « CFX96 Touch TM Real-Time PCR
detection system » de Biorad. Un fragment d’un gene d’intérét est amplifié sélectivement
grace a un couple d’amorces spécifiques. La liste des amorces utilisées lors de cette these est
rapportée dans le tableau 7. En pratique, le tampon contenant les éléments nécessaires a la
réaction de PCR et le SYBR Green est mélangé avec le couple d’amorces spécifiques du géne a
amplifier. Le mélange est chauffé a 95 °C pendant 30 s pour activer la Tag polymérase. Ensuite
44 cycles de PCR sont réalisés. Chaque cycle comprend 3 étapes : le mélange est maintenu a
95 °C pendant 6 s pour déshybrider 'ADN double brin en ADN simple brin ; le mélange est
refroidi a 47 °C ou 60 °C (selon les amorces) pendant 15 s afin de permettre I'hybridation des
amorces sur leur cible ; enfin le mélange est porté a 72 °C pendant 25 s pour permettre a la
Taqg polymérase de synthétiser le brin complémentaire de I’ADN. Les courbes d’intensité de
fluorescence, correspondant a la fluorescence du SYBR Green lié a ’'ADN double brin, en
fonction du temps sont tracées et permettent de déterminer la valeur du cycle seuil « Cp »
(crossing point). Ce dernier correspond au nombre de cycles nécessaires pour détecter la
fluorescence.

7.4. Calcul de I’expression génique relative

Pour calculer I'expression génique des marqueurs d’intérét dans les aortes abdominales,
trois genes de ménage différents ont été utilisés : I'actine, I'hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransférase (Hprt) et la protéine ribosomale L13a (Rpl13a). La moyenne
géométrique de I'expression de ces trois génes est utilisée comme référence pour le calcul de
I’expression relative.
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L’expression relative est calculée selon la formule suivante :

Expression relative = 22 ; gvec ACp = Cp (géne d’intérét) — Cp (géne de référence)

Tableau 1 Couples d’amorces utilisées en qPCR et température d’hybridation
correspondante.
Géne Séquence de I'amorce sens Séquence de I'amorce Température
(murin) (5> 3’) anti-sens (5’ > 3’) d’hybridation
Acan GTGCGGTACCAGTGCACTGA GGGTCTGTGCAGGTGATTCG 60
Actin AATTTCTGAATGGCCCAGGT GGTAAGGTGTGCACTTTTATTGG 60
Alpl CAAAGGCTTCTTCTTGCTGGT AAGGGCTTCTTGTCCGTGTC 60
Bmp2 TGGAAGTGGCCCATTTAGAG TGACGCTTTTCTCGTTTGTG 60
Cd68 ATCCCCACCTGTCTCTCTCA TTGCATTTCCACAGCAGAAG 60
Collal AACGAGATCGAGCTCAGAGG GACTGTCTTGCCCCAAGTTC 60
Hprt AGGACCTCTCGAAGTGT ATTCAAATCCCTGAAGTACTCAT 60
IL-18 GGGCCTCAAAGGAAAGAATC CCACTTTGCTCTTGACTTCTATC 60
IL-6 GTCACAGAAGGAGTGGCTA AGAGAACAACATAAGTCAGATACC 60
IL-8 AAACTAATATTTATTGGG TTTCAAGACATACAAACA 47
Opn CTTTCACTCCAATCGTCCCTA GCTCTCTTTGGAATGCTCAAGT 60
Runx2 GCCGGGAATGATGAGAACTA GGACCGTCCACTGTCACTTT 60
Rpl13a ATCCCTCCACCCTATGACAA GCCCCAGGTAAGCAAACTT 60
Sox9 GTACCCGCATCTGCACAAC CTCCTCCACGAAGGGTCTCT 60
Tnf-a TGGGACAGTGACCTGGACTGT TTCGGAAAGCCCATTTGAGT 60

8. Analyses biochimiques

Le sang prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie gazeuse est coagulé pendant
45 min a température ambiante puis centrifugé 15 minutes a 1 500 g a 4 °C, congelé dans
I'azote liquide et conservé a - 80°C avant utilisation.

8.1. Mesure de lI'activité de la phosphatase alcaline

Le test utilisé permet de mesurer une activité de type phosphatase en utilisant un substrat

synthétique. L'activité de la TNAP est déterminée par la quantité de p-nitrophénolate (p-NP)
libéré apres la déphosphorylation de p-nitrophéylphosphate (p-NPP). Ce test d’activité de la
phosphatase alcaline est adapté d’un protocole précédemment publié et appliqué dans une

plaque de 96 puits.
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Brievement, les sérums sont mélangés avec le milieu réactionnel (2,85:1 (vol/vol)) pour
obtenir les concentrations finales de 0,56 M de tampon 2-amino-2-methyl-1-propanol
pH 10,5; 1 mM de MgCl; et 10 mM de p-nitrophénylphosphate. La mesure d’absorbance est
réalisée en mode cinétique a I'aide d’un spectrophotométre-lecteur de plaque (Tecan®),
toutes les 10 secondes pendant 5 min, a 405 nm et a 37 °C.

La pente de la droite qui représente I’évolution de I'absorbance en fonction du temps
permet de déterminer I'activité enzymatique. L’activité spécifique est ensuite calculée, en
tenant compte la concentration en protéines mesurées a I'acide bicinchoninique (BCA), en
utilisant le kit « Pierce BCA Protein Assay » (Thermo Scientific).

8.2. Dosage du glucose

Ce dosage a pour but de mesurer le taux de glucose dans le sang. Le test est réalisé selon
les recommandations du fournisseur du kit (MAK263, Sigma).

Brievement, 50 pL de sérum (dilué 50 fois) sont déposés dans la plaque de 96 puits et
incubés avec 50 pL du milieu réactionnel, contenant le tampon, les enzymes et le réactif de
révélation, pendant 30 min a 37 °C, a I'abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 570 nm
(spectrophotometre-lecteur de plaque (Tecan®)). Elle est proportionnelle a la quantité de
glucose détecté dans le milieu (Fig.46).
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Figure 46 : Principe du dosage de glucose via deux réactions enzymatiques couplées.
9. Analyses lipidiques

9.1. Mesure de la concentration en cholestérol total

Dans ce test, la concentration de cholestérol total est déterminée par un dosage basé sur
trois réactions enzymatiques couplées, qui aboutit a la formation d’un composé coloré dont
I’'absorbance est finalement mesurée. La concentration de cholestérol total correspond a la
somme du cholestérol libre et des esters de cholestérol. Le test est réalisé selon les
recommandations du fournisseur du kit de dosage (MAKO043, Sigma).
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Brievement, 50 pL de sérum (dilué 150 fois) sont déposés dans la plaque de 96 puits et
incubés avec 50 uL du milieu réactionnel contenant le tampon, les enzymes et le réactif de
révélation, pendant 60 min a 37 °C, a I'abri de la lumiére. L'absorbance est mesurée a 570 nm
(spectrophotometre-lecteur de plaque (Tecan®)) (Fig.47).
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Figure 47 : Principe du dosage du cholestérol via trois réactions enzymatiques couplées.

9.2. Mesure de la concentration en triglycérides

Dans ce test, les triglycérides (TG) sont convertis en acides gras libre et glycérol. Le glycérol
est ensuite oxydé afin de générer un produit fluorescent. Le test est réalisé selon les
recommandations du fournisseur du kit (MAK266, Sigma).

Brievement, 10 pL de sérum (dilué 15 fois) sont déposés dans la plaque de 96 puits et
incubés avec 40 uL du milieu réactionnel contenant le tampon et la lipase. Aprés 20 min de
réaction a température ambiante, 50 pL du milieu réactionnel contenant le tampon, les autres
enzymes et le réactif de révélation sont ajoutés. Aprés 60 min d’incubation a température
ambiante a 'abri de la lumiére, I'intensité de fluorescence est mesurée a A¢m = 590 nm avec
Aex = 535 nm (spectrofluorimeétre-lecteur de plaque (Tecan®)) (Fig.48).
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Figure 48 : Principe du dosage des triglycérides via des réactions enzymatiques couplées.

10. Analyse des molécules sécrétées par immunoessai
enzymatique (ELISA)

L'immunoessai enzymatique, ou ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), est une
technique qui permet de détecter les molécules sécrétées dans le milieu extracellulaire grace
a une interaction anticorps-antigéne. Nous avons utilisé cette technique afin de déterminer
les quantités d’interleukine IL-6 et d’haptoglobine sécrétées dans le sérum des souris ApoE~".

10.1. Dosage d’IL-6

Dans ce test, les anticorps dirigés contre I'lL-6 murine sont greffés sur la plaque de 96 puits.
Le test est réalisé selon les recommandations du fournisseur du kit de dosage (10110623,
Fisher Scientific). 100 uL de sérum (dilué 2 fois) sont déposés dans la plaque de 96 puits et
incubés pendant 2 h a température ambiante. Apres lavage, 100 pL de solution d’anticorps
secondaires spécifiques anti-IL-6, couplés a la biotine, sont déposés et incubés pendant 30 min
a température ambiante. 4 lavages sont de nouveau réalisés puis 100 pL de solution de
streptavidine couplée a la peroxydase sont ajoutés et incubés pendant 30 min a température
ambiante. Aprés ringage, 100 pL de substrat de la peroxydase, le 3,3',5,5 -
tétraméthylbenzidine (TMB), sont ajoutés et incubés pendant 30 min a température ambiante
a I'abri de la lumiére. La réaction est ensuite arrétée par acidification et I'absorbance est
mesurée a 450 nm (spectrophotometre-lecteur de plaque (Tecan®)) (Fig.49). Elle est
proportionnelle a la quantité d’IL-6 détectée dans le milieu. Une gamme étalon est préparée
en diluant une solution mére afin de calculer la concentration d’IL-6 sérique en pg/mL.

97



Matériel et Méthodes

W/ Capture 4 ioan X Siotin ,; Streptavidin-HRP

' antibody conjugate
1 Bind antigen a. Add 100 uL of standards, controls, or cell culture media samples to the appropriate wells. For serum
and plasma samples, add 50 uL of Standard Diluent Buffer followed by 50 uL of sample to the
e iy appropriate wells. Leave the wells for chromogen blanks empty.
2 ‘, \ = et . 2 b. Tap the side of the plate to mix. Cover the plate with a plate cover and incubate for 2 hours at room
Y Y temperature.
S OOl ey mat o € Thoroughly aspirate the solution and wash wells 4 times with 1X Wash Buffer.

2 Add Biotin Conjugate a. Add 100 uL Ms IL-6 Biotin Conjugate solution into each well except the chromogen blanks.
3 . b. Cover the plate with plate cover and incubate for 30 minutes at room temperature .
1 c. Thoroughly aspirate the solution and wash wells 4 times with 1X Wash Buffer.
=
3 Add Streptavidin-HRP a. Add 100 puL 1X Streptavidin-HRP solution (see page 2) into each well except the chromogen blanks.
3 - b. Cover the plate with a plate cover and incubate for 30 minutes at room temperature.
f c. Thoroughly aspirate the solution from the wells and wash wells 4 times with 1X Wash Buffer.
¥

b. Incubate for 30 minutes at room temperature in the dark.
I Note: TMB should not touch aluminum foil or other metals.

X __J

4 Add Stabilized Chromogen a. Add 100 uL Stabilized Chromogen to each well. The substrate solution begins to turn blue.
&

5 Add Stop Solution
N -,

=

from blue to yellow.

Add 100 uL Stop Solution to each well. Tap the side of the plate to mix. The solution in the wells changes

Figure 49 : Schéma récapitulatif du dosage d’IL-6. (Fiche technique de Fisher Scientific).

10.2. Dosage d’haptoglobine

Dans ce dosage, I’haptoglobine présente dans les échantillons réagit
avec les anticorps anti-haptoglobine qui sont adsorbés a la surface de
la plaque de 96 puits. Le test est réalisé selon les recommandations du
fournisseur du kit de dosage (157714, Abcam).

100 pL de sérum (dilué 10 000 fois) sont déposés dans la plaque de
96 puits et incubés pendant 15 min a température ambiante. Aprés
lavage, 100 pL de solution d’anticorps secondaire spécifique anti-
haptoglobine conjugué a la peroxydase sont déposés et incubés
pendant 15 min a température ambiante. Apres rincage, 100 uL de TMB
sont ajoutés et incubés pendant 10 min a température ambiante a I'abri
delalumiere. Au bout de 10 min, la réaction est arrétée par acidification
et 'absorbance est mesurée a 450 nm (spectrophotometre-lecteur de
plague (Tecan®) (Fig.50). Elle est proportionnelle a la quantité
d’haptoglobine détectée dans le milieu. Une gamme étalon est
préparée en diluant une solution mere afin de calculer la concentration
d’haptoglobine sérique en pg/mL.
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Figure 50 : Schéma récapitulatif du dosage d’haptoglobine. (Fiche technique de Abcam).
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11. Culture cellulaire et traitement
11.1. Lignée cellulaire CML murine

Les cellules musculaires lisses de souris MOVAS (ATCC, Molsheim, France) sont des cellules
adhérentes, caractérisées par un temps de dédoublement rapide. Les MOVAS sont cultivées
dans du milieu Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM) contenant de la pénicilline a 100
U/mL, de la streptomycine a 100 pug/mL (P/S), de la glutamine a 2 mM, du glucose a 4,5 g/L,
de ’'HEPES a 20 mmol/L et 10 % de sérum de veau feetal (SVF). Elles sont cultivées a 37°C en
présence de 5% de CO; en atmosphére saturée d’eau. Leur état général est régulierement
contrélé par une observation au microscope a contraste de phase.

Avant d’atteindre la confluence les cellules sont récoltées grace a I'action de la trypsine. Le
milieu de culture est retiré, le tapis cellulaire est lavé avec du PBS puis traité avec une solution
de trypsine et d’EDTA (2500-6000 U/mL et 0,2 g/L, respectivement, Sigma). Aprés une
incubation d’environ 2 min a 37°C, les cellules se détachent. Les cellules ainsi remises en
suspension sont ensuite diluées dans le milieu de culture, comptées sur cellule de Malassez et
ensemencées dans des plaques de 6 puits a raison d’environ 2000 cellules/cm?.

11.2. Traitements

Les MOVAS a confluence sont traitées au cours du temps, plus ou moins longtemps a des
temps courts (2, 4 et 8 heures) et plus longs (1, 5 et 8 jours) a différentes doses (3, 30 et 300
ug/cm?) de cristaux d’hydroxyapatite (HA : Cas (OH) (POa)3) (Fig.51). Ces cristaux d’"HA sont de
diametres inférieurs a 200 nm (référence 677418, Sigma).

Les cristaux sont re-suspendus dans un volume convenable du milieu de culture DMEM
dans des conditions stériles et incubés pendant une nuit a 37°C. Le lendemain, les cristaux
sont lavés dans le méme milieu de culture, puis la suspension est ajoutée sur les cellules a la
densité souhaitée.

2h 4h 8h 1 15 18

Figure 51 : Traitement des MOVAS par les cristaux d’hydroxyapatite en fonction du temps.
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12. Analyses statistiques

Les résultats sont représentés sous forme de graphiques. Chaque histogramme représente
la moyenne * I'écart-type. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Past
3.20 pour les données ex-vivo et in-vivo et a I'aide du logiciel Prism (Graph pad) pour les
données in-vitro. Les données in-vivo ont été testées pour la normalité et I'égalité des
variances avec le test de Shapiro-Wilk et le test de Levene, respectivement. Pour les données
in-vitro, nous avons utilisé le test-t de Student et les expériences réalisées au moins 3 ou 4
fois. Les valeurs de P < 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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Résultats Partie A : in-vivo

Partie A : Implication de la TNAP dans la calcification des
plaques athéroscléreuses

I. Des plaques précoces lipidiques inflammatoires aux plaques
tardives calcifiées avec métaplasie cartilagineuse

Dans le cadre de cette thése, notre principale hypothése de travail est que la TNAP est
impliquée dans la calcification des plaques athéroscléreuses. Afin de vérifier cette hypothese,
nous avons dans un premier temps recherché la présence de la phosphatase alcaline au cours
du développement des plaques athéroscléreuses chez des souris déficientes en ApoE par
rapport a des souris contréles (CT). Parallelement, nous avons déterminé précisément quand
et comment les calcifications progressent chez ces souris. Nous avons caractérisé le
développement des plaques chez des souris ApoE”" séparées en deux cohortes par
comparaison aux souris contréles. La premiéere cohorte comprend des souris sacrifiées toutes
les deux semaines pendant une durée de 17 a 31 semaines pour des analyses ex-vivo. La
deuxieme cohorte comprend des souris imagées longitudinalement a 19, 25, 31 et 34
semaines pour des analyses in-vivo.

1. Caractérisation du modéle murin ApoE~/

1.1. Suivi du poids corporel

Nous avons suivi le poids corporel des souris CT et des souris ApoE” tout au long de I'étude.
Les courbes de poids (Fig.52) révélent une valeur de poids des souris ApoE”" significativement
plus faible par rapport aux souris CT apres 15 semaines de régime riche en gras. En effet, nous
avons remarqué que les souris CT continuent a grossir normalement tandis que le poids des
souris ApoE”" se stabilise aprés 20 semaines (Fig.52). De plus, nous avons observé que
plusieurs souris ApoE”" souffrent de démangeaisons environ 4 semaines aprés le début du
régime riche en gras ; parmiles 72 souris ApoE™", 6 souris sont mortes entre 24 et 26 semaines.
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Figure 52 : Evolution du poids corporel des souris CT et ApoE”- en fonction de I'dge.
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + SEM.
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1.2. Détection des plaques

L’apparition des plaques a été recherchée sur les coupes d’arche aortique des souris CT et
ApoE~”". Nous avons remarqué que chez toutes les souris ApoE", I'arche aortique et certaines
de ses trois ramifications (brachiocéphalique, carotide commune gauche, subclaviére gauche)
présentent des plaques qui apparaissent a la semaine 17 et progressent au cours du temps
jusqu’a la semaine 31, alors qu’aucune plague n’est observée chez aucune des souris CT. Le
nombre et I’étendue des plagues augmentent au cours du temps (Fig.53).

517 S23 527 531

Figure 53 : Coupes histologiques montrant I'absence ou la présence des plaques dans les
coupes d’arche aortique des souris CT et des souris ApoE”- de la cohorte 1 (ex-vivo) a 19, 21,
23 et 27 semaines. La surface des plaques est délimitée en rouge. Barre d’échelle = 500 um.
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1.3. Détection des lipides intraplaques

Nous avons choisi I'Oil Red O comme méthode de visualisation des lipides afin de suivre
I'avancement des plaques. La figure 54 montre deux images représentatives des surfaces
lipidiques dans les plaques athéroscléreuses a des stades précoce (semaine 25) et tardif
(semaine 31) et permet de se rendre compte que ces surfaces sont équivalentes aux deux
temps. (Fig.54). Les plaques ne sont pas forcément plus lipidiques aux ages avancés, ce qui
peut suggérer une perte de coeurs lipidiques au cours du temps.
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Figure 54 : Analyse histologique des lipides dans les plaques apres coloration Oil Red O des
coupes d’arche aortique des souris CT et des souris ApoE”- de la cohorte 1 (ex-vivo) a 25 et 31
semaines. Les zones positives a I’'Oil Red O a sont entourées en rouge.

Les résultats obtenus montrent que, conformément a la littérature, les souris ApoE”
soumises a un régime riche en gras tolerent globalement bien ce régime, méme si leur poids
stagne dés la semaine 21, alors que le poids des souris CT continue a augmenter. Cette courbe
de poids est trés certainement liée au développement d’une réponse athérosclérotique chez
les souris ApoE7". Nous avons pu préciser que cette réponse est visible, par I'étendue des
plaques et des dépots lipidiques, dés 7 semaines apres le début du régime gras et s’intensifie
au cours du temps.

2. Détection ex-vivo des calcifications chez les souris CT et ApoE/

Afin de détecter et de caractériser les calcifications, nous avons utilisé I'osteosense (OS)
pour les coupes d’arche aortique des souris CT et des souris ApoE”". Les calcifications sont
détectées chez les souris ApoE”-a partir de 19 ou 21 semaines selon les souris, alors qu’elles
sont complétement absentes chez les souris CT (Fig.55). Ces premiéres calcifications ayant
déja une taille d’environ 10 um, nous utiliserons le terme « premiéres calcifications » au lieu
de « microcalcifications » pour les qualifier. Les premieres calcifications, tres peu étendues,
sont tout d’abord détectées dans I'arche aortique et ensuite dans d’autres arteres, telles que
la carotide commune gauche. Les mesures du nombre de calcifications dans les artéeres (Fig.56,
A) montrent que ce nombre augmente plus ou moins régulierement de la semaine 17 (0
calcification) jusqu’a la semaine 31 (entre 3 et 4 calcifications par coupe). Cette répartition
met en évidence une grande hétérogénéité due a la variabilité des valeurs observées d’une
souris a l'autre, celles-ci développant plus ou moins rapidement des calcifications, avec la
présence d’un pic a la semaine 23, suivi d’'un nombre de calcifications qui se stabilise (~ 4)
entre les semaines 29 et 31 (Fig.56 et 56, A). Nous avons ensuite quantifié la surface de
chacune de ces calcifications. Les résultats obtenus montrent que la surface des plaques
augmente régulierement au cours du temps, dés la semaine 19 avec apparition des premieres
calcifications dont la surface moyenne est de I'ordre de 8 000 um?, jusqu’a la semaine 31 ou
elle atteint des valeurs d’environ 113 000 um? (Fig.56, B).
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Figure 55 : Coloration histologique de la calcification apres coloration OS des coupes d’arche
aortique des souris CT et des souris ApoE”- de la cohorte 1 (ex-vivo). La zone négative & 19
semaines et les zones positives a I’'OS a 21, 23, 25 et 27 semaines sont encadrées en blanc
(images 2,5 x). Un plus fort grossissement de ces zones est montré au-dessous (10 x). S:
semaine.
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Figure 56 : (A) Quantification du nombre de calcifications (A) et de la surface moyenne des
calcifications (B), aprés coloration OS des coupes d’arche aortique des souris ApoE”" de la
cohorte 1 (ex-vivo) de 17 a 31 semaines (n = 8 pour S17, S19, S21, S23 et S31, n = 6 pour S25
S27 et S29). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart type. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test ANOVA univarié) (B).
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Ces résultats montrent que méme si le nombre de calcifications naugmente plus aprés la
semaine 23, la surface des calcifications préexistantes continue a croitre de 25 a 31 semaines.
En effet de nouvelles calcifications se forment encore, au niveau soit de lartére
brachiocéphalique soit de la carotide commune gauche, mais le nombre total de calcifications
reste stable car les calcifications se rejoignent et se confondent en une seule plus importante
qui peut occuper toute la zone de la crosse aortique.

Le développement de I'athérosclérose chez les souris ApoE”" est donc marqué par des
calcifications croissantes au cours du temps.

3. Détection in-vivo des calcifications chez les souris CT et ApoE~/-

Parallélement, nous avons établi une collaboration avec le centre d’imagerie (Cermep), afin
de pouvoir utiliser des méthodes complémentaires pour suivre longitudinalement Ia
calcification chez les souris ApoE”". Dans la cohorte 2, les calcifications sont imagées par
tomodensitométrie (UCT chez le petit animal) et tomographie par émission de positons (UTEP
chez le petit animal) a 19, 25, 31 et 34 semaines.

La tomodensitométrie est un examen qui permet de quantifier les calcifications dans les
plaques athéroscléreuses, alors que la tomographie par émission de positons est un examen
d’imagerie multidimensionnelle qui permet de mesurer en trois dimensions les calcifications
actives (en cours de formation) dans les plaques athéroscléreuses. Pour cette derniére
observation, une injection intraveineuse d’un traceur faiblement radioactif, le *¥F-fluorure de
sodium (*8F-NaF), est nécessaire. Le fluor va s’incorporer dans les cristaux d’hydroxyapatite
pendant les étapes actives de la minéralisation, pour émettre de facon temporaire des
rayonnements détectés et cartographiés par un tomographe a émission de positons. Comme
déja décrit dans la littérature, la ¥F-NaF UTEP s’est en effet révélée applicable aux souris
ApoE7-3%1 et a permis de fournir des informations complémentaires par rapport au uCT32,

Comme indiqué dans la figure Fig.57, A, les deux premieres images représentent le uTEP a
19 et 25 semaines alors que la derniere image représente le WTEP combiné au uCT a 34
semaines. Cette approche permet par superposition des deux modalités d’imagerie d’évaluer
directement la localisation des calcifications dans |'aorte, pour de meilleures études
morphologiques et localisations anatomiques. La comparaison des deux types d’images met
en évidence la présence des calcifications (cercles blancs Fig.57, A) au niveau de l'arche
aortique. Il reste néanmoins difficile de visualiser plus précisément chez la souris la localisation
des calcifications, en partie a cause du signal important di a I'accumulation de '8F-NaF dans
le squelette axial en particulier.

Les résultats obtenus par uCT permettent, a I'aide du logiciel INVEON research Workplace
(Siemens) de calculer le volume correspondant au signal enregistré. Ces données montrent
I’évolution du volume calcique dans les plaques qui devient détectable a la semaine 25, puis
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s’intensifie progressivement jusqu’a la semaine 34 (Fig.57, B). Ces données suggerent que le
dépot de calcium commence précocement et s’accumule ensuite au cours du temps. Les
résultats quantitatifs obtenus par uTEP montrent une évolution différente. La uTEP ne détecte
aucun signal du 8F-NaF entre 19 et 25 semaines, puis le signal augmente de facon trés
importante entre 25 et 31 semaines pour finir par ne plus croitre dans plus d’une souris sur 2
entre 31 et 34 semaines (Fig.57, C). Ces données suggerent que, méme si I'activité de la
calcification augmente rapidement dans les stades précoces, elle ne progresse plus dans les
stades tardifs bien qu’elle reste toujours présente. Par contre, le volume des calcifications
augmente tout au long de I'étude, ce qui confirme logiqguement la quantification histologique
gue nous avons obtenue précédemment concernant la surface moyenne des calcifications
(Fig.56, B).
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Figure 57 : (A) Imagerie in-vivo des calcifications aortiques (cercles blancs indiqués par des
fléches blanches) par *F-NaF uPET chez des souris ApoE”- de 19 et 25 semaines et par *éF-
NaF uPET/uCT chez des souris ApoE”- de 34 semaines. (B) Quantification aprés imagerie in-
vivo par uCT (n = 5 souris indépendantes, représentées par des couleurs différentes). (C)
Quantification aprés imagerie in-vivo par uPET (n = 5 souris indépendantes, représentées par
des couleurs différentes). CT : tomodensitométrie ; PET = TEP : tomographie par émission de
positons.
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4. Détection ex-vivo de la TNAP chez les souris CT et ApoE"/

Nous avons cherché dans un premier temps a détecter I'activité enzymatique de la TNAP
dans les coupes d’arche aortique des souris CT et des souris ApoE” par la coloration au
BCIP/NBT. L’activité TNAP apparait a la semaine 17 chez les souris ApoE”", alors que cette
activité est complétement absente chez les souris CT dépourvues de plaques. L'étendue de
I'activité TNAP, qui n’est visible qu’a l'intérieur des plaques, ainsi que lintensité de la
coloration augmentent au cours du temps entre 17 et 29 semaines (Fig.58).
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Figure 58 : Coloration histologique de l'activité TNAP dans les plaques aprés réaction au
BCIP/NBT des coupes d’arche aortique des souris CT et des souris ApoE” de la cohorte 1 (ex-
vivo) de 17 a 29 semaines. Les zones positives sont encadrées en noir (images 2,5 x) et
montrées a plus fort grossissement au-dessous (10 x). S : semaine.

Il est intéressant de constater que I'activité TNAP est tout d’abord détectée dans I'arche
aortique, de fagon tres locale a la semaine 17, puis qu’ensuite, a partir de la semaine 21, de
nombreuses zones d’activité positive apparaissent aussi dans les artéres brachiocéphaliques
et carotides, et gagent en surface au cours du temps.

5. Comparaison des localisations de la TNAP et des calcifications

Nous avons comparé les colorations de la TNAP aux colorations des calcifications avec
I’osteosense. Nous pouvons remarquer que sur des coupes d’arche de souris ApoE7- agées de
17 a 19 semaines I'activité TNAP est mise en évidence dans la partie de la crosse aortique alors
gu’aucune calcification n’est détectée (Fig.59). Ces données suggerent que, dans les plaques
athéroscléreuses, la TNAP précéde les calcifications.
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Figure 59 : Comparaison histologique des calcifications et de I’activité TNAP apres coloration
a I’0S (a gauche) et au BCIP/NBT (a droite) de coupes d’arche aortique des souris ApoE” a 17
et 19 semaines. Les zones négatives a I'OS et positives au BCIP/NBT sont encerclées en blanc
(images 10 x).

Nous avons aussi remarqué que lorsque les calcifications sont détectées, elles sont toujours
associées a l'activité TNAP (Fig.60), que ce soit dans la crosse aortique ou dans les artéres
brachiocéphaliques et carotides, ou elles apparaissent plus tardivement. Nous pouvons donc
conclure que la TNAP apparait plus précocement que les calcifications, auxquelles elle est
ensuite toujours associée dans les plaques athéroscléreuses des souris ApoE™".
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Figure 60 : Comparaison histologique des calcifications et de I’activité TNAP aprées coloration
a I’0S (en haut) et au BCIP/NBT (en bas) des coupes d’arche aortique des souris Apo E7"a 21
semaines. Les fleches blanches et noires pointent les zones positives a I'OS et au BCIP/NBT
respectivement (images 2,5 et 10 x).

Il est donc vraisemblable que la TNAP localement présente dans les tissus vasculaires de |a
paroi aortique soit responsable de la formation des calcifications.
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6. Dosage de la TNAP sérique

Pour poursuivre |I'étude du réle de la TNAP dans la formation des calcifications, nous avons
également réalisé un dosage de I'activité enzymatique de la TNAP sérique.

Nous n’avons observé aucune variation significative de I'activité TNAP dans le sérum des
souris traitées et agées de 17 a 31 semaines (Fig.61), autrement dit I'activité de la TNAP
circulante reste constante au cours du temps.
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Figure 61 : Dosage de I'activité enzymatique de la TNAP sérique des souris ApoE”"entre 17
et 31 semaines. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type. L'analyse
statistique est réalisée a I'aide du test ANOVA.

L’'ensemble de ces données nous a permis de conclure que seule la TNAP locale contribue
vraisemblablement a la calcification des plaques des souris ApoE”" et que la TNAP circulante
ne semble pas impliquée.

7. Expression génique de la TNAP et de Runx2 dans les aortes
abdominales

Apres avoir validé la chronologie d’apparition de la TNAP et des calcifications au cours du
temps dans les coupes d’arche aortique des souris ApoE”", nous avons complété ces résultats
par la mesure de I'expression génique d’Alpl (gene codant pour la TNAP) et de Runx2 (facteur
de transcription qui contréle I'expression de la TNAP) dans les aortes abdominales des souris
ApoE”-. l'expression génique d’Alp/ montre une augmentation sous forme de deux pics
significatifs mis en évidence aux semaines 19 et 27 (Fig.62, A). Les résultats obtenus pour
Runx2 montrent a peu pres le méme profil d’expression que celui de Alpl, un premier pic a la
semaine 19 suivi d’un second pic a la semaine 27 (Fig.62, B).
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Figure 62 : Expression génique d’Alpl (A) et Runx2 (B) dans I'aorte abdominale des souris
ApoE’ [(n =5 24517, type. Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.
Corrélation entre les niveaux d’expression d’Alpl et de Runx2 de 17 a 31 semaines (C). Les
corrélations sont calculées a I'aide du test de corrélation de Pearson’s.S27 et S29; n=6 a S19,
S21, 523, S25 et S31)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes * écart.

Suite a la similarité dans I’expression de ces deux genes, nous avons cherché s’il existe une
corrélation entre eux. Nous avons mesuré le coefficient de corrélation (R) qui représente la
relation linéaire entre ces deux variables, et calculé le niveau de significativité (p) pour chaque
corrélation, puisqu’il est une information essentielle quant a la fiabilité de la corrélation
étudiée.

Nous avons obtenu un coefficient de corrélation R égal a 0,86 et une valeur de p égale a
4,4 10** ce qui représente une forte corrélation positive entre les niveaux d’expression de
Alpl et ceux de Runx2, exprimés des la semaine 17 jusqu’a la semaine 31 (Fig.62, C). Ces
données suggerent que la TNAP présente dans les plaques est probablement exprimée par
des cellules de type ostéochondrocytaire, qui pourraient étre des CML trans-différenciées.

111



Résultats Partie A : in-vivo

8. Progression des calcifications ex-vivo et meétaplasie
cartilagineuse

8.1. Détection de la matrice cartilagineuse

Comme rappelé dans l'introduction bibliographique, la calcification des plaques dans le
modéle de souris ApoE”/" se développe grdce a un processus mimant |'ossification
endochondrale?’>. Dans le but de mieux analyser I'implication de la métaplasie cartilagineuse
dans la calcification des plaques chez les souris ApoE”, nous avons utilisé le bleu alcian comme
méthode de visualisation de la formation de la matrice cartilagineuse. La figure 63 présente
I’étendue de la matrice cartilagineuse dans les arches aortiques des souris ApoE ",
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Figure 63 : Comparaison de la localisation des zones de calcification (fleches blanches, A) et
des zones cartilagineuses colorées au bleu alcian (fleches noires, B) dans les arches aortiques
des souris ApoE”- de 25 et 31 semaines.

Les zones positives au bleu alcian, correspondant a la présence de cartilage, sont
logiguement plus étendues dans les stades tardifs (semaine 31) que dans les stades précoces
(semaine 25). La comparaison des zones cartilagineuses avec les zones calcifiées (colorées en
rouge par 0S), montre que les deux sont superposées a la fois dans les stades précoces
(semaine 25) et dans les stades tardifs (semaine 31) (Fig. 63). Ces analyses suggéerent que les
calcifications progressent dans la métaplasie cartilagineuse.
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8.2. Expression génique de Bmp2, Sox9 et Acan dans les aortes
abdominales

En vue de confirmer que les calcifications progressent effectivement dans la métaplasie
cartilagineuse, nous avons mesuré par qPCR l'expression de Bmp2 (puissant facteur
ostéogénique nécessaire a la formation osseuse), Sox9 et Acan (facteurs de la différenciation
chondrocytaire, Sox9 est le facteur de transcription qui contréle Acan) dans les aortes
abdominales des souris ApoE”". Les niveaux d’expression des ARNm de ces trois facteurs
montrent des profils d’expression similaires mais avec quelques petites variations. Le graphe
présentant I'expression de Bmp2 montre une augmentation globale de I'expression de ce
facteur ostéogénique au cours du temps, avec un pic a la semaine 19 (détection des premieres
calcifications), et une augmentation significative lors des semaines 29 et 31 (Fig.64).
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Figure 64 : Expression génique de Bmp-2 dans "aorte abdominale des souris ApoE”"(n = 5 a
S17,S527 et S29; n=6aS19, S21, S23, S25 et S31). Les résultats sont présentés sous forme de
moyennes * écart-type. Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

L'analyse de l'expression de Acan montre a peu prés le méme profil, avec une
augmentation significative de I'expression a la semaine 19 suivie d’une autre entre les
semaines 27 et 29 (Fig.65). Le profil d’expression de Sox9 au cours du temps est légérement
différent puisqu’il met en évidence un seul pic centré a la semaine 29.
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Figure 65 : Expression génique de Sox9 et Acan dans I'aorte abdominale des souris ApoE/
[(n=5aS17,527 et S29; n =6 a S19, S21, S23, S25 et S31)]. Les résultats sont présentés sous
forme de moyennes + écart-type. Les analyses statistiques sont faites par un test-t de Student.
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L’ensemble de ces résultats nous permet de montrer que les calcifications progressent dans
la métaplasie cartilagineuse en association avec |I'augmentation des expressions de Bmp2,
Sox9 et Acan. Fait intéressant, le ralentissement de |'activité des calcifications a la semaine 31
mis en évidence in-vivo (Fig.57, C) est associé a une diminution de I'expression des marqueurs
chondrocytaires aprés la semaine 29.

9. Progression des calcifications ex-vivo et plaques lipidiques

Les coupes d’arche aortique des souris ApoE”~ ont été colorées a I’Oil Red O (Fig.54) afin de
suivre exactement la localisation des lipides dans les plaques et de la comparer a la localisation
des calcifications et de la matrice cartilagineuse (Fig.66).

Nous avons pu constater que, dans les stades précoces (semaine 25), les premiéres
calcifications se développent a proximité des cceurs lipidiques alors que, dans les stades tardifs
(semaine 31), elles progressent dans une métaplasie cartilagineuse (mise en évidence par
coloration bleu alcian). Nous avons aussi remarqué que, lorsque I'arche aortique devient
complétement calcifiée, méme aux temps relativement précoces, la plaque calcifiée est
entierement cartilagineuse avec une absence totale de cceur lipidique (Fig.66). Les noyaux
lipidigues diminuent avec le temps et sont probablement remplacés par des zones
cartilagineuses calcifiées avancées.
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Figure 66 : Analyse histologique des calcifications apres coloration OS (fleches blanches) du
cartilage aprés coloration bleu alcian (fléches noires) et des lipides apres coloration Oil Red O
(fleches rouges) des coupes d’arche aortique avec des plaques partiellement (A) et totalement
calcifiées (B) des souris ApoE”~ de 25 semaines.
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10. Calcifications et inflammation ex-vivo

10.1. Expression génique des marqueurs inflammatoires dans les aortes
abdominales

Comme indiqué dans la partie introduction, il est connu que I'inflammation joue un role
important dans l'initiation et la progression de la plaque athéroscléreuse. Afin de chercher
I'implication de l'inflammation dans notre modéle d’étude, nous avons suivi par qPCR
I'expression des marqueurs inflammatoires, tels qu’ll-183, ll-6 et Tnf-a, dans l'aorte
abdominale des souris ApoE”". Les niveaux des transcrits de ces trois marqueurs montrent a
peu pres le méme profil d’expression, a savoir une évolution sous forme de vagues. La
premiere vague est située entre les semaines 17 a 23 avec une augmentation significative a la
semaine 21. La deuxiéeme vague a lieu entre 23 et 29 semaines avec une augmentation
significative a la semaine 27 supérieure 3 celle de la 1¢" vague (Fig.67). Le premier pic, observé
a la semaine 21, est compatible avec I’hypothese que les calcifications, qui sont détectables
des la semaine 19, sont strictement corrélées a I'inflammation.
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Figure 67 : Expression génique d’ll-1p, II-6 et Tnf-a dans [‘aorte abdominale des souris
ApoE”/ [(n=53a517,527 et S29; n=63a519, 521, 523, S25 et S31)]. Les résultats sont présentés
sous forme de moyennes * écart-type. Les analyses statistiques sont réalisées a |'aide du test-
t de Student.

10.2. Détection des macrophages dans les plaques athéroscléreuses

Il est admis selon la littérature que les microcalcifications peuvent déstabiliser les plaques
par des mécanismes pro-inflammatoires. Nous avons également réalisé |la détection de CD68
qui constitue un marqueur fiable des macrophages, et qui permet donc de suivre
gualitativement l'inflammation dans les plaques. Nous avons pu montrer que, dans les
plaques avancées (semaine 31), les petites calcifications débutantes se trouvent dans des
plagues enrichies en macrophages positifs pour CD68 (zone colorée en brun), alors que les
régions cartilagineuses calcifiées avancées sont systématiqguement dépourvues de
macrophages (Fig.68).
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Figure 68 : Analyse histologique des calcifications précoces et tardives aprés coloration OS
(fleches blanches, images 10 x, au-dessus), comparés aux zones inflammatoires aprés
immunodétection de CD68 (fleches noires, images 10 x, au-dessous) dans les arches aortiques
des souris ApoE”- de 31 semaines.

Ces résultats signifient que les plaques les plus calcifiées ne sont pas les plus pro-
inflammatoires, ce qui suggere que I'inflammation stimule les calcifications et pas l'inverse.

11. Lien entre inflammation et différenciation ostéochondrocytaire

En nous basant sur les résultats obtenus par gPCR montrant I'expression des marqueurs
pro-inflammatoires, tels qu’ll-18, II-6 et Tnf-a d’une part, et ostéochondrocytaires tels que
Runx2 et Sox9 d’autre part, au cours du temps, nous avons cherché les relations entre
I'inflammation et la trans-différenciation ostéochondrocytaire. Nous avons, comme
précédemment, mesuré le coefficient de corrélation (R) et calculé le niveau de significativité
(p) pour chaque corrélation.

11.1. Corrélation entre IL-1, Sox9 et Runx2

Les coefficients de corrélation calculés pour les semaines 17 a 21, entre les valeurs
d’expression d’ll-1 f et Sox9, d’'une part, et d’/l-1 f et Runx2, d’autre part, sont R = 0,52 avec
p =0,03 et R=0,58 avec p = 0,01, respectivement (Fig.69).
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Figure 69 : Corrélations entre les niveaux d’expression d’ll-1f et Sox9 ou Runx2 entre 17 et
21 semaines (calcifications précoces, n = 17 souris) et 27 et 31 semaines (calcifications
avancées, n = 16 souris). Les corrélations sont calculées a I'aide du test de corrélation de

Pearson’s.

Ces données montrent une forte corrélation positive entre IL1- et I'un ou I'autre des
marqueurs ostéochondrocytaires a des temps précoces. Les coefficients de corrélation
calculés pour les semaines 27 a 31, entre les valeurs d’expression d’/l-1 f et Sox9, d’une part,
et d’ll-1 f et Runx2, d’autre part, sont R = 0,11 avec p= 0,67 et R = 0,09 avec p = 0,72,
respectivement. Contrairement aux résultats obtenus pour les temps précoces, ces données
ne montrent pas de corrélation a des temps tardifs (Fig.69).

11.2. Corrélation entre //-6, Sox9 et Runx2

De méme, les coefficients de corrélation mesurés pour les semaines 17 a 21, entre les
valeurs d’expression d’/l-6 et Sox9, d’une part, et d’/l-6 et Runx2, d’autre part, sont R = 0,66
avec p = 0,004 et R = 0,44 avec p = 0,07 ; respectivement. Ces données montrent une forte
corrélation positive entre /-6 et Sox9, a des temps précoces et une faible corrélation positive
non-significative entre IL-6 et Runx2. Les coefficients de corrélation mesurés pour les
semaines 27 a 31, entre les valeurs d’expression d’/l-6 et Sox9, d’une part, et d’/l-6 et Runx2,
d’autre part, sont R = 0,06 avec p= 0,82 et R = 0,19 avec p = 0,47, respectivement. Ces
dernieres données montrent qu’il n’existe pas de corrélation entre ces valeurs entre ces

différentes variables a des temps tardifs (Fig.70).
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Figure 70 : Corrélations entre les niveaux d’expression d’ll-6 et Sox9 ou Runx2 entre 17 et 21

semaines (calcifications précoces, n = 17 souris) et 27 et 31 semaines (calcifications avancées,
n = 16 souris). Les corrélations sont calculées a I'aide du test de corrélation de Pearson’s.

11.3. Corrélation entre Tnf-a, Sox9 et Runx2

Enfin, les coefficients de corrélation mesurés pour les semaines 17 a 21, entre les valeurs

d’expression de Tnf-a et Sox9, d’une part, et de Tnf-a et Runx2, d’autre part, sont R = 0,51
avec p =0,04 et R=0,67 avec p = 0,003, respectivement (Fig.71).
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Figure 71 : Corrélations entre les niveaux d’expression de Tnf-a, Sox9 et Runx2 entre 17 et 21

semaines (calcifications précoces, n = 17 souris) et 27 et 31 semaines (calcifications avancées,
n = 16 souris). Les corrélations sont calculées a I'aide du test de corrélation de Pearson’s.
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Ces données montrent une forte corrélation positive entre IL-6 et I'un ou l'autre des
marqueurs ostéochondrocytaires a des temps précoces. Les coefficients de corrélation
mesurés pour les semaines 27 a 31, entre les valeurs d’expression de Tnf-a et Sox9, d’une part,
et de Tnf-a et Runx2, d’autre part, sont R = 0,23 avec p = 0,38 et R = 0,21 avec p = 0,42,
respectivement. Ces données montrent une faible corrélation positive, non significative, entre
ces différentes variables a des temps tardifs (Fig.71).

L’'ensemble de ces données montre qu’il existe une corrélation entre I'inflammation et la
trans-différenciation ostéochondrocytaire, tout au moins a des temps précoces. Il est donc
possible que l'inflammation stimule la trans-différenciation ostéochondrocytaire dans les
premiers stades du développement des calcifications des plaques athéroscléreuses, puis
devienne sans effets sur ce processus cellulaire a des stades plus avancés.

Il. Traitement des souris ApoE”- avec I'inhibiteur de la TNAP

Apres avoir validé la présence de la TNAP dans les plaques athéroscléreuses, nous avons
plus précisément étudié son réle dans la calcification des plaques chez les souris ApoE™". Il faut
rappeler qu’il n’existe pas aujourd’hui de thérapie permettant de freiner significativement le
développement des calcifications vasculaires, donc des études d’inhibition de la TNAP pourrait
permettre d’identifier une cible thérapeutique potentielle.

1. Mise au point du modele d’étude

Dans le but d’établir le réle fonctionnel de la TNAP dans les plaques athéroscléreuses, nous
avons inhibé la TNAP chez les souris ApoE 7" par administration orale d’un inhibiteur spécifique
de la phosphatase alcaline nouvellement développé, le SBI-425 (SBI).

1.1. Validation de l'inhibition de la TNAP par le SBI chez des souris C57BL/6

Dans un premier temps et afin de valider I'efficacité de cet inhibiteur une fois incorporé
dans la nourriture et administré par voie orale, nous avons tout d’abord étudié son effet sur
deux groupes de souris males C57BL/6 agées de 7 semaines, divisées en un groupe de 6 souris
(CT) nourries a volonté avec un régime riche en gras et un deuxieme groupe de 6 souris (SBI)
nourries a volonté avec le méme régime riche en gras contenant le SBI, pendant 2 jours. Aprés
ponction sanguine et euthanasie des animaux, nous avons réalisé un dosage de I'activité
enzymatique de la TNAP circulante. Les valeurs d’activité spécifique de la TNAP sont 0,357 +
0,072 nmol/min/mg pour les souris CT et de 0,061 + 0,011 nmol/min/mg pour les souris
traitées oralement par le SBI pendant 2 jours. La forte, et significative, inhibition mesurée (83
%) permet de valider I'efficacité du SBI administré par voie orale sur I'activité enzymatique de
la TNAP circulante (Fig.72).
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Figure 72 : Dosage de I’activité enzymatique de la TNAP dans le plasma des souris C57BL/6
contrdles (CT) et des souris C57BL/6 traitées avec le SBI (SBI). [(n = 5 souris CT et n = 4 souris
SBI)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + SEM. Les analyses statistiques
sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

1.2. Suivi du poids corporel des souris ApoE™-

En nous basant sur les résultats obtenus dans la partie A, nous avons choisi d’inhiber la
TNAP & partir de la semaine 10, jusqu’a la semaine 25 (n = 26 souris ApoE”" : 13 souris CT et
13 souris SBI, cohorte 3), caractérisée par des calcifications précoces, ainsi que de la semaine
10 a la semaine 31 (n = 26 souris ApoE”" : 13 souris CT et 13 souris SBI, cohorte 4), caractérisée
par des calcifications tardives.

Tout le long de la période expérimentale, nous avons suivi le poids corporel des souris CT
et des souris SBI dans les cohortes 3 et 4. Le traitement des souris avec le SBI jusqu’a la
semaine 31 ne montre aucun effet significatif sur la prise de poids ou bien la mortalité par
rapport aux souris CT (Fig.73). Nous avons constaté que parmi les 26 souris CT, 3 souris sont
mortes entre les semaines 20 et 26 et parmi les 26 souris SBI, 5 sont mortes entre les semaines
17 et 27. Nous avons remarqué que plusieurs souris SBI souffrent de démangeaisons a partir
de la semaine 12. Nous avions déja constaté que les souris ApoE” souffraient de
démangeaisons 4 semaines apres le début du régime riche en gras. Il semble que les souris
traitées en plus par le SBI développent ces démangeaisons de maniére plus précoce.
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Figure 73 : Evolution du poids corporel des souris CT et SBI en fonction de I’dge.
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + SEM.
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1.3. Dosage de la TNAP sérique des souris ApoE™-

A l'issue des deux périodes d’inhibition de la TNAP par le SBI, nous avons dosé |'activité de
la TNAP dans le sérum des souris des 2 groupes sacrifiés a la semaine 25 et a la semaine 31
(Fig.74).
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Figure 74 : Dosage de l'activité enzymatique de la TNAP dans le sérum des souris CT et des
souris SBI a 25 semaines (A) et 31 semaines (B). [(n = 11 souris CT et n = 8 souris SBl a 25
semaines ; n = 7 souris CT et n = 7 souris SBI a 31 semaines)]. Les résultats sont présentés sous
forme de moyennes + écart-type. Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de
Student.

Les activités spécifiques de la TNAP sont égales a 0,751 + 0,105 mol/min/mg pour les souris
CT, eta 0,519 £ 0,112 mol/min/mg pour les souris SBI. Ces valeurs indiquent une inhibition de
31 % a la semaine 25, apres 10 semaines de régime. A la semaine 31, apres 21 semaines de
traitement, les activités spécifiques de la TNAP sont de 0,499 + 0,099 et 0,337 + 0,064
mol/min/mg pour les souris CT et SBI, respectivement. L'inhibition de la TNAP dans ces
conditions est de 32,5 %. Il est important de noter que les valeurs montrent une grande
hétérogénéité d’une souris a I'autre. De plus, la différence des valeurs d’inhibition observées
entre les groupes de souris C57BL/6 (paragraphe 5.1.1.) et les cohortes 3 et 4 de souris
ApoE” provient vraisemblablement du fait que les souris C57BL/6 n’ont pas été mises a jeun
la veille du sacrifice, contrairement aux souris des cohortes 3 et 4, et donc que I'absorption de
SBI datait d’au moins 12 heures chez ces souris

Néanmoins, I'activité enzymatique spécifique de la TNAP sérique montre une diminution
en présence de SBI (Fig.74). Ces valeurs valident donc I'efficacité du SBI dans le modele de

souris ApoE"".
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1.4. Inhibition de la TNAP et architecture osseuse

Nous avons établi une collaboration avec le laboratoire (LYOS - INSERM U1033, Faculté de
Médecine Lyon Est, Lyon, France) pour réaliser des analyses osseuses dans le but de faire le
point sur I'effet de I'inhibition globale de la TNAP sur 'architecture osseuse. Les résultats
obtenus montrent que la fraction volumique des fémurs (ou fraction de volume osseux
trabéculaire BV/TV), le nombre de travées (Tb Number) et I'épaisseur des travées (Tb
Thickness) ne changent pas dans le groupe des souris SBI par rapport aux souris CT a la
semaine 31 (Fig.75, A). De méme, concernant I’os cortical, son épaisseur (Cort Th) ainsi que sa
densité minérale osseuse (BMD) ne varient pas a 31 semaines (Fig.75, B). L'ensemble de ces
valeurs suggére que I'inhibition de la TNAP par le SBI n’a pas d’effet sur I'architecture osseuse,
et ce en tout cas pour des souris traitées pendant 21 semaines. Ce résultat pourrait s’expliquer
du fait que la croissance osseuse des souris de plus de 10 semaines est majoritairement
achevée et que le remodelage est relativement lent.
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Figure 75 : Paramétres d’architecture osseuse des fémurs et tibias déterminés a 31 semaines
chez les souris CT et SBI de la cohorte 4 (in-vivo). [(n=7 par groupe)]. Les résultats sont
présentés sous forme de moyennes * écart-type. Les analyses statistiques sont réalisées a
I'aide du test-t de Student. BMD = DMO : densité minérale osseuse ; BV : volume osseux ; TV :
volume total.
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2. Inhibition de la TNAP et détection des calcifications

2.1. Détection des calcifications in-vivo

Nous avons utilisé les méthodes d’analyse décrites dans la partie A afin d’étudier I'effet de
I'inhibition de la TNAP sur la formation des calcifications dans les plaques athéroscléreuses
des souris ApoE”.

Dans un premier temps, nous avons déterminé in-vivo, par uCT et UTEP, I'effet du SBI sur
la formation des calcifications. D’'une part, le volume des calcifications, déterminé grace aux
images obtenues par YUCT, montre clairement que 6 parmi les 11 souris CT présente des
calcifications, alors qu’aucun signal n’est détecté chez les 12 souris SBI a la semaine 25 (Fig.76,
A). Par contre, lors d’un traitement plus long, jusqu’a la semaine 31, les calcifications sont
visibles chez les souris CT et SBI, avec des volumes statistiquement non différents (Fig.76, A).
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Figure 76 : Quantification in-vivo du volume de calcification mesuré par uCT (A) et de
lactivité de calcification mesurée par uTEP (B) dans les aortes des souris de la cohorte 4 (in-
vivo). [(n = 11 souris CT et n = 12 souris SBI a 25 semaines ; n = 7 souris CT et n = 5 souris SBl a
31 semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes * écart-type. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test de Mann-Whitney. CT : tomodensitométrie ; TEP :
tomographie par émission de positons. ns : non significatif.

D’autre part, les mesures d’intensité des signaux obtenus par pUPET, a la semaine 25,
montrent I'absence de signal, donc de calcification active, pour les souris SBI alors que les
souris CT présentent un signal d’incorporation du ¥F-NaF. Puis, comme observé par uCT, des
signaux UPET sont détectés a la fois chez les souris CT et les souris SBI a la semaine 31,
d’intensités statistiquement non différentes. (Fig.76, B).

Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que l'inhibition de la TNAP a court terme,
pendant 15 semaines prévient complétement la formation des calcifications précoces puis,
gue I'inhibition de la TNAP a long terme, pendant 21 semaines, ne permet plus d’empécher la
formation des calcifications. L'effet du SBI semble se limiter a ralentir la survenue des
calcifications sans permettre de les inhiber totalement.
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2.2. Détection des calcifications ex-vivo

Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé |'osteosense afin de détecter plus
précisément, et de caractériser ex-vivo, les calcifications dans les coupes d’arche aortique des
souris CT et SBI (Fig.77, A), cette méthode étant considérée comme plus sensible que les
méthodes utilisées in-vivo (voir partie A). Comme précédemment, dans le but de confirmer
les observations qualitatives, nous avons déterminé le nombre de calcifications observées

dans les artéeres des souris CT et SBI.
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Figure 77 : (A) Analyses histologiques de la calcification aprés coloration OS des coupes
d’arche aortique des souris CT et SBl a 25 et 31 semaines. Les zones positives a I’'OS
comparées aux zones négatives a I'OS sont encerclées en blanc. (B) Quantification
histologique du nombre de calcifications dans les coupes d’arche aortique des souris CT et
SBI dans la cohorte 3 (ex-vivo). [(n = 13 souris CT et n = 13 souris SBl a 25 semaines; n = 8
souris CT et n = 8 souris SBl a 31 semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de
moyennes + écart-type. Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

Les valeurs calculées a partir des colorations des coupes d’arche aortique a la semaine 25
montrent que I'ensemble des 13 souris CT présentent des calcifications alors que, parmi les
13 souris SBI, seules 9 souris ont développé des calcifications. Nous avons mesuré entre 1 et
4 calcifications par coupe d’arche aortique de souris CT et seulement entre 0 et 3 pour les
souris SBI, a la semaine 25 (Fig.77, B). Cette diminution significative en présence de SBI est
également observée a la semaine 31, avec entre 2 et 6 calcifications pour les souris CT et entre
0 et 3 pour les souris SBI. Le nombre des calcifications précoces (semaine 25) ainsi que des
calcifications tardives (semaine 31) est donc moindre chez les souris SBI par rapport aux souris
CT (Fig.77, B).
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En complément des résultats mettant en évidence le nombre de calcifications apres
traitement a court et a long termes (Fig.77), nous avons, comme précédemment, quantifié par
Image J la surface moyenne de ces calcifications. La surface moyenne des calcifications
observées dans les coupes d’arche aortique de souris CT a 25 semaines est du méme ordre de
grandeur que celle observée dans la cohorte 1 (partie A, Fig.56, B).
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Figure 78 : Quantification histologique de la surface moyenne des calcifications dans les
coupes d’arche aortique des souris™ CT et SBI positives a I’OS (nombre de calcifications non
nul). [(n = 13 souris CT et n = 9 souris SBl a 25 semaines ; n = 8 souris CT et n = 7 souris SBl a 31
semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes * écart-type. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

Nous avons mesuré une augmentation significative, d’'un facteur 2, de la surface moyenne
des calcifications chez les souris SBI traitées a court et long termes par rapport aux souris
contréles (Semaines 25 et 31), ce qui est I'inverse de la réduction significative du nombre de
calcifications observée précédemment chez les souris SBI agées de 25 et 31 semaines (Fig.78).
Ces résultats semblent signifier que des microcalcifications ont pu se former malgré la
présence du SBI et que ces quelques calcifications voient ensuite leur taille augmenter de

facon importante.

3. Expression génique de I’Opn dans les aortes abdominales en
réponse a l'inhibition

Comme décrit dans la littérature, la TNAP peut déphosphoryler des protéines in-vivo. Parmi
ces protéines, I'Opn est la premiére qui a été suggérée comme étant un substrat de la TNAP.
L'Opn est une glycoprotéine hautement phosphorylée exprimée dans plusieurs types
cellulaires, comme par exemple les ostéoblastes et les ostéoclastes, et exercant plusieurs
fonctions : elle peut agir comme une cytokine inflammatoire, un inhibiteur inductible de la
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calcification ectopique et un promoteur de la régression de la calcification ectopique. Par
gPCR, nous avons mesuré son expression dans les aortes a 25 et 31 semaines. Nous avons
observé une réduction significative de I'expression relative de Opn a la semaine 25 chez les
souris SBI par rapport aux souris CT. Inversement, les résultats obtenus a la semaine 31
montrent une augmentation significative de |'expression de Opn chez les souris SBI par
rapport aux souris CT (Fig.79).

Ces résultats laissent a penser que l'inhibition de la TNAP entraine une diminution de
I’expression de Opn, par inhibition de la formation des calcifications et en conséquence
diminution de la formation de Opn qui devient moins nécessaire dans ces conditions.

Linhibition de la TNAP a plus long terme, 31 semaines, ne permet pas de maintenir la
diminution de l'expression de Opn, puisque, au contraire, une augmentation de son
expression est observée. Ce résultat est sans doute lié a 'augmentation de la surface des
calcifications observée précédemment (Fig.78). La surface croissante des microcalcifications
qui peuvent quand se former méme en présence de SBI, conduit a l'augmentation de
I’expression de Opn afin de contrecarrer cet accroissement.
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Figure 79 : Expression génique de I’Opn dans I'aorte abdominale des souris CT et SBI. [(n =
13 souris CT et n = 13 souris SBI a 25 semaines ; n = 8 souris CT et n = 8 souris SBl a 31
semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

4. Inhibition de la TNAP et inflammation locale

Selon la littérature, la TNAP est présente dans le sang, ancrée a la membrane de
neutrophiles qui sont souvent les premiéres cellules recrutées dans les plaques
athéroscléreuses et responsables de la stimulation de I'inflammation. Nous avons montré
précédemment que le développement de la maladie dans les souris ApoE”" s’accompagnait
de vagues d’inflammation (paragraphe 10). D’autre part, des travaux de I'équipe ont permis
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de souligner la participation probable de la TNAP dans les réactions inflammatoires. Nous
avons donc recherché les conséquences, sans doute plus complexes que le ralentissement de
la formation des calcifications, de I'inhibition de la TNAP dans I'inflammation observée.

Afin de vérifier I'impact de I'inhibiteur de la TNAP sur l'inflammation locale, nous avons
mesuré, par qPCR, I'expression de marqueurs pro-inflammatoires tels que Cd68, Il-6 et II-8.
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Figure 80 : Expression génique de Cd68, II-8 et II-6 dans I'aorte abdominale des souris CT et
SBI. [(n = 13 souris CT et n = 13 souris SBI a 25 semaines ; n = 8 souris CT et n = 8 souris SBl a
31semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

L'expression de Cd68 a la semaine 25 est significativement plus faible (1,5 x) chez les souris
SBI que chez les souris CT. Par contre, a la semaine 31, I'expression de ce marqueur augmente
significativement (1,5 x) chez les souris SBI par rapport aux souris CT. Les niveaux d’expression
d’/l-8 montrent les mémes variations, respectivement 1,8 x plus faible a la semaine 25 et 3 x
plus élevé a la semaine 31, alors que les résultats obtenus pour I'expression d’/[-6 montrent
une diminution significative a la semaine 25 (2 x) chez les souris SBI par rapport aux souris CT,
mais aucune différence significative a la semaine 31 (Fig.80). L'ensemble de ces résultats
signifie que l'inflammation est réduite lors du traitement des souris par le SBI, uniquement
dans les stades précoces, lors de la formation des premiéres calcifications, alors qu’elle est
stimulée dans les stades plus tardifs.

Ceci suggére que l'inhibition de la TNAP peut diminuer la calcification des plaques a 25
semaines, en partie en diminuant I'inflammation de la plaque, puis dans un effet a long terme
jusqu’a 31 semaines, augmenter la surface moyenne des calcifications des plagues, au moins
en partie en augmentant I'inflammation de la plaque.
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5. Inhibition de la TNAP et inflammation systémique

La TNAP peut également étre présente sous forme soluble dans le sang. Nous avons
cherché a étudier si l'inhibition de la TNAP peut, non seulement avoir des effets sur
I'inflammation locale, mais également sur l'inflammation systémique dans le contexte
athérosclérotique. Nous avons dosé par ELISA des marqueurs inflammatoires tels que
I’haptoglobine et I'll-6 dans le sérum des souris SBI et CT.

Nous avons observé que les concentrations sériques d’IL-6 présentées dans la figure 83
sont de 121 + 114 pg.mL? dans le sérum des souris CT, et de 64 + 49 pg.mL™ dans le sérum
des souris SBI, soit une diminution de 47 % a la semaine 25. Les concentrations sont plus
élevées a la semaine 31, respectivement 159+ 213 pg.mL? et 74 + 91 pg.mL'dans le sérum
des souris CT et SBI, mais présentent aussi une baisse chez les souris traitées par I'inhibiteur
de la TNAP. Nous avons remarqué les mémes tendances a la baisse pour I’haptoglobine, autre
marqueur d’'inflammation systémique chez la souris dosée par ELISA, chez les souris SBI par
rapport aux souris CT que ce soit a la semaine 25 ou a la semaine 31 (Fig.81).
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Figure 81 : Dosage d’ll-6 (A) et d’haptoglobine (B) dans le sérum des souris CT et SBI. [(n = 12
souris CT et n = 10 souris SBIl a 25 semaines ; n = 7 souris CT et n = 7 souris SBl a 31 semaines)].
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type. Les analyses statistiques
sont réalisées a 'aide du test de Mann-Whitney.

Cependant, ces résultats mettent également en évidence une grande variabilité des
niveaux d’inflammation systémique révélés par I'lL-6 ou par I’haptoglobine.

Au vu de cette hétérogénéité, il semble probable que le SBI n’a pas, ou peu, d’effet sur
I'inflammation systémique. Il est donc vraisemblable que son effet se limite a une action
directe sur linflammation locale, telle qu’observée par la présence des macrophages
(expression de Cd68, paragraphe 4) ou I'expression des marqueurs inflammatoires (//-8 et II-
6, paragraphe 4) dans les stades précoces de la formation des calcifications des plagues.
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6. Inhibition de la TNAP et métaplasie cartilagineuse

Comme déja mentionné dans la littérature, I'inflammation est un inhibiteur bien connu de
la formation osseuse. Nous avons précédemment montré qu’il est possible que I'inflammation
stimule la trans-différenciation ostéochondrocytaire dans les premiers stades du
développement des calcifications des plagues athéroscléreuses, puis devienne sans effets sur
ce processus cellulaire a des stades plus avancés (paragraphe 10).

Pour comprendre les résultats obtenus sur |'effet localement anti-inflammatoire du SBI a
la semaine 25 et afin de tenter d’expliquer son effet localement pro-inflammatoire a la
semaine 31, nous avons mesuré dans les aortes abdominales I'expression de marqueurs
ostéochondrocytaires tels que Sox9, Acan et Runx2, considérés comme les principaux facteurs
impliqués dans la trans-différenciation ostéochondrocytaire. Les niveaux d’expression de
Sox9, Acan et Runx2 ne sont pas modifiés par le traitement par le SBI chez les souris agées de
25 semaines. Par contre, a la semaine 31, nous avons remarqué une augmentation
significative dans I'expression de Sox9 chez les souris SBI par rapport aux souris CT et une
tendance vers la hausse concernant les deux autres genes (Acan et Runx2). Fait intéressant,
nous avons aussi remarqué une forte augmentation significative dans I'expression de ces trois
geénes (Sox9, Acan et Runx2) chez les souris SBI dgées de 31 semaines par rapport aux souris
SBI agées de 25 semaines (Fig.82).
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Figure 82 : Expression génique de Sox9, Acan et Runx2 dans I’'aorte abdominale des souris
CT et SBI. [(n = 13 souris CT et n = 13 souris SBl a 25 semaines ; n = 8 souris CT et n = 8 souris
SBI a 31 semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type. Les
analyses statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.
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Ces résultats suggerent qu’il n’existe pas de lien entre I'inhibition de I'inflammation et la
trans-différenciation ostéochondrocytaire aux temps précoces. Par conséquent, I'effet du SBI
a court terme se limiterait a l'inhibition de l'inflammation et donc la prévention des
calcifications, et non pas a la I'inhibition de la trans-différenciation ostéochondrocytaire.

D’un autre co6té, le SBI accélere la formation du cartilage a long terme, dans les plaques
tardives, suggérant que l'augmentation de la calcification, induite par la prolongation de
I'inhibition de la TNAP de 25 a 31 semaines, est en outre due a la différenciation accrue des
cellules de type ostéochondrocytaire.

7. Inhibition de la TNAP et développement des plaques

Dans le but de suivre I'effet du SBI sur le développement global des plaques, nous avons
qguantifié par image J la surface des plaques athéroscléreuses des souris CT et des souris SBI
aux semaines 25 et 31. Les mesures obtenues révelent une diminution significative (de 30 %)
de la surface des plaques des souris SBI agées de 25 semaines par rapport aux souris CT, alors
que les surfaces mesurées sont équivalentes entre les souris CT et SBI lorsque les souris sont
agées de 31 semaines, apres 21 semaines de traitement (Fig.83). Il est aussi important de
remarquer que la surface des plaques augmente au cours du temps pour chacun des deux
groupes de souris, avec des valeurs augmentant entre les semaines 25 et 31 de 1250 a 1700
um? (augmentation de 36 %) dans le cas des souris CT et de 800 a 1600 (augmentation de 100
%) dans le cas des souris SBI.

Ces résultats suggérent que l'inhibition de la TNAP a court terme réduit la croissance des
plaques, alors que son inhibition a long terme semble, au contraire, entrainer une croissance
accélérée des plaques.
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Figure 83 : Quantification histologique de la surface totale des plaques dans les coupes
d’arche aortique des souris CT et SBI. [(n = 12 souris CT et n = 13 souris SBl a 25 semaines ; n =
8 souris CT et n =7 souris SBI a 31 semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de
moyennes + écart-type. Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.
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8. Inhibition de la TNAP et lipides circulants

Enfin, nous avons étudié I'effet du SBI sur les lipides circulants (triglycérides et cholestérol)
chez les souris de notre étude. Nous avons mesuré la concentration de triglycérides et de
cholestérol dans le sérum des souris agées de 25 et 31 semaines (Fig.84).
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Figure 84 : Dosages de TG (A) et de cholestérol (B) dans le sérum des souris CT et SBI. [(n =
12 souris CT et n = 10 souris SBI a 25 semaines ; n = 8 souris CT et n = 7 souris SBl a 31
semaines)]. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes * écart-type. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student. TG : triglycérides.

Nous avons remarqué une diminution significative du taux de triglycérides sérique (de 1
g/L a 0,6 g/L) et du taux de cholestérol sérique (de 10,5 g/L a 7 g/L) chez les souris SBI par
rapport aux souris CT, a la semaine 25. A la semaine 31, les concentrations en triglycérides
sont équivalentes entre les souris CT et SBI, et plus faibles que celle des souris CT a la semaine
25. Les concentrations en cholestérol a la semaine 31 sont identiques et équivalentes a celle
obtenue pour les souris CT a la semaine 25 (Fig.84).

D’un autre coté, en comparant les concentrations de cholestérol sérique des souris SBI
entre la semaine 25 et la semaine 31, nous avons remarqué une hausse de 48 % chez les souris
SBl dgées de 31 semaines par rapport aux souris SBl agées de 25 semaines (Fig.84). Cela signifie
que I'effet bénéfique du SBI sur la lipidémie a court terme (semaine 25) est perdu lorsque le
traitement est prolongé jusqu’a la semaine 31.

Il est assez surprenant d’observer une diminution des lipides circulants suite a I'inhibition
de la TNAP apres 10 semaines de traitement par le SBI. Des études métaboliques plus
approfondies seront nécessaires pour expliquer ces observations, néanmoins nous avons
commencé par rechercher une implication hépatique dans ces observations.
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9. Expression génique de I’Alpl dans le foie

Nous avons tout d’abord mesuré par gPCR I'expression génique d’Alpl dans le foie des
souris ApoE”". Au cours du temps, I'expression relative d’Alp/ indique une augmentation sous
forme d’un pic a la semaine 21, suivi d’une diminution permettant d’atteindre un niveau stable
entre les semaines 27 et 31 (Fig.85, A). Ensuite nous avons vérifié s’il existe une corrélation
entre 'expression de la TNAP hépatique et I'activité de la TNAP sérique. Nous avons obtenu
un coefficient de corrélation R égal a 0,87 et une valeur de p égale a 0,023, ce qui indique une
forte corrélation positive entre I'expression d’Alp/ hépatique et I'activité de la TNAP circulante

(Fig.85, B). Il semble donc que le foie pourrait étre impliqué dans la libération de la TNAP chez
les souris athéroscléreuses.
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Figure 85 : (A) Expression génique d’Alpl dans le foie des souris ApoE”~ (n =8 & 517, §19, 521,
S$23,etS31;n=60aS525;,n=5aS27 et S29). (B) Corrélation entre le niveau d’expression
d’Alpl dans le foie et I'activité de la TNAP sérique a 25 semaines. Les résultats sont présentés
sous forme de moyennes * écart-type.

10. Inflammation et fibrose dans le foie

Bien que la TNAP soit relativement faiblement exprimée dans le foie, nous avons cherché
le réle qu’elle pouvait y jouer. Nous avons mesuré par qPCR I'expression génique du facteur
pro-inflammatoire Tnf-a ainsi que des facteurs pro-fibrogéniques Tgf-f et Col1.

Dans le foie, une faible expression génique de Tnf-a, qui reste relativement stable entre 17
et 31 semaines, est observée, avec néanmoins deux périodes d’augmentation, aux semaines
19 et 27. LU'expression de Tgf- [ présente également deux pics peu marqués a 21-23 et 27
semaines. Nous notons aussi que I'expression est hétérogéne au sein de chaque groupe de
souris (a chaque semaine). L'expression de Colla2 est faible en dehors d’un pic d’expression
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important autour de 23 semaines (Fig.86, A). La encore, nous notons que I'expression de
Colla2 ala semaine 23 montre une grande hétérogénéité. Compte tenu de ces résultats, nous
avons vérifié la possibilité d’une corrélation entre I'expression de Colla2 hépatique et
I'activité de la TNAP sérique entre 17 et 31 semaines. Nous avons obtenu un coefficient de
corrélation R égal 3 0,89, et une valeur de p égale a 2,3 10Y, ce qui représente une forte

corrélation positive entre les deux séries de valeurs (Fig.86, B).

L'ensemble des résultats obtenus suggere qu’une fibrose hépatique apparait pendant
I’administration du régime riche en gras et qu’elle pourrait étre responsable de la libération

de la TNAP dans le sang.
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Figure 86 : (A) Expression génique de TNF-a, TGF-f3 et Colla2 dans le foie des souris ApoE”
(n=8aS17, 6519, S21, S23, et S31;,n=60aS25;n=5a 527 et S29). (B) Corrélation entre les
niveaux d’expression de Colla2 dans le foie et I'activité de la TNAP sérique entre 17 et 31
semaines. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type.

Collectivement, ces résultats indiquent que l'inhibition de la TNAP par le SBI impacte
significativement le développement des plaques d’athérosclérose, et que de fagon
relativement inattendue, ces effets sont probablement dus au moins en partie a lI'inhibition
de la TNAP hépatique, et a la diminution de la libération de cholestérol et de triglycérides du
foie vers le sang. Des expériences sont en cours actuellement au laboratoire pour essayer de
comprendre les mécanismes en jeu, qui pour l'instant demeurent extrémement obscurs.
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Partie B : Effet des cristaux sur la transdifférenciation des
CML vers des cellules ostéochondrocytaires

1. Mise au point du modele in-vitro

Il est maintenant établi que les CML jouent un rbéle majeur a différents stades de
I’athérosclérose. Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de la calcification
vasculaire nous avons choisi d’utiliser la lignée de CML de souris « MOVAS » comme modeéle
in-vitro.

Il a été montré dans la littérature que les MOVAS, en présence de B-glycérophosphate et
d’acide ascorbique, expriment la TNAP et minéralisent leur matrice extracellulaire3®3. Un
deuxieme article a montré que les MOVAS, en présence de B-glycérophosphate, d’acide
ascorbique et d’insuline, subissent une trans-différenciation chondrocytaire3®*. Un troisieme
article, qui correspond aux travaux de notre laboratoire, a montré que les MOVAS en présence
de phosphatase alcaline, et d’acide ascorbique, subissent une trans-différenciation
chondrocytaire mise en évidence par les niveaux de transcrits de marqueurs chondrocytaires
tels que I'aggrécane, le collagéne de type X et I'ostéocalcine?®®. Pour compléter ces travaux,
nous avons étudié la réponse des MOVAS suite a I'exposition a des cristaux de phosphate de
calcium (cristaux d’hydroxyapatite « HA ») en suspension dans le milieu de culture cellulaire,
sans différenciation préalable par le B-glycérophosphate et I'acide ascorbique.

Les cellules sont donc cultivées en absence ou en présence de doses croissantes de cristaux
d’HA (3, 30 et 300 ug/cm?) pendant des temps courts (2, 4 et 8 heures) ou plus longs (1, 5 et
8 jours) (Fig.87). Nous avons analysé les conséquences de ce traitement sur I'expression de
plusieurs marqueurs inflammatoires et ostéo-chondrocytaires par qPCR.

e
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Figure 87 : Observation microscopique des MOVAS non traitées (CT, 0 ug) et traitées avec des
doses croissantes de cristaux d’hydroxyapatite (HA : 3, 30 et 300 ug/cm?) (cercles rouges
visibles sur les photos) aprés 8 h.
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2. Expression génique de I’Opn en réponse aux cristaux

Dans un premier temps, nous avons considéré I’"Opn comme un contréle positif de I'effet
des cristaux puisque c’est un inhibiteur de la minéralisation induit par la présence de cristaux.
Par gPCR, nous avons suivi son expression génique au cours du temps en fonction des
différentes doses de cristaux d’HA. L’expression d’Opn au cours du temps avec la dose la plus
faible (3 pg/cm?) n’est pas modifiée par rapport aux cellules non traitées (CT) et son expression
est légérement augmentée avec la dose intermédiaire (30 pg/cm?). Par contre, le traitement
avec la plus forte dose qui correspond a 300 pg/cm?, montre une augmentation détectée dés
8 h de traitement, quoique non significative, et plus importante encore a J1 et J5 (x 10) par
rapport aux CT (Fig.88). Ces résultats montrent que les MOVAS répondent a I’exposition a une
dose de 300 pg/cm? de cristaux d’HA. Pour les expériences suivantes, les cristaux ont donc été
utilisés a cette dose.
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Figure 88 : Expression génique de I’Opn dans les MOVAS non traitées (CT) et traitées avec des
doses croissantes de cristaux d’hydroxyapatite (HA : 3, 30 et 300 pg/cm?) au cours du temps.
Les MOVAS ont été mises en culture en absence ou en présence des différentes
concentrations de cristaux d’HA. A chaque temps les résultats sont comparés au CT. Les
graphes représentent la moyenne + I’écart-type de 4 expériences indépendantes. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student.

3. Effet des cristaux sur la trans-différenciation et I'inflammation
des CML

3.1. Effet des cristaux sur l'induction de Bmp2

En 2017, des travaux in-vitro réalisés au laboratoire ont montré que |'ajout de phosphatase
alcaline purifiée dans le milieu de culture des MOVAS, en I'absence de donneur de phosphate,
augmentait les niveaux de transcrits de marqueurs ostéo-chondrocytaires, tels que
I’aggrécane et I'ostéocalcine, mais aussi de la protéine morphogénique osseuse Bmp2 °°. Ces
travaux ont montré que le traitement des CML par des cristaux reproduisait les effets de la
phosphatase alcaline sur Acan et Bmp2, suggérant que la TNAP agissait en générant des
cristaux d’apatite. Ces cristaux induiraient ensuite I'expression du facteur ostéogénique Bmp2
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qui stimulerait la trans-différenciation des CML. Cette hypothése est appuyée par le fait que
I'inhibition des effets de Bmp2 par ajout de Noggin (inhibiteur de la Bmp2) annule les effets
de la TNAP en produisant une réduction significative de I'expression d’Acan.

Apres avoir validé la dose efficace des cristaux d’HA, nous avons donc analysé I'expression
génique de Bmp2 par gPCR. Nous avons remarqué qu’entre 2 et 24 h d’exposition des MOVAS
aux cristaux, I'expression génique de Bmp2 reste faible que ce soit dans les cellules non
traitées (CT) ou traitées. Une forte augmentation significative n’est détectée qu’aprés 5 et 8
jours de traitement, avec respectivement 20 et 39 fois plus d’expression par rapport aux
cellules CT (Fig.89). Ce résultat signifie que les cristaux stimulent tardivement la surexpression
de Bmp2.
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Figure 89 : Expression génique de Bmp2 dans les MOVAS non traitées (CT) et traitées avec
des cristaux d’hydroxyapatite (HA : 300 pg/cm?) au cours du temps. Les graphes représentent
la moyenne * écart-type de 4 expériences indépendantes. Les analyses statistiques sont
réalisées a |'aide du test-t de Student.

3.2. Effet indirect des cristaux sur Bmp2 via Il-6 et Tnf-a ?

Nous avons par la suite cherché le lien entre la stimulation de Bmp2 et I'inflammation, déja
décrit dans la littérature. Nous avons mesuré par gPCR I'expression de cytokines
inflammatoires, telles que Tnf-a et Il-6. D’un coté, I'expression d’lI-6 montre une tendance
vers la hausse apres 4 h d’exposition des MOVAS aux cristaux, avec respectivement 1,2 et 2
fois plus d’expression par rapport aux cellules CT. A partir de 8 h de culture, I'expression d’/l-
6 est extrémement faible, que ce soit dans les cellules traitées ou dans les cellules CT (Fig.90,
A). Il faut néanmoins remarquer qu’une grande variabilité dans I'expression d’ll-6 est mesurée
entre les 4 manipulations réalisées. Il est donc difficile de conclure sur I'effet des cristaux dans
ces conditions.
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Figure 90 : Expression génique d’ll-6 (A) et de Tnf-a (B) dans les MOVAS non traitées (CT) et
traitées avec de cristaux d’hydroxyapatite (HA : 300 pg/cm?) au cours du temps. Les graphes
représentent la moyenne * écart-type de 4 expériences indépendantes. Les analyses
statistiques sont réalisées a I'aide du test-t de Student. ns: non-significatif.

En revanche, la mesure de I'expression de Tnf-a montre une absence presque totale de son
expression entre 2 et 24 h dans les MOVAS exposées ou non aux cristaux. Cette absence est
suivie d’une forte augmentation apres 5 et 8 jours de traitement par les cristaux avec
respectivement 10 et 19 fois plus d’expression par rapport aux CT (Fig.90, B). Nous avons
remarqué que I'll-6 et le Tnf-a montrent deux profils d’expression complétement inversés. Les
cristaux stimulent, /I-6 et Tnf-a a des temps précoces et tardifs, respectivement. Il est donc
possible que stimulation de l'inflammation par les cristaux médiés par IL-6 joue un role
précoce, et Tnf-a un réle plus tardif et plus directement lié a I’expression de Bmp2.
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4. Effet de Bmp2 sur la trans-différenciation ostéochondrocytaire

4.1. Expression génique de I’Acan en réponse aux cristaux

Nous avons ensuite mesuré I'expression de I’Acan au cours du temps dans les cellules non
traitées et traitées avec de cristaux d’"HA. Les résultats obtenus montrent qu’entre 2 et 24 h
de traitement son expression reste constante et proche de 0 et est identique en présence ou
non de cristaux. En revanche, une forte augmentation significative est détectée apres 5 et 8
jours de traitement avec respectivement 24 et 31 fois plus d’expression dans les cellules
traitées par rapport aux cellules CT (Fig.91). Nous remarquons que I’Acan présente le méme
profil d’expression que Bmp2. Cela pourrait suggérer que Bmp2 est impliqué dans la trans-
différenciation chondrocytaire.
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Figure 91 : Expression génique de I’Acan dans les MOVAS non traitées (CT) et traitées avec
des cristaux d’hydroxyapatite (HA : 300 pg/cm?) au cours du temps. Les graphes représentent
la moyenne * écart-type de 4 expériences indépendantes. Les analyses statistiques sont
réalisées a |'aide du test-t de Student.

4.2. Expression génique de la Tnap en réponse aux cristaux

Des découvertes récentes suggerent que la Tnap peut étre activée dans des CML par les
cytokines pro-inflammatoires comme Tnf-a et les interleukines. Des travaux précédents de
I’équipe ont montré que |'ajout de phosphatase alcaline, ou la surexpression de la Tnap dans
les CML, suffisait a stimuler I"'accumulation de calcium de facon significative?®, suggérant que
la Tnap induite dans les CML en conditions inflammatoires suffirait a induire la minéralisation
et la trans-différenciation des CML. En 2011, des travaux in-vitro ont montré que le Tnf-a
stimulait la Tnap dans les CML humaines3®.

Nous avons suivi I’'expression de la Tnap au cours du temps dans les cellules non traitées ou
traitées avec de cristaux d’HA. Malgré le fait que I'expérience n’ait été réalisée qu’une ou 2
fois selon les temps de traitement, il semble y avoir une augmentation apres 5 et 8 jours de
culture dans les cellules traitées ou non. De plus, nous remarquons une tendance vers la baisse
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de I'expression de la Tnap dans les cellules traitées avec les cristaux d’HA par rapport aux
cellules CT a J5 (diminution de 53 %) et J8 (diminution de 25 %) (Fig.92).

En comparant le profil d’expression de Thf-a avec celui de la Thap, nous avons remarqué,
en particulier pour les temps tardifs (J5 et J8), que I'effet des cristaux sur I'expression de la
Tnap et du Tnf-a sont probablement inversement corrélés.
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Figure 92 : Expression génique de la Tnap dans les MOVAS non traitées (CT) et traitées avec
de cristaux d’hydroxyapatite (HA : 300 pg/cm?) au cours du temps. Les graphes représentent
la moyenne + I'écart-type de 2 expériences indépendantesa4 h; 1;5 et 8 jours de traitement
et les valeurs d’1 seule expérience a 2 et 8 h de traitement.

4.3. Expression génique de Sox9 et Runx2 en réponse aux cristaux

Puisque les MOVAS expriment des marqueurs ostéo-chondrocytaires en réponse aux
cristaux, nous avons logiquement supposé que les facteurs de transcription responsables de
I'induction de ces marqueurs étaient aussi exprimés. Nous avons donc mesuré par gPCR
I’expression des deux principaux facteurs de transcription Sox9 et Runx2. Sox9 un facteur de
transcription qui controle I’Acan, et Runx2 un facteur de transcription qui contrdle la Tnap.
Les résultats préliminaires obtenus semblent suggérer que ces deux facteurs (Sox9 et Runx2)
sont surexprimés aprés 2 et 4 h de traitement dans les cellules traitées par rapport aux cellules
CT, et méme encore aprés 8 h pour Runx2, puis se stabilisent jusqu’a J8 a un niveau
d’expression comparable aux cellules CT (Fig.93). Ces valeurs suggérent que I'expression
précoce des facteurs de transcription pourrait étre responsable de I'expression tardive des
marqueurs ostéo-chondrocytaires.
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Figure 93 : Expression génique de Sox9 et de Runx2 dans les MOVAS non traitées (CT) et
traitées avec de cristaux d’hydroxyapatite (HA : 300 pg/cm?) au cours du temps. Les graphes
représentent la moyenne + |'écart-type de 2 expériences indépendantesa 4 h; 1,5 et 8 jours
de traitements et les valeurs d’1 seule expérience a 2 et 8 h de traitement.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de montrer que les cristaux d’hydroxyapatite
stimulent tardivement la surexpression de Bmp2, du Tnf-a, mais par contre ne stimulent pas
Ill-6. 1l est donc probable que I'effet des cristaux sur Bmp2 ne sera pas médié par des facteurs
inflammatoires. Ces expériences tres préliminaires doivent étre répétées plusieurs fois poury
voir plus clair et privilégier une nouvelle voie de recherche plutét qu’une autre.
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1. Rappel du contexte

1.1. Calcifications athéroscléreuses

En ce qui concerne I'impact des calcifications sur la stabilité des plaques, la situation est
assez controversée, entre l'implication des microcalcifications comme prédictrices et
contributrices de la morbidité et la mortalité cardiovasculaires et des macrocalcifications
comme stabilisatrices des plaques athéroscléreuses. En effet, des preuves histopathologiques
suggerent que les microcalcifications sont probablement plus dangereuses, car elles peuvent
exacerber I'inflammation et déclencher la rupture de la plaque?36238237.366  Bjen que les
microcalcifications soient présumées dangereuses, nous ne savons pas comment elles se
forment et aucune étude n’a a ce jour réussi a bloquer leur formation spécifiquement. Nous
avons cherché dans la littérature a mieux comprendre les mécanismes moléculaires
responsables de l'initiation de ces derniers dans les plaques. Certaines études ont mis la
lumiére sur l'implication de la transdifférenciation ostéochondrocytaire. Les CML sous
I'influence de nombreux facteurs (inflammation, stress oxydatif) peuvent subir des
changements phénotypiques pour se transformer en cellules de type ostéochondrocytaire et
initier la calcification26>161162 D’un autre coté, d’autres études ont mis en évidence les débris
apoptotiques, les vésicules extracellulaires et I'activité TNAP comme initiateurs possibles de

ce processus, indépendamment de la trans-differentiation ostéochondrocytaire
118,213,254,367,368,368,258'

1.2. TNAP et calcifications athéroscléreuses

Mon travail de these s’est articulé autour de plusieurs objectifs dans le but de valider
expérimentalement le réle de la TNAP, la principale enzyme impliquée dans la minéralisation
osseuse, dans la calcification et la progression des plaques athéroscléreuses. Dans la
littérature, il est suggéré que la TNAP locale précede et stimule les calcifications dans les
plaques athéroscléreuses chez des souris ApoE7/2%2, De plus, la TNAP circulante d’origine
hépatique est associée au syndrome métabolique3®2370371  qux calcifications des artéres
coronaires et a la mortalité cardiovasculaire3’2. En premier lieu, nous avons cherché a explorer
I’expression de la TNAP dans les plaques athéroscléreuses chez des souris ApoE”- agées de 17
a 31 semaines. Dans ce contexte, nous avons choisi de déterminer précisément quand
apparaissent la TNAP, les microcalcifications, ainsi que [linflammation et Ila
transdifférenciation ostéochondrocytaire. Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a
explorer I'effet de I'inhibition de la TNAP via l'inhibiteur SBI-425 sur la calcification et la
progression des plaques chez des souris ApoE”" traitées de 10 semaines a 25 ou 31 semaines.
Dans ce contexte, nous avons suivi les calcifications, I'inflammation, la transdifférenciation
ostéochondrocytaire et I'accumulation de lipides.
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2. Syntheése des résultats tache 1

2.1. Calcifications des plaques dans les souris ApoE~’"

Dans le contexte rappelé précédemment, mes travaux de thése ont consisté a explorer
dans un modéle murin de souris ApoE7- athéroscléreuses les mécanismes de formation des
calcifications et de progression des plaques, avant de s’attacher a I’étude de I'inhibition de la
TNAP. Dans un premier temps pour déterminer avec précision comment la calcification
progresse dans les plagues murines, nous avons d’abord caractérisé le développement des
plaques chez les souris ApoE” sacrifiées toutes les deux semaines de 17 a 31 semaines dans
une cohorte d’étude ex-vivo. Nous avons analysé les plaques athéroscléreuses de 72 souris
ApoE”- agées de 6 semaines nourries par un régime riche en graisses. Nos résultats indiquent
une augmentation du nombre et d’étendue des plaques avec une perte des cceurs lipidiques
au cours du temps (Fig.53, 54). Dans un deuxieme temps et en accord avec la littérature
existante?*?, nous avons montré par I'imagerie basée sur I’OS que les calcifications précoces
(taille ~ 10 um) apparaissent d’abord dans I'arche aortique entre 19 et 21 semaines et sont
suivies par des calcifications dans d’autres artéres telles que la carotide commune gauche
(Fig.57). De plus nous avons montré par coloration oil red O et bleu alcian ex-vivo que les
calcifications formées progressent au sein d’une métaplasie cartilagineuse, proche d’abord
mais ensuite distincte des dépots lipidiques (Fig.68). Ces résultats sont en accord avec la
littérature, en particulier avec les deux études de Rattazi et al publié en 2005 et celle de
Rosenfeld ME publié en 2000%%>373, De plus, nos résultats indiquent que ces régions
cartilagineuses calcifiées se sont développées et, chez certaines souris, ont finalement
fusionné pour occuper la totalité de I'arche aortique. En paralléle de ces études, nous avons
établi une collaboration avec le centre d’imagerie de Lyon (Cermep), afin de pouvoir utiliser la
18F_NaF-uPET/uCT pour suivre longitudinalement la calcification chez les souris ApoE™". in-vivo,
les calcifications sont imagées par CT scan et UTEP a 19, 25, 31 et 34 semaines. Les résultats
obtenus par uCT, montrent I’évolution progressive du volume calcique dans les plaques qui
commence entre 19 et 25 semaines, pour étre détectable a la semaine 25, et qui ensuite
s’intensifie jusqu’a la semaine 34 (Fig.64, B). Ces données suggerent que le dépot de calcium
commence précocement et s’accumule ensuite au cours du temps. De son c6té, la uTEP n’a
détecté aucun signal entre 19 et 25 semaines, avant que le signal ne progresse de fagon
importante entre 25 et 34 semaines, pour stagner enfin entre 31 et 34 semaines (Fig.64, C).
Ces données suggerent que méme si I'activité de calcification augmente rapidement dans les
stades précoces, elle ne progresse plus dans les stades tardifs bien qu’elle reste toujours
présente. Par contre le volume des calcifications augmente tout au long de I'étude, ce qui
confirme logiquement la quantification histologique que nous avons obtenue ex-vivo
concernant la surface moyenne des calcifications (Fig.57, B).

2.2. Inflammation et calcification

Un paradigme émergent suggére que les calcifications précoces qui se forment dans les
plaques sont pro-inflammatoires et mécaniquement nocives3’437>360_ |’inflammation est un
moteur reconnu de la calcification des plaques?*!, mais on peut donc se demander de
I'inflammation ou de la calcification, laquelle est la poule et laquelle est I'ceuf37®.

143



Discussion

Au cours de ma thése, nous avons analysé par immunohistochimie les plaques
athéroscléreuses de 72 souris ApoE”, nous avons systématiquement observé que les
macrophages sont beaucoup plus présents dans les plaques sans calcification ou avec des
calcifications précoces, que dans les plagues avec des calcifications avancées (Fig.70),
confirmant I'’étude d’Elena Aikawa et al de 2007. Rapidement aprés leur formation, les
calcifications se développent au sein d’une métaplasie cartilagineuse apparemment
dépourvue des cellules inflammatoires. Cette séparation progressive entre inflammation et
calcification semble validée par le fait que les niveaux des marqueurs inflammatoires (7nf-a,
1I-18 et 1I-6) dans les aortes abdominales des souris ApoE”" sont significativement associés aux
marqueurs chondrocytaires (Runx2 et Sox9) entre 17 et 21 semaines (stades précoces), mais
cette association est perdue entre 27 et 31 semaines (stades tardives) (Fig.71, 72, 73). Ceci
confirme l'idée qu’au fur et a mesure que les calcifications précoces progressent dans la
métaplasie cartilagineuse, elles seront moins associées a des cellules inflammatoires. En effet,
nous avons observé que l'activité de calcification mesurée par UTEP dans l'aorte est
positivement corrélée avec les niveaux de marqueurs inflammatoires et chondrocytaires, mais
pas le volume de calcium mesuré par uCT. L'ensemble de ces résultats nous permet de
suggérer que l'inflammation est la poule et les calcifications les ceufs.

Les CML dans les plaques athéroscléreuses ont la capacité de se transdifférencier en
cellules de type ostéochondrocytaire?®>. Un certain nombre de données suggérent que les
cytokines inflammatoires stimulent la transdifférenciation des CML en chondrocytes, qui alors
maturent en chondrocytes hypertrophiques exprimant Runx2 pour induire la calcification, en
raison de leur activité TNAP161377.3782350 Apres ’étude initiale de Tintut et Demer selon laquelle
le TNF-a stimule les CML a exprimer la TNAP et ainsi 8 minéraliser3”?, plusieurs articles ont
confirmé que les cytokines inflammatoires telles que le TNF-a, mais aussi I'lL-1B et I'IL-6,
stimulent la calcification dans les CML en culture?*°. Le TNF-a active la transdifférenciation des
CML en cellules de type ostéochondrocytaires, exprimant Runx2 et plusieurs marqueurs de
cellules minéralisantes3”. Etant donné que les macrophages stimulent la minéralisation des
CML en partie via le TNF-a in-vitro, il est probable que les CML des plaques athéroscléreuses
soient stimulées pour calcifier par le TNF-a libéré par les macrophages (décrite p.47-48 de
I'introduction). A I'opposé, les mécanismes cellulaires responsables de la calcification des
plagues humaines apparaissent plus complexes. L'ossification de la plaque se produit dans les
artéres périphériques mais beaucoup moins dans les artéres coronaires ou les carotides?%>2%,
et repose probablement sur des mécanismes intramembranaires (sans matrice
cartilagineuse), plutét que sur des mécanismes endochondraux (avec matrice
cartilagineuse)?’®. De plus, dans les artéres coronaires, I'expression des marqueurs
ostéochondrocytaires semble se produire apres la microcalcification, suggérant que la
transdifférenciation des CML est une conséquence et non une cause de la formation des
microcalcifications?*327>, Néanmoins, les données provenant de ’homme suggérent que
I'inflammation active les CML pour modifier leur phénotype entrainant une induction de la
minéralisation, sans les transdifférencier en véritables chondrocytes ou ostéoblastes.
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Figure 94 : Inflammation et microcalcifications dans le contexte artérioscléreux.

2.3. Implication de la TNAP dans la calcification de plaque

Dans la littérature la TNAP est décrite comme probablement le principal suspect dans la
calcification des plaques athéroscléreuses?®’. Par conséquent, dans le but de valider
expérimentalement son role, nous avons analysé les plaques athéroscléreuses de 72 souris
ApoE”- aprés coloration au BCIP/NBT (Fig.55). Nos résultats indiquent que I'activité locale de
la TNAP est mise en évidence sur des coupes d’arches aortiques de souris ApoE”- 4gées entre
17 et 19 semaines, a un age auquel aucune calcification n’est détectée. De plus, nous avons
observé que lorsque les calcifications sont détectées, elles sont systématiquement associées
a I'activité locale de la TNAP (Fig.58, 59). L’'ensemble de ces résultats suggéraient que la TNAP
est localement impliquée, en précédant les calcifications, auxquelles elle est ensuite toujours
associée dans les plaques athéroscléreuses des souris ApoE™".

Deux études publiées dans la derniere décennie ont montré que la suppression de Runx2
dans les CML des souris LdIr’- ou ApoE”" réduit significativement la minéralisation287-162, D’un
cOté, dans notre étude, nous avons observé que I'expression génique de la TNAP dans les
aortes abdominales des souris ApoE”" est fortement associée a I'expression de Runx2,
suggérant que les cellules qui expriment la TNAP sont des chondrocytes trans-différenciés a
partir des CML. D’un autre c6té, en collaboration avec le Dr Thibaut Quillard a Nantes, nous
avons confirmé ces données chez I’homme, ol la TNAP est exprimée a la périphérie proximale
des calcifications dans les plaques carotidiennes humaines calcifiées, a la fois dans les cellules
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qui expriment ou non RUNX2. Dans les plaques humaines comme dans les plaques des souris
ApoE~", la TNAP précéde les calcifications. En conclusion de cette premiére partie, nous avons
confirmé les résultats de la littérature concernant le développement des calcifications, mais,
nous nous avons caractérisé plus précisément la calcification dans les plaques précoces et les
plaques tardives chez des souris ApoE/- agées de 17 a 31 semaines, alors que dans la
littérature la caractérisation était limitée sur un ou deux temps précoces ou tardifs2¢>,

2.4. la TNAP hépatique participe-t-elle aux calcifications
athéroscléreuses ?

La littérature abonde d’études décrivant la relation entre le foie, le syndrome métabolique
(MetS), la TNAP circulante ainsi que la mortalité cardiovasculaire380369370371  Ces études
suggerent que la TNAP circulante d’origine hépatique pourrait affecter la mortalité
cardiovasculaire en stimulant depuis la circulation sanguine la calcification des plaques. Cette
hypothése était renforcée par le fait qu’un déficit d’origine génétique de production de PPi
dans le sang conduit au développement de calcifications vasculaires dans les maladies GACI
(Generalized Arterial Calcification of Infancy) et pseudoxanthoma elasticum3°3°2, Or, pendant
mon travail de thése, nous avons observé que I'activité de la TNAP sérique était relativement
constante entre 17 et 31 semaines chez les souris ApoE” (Fig.61). De plus, I'augmentation de
I’expression de la TNAP dans le foie a eu lieu entre 21 et 25 semaines (Fig.62, A), a un moment
ou les calcifications vasculaires grossissaient le moins vite. En conséquence, nos expériences
semblent exclure la possibilité que la TNAP circulante contribue a la calcification des plaques
athéroscléreuses. Cela suggere que la TNAP du foie n’est pas impliquée et que la calcification
de la plaque chez les souris ApoE” repose principalement sur I'activité de la TNAP exprimée
localement.

Dans notre étude, nous avons noté une association entre I’expression de la TNAP dans le
foie et I'expression de marqueurs de fibrose hépatique (Tgf-8 et Colla2) (Fig.63). Nous
sommes conscients que nous n’avons pas réalisé assez d’analyses pour suggérer que la TNAP
hépatique est exprimée pendant la phase de fibrose, mais des études récentes suggerent que
la TNAP hépatique est activée par un régime riche en gras, et en particulier pendant la fibrose
381,382 Nous n’avions malheureusement pas prévu de fixer des échantillons de foie afin
d’explorer la fibrose hépatique dans la tache de caractérisation des calcifications, mais nous
avons allons trés prochainement mesurer la quantité d’hydroxyproline dans nos échantillons
de foie pour conforter I'hypothése que la TNAP est exprimée en lien avec la fibrose. Enfin, que
la TNAP soit exprimée pendant la fibrose ou non, sa fonction hépatique reste pour le moins
obscure. L’étude récente qui a lié la TNAP a la fibrose a sur la base des résultats obtenu
proposé que la TNAP est activée pour déphosphorer et détoxifier le LPS ayant traversé la
barriére intestinale. Comme nous le discuterons plus loin, nous n’avons quant a nous pas pu
mettre en évidence cette fonction.
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3. Syntheése des résultats tache 2

3.1. Effets de l'inhibition de la TNAP par l'inhibiteur SBI-425

Apres avoir observé que la TNAP est localement associée aux microcalcifications, nous
avons étudié les effets de son inhibition chez les souris ApoE™".

En 2015, le groupe de Jose Luis Millan a développé le 5-((5-chloro-2-méthoxyphényl)
sulfonamide) nicotinamide, ou SBI-425, en tant qu’inhibiteur puissant et hautement sélectif
de la TNAP, adapté aux expériences in-vivo3*°. Cet inhibiteur a d’abord été validé chez les
souris surexprimant la TNAP sous le contréle du promoteur Tagln actif dans les CML383, Ces
souris développent une calcification artérielle étendue, une fibrose et une hypertrophie du
ventricule gauche, une pression artérielle systolique plus élevée et une mortalité précoce et
soudaine, compatible avec une évolution vers une insuffisance cardiaque. Les souris qui ont
recu par voie orale ou intraveineuse une dose de 10 mg/kg/jour de l'inhibiteur SBI-425 ont
montré une inhibition compléete de I'activité TNAP plasmatique avec une diminution des
calcifications et une durée de vie prolongée3,

Dans une étude plus récente publiée par Li Q et al en 2019, le SBI-425 a également réduit
la minéralisation ectopique observée dans la peau des souris dans le modeéle murin de
pseudoxanthome élastique3®* et empéché la calcification vasculaire dans le cas d’une
insuffisance rénale chronique (IRC) induite chez la souris par une alimentation riche en
adénine et phosphate3®. Ces résultats indiquent que I'inhibition de la TNAP par le SBI-425
peut représenter une stratégie prometteuse pour traiter certaines des complications
développées par les patients atteints d’IRC.

A ce jour, un seul article a rapporté les effets du SBI-425 sur la calcification de la plaque
athéroscléreuse, mais dans un modeéle tres artificiel, un modéle murin d’hypercholestérolémie
familiale (souris LdIr”’- présentant une mutation ponctuelle du récepteur des lipoprotéines de
basse densité) croisées avec des souris surexprimant la TNAP dans les cellules endothéliales,
ce qui rend l'étude plus complexe et les résultats plus difficiles a interpréter. La
supplémentation orale du SBI-425 a une dose de 30 mg/kg/jour dans ce modele murin a
conduit a une diminution de I'accumulation de calcium dans les artéres coronaires34’. Ces
résultats suggerent que le SBI-425 peut inhiber la calcification de la plaque athéroscléreuse
en plus de son réle sur I'inhibition de la calcification médiale associée a I'IRC.

3.2. Effets du SBI-425 dans les souris ApoE™-

Dans ce contexte, nous avons cherché a avoir une vision plus claire des effets du SBI-425
sur la calcification de la plaque athéroscléreuse. Notre étude est la premiére a montrer ses
effets dans le modeéle d’athérosclérose induite chez la souris déficiente en ApoE (ApoE”).
Nous avons tout d’abord observé que I'administration orale de 30 mg/kg/jour de SBI-425 dans
une nourriture riche en graisses pendant 48 h chez les souris C57BL/6 inhibe de 83 % I'activité
spécifique de la TNAP plasmatique (Fig.74). Cette forte inhibition a validé dans notre
laboratoire et avec notre lot d’inhibiteur I'efficacité du SBI-425 administré par voie orale sur
I’activité enzymatique de la TNAP circulante.
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Nous avons donc soumis les souris ApoE”- & un régime riche en graisses (HFD) en absence
(souris CT) ou en présence de SBI-425 (souris SBI) a une dose orale de 30 mg/kg/jour. En nous
basant sur les résultats obtenus dans la premiére tache, nous avons choisi de commencer
I'inhibition de la TNAP a partir de la semaine 10, jusqu’a la semaine 25 [caractérisée par des
calcifications précoces (microcalcifications)] avec 26 souris ApoE”", séparées en 13 souris CT
et 13 souris SBI, ainsi que de la semaine 10 a la semaine 31 [caractérisée par des calcifications
avancées (macrocalcifications)], avec aussi 26 souris ApoE” séparées en 13 souris CT et 13
souris SBI.

Nous avons observé que I'administration de SBI-425 entraine une inhibition de 30,9 % a la
semaine 25 et de 32,5 % a la semaine 31 de I'activité spécifique de la TNAP sérique chez les
souris ApoE”, bien que cette diminution n’atteigne pas la significativité dans les 2 groupes de
souris SBI par rapport aux souris contrbole (Fig.76). Ces différences observées sur le
pourcentage d’inhibition de I'activité TNAP entre les groupes de souris C57BL/6 et les groupes
de souris ApoE”" proviennent vraisemblablement du fait que les souris C57BL/6 n’avaient pas
été mises a jeun la veille du sacrifice, contrairement aux souris ApoE”, ce qui avait permis de
maintenir un taux élevé de SBI-425 dans le sang des souris C57BL/6.

Nous n’avons remarqué aucun effet significatif du SBI sur la mortalité, les signes cliniques,
la différence de poids et la prise alimentaire des souris ApoE”" tout au long de I’étude (Fig.75).
De plus, méme lors de I'administration du SBI a long terme, jusqu’a la semaine 31, nous
n’avons trouvé aucun effet du SBI sur I'architecture osseuse (Fig.77). Il est possible que ceci
puisse étre di a la faible capacité du SBI a pénétrer dans les tissus en raison de sa structure3>°,
Il est aussi possible que les souris ApoE”- adultes ont un remodelage et une formation osseuse
réduites, et peu affectées par I'inhibition de la TNAP. Soulignons enfin qu’il a été récemment
montré que si une administration pendant plusieurs semaines de SBI-425 n’affecte pas
I’architecture osseuse, telle que déterminée par uCT, une analyse histologique plus fine du
tissu osseux a montré un épaississement du tissu ostéoide32®, Ces données indiquent donc que
la minéralisation osseuse est bien inhibée par le SBI-425 chez les rongeurs, mais souvent sans
impacter significativement I'architecture osseuse, au moins avec les durées de traitements
réalisés a ce jour.

3.3. Inhibition de la TNAP de 10 a 25 semaines

A l'issue de la premiere période d’inhibition de la TNAP par le SBI, pendant 15 semaines
nous avons utilisé les mémes méthodes d’analyse que décrites dans la tache 1 afin d’étudier
I'effet de I'inhibition de la TNAP sur la formation des calcifications dans les plaques
athéroscléreuses des souris ApoE”- a court terme. Tout d’abord, nous avons observé que le
volume des calcifications détectés par uCT indiquent que 6 souris parmi les 11 souris CT
présentent des calcifications, alors qu’aucun signal n’a pu étre quantifié dans les 12 souris SBI
alasemaine 25 (Fig.78, A). De méme, la UTEP a révélé I'absence de signal, donc de calcification
active, pour les souris SBI par rapport aux souris CT (Fig.78, B). Ces résultats nous ont permis
de conclure que l'inhibition de la TNAP prévient la formation des calcifications des plaques.
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Ensuite, étant donné que les méthodes ex-vivo utilisées dans la tache 1 avaient montré plus
de sensibilité que les méthodes d’imagerie in vivo, nous avons recherché plus précisément les
calcifications dans les coupes d’arches aortiques de 26 souris ApoE”" (13 souris CT et 13 souris
SBI) nourries avec un régime riche en graisses. Nos résultats indiquent que I'’ensemble de 13
souris CT présentent des calcifications alors que parmi les 13 souris SBI, seules 9 souris en
présentent (Fig.79). Ces résultats confirment ce que nous avons obtenu in-vivo, montrant chez
les souris SBI une diminution significative du nombre des calcifications précoces a la semaine
25. 'ensemble de ces résultats suggérent que le SBI ne prévient pas totalement la formation
des calcifications précoces, mais les ralentit considérablement.

En plus de ralentir la calcification de la plaque, I'inhibition de la TNAP a également réduit
I'inflammation de la plaque. Etant donné que les microcalcifications sont vraisemblablement
proinflammatoires?®?, il est possible de conclure que la prévention de la calcification de plaque
était la cause de la réduction de I'inflammation de la plaque. Cependant, nous pensons plutot
que l'inhibition de la TNAP a principalement diminué I'inflammation de la plaque en réduisant
les niveaux de lipides sériques et en altérant le développement des plaques athéroscléreuses.
Nous avons ensuite étudié I'effet du SBI-425 sur le développement des plaques. Tout d’abord,
nous avons mesuré la surface des plaques athéroscléreuses des 26 souris ApoE”~ (CT et SBI).
Les mesures obtenues révelent une diminution significative de la surface des plaques des
souris SBI par rapport aux souris CT (Fig.85, suggérant que I'inhibition de la TNAP a court terme
réduit la croissance des plaques. En complément et pour confirmer ces résultats, nous avons
mesuré le taux de triglycérides et de cholestérol sérique des 26 souris ApoE”- (CT et SBI). Nos
résultats montrent une diminution significative du taux de triglycérides et de cholestérol
sérique chez les souris SBI par rapport aux souris CT, a la semaine 25 (Fig.86). Etant donné que
chez les souris ApoE”" le cholestérol circulant est essentiellement transporté dans les VLDL
d’origine hépatique, ces résultats nous permettent de faire I’hypothése que I'inhibition de la
TNAP a réduit le développement des plaques en agissant sur le foie pour réduire la libération
du cholestérol.

Il sera donc important de continuer nos recherches au niveau du foie dans le but d’explorer
les effets de I'inhibition de la TNAP. Les résultats acquis au laboratoire a ce jour suggérent que
la TNAP pourrait participer au transport des lipides a travers le foie en déphosphorylant la
phosphocholine (voir article en annexe), mais ces résultats doivent étre confortés.

3.4. Inhibition de la TNAP de 10 a 31 semaines

Enfin, a Iissue de la premiere période d’inhibition de la TNAP par le SBI a court terme, nous
avons utilisé les mémes méthodes d’analyse que décrites précédemment, mais cette fois afin
d’étudier I'effet de I'inhibition de la TNAP sur la formation des calcifications plus avancées
dans les plaques athéroscléreuses des souris ApoE”~ & long terme. Nous avons observé in-vivo
par CT scan que lors d’un traitement plus long jusqu’a 31 semaines, les calcifications sont
visibles chez les souris CT et SBI, avec des volumes calculés, statistiquement non différents.
Comme observé par uCT, nous avons détecté des signaux UTEP a la fois chez les souris CT et
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les souris SBI a la semaine 31, d’intensités statistiquement non différentes (Fig.78). Ces
résultats suggerent que le SBI-425 limite la survenue des calcifications précoces mais n’agit
plus sur la croissance des calcifications plus avancées. Nous avons observé ex-vivo par I'OS que
le nombre de calcification montre une diminution significative a la semaine 31, avec entre 2
et 6 calcifications pour les souris CT et entre 0 et 3 pour les souris SBI (Fig.79, B). Mais par
contre, inversement a la réduction significative du nombre de calcifications observées, nous
avons mesuré une augmentation significative de la surface moyenne des calcifications chez
les souris SBI traitées a court et long terme par rapport aux souris CT (Fig.80). Ceci semble
suggérer que les microcalcifications qui ont pu se former malgré la présence du SBI ont vu
ensuite leur taille augmenter de fagon plus importante. En complément a la semaine 25, nous
avons mesuré l'expression génique des marqueurs ostéochondrocytaires dans le but de
mettre en évidence la métaplasie cartilagineuse a long terme. Fait intéressant, nous avons
remarqué une forte augmentation significative dans I'expression génique de Sox9, Acan et
Runx2 chez les souris SBI agées de 31 semaines par rapport aux souris SBI agées de 25
semaines (Fig.84). Ces résultats indiquent que le SBI accélere la formation du cartilage a long
terme, dans les plaques tardives, suggérant que I'augmentation de la calcification menée par
la prolongation de l'inhibition de la TNAP de 25 a 31 semaines, était en outre due a la
différenciation accrue en cellules de type ostéochondrocyte. Il sera intéressant de se poser la
guestion de savoir si cette formation de cartilage a long terme stabilise ou déstabilise les
plaques?

Nous avons mesuré |'expression génique des marqueurs pro-inflammatoires tels que Cd68,
116 et 118 (Fig.82). Inversement aux résultats obtenus a la semaine 25, nous avons observé une
stimulation de I'inflammation dans les plagues a la semaine 31 (Fig.83), L'ensemble de ces
résultats suggére que l'inflammation est réduite lors du traitement des souris par le SBI,
uniguement dans les stades précoces, lors de la formation des premiéres calcifications, alors
gu’elle est stimulée dans les stades tardifs. Cette augmentation de lI'inflammation tardive
joue-t-elle un réle uniqguement négatif, ou bien peut-étre un réle protecteur ? Une étude
récente a effectivement montré que I'lL-1f joue un role protecteur dans les plaques avancées

chez la souris48.

Finalement, nous avons mesuré |'effet de I'inhibition de la TNAP a long terme sur le
développement des plaques ainsi que sur I'accumulation des lipides sériques. Les mesures
obtenues révelent une équivalence de la surface des plagues entre les souris CT et les souris
SBI (Fig.85). Ceci suggere, que l'inhibition a long terme ne permet plus la réduction des plaques
mais au contraire semble entrainer une croissance accélérée. D’un autre c6té, nous avons
remarqué une hausse du taux de cholestérol sérique chez les souris SBI agées de 31 semaines
par rapport aux souris SBI agées de 25 semaines (Fig.86). Ceci suggere que I'effet bénéfique
du SBI a court terme sur le foie (semaine 25) est perdu lorsque le traitement est prolongé
jusqu’a la semaine 31.

A ce stade, nous ne savons pas quelles sont les raisons de ces différences d’effets
hépatiques a 25 et 31 semaines. Nos analyses effectuées a ce jour sur le foie ne montrent pas
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vraiment de toxicité du SBI-425, que ce soit sur l'inflammation, la stéatose, ou la fibrose
hépatique. Méme des analyses de métabolomique n’ont pas permis de mettre en évidence de
métabolites dont les niveaux hépatiques sont significativement impactés par I'inhibition de la
TNAP. |l reste donc encore beaucoup d’efforts et de travail a accomplir pour mieux
comprendre les fonctions hépatiques de la TNAP et I'impact de son inhibition.
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Conclusion

Dans notre étude, nous rapportons que l'inhibition de la TNAP avec le SBI-425 a amélioré
I’athérosclérose chez les souris ApoE”", avec une réduction de la taille de la plaque, de
I'inflammation, et de la calcification. Le SBI a probablement agi en partie en inhibant la TNAP
dans les plaques et en ralentissant les calcifications, et également en inhibant la TNAP dans le
foie et en réduisant le cholestérol sanguin. Le fait que l'inhibition de la TNAP exerce
apparemment des effets bénéfiques chez la souris, ouvre des perspectives sur ses applications
au niveau humain. Dans notre étude, I"administration de SBI aux souris ApoE”~  pendant
plusieurs mois, n’a pas produit d’effets secondaires sur |'architecture osseuse, la mortalité, le
poids, le métabolisme, ou I'inflammation systémique. Nous attendons donc avec impatience
les résultats des premiers essais cliniques utilisant le SBI-425 pour voir s'il est également bien
toléré chez ’lhomme et bloque bien les calcifications vasculaires
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Abstract

Inflammatory cells and cytokines are known for long to worsen the development of atherosclerotic
plaques in mice and intense efforts are today devoted to develop anti-inflammatory therapeutic
strategies to slow down plaque development. Increasing data indicate that plaque inflammation is
intimately associated with microcalcifications, which exert harmful effects eventually culminating with
plagque rupture. In this review article, we will first introduce microcalcification location, detection and
effects in atherosclerotic plaques. Then we will present the numerous data suggesting that
inflammatory cells and molecules are responsible for the formation of microcalcifications, and the
articles showing that microcalcifications stimulate macrophages and smooth muscle cells to produce
more pro-inflammatory cytokines. Finally, we will discuss the possibility that microcalcifications might
stimulate smooth muscle cells to produce larger and more stable calcifications to stabilize plaques, to

exit the vicious cycle associating inflammation and microcalcification in atherosclerotic plaques.

Keywords: atherosclerosis, inflammation, calcification, ossification, cartilage
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1- Atherosclerosis: a chronic inflammatory disease

Atherosclerosis is now recognized as a chronic inflammatory condition, not simply as a lipid storage
disease, where cells from both innate and adaptive immunity are involved in its pathogenesis [1].
Instead, Inflammation is involved in the majority of atherosclerosis stages, starting from the initial
recruitment of circulating inflammatory cells, the formation and progression of plaques, to the
eventual rupture of the latter, leading to thrombotic-related complications [2]. The initial stage of
atherosclerosis is primarily mediated by the activation, dysfunction, and structural changes of
endothelial cells. This activation can be potentially triggered by routine habits, such as smoking and
high saturated-fat diet, as well as the presence of comorbidities such as hypertension, obesity,
hyperglycemia, and insulin resistance. The initial phase of atherosclerosis is mediated by the
subendothelial accumulation of lipid molecules, including low-density lipoprotein (LDL), which will
undergo oxidation by free radicals such as reactive oxygen species (ROS) and oxidative enzymes like
lipoxygenases. This would eventually stimulate the expression of various chemokines, for example C-
C motif ligand 2 (CCL2) and different adhesion molecules, including E-selectin and vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1). The expression of these adhesion molecules, VCAM-1 in particular,
leads to the adhesion of innate (monocytes, macrophages, and neutrophils) and adaptive (T-
lymphocytes) immune cells as well as activated thrombocytes to the endothelium. While interacting
with other leukocytes, activated thrombocytes secrete more cytokines in order to further establish
immune cell infiltration. For example, monocytes penetrate the tunica intima of the vascular wall

through diapedesis, where they differentiate into macrophages or dendritic cells.

In the same context, macrophages will engulf the modified lipoprotein molecules, leading to the

accumulation of cholesterol esters, thus becoming foam cells.
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On the other hand, vascular smooth muscle cells (VSMCs) have been shown to give rise to plaque
macrophages and foam cells. Rong et al (2003) provided the first demonstration of the acquisition by
mouse aortic VSMCs of macrophage-like features after they were cholesterol loaded in vitro [3]. The
authors demonstrated that these cholesterol-loaded VSMC foam cells not only had downregulation of
contractile markers (ACTA2 and MYH11), but also possessed upregulation of key macrophage and
phagocytosis marker genes (CD68 and Lgals3). Later on, ex vivo approaches using co-staining for cell
specific markers revealed the phenotype conversion of VSMCs of the human coronary artery to a
macrophage-like state during human atherogenesis [4]. By quantifying VSMC foam cells in human
coronary lesions the authors showed that they contribute to up to 50% of total foam cells. Additional
in vivo studies using the combination of single cell RNA sequencing and VSMC lineage tracing also
showed that VSMCs can trans-differentiate, express proinflammatory cytokines and perform
phagocytosis [5, 6], and that the contribution of VSMCs within atherosclerotic plaques has been greatly
underestimated since they contribute up to 80 % of total foam cells in advanced atherosclerosis [7].
Overall, these data demonstrate the involvement of VSMCs in the lipid uptake and formation of foam
cells. It is worth noting in addition to VSCMs, intimal pericytes are also involved in lipid accumulation

and the formation of foam cells (reviewed in [8]).

Macrophages multiply, releasing various growth factors, cytokines, and chemokines that occasionally
mediate monocytic/T-cellular infiltration in addition to amplifying pro-inflammatory signals. Several
pro-inflammatory cytokines, including interferon-gamma (IFN- y), Interleukins (IL-1a, IL-1B, IL-4, IL-6,
IL-12, IL-15 and IL-18), tumor necrosis factor (TNF), as well as various anti-inflammatory cytokines, such
as IL-10 and family members of transforming growth factor-beta (TGF- ), bone morphogenic proteins
(BMPs), and growth differentiation factors (GDFs), have been reported to be released by activated
macrophages in atherosclerotic plaques [9]. Moreover, the progressive accumulation of cholesterol in
macrophages leads to endoplasmic reticulum (ER) stress and apoptosis [10], while the compromised

clearance of apoptotic debris triggers cell necrosis that will further amplify plaque inflammation [11].

179



Finally, inflammation is directly associated with the formation of a thinner fibrous cap through
impeding the integrity of the interstitial collagen matrix, by inhibiting VSMCs to form new collagen

fibers, or by promoting the destruction of already existing collagen fibers [12-14].

2- Microcalcifications, but not large calcifications, are harmful

2.1 Different types of calcifications in human plaques

Vascular calcification can develop in several locations and conditions. Calcification associated with
atherosclerosis is in general restricted to the intima, but patients with atherosclerosis and type 2
diabetes and/or chronic kidney disease also develop intense medial calcification (reviewed in [15]). If
both intimal calcification associated with atherosclerosis and medial calcification associated with
diabetes or kidney disease can occur in the same individuals, they occur in distinct tissues and probably
have different origin and impact. Therefore, in order to try deliver an understanding message, we will
focus this review on intimal plaque calcification. Calcification is a hallmark of atherosclerosis [16] and
is believed to profoundly affect plaque stability, mainly because the coronary artery calcium (CAC)
score predicts cardiovascular mortality [17]. However, the CAC score commonly measures the calcium
content in a patient [18], but it does not give information on the size or type of calcifications that may
cause plaque rupture. In fact, calcifications in human plaques are far from being uniform, rather each
type of calcification is likely to exert a specific impact on plaque stability [19-21]. The earliest
calcifications, also called microcalcifications, are characterized by a size less than 50 um, mainly
originating from the lipid pool and early necrotic core, but can also be formed in the fibrous cap [22,
20, 21]. The mechanisms presumably involved in their formation will be presented in chapter 3.
Generally, these microcalcifications progress to form larger calcifications, such as sheets of calcification

where both collagen and necrotic core are calcified. Sheet calcifications may in turn fracture into
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nodular calcifications [20]. Finally, plaque ossification is predominantly observed in peripheral arteries

[19, 20].

2.2 Heavily calcified plagues are stable

Nowadays, increasing data indicates that heavily calcified plaques, with sheets of calcification or
ossification, are stable, in contrast to plaques with small and diffuse calcifications (reviewed in [23, 20,
21, 24]). Indeed, intravascular ultrasound (IVUS) imaging showed that vulnerable plaques are
characterized by the presence of spotty calcifications [25]. This was confirmed by optical coherence
tomography (OCT) studies, which reported that plaque rupture correlates positively with the number
of spotty calcifications, but negatively with the number of large calcium deposits [26, 27]. Although
IVUS and OCT cannot give precise information on calcification size, these studies collectively suggested
that small and diffuse calcifications are more dangerous than fewer and bigger ones (reviewed in [24]).
This paradigm seems strengthen by a recent histological study of 687 symptomatic or asymptomatic
human carotid plaques revealing that microcalcifications were predominantly observed in unstable
plaques, whereas macrocalcifications were present in stable ones [28]. The paradigm that strongly
calcified plaques are stable has been further bolstered by the effects of statins on plaque development.
Itis now well-accepted that statins reduce adverse clinical cardiovascular events [29, 30], and relatively
recent IVUS imaging studies revealed that statins decrease plaque surface but increase their
calcification [31, 32], which was confirmed by computed tomography and magnetic resonance imaging
[33-37]. More recently, administration of pravastatin to apoplipoprotein (Apoe)-deficient mice for 10
weeks resulted in a coalescence of microcalcifications into bigger calcifications [38]. Contrary to the
amount of lipids, the mechanical impact of macrocalcifications on plaque stability is probably more

stabilizing than harmful [39].
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2.3 Microcalcifications are harmful

Microcalcifications measuring less than 50 um and invisible with conventional imaging approaches
were suggested to provoke plaque rupture by the Weinbaum’s group 15 years ago. Using in vitro
approaches they proposed that microcalcifications originating in the necrotic core are not dangerous,
since they are essentially floating debris; however, those that form in the fibrous cap are particularly
harmful because they generate a mechanical stress on the cap [40]. In fact, nearly all fibrous caps
contain microcalcifications smaller than 5 um, but only those that will grow above 10 um may exert
dangerous mechanical stress [22]. In addition, microcalcifications might not be dangerous only by
exerting mechanical stress, but also by triggering and/or amplifying plaque inflammation. Using 8F-
sodium fluoride PET/computed tomography (*®F-NaF-PET), Joshi and colleagues reported that
microcalcifications were associated with macrophage infiltration and apoptosis in culprit plaques in
carotid endarterectomy specimens from patients with symptomatic carotid disease [41]. Moreover,
the number of coronary microcalcifications was shown by OCT to be positively associated with the
presence of macrophages [42]. Interestingly, as plaque calcification progresses, macrophage
infiltration decreases and plaques become less symptomatic [43, 44]. Understanding how
microcalcifications form and evolve towards bigger but less dangerous calcifications, and the relative

contribution of VSMCs and macrophages is therefore crucial [23, 45].

3- Inflammation induces microcalcification

Experimental data in humans and animal models suggest that inflammation triggers microcalcification.
For instance, a clinical study with ®F-fluorodeoxyglucose (FDG)-PET conducted on 137 patients
revealed that arterial inflammation precedes calcium deposition at the same location [46]. In addition,
a very recent study using single photon emission computed tomography (SPECT)/CT imaging revealed

that there was an inverse correlation between inflammation and calcification volume in highly calcified
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human plaques [47], supporting the notion that inflammation precedes calcification [46]. Similarly, in
Apoe-deficient mice, dual near-infrared spectroscopy imaging of both macrophages and calcium also
revealed that inflammation precedes calcification [48]. To date, several cellular and molecular
mechanisms have been proposed to explain the mechanism by which inflammation triggers plaque

calcification.

3.1 Macrophages themselves may induce calcification

3.1.1 Macrophages may induce calcification through cell apoptosis/necrosis

It is well known that cell necrosis is a potent inducer of pathological calcification [49]. In fact, calcifying
dead macrophages in the necrotic core are often where microcalcifications initiate in human coronary
arteries [21]. Extracellular concentrations of calcium and inorganic phosphate (P;) are close to those
that cause spontaneous precipitation in many biological fluids. Hence, calcification is constantly
inhibited by the production of extracellular inhibitors, such as inorganic pyrophosphate (PP:) or matrix
Gla protein (MGP). Genetic deficiency in MGP, or in ectonucleotide pyrophosphatase
phosphodiesterase 1 (NPP1), an enzyme generating PP; from extracellular adenosine triphosphate,
results in spontaneous vascular calcification [50, 51]. Inside living cells, calcium and phosphate ions are
normally physically separated to prevent the precipitation of calcium phosphate crystals. While
calcium is stored in the endoplasmic reticulum and mitochondria, inorganic phosphate (P;) is mainly
located in the cytoplasm where calcium levels are very low [52]. This separation is normally preserved
during apoptosis, during which apoptotic bodies that are phagocytosed by macrophages are not
calcified. However, when apoptotic body clearance is delayed, apoptotic cells and bodies undergo
secondary necrosis during which membranes can break allowing calcium and P; to interact and
precipitate. It is well-known that compromised macrophage phagocytosis of apoptotic bodies is a

hallmark of atherosclerosis plaques [11], which might significantly contribute to the formation of early

183



microcalcifications [21]. Finally, not only the release of P; but that of organic phosphates might also
participate in initiation of plaque calcification [53]. The release of DNA in particular could be involved

in microcalcification induced by cell necrosis [54].

In addition, a form of programmed cell necrosis, called necroptosis, has recently emerged [55], and
has been shown to profoundly modulate the development of atherosclerotic plaques [56-58]. The main
proteins controlling this form of cell death are receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
(RIPK1) and RIPK3 [55]. When activated, RIPK3 phosphorylates mixed-lineage kinase domain-like
(MLKL) protein, which triggers MLKL oligomerization, membrane translocation and formation of a pore
allowing the extracellular release of intracellular molecules [59]. MLKL is phosphorylated in advanced
but not early human atherosclerotic plaques [58], indicating that necroptosis is effective in advanced
human plaque development. Among the different cell types present in plaques and potentially affected
by necroptosis, macrophages have focused most studies. Macrophage necroptosis is induced in vitro
by oxidized LDL and caspase inhibitors [56, 58], and in vivo Ripk3 deletion reduces the number of
necrotic macrophages in plaques of ApoE-deficient mice [56]. To our knowledge, whether macrophage
necroptosis is associated with plaque calcification has not been addressed specifically, and it was
tempting to speculate that necroptosis induces and/or exacerbates calcification by releasing P; through
MLKL pores. However, the contribution of macrophage necroptosis to plaque development, including
calcification and inflammation might be much more complex than anticipated and difficult to
characterize. Surprisingly enough, Ripk3 deletion specifically in macrophages resulted in increased
atherosclerotic plaque size [60]. The authors suspected that RIPK3 plays additional roles than
promoting necroptosis and particularly anti-inflammatory functions explaining the increased lesion
development. Additional studies are therefore warranted to have a clearer view of necroptosis impact,

and its effects on calcification.

3.1.2 Macrophages may induce calcification through the release of vesicles
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Alternatively, or in addition, macrophages may release calcifying extracellular vesicles (EVs). In the
aorta of ApoE-deficient mice, electron microscopy demonstrated the presence of crystals in EVs, and
near-infrared imaging revealed strong colocalization between macrophages and calcification [48]. EVs
released by macrophages may share several features with matrix vesicles (MVs), with are emitted by
hypertrophic chondrocytes to initiate apatite crystal nucleation in growth plate cartilage (reviewed in
[61]). MVs are released by membrane budding and are thought to accumulate calcium and P; in their
lumen and to allow the nucleation of the first apatite crystals owing to a nucleation core composed of
phosphatidylserine and annexins [62]. In addition, their membrane is enriched with
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), the
enzyme that hydrolyzes PP;, allowing crystals that have moved to the extracellular milieu to grow and
multiply in association with the collagen matrix [63-65]. In fact, macrophages have been shown to
release EVs, which contain phosphatidylserine and annexin V [66], suggesting that they may induce
calcification by releasing EVs similar to MVs. Interestingly, in low density lipoprotein receptor (Ldlr)-
deficient mice, VSMC-specific deletion of RUNX2, the transcription factor governing the differentiation
of hypertrophic chondrocytes and osteoblasts, only partly prevents plaque calcification [67],
suggesting that other cells than VSMCs transdifferentiated into osteochondrocyte-like cells are
responsible for calcification in this model. Among the candidate cells, cells expressing CD68, a marker
of macrophages, were found to express RUNX2 [67]. This may suggest that macrophages trans-
differentiated from VSMCs [4-7] have some RUNX2 activity, or that macrophages can change their

phenotype towards a phenotype of mineralizing cells.

3.2 Macrophages may stimulate VSMCs to mineralize

3.2.1 Macrophages may stimulate VSMCs to transdifferentiate into osteochondrocyte-like cells
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VSMCs in atherosclerotic plagques have the ability to transdifferentiate into osteochondrocyte-like
cells. In ApoE-deficient mice, calcification proceeds through a process similar to endochondral
ossification, with chondrocyte differentiation [68]. In these mice, like in Ldlr-deficient mice, VSMC-
specific deletion of RUNX2 significantly reduces calcification [69, 67], demonstrating that VSMCs
transdifferentiate to chondrocytes and maybe osteoblasts in order to mineralize plaques. Since the
pioneer report by Tintut and Demer that TNF-a stimulates VSMCs to express TNAP and mineralize [70],
many articles confirmed that inflammatory cytokines such as TNF-q, but also interleukin (IL)-1pB or IL-6
stimulate calcification in VSMC cultures (reviewed in [71]). TNF-a. activates VSMCs to transdifferentiate
into osteochondrocyte-like cells, expressing the transcription factor RUNX2 and several markers of
mineralizing cells [72-74]. Since macrophages stimulate VSMCs to mineralize in part through TNF-a in
vitro [75, 74], it is likely that VSMCs in plaques are also stimulated to mineralize by TNF-a released
from macrophages. Moreover, a recent study suggested that endogenously produced IL-1f is involved

in VSMC calcification [76].

Considerable amount of in vitro data demonstrates that inflammatory cytokines stimulate VSMCs to
transdifferentiate into chondrocytes, which in turn maturate into RUNX2-expressing hypertrophic cells
to induce microcalcification owing to their TNAP activity (Figure 1A). Although this model fits very well
with data in mice, it cannot be applied to humans. Indeed, plaque ossification in humans occurs in
peripheral arteries but much less in coronaries or carotids [19-21], and relies probably on
intramembranous mechanisms (without a cartilage template), rather than on endochondral ones (with
a cartilage template) [77]. Moreover, in coronary arteries, expression of osteochondrocyte markers
seems to occur after microcalcification, suggesting that VSMC transdifferentiation is a consequence,

and not a cause of microcalcification [78, 79].

3.2.2 Macrophages may stimulate VSMCs to calcify independently from their transdifferentiation into

osteochondrocyte-like cells
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TNF-a, and possibly other pro-inflammatory cytokines, may stimulate VSMCs to mineralize
independently of their transdifferentiation into mineralizing cells (Figure 1A). For instance, TNF-a
decreases the expression of the PP;transporter ANKH and reduces PP; export in VSMCs [80]. This might
be sufficient to trigger calcification because genetic deficiency of ANK (the mouse ortholog of ANKH)
leads to soft tissue calcification [81]. Moreover, TNF-o decreases extracellular PP; levels through TNAP
activation [82]. It is worth mentioning that TNAP expression and function are not restricted to PP;
removal in mineralized tissues, and in particular that TNAP exerts functions in inflammation [83-86].
Interestingly, TNAP expression is stimulated by TNF-a or IL-13 in human mesenchymal stem cells
(MSCs), resulting in increased mineralization, while the expression of RUNX2 and its transcriptional
targets is robustly inhibited [87]. In addition, TNF-o. may stimulate calcification in VSMCs by decreasing

the expression of another important calcification inhibitor, MGP [50, 74, 88].

4- Microcalcifications exacerbate inflammation

4.1 Calcium phosphate crystals activate macrophages to produce inflammatory cytokines

Calcium phosphate crystals measuring less than 1 um activate macrophages to release TNF-a, IL-1f3
and IL-8 [89] (Figure 1B). Crystals are phagocytosed by macrophages [89], and the smallest ones are
the most potent to stimulate TNF-a secretion [90], suggesting that they increase TNF-a production at
least in part after internalization. While the mechanisms through which crystals activate TNF-a remain
obscure those involved in the secretion of IL-1(3 are better understood. Crystals activate IL-1B secretion
both in human and mouse macrophages through NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
(NLRP3) inflammasome [91, 92]. NLRP3 consists of a N-terminal pyrin domain (PYD), a central NACHT
domain, and a C-terminal leucine-rich repeats (LRR). Upon cellular stress, the LRR domain exposes the

NACHT domain that is responsible for homotypic oligomerization, leading to NLRP3 interaction with
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the adaptor protein ASC, culminating with caspase-1 binding and activation. The latter cleaves the 31
kDa precursor form of IL-1B into its 17 kDa mature form. Caspase-1 also cleaves gasdermin D, inducing
its oligomerization, association with the membrane and opening of a channel through which IL-1B
among other molecules is released extracellularly [93]. Several different organic and inorganic crystals
are potent NLRP3 activators, such as monosodium urate, silica, cholesterol crystals and calcium
phosphate crystals. This suggests that it is the inherent repetitive structure of crystals, rather than their
composition that is involved in NLRP3 activation. Crystals are thought to activate NLRP3 by triggering
potassium efflux following their internalization [94], but potassium efflux induced by membrane
deformation without internalization has also been proposed to be sufficient to activate NLRP3-
dependent IL-1B production [95]. Thus, macrophages stimulated by crystals may activate VSMCs
through the release of inflammatory mediators. Whether they may also stimulate VSMCs to
transdifferentiate through the release of receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) is a question that
merits investigation. Indeed, inhibition of RANKL-RANK signaling with osteoprotegerin reduces plaque
calcification [96, 97] and RANKL reverse signaling has recently been shown to activate osteoblast

differentiation and bone formation [98].

4.2 Calcium phosphate crystals are pro-inflammatory on VSMCs

Although VSMCs are not specialized to secrete pro-inflammatory molecules, they may secrete
cytokines in response to microcalcifications (Figure 1B). Indeed, similar to macrophages, VSMCs
release IL-1f in presence of calcium phosphate crystals [99]. Moreover, VSMCs secrete more IL-1f as
they progress toward senescence [99], which occurs frequently in human plaques [100]. In this case,
IL-1PB release relies on crystal endocytosis and caspase-1 activity, but maybe not on NLRP3 activation.
In fact, other treatments known to activate NLRP3-dependent IL-1B secretion in
monocytes/macrophages, such as monosodium urate, nigericin, or ATP, fail to induce IL-1B release in

VSMCs [99]. In addition to triggering IL-1B secretion, long term treatment of human VSMCs with
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calcium phosphate crystals triggers crystal endocytosis and induces cell death [101]. VSMC apoptotic
death is frequently followed by secondary necrosis and the release of the alarmin IL-1a, which
exacerbates plaque inflammation [102]. Finally, in a last pathological step, apoptotic bodies released
by dying VSMCs may constitute a nidus for new calcification to occur [103], further amplifying

inflammation.

5- An unstoppable vicious cycle of calcification and inflammation, or efforts to resolve

inflammation and repair?

5.1 Macrophages and VSMCs try to stop pathological calcification and remove crystals

Monocytes and macrophages were recently shown to produce y-carboxylated MGP and Gla-rich
protein (GRP) [104] (Figure 1C). Indeed, not only MGP but also GRP acts as an inhibitor of vascular
calcification [105, 106]. Moreover, macrophages release more GRP and MGP in addition to producing
more y-glutamyl carboxylase, the enzyme responsible for their y-carboxylation, in presence of
inflammatory molecules or hydroxyapatite crystals [104]. It is largely conceivable that the same effects
occur in human atherosclerotic plaques, where the presence of microcalcifications correlate with that
of macrophages and carboxylated MGP [78, 79]. In addition, VSMCs also produce osteopontin (OPN)
in response to calcium phosphate crystals [107, 108]. OPN is an inducible inhibitor of ectopic
calcification [109], whose activity relies on its phosphorylation status [110]. Phosphorylated OPN binds
to crystals and inhibits their growth. OPN stimulates macrophages to phagocyte crystals [111], like it
stimulates osteoclasts to promote bone resorption [112]. Logically, OPN deficiency in ApoE-deficient

atherosclerotic mice leads to the development of more calcified plaques [113].

5.2 Crystals induce VMSCs to transdifferentiate into chondrocytes to build cartilage
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If as explained above, crystals exert pro-inflammatory effects on VSMCs, they also stimulate VSMCs to
produce cartilage to repair a disorganized calcified tissue (Figure 1C). Apatite crystals stimulate VSMCs
to produce BMP2, a potent bone anabolic growth factor [107, 114, 115]. Inhibition of endogenous
BMP2 effects by the addition of Noggin in VSMC cultures results in blocking the increase in chondrocyte
markers stimulated by apatite crystals [115]. The shape of the latter may have little importance since
rods, needles, plates or spheres all increased RUNX2 protein levels [108]. Interestingly, not only does
the MGP knockout mouse model leads to vascular calcification in absence of atherosclerosis, but also
it leads to cartilage metaplasia in the vasculature [50]. A thorough time-course examination of arterial
calcification revealed that chondrocytes differentiate after initiation of calcification [116], suggesting
that cartilage metaplasia is a cellular response permitting the transformation of a pathologically, pro-

inflammatory calcified tissue into a more stable one (Figure 2).

5.3 Crystal induction of inflammation and cartilage formation: any similarity with bone fracture

healing?

The evolution from a disorganized, pro-inflammatory tissue containing apatite crystals, toward
building a new mineralized tissue may not only occur in atherosclerosis plaques but also in bone after
a fracture. Indeed, fracture healing initiates with an early inflammatory phase, which takes place just
after the fracture, and is necessary to induce ossification thereafter [117]. Absence of TNF-a in
particular delays ossification [118], in part by delaying chondrocyte differentiation [119]. Interestingly,
TNF-a may act mainly through BMP2 since TNF-a stimulates BMP2 expression in chondrocytes [120]
and endothelial cells [121], and since the absence of BMP2 blocks fracture healing in its early steps
[122]. Therefore, it is possible that the inflammatory effects of apatite crystals in atherosclerosis
plagues are necessary to generate osteochondrocyte-like cells that will produce large mineralized
surfaces allowing plaque stabilization. The recent histological study in human carotids published by

Montanaro et al. [28] suggests that TGF-P expressed by M2 macrophages may also link the resolution
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of inflammation to the differentiation of osteochondrocyte-like cells and the growth of
macrocalcifications. Therefore, M1 macrophages may participate in the vicious cycle linking
microcalcification to inflammation, whereas M2 macrophages may contribute to terminate this cycle
and allow plaque repair through ossification. The localization of macrophages in atherosclerotic
plagques supports this hypothesis. The pro-inflammatory M1 cells are located in unstable rupture-prone
plaque while the anti-inflammatory M2 macrophages are mostly present in vascular adventitia, far
from the lipid core, and more stable regions of the plaque [123-125]. M1 macrophages show increased
lipid accumulation, mitochondrial dysfunction, destabilized lysosomes, activated oxidative stress,
defective efferocytosis and elevated release of pro-inflammatory mediators such as IL-6, IL-12, IL-1
and TNF-a, as well as ROS. On the other hand, M2 cells enclose small lipid droplets and are supposed
to stimulate atherosclerosis regression through several mechanisms including supplementation of
anti-inflammatory factors (IL-10 and TGFp), clearance of dying cells through efferocytosis and tissue
repair following collagen formation and angiogenesis [126]. Collectively, these data suggest that the
balance between M1 and M2 macrophages might play a crucial role in the transition from pro-
inflammatory plaques with microcalcifications to resolution of inflammation associated with plaque
macrocalcification. Interestingly, a similar role for M1 and M2 macrophages is also strongly suspected

during bone fracture healing (reviewed in [127]).

We consider important in future experiments to thoroughly characterize how inflammation,
calcification and/or ossification are interconnected in atherosclerotic plaques. The emerging
treatments targeting IL-1B will likely impact this association, with beneficial and/or detrimental
consequences. Anti-IL-1B therapies are efficient in reducing inflammation and calcification in mice
[128] as well as recurrent cardiovascular events in patients [129]. However, a recent study indicated
that IL-1B inhibition induces negative effects on advanced atherosclerotic plaques, and that IL-1B

exerts its protective effects acting both on VSMCs and macrophages [130]. Whether calcification is
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impacted differently when IL-1B is inhibited in early versus advanced plaques is not known but

deserves particular attention.

In conclusion, a huge amount of data highlights the strong interrelationship between inflammation
and calcification in atherosclerotic plaques, with inflammation playing an important role in calcium
deposition, and calcifications exacerbating inflammation. However, efforts still remain to be done to
better understand whether and how inflammation, or its resolution, impacts plague macrocalcification

leading to plaque stabilization.
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Figure legends

Figure 1: Inflammation and microcalcification in the context of atherosclerosis: A vicious cycle. (A)
Inflammation stimulates microcalcification generation. Inflammation is a key factor that activates
calcification formation. Immune cells such as M1 macrophages are key players inducing apatite crystals
generation and thus ectopic calcification initiation. For instance, these cells produce calcifying EVs and
undergo secondary necrosis due to compromised clearance of apoptotic bodies [11, 66, 21]. Moreover,
macrophages stimulate VSMCs reprogramming through liberation of pro-inflammatory cytokines such
as TNF-a. The latter creates an imbalance in favor of calcification promoters such as RUNX2 [70, 72,
74] and TNAP [70, 73]. On the other hand, MGP and ANKH calcification inhibitors are downregulated
[73]. Importantly, VSMCs can also produce calcifying EVs and undergo secondary necrosis. (B)
Microcalcification amplifies the inflammatory response. Once initiated, microcalcifications
exaggerate the inflammatory response in the context of a positive feedback loop that boosts the
mineralization process. In fact, endocytosis of calcium phosphate crystals increases the production of
pro-inflammatory mediators by M1 macrophages, such as TNF-a and IL-1B [89, 90]. Moreover, NLRP3
inflammasome activation by crystals is known to facilitate IL-18 liberation, by macrophages and VSMCs
[91, 92, 99]. Taken together, the resulting pro-inflammatory response amplifies several processes
related to microcalcification formation including increased immune cells recruitment, secondary
necrosis and EVs production. (C) Repair mechanisms associated with calcification. The terminal phase
of atherosclerosis is linked with the formation of relatively large and stable calcification deposits that
are thought to resolve inflammation. Under such circumstances, macrophages and VSMCs possibly
generate calcification inhibitors including MGP, GRP and OPN to prevent additional crystal growth and
formation of new calcification sites [107, 104, 108]. On the other hand, VSMCs produce BMP2 which,
most probably, activate the transition of VSMCs into chondrocytes resulting into a cartilage like
environment that ensures the stability of the calcified tissue [107, 114, 115]. Taken together, these

processes are expected to break the vicious inflammation-calcification cycle. Therefore, a focus
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towards a better understanding of mineralization repair mechanisms is of a great importance to limit
the risk of atherosclerosis induced mortality. ANKH: Progressive ankylosis protein homolog, BMP2:
Bone morphogenetic protein 2, EVs: Extracellular vesicles, GRP: Gla rich protein, IL-1f3: Interleukin 1,
MGP: Matrix Gla protein, NLRP3: Nod-like receptor protein 3, OPN: Osteopontin, RUNX2: Runt-related
transcription factor 2, TNAP: tissue-nonspecific alkaline phosphatase, TNF-a: Tumor necrosis factor a,

VSMCs: Vascular smooth muscle cells.

Figure 2: Macrophages and atherosclerosis evolution: A general overview. (A) Progressive
atherosclerotic lesion. During the course of atherosclerosis, macrophages (namely the M1 phenotype)
activate several mechanisms to ensure the initiation and progression of the disease. These immune
cells are known to engulf oxidized LDL and to form foam cells. In addition, they can produce pro-
inflammatory cytokines, activate the deregulation of extracellular matrix and secrete EVs. Moreover,
M1 cells are characterized by defective efferocytosis and increased secondary necrosis. Taken
together, these processes are thought to launch microcalcification formation. On the other hand,
VSMCs can also change into osteoblast-like cells; thus promoting additional crystal deposition. It is
worth noting that a thin fibrous cap is a major feature of an unstable rupture-prone lesion. (B) Stable
atherosclerotic lesion. It is believed that the transition of VSMCs into osteoblast-like cells is induced
by M2 macrophages to form macrocalcification deposits. In this context, M2 cells have been reported
to generate calcification inhibitors, accumulate smaller lipid droplets, produce anti-inflammatory
mediators, activate clearance of apoptotic debris and accelerate tissue repair via stimulating
angiogenesis, chondrocyte formation and fibrosis. EVs: Extracellular vesicles, IL-1B: Interleukin 1j,

TNF-a: Tumor necrosis factor a, VSMCs: Vascular smooth muscle cells.
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Abstract

Rationale: While the vascular calcium score predicts cardiovascular mortality, the local impact of calcification on
atherosclerotic plaque progression remains controversial. Tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), the
enzyme necessary for skeletal mineralization, is suspected to participate in vascular calcification. TNAP is
expressed in atherosclerotic plaques, and is also produced in the liver and released in the circulation at levels that
correlate with metabolic syndrome and cardiovascular mortality. In this context, we sought to investigate the effect

of'a recently developed TNAP inhibitor on atherosclerotic plaque calcification and progression.

Methods: plaque calcification was explored in ApoE-deficient mice fed a high fat diet from 10 weeks of age, with
8F-NaF positron emission tomography (PET) and computed tomography (CT) in vivo, and with the calcium tracer
osteosense ex vivo. TNAP levels were investigated in mice and in human carotid plaques. TNAP was inhibited in
mice using SBI-425 (30 mg/kg/day) administered from 10 to 25 weeks of age, and in human vascular smooth

muscle cell (VSMC) cultures with its parental compound MLS-0038949.

Results: In mouse aortas and human carotids, plaque calcifications consistently colocalized with TNAP. TNAP
inhibition prevented calcification in human VSMCs and in mouse plaques, in association with decreased plaque
inflammation and lipid accumulation, and reduced levels of serum cholesterol and triglycerides. Importantly, these
beneficial effects of TNAP inhibition occurred without significantly impacting the skeleton or liver. Metabolomics
analysis of liver extracts identified phosphocholine as a likely substrate of liver TNAP, whose reduced
dephosphorylation upon TNAP inhibition may have reduced the release of cholesterol and triglycerides into the

blood, and consequently inhibited plaque development.

Conclusion: the systemic inhibition of TNAP ameliorates atherosclerosis acting on both vascular and liver TNAP.

Keywords: Atherosclerosis, calcification, inflammation, TNAP, liver, NASH
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Introduction

Cardiovascular diseases (CVDs) are responsible for 17.9 million deaths each year, which represents 31% of all

deaths worldwide (https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases). Rupture of an atherosclerotic
plaque is considered the primary reason for cardiovascular death, accounting for most myocardial infarction cases
and about 20% of ischemic strokes !. Therefore, identifying a vulnerable plaque is an important goal in
cardiovascular research. Acknowledged features of vulnerability include a large lipid and necrotic core, a thin
fibrous cap and intraplaque hemorrhage 2. In addition, recent data suggest that microcalcifications, characterized

by a size less than 10 um, and not macrocalcifications 33

, negatively impact plaque stability. Clinically,
microcalcifications can be imaged distinctly from macrocalcifications with '*F-NaF positron emission tomography
(PET) °, because fluoride ions can replace hydroxyl ions in newly formed apatite crystals, but not in more mature,
inert macrocalcifications. To date, several ex vivo and in vivo studies have shown that '®F-NaF accumulates in
plaques with hallmarks of vulnerability, predicting future events . Microcalcifications may destabilize plaques
through pro-inflammatory and mechanical mechanisms. In human macrophage cultures, microcalcifications
measuring from | pm to 15 pm induce the release of tumor necrosis factor (TNF)-a at levels inversely associated
with crystal size '%!". Microcalcifications can also exert a harmful mechanical stress and favor plaque rupture,
especially when they develop in the fibrous cap '*!4. Nonetheless, in the absence of calcification inhibitors that
could be used in vivo, the real impact of microcalcifications on plaque progression remains purely speculative. In

this regard, the recent development of an effective specific and in vivo usable inhibitor of tissue-nonspecific

alkaline phosphatase (TNAP) should help fill this gap in knowledge °.

TNAP, the enzyme necessary for physiologic bone and tooth mineralization '°, has indeed emerged as a likely
suspect responsible for plaque calcification [reviewed in !7]. TNAP is normally expressed under the control of the
transcription factor RUNX2 in hypertrophic chondrocytes and osteoblasts, where it hydrolyzes the constitutive
mineralization inhibitor inorganic pyrophosphate (PP;), to allow progression mineralization onto the extracellular
matrix %1%, Interestingly, in atherosclerotic Apolipoprotein (Apo)E-deficient mice, vascular smooth muscle cell
(VSMCs) transdifferentiate into chondrocytes and express TNAP before calcification can be detected 2022,
Moreover, VSMC-specific deletion of RUNX2 in these mice 23, or in atherosclerotic mice deficient in low density

lipoprotein receptor 24, strongly reduces calcification, further suggesting that TNAP is involved. In humans, where

plaque calcification does not seem to involve cartilage formation, and bone formation only in a minority of plaques
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25, TNAP is suspected to stimulate plaque formation from the circulation 2%%’. As its name indicates, TNAP is
indeed relatively ubiquitous; in humans, while predominantly expressed in the skeleton and teeth during
physiologic mineralization, it is also expressed in the liver and released into the blood in amounts increasing with
cholestasis and more generally with the development of metabolic syndrome (MetS) 29232, Since genetic

33,34

deficiency in PP; generation resulting in reduced blood PP; leads to vascular calcification *>~%, it is suspected that

increased serum TNAP in MetS exacerbates plaque calcification.

In the present study, we explored the involvement of TNAP in plaque calcification using ApoE-deficient mice,
human carotid plaques and cultured human VSMCs. To take into account the ubiquitous nature of TNAP, we also
analyzed the effects of its inhibition on the skeleton, kidneys and liver. We report that systemic TNAP inhibition
ameliorates atherosclerosis, as evidenced by reduced plaque growth, accumulation of lipids, inflammation and
calcification, and decreased blood triglyceride and cholesterol levels, without exerting significant toxicity on any

tissue investigated.
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Materials and methods

Animal experiments

The present project received authorization from the ethics committee of the French Ministry of Education,
Research and Innovation (APAFIS#15387-2018060708052279). Four cohorts of mice were used in these studies
(Supplemental Figs 2A and 3A). Cohorts 1 and 2 were devoted to the in vivo and ex vivo characterization of TNAP-
associated plaque calcification. 6-week-old ApoE-deficient male mice (Charles River, Lyon, France) were received
at the animal facility of the INSA (Lyon, France; Cetil n°C2EA-102), and placed in conventional cages with 5
mice per cage. Mice were maintained on a 12-hrs light-dark cycle (7:00 am-7:00 pm) and were supplied with food
and water ad libitum. From 10 weeks of age, they were fed ad libitum with a high fat diet (HFD, D12108C,
Research Diets, New Brunswick, USA) containing 40% fat (kcal) and 1.25% cholesterol (weight). In cohort 1, 8
mice were sacrificed every 2 weeks between weeks 17 to 31, after overnight fasting, for histological and molecular
analyses. Total body weight was measured weekly after starting the HFD. The sacrifice was done by CO»
inhalation after anesthesia with isoflurane and intracardiac blood puncture. Tissues were harvested as described
below. The abdominal aorta was used for quantitative polymerase chain reaction (PCR) analyses. We used mice
from cohort 2 to analyze aorta calcification with '®F-NaF uPET and uCT and to compare the in vivo data with the
ex vivo results obtained in cohort 1. Cohorts 3 and 4 were used to determine in vivo and ex vivo the impact of
TNAP inhibition on the vasculature, liver, bones and kidneys. According to the results obtained in cohorts 1 and
2, we administered the TNAP inhibitor SBI-425 (30 mg/kg/day, formulated as a food admixture in the HFD) in a
preventive manner from 10 weeks of age 3°. Treatment was stopped at 25 weeks or 31 weeks of age. Plaque
calcification was analyzed at 25 weeks and possible side effects of TNAP inhibition were explored in mice aged
31 weeks. Mice in cohort 3 (2 groups of 13 mice) were used for ex vivo analysis, and mice in cohort 4 (2 groups

of 12 mice) for in vivo imaging and ex vivo analyses.

In vivo imaging

Animals were transferred from the animal facility to the Cermep imaging platform (Lyon/Bron, France). Mice
were placed into a chamber connected to an isoflurane anesthesia unit. Anesthesia was induced using an airflow
rate of 0.8 L/min and 4% isoflurane, airflow rate was then maintained to 0.6 L/min with 2% isoflurane during the
scans. After induction, mice were injected with 0.36 MBg/g of '*F-NaF in 0.1mL saline via tail vein (19 scans) or

in retro-orbital venous sinus (16 scans) when the tail veins were not available. After injection, the animals were
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placed in the prone position on the scanning bed. PET-CT images were obtained using a micro PET-CT scanner
(Inveon PET-CT, Siemens, Germany). Mice were positioned into the CT system and imaged using the
magnification low acquisition settings (acquisition parameters: attenuation mode; projection: 120 ; rotation: 200° ;
estimated scan time: 492s ; binning 4x4; effective voxel size: 0.111 x 0.111 x 0.111 mm?; voltage: 80 kV; current:
500 pA,; filter thickness: 0.5 mm; exposure: 200 ms). After CT acquisition, mice were moved into the center of
the PET scanner (axial field of view: 127mm). PET acquisition started exactly one hour after '®F-NaF injection,
for a total scan time of twenty minutes. Then, mice were allowed to recover into a lead shielded cage. Static images
of the 20-min PET acquisitions were reconstructed with attenuation and scatter correction by 3D ordinary Poisson
ordered subsets expectation maximization (OP-OSEM3D) with 4 iterations and a zoom factor of 2. The
reconstructed volume was constituted of 159 slices of 128 x 128 matrix voxels, with voxel size 0.388 x 0.388 x
0.796 mm®. CT data were reconstructed using a Feldkamp algorithm with a down sample of 1 (Inveon Acquisition
Workplace, Siemens). After reconstruction, the PET and CT data were coregistered. Images were analyzed using
Inveon Research workplace (Siemens). The presence of atherosclerotic plaques was evaluated both in CT and PET
images. Due to the higher resolution of the CT scan, regions-of-interest (ROI) of the aortic arch were drawn on
CT images. Only voxels above the threshold of 390 Hounsfield Unit (calcified structure) were considered. The
ROIs were exported onto the coregistered PET images in order to measure '*F-NaF uptake. Standardized uptake

value ratio (SUVR) were calculated using the whole body SUV as reference.

Tissue harvest and processing

After euthanasia, the heart and vasculature were perfused with sterile NaCl 0.9%. The aortic root and the aortic
arch, with the major arteries that stem from them (brachiocephalic, left common carotid and left subclavian), were
dissected under a microscope and frozen in optimal cutting temperature medium (OCT, Thermo Scientific) and
stored at -80 °C before serial cryo-sectioning. Abdominal aortas were dissected, rinsed once with sterile phosphate-
buffered saline (PBS) pH 7.8, and frozen until RNA extraction. Cryostat sections (5-um thick) were cut at -21 °C
using a Leica CM3050 S cryostat (Leica), mounted on glass slides (SuperFrost Plus Gold glass slides, Thermo
scientific) and stored at -80°C until use. Four sections of 5-um thickness were harvested per slide, yielding 25 to
45 slides per mouse. Prior to analysis, frozen tissue sections were air-dried at room temperature for 10 min and
eight consecutive sections were taken from each mouse at 15-um intervals. Calcification was imaged by near-
infrared fluorescence (NIRF) with the calcium tracer osteosense (OS) (PerkinElmer, ex/em 650/680 nm) as

previously described . Briefly, frozen sections were treated overnight with OS 680 (1:100) before NIRF imaging.
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Quantification was performed by computer image analysis using Image J software (NIH, Bethesda, MD) by
averaging of measurements from 2 sections of 15 pm apart. Alkaline phosphatase activity was stained in serial

sections using nitro blue tetrazolium/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) solution .

To perform CD68 immunohistochemical staining to detect macropahges, serial frozen sections of aortic arch were
fixed in acetone (-20 °C) for 10 min and were air-dried afterwards for 10 min. Endogenous peroxidase activity
was neutralized with 0.3% H,O, for 10 min followed by 3 washing steps of 5 min each using TBS pH 7.4
containing 0.025% Triton-X100. Sections were incubated with Tris buffered saline (TBS) containing 5% normal
goat serum (Abcam) and 1% bovine serum albumin (BSA) for 1 h to reduce non-specific background staining.
Sections were subsequently incubated overnight at 4 °C with anti-CD68 antibody (Abcam ab125212) diluted in
TBS containing 1% BSA. Horseradish peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit secondary antibody (Abcam)
was applied for 1 h and then revealed with a DAB staining kit (Abcam). Preparations were counterstained with
hematoxylin-eosin (Mayer’s hematoxylin solution, Sigma). Negative control sections were analyzed using a
similar procedure excluding the primary antibody. Images of the sections were captured with an Eclipse TI-E
microscope fitted with a DSiQ2 digital camera combined with Nikon's NIS Elements imaging software (Nikon

Instruments Inc.). At least 2 sections per mouse were examined for CD68 immunostaining.

For oil Red O staining of neutral lipids, sections were rehydrated in PBS for 5 min, fixed with 10% neutral buffered
formalin for 5 min, extensively washed with water, and then treated with propylene glycol for 2 min. The sections
were then stained with oil red O solution (0.5% in propylene glycol) for 15 min at 60°C and extensively washed
with water. After the oil red O staining procedure, the sections were counterstained with hematoxylin-eosin
staining (Mayer’s hematoxylin solution, Sigma). Images were captured with an Eclipse TI-E microscope and
digital camera (Nikon), combined with Nikon's NIS Elements imaging software. To visualize cartilage

glycosaminoglycans, sections were stained with Alcian blue 8GX (Sigma) at pH 2.5 (1% in 3% acetic acid).

Blood biochemistry

Blood was collected from mice by cardiac puncture under anesthesia with isoflurane. Serum was obtained through
centrifugation of the blood for 15 min at 1,500 g at 4°C, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C before
analysis. Concentration of total cholesterol and triglycerides were measured using a colorimetric (MAKO043,

Sigma) and a fluorimetric assay (MAK266, Sigma), respectively. Total bile acids were assayed with a commercial
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enzyme-based colorimetric kit (Abcam Ab239702). Serum IL-6 and haptoglobin levels were determined using the
commercially available ELISA kits (Fischer Scientific 10110623 and Abcam 157714, respectively). The alkaline
phosphatase activity assay was adapted from a previously published protocol and performed in a 96-well plate 8.
Briefly, sera were mixed with a concentrated buffer at a ratio of 2.85:1 (vol/vol) in order to get final
concentrations of 0.56 M 2-amino-2-methyl-1-propanol buffer pH 10.5, 1 mM MgCI2 and 10 mM p-
nitrophenylphosphate. Absorbance was acquired for 5 min at 405 nm (Tecan plate reader). The slope was
calculated to determine TNAP activity levels in each sample and normalized to protein amounts measured with

the BCA protein assay (Pierce).

Bone parameters

3D microarchitecture of the distal metaphyseal femur and cortical midshaft were carried out using a Skyscan 1176
micro-CT scanner (Skyscan Inc.). The X-ray excitation voltage was set to 50 kV with a current of 500 mA. A 0.5
mm aluminum filter was used to reduce beam-hardening artifacts. Samples were scanned in 70% ethanol with a
fixed voxel size 0f 9.08 um. Section images were reconstructed with NRecon software (version 1.6.1.8, Skyscan).
The region of interest (ROI) to delineate trabecular bone was drawn manually away from the endocortical surface,
starting at 0.5 mm underneath the growth plate and ending at 1.5 mm. For cortical analysis, 0.5 mm on either side
of the femur midshaft were reconstructed. The global threshold was set at 0.394 g HA/cm?. Three-dimensional
modeling and analysis of bone volume mineral density (BMD), tissue volume mineral density (TMD), bone
volume to tissue volume ratio (bone volume/tissue volume, BV/TV) were obtained with the CTAn (version 1.9)

and CTVol (version 2.0) software.

Liver biochemistry

For the determination of cholesterol, triglycerides, and total bile acids in the liver, 40-mg pieces of liver were
homogenized in 1 mL of 5% NP40 solution in a dounce homogenizer. The hydrophobic components were extracted
twice at 80°C for 5 minutes. The samples were centrifuged and the supernatants were assayed for cholesterol,
triglycerides and bile acids with the same kits used for blood. In order to quantify hydroxyproline, 100-mg pieces
of liver were homogenized in 1 mL of pure water in a dounce homogenizer and a perchlorate-free kit from Sigma

was used (MAK357).
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Metabolomics analysis
Liver and kidney extraction and NMR measurement: The frozen tissues were weighed and then extracted according

to Beckonert’s procedure *

using the methanol-chloroform-water system [2:2:1.425 (v/v/v)], and including
absorbance measurement using the Bradford reagent with BSA as standard. The upper methanol/water phase was
collected, dried, lyophilized and stored at -80°C. Deuterated phosphate buffer at pH = 7.4 (200 mM) was added
to the dried aqueous extract with TSP (sodium 2,2,3,3-tetradeutero-3- trimethylsilylpropionate) (Sigma-Aldrich)
as internal chemical shift and quantification reference. '"H NMR spectra were recorded at 298 K on a Bruker
Avance spectrometer 500 equipped with a 5-mm TCI cryoprobe. The 1D pulse sequence (relaxation delay-pulse-
acquisition) with pre-saturation for water (HOD) signal suppression was used. Acquisition parameters were as
follows: relaxation delay 5.64 s, 30° pulse (4.5 ps) and acquisition time of 4.36 s. The spectral width of 15 ppm
was used and 256 scans were collected. With this repetition time of 10 s, the 'H resonances were fully relaxed.
Data were processed using Bruker TopSpin software 3.2 with one level zero-filling and apodization (exponential,

Ib = 0.3 Hz) before Fourier transform, then phase correction, simple baseline correction and calibration (rsp = 0

ppm) were applied.

Chemometric analysis of NMR data: Data NMR matrices were obtained using facilities included in KnowItAll®

(Wiley Science Solutions) and NMRProcFlow® (https:/nmrprocflow.org/) *° software. First, the bucket list was

obtained by the bin area method using the intelligent variable size bucketing tool included in the KnowItAll®
package according to NMR signals assignment. Second, NMRProcFlow® pipeline was used for local baseline
correction of spectra, alignment of NMR signals and integration of NMR area by that bucket list. Then integrated
regions were normalized by dividing their areas by that of the internal standard TSP and by the weight of tissue.
Statistical analysis, supervised Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) and the nonparametric
Wilcoxon test were carried out using the SIMCA-P+ 13.0.3 (Sartorius, Aubagne, France) and Matlab®

(MathWorks, Natick, Massachusetts, USA) software.

"H NMR absolute quantification of metabolites: Metabolites were assigned with an in-house metabolite database
at pH = 7.4. A total of 34 and 39 metabolites were identified; 30 and 35 could be quantified for liver and kidney
respectively. Metabolites concentrations (ng/mg tissue for liver and pg/mg protein for kidney) were given by my
= Ax/Atsp. 9/Nx. 112.My/mp with Ax and Arsp being the areas of the signals of metabolite X and TSP, 9 and Nx
the number of protons of TSP and metabolite X evoking the signals, 112 the number of nmol of TSP in the solution
analyzed, My the molecular weight of metabolite X and m the weight (mg) of tissue (liver) or proteins (kidney)

analyzed.
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Human samples

Analysis in human samples has been performed on healthy and diseased carotid arteries. Carotid plaques [n=101
calcified, and 14 non-calcified from the ECLAGEN biocollection 2°] were removed by endarterectomy at the
bifurcation from within the lumen as a single specimen. All samples were 1-2 cm long. For histology, we analyzed
sections of the lesion core present in each arterial sample. Sample collection and handling were performed in
accordance with our institutional medical ethics committee (research protocol#PFS09-014, n°DC-2008-402), and
all patients participating in the study provided written informed consent. In the case of organ donors (healthy
arteries), the absence of patient opposition to organ donation and an informed and signed consent was required
from the patient’s family. The arterial samples were fixed in 10% formalin for 48 h, decalcified in 4.13% EDTA-
0.2% paraformaldehyde pH 7.4 over 4 days in KOS sw10 (Milestone), and embedded in paraffin. Following heat-
induced epitope retrieval in EDTA pH 9, serial sections (4-um thick) were stained with TNAP (Abcam), and
Runx2 (Abcam) antibodies. Imaging of the sections was obtained with the NanoZoomer device (Hamamatsu

Photonics).

Human VSMC cultures

Human coronary artery VSMCs (PromoCell) were grown in SMC growth medium 2 (SMC-GM2, PromoCell)
supplemented with epidermal growth factor (0.5 ng/mL), insulin (5 pg/mL), basic fibroblast growth factor-f (2
ng/mL), and fetal bovine serum (5%) at 37 °C in humidified 5% CO». Cells were used between passages 3 and 9.
Cells from 4-5 independent donors were used. VSMCs were cultured for up to 21 days in the presence of either
control medium (DMEM, 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin) or osteogenic medium (consisting of control
medium supplemented with 10 nM dexamethasone, 10 mM [-glycerophosphate, and 100 uM L-ascorbate
phosphate). The media were changed 3 times per week. Mycoplasma contamination test was routinely performed
(once a month). TNAP activity was inhibited by the TNAP inhibitor MLS-0038949 (Merck, CAS 496014-13-2),
the parent compound of SBI-425 #!. TNAP activity was determined by the Alkaline Phosphatase Activity
Colorimetric Assay Kit (BioVision, San Francisco, USA) according to the manufacturer’s instructions. TNAP
activity was normalized to the protein amount. To visualize calcification, cells were washed and fixed with 4%
paraformaldehyde for 10-15 min at room temperature. The mineralized matrix was visualized by 2% (w/v) Alizarin

Red staining (Sigma Aldrich).
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Quantitative polymerase chain reaction (PCR) analysis

Mouse tissues: total RNAs were extracted from grinded abdominal aorta and liver with the NucleoSpin RNA II
kit (Macherey-Nagel) following the manufacturer’s protocol. The quantity and quality of RNA measuring
absorbance at 260 and 280 nm with a NanoDrop. RNA (1 pg) was retro-transcribed into cDNA with Superscript
II reverse transcriptase (Life Technologies). PCR analysis was conducted using SYBR green Supermix (Biorad)
on the iCycler Real-Time Detection system (Biorad). Fold change in mRNA expression was calculated using the
24t method by the CFX Manager software (Biorad). Data were normalized by 3 housekeeping genes (HPRT,
Actin and Rpl13a) levels. Primers and PCR conditions are given in Table I in the data supplement. The obtained

products were checked by sequencing.

Human VSMCs: total RNA was isolated using TriZol (Life Technologies) and mRNA levels were determined by
TagMan-based real-time PCR (Life Technologies). The following TagMan probes were used: HS01047978 ml
(human Runx2), HS99999902 m1 (human Rplp0). The expression levels were normalized to Rplp0. Results were

calculated using the AACt method, and presented as fold increase relative to control.

In vitro dephosphorylation of phosphocholine and phosphoethanolamine by TNAP
25 uM of phosphocholine or phosphoethanolamine were incubated at 37°C with recombinant human TNAP
(Biolegend 794504) or mouse TNAP (Biolegend 787804) in a Tris-HCI saline buffer pH 7.4 containing 1 mM

MgCl. After different time points, P; release was determined using Malachite Green reagent.

Statistics

Data are expressed as the mean + SEM or SD, as indicated in the Figure legends. Statistical analyses were
performed with Past 3.20 software. Data were tested on normality and on equal variances with the Shapiro-Wilk
test and Levene test respectively. Then, data were analyzed on appropriate parametric or nonparametric test, as

indicated in the Figure legends. P<0.05 was considered significant.
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Results

TNAP is located in close proximity with calcifications in human carotid plaques, and its inhibition in
cultured human VSMCs prevents calcification

Plaque calcification proceeds through distinct mechanisms in mice and humans. While it relies on endochondral
ossification in ApoE-deficient mice 2*?!, in humans it often occurs through intramembranous ossification in
peripheral arteries and more rarely in carotids or coronaries 2. To avoid obtaining results and drawing conclusions
that may only be true in mice but not in humans, we first explored whether carotid plaque calcification in humans
may rely on TNAP. To this purpose, we used a biocollection of human carotid plaques in which the calcification
morphology (microcalcifications, calcium nodules, sheet-like calcifications and osteoid metaplasia) has been
characterized in details 3. In these lesions and independently of the calcification type, TNAP was consistently
located at the proximal periphery of calcifications (Fig. 1). Interestingly, even when signs of bone-like structures
or ossification were not observed, TNAP was often coexpressed with RUNX2, the master transcription factor
governing osteoblast and hypertrophic chondrocyte differentiation. These data suggested that even in human
plaques that did not show features of ossification or presence of bone-like cells, calcification relied on TNAP
expressed under the control of RUNX2, presumably in trans-differentiated cells. Moreover, TNAP was probably
active before calcification formed, because we observed RUNX2 and TNAP coexpression in plaque regions with
no calcifications (Fig. 1), and also in carotids with no plaques (Suppl. Fig. 1A). Calcification relied at least in part
on TNAP in these human plaques, because when cultured human VSMCs were stimulated by an osteogenic
medium (OM) to express RUNX2 (Suppl. Fig. 1B,C), TNAP inhibition totally prevented calcification (Suppl. Fig.
1D-F). These ex vivo and in vitro data in humans encouraged us to determine the in vivo effects of TNAP inhibition

in atherosclerotic mice.

TNAP is expressed in close proximity with calcifications in mouse plaques and its inhibition prevents plaque
calcification and decreases plaque inflammation

In order to determine when TNAP inhibition should be initiated and stopped in ApoE-deficient mice, we
thoroughly characterized the time-course of atherosclerotic plaque development in animals sacrificed every two
weeks from 17 to 31 weeks of age in cohort 1, devoted to ex vivo analyses, and in animals imaged in vivo with '$F-
NaF pPET/uCT at 19, 25, 31 and 34 weeks in cohort 2, (Suppl Fig. 2A). Consistent with the pioneering studies

from the group of Elena Aikawa 2, osteosense (OS)-based imaging detected calcifications (= 10 um in size) from
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19-21 weeks of age (Fig. 2A). Early calcifications were first spotted in the aortic arch (Fig. 2A,B), and were
followed by calcifications in other arteries, such as the left common carotid (Fig. 2C). Calcifications initially
developed in or near necrotic and lipid cores, after which they progressed into cartilaginous metaplasia (Fig. 2D-
F) 2°. In some mice, they eventually merged to occupy the whole aortic arch, which was then totally devoid of
necrotic cells and lipids (Fig. 2D-F). The number of calcifications logically increased from 17 to 23 weeks; it
stopped increasing or even decreased at 25 weeks because of the merging of calcifications in the aortic arch, and
increased again at 27 weeks when calcifications began to form in other arteries (Fig. 2G). The total surface of
calcifications determined ex vivo by histology (Fig. 2H) and the total volume of calcifications determined in vivo
by uCT (Fig. 21, Suppl Fig. 2B) increased similarly and relatively regularly. In contrast, the calcification activity
measured in vivo with '®F-NaF pPET revealed that calcification slowed down at 31 weeks of age (Fig. 2J, Suppl
Fig. 2C). This slowdown was concomitant with the stagnation of chondrocyte transcript levels between 27 and 31
weeks, after these transcripts had increased in two waves, the first at 19 weeks, and the second at 27 weeks (Fig.
2K, Suppl Fig. 2D). The transcript levels of 4/p/ encoding TNAP also increased with the same two waves, and
were highly associated with the transcripts encoding of Runx2 (Fig. 2L), suggesting that TNAP was almost
exclusively produced by VSMCs trans-differentiated into hypertrophic chondrocytes. Finally, TNAP was
apparently locally involved in plaque calcification since TNAP activity was detected in plaques before calcification
could be detected, and because when calcifications were present, they were consistently observed in close
proximity with TNAP activity (Fig. 2M) 22. Collectively, these ex vivo data suggested that calcification was not
linear but developed within two waves: the first one at 19 weeks, likely associated with aortic arch calcification,
and a second one at 27 weeks, associated with the onset of calcification in other arteries. In this context, we chose
to initiate TNAP inhibition from 10 weeks of age in a preventive manner, by administration of 30 mg/kg/day of
SBI-425 admixed in the HFD %, and to analyze the impact of TNAP inhibition at 25 weeks, after the first wave of

calcification (Suppl. Fig. 3A).

TNAP inhibition was apparently well-tolerated, with no effect on mortality, body weight, or bone architecture
even when the treatment was prolonged for 21 weeks (Suppl. Fig. 3B,C). As hypothesized, TNAP inhibition
prevented plaque calcification, with 0 out of 12 mice having calcifications in the SBI-425 group, against 6 out of
11 in the control group as determined in vivo with 'F-NaF uPET (Fig. 3A) and pCT (Fig. 3B). By histology,
which proved more sensitive in detecting early calcifications than '*F-NaF uPET and puCT (Fig. 2), we observed

that while 13 out of 13 mice developed calcifications in the control group, only 9 out of 13 mice formed
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calcifications in the SBI-425 group (Fig. 3C). Moreover, even when SBI-425-treated mice developed
calcifications, the number of calcifications per mouse was lower. Upon SBI-425 treatment, plaques were smaller
(Fig. 3D) and contained less lipids (Fig. 3E). Prevention of calcification by SBI-425 administration was apparently
not accompanied by reduced levels of chondrocyte markers (Sox9, Acan, Runx2 or Alpl, Fig. 3F). In contrast, SBI-
425 significantly decreased the levels of the inflammatory markers Opn, Cd68, Rankl, 11§ and 116 levels (Fig. 3F)
and reduced serum IL-6 levels, although not significantly (Fig. 3G). Prevention of new calcifications and decreased
inflammation were likely two intimately associated effects, because in both treated and untreated mice, small
calcifications, but not advanced macrocalcifications, were consistently observed in plaque regions enriched in
CD68-positive macrophages (Fig. 3H). Collectively, these data suggested that TNAP inhibition exerted beneficial
effects on plaque calcification and inflammation. We then wondered whether these local effects in plaques
impacted the levels of lipids in the circulation. Unexpectedly, we found that TNAP inhibition significantly
decreased the serum levels of cholesterol and triglycerides (TGs) (Fig. 3G). This suggested that SBI-425 might

also have impacted plaque development by inhibiting liver TNAP.

TNAP expression increases in the liver of ApoE-deficient mice during non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
In order to better understand the functions of TNAP in the liver, we first characterized how liver TNAP was
regulated during the development of NASH induced by HFD in ApoE-deficient mice *?. Fasting serum cholesterol
levels in ApoE-deficient mice were about 10-times higher than in wildtype mice given the same HFD (data not
shown), and relatively stable from 17 to 31 weeks, with the exception of a decrease at 23 weeks (Fig. 4A),
concomitant with the decrease in inflammation and cartilage formation in aortic plaques (Fig. 2K,L and
Supplemental Fig 2D,E). Liver cholesterol levels increased from 17 to 25 weeks, to then decrease from 27 to 31
weeks (Fig. 4B). This late decrease in liver cholesterol content was correlated with the accumulation of
cholesterol’s degradation products, bile acids, indicative of cholestasis (Fig. 4C). Fasting serum and liver TGs
evolved similarly, with two troughs at 19 and 27 weeks separated by about a month of higher serum and liver
levels around 23 weeks (Fig. 4D,E). Liver levels of inflammatory transcripts (Ly6g, Tnfa, I111b, Hb) and serum
levels of haptoglobin suggested two peaks of inflammation at 19 and 27 weeks (Fig. 4F,G)]. These two
inflammatory waves seemed associated with increases in blood glucose levels (Fig. 4H). TNAP expression in the
liver has recently been reported to occur in association with liver fibrosis in mice fed a HFD *3. We confirmed that

Alpl was overexpressed with the fibrosis markers 7gfb/, and Collal, and concomitantly with rises of liver TGs
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and cholesterol, and between the two inflammation waves (Fig. 4I). Liver TNAP was probably active locally

because serum TNAP activity was not significantly increased (Fig. 47).

Taking into account the time-course changes in the liver, the blood and the aorta, we drew a hypothetical model
linking liver metabolism to plaque development (Fig. 5). In this model, liver inflammation is associated with
increased fasting cholesterolemia and glycaemia which enhances plaque inflammation, chondrogenesis and
calcification **7. Plaque inflammation indeed appears to drive plaque calcification in ApoE-deficient mice 22484,
We moreover observed that in the aorta, the waves of chondrogenesis and calcification were associated with similar
waves of inflammatory markers (Suppl. Fig. 2E). Furthermore, calcification activity (but not calcium volume) was
positively associated with both inflammatory and chondrocyte markers (Suppl. Fig. 2F). Then, after establishing
liver TNAP expression and liver disease in relation with plaque development, we investigated whether SBI-425

administration impacted liver inflammation, steatosis and/or fibrosis, to explain how it might have decreased serum

lipids and impaired atherosclerotic plaque development.

Liver TNAP may impact serum lipid levels by participating in liver phosphatidylcholine metabolism

Since TNAP-deficient mice were recently reported to develop liver steatosis when fed a HFD *°, we suspected that
SBI-425 decreased serum TGs by sequestrating them in the liver. This however proved irrelevant because liver
TG content was not increased by TNAP inhibition (Fig. 6A), nor were the levels of transcripts associated with
fatty acid synthesis (SrebpIc, Fas) changed (Fig. 6B). TNAP inhibition neither exacerbated liver inflammation, as
demonstrated by unchanged levels of Ly6g, Tnfa, I11b, or Hp transcripts (Fig. 6B), nor changed serum haptoglobin
levels (Fig. 6C). SBI-425 treatment did not modulate fasting glycemia (Fig. 6D), nor exacerbated liver fibrosis, as
indicated by unchanged hydroxyproline levels (Fig. 6E). Finally, TNAP inhibition did not seem to impact
cholesterol and bile acid metabolism, because SBI-425 did not change liver cholesterol levels (Fig. 6F), transcript

levels of Scarbl, Hmgcr, Abcg8, Cyp7al or Cyp7bl (Fig. 6G), or liver and serum bile acids levels (Fig. 6H,I).

To identify unsuspected mechanisms explaining how TNAP inhibition might have decreased serum lipids (Fig.
31,J), we used a metabolomics approach to determine metabolites in the liver and kidneys whose levels were
significantly impacted by SBI-425 administration. Multivariate statistical analysis on metabolomics data (PLS-
DA) did not evidence a significant impact of TNAP inhibition on liver or kidney metabolism (Suppl. Fig. 4).

Nevertheless, we observed an almost significant decrease in liver phosphocholine levels (Fig. 6J), and an almost
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significant increase in kidney phosphocholine levels (Fig. 6K). Extracellular phosphocholine dephosphorylation
in the liver is necessary to allow choline uptake in hepatocytes 3!, intracellular reformation of phosphocholine, and
generation of phosphatidylcholine, which is required for VLDL production and release >2. Choline-deficient diets
or genetic deficiency in liver phosphatidylcholine production result in liver steatosis, reduced VLDL levels and
impaired atherosclerosis in ApoE-deficient mice **»*. We observed that while liver and kidney phosphocholine
levels were positively correlated in control animals, they were negatively associated in mice treated with SBI-425
(Fig. 6L), suggesting that choline that could not enter into the liver was taken up by other tissues including the
kidney. To our knowledge, the phosphatase that dephosphorylates extracellular phosphocholine in the liver and
allows the uptake of choline in hepatocytes is unknown. In our in vitro experiments, mouse and human TNAPs
were equally potent in dephosphorylating phosphocholine (Fig. 6M), suggesting that TNAP is that phosphatase.
This hypothesis appears strengthened by the fact that liver phosphocholine levels were negatively associated with
liver levels of TGs and cholesterol (Fig. 6N). Finally, if extracellular choline is the main source of
phosphatidylcholine in hepatocytes, extracellular phosphoethanolamine is also used to a lesser extent to generate
phosphatidylcholine intracellularly 32. The phosphatase responsible for phosphoethanolamine dephosphorylation
and ethanolamine uptake in hepatocytes is also unknown, and again could be TNAP. Indeed, mouse and human

TNAPs were both able to dephosphorylate phosphoethanolamine (Fig. 6M).
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Discussion

The current paradigm indicates that microcalcifications that form in atherosclerotic lesions, destabilize plaques by
exerting mechanical and pro-inflammatory stresses *’*->. In the last two decades, TNAP has emerged as a likely
candidate responsible for the initiation of plaque calcification [reviewed in '’]. We presently observed that TNAP
was already expressed in human carotid arteries devoid of atherosclerotic lesions, and that in carotid plaques,
calcifications were consistently associated with TNAP expression. TNAP was also expressed before calcification
could be observed in mouse atherosclerotic plaques, and when calcifications were present, they colocalized with
TNAP activity. In both species, TNAP appeared to be mainly expressed in RUNX2-expressing cells. In mouse
aortas, these cells were likely VSMC-derived hypertrophic chondrocytes 2°?2, In human carotids, they were
probably VSMCs partly but not fully transdifferentiated into osteochondrocyte-like cells, because ossification only
occurs in a minority of plaques 2°. Nevertheless, cells from both species probably used TNAP to induce plaque
calcification in the human and mouse plaques we analyzed. TNAP inhibition prevented calcification in human
VSMCs transdifferentiated into osteochondrocyte-like cells in vitro, and in ApoE-deficient mice in vivo. We may
therefore conclude that TNAP is not only required for the physiological mineralization of bones and teeth 3%, but
that it is also responsible for the calcification of atherosclerotic plaques. If plaque calcification was not totally
prevented in all mice, the number of calcifications was significantly reduced, which is thought to be associated
with increased plaque stability [reviewed in 37]. Our histological data suggest that TNAP is involved locally, and
the fact that in mice, blood TNAP activity was not at all associated with waves of aortic calcification, suggest that
TNAP does not induce calcification from the circulation. This would mean that the association between serum
TNAP activity and the cardiovascular mortality risk 2°32, does not rely on enhanced plaque calcification. The
conclusion that circulating TNAP may not participate in plaque calcification is further supported by the observation
that the very high blood TNAP activity resulting from administration for 8 months of recombinant TNAP in a

patient with TNAP deficiency, did not increase the vascular calcium score %.

In addition to preventing plaque calcification, TNAP inhibition also reduced plaque inflammation and size. Since

4,10,11

microcalcifications are proinflammatory , prevention of plaque calcification by TNAP inhibition may be the

cause of reduced plaque inflammation. However, we believe that TNAP inhibition also decreased plaque

inflammation by reducing the levels of serum lipids, and impairing the entire development of atherosclerotic

224849

plaques. Plaque inflammation indeed appears to drive plaque calcification in ApoE-deficient mice , as well
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as mineralization in cultured human VSMCs %7

. In contrast, while the smallest calcifications could be
proinflammatory, they may rapidly grow and become less or not proinflammatory. We indeed report that the
calcification activity in the aorta measured with '*F-NaF pPET, but not the calcium volume measured with uCT,
positively correlated with the aortic levels of inflammation markers and chondrocyte markers. In addition,
macrophages were more abundant in plaque regions with no or with small calcifications, than in regions with
advanced calcifications [our results and 2], in agreement with a recent study on human carotids *°. Finally, when
the whole aortic arch was calcified, it was mostly devoid of inflammatory cells, necrotic and lipid cores. These
murine observations confirm a recent clinical report showing that, when considered as a percentage of the total
plaque volume, increasing plaque calcification is a marker of plaque stability and reduced cardiovascular risk at
both a lesion and patient level ®°. Collectively, these data suggest that inflammation is the chicken, and

61-64

calcifications are the eggs , and that SBI-425 decreased plaque inflammation by inhibiting liver TNAP and

decreasing dyslipidemia.

TNAP activity is weak in the mouse liver %, but is increased during liver fibrosis **. TNAP’s hepatic functions are
poorly understood and may include regulation of bile excretion ®, and/or prevention of pathological liver
inflammation, fibrosis and steatosis ***°. The group of Poelstra recently reported that in mice fed a HFD, the
increase in TNAP expression during liver fibrosis may be associated with increased dephosphorylation and
detoxification of lipopolysaccharide (LPS) by TNAP #3. Postprandial LPS absorption is indeed increased after high
fat meals and its dephosphorylation in the intestinal lumen by intestinal alkaline phosphatase (IAP) reduces
metabolic endotoxemia and metabolic syndrome in mice °’. Liver TNAP may therefore accomplish the same
function as IAP, but after LPS absorption. This TNAP function was however probably absent in our mice, or at
least not responsible for reduced blood lipidemia upon TNAP inhibition. If we also observed that TNAP expression
probably increased during the phase of liver fibrosis, TNAP inhibition did not increase serum LPS (data not shown)
nor exacerbated liver inflammation. Moreover, increased liver inflammation would be expected to increase, not

decrease, blood cholesterol and atherosclerosis “+%8.

Despite thorough analysis, we could not detect any significant effect of SBI-425 on liver, including inflammation,
steatosis, fibrosis or cholestasis. In a way, this is reassuring by suggesting that SBI-425 did not worsen
steatohepatitis. On the other hand, the subtle effects exerted by SBI-425 on the liver incite us to propose a

hypothetical mechanism. Among the many measurements we made in the liver, only the levels of phosphocholine
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showed variations close to significance. Interestingly, TNAP could be the yet unknown phosphatase that
dephosphorylates phosphocholine in the liver and allows its uptake in liver cells *'. This hypothesis is appealing
because choline deficiency or genetic deficiency in liver phosphatidylcholine production reduces blood cholesterol
levels and impairs atherosclerosis in ApoE-deficient mice 2-*. Moreover, while in absence of extracellular choline,
extracellular ethanolamine can be used to generate phosphatidylcholine in the liver 32, TNAP could also be the
phosphatase that dephosphorylate extracellular phosphoethanolamine and allows its uptake. This would help
explain why individuals with genetic TNAP deficiency have increased serum and urine phosphoethanolamine
levels 3°. We report that mouse and human TNAP were equally able to dephosphorylate phosphocholine and
phosphoethanolamine in vitro, and that in vivo, TNAP inhibition decreased the intracellular levels phosphocholine
in the liver, what would be expected if extracellular phosphocholine dephosphorylation was inhibited. There is
nevertheless a lot of work remaining to be done to determine whether TNAP really exerts these functions in vivo,
and whether they are responsible for the effects of SBI-425 on blood cholesterol and atherosclerosis. Moreover,
an open question is why TNAP inhibition with SBI-425 did not exacerbate liver steatosis, since choline-deficient
diets 3, or TNAP deficiency >, induce liver steatosis. Being a phosphatase with broad substrate specificity, TNAP
may exert other functions in the liver acting on other phosphorylated molecules. Since increased serum TNAP
activity is generally indicative of cholestasis, and since TNAP may participate in the arrest of bile excretion , the
hypothesis that TNAP inhibition enhances cholesterol excretion through bile acids, and in this way decreases liver

lipid levels, is worth exploring.

Conclusion

In the present article, we report that inhibiting TNAP with SBI-425 ameliorated atherosclerosis in mice, with
reduced plaque size, inflammation and calcification. Our data suggest that SBI-425 probably acted on the one hand
by inhibiting TNAP in plaques and preventing calcification, and on the other hand by inhibiting liver TNAP and
reducing blood cholesterol. Whether TNAP might represent a promising therapeutic target in humans can still be
debated. In our mouse experiments, administration of SBI-425 for several months did not significantly change
bone architectural parameters, liver and kidney metabolism, systemic inflammation, or body weight. We are thus

really looking forward to knowing the results of the first clinical trials using TNAP inhibitors.
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Data supplement

Table I: summary of primers used. Shown are the mouse (m) and human (h) primer sequences (F: forward; R:
reverse), annealing temperatures (Ta), base pair (bp) lengths of the corresponding PCR products, and GenBank

accession numbers.

Gene (bp) GenBank Ta (°C) Sequence Length

mAbcg8 NM_001347418.1 60 F: 5’- CTGTGGAATGGGACTGTACTTC-3’ 105
R: 5’- GTTGGACTGACCACTGTAGGT-3’

mAcan NM 007424.2 60 F: 5'- GTGCGGTACCAGTGCACTGA-3' 104
R: 5- GGGTCTGTGCAGGTGATTCG-3'

mActin NM 007393.3 60 F: 5- AATTTCTGAATGGCCCAGGT-3’ 156
R: 5- GGTAAGGTGTGCACTTTTATTGG-3’

mAIpl NM_007431.3 60 F: 5'- CAAAGGCTTCTTCTTGCTGGT-3’ 258
R: 5- AAGGGCTTCTTGTCCGTGTC-3'

mBmp?2 NM_007553 60 F: 5'- TGGAAGTGGCCCATTTAGAG-3' 165
R: 5'- TGACGCTTTTCTCGTTTGTG-3'

mCd68 NM_001291058.1 60 F: 5- ATCCCCACCTGTCTCTCTCA -3’ 216
R: 5- TTGCATTTCCACAGCAGAAG -3’

mCollal NM _007742.3 60 F: 5'- AACGAGATCGAGCTCAGAGG-3’ 98
R: 5- GACTGTCTTGCCCCAAGTTC-3'

mCyp7al NM _007824.3 60 F: 5’- GCCCTGAAGCAATGAAAGCAGCCTCT-3’ 160
R: 5’- GAGAGCCGCAGAGCCTCCTTGATGA-3’

mCyp7bl NM 007825.4 60 F: 5’- ATGCTCCAAAGGAATTTAGG-3’ 107
R: 5-TCCAAAAGGCATAACGTAAG-3’

mHmgcr NM_001360165.1 60 F: 5°- ATTGTATGTGGCACTGTGATGG-3’ 171
R: 5’- CGCTTCAGTTCAGTGTCAGG-3’

mHp NM _017370.2 60 F: 5’- TGAGGCAGTGTGTGGGAAG-3’ 114
R: 5’- TGGCGGGAGATCATCTTG-3’

mHprt NM_013556.2 60 F: 5- AGGACCTCTCGAAGTGT-3' 111
R: 5'- ATTCAAATCCCTGAAGTACTCAT-3’

mll-15 NM_008361.4 60 F: 5-GGGCCTCAAAGGAAAGAATC-3' 152
R: 5-CCACTTTGCTCTTGACTTCTATC-3'

ml/-6 NM_ 031168 60 F: 5-GTCACAGAAGGAGTGGCTA-3’ 193
R: 5-AGAGAACAACATAAGTCAGATACC-3'

mil-8 NM 008176.3 47 F: 5'- AAACTAATATTTATTGGG-3' 155
R: 5- TTTCAAGACATACAAACA-3'

mLy6g NM 001310438.1 60 1 5’- TTGCAAAGTCCTGTGTGCT-3’ 126

By

1 5°- AGGGGCAGGTAGTTGTGTTG-3’
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mOpn NM_001204203.1 60 F: 5'- CTTTCACTCCAATCGTCCCTA-3' 305
R: 5'- GCTCTCTTTGGAATGCTCAAGT-3'

mRunx?2 NM_009820.5 60 F: 5'- GCCGGGAATGATGAGAACTA-3’ 200
R: 5- GGACCGTCCACTGTCACTTT-3'

mRpl13a NM 009438.5 60 F: 5'- ATCCCTCCACCCTATGACAA-3' 97
R: 5- GCCCCAGGTAAGCAAACTT-3'

mSox9 NM_011448.4 60  F:5- GTACCCGCATCTGCACAAC-3' 94
R: 5- CTCCTCCACGAAGGGTCTCT-3’

MSrebf1 NM_001358314.1 60 F: 5’- GGAGCCATGGATTGCACATT-3’ 182
R: 5’- GCTTCCAGAGAGGAGGCCAG-3’

m7Tnfa NM-013693 60 F: 5-TGGGACAGTGACCTGGACTGT-3' 67
R: 5-TTCGGAAAGCCCATTTGAGT-3'

Figure legends

Figure 1: Representative immunohistochemistry staining of TNAP and RUNX2 in a human calcified carotid
atherosclerotic plaque. Calcifications are indicated by *. On the central, low-magnification (x 2.5) photographs,

the bar indicates 1 mm; on the high-magnification images (x 40), the bar indicates 50 um.

Figure 2: Histological analysis of calcification after osteosense (OS) staining in ApoE-deficient mice at 21 weeks
(A), 25 weeks (B) and 31 weeks (C). Aortic arch plaques partly (top) or totally (bottom) calcified in 25-week-old
mice as imaged by OS (D), alcian blue (E), and oil red O (F). Quantification of calcification number (G) and
surface (H) after OS staining at 17 (n=8), 19 (n=8), 21 (n=8), 23 (n=8), 25 (n=06), 27 (n=6), 29 (n=6) and 31 weeks
(n=8). Representative in vivo imaging with '*F-NaF uPET/uCT of aortic calcification (red arrow) in a 34-week-
old mouse (I), and its quantification by uCT and '8F-NaF pPET (J). (K) and (L) Quantitative PCR determination
of relative transcript levels in the abdominal aorta in ApoE-deficient mice at 17 (n=5), 19 (n=6), 21 (n=6), 23
(n=6), 25 (n=6), 27 (n=5), 29 (n=5) and 31 weeks (n=6). Correlation between Alp/ and Runx2 levels from 17 to 31
weeks were calculated with Pearson’s test. (M) OS staining and TNAP activity staining at 19 weeks (left) and 21
weeks (right). All quantitative results are shown as mean + standard deviation, and statistical analyses were
performed with one way ANOVA (H) and student’s t-test (G,H,ILK,L). CT: computed tomography; NC: necrotic

core; OS: osteosense; PET: positron emission tomography; SUVR: standardized uptake value ratio.
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Figure 3: in vivo quantification of calcification volume measured by pCT (A) and of calcification activity, as

measured with ' F-NaF WPET (B) (n=11 CT mice and n=12 SBI-425 treated mice). Histological quantification of
calcification number and surface after OS staining (C), and of plaque surface (D) and lipid surface (E) after oil red
O staining. Quantitative PCR determination of relative transcript levels in the abdominal aorta in ApoE-deficient
mice (n=12 CT mice and n=13 SBI-treated mice) (F). Determination of serum IL-6 levels (n=11 CT mice and
n=10 SBI-treated mice) (G). OS staining and CD68 IHC in a representative mouse (H). Serum levels of cholesterol
(I) and triglycerides (TGs) (J). Results are shown as mean =+ standard deviation, and statistical analyses were
performed with Mann-Whitney U test (A-C) and Student’s t-test (D-J). CT: computed tomography; IHC:
immunohistochemistry; OS: osteosense; PCR: polymerase chain reaction; PET: positron emission tomography

SBI: SBI-425; SUVR: standardized uptake value ratio.

Figure 4: Quantification in the serum of ApoE-deficient mice of cholesterol levels (A), TG levels (D), haptoglobin
levels (G), glucose levels (H), or TNAP activity (J). Quantification in the liver of ApoE-deficient mice of
cholesterol levels (B), bile acid levels (C), TG levels (E). RT-qPCR determination of relative transcript levels in
the liver of ApoE-deficient mice (F,I). Results are shown as mean + standard deviation, and statistical analyses
were performed with student’s t-test at 17 (n=5), 19 (n=6), 21 (n=6), 23 (n=6), 25 (n=6), 27 (n=5), 29 (n=5) and

31 weeks (n=0).

Figure 5: Hypothetical model in ApoE-deficient mice, linking liver metabolism to serum levels of metabolic and

inflammatory factors and atherosclerotic plaque development. TG: triglycerides.

Figure 6: Quantification in the liver of ApoE-deficient mice at 25 weeks of levels of TGs (A), haptoglobin (C),
hydroxyproline (E), cholesterol (F), bile acids (H), phosphocholine (J) (n=13 CT mice and n=13 SBI-425 treated
mice). Quantification in the kidney of ApoE-deficient mice of phosphocholine levels (K). Quantitative PCR
determination of relative transcript levels in the liver in ApoE-deficient mice treated or not with SBI-425 (B,G).
Correlation between liver and kidney phosphocholine levels, in untreated mice (left) or mice treated with SBI-425
(right) (L). Dephosphorylation of phosphocholine or phosphoethanolamine by mouse (left) or human (right) TNAP
in presence or absence of MLS-0038949 (M). Association between liver phosphocholine levels and liver levels of
TGs or cholesterol (N). Results are shown as mean + standard deviation, and statistical analyses were performed

with student’s t-test. Correlations were calculated with Pearson’s test. TG: triglycerides.
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Figure 1: Representative immunohistochemistry staining of TNAP and RUNX2 in a human calcified carotid
atherosclerotic plaque. Calcifications are indicated by *. On the central, low-magnification (x 2.5) photographs, the
bar indicates 1 mm; on the high-magnification images (x 40), the bar indicates 50 pm.

Figure 2: Histological analysis of calcification after osteosense (OS) staining in ApoE-deficient mice at 21 weeks
(A), 25 weeks (B) and 31 weeks (C). Aortic arch plagues partly (top) or totally (bottom) calcified in 25-week-old
mice as imaged by OS (D), alcian blue (E), and oil red O (F). Quantification of calcification number (G) and surface
(H) after OS staining at 17 (n=8), 19 (n=8), 21 (n=8), 23 (n=8), 25 (n=6), 27 (n=6), 29 (n=6) and 31 weeks (n=8).
Representative in vivo imaging with 18F-NaF pPET/uUCT of aortic calcification (red arrow) in a 34-week-old mouse
(), and its quantification by uCT and '®F-NaF pPET (J). (K) and (L) Quantitative PCR determination of relative
transcript levels in the abdominal aorta in ApoE-deficient mice at 17 (n=5), 19 (n=6), 21 (n=6), 23 (n=6), 25 (n=6),
27 (n=5), 29 (n=5) and 31 weeks (n=6). Correlation between Alp/ and RunxZ2 levels from 17 to 31 weeks were
calculated with Pearson’s test. (M) OS staining and TNAP activity staining at 19 weeks (left) and 21 weeks (right).
All gquantitative results are shown as mean * standard deviation, and statistical analyses were performed with one
way ANOVA (H) and student’s ttest (G,H | K L). CT: computed tomography; NC: necrotic core; OS: osteosense;

ERE R}

PET: positron emission tomography; SUVR: standardized uptake value ratio.
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Figure 3: in vivo quantification of calcification volume measured by uCT (A) and of calcification activity, as
measured with "®F-NaF pPET (B) (n=11 CT mice and n=12 SBI-425 treated mice). Histological quantification of
calcification number and surface after OS staining (C), and of plaque surface (D) and lipid surface (E) after oil red O
staining. Quantitative PCR determination of relative transcript levels in the abdominal aorta in ApoE-deficient mice
(n=12 CT mice and n=13 SBl-treated mice) (F). Determination of serum IL-6 levels (n=11 CT mice and n=10 SBI-
treated mice) (G). OS staining and CD68 IHC in a representative mouse (H). Serum levels of cholesterol (I) and
triglycerides (TGs) (J). Results are shown as mean + standard deviation, and statistical analyses were performed
with Mann-Whitney U test (A-C) and Student’s t-test (D-J). CT: computed tomography; IHC: immunohistochemistry;
0OS: osteosense; PCR: polymerase chain reaction; PET: positron emission tomography SBIl: SBI-425; SUVR:
standardized uptake value ratio.
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Figure 4: Quantification in the serum of .4poE-deficient mice of cholesterol levels (&), TG levels (D), haptoglobin levels
(G), glucose levels (H), or TNAP activity (J). Quantification m the liver of 4poE-deficient mice of cholesterol levels (B),
bile acid levels (C), TG levels (E). RT-qPCR determination of relative transcript levels i the liver of 4ApoE-deficient mice
(F.1). Results are shown as mean + standard deviation, and statistical analyses were performed with student’s t-test at 17
(n=5), 19 (n=6), 21 (n=6), 23 (n=6), 25 (n=6), 27 (n=5), 29 (n=5) and 31 weeks (n=6).
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Figure 5: Hypothetical model in ApoE-deficient mice, linking liver metabolism to serum levels of metabolic
and inflammatory factors and atherosclerotic plaque development. TG: triglycerides.
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Figure 6: Quantification in the liver of ApoE-deficient mice at 25 weeks of levels of TGs (A), haptoglobin (C),
hydroxyproline (E), cholesterol (F), bile acids (H), phosphocholine (J) (n=13 CT mice and n=13 SBI-425
treated mice). Quantification in the kidney of ApoE-deficient mice of phosphocholine levels (K). Quantitative
PCR determination of relative transcript levels in the liver in ApoE-deficient mice freated or not with SBI-425
(B,G). Correlation between liver and kidney phosphocholine levels, in untreated mice (left) or mice treated with
SBI-425 (right) (L). Dephosphorylation of phosphocholine or phosphoethanolamine by mouse (left) or human
(right) TNAP in presence or absence of MLS-0038949 (M). Association between liver phosphocholine levels
and liver levels of TGs or cholesterol (N). Results are shown as mean = standard deviation, and statistical

analyses were performed with student's t-test. Correlations were calculated with Pearson’s test.

triglycerides.
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Supplemental Figure 1: Representative IHC staining of TNAP and RUNX2 in a healthy human carotid with no
plaque (A). On the left, low-magnification (2x) photographs, the bar indicates 1 mm; on the high-magnification
images (15x), the bar indicates 100 pm. Alizarin red staining of calcium deposits in representative cultures of
human VSMCs grown in CM or OM for 7, 14 or 21 days (B). Evolution during time of TNAP activity in human
VSMCs cultured in CM or OM (C). Effect of MLS-0038949 on calcification (D), TNAP activity (E), and RUNX2
transcript levels (F) at 21 weeks. Results are shown as mean * standard deviation, and statistical analyses
were performed with Mann-Whitney U test. CM: control medium; IHC: immunohistochemistry; MLS: MLS-
0038949; OM: osteogenic medium; VSMC: vascular smooth muscle cell.
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Supplemental Figure 2: Apof-deficient mice fed a HFD from 10 weeks of age, were analyzed every two
weeks after sacnfice (cohort 1), and i vivo at 19, 25, 31 and 34 weeks (cohort 2) (A). in wivo quantfication of
calcification with pCT (B) and "*F-NaF pPET (C) (each color represents a mouse). Quanttatve RTqPCR
determination of relative transcnpt levels in the abdominal aorta in ApoE-deficient mice at 17 (n=5), 19 (n=6), 21
(n=86), 23 (n=6), 25 (n=5), 27 (n=5), 29 (n=5) and 31 weeks (n=5) (D and E). Comelations were calculated with
Pearson’s test. Results are shown as mean # standard deviation, and statistical analyses were performed with
student’s ttest (F). CT: computed tomography; HFD: high fat diet; PET: positron emission tomography; SUVR:
standardized uptake value ratio.
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Supplemental Figure 3: SBI-425 was administered from 10 weeks of age in ApoE-deficient mice and
calcification was monitored after sacrifice in cohort 3, or in vivo and after sacnfice in cohort 4 (A). Weight gain
in ApoE-deficient mice freated or not with SBI-425 in cohorts 3 and 4; + indicates a death (B). Bone
architecture parameters determined at 31 weeks in ApoE-deficient mice treated or not with SBI-425 in cohort
3 (B, n=T per group) (C). Results are shown as mean * standard deviation. In B, statistical analyses were
performed with student t-test. BMD: bone mineral density; BY: bone volume; CT: control (untreated mice);

SBl: SBI-425; Th: trabecular; TV: total volume.
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Supplemental Figure 4: Quantification of metabolite levels in the liver (A, ng/mg of tissue) and kidney (B, pg/mg

protein) as determined by NMR-metabolomics.
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