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Résumé

Les maladies cardiovasculaires, principale cause de mortalit¢ dans le monde avec 17
millions de morts chaque année, représentent un probléme majeur de santé publique . Malgré
les thérapeutiques existantes visant a rétablir I’homéostasie lipidique, la prévalence de ces
maladies ne cesse d’augmenter et de nouvelles cibles doivent étre recherchées.

Récemment, de nouveaux facteurs ont été identifiés comme acteurs potentiels dans le
développement des plaques d’athérosclérose. Parmi eux, la glutamine, un acide aminé
conditionnellement essentiel, et son métabolisme ont été associés a 1’incidence des maladies
cardiovasculaires et a I’inflammation.

Au sein de notre organisme, deux enzymes majeures sont impliquées dans le controle
des flux de cet acide : la glutaminase 2 (GLS2) qui métabolise la glutamine en glutamate et la
glutamine synthétase (GS) qui permet la réaction inverse.

Au cours de notre étude, nous avons tout d’abord étudi¢ I’effet du blocage de 1’'une ou
I’autre de ces enzymes dans un modéle murin d’athérosclérose grace a I’injection d’un virus
adéno-associé (AAV) ou de méthionine sulfoximine (MSO). Alors que I’inhibition de la GS
n’a que peu d’impact sur le développement des 1ésions, la déficience en GLS2 entraine une
augmentation de la taille de la plaque. Aucune modification majeure des facteurs de risque
cardiovasculaires classiques ni méme de I’inflammation n’a été associée a I’augmentation des
niveaux de glutamine plasmatique en I’absence de GLS2.

En faisant des analyses du profil transcriptionnel du foie et des aortes des animaux
déficients pour la GLS2, nous avons remarqué que de nombreux geénes impliqués dans le
remodelage de la matrice extracellulaire et dans I’interaction cellules/matrice étaient
dérégulés. Les diverses colorations et marquages immunofluorescents des plaques ont
corroboré le séquengage et identifi¢ des éléments supportant 1’hypotheése d’une fragilisation
de la matrice extracellulaire. La redistribution des flux de glutamine a en effet entrainé des
modifications d’enzymes impliquées dans le remodelage matriciel. En particulier, I’activité de
la transglutaminase 2 (TGM2), I'une des enzymes garantes de 1’intégrité de la matrice, était
augmentée.

D’un point de vue thérapeutique, nous avons étudié¢ la surexpression hépatique de la
GLS2. Dans nos modeles murins surexprimant I’enzyme, nous avons constaté une diminution
de la taille des plaques ainsi qu’une baisse de la glutamine plasmatique.

La GLS2 semble alors étre un nouvel acteur dans la prévention de I’athérosclérose non
seulement en maintenant ’homéostasie des cellules mais aussi en garantissant I’intégrité du
milieu dans lequel elles évoluent. Il serait intéressant d’explorer cette nouvelle cible a I’heure
ou les thérapeutiques semblent s’essouftler.

Mots clés : Athérosclérose, Glutamine, Glutaminase, Cardiovasculaire, Métabolisme, Foie



Summary

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide with 17 million
deaths each year and represent a major public health challenge. Despite existing therapies
aimed at restoring lipid homeostasis, the prevalence of these diseases keeps increasing and
new targets must be find.

Recently, new factors have been identified as potential actors in the development of
atherosclerotic plaques. Among them, glutamine, a conditionally essential amino acid, and its
metabolism have been linked to the incidence of cardiovascular disease and inflammation.

Two major enzymes are involved in controlling the flow of this amino acid within our
body. Glutaminase 2 (GLS2) metabolizes glutamine into glutamate and the reverse reaction is
mediated by glutamine synthetase (GS).

During our study, we first studied the effect of their inhibition in a mouse model of
atherosclerosis with adeno-associated virus (AAV) injection or methionine sulfoximine
(MSO). While GS inhibition has a little impact on lesion development, GLS2 deficiency leads
to an increase in atherosclerotic plaque size. At the same time, plasma glutamine is increased.
There was no major change in classical cardiovascular risk factors or even inflammation.

By performing analyzes of the transcriptional profile of the liver and aortas of GLS2
KO animals, we noticed that many genes involved in the remodeling of the extracellular
matrix and in the cell/matrix interaction were deregulated. Dedicated stainings of the plaques
corroborated the RNA sequencing and identified regulation of key matrix-modulating
enzymes supporting the hypothesis of a weakening of the extracellular matrix. Especially, we
found an increase in the activity of transglutaminase 2 (TGM2), one of the pivotal regulator of
matrix integrity.

We next investigated the therapeutic opportunity by overexpressing hepatic GLS2. In
our mouse model overexpressing the enzyme, we observed a decrease in atherosclerotic
plaque size as well as a decrease in plasma glutamine.

GLS2 seems to be a new player in the prevention of atherosclerosis not only by
maintaining cell homeostasis but also by guaranteeing the environment integrity in which
they evolve. It would be interesting to explore this new target at a time when therapies seem
to be running out of steam.

Key words : Atherosclerosis, Glutamine, Glutaminase, Cardiovascular, Metabolism, Liver
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Chapitre I : Un probléme majeur de santé publique

A. Les maladies cardiovasculaires

1. Définition

Les maladies cardiovasculaires regroupent toutes les pathologies touchant le coeur et/ou
les vaisseaux, en affectant principalement I’endothélium, couche intérieure de la tunique
vasculaire. Malgré les progrés significatifs diagnostiques et thérapeutiques de ces derniéres
décennies, elles sont encore responsables annuellement de plus de 17 millions de déces a
travers le monde (Figure 1), représentant 32% de la mortalité toutes causes confondues, et
restent un probléme majeur de santé publique. Ce chiffre est élevé. Néanmoins, si on devait
I’exprimer en pourcentage par rapport a la population mondiale, tout dge confondu, on

noterait une baisse significative de plus de 20% depuis les années 2000 (Mendis et al., 2022).

En réaction a ce fort taux de décés, en 2013, ’OMS lance alors un plan global de
réduction de mortalité des maladies cardiovasculaires, avec un objectif de 25% de baisse des
morts prématurées (déceés survenu avant 1’age de 75 ans). Plus de 95% des déces sont
attribuables a six causes dont les deux principales sont les accidents vasculaires cérébraux

(AVC) et les cardiopathies ischémiques (Figure 1 et 2).

|:’ Cardiopathies ischémiques

I:l AVC

E| Bronchopneumopathies chroniques obstructives

-
(=]
]

*

:’ Infections respiratoires basses

6 — - Affections néonatales

- Cancers de la trachée, bronchiques, pulmonaires
|:| Alzheimer et démences

|:| Maladies diarrhéiques

2= H H - Diabétes sucrés
0 - Maladies rénales

Figure 1 : Les causes de mortalité dans le monde selon I'OMS en 2019.
Source : Base de données de I'OMS

*

Mortalité (en millions)
-9
1
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hypertension
cardiomyopathies et
myocardites

fibrillations atriales et flutter
anévrysmes aortiques
endocardites
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autres
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Figure 2 : Les causes de mortalité parmi les maladies cardiovasculaires entre 2017 et 2019
Source : Base de données de ['OMS

2. Epidémiologie

Depuis 30 ans, la prévalence des maladies cardiovasculaires ne cesse d’augmenter,
passant de 271 millions de personnes touchées en 1990 a prés de 523 millions en 2019 (Roth
et al., 2020). Parmi les décés recensés, pres des trois-quarts surviennent dans les pays les
moins développés, principalement dans le sud et 1’est de 1’Asie, en partie du fait d’une
démographie plus importante dans ces régions et d’une incidence élevée a un age précoce de

cardiopathies ischémiques (Joseph et al., 2017).

En tenant compte des différentes catégories d’age, un contraste s’établit nettement entre
la population dite « jeune » de moins de 30 ans et celle de plus de 50 ans. Alors que dans la
premiére catégorie on note une stagnation, voire une légére augmentation des maladies
cardiovasculaires depuis une vingtaine d’années avec des profils a risque sur la pente
ascendante (obésité, diabete, tabac, psychotropes), la deuxiéme enregistre un déclin dans la

plupart des pays (Figure 3) (Andersson & Vasan, 2018).

Les maladies cardiovasculaires sont présentes aussi bien chez les hommes que les
femmes. Toutefois, I’age de survenue et les sites touchés varient en fonction du sexe. Par
exemple, la prévalence des AVC est plus forte chez les femmes et survient a un dge plus

avancé, alors que les ischémies cardiaques touchent préférentiellement les hommes, & un age
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Figure 3 : Evolution de la mortalité par maladie cardiovasculaire entre les années 2000 et
2016 en fonction des catégories d’dge
Source : Base de données de 'OMS
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Figure 4 : Mortalité par cardiopathie ischémique ou AVC selon les catégories d’age et en

fonction du sexe en 2016 en France
Source : Base de données de I'OMS
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La pierre angulaire de I’incidence des maladies cardiovasculaires reste 1’athérosclérose,
définie comme des lésions de la paroi artérielle. Elle est I’un des principaux responsables des

cardiopathies ischémiques et des AVC.

B. L’athérosclérose : la maladie des parois artérielles

1. Définition

Elle vient du grec « athéra » bouillie, gruau (core lipidique nécrotique) et de « scleros »
dur (chape fibreuse). C’est une maladie affectant la paroi artérielle des vaisseaux, consistant
en un remodelage de ses couches les plus internes, a savoir I’intima puis la media (définies au

Chapitre I, Partie B, section 3) (Libby et al., 2019).

Elle commence dés les premiers dges de la vie avec une infiltration de lipides au sein de
la couche intimale entrainant I’apparition de petites voussures appelées « stries lipidiques »
(Stary et al., 1994). Avec le temps, et I’accumulation d’autres facteurs de risque (age, sexe,
ethnie, privation de sommeil, tabagisme, cholestérol, sédentarisation, diabete, génétique,
stress, etc.), des glucides complexes, des cellules inflammatoires et des minéraux s’y ajoutent
formant des plaques, dites « plaques d’athérome ». Ces derniéres grossissent, d’abord de
maniére latérale, c’est a dire dans la longueur du vaisseaux, puis de maniére verticale,
perpendiculairement a la paroi avec un épaississement de I’intima (Ikeda et al., 2021,
Scipione & Cybulsky, 2022). Elles contribuent alors a I’apparition de la maladie, obstruant la

lumiére artérielle des grosses et moyennes artéres et causant de multiples ischémies voire

emboles dans les différents organes (Figure 5).

Figure 5 : Evolution des plaques d'athérosclérose en fonction du temps
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.

23



En fonction du temps et de la rapidit¢ d’évolution de la maladie, la plaque passe par

plusieurs stades qui sont bien caractérisés.

2. Le classement des différents stades de plaques d’athérosclérose

Selon I’état d’avancement de la plaque, les risques encourus ainsi que la prise en charge
des patients peuvent varier. Ainsi, I’American Heart Association (AHA) a établi pour la
premiére fois en 1994 une classification de 1’athérome en différents stades (I a VI). Bien
qu’une nouvelle classification ait vu le jour plus récemment en intégrant une composante

inflammatoire (Lovett et al., 2004), celle de I’AHA reste largement utilisée (Table 1).

Les lésions avancées se distinguent des lésions précoces par un changement de la
composition de leur matrice extracellulaire (MEC) avec une déformation de I’intima et un
remodelage de la media et de 1’adventice (i.e. les 3 couches anatomiques des vaisseaux

définies au Chapitre I, Partie B, section 3) (Stary et al., 1994).

i.  Les Iésions de type |

Les lésions de type I, dites microscopiques, sont composées de petits dépots de lipides
au niveau de l’intima, appelées stries lipidiques. Ces dépdts sont phagocytés par des
macrophages qui deviennent alors des cellules dites spumeuses, contenant des gouttelettes
lipidiques au sein de leur cytoplasme (voir Chapitre I, partie B, section 6-iii). Elles sont
présentes dés le plus jeune dge et peuvent évoluer vers des lésions a risque avec le temps
(Figure 6).

Figure 6 : Strie lipidique (Iésion de type I ; grossissement x400)
Les fleches représentent les cellules spumeuses au niveau de !’intima de |’artére qui ont
phagocyté les dépots lipidiques en excés provenant de la circulation sanguine.
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ii.  Les lésions de type II

Les lésions de type Il comprennent les mémes dépdts lipidiques que précédemment. Ils
sont cette fois macroscopiquement visibles sur la paroi artérielle.

Ces lésions sont divisées en 2 sous-groupes : Ila (Iésions progressives) et IIb (Iésions
non progressives). En effet, parmi les lésions de type II, seule une petite proportion évoluera
vers le type III. Leur localisation, la composition de la paroi artérielle, les contraintes
mécaniques appliquées et le niveau de lipoprotéines de basse densité (Low Density
Lipoprotein [LDL], définies au Chapitre I, Partie B, section 5-i) circulantes expliquent cette
différence d’évolution.

La majorité des lésions se localise au niveau de I’aorte ascendante, prés des valves ou
au niveau des bifurcations artérielles (bifurcations carotidiennes, rénales, iliaques) (Stary et

al., 1994).

iii.  Les Iésions de type III

Les lésions de type III, « pré athéromateuses », sont des lésions intermédiaires entre
celles dites « précoces » et celles dites « avancées ». Les lipides extracellulaires forment des
agglomérats visibles au sein de 1’intima, mais un core nécrotique (agglomérat de lipides et de
débris cellulaires, défini au Chapitre I, Partie B, section 5-iii) ne s’est pas encore développé

(Figure 7) (Stary et al., 1994),

Figure 7 : Pré-athérome (Iésion de type 111 ; grossissement x400)
Les fleches représentent les agrégats lipidiques au sein de I’intima. Il n’y a pas encore de
formation de core nécrotique. On note un épaississement endothélial et un amincissement de
la media.
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iv.  Les Iésions de type [V et V

Les Iésions de type IV contiennent un core nécrotique bien visible. C’est une lésion dite
« athéromateuse ». Les LDL oxydées sont phagocytées par des macrophages ou endocytées
par des cellules musculaires lisses et forment un agglomérat de lipides et de débris cellulaires
nécrotiques. Elles remplacent petit a petit la matrice extracellulaire.

Lorsqu’une chape fibreuse est visible microscopiquement en périphérie de la lésion,

cette derniére passe en type V (Stary et al., 1995).

Les lésions de type V sont classées en trois groupes :
- Va= fibro-athérome
- Vb = fibro-athérome avec calcifications

- Vc = Iésion fibreuse sans gouttelettes lipidiques

Les lésions de type IV et V (Figure 8) sont particuliérement a risque de rupture et
d’ischémie par déclenchement de la coagulation voire d’emboles. Une néovascularisation se
met en place au sein de la plaque et la fragilise, créant parfois des microhémorragies

intraplaques (Stary et al., 1995).

Figure 8 : Athérome avancé (Iésions de type IV et Vb)

Adapté de webpathology

Source : pathorama.ch
A. Lésion de type IV avec formation d’un core nécrotique (fleches noires) et naissance
d’une chape fibreuse en surface. B. Lésion de type Vb avec élargissement du core
nécrotique, calcifications et chape fibreuse épaisse (fléche rouges)
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v.  Les Iésions de type VI

Les 1ésions de type VI sont des 1ésions de type IV ou V compliquées de rupture (VIa),
d’hémorragie (VIb) ou de thrombose (VIc) (Stary et al., 1995).

Figure 9 : Rupture (Lésion de type Via)

Adapté de web pathology
Source : pathorama.ch
Plaque rompue avec exposition du matériel (collagene, lipides, protéoglycanes,
glycosaminoglycanes) au sein de la lumiére artérielle.
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lipides symptomatique
Core lipidique simple ou multiple avec Prolifération des ‘ _ Cliniquement
chape (s) fibreuse (s) avec/sans . Survenue a partir de . .
Type V e . CML avec synthése ~ silencieux ou
calcifications, ou exclusivement fibreuse de collagéne I’dge de 40 ans symptomatique
(fibroathérome) g ymp q
. , . Evoluti N lini t
Rupture, hématome, hémorragie VOTION SUT g, venue & partir de C imiquetnen
Type VI . thrombose et ya silencieux ou
intraplaque, thrombus hé I’age de 40 ans .
ématome symptomatique

Table 1 : Classification des stades de plaques d'athérosclérose
Adapté de Stary et al., 1995

vi.  Vers une nouvelle classification ?

Les caractéristiques des plaques peuvent varier en fonction du sexe. Par exemple, les
femmes, plus fréquemment celles en ménopause précoce, ont des plaques plus stables, plus
diffuses et moins propices a la rupture spontanée que les hommes. Mais, in fine, pour chaque
individu, la combinaison des facteurs de risques génétiques et épigénétiques, des comorbidités
ainsi que des habitudes alimentaires et comportementales entraine une susceptibilité
singuliére au développement des plaques d’athérome et a la survenue d’un événement
cardiovasculaire. En effet, chaque plaque a chaque stade posséde une combinaison génétique,
transcriptionnelle et protéomique, particuliére qui va conduire a une rupture et une éventuelle
ischémie. Il convient donc de I’étudier afin de proposer des modeles diagnostiques et
thérapeutiques particuliers (Buono et al., 2021). C’est sur cette base que se sont développées
les sciences dites «-omiques » et le séquengage a grande échelle, notamment les analyses en
cellule unique (single cell analysis). De nouvelles maniéres de caractériser les plaques sont

alors apparues.
Il est maintenant possible d’identifier des loci génétiques associés aux risques de

développer des plaques, des ischémies cardiaques ou des AVC (e.g. HDAC9, SERPINAY,
TET2, DNMT3A) mais aussi des profils transcriptomiques relatifs a chaque type cellulaire

28



présent au sein des plaques. Ces ¢études génétiques sont appelées études d’association
pangénomique (GWAS) et sont complétées de séquencages d’ARN en cellule unique (single
cell RNAseq). Elles nécessitent un nombre considérable d’échantillons (Pasterkamp et al.,
2022). De méme, afin d’obtenir un phénotype plus précis de chaque plaque a un stade
différent, on peut identifier sa composition cellulaire, 1’origine clonale de ses cellules ainsi
que leur caractéristiques, leur plasticit¢ ou encore leur localisation au sein de la lésion

(Slenders et al., 2022).

Ces ¢études prometteuses vont permettre au final de mieux caractériser les composants
de la paroi vasculaire, de comprendre plus précisément les mécanismes d’évolution des
plaques largement explorés jusqu’a présent et de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.
Ces nouvelles données doivent toutefois se baser et s’interpréter en fonction des notions
fondamentales d’anatomie et de physiopathologie des vaisseaux et de 1’athérosclérose

connues jusqu’a présent.

3. Les différentes couches des vaisseaux

La paroi des vaisseaux est constituée de trois couches successives : I’intima, la media et
I’adventice (Figure 10 et 11). L’épaisseur de chaque couche dépend de la nature du vaisseau
(artériole, artére de moyen calibre, artére de gros calibre). De plus, en fonction de la
localisation et des contraintes mécaniques appliquées, 1’intima peut adapter son épaisseur

(Stary et al., 1992).

Les vaisseaux de gros calibre comportent des lames ¢lastiques permettant par exemple
le maintien d’une certaine pression sanguine dans la circulation. Ceux de moyen et petits
calibres comportent essentiellement des cellules musculaires lisses qui adaptent rapidement le

diamétre de la lumicre artérielle afin de réguler le débit sanguin (Tegos et al., 2001).

29



AN =

MB

Intima

CME
LEI

Media

LEE
Adventice

Figure 10 : Représentation schématiques des différentes couches vasculaires
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
FE : Fibre élastique ; CO : Collagéne ; LY : Lymphocyte ; MO : Monocyte/Macrophage ;
CML : Cellule musculaire lisse ; FB : Fibrinogéne ; EC : Cellule endothéliale ; VV : Vasa
Vasorum ; PG : Protéoglycane ; MB : Membrane basale : CME : Couche musculo-élastique ;
LEI : Limitante élastique interne ; LEE : Limitante élastique externe

i.  L’intima

a. Description genérale

L’intima forme la premiére couche de la paroi artérielle au contact de la circulation
sanguine. Elle est formée de I’endothélium qui constitue une monocouche de cellules

polygonales recouvertes d’un glycocalyx (Figure 10 et 11).

Le glycocalyx joue un réle important dans la protection de la paroi vasculaire. En effet,
il constitue une barriére contre les pathogénes et permet de réguler la perméabilité de

’endothélium. Il est constitué de protéoglycanes, de glycolipides, de glycoprotéines et de
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polysaccharides. Ces molécules sont chargées négativement et repoussent en temps normal les

Les cellules endothéliales reposent sur une lame basale composée de fibres de collagéne
de type IV et V. Au contact de cette derniére se trouve une couche sous endothéliale dont la
composition n’est pas vraiment bien définie a ce jour. Basées en majorité¢ sur I’analyse

d’images en microscopie ¢lectronique sur des aortes ou coronaires humaines, des études

basale s’étendrait une matrice extracellulaire contenant des protéoglycanes, du collagéne, de
rares fibres €lastiques, quelques cellules musculaires lisses (CML) ainsi que plusieurs types
de cellules immunitaires dont des macrophages. En dessous de cette matrice, se trouverait une
couche musculo ¢élastique (CME) s’étendant jusqu’a la lame élastique interne et contenant des
CML en plus grand nombre, des fibres élastiques ainsi que quelques fibres de collagéne
(Figure 10 et 11). Les CML de cet espace sous endothélial auraient des caractéristiques

différentes de celles de la media, notamment en ce qui concerne leur capacité contractile

La lame élastique interne marque la séparation entre I’intima et la media. Cependant,
elle n’est pas toujours présente (e.g. au niveau des bifurcations artérielles) ce qui rend alors

difficile la distinction entre les différentes couches vasculaires.

L’épaisseur de I'intima n’est pas la méme partout et varie en fonction des tensions

exercées sur la paroi artérielle (Paxton et al., 2003; Stary et al., 1992).
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b. La couche endothéliale

L’endothélium humain contient 10 milliards de cellules pour 1,5% de la masse totale du
sont assurées par plusieurs jonctions (jonctions serrées, laches, et adhérentes). Ces derniéres
sont composées de diverses protéines (e.g. claudines, occludines, E-cadhérines, intégrines,

sélectines, desmosomes).

L’endothélium est un acteur clé du mécanisme inflammatoire survenant dans
I’athérosclérose. Il peut exprimer a cet effet des molécules d’adhésion, des cytokines, des
chimiokines, des facteurs hématopoictiques ou encore des complexes majeurs
d’histocompatibilit¢ (CMH). Il peut jouer un réle ambivalent dans divers domaines. Il est
responsable par exemple de I’activation du complexe protéine C/protéine S (effet anti-
coagulant) et de I’exposition du facteur tissulaire a la circulation (effet pro-coagulant) (Jaffe,
1987; Stary et al., 1992). Récemment, de nouveaux genes ou protéines ont été impliqués dans

la régulation des propriétés pro-thrombotiques de ces cellules endothéliales (TXNRD2,

Pour finir, il module la contraction et la relaxation des CML en fonction des stimuli
mécaniques et chimiques (contraintes de cisaillement, norépinéphrine, bradykinine, etc.).
Ainsi, il est responsable de la sécrétion de prostacycline (facteur vasodilatateur), de facteurs

myorelaxants ou encore de facteurs vasoconstricteurs (thromboxane A2, endothéline-1, oxyde

c. La matrice extracellulaire (MEC) de ['intima

Les nutriments essentiels aux cellules endothéliales passent par la MEC de I’intima.
Cette derniere est notamment composée de protéoglycanes a des proportions variables
(dermatane sulfate, chondroitine sulfate et héparane sulfate) qui sont importants dans les
¢échanges et la filtration des éléments de la circulation plasmatique vers le reste de la paroi

artérielle (Stary et al., 1992).
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Les fibres de collagéne permettent ’attachement des cellules endothéliales a la MEC.
Elles sont classées en plusieurs types, en fonction de la nature et du nombre de chaines a
qu’elles possédent. Les plus abondants sont les collageénes de type I et III. Les collageénes de
type IV et V se localisent en majorité¢ dans la membrane basale. Le type IV permet la liaison
entre les structures collagéniques et non collagéniques (Ricard-Blum, 2011; Stary et al.,

1992).

Enfin, la fibronectine et la laminine font aussi partie intégrante de cette MEC et
participent au maintien de I’intégrité de la barriere endothéliale (interaction cellules/matrice
ou cellules/cellules). La laminine permet notamment 1’attachement des cellules endothéliales

au collagene de type IV cité plus haut (Stary et al., 1992).

ii. Lamedia

La media est formée de cellules musculaires lisses (CML) entourant les vaisseaux,
permettant I’activité contractile et régulant la tension artérielle. Elle est bordée par les lames

¢lastiques interne et externe (Figure 10 et 11).

Au niveau des artéres de gros calibre, cette media est entrecoupée de fibres de
collagénes (de type I et III) ainsi que de nombreuses lames élastiques qui sont composées de
tropoélastine sécrétée par les cellules endothéliales et les CML. Plus ’artére est grosse, plus
les fibres élastiques sont nombreuses. Le nombre de couches de cellules musculaires varient

de 1 a 7 en fonction du calibre de I’artére (Stary et al., 1992; Tegos et al., 2001).

iii.  L’adventice

L’adventice est un tissu conjonctif lache, composé de fibres de collagénes, de fibres
¢lastiques, de cellules adipeuses, de quelques fibroblastes ainsi que de cellules immunitaires
(mastocytes, lymphocytes B, lymphocytes T, macrophages et cellules dendritiques). Elle
contient le « vasa-vasorum », un réseau vasculaire particulier qui irrigue le tiers externe des
vaisseaux et diffuse les ¢léments plasmatiques nécessaires aux échanges cellulaires. En effet,

la paroi vasculaire en elle-méme a besoin d’étre vascularisée afin de garantir la survie des
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cellules qui la composent. Les deux-tiers internes de la paroi sont suppléés par diffusion
directe des éléments plasmatiques de la circulation principale (Figure 10 et 11).

Le réseau lymphatique se trouve également dans 1’adventice afin d’acheminer
rapidement des cellules immunitaires (Stary et al., 1992; Tegos et al., 2001). Il existe
notamment un lien entre I’inflammation de cet adventice et le développement de
I’athérosclérose. En effet, il a ét¢ montré que des leucocytes pouvaient former a ce niveau des
1997). Ces mémes ATLO ont été trouvés chez ’humain, proches des coronaires, et ont été
classés en 3 stades en fonction du type et de la quantit¢ de cellules inflammatoires
lymphocytes T régulateurs ainsi que des lymphocytes B. Chez la souris ApoE”" , un modéle
d’étude murin d’athérosclérose (défini dans le Chapitre I1, Partie C, section 2), les ATLO ne
se développent qu’au niveau des plaques d’athérome de I’aorte abdominale mais leur réelle
CML via le récepteur a la lymphotoxine S et la sécrétion de diverses cytokines et chimiokines
(CXCL13, IL-7, ligand de la chimiokine 21) afin de recruter des cellules inflammatoires. Ces

derni¢res pourraient participer a la fragilisation des plaques en stimulant la néovascularisation

Endothélium
Intima
Matrice extracellulaire
Lame ¢lastique interne
Media Lames élastiques
Lame ¢lastique externe
Adventice

Figure 11 : Histologie de la paroi aortique d'une souris
Coloration Hématoxyline/Eosine
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Les 3 couches vasculaires décrites ci-dessus s’articulent autour d’un réseau fibrillaire
conférant a la paroi une certaine résistance afin de distribuer le flux sanguin aux divers

organes en aval.

4. La résistance de la paroi artérielle

L’une des particularités du tissu vasculaire, tout comme celui de la peau, est son

¢lasticité, essentielle dans le maintien de la tension artérielle.

Les fibres ¢élastiques font partie intégrante de la paroi des vaisseaux et jouent un role
important dans la physiologie. Elles sont composées d’élastine et de microfibrilles formant
des polymeres résistants. Leur role est de permettre une 1égeére déformation des artéres pour
maintenir une certaine pression sanguine vers les organes tout en évitant des dommages
irréversibles aux cellules endothéliales. Elles contribuent alors grandement a la résistance de
la paroi artérielle. Par ailleurs, elles participent aussi a la constitution de la membrane basale
en entourant les cellules musculaires lisses tout comme le collagéne de type IV (Adeva-

Andany et al., 2021; Cocciolone et al., 2018).

L’¢lastine, composant essentiel des fibres élastiques, est une protéine de la matrice
extracellulaire qui permet ’¢lasticité. Sa demi-vie est d’environ 70 ans et son stock n’a alors

plus besoin d’étre renouvelé a I’age adulte. Elle est codée par un géne mesurant environ 45kb,

que le TNFa, ’AMP cyclique, la vitamine D, I’acide ascorbique ou encore le facteur de
croissance des fibroblastes (FGF). Il est régulé positivement entre autres par le facteur de
croissance 1 ressemblant a D’insuline (IGF-1), le fer trivalent ou encore le facteur de
croissance transformant f (TGFp). Ce dernier joue aussi un role important dans le
remodelage de la MEC et la progression des plaques d’athérosclérose (Arribas et al., 2006;
Cocciolone et al., 2018).

La tropoélastine est le précurseur de I’¢lastine. Elle est produite par les CML de la

media, les cellules endothéliales ainsi que par les fibroblastes de I’adventice. Cette protéine

contient de nombreux domaines hydrophobes, avec des séquences « VGVAPG » (valine-
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glycine-valine-alanine-proline-glycine) riches en valine et glycine qui sont les principales
quantité moins importante que dans le collagene. Cette proline, comme nous le verrons plus
tard, intervient dans le métabolisme du glutamate.

Grace a ses propriétés hydrophobes et sous I'impulsion d’enzymes telles que les lysyl
oxydases (LOX et LOXL-1), la tropoélastine peut former des polyméres d’élastine et
s’associer avec des microfibrilles qui sont composées en majorité de fibrillin-1 et 2. Cette

association forme les fibres élastiques (Arribas et al., 2006; Cocciolone et al., 2018).

La dégradation des fibres €lastiques se fait sous le contréle d’une douzaine d’enzymes
appelées élastases qui sont sécrétées par les neutrophiles, macrophages ou encore les CML
(e.g. Ela-2, CatG ou PR-3). Par ailleurs, les métalloprotéinases (MMP), enzymes chargées en
temps normal du remodelage de la MEC, peuvent aussi dégrader les fibres é€lastiques. Du
collagéne et des protéoglycanes vont alors remplacer ces fibres €lastiques dégradées et la

MEC va se rigidifier et se réorganiser (Cocciolone et al., 2018).

Le métabolisme des fibres élastiques fait particuliérement 1’objet d’études dans le cadre
principale caractéristique retrouvée au niveau des lésions athéromateuses est la perte
d’¢lasticité de la paroi avec fragmentation des fibres ainsi qu’un ratio ¢élastine/collagéne tres
bas, indiquant une rigidité plus importante des vaisseaux. Plus précisément, au niveau des
plaques d’athérosclérose, on note une augmentation de la synthése de tropoélastine
parallélement a une augmentation de son catabolisme. Ceci est certainement di a I’activité
macrophagique forte dans ces Iésions. En effet, les macrophages sont capables par eux-mémes
de produire et de dégrader le précurseur de I’¢lastine. Toutefois, 1’augmentation de synthese
de tropoélastine s’aveére inefficace car ’assemblage final est défectueux. La desmosine,
I’isodesmosine et la lysine, qui sont les molécules responsables des ponts formant les
polymeéres ¢élastiques, sont effectivement diminués dans les Iésions athéromateuses. Ce
processus est accéléré avec la sévérité de 1'athérosclérose. La dégradation des fibres €lastiques
au niveau des plaques aura pour conséquence une exacerbation de I’inflammation avec une
rigidification des parois artérielles ainsi qu’une infiltration facilitée des lipides.
L’hypertension qui est un facteur de risque cardiovasculaire entraine les mémes effets sur

I’¢lastine que 1’athérosclérose en elle-méme, i.e. une augmentation de synthése inefficace
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augmentation de I’activité des ¢lastases et une baisse de I’activité des lysyl oxydases (LOX),
ce qui suggere comme évoqué précédemment un catabolisme plus important des fibres

¢lastiques ainsi qu’une altération de la qualité de ces fibres par défaut d’assemblage.

L’activité des ¢€lastases entraine une surproduction de peptides dérivés de 1’¢élastine,
encore appelés élastokines. Or, ces peptides ont un role biochimique essentiel dans les
maladies cardiovasculaires. Par exemple, chez la souris, une simple injection de ces peptides
contribue a I’augmentation de la taille des plaques et joue un role dans I’inflammation et la
diapédese des macrophages (Arribas et al., 2006; Cocciolone et al., 2018; Fhayli et al., 2019;
Krettek et al., 2003). De plus, ils sont aussi retrouvés chez des patients atteints
d’hypertension, d’artériopathie des membres inférieurs, de diabéte ou encore de cardiopathie
ischémique. Ils semblent jouer un réle dans la production de I’oxyde nitrique (NO) par les
cellules endothéliales et de celle des espéces réactives dérivées de I'oxygene (ROS) qui
contribuent notamment a 1’oxydation des LDL. Par ailleurs, ils participent a la prolifération et
a la migration des CML et des leucocytes, notamment de par leur effet chimio-attractif

(Maurice et al., 2013).

La résistance artérielle aux contraintes exercées sur la paroi est due non seulement aux
fibres ¢élastiques mais aussi au collagéne. L’aorte humaine normale contient 24% de fibre de
collagéne, dont les type I, III et IV représentent prés de 99% (Adeva-Andany et al., 2021).
Les collagenes de type I et III, les plus abondants, se localisent au niveau de la media, le type
III se trouvant préférentiellement en périphérie des fibres €lastiques. Les collagénes de type
IV et V entourent les cellules musculaires lisses ainsi que les cellules endothéliales et forment

une membrane basale. Enfin, le collagéne de type II, trés rare (1% des fibres) est aussi

Les protéoglycanes et les glycoprotéines sont les derniers acteurs de la résistance de la
paroi artérielle. Dans I’hypertension, on note alors non seulement une augmentation de la
synthese de collagene et d’intégrines mais aussi de protéoglycanes et de glycoprotéines ayant

pour effet un épaississement pariétal. (Adeva-Andany et al., 2021).
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Toutes ces caractéristiques anatomiques, physiques et chimiques de la paroi artérielle
vont étre modifiées sous ’influence de nombreux facteurs de risques qui font le lit du

développement des plaques.

5. L’initiation et la progression de la plaque

L’initiation et la progression d’une plaque se fait en plusieurs phases distinctes. La
dyslipidémie, conjointement avec divers autres facteurs de risque cardiovasculaire va
entrainer une dysfonction endothéliale. Ce processus induira le développement de 1’athérome
avec une phase pro-inflammatoire, une phase de stabilisation puis une phase de rupture qui

entrainera une ischémie d’organe.

i.  Ladyslipidémie

La dyslipidémie désigne un état pathologique ou le métabolisme lipidique qualitatif et
quantitatif est perturbé avec des taux de cholestérol, de triglycérides ou d’acides gras libres
anormaux. Dans les maladies cardiovasculaires et dans le syndrome métabolique (défini au
Chapitre I, partie C), cette dyslipidémie est caractérisée par une hypercholestérolémie a
lipoprotéines de basse densité (LDL) et/ou wune hypertriglycéridémie et/ou une
hypocholestérolémie a lipoprotéines de haute densité (HDL). Elle est, la plupart du temps, due
a un apport trop riche en lipides provenant de 1’alimentation et a I’insulinorésistance qui se

met en place (Figure 12).

Le métabolisme lipidique est complexe et comporte deux voies différentes : une voie

exogene et une voie endogene.

a. La voie exogene

Apres I’ingestion alimentaire, lors du processus de digestion, et en présence de sels
biliaires sécrétés par le foie, des acides gras libres, des vitamines liposolubles, du cholestérol
et des phytostérols vont se regrouper sous forme de micelles afin d’étre transportés dans la

lumiére intestinale. Ils vont par la suite étre endocytés par les entérocytes.
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En raison de leur caractére hydrophobe, les lipides doivent étre transportés dans la
circulation sanguine sous forme de lipoprotéines. Ces derniéres sont des particules

amphiphiles formées d’une membrane hydrophile et d’un cceur hydrophobe. Elles portent une

ou plusieurs apolipoprotéines leur permettant d’interagir avec les différentes enzymes et

Chylomicron VLDL IDL LDL HDL
Densité (g/mL) <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019  1,019-1,063 1,063-1,210
Taille (nm) 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12
L TG TG-PL-CE TG-CE C-CE-PL PL-CE
majoritaires
ot - AI-AII-AIV-AV-
Apolipoprotéines B48-AI-All-AIV-C-E BI00-CL-CII-CII-E- - B100-CI-CII- B100-O CI-CII-CHI-L1-
F-O E
M-D-O-J
Triglycerides

Cholesteérol estérifié

Cholestérol libre

Table 2 : Représentation schématique des lipoprotéines et composition
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License
PL : Phospholipides ; CE : Cholestérol estérifié ; TG : Triglycérides C : Cholestérol

Les entérocytes sécrétent 1’apolipoprotéine apoB-48. Celle-ci est associée aux lipides
endocytés de la lumiére intestinale et va former des « chylomicrons » qui sont les particules
lipidiques essentielles de la voie exogene. Ces lipoprotéines contiennent en majorité des
triglycérides ainsi qu’un peu de cholestérol estérifié et des vitamines liposolubles (Feingold,

2000). Les chylomicrons ne passent pas par la veine cave mais par le canal thoracique, ce qui
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leur permet de contourner le foie et d’accéder directement a la circulation sanguine. A
proximité du cceur, des muscles et du tissu adipeux, la lipoprotéine lipase (LPL) va hydrolyser
les triglycérides de ces particules afin de libérer des acides gras libres et les distribuer aux
organes d’intérét. Les chylomicrons deviennent ainsi de plus en plus petits car leur coeur
hydrophobe se réduit. Ils acquiérent une nouvelle apolipoprotéine, I’apoE, au cours
d’échanges avec d’autres lipoprotéines circulantes (e.g. les HDL), qui va leur permettre d’étre
captés par le foie. Ils sont alors appelés remnants et vont étre reconnus par les récepteurs
hépatiques aux LDL (LDL-R) afin de distribuer leur contenu lipidique (Figure 12) (Feingold,
2000).

b. La voie endogene

Dans le foie, une nouvelle apolipoprotéine est produite : 1’apoB-100. Elle va s’associer
en majorité avec des triglycérides et un peu de cholestérol estérifi¢ hépatique afin de produire
de nouvelles particules lipidiques appelées « lipoprotéines de trés basse densité » ou VLDL.
Ces lipoprotéines, tout comme les chylomicrons vont circuler vers les organes d’intérét et

distribuer leur contenu hydrophobe.

La LPL va hydrolyser le contenu de ces VLDL qui vont perdre leur taille initiale et étre
dernieres vont étre réduite en « lipoprotéine de basse densité » ou LDL par la lipase hépatique
(HL). Les VLDL, tout comme les IDL et les LDL peuvent aussi échanger leur contenu en
triglycérides et phospholipides contre du cholestérol estérifié provenant d’autres lipoprotéines
tels que les HDL. Cet échange est médi¢ par I’intermédiaire d’enzymes telles que la protéine
de transfert des phospholipides (PLTP) ou la protéine de transfert du cholestérol estérifié
(CETP) (Feingold, 2000; Ha et al., 1981). Cette dernicre peut organiser de méme un transfert
de cholestérol estérifié¢ entre les VLDL et LDL. Les lipases hydrolysent les triglycérides des
lipoprotéines en acides gras libres qui vont étre distribués le long du transport. Toutefois, elles
ne métabolisent pas le cholestérol estérifi¢é qui reste et se concentre au maximum dans les
LDL finaux (Figure 12) (Feingold, 2000). Lorsque ces petites particules lipidiques vont étre
en concentration importante dans la circulation sanguine, elles vont pouvoir étre captées par
les cellules endothéliales et infiltrer 1’intima des artéres. Piégées par les protéoglycanes de la
matrice extracellulaire, les LDL vont étre oxydés et déclencher un stress oxydatif qui va

entrainer une dysfonction endothéliale ainsi qu’une réaction inflammatoire (Feingold, 2000).
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c. Le transport inverse du cholestérol et les HDL

Le transport inverse du cholestérol (Reverse Cholesterol Transport, RCT) est un des
¢léments clés de la régulation de la lipémie. Il est médié en majorité par les HDL mais un

mécanisme d’efflux par les entérocytes a aussi €t€ mis en lumiére. Le RCT est notamment

(Apo-Al). Celle-ci est sécrétée par le foie ainsi que par les intestins. Apres interaction avec
un transporteur de la famille ABC (ATP-Binding Cassette A1 [ABCAI1]) sécrété par les
hépatocytes, les entérocytes et les macrophages, 1’apo-A1l va s’enrichir en cholestérol libre
pour former une particule discoide appelée pré-FHDL. Un second passage vers les récepteurs
ABCGI (ATP-Binding Cassette G1) et SR-B1 (Scavenger Receptor B1) sur les macrophages
d’une enzyme appelée lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT), qui convertit le
cholestérol libre en cholestérol estérifié, la particule pré-fHDL va former une HDL
sphérique. En effet, I’estérification du cholestérol aura pour effet la formation d’un coeur
son passage dans la circulation moduler son contenu en triglycérides en interagissant avec la
CETP et les autres lipoprotéines (VLDL, LDL et IDL) comme évoqué précédemment (Figure

12). En promouvant de plus I’efflux cellulaire de cholestérol au contact des adipocytes via

forcément avec le nombre de lipoprotéines en circulation. Il est ainsi évoqué de plus en plus
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que le risque cardiovasculaire est reli¢ aux nombre et a la qualité des lipoprotéines plutot

lumiére intestinale. Chez I’homme, ce mécanisme est responsable de 35% de I’excrétion du

cholestérol et est fortement influencé par la prise d’Ezetimibe, un traitement hypolipémiant

Lorsque I’homéostasie lipidique est perturbée et que la balance production/élimination
des lipoprotéines n’est plus équilibrée, la dyslipidémie s’installe. Cette derniere, en présence

d’autres facteurs de risque cardiovasculaire conduit a une dysfonction endothéliale.
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Figure 12 : Métabolisme des lipoprotéines

D apres Feingold et al., 2000 et Heeren et al., 2021
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
AG : Acides gras ; LDLox : LDL oxydées ; LDL-R : Récepteur aux LDL ; Chol :
Cholestérol ; TG : Triglycérides

ii.  La dysfonction endothéliale

Lors de I'initiation de la plaque d’athérome, la dysfonction endothéliale est I'un des
premiers éléments qui entre en jeu. Elle se produit lorsque I’on atteint un état de déséquilibre

entre la production de vasodilatateurs/molécules anti-inflammatoires et les stimuli

devenir plus perméable sous I’influence de nombreux facteurs extracellulaires :
- Hémodynamique (hypertension)
- Chimique (oxydation des LDL et des VLDL, glycémie sanguine élevée)

- Immunologique (complexes immuns)
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- Infectieux (virus)
- Extérieurs (tabac)

- Hormonaux (ménopause)

Parmi les facteurs cités ci-dessus, les LDL circulants font partie des parametres les plus

importants car ils sont indispensables a la formation des plaques. Une concentration de LDL

environnement avec un stress oxydatif délétere pour I’endothélium.

Les échanges au niveau de la barriere endothéliale se font par transcytose ou trafic
intercellulaire et dépendent d’une multitude de parameétres (taille et charge des protéines,
tension artérielle, localisation sur I’arbre vasculaire, tonus vasculaire, age du sujet) (Stary et
al., 1992). Les cellules endothéliales sont perméables aux protéines plasmatiques
I’intima. Elles transitent alors soit par les jonctions intercellulaires, soit par transcytose par

I’intermédiaire de plusieurs protéines (cavéoline 1, ALK1, DOCK4, LDL-R ou SR-BI)

Une fois le passage de la barricre effectuée, les LDL sont captées par les
protéoglycanes, les fibres ¢lastiques et le collagéne de la matrice extracellulaire pour former
des complexes. L’ApoB100 permet entre autres I’interaction électrostatique des LDL avec les
des autres facteurs de risques cardiovasculaires potentiellement associés, notamment
I’hypertension artérielle, la barriere endothéliale va alors commencer a sécréter plusieurs
enzymes. La lipoxygénase, 1’oxyde nitrique synthase, la NADPH oxydase ou encore la
xanthine oxydase endothéliale vont créer des especes dérivées de I’oxygene (ROS) et oxyder
les particules lipidiques présentes au sein ou au contact de I’intima. De plus elles vont

transformer 1’oxyde nitrique (NO) vasculaire en peroxynitrite (ONOO-) (Figure 13).

Le NO permet la vasodilatation des vaisseaux, inhibe 1’adhésion leucocytaire,

I’agrégation plaquettaire ainsi que la prolifération des cellules musculaires lisses. C’est
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’oxyde nitrique synthase, I’'une des enzymes évoquée ci-dessus et sécrétée par I’endothélium
qui permet sa production en temps normal (Morrow et al., 2003; Negre-Salvayre et al., 2020).
Cependant, lors de I’accumulation des LDL dans I’intima, celle-ci va rentrer dans un

processus dit de « découplage » et former des anions superoxydes qui vont participer a la

ailleurs, d’autres molécules vasoconstrictrices (Angll, TXa2 et ET-1) vont étre sécrétées par

les cellules endothéliales et provoquer un déséquilibre avec des facteurs vasodilatateurs (HzS,

Pour finir, une partie des LDL oxydées peuvent aussi traverser la media des artéres et
former des inclusions lipidiques qui au fil du temps vont grossir et devenir visibles

macroscopiquement.
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Figure 13 : Mécanismes de la dysfonction endothéliale
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
12-LOX : 12-lipoxygenase ; NOX : NADPH oxydase ; XO : Xanthine Oxydase ; eNOS :
Oxyde nitrique synthase endothéliale ; LDLox : LDL oxydée ; VCAM-1 : Vascular cell
adhesion molecule-1 ; ICAM-1 : Intercellullar adhesion molecule

45



La localisation sur 1’arbre vasculaire est aussi un élément clé de la dysfonction
endothéliale. Tout le processus décrit ci-dessus (de I’infiltration des LDL a la sécrétion des
facteurs vasoconstricteurs) est facilité dans des zones dites « propices » au développement de
I’athérome. Ces zones propices regroupent les régions accueillant des flux sanguins turbulents
(bifurcations artérielles) ou au contraire complétement stagnants. Dans les zones stagnantes,
ce sont probablement les forces de tension ainsi que le contact prolongé des LDL et
d’éventuelles substances toxiques avec la paroi artérielle qui seront déléteres et qui
faciliteront tous les mécanismes vu précédemment (Tegos et al., 2001). En comparant les
zones sujettes au développement de 1’athérosclérose avec des zones résistantes, dans des
conditions hypercholestérolémiques ou hypertriglycéridémiques, on constate notamment qu’il
existe des différences en terme de métabolisme, d’épigénétique et de structure de
I’endothélium. Par exemple, le glycocalyx est plus épais et moins perméable au niveau des
zones résistantes. De plus on y trouve une expression augmentée des facteurs transcription
Kruppel-like factors 2 et 4 (KLF2 et KLF4), impliqués dans nombre de processus
2013). Au contraire, dans les zones propices au développement de 1’athérosclérose, c’est
plutot NFkB, impliqué dans ’activation de I’inflammasome NLRP3 (défini a la partie C
section 4 de ce chapitre), qui est exprimé au niveau des cellules endothéliales. L’apoptose et

le renouvellement cellulaire y sont aussi plus importants (Tabas et al., 2015; Xu et al., 2021;

dyslipidémie, une différence entre les deux types de zone s’observe déja au niveau
transcriptionnel dans les cellules endothéliales. Par exemple, dans les zones propices a
I’athérosclérose, on a une régulation positive de Rela, VCAM-1, E-sélectine, de cytokines

pro-inflammatoires comme TNFa ou 111§ alors que Nos3 est régulé négativement, ce qui

En synthése, ’accumulation des lipoprotéines dans I’intima, combinée a des facteurs de
risques cardiovasculaires dans les régions propices au développement des plaques, va
entrainer un changement métabolique délétere dans les cellules endothéliales. Des molécules
vasoconstrictrices et pro-oxydantes vont étre produites en exces. La réponse vasodilatatrice et
anti-oxydante ne va pas pouvoir compenser et un état de déséquilibre va se créer.
L’endothélium va devenir plus perméable et entretenir une réaction inflammatoire. Cette

derniére est médiée par I’expression de cytokines pro-inflammatoires et de molécules
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d’adhésion entrainant une diapédése leucocytaire (Falk, 2006; Miinzel et al., 2008). La

barriere endothéliale est alors dysfonctionnelle.

Pour finir, les cellules vont changer de morphologie et de caractéristiques pour acquérir
celles d’un autre type cellulaire appelé cellules mésenchymales : ¢’est la transition endothélio-
mésenchymateuse. L’endothélium va alors perdre sa polarité et les jonctions vont étre

réarrangges.

L’inflammation qui va étre induite par I’oxydation des LDL vu plus haut est le
composant essentiel de la progression de la plaque. Elle entre dans un cercle vicieux car elle

aggrave et est elle-méme entretenue par la dysfonction endothéliale.

iii.  La phase pro inflammatoire

La seconde phase qui suit la dysfonction endothéliale est marquée par une réaction
inflammatoire engendrant petit a petit une progression des plaques. Elle est initiée en grande

partie apres 1’oxydation des LDL vu précédemment (Figure 14).

En réalité, I’oxydation joue un réle important dans I’homéostasie. Elle participe au
métabolisme cellulaire, a la défense anti microbienne, a la prolifération et différenciation
cellulaire, etc. Ce n’est que lorsque les ROS sont produits en exces, comme lors du processus
lipoprotéines va leur permettre de modifier leur conformation et d’exposer de nouveaux
épitopes désignés sous le nom d’épitopes spécifiques de 1’oxydation (OSE). Ces OSE sur les
LDL oxydées sont reconnus en tant que motifs moléculaires associés au danger (DAMP) qui
vont activer plusieurs récepteurs, dont ceux appelés notamment « Toll-Like receptors » (TLR)
conduire a I’expression de cytokines pro inflammatoires (IFNy, IL-6, IL-8, TNFa), de
chimiokines (CCL2) ainsi que de molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, E-selectines, P-
selectines). Cette cascade inflammatoire est médiée par les cellules endothéliales et les
macrophages en place et permet le recrutement et la diapédése d’autres leucocytes
(monocytes, neutrophiles, lymphocytes T, lymphocytes B). L’inflammation déclenchée est
locale, mais aussi systémique. En effet, I’'IL6 stimule notamment a distance les cellules

hépatiques qui vont sécréter du fibrinogene et produire de la protéine C-réactive (CRP) (Xu
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endothéliale déja installée (Figure 14).
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Figure 14 : Développement de la plaque (Phase pro-inflammatoire,
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
LDLox : LDL oxydée ; Rc Eb : Récepteur éboueur ; MA : molécule d’adhésion ; Fb :
fibrinogéne ; Col : Collagéne ; MoC : Monocyte ; Mac : Macrophage ; Csp : Cellule
spumeuse

Les macrophages résidents de I’intima proviennent de la circulation sanguine. Comme
vu précédemment, ils sont en majeure partie responsables de la réponse inflammatoire qui est
mise en place. Ils constituent une réserve dans la paroi aprés la naissance et s’auto-
renouvellent (Back_et_al., 2019; Swirski_et al., 2006; Williams_et_al., 2018). Lors de

I’inflammation, il y aura un recrutement de monocytes provenant de la circulation qui vont se

différencier en nouveaux macrophages. Ces cellules phagocytent les LDL oxydées gréice aux
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libérer leur contenu en triglycérides et cholestérol au sein du cytoplasme. Le cholestérol non
estérifié¢ qu’elles contiennent peut emprunter différentes voies :
- formation de cristaux qui vont déclencher la sécrétion d’IL1S (chimio-attracteur des
lymphocytes B et T) via la voie de I’'inflammasome NLRP3 (défini au Chapitre I,
Partie C, section 4)
- exportation hors de la cellule via le transporteur ABCA1 vers des HDL (efflux de
cholestérol)

- transformation en oxystérol utilis¢ dans de nombreuses voies cellulaires

Dans le dernier cas, et avec I’accumulation des gouttelettes lipidiques, les macrophages
changent de phénotype pour devenir des cellules spumeuses (Acton et al., 1996; Endemann et

al., 1993; H. Suzuki et al., 1997). Ce changement implique une reprogrammation

temps se nécrosent. Le contenu cellulaire exposé va entretenir la réaction inflammatoire et de

nouveaux macrophages peuvent alors phagocyter les débris : c’est ’efférocytose (Figure 14).

L’efférocytose est un processus crucial de résolution de I’inflammation destiné a
¢liminer les débris cellulaires. Elle est médiée par des macrophages qualifiés d’anti-
inflammatoires (phénotype dit « M2 »), qui expriment des récepteurs efférocytiques (merTK
mais surtout de médiateurs spécialisés dans la résolution de I’inflammation (SPM) qui vont

contrebalancer la sécrétion d’autres facteurs inflammatoires, notamment la leucotriecne B4
b

Dans un premier temps, lorsque les systémes de 1’organisme ne sont pas débordés, le
cholestérol est éliminé correctement par 3 mécanismes : I’efflux hors du cytoplasme des
macrophages médi¢ par les HDL, la migration des cellules spumeuses hors de 1’intima vers la
Dés lors que les processus mis en place (efflux, migration ou efférocytose) ne sont plus
fonctionnels, le cholestérol s’accumule. Notamment, lorsque les capacités d’efflux ne

compensent plus I’influx de cholestérol des macrophages et que I’efférocytose n’est pas
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effective, les cellules spumeuses deviennent de plus en plus nombreuses, puis se nécrosent et
vont s’accumuler et former une zone que I’on appelle « core nécrotique ». La plaque grossit
petit a petit (passe par les différents stades vus précédemment) et la réaction inflammatoire

exacerbe ce processus et devient chronique (Figure 15).
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Figure 15 : Développement de la plaque (Phase de stabilisation)
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
Csp-CML : Cellule spumeuse dérivée d’une cellule musculaire lisse ; Csp-Mac : cellules
spumeuse dérivée d’un macrophage ; Rc Eb : Récepteur éboueur ; CA-CD47+ : Corps
apoptotique portant le CD47 ; Col : Collagéne ; Mac : Macrophage ; Chol : cholestérol

Sous régime hypercholestérolémique, la capacité d’efflux des macrophages est en effet
altérée car le transporteur ABCA1 est régulé négativement. De plus leur efférocytose est aussi
déficiente car les récepteurs merTK et LRP1 sont dégradés (merTK étant protéolysé par la
apoptotiques cibles de ces macrophages expriment de maniére aberrante une molécule

membranaire appelée CD47 qui va inhiber leur phagocytose (Figure 15). De plus les
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macrophages vont entretenir la dysfonction endothéliale en produisant des ROS tout comme

Les CML, présentes non seulement dans la couche musculo-¢élastique de I’intima mais
aussi dans la media, sont importantes car elles jouent un rdle essentiel a toutes les étapes de la
plaque d’athérome, comme nous le verrons dans les prochaines parties. Lors de cette phase
pro-inflammatoire, elle peuvent changer de phénotype et perdre leur capacité contractile.
Elles vont alors exprimer des marqueurs macrophagiques (MAC2, MAC3, CD68) et seront
capables d’internaliser des lipides au sein de leur cytoplasme. Elle deviennent ainsi a leur tour

des « cellules spumeuses dérivées de cellules musculaires » et vont avoir le méme destin que

noter particulierement que lors de leur nécrose, les CML entraineront des dépdts calciques qui
seront visibles microscopiquement au sein de la lésion, a la différence des macrophages

dérivés des monocytes.

Les lymphocytes B et T régulateurs (Treg) prennent part aussi au processus en
modulant I’inflammation installée. Notamment, les lymphocytes Treg, en sécrétant de 1I’IL-13,

permettent de freiner le recrutement leucocytaire, d’augmenter la capacité d’efférocytose des

de I’adventice.

Enfin, des mastocytes ont été identifiés au sein des plaques. Il a été montré qu’ils étaient
impliqués dans I’initiation, la progression et la déstabilisation des plaques. Ils sont capables
d’exocyter leur contenu granulaire et de produire des cytokines permettant d’entretenir la

réaction inflammatoire. Leur réle reste toutefois beaucoup moins documenté que celui des

Avec le temps et les progrés scientifiques, le role d’autres types cellulaires et

composants a été¢ identifié¢ et investigué (protéines du complément et cellules dendritiques)
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la plaque est extrémement complexe et que les cibles thérapeutiques doivent étre ¢largies afin

d’enrayer ce mécanisme pathologique.

iv.  La phase de stabilisation

La phase de stabilisation vient en réaction a la phase pro-inflammatoire décrite

précédemment. Les cellules endothéliales, tout comme les macrophages et les cellules

Comme vu plus haut, les CML ont une certaine plasticité et peuvent changer de
caractéristiques pour adopter celles d’un autre type cellulaire (e.g. cellules spumeuses). Ainsi,

sous I’influence du PDGF et de I’induction du facteur de transcription KLF4, les CML vont

pouvoir migrer et proliférer au-dessus du core nécrotique constitu¢ afin de contribuer au
processus de réparation tissulaire. Elles vont alors sécréter non seulement des molécules pro-
inflammatoires, mais aussi des cytokines permettant la synthése de collagéne (e.g. TGFp), de
protéoglycanes et de glycoprotéines afin de favoriser la création d’une chape fibreuse
stabilisatrice de la plaque, retardant ainsi sa rupture (Figure 15). Ces nouvelles cellules
synthétiques posseédent une machinerie intracytoplasmique plus développée (RER, Golgi et
ribosomes). Néanmoins, ce changement métaplasique et les voies cellulaires impliquées
restent encore a préciser. Quelques molécules ont déja été¢ étudiés comme étant impliqués
dans le cadre de cette plasticité (adénosine monophosphate cyclique, phosphoinositide 3

kinase y) (Lupieri et al., 2020).

v.  La phase de fragilisation et de rupture

Lors de I’avancement de la plaque, la composition et les caractéristiques cellulaires vont
¢voluer. Les macrophages de type M2 vont étre de moins en moins nombreux au sein de la
plaque pour laisser place a des macrophages de type pro-inflammatoire (phénotype dit
« M1 ») qui vont sécréter des MMP. Les cellules spumeuses qui n’ont plus de capacité
d’efférocytose ni d’efflux effectif vont s’accumuler et se nécroser libérant leur contenu
lipidique. Les CML et les cellules endothéliales en surface vont aussi rentrer en apoptose ou

en nécrose et vont se raréfier dii au cercle vicieux inflammatoire chronique qui s’est installé.
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Il en résulte un grossissement du core nécrotique avec un amincissement de la chape
ailleurs, une néovascularisation dérivée du « vasa vasorum » de 1’adventice peut se mettre en
place et entrainer des petites hémorragies et thromboses internes qui vont contribuer a faire

grossir et déstabiliser la plaque (Tegos et al., 2001).

Comme décrit plus haut, I’amincissement de la chape fibreuse est notamment due a un
2015). Lorsque la plaque est a un stade suffisamment avancé, la grosseur du core nécrotique
et ’amincissement de la chape fibreuse peuvent conduire a une rupture de cette derniere, qui
expose le contenu de I’intima a la circulation sanguine (i.e. le collagene, le core nécrotique,
les cellules musculaires lisses). Cet événement va induire une cascade de coagulation
conduisant a la formation d’un caillot sanguin qui empéche le passage du flux circulatoire

(Figure 16).

La coagulation résulte encore d’un déséquilibre cette fois entre la sécrétion de facteurs
pro-coagulants (facteurs tissulaires [FT] provenant des macrophages et des CML) et anti-
coagulants (inhibiteurs du facteur tissulaire [TFPI-1 et 2] provenant des CML et des cellules

endothéliales). Lors de la rupture de la plaque, cette balance est largement en faveur d’un état

Le facteur tissulaire est a I’origine de la cascade de coagulation. C’est une glycoprotéine
de 47 kDa. Il est sécrété par les macrophages, les cellules musculaires ou encore capté par des
NET (Neutrophil Extracellular Trap). Ces NET sont des fragments extracellulaires d’ADN et
d’histone, servant a 1’origine a la défense contre des micro-organismes pathogenes médiée par
les neutrophiles. Ils peuvent contenir des cytokines inflammatoires, piéger des plaquettes, de
la fibrine ou encore le facteur tissulaire. Ce dernier, une fois exposé a la circulation sanguine,

active toute une série de facteurs (FVII, FIX, FX, FV, FII) aboutissant a la formation d’un
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Figure 16 : Développement de la plaque (Phase de fragilisation et de rupture)
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous

license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
Csp-Mac : Cellule spumeuse dérivée d’un macrophage ; Re Eb : Récepteur éboueur ; CA-
CD47+ : Corps apoptotique portant le CD47 ; Col : Collagéne ; Mac M2/M1 : Macrophage
M2/M1 ; CN : Corps nécrotique ; FT : Facteur tissulaire ; TFPI : inhibiteur du facteur
tissulaire ; NET : Neutrophil extracellular trap ; TLR : Toll like receptor
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En se fracturant ou en se détachant, ce caillot forme des emboles capables d’obstruer de
plus petits vaisseaux en aval causant diverses ischémies en fonction du site de I’organe. Ce
sont les cellules endothéliales qui peuvent controler ce processus soit en sécrétant 1’activateur

du plasminogene (t-PA) responsable de la fibrinolyse soit en sécrétant son inhibiteur (PAI-1)

Enfin, d’autres facteurs peuvent néanmoins contribuer a une rupture de plaque comme
les tensions appliquées a la paroi du vaisseau ou encore I’hémorragie intraplaque (petite

hémorragie vasculaire survenant au sein de la 1ésion).

Avec le développement de nouvelles thérapies, il y a de moins en moins de rupture de
plaque car ces derniéres sont peu inflammatoires et plus fibreuses. Au contraire, un

phénomene d’érosion se met en place et implique 1’activation de I’immunité innée via les

Tous les processus physiopathologiques vus jusqu’ici et qui s’enchainent, de I’initiation
a la rupture des plaques, s’opérent plus volontiers dans un contexte anormal mélant divers
désordres métaboliques. Ces derniers ont été caractérisés et regroupés sous le nom d’un

syndrome appelé « syndrome métabolique ».

C. Le syndrome métabolique

Avec des habitudes alimentaires et comportementales qui n’ont cessé d’évoluer depuis
des décennies et ’augmentation de sa prévalence, le syndrome métabolique a été mis en
lumiére comme un des facteurs de risque majeur dans la survenue des maladies

cardiovasculaires (Eckel et al., 2005).

1. Définition

En 1923, un chercheur Danois du nom de Kylin identifie plusieurs anomalies
métaboliques associées chez des patients, a savoir une hypertension, une hyperglycémie et
une hyperuricémie : le concept de syndrome métabolique fait alors son apparition (Kylin,
1923). Ce concept sera de mieux en mieux exploré au fil des années (en 1947 avec Jean

Vague puis 1978 avec Gerald B. Phillips) pour aboutir au nom de syndrome X (en 1988 avec
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Gerald Reaven) puis a celui de syndrome métabolique, dénomination la plus utilisée de nos

jours. Avec le temps, les progres de la médecine et I’augmentation du nombre de personnes

touchées par ces anomalies, les premieres définitions du syndrome métabolique apparaissent a

partir de 1999 (Table 3), a I’initiative de plusieurs instances reconnues mondialement, telles

que I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), la NCEP-ATP III (National Center

Education Program-Adult Treatment Program III), PEGIR (European Groupe for study of

Wang et al., 2020).
Autres critéres
Instances Diagnostic Critére principal
- e Tension Glycémie ou
Obésité Dyslipidémie artérielle | Microalbuminurie |
Diabéte ou glycémie a
Jeun altérée ou IMC > 30 kg/m? o
Critére insulinorésistance ou le rapport Hypertriglycéridémie >
L (dans des conditions ) pp 1,7 mmol/L ou du HDL- . Microalbuminu
principal + au . taille/hanche > Tension > .
oMms K euglycémiques ou C < 0,9 mmol/L pour rie :
moins 2 ) - 0,9 pour les 140/90 mm I
(1999) . hyper-insuliniques, les hommeset< 1 albuminurie >
autres critéres e hommes et > He .
définie par une mmol/L pour les 20 g/min
- 0,85 pour les
absorption de glucose femmes femmes
parmi les 25% des
valeurs les plus faibles)
Insulinorésistance Obésité androide
Critére (définie par une hyper- (abdominale) : .
L X o . ) . T Tension > P
principal + au insulinémie parmi les tour de taille Hypertriglycéridémie > Glycémie a
EGIR . 140/90 mm .
moins 2 25% des valeurs les >94cm chez les 2mmol/L ou HDL-C < jeun>6,1
(1999) - Hg et/ou
autres critéres plus hautes dans la hommes et > 1mmol/L . mmol/L
. traitement
population non 80cm chez les
diabétique) femmes
Obésité androide HDL-C < 1mmol/L pour
. (abdominale) : les hommes ou< 1,3 . L
3 critéres ou . Tension > Glycémie a
NCEP ) tour de taille mmol/L pour les .
plus parmi les 135/85 mm jeun > 6,1
ATP NI, . Aucun >102 cm chez les femmes et/ou
autres critéres . Hg et/ou mmol/L et/ou
(2001) hommes et > 88 traitement ) .
. e traitement traitement
cm chez les Hypertriglycéridémie >
femmes 1,7 mmol/L
Obésité androide
(abdominale) : Hypertriglycéridémie > Tension > Diabéte ou
Critére Obésité androide et au IMC > 30 kg/m2 1,7 mmol/L ou HDL-C < 130/85 glycémie a jeun
IDF principal + au moins 2 autres critéres tour de taille 1 mmol/L pour les et/ou altérée (>
(2005) moins 2 parmi ceux des >94cm chez les hommeset<1,3 traitement 100mg/dL)
autres critéres colonnes suivantes hommes et > mmol/L pour les etfou
mm Hg .
80cm chez les femmes traitement
femmes
Obesnte‘androlde Hypertriglycéridémie > ) Diabéte ou
. (abdominale) : Tension > P
3 critéres ou ) 1,7 mmol/L ou HDL-C < glycémie a jeun
. tour de taille 130/85 . .
AHA plus parmi les 1 mmol/L pour les altérée (>
s Aucun >102 cm chez les etfou
(2009) autres critéres hommes et < 1,3 . 100mg/dL)
hommes et > 88 traitement
mmol/L pour les et/ou
cm chez les mm Hg .
femmes traitement
femmes

Table 3 : Principales définitions du syndrome métabolique
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Bien que I’on s’accorde sur le fait qu’il représente un facteur de risque majeur pour le
développement des maladies cardiovasculaires en augmentant considérablement le risque de
morbidité et de mortalit¢ (Isomaa et al., 2001), le syndrome métabolique est difficile a
caractériser car les critéres pris en compte ne sont pas toujours les mémes au niveau
international, comme le montre le tableau précédent (Cameron et al., 2004).

Néanmoins, il est reconnu de manieére consensuelle que les personnes présentant une
association d’au moins trois des facteurs de risque ci-dessous sont atteints d’un syndrome
métabolique, a savoir :

- Une hypertriglycéridémie, avec un taux supérieur ou égal a 1,5g/L

- Une hyperglycémie a jeun, avec un taux supérieur ou égal a 1,1g/L

- Une hypertension, avec une mesure systolique supérieure a 135 mm Hg ou

diastolique supérieure a 85 mm Hg

- Un tour de taille élevé (obésité viscérale), pour les hommes : supérieur a 102 cm et

pour les femmes : supérieur a 88 cm

- Un faible taux de HDL cholestérol a jeun, a savoir un taux inférieur a 0,4g/L pour

les hommes et inférieur a 0,5 g/L pour les femmes

Parmi les critéres proposés, 1’insulino-résistance est certainement 1’'un des plus
importants et est présent chez la majorité des patients. Certaines études suggerent méme
qu’elle serait a I’origine des autres perturbations du syndrome métabolique sans toutefois que
cela n’ait été clairement confirmé (Cameron et al., 2004). Les premicres définitions de
I’OMS, ainsi que celle de ’EGIR la place en tant que critére majeur. La NCEP- ATP III
utilise une définition plus facile d’utilisation lors de la pratique clinique. L’IDF quant a elle
met en condition principale 1’obésité androide. L’AHA reprend les mémes criteres que I’IDF

sauf pour I’obésité androide.
De nombreuses comorbidités peuvent également se surajouter (cancers, dépression,

syndrome des ovaires polykystiques, etc...), handicapant grandement la qualité de vie des

malades (Pothiwala et al., 2009).
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2. Epidémiologie

La probabilit¢ de développer un syndrome métabolique repose sur plusieurs facteurs :

génétiques, épigénétiques, comportementaux et environnementaux. Parmi ces facteurs,

Tout comme les maladies cardiovasculaires évoquées précédemment, le syndrome
métabolique touche aussi bien les hommes que les femmes. Mais, du fait de la variabilité des
criteres pris en compte dans sa définition au niveau international, sa prévalence n’est pas aussi
précise et peut varier de 10 a 60% selon les régions du globe. Cet écart n’est pas seulement di
a ’absence d’une définition consensuelle et peut aussi s’expliquer par des caractéristiques
démographiques différentes entre chaque pays (Cameron et al., 2004; Eckel et al., 2005).
Toutefois on s’accorde a dire que la prévalence augmente un peu partout dans le monde
(USA, Europe, Asie). Notamment, aux Etats-Unis, on enregistre une augmentation de pres de

35% des diagnostics de syndrome métabolique entre 1980 et 2012.

Il est d’autant plus nécessaire d’enrayer ce phénomeéne qu’il multiplie par deux le risque
de développer des maladies cardiovasculaires et par cinq le risque de développer un diabéte

indispensables dans la compréhension de ce syndrome.

3. Notions physiopathologiques dans le syndrome métabolique

Tout le monde posséde des plaques d’athérome, mais elles restent le plus souvent
asymptomatiques. Les personnes a haut risque de développement de plaques symptomatiques
possédent un phénotype caractéris¢é par une accumulation de graisse ectopique
dysfonctionnelle (viscérale, pancréatique, péricardique et hépatique). Cette derniére va
conduire a une série de perturbations métaboliques et inflammatoires caractérisées au niveau
clinique sous le nom de syndrome métabolique (Oikonomou & Antoniades, 2019; Shulman,
2014). En effet, sous ’influence de ce changement de composition du corps combiné aux
divers facteurs de risque génétiques et comportementaux évoqués plus haut, une inflammation
chronique et une insulinorésistance vont se mettre en place (Oikonomou & Antoniades, 2019;

Shulman, 2014). Des organes clés de I’homéostasie lipidique et glucidique vont étre perturbés
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et vont rentrer dans un état pathologique. Plus précisément le tissu adipeux ectopique
dysfonctionnel, sous I’influence de I’accumulation des acides gras libres, va augmenter sa
lipolyse et modifier la sécrétion de ses adipokines, qui sont des hormones essentielles

notamment impliquées dans l’inflammation, la tension artérielle ou encore, au niveau
9
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Graisse ectopique dysfonctionnelléu =
Sarcopénie S

Lipolyse augmentée
Nécrose adipocytaire
Apoptose adipocytaire
Inflammation Systémique De Bas Grade
Tension artérielle augmentée

Baisse d'expression des récepteurs au glucose
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; ' Lipémie post-prandiale c Dysfonction
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Figure 17 : Notions physiopathologiques dans le syndrome métabolique
La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
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La lipolyse accrue va non seulement entretenir un cercle vicieux (lipolyse-
inflammation-altérations), mais aussi perturber 1’homéostasie glucidique (Lechner et al.,
2020). Un état d’insulinorésistance va s’installer, marqué par une dysfonction des cellules
pancréatiques due a I’accumulation d’acides gras libres et une hyperglycémie chronique
(Figure 17) (Lechner et al., 2020; White et al., 2016). Cette derniére va, par ailleurs, induire la
formation de produits terminaux de glycation (AGE). Ces AGE sont des protéines ou lipides
liés a des carbohydrates (sucres) et dont les fonctions sont modifiées. Ils vont entrainer une
réaction pro-inflammatoire avec une augmentation du stress oxydant ainsi qu’une dysfonction

endothéliale et cardiaque (Fournet et al., 2018). Ils promeuvent entre autres la prolifération et

Par ailleurs, le foie va récupérer 1’exces d’acides gras libres circulants et accélérer sa
production endogene de lipides, conduisant sur le long terme a une dyslipidémie marquée et a
une stéatose hépatique non alcoolique (NAFL) qui va s’avérer délétere (Figure 17) (Fiuza-
Luces et al., 2018; Lechner et al., 2020; Pedersen & Febbraio, 2012). De plus, la lipémie post
prandiale (hypertriglycéridémie aprés apport alimentaire), qui est un facteur de risque
conséquent dans les maladies cardiovasculaires, va étre aussi augmentée (Figure 17). En effet,
la combinaison des acides gras libres provenant de I’alimentation avec ceux provenant de la
circulation et de la lipolyse accrue va permettre aux entérocytes de sécréter plus de
chylomicrons. Ces particules lipidiques en excés en post prandial vont rentrer en compétition
avec des VLDL dans le processus de catabolisme par les lipases. Les VLDL plasmatiques
seront alors moins hydrolysés au profit des chylomicrons et s’accumuleront dans la

circulation sanguine (Brunzell et al., 1973; Cifarelli & Abumrad, 2018).

Toutes ces modifications vont s’accompagner d’une sarcopénie (diminution de la masse
des muscles) qui va perturber le sécrétome musculaire et altérer en contrepartie le
métabolisme du tissu adipeux et cardiaque (Fiuza-Luces et al., 2018; Lechner et al., 2020;
Pedersen & Febbraio, 2012). En sus, de la graisse épicardique va s’accumuler et entrainer
plusieurs dysfonctions cardiovasculaires (fibrillation atriale, ischémie coronarienne,
dysfonction ventriculaire gauche) conduisant in fine a des altérations des cellules
endothéliales et des organes en aval (Packer, 2018). Enfin, un état d’hypercoagulation
accompagne ’insulinorésistance (Figure 17). Il est di a la baisse du taux de ’inhibiteur de
I’activateur du plasminogéne 1 (PAI-1) et a la glycation de la fibrine qui est alors plus

résistante a la fibrinolyse (Anand et al., 2003; Lechner et al., 2020; Meigs et al., 2000).
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Ces changements physiopathologiques contribuent & former un environnement délétere
pour I’intima des parois vasculaires. Les mécanismes compensatoires mis en place afin de
pallier les altérations engendrées ne suffisent plus et des plaques d’athérosclérose se
développent. L’inflammation chronique de bas grade engendrée est I’une caractéristique
essentielle dans la progression du syndrome métabolique et la survenue des maladies

cardiovasculaires.

4. L’inflammation dans le syndrome métabolique et les maladies

cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont souvent associées a une inflammation chronique
dite de bas grade. Plusieurs corrélations ont longtemps été établies par ailleurs entre le taux de
monocytes plasmatiques et le risque d’événement cardiovasculaire (Ganda et al., 2013;
Imanishi et al., 2010; Ionita et al., 2010; Swirski et al., 2007). Comme vu précédemment, et
méme si elle ne fait pas partie précisément de sa définition, cette inflammation sous-jacente
est aussi retrouvée chez les personnes ayant un syndrome métabolique. Ce concept a été

résumé sous le terme de « meta-inflammation » ou « metabolic-inflammation »

Comme évoqué plus haut, la dyslipidémie est étroitement liée aux mécanismes
inflammatoires. Il est par ailleurs admis depuis longtemps qu’une augmentation des acides
gras libres plasmatiques peut entrainer une inflammation systémique de bas grade via la voie
NFkb et IL-18 et créer un environnement oxydatif délétére pour les paroi vasculaires
(Sloboda et al., 2012). En retour, cette inflammation altérerait la sécrétion de 1’apo-A1l et

I’efflux de cholestérol au contact des adipocytes, ce qui expliquerait la baisse du taux de HDL

Dans le syndrome métabolique, sous I’effet de la dyslipidémie, on assiste a une
infiltration macrophagique du tissu adipeux via la chimiokine CCL-2 (chemokine ligand 2) et

une augmentation des cytokines pro-inflammatoires. Parmi elles, I’[L-6, la CRP, le TNFa et
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L’IL-6 est sécrété en majorité par les macrophages et le tissu adipeux. Il agit a distance
et entraine une sécrétion de CRP et de fibrinogene par le foie tout en augmentant 1’expression

de molécules d’adhésion (VCAM-1) au niveau des cellules endothéliales.

Le TNFa est un des acteurs majeur de 1’insulino-résistance. Il est corrélé positivement a
I’infiltration macrophagique du tissu adipeux et a sa masse (Weisberg et al., 2003; Zennaro et
al., 2009). De plus, il entraine via une sérine kinase 1’inactivation des récepteurs a 1’insuline.
L’insulinorésistance induite majore alors la lipolyse déja mise en place chez les patients, ce

qui va entretenir le cercle inflammatoire.

Les DAMP, comme vu précédemment, comprennent les LDL oxydées, mais aussi
beaucoup d’autres molécules (acides gras saturés, produits de dégradation de la MEC,
produits de glycation avancés [AGE]). Augmentés chez les patients atteints de syndrome
métabolique, ils sont capables d’activer des récepteurs (TLR2, TLR4, PRR) notamment sur
les macrophages et déclencher divers mécanismes inflammatoires dont le plus important est
celui médié par I’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing
3). Cet inflammasome est un complexe protéique oligomérique impliqué dans I’immunité
innée et qui active une cascade inflammatoire médiée par des caspases aboutissant a la

production d’IL-18. Ce dernier va permettre notamment de mobiliser les précurseurs

Les organes impliqués dans I’inflammation ne se limitent pas qu’au tissu adipeux. Le

foie participe a la réaction inflammatoire via les cellules de Kupffer qui sont des macrophages

En paralléle de cet état pro-inflammatoire chronique, des agents pro-coagulants sont

¢galement sécrétés participant a la survenue des maladies ischémiques (i.e. le facteur
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La meta-inflammation est un mécanisme complexe et non complétement élucidé faisant
interagir plusieurs types cellulaires et organes entre eux. De nouveaux marqueurs ont par
ailleurs ét¢ identifiés. Parmi eux, la Fetuin-A, une hépatokine (cytokine produite par les

hépatocytes) contribuerait notamment a 1’insulinorésistance et au recrutement monocytaire
y

Ainsi, controler le profil lipidique seul ne serait pas suffisant a prévenir les événements
cardiovasculaires. Il faudrait réduire les biomarqueurs inflammatoires qui sont des facteurs de

risques prédictifs indépendants.
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Chapitre I1 : De nouvelles cibles contre le développement de

I’athérosclérose

Avec l’augmentation de la prévalence du syndrome métabolique et des maladies
cardiovasculaires, il est urgent d’établir une prévention primaire et secondaire adaptées.
Toutefois ces derniéres ne sont pas toujours respectées ou tolérées par les patients et il devient
nécessaire de s’orienter sur de nouvelles cibles thérapeutiques afin de freiner la progression

de I’athérosclérose.

A. Les thérapies existantes contre le développement de I’athérosclérose

1. Les facteurs protecteurs et les thérapies non médicamenteuses

Les thérapies non médicamenteuses (alimentation, alcool a dose modérée, activité
physique, taux HDL cholestérol, apoA-I, arrét du tabac) sont les bases essentielles du
traitement de 1’athérosclérose. Elles agissent sur plusieurs facteurs de risque en méme temps

et sont bénéfiques au microbiote intestinal et & la vascularisation. Adopter un mode de vie

L’alimentation est un point essentiel dans 1’amélioration du phénotype androide. Non
seulement la quantité, mais aussi la qualit¢ des aliments (acides gras insaturés, fibres,
phytostérol, oméga-3) vont contribuer a modifier le profil lipidique des patients et le

2020).

L’exercice physique reste 'un des facteurs les plus importants dans le traitement de
I’athérome et la réduction des événements ischémiques car il permet d’améliorer plusieurs
paramétres tels que la pression artérielle et la fréquence cardiaque, le poids, les taux de HDL
et de LDL cholestérol, I’agrégation plaquettaire, la sensibilité¢ a ’insuline et la tolérance au
glucose. Il permet non seulement d’empécher la progression des plaques mais aussi d’induire
sa régression en modulant les particules responsables du transport inverse du cholestérol

(Sacco et al., 1997; Tani et al., 2010). Il participerait a la baisse de 1’inflammation de bas
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L’alcool a dose modérée (<10g/jour) fait partie des facteurs protecteurs des maladies

cardiovasculaires, avec une réduction de la mortalité. Il serait corrélé a une augmentation des

Le taux de base de HDL et son apolipoprotéine majeure apoA-I, ainsi que I’arrét du
tabac sont par ailleurs aussi impliqués dans la réduction des événements cardiovasculaires

(Lewis & Rader, 2005; Tegos et al., 2001).

2. Les thérapies médicamenteuses

De nombreuses thérapies médicamenteuses existent. La plupart ayant pour premier

objectif la baisse du taux de LDL plasmatiques des patients. Elles peuvent étre combinées afin

1.  Les statines

Les statines vont inhiber ’"THMG-CoA réductase et faire baisser le cholestérol endogéne,
donc le taux de LDL circulantes, tout en stimulant 1’expression hépatique des récepteurs aux
LDL (figure 18). C’est la thérapeutique médicamenteuse la plus pratiquée en clinique et la
baisser les risques d’événements cardiovasculaires aussi bien chez les hommes que chez les
femmes. Il y a trés peu d’effets secondaires graves. Toutefois il arrive qu’il y ait des
¢lévations des transaminases, des myopathies ou encore des perturbations de 1’homéostasie
jusqu’a 30%, et monter les HDL jusqu’a 15%. Par ailleurs elles possederaient de méme des

propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes.
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Figure 18 : Mécanisme d’action des statines et des anticorps anti-PCSK9

La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.

Les statines bloquent ’'HMG-CoA réductase et empéchent la synthése de cholestérol
endogene. Ils induisent alors une augmentation de synthése des récepteurs aux LDL qui vont
capter les lipoprotéines circulantes. Les anticorps anti-PCSK9, sous forme d’anticorps
injectables vont bloquer la proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9) et
permettre la rétention des récepteurs aux LDL au niveau de la membrane des cellules.

ii.  Les anticorps anti-PCSK9

Les anticorps anti-PCSK9 (évolocumab et alirocumab) permettent d’éviter
I’internalisation et la dégradation des récepteurs aux LDL du foie par la PCSK9 (décrite au
Chapitre II, Partie C, section 4) conduisant 4 une augmentation de la captation des LDL
circulants (Figure 18). Ils constituent une nouvelle classe thérapeutique, et en combinaison
avec des statines, ils peuvent faire baisser le cholestérol plasmatique jusqu'a 60%. Ils sont
réservés aux patients les plus a risque, le coit financier du traitement étant trés important. Une

thérapie ciblant la PCSK9 avec un ARN interférent (inclisiran) est par ailleurs a 1’étude
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iil.  Les chélateurs des acides biliaires

Les chélateurs des acides biliaires (e.g. cholestyramine) employés seuls ont un effet
moindre. C’est pourquoi ils sont généralement associés aux statines. En empéchant la
recirculation des acides biliaires, le foie va réutiliser son propre contenu en cholestérol afin de
resynthétiser ces acides, puis capter les LDL circulants du plasma afin de reconstituer son

stock. In fine, ceci entraine une baisse du taux de cholestérol plasmatique.

iv.  L’acide nicotinique ou Niacine

L’acide nicotinique empéche la synthése des lipoprotéines et la mobilisation des acides
gras libres, entrainant une baisse de production des VLDL par le foie. On note cependant

beaucoup plus d’effets secondaires qu’avec des statines.

v.  Les inhibiteurs de 1’absorption intestinale du cholestérol

IlIs empéchent comme leur nom I’indique 1’absorption du cholestérol provenant de
I’alimentation (e.g. ézétimibe), et augmentent les récepteurs aux LDL au niveau du foie. On
peut les combiner avec les statines. En effet dans 1’étude IMPROVE-IT, chez les patients avec

antécédents d’infarctus et traités par combinaison statines/ézétimibe, il a été montré une

2019).

vi.  Les Fibrates

Ils permettent une activation du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysome
(PPARa), un facteur de transcription impliqué dans le catabolisme des acides gras, et une
baisse du taux de I’apoC-III qui va entrainer une diminution des triglycérides sanguins. Leur
impact est néanmoins beaucoup plus limité sur la survenue des maladies cardiovasculaires

contrairement aux statines.
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vil.  Les autres

Les principaux traitements hypolipémiants décrits plus hauts sont associés a d’autres
thérapeutiques car bon nombre de facteurs de risque contribuent conjointement au

développement de 1’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires.

Parmi les autres thérapies mises en place, nous pouvons citer les anti hypertenseurs
(anticalciques, inhibiteurs de 1’enzyme de conversion, antagonistes des récepteurs a
I’angiotensine I, diurétiques thiazidiques, béta-bloquants, dérivés nitrés), 1’insulinothérapie
pour les diabétiques, les omega-3 (EPA et DHA) qui a fortes doses peuvent réduire la
sécrétion de VLDL par le foie, les anti agrégants plaquettaires (aspirine) ou encore quelques
thérapies anti-inflammatoires telles que les inhibiteurs de COX-2 (Libby et al., 2019; National
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel I1I), 2002).

Ces médicaments visent a limiter la progression de I’athérosclérose avec une efficacité
variable selon les patients mais ne sont souvent pas suffisants afin d’éviter les événements
cardiovasculaires sur le long terme. De nouvelles cibles thérapeutiques efficaces mériteraient

d’étre envisagées afin de compléter 1’arsenal déja existant.
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B. De nouvelles thérapies nécessaires

Les thérapies mises en place souvent sous forme d’associations, en plus des mesures
hygiéno-diététiques, visent a réduire I’impact des facteurs de risque définis plus haut. Alors
que certains traitements conventionnels sont mal tolérés ou ne peuvent étre mis en place

correctement, de nouvelles thérapies semblent voir le jour.

Malgré de nombreuses voies explorées (thérapies épigénétiques, anti-oxydants et
inhibiteurs pharmacologiques, anticorps anti-oxLDL, inhibiteurs de la CETP, anti ANGPTLS3,
anti-apoCIII), aucun de ces nouveaux traitements ne posséde a 1’heure actuelle une balance

bénéfice/risque aussi favorable que celle des statines (réduction des éveénements

Récemment, les thérapies anti-inflammatoires sont sorties du lot en mettant en lumicre
I’importance de ce mécanisme dans le développement des plaques. L’essai CANTOS (The
CANAKINUMAB anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study) est une grande étude
prospective multicentrique internationale, randomisée en double aveugle. Elle est basée sur le
constat que les patients sous statines et qui ont des antécédents de cardiopathies ischémiques
ont une CRP ultrasensible élevée par rapport a leur contrdle. Ainsi, plus de 10 000 patients
coronariens avec un age moyen de 61 ans ont été inclus et répartis en 4 groupes traités tous les
3 mois avec un placebo ou différentes doses (50mg, 150mg ou 300mg) d’anticorps
monoclonal anti-IL-15 (CANAKINUMAB). IIs ont été suivis durant un peu plus de 3 ans.
Seule la dose de 150mg a été concluante. Cette dernicére a €té¢ associée tout d’abord a une
baisse de 39% de la CRP ultrasensible sans effet sur le profil lipidique (LDL, VLDL, HDL)
des patients. Une diminution significative des événements cardiovasculaires (décés, angor
instable, AVC et infarctus non fatals) de 15% a aussi été constatée. Cependant, I’efficacité du
traitement est dépendante du taux d’autres cytokines pro-inflammatoires présentes chez les
patients, ce qui implique qu’il faille mieux cibler les profils des personnes. Par ailleurs, le
traitement a entrainé une réelle augmentation des déces par infection et il n’y a pas eu
d’amélioration sur la mortalité toute cause confondue chez ces patients. De plus, avec un cotit
tres ¢levé de plusieurs centaines de milliers d’euros, ce traitement par anticorps reste
difficilement applicable dans ces conditions. Il est alors encore nécessaire de préciser

I’indication de ce traitement dans le cadre des maladies cardiovasculaires afin d’obtenir une
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balance bénéfice/risque optimale. Toutefois, cet essai a eu le mérite de mettre au premier plan

I’importance des marqueurs inflammatoires dans la survenue des éveénements

Dans la méme lignée, ’essai CIRT (Cardiovascular Inflammation Reduction Trial) a
testé une faible dose (15-20 mg/semaine) de méthotrexate chez 4700 patients a haut risque
cardiovasculaire ou avec des plaques stables. Ce traitement est un inhibiteur de I’acide folique
a effet cytostatique et est utilisé contre certains cancers et maladies auto-immune. Il possede
en général un spectre anti-inflammatoire plus large (CRP, IL-6, TNFa). Malheureusement , il

2019).

D’autres études cliniques ciblant des intermédiaires de la réponse inflammatoire ont par

Lorsque les traitements médicamenteux ne sont plus suffisants, ou lors d’une évolution
trop rapide de la maladie, des interventions plus invasives peuvent étre envisagées
(endartériectomies, pose d’un stent, fibrinolyse, pontage artériel, chirurgie valvulaire,
transplantation cardiaque) (Lawton et al., 2022). Cela vient impacter en premier lieu la qualité

de vie du patient.
L’utilisation de nouvelles techniques et thérapies chez les patients passe préalablement

par des études cliniques et précliniques qui vont impliquer 1’utilisation de mod¢les animaux

pertinents dans le cadre de 1’athérosclérose.
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C. Les modeéles d’étude murins de I’athérosclérose

1. Généralités

L’athérosclérose est une maladie faisant intervenir divers facteurs et met en relation
plusieurs organes dans un environnement défini. C’est pourquoi il est difficile de I’étudier
dans des modeles in vitro. Plusieurs modeles animaux (souris, lapins, primates) ont alors été
mis au point afin de pouvoir tirer des conclusions probantes sur cette maladie. Ignatowski a
¢été le premier a développer un modele animal en étudiant les plaques d’athérome de ’aorte
chez des lapins soumis a un régime hypercholestérolémique et hyperprotéique (Ignatowski,
1909). Malgré le développement de ces modéles, aucun n’est parfait et ne reproduit
exactement toutes les caractéristiques de la maladie chez I’humain. Bien que les primates non
humains constituent le mod¢le le plus proche de celui de ’humain, les problemes éthiques,
financiers, temporels et statistiques en terme de nombre d’individus posent probléme dans

1I’é¢tude de I’athérosclérose (Emini Veseli et al., 2017).

La souris est un modele bien moins cotiteux, et plus facilement exploitable. Chez ces
animaux, plus de 80% du cholestérol est transporté par les HDL et éliminé par le foie. Il ne
s’accumule donc pas au sein des parois vasculaires. Au contraire de I’humain, la souris ne
posséde pas non plus la CETP qui permet via son interaction avec des VLDL et HDL de
former les LDL nécessaires au développement de I’athérome (Barter et al., 2003). Il faut alors
modifier génétiquement ces animaux afin d’obtenir un développement de plaques sur des sites
définis (valves, bifurcation carotidienne, bifurcation iliaque). La combinaison de ces
modifications génétiques et de I’emploi de régimes modifiés hypercholestérolémiques permet

le développement de la maladie (Oppi et al., 2019).
Les plaques d’athérome chez la souris se concentrent en majorité au niveau de 1’aorte

proximale, autour des valves (Breslow, 1996). Elles ne développent généralement pas de

maladie coronaire, et il n’y a pas de rupture de plaques (Oppi et al., 2019).
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2. Le modéle ApoE "

L’apoE, est une apolipoprotéine qui, comme vu précédemment, permet la fixation des
VLDL, des remnants de chylomicrons ainsi que des HDL sur leurs récepteurs au niveau du
foie. Dans ce modéle déficient pour la protéine ApoE, il n’y a donc plus de clairance du
cholestérol par les lipoprotéines. En résulte une augmentation drastique de son taux
plasmatique, qui peut atteindre six fois celui d’une souris non mutée, avec une moyenne de
600 mg/dL contre 100 mg/dL pour une souris sauvage sous régime normal (Nakashima et al.,
1994), et jusqu’a méme plus de 1000 mg/dL sous régime riche en graisse (Oppi et al., 2019).
Ces souris développent des lésions d’athérosclérose méme sous régime normal. Le régime
gras permet juste d’accélérer le processus. C’est surtout I’augmentation des VLDL, des
remnants de chylomicrons et des IDL qui va caractériser le profil lipidique de ces animaux, ce
qui est légerement différent de celui des humains ou c’est en majorité les LDL qui vont
augmenter. De plus leur taux plasmatique de HDL est aussi abaissé (Table 4) (Emini Veseli et

al., 2017; Plump et al., 1992; Zhang et al., 1992).

Quelques limites ont pu étre constatées pour ce modele : apparition d’une inflammation
molécules d’adhésion des cellules endothéliales, prolifération et migration des cellules
musculaires lisses, peroxydation des lipoprotéines et transport inverse du cholestérol par les

macrophages (Getz & Reardon, 2009).

3. Le modéle LDL-R 7~

Ces souris sont mutées et n’expriment pas le récepteur aux LDL. Ni ’apoB, ni I’apoE
ne peuvent donc se lier a celui-ci et les lipoprotéines restent en libre circulation dans le
plasma. C’est un modele plus proche de I’humain car leur profil lipidique s’en rapproche
contrairement aux souris décrites précédemment. En effet, la majorité du cholestérol provient
bien des LDL (Ishibashi et al., 1993, 1994). De plus, il existe déja chez 1’humain des
mutations de ce récepteur induisant des hypercholestérolémies familiales. Il n’y a pas ou tres
peu de développement de plaques sous régime normal car le cholestérol en circulation est
beaucoup moins élevé, i.e. 200-300 mg/dL de cholestérol contre 600 mg/dL pour les ApoE”

(Ishibashi et al., 1994). Le taux plasmatique de HDL est aussi inchangé. Sous régime gras, le
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cholestérol plasmatique se rapproche de celui des ApoE”" et les plaques développées sont
similaires (Knowles & Maeda, 2000). Par ailleurs, 1’absence de récepteur aux LDL ne cause
pas d’inflammation comme chez les ApoE™", ce qui évite éventuellement un biais (Table 4)

(Emini Veseli et al., 2017).

Il est aussi possible, par mutation, de ne faire produire aux souris qu’un seul allele de
I’apoB (apoB-48 associ¢e aux chylomicrons ou ApoB-100 associée aux LDL) en plus de la
mutation LDL-R”* ou méme ApoE”" déja présente afin de moduler les taux de cholestérol
plasmatique et d’influencer le développement des plaques (Young et al., 2008). Il est
¢galement possible de combiner les mutation LDL-R et ApoE chez une méme souris. Cette
derniére développera un profil lipidique semblable a celui des souris ApoE”~ mais avec des

Iésions plus séveres (Emini Veseli et al., 2017; Witting et al., 1999).

4. Le modéle PCSK9-AAV

La proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9), découverte en 2003,
permet une internalisation ainsi qu’une dégradation lysosomale des récepteurs lipidiques
associés aux lipoprotéines de faibles densit¢ (LDL et VLDL). Elle est non seulement
exprimée au niveau du foie, mais aussi au niveau des cellules intestinales ou pancréatiques ou
son rdle n’est pas encore clairement défini. C’est un régulateur de la lipémie et sa
surexpression chez la souris permet de dégrader le profil lipidique plasmatique (Cariou et al.,
2015; Gargon et al., 2020). La surexpression va étre induite par I’injection d’un vecteur viral
AAV (défini dans la partie D du chapitre III). L’avantage de ce modele est qu’une seule
injection du virus permet d’obtenir un phénotype cardiovasculaire sous régime gras. Il n’y a
généralement pas d’inflammation et le modele est plus rapidement obtenu que lors d’un
croisement classique de souris (Bjerklund et al., 2014; Oppi et al., 2019; Roche-Molina et al.,
2015).

5. Le modéle ApoE*3-Leiden.CETP
L’ApoE3-Leiden est un variant mutant de I’apoE chez I’humain conduisant a une

hyperlipidémie héréditaire. A 1’origine développé afin d’étudier plus précisément 1’impact in

vivo de cette mutation, le modéle de souris ApoE3-Leiden possede un profil lipidique proche
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de celui de I’humain, mais des taux de cholestérol plasmatiques sous régime normal moindre
par rapport aux souris ApoE”* et LDL-R” (Lutgens et al., 1999; Maagdenberg et al., 1993;
Vlijmen et al., 1994).

La CETP, exprimée chez I’humain, organise le transfert ou I’échange d’ester de
cholestérol des VLDL et HDL vers les LDL et participe donc a leur formation (Feingold,
2000; Ha et al., 1981).

La combinaison du modele ApoE3-Leiden avec la mutation permettant aux animaux
d’exprimer la CETP humaine a permis d’obtenir des souris ApoE*3-Leiden.CETP
développant de 1’athérosclérose et capables de réduire I’efflux de cholestérol médié par les
HDL tout en augmentant le taux de VLDL/LDL circulants (Westerterp et al., 2006). Ce
modele peut alors imiter le profil lipidique des patient atteints de syndrome métabolique sous
régime riche en graisse en 6 mois, tout en s’affranchissant de 1’effet inflammatoire induit par
la perte d’apoE chez les souris mutées classiques (Gijbels et al., 1999; Kuhnast et al., 2015;
Oppi et al., 2019; Paalvast et al., 2017).

6. Les modeles de souris avec rupture de plaque

Dans les modeles vus précédemment, les plaques se développent bien mais les ruptures
et les thrombus n’arrivent que trés rarement méme sous régime gras soutenu durant plusieurs
semaines, au contraire de chez ’humain. Des mode¢les avec rupture de plaque ont alors été

créés (Bentzon & Falk, 2010).

La plupart des modéles imposent une intervention chirurgicale afin de sténoser
volontairement les artéres ou de fragiliser la paroi. D’autres utilisent des mutations
génétiques. Malheureusement, aucun de ces mod¢les n’arrive a reproduire les caractéristiques
complétes de ce qui est observé chez I’humain et la temporalité classique marquée par une
rupture de plaque suivi d’une thrombose n’a pas été obtenue chez la souris (Bentzon & Falk,
2010). Par ailleurs, les plaques d’athérome ne se développent presque pas au niveau
coronarien (juste au début des ostiums), ainsi, les ischémies cardiaques ou les AVC ne se
voient quasiment jamais dans les modeles murins d’athérosclérose connus jusqu’a présent

(Bond & Jackson, 2010; Getz & Reardon, 2012; VanderLaan et al., 2004).
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Dans le modéle génétique ApoE”~ Fbn1€19396*- "1a protéine Fibrilline 1 est modifiée.
Cette derniere est essentielle dans le maintien et I'intégrité des fibres élastiques et de la
matrice extracellulaire. La mutation hétérozygote C1039 entraine une fragilisation des fibres
¢lastiques et un syndrome de Marfan avec les conséquences qui en découlent (rigidité
artérielle, hypertension, anévrysmes cérébraux et aortiques) (Mariko et al., 2011; Medley et
al., 2002; Van Herck et al., 2009). Chez la souris, ce modéle permet d’étudier la rupture des
plaques d’athérome avancées. Ces dernieres ont alors tendance a se rompre spontanément,
sans intervention chirurgicale (Van der Donckt et al., 2015; Van Herck et al., 2009). De plus,
on observe aussi une néovascularisation et des hémorragies intraplaques qui déstabilisent
I’athérome, comme chez I’humain (Emini Veseli et al., 2017). Des ischémies cardiaques et
des morts subites ont par ailleurs été décrites, ce qui rend intéressant ce modele pour 1’étude

des plaques instables et avancées (Van der Donckt et al., 2015; Van Herck et al., 2009).
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Topographie des

lésions et P
e sae anta t limit
Modeéle Profil lipidique caractéristiques oy il AL
: modéle
(20 semaines sous
WD)
Inhibition du Plasma cholestérol : Plaques fibreuses : @ Développe de
géne ApoE 400-600mg/dL, sous CD : I’athérosclérose sous CD
>1000mg/dL sous WD Cellules musculaires
lisses @ Profil lipidique différent de
Lipoprotéines : . ; celui de ’humain
> VDL Matrice extracellulaire
- LDL Cellules inflammatoires @ ApOE joue un réle dans
HDL C - I’inflammation
ore nécrotique
= Influe sur le
dpoE,*" développement des
plaques
@ Pas de rupture de plaques
spontanée, ni de thrombose
ou de complications comme
chez I’humain
Inhibition du Plasma cholestérol : Plaques fibreuses : @ Profil lipidique proche de
géne du 200-300mg/dlL sous CD . celui de ’humain
e i >1000mg/dL, sous WD Cellules musculaires
LDL lisses @ ApoE fonctionnelle
Lipoprotéines : - A = Pas d’impact sur
VIDL Matrice extracellulaire T
« LDL Cellules inflammatoires
- = HDL Corenibroliiue = Le .dcvcloppcmcnt de .
1ésions complexe requiert
un WD
LDLR
@ Pas de rupture de plaques

spontanée, ni de thrombose
ou de complications comme
chez I’humain

Table 4 : Caractéristiques des modéles murins ApoE” et LDL-R”-

Adapté de Emini Veseli et al., 2017

CD : régime normal ; WD : régime riche en graisse ; LDLR : récepteur aux LDL
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Chapitre III : La glutamine et ses mécanismes de régulation

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’athérosclérose est un processus complexe
faisant intervenir nombre de voies métaboliques touchant notamment I’homéostasie lipidique,
glucidique et I’inflammation. Méme s’il existe un nombre conséquent de facteurs de risque
cardiovasculaires, 1’alimentation reste 1’un des principaux coupables dans le développement
de la maladie. C’est I’apport hypercalorique qui semble étre délétere. Néanmoins, certaines

¢tudes ont évoqué ces dernieres années le role important que peuvent jouer les acides aminés

ressort comme un candidat potentiellement intéressant dans le domaine cardiovasculaire.

A. La glutamine : un acide aminé « conditionnellement essentiel »

1. Description générale

La glutamine a un poids moléculaire de 146,15 kDa. C’est 1’acide a-aminé le plus

seule 20% des acides aminés circulants. Dans les tissus (foie et muscle notamment), ce
pourcentage peut monter jusqu’a 60% (Cruzat et al., 2018). En synthése, plasma et tissus

confondus, sa concentration oscille entre 10 et 100 fois celle des autres acides amings.

Un individu sain de 70 kg posséde entre 70g et 80g de glutamine dans son corps, avec
une concentration sanguine qui varie de 500 a 800uM (Figure 19). Chez ’'Homme, sa
synthése se fait de manic¢re endogéne a partir de glutamate et de NH4" par une enzyme
localisée principalement au niveau des muscles striés squelettiques (mais présente aussi de
maniére moins importante dans le foie, les poumons ou le tissu adipeux) et appelée glutamine
2010). Toutefois, la glutamine peut aussi étre apportée par ’alimentation (Table 5) (e.g.
viande, poisson, produit laitier, céréales, 1égumineuses). Lors de conditions particuliéres (e.g.

traumatisme, exercice physique intense et prolongé, cancer, infection, etc.), le catabolisme de
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la glutamine, médié en majeure partie par les glutaminases, est grandement accéléré. La
production endogéne diminue au profit de ce catabolisme et un apport exogéne devient

primordial afin de maintenir une réserve en glutamine optimale. C’est a cet effet que la

Selon le type de tissus, la glutamine peut donner différents produits finaux entrant dans
de multiples voies intracellulaires, e.g. glutamate et aspartate dans les cellules immunitaires,
alanine, proline et citrulline dans les entérocytes, acide gamma-aminobutyrique (GABA) dans
le cerveau (Watford, 1993). Elle est de ce fait un acide aminé indispensable au bon

fonctionnement cellulaire et tissulaire.

Beeuf Lait écrémé Riz blanc Mais Tofu ceuf

\
g/100g Aliments @ @
34 27

Protéines totales 259 . . 25 6.6 12.6
Glutamine 1.2 0.3 0.3 04 0.6 0.6
Glutamate 27 04 02 0.05 0.7 1.0

Leucine 22 04 0.2 0.4 0.5 0.9

Table 5 : Exemples d’apport en glutamine de divers aliments du quotidien
Adapté de Cruzat et al., 2018
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(A) Etat normal (B) Maladie / Etat
Cerveau Cerveau catabolique /A jeun

Poumons

.
......

Foie

Glutamine [ ]

Muscles

Tissu adipeux
. ( 1T )
- T B 1 /
. N o,

' )

A

Figure 19 : Régulation de la glutamine dans des conditions normales ou cataboliques
Adapté de Cruzat et al., 2018

Les fleches bleues repérent les tissus qui ont une activité contributive de synthese de
glutamine par la GS. Les fléches blanches en pointillés repérent les tissus qui ont une activité
glutaminase contributive et qui consomment donc de la glutamine. (A) Dans des conditions
normales, les réserves de glutamine sont en équilibre dans le plasma et les tissus et se
maintiennent grace a la synthése endogeéne des muscles et du foie principalement. Le systéme
immunitaire est dépendent de cette production de glutamine et de celle du glucose dans les
conditions (A) et plus encore dans les conditions (B). (B) Dans des conditions cataboliques,
les intestins augmentent drastiquement leur consommation en glutamine, tout comme le foie
qui passe de producteur a consommateur afin de maintenir une néoglucogénése adéquate. Le
maintien de la réserve en glutamine s’appuie alors presque exclusivement sur la synthése
musculaire. Cependant, cette derni¢re peut étre mise a mal par une protéolyse, une cachexie
ou une atrophie des muscles. Les poumons et le tissu adipeux ont une double activité de
production et de consommation qui ne change pas quel que soit 1’état. Les reins et le cerveau
sont des consommateurs de glutamine et ne contribuent pas au maintien de la réserve de cet
acide aminé dans I’organisme.

80



2. Les différents roles de la glutamine

- Détoxification (transport d’ammoniac)

- Glycémie (néoglucogénése)

- Homéostasie acidobasique (régulation du pH)

- Immunité (prolifération des cellules immunitaires, polarisation des macrophages,
etc.)

- Anti-oxydation (production de glutathion)

- Neurotransmission (production de glutamate)

- Intégrité de la barriére intestinale

- Vasomotricité et angiogenese

Parmi les éléments cités ci-dessus, le role le plus important de la glutamine reste celui

du transport d’azote. En effet, elle permet, via les glutaminases, la détoxification de

Treés importante au niveau du foie, elle participe au processus de néoglucogénese qui
permet de maintenir un taux de glucose sanguin adéquat lors des périodes de jeline. La

glutamine affecte de méme la balance osmotique et donc le volume des hépatocytes, ce qui

pH. En effet, la synthése d’urée a partir de glutamine entraine la consommation et
I’élimination d’ions bicarbonates. De plus, en réaction a une acidose, la glutaminolyse est
augmentée au niveau rénal et les ions ammonium résultants sont excrétés dans 1’urine

permettant une ré-équilibration acido-basique (Curthoys & Watford, 1995).

La glutamine assure aussi la prolifération et la bonne fonction des cellules immunitaires
(i.e. macrophages, neutrophile et lymphocytes) ainsi que leur différenciation. En effet, elle
permet par exemple la production d’oxyde nitrique et de cytokines pro-inflammatoires par les
macrophages. De méme on lui impute un réle dans leur polarisation. Au contraire, la

déplétion en glutamine réduit la prolifération lymphocytaire, induit 1’apoptose cellulaire, et
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participe au maintien du pH intra et extracellulaire des neurones via les transporteurs
membranaires et les échangeurs d’ions H+ (acidification extracellulaire et alcalinisation
intracellulaire). Elle est également a [origine de la production d’acide gamma
aminobutyrique (GABA) et de glutamate qui sont d’importants neurotransmetteurs. (Nissim,
2018). Enfin, elle permet grace a I’asparaginase d’intervenir dans le processus d’angiogenése

et de vasomotricité avec la production d’oxyde nitrique (J. Chen et al., 2020; Durante, 2019).

Afin de remplir ces différents roles, elle est impliquée dans plusieurs voies

métaboliques essentielles a la cellule.

3. Les voies métaboliques de la glutamine

La glutamine emprunte un nombre conséquent de voies métaboliques dont les principales sont

listées ci-dessous (Figure 20) :

i.  Lavoie des acides nucléiques

La glutamine, par son groupement amide, et en présence de glycine et d’aspartate,
permet la synthése des purines et pyrimidines, constituant les acides nucléiques. Une faible

concentration de glutamine entraine donc une faible production d’acide nucléiques. La
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ii.  La voie des hexosamines

Elle entre aussi dans des voies de glycosylation. En effet, la glutamine peut étre
transformée directement dans le cytosol en glutamate par la glutamine fructose 6-phosphate
amidotransférase (GFAT). Son groupement amide est utilisé avec le fructose 6-P dans la voie

des hexosamines afin de produire I'uridine diphosphate N-acétylglucosamine (UDP-GlcNac)

La N-glycosylation est réalisée dans le réticulum endoplasmique et consiste en
I’apposition d’un carbohydrate (sucre) sur un résidu asparagine, tandis que la O-glycosylation
dans le golgi en permet I’apposition sur une sérine ou une thréonine. Cette glycosylation est
particulicrement importante car elle peut changer les fonctions transcriptionnelles des
protéines ou encore leur localisation et leur activité catalytique (Gudelj & Lauc, 2018; Jacque,
2015). Par ailleurs la N-glycosylation aide aussi a la polarisation M2 des macrophages (Jha et
al., 2015). L’altération de la glycosylation peut provoquer une dyslipidémie ou une
inflammation et entrainer une dysfonction endothéliale. Elle facilite ainsi le développement de

I’athérosclérose (Groux-Degroote et al., 2020; Pirillo et al., 2021; Shrikhande et al., 2010)

iii.  La synthése protéique

La glutamine, seule, ou via le glutamate, est un donneur d’azote pour la synthése de
certains acides aminés tels que l’alanine, la sérine, la glycine ou encore l’aspartate. Elle
permet en effet le transfert de son groupe azoté sur les cétoacides via des transaminases
(alanine aminotransférase [ALAT], aspartate aminotransférase [ASAT], phosphosérine
transférase, etc...). De méme, elle permet la synthése d’asparagine a partir de I’aspartate via
I’asparagine synthase (Jacque, 2015).

Par ailleurs, elle semble aussi impliquée dans ’expression génique des protéines
contractiles (a-MHC ou a-actine) ainsi que des Heat Shock Protein (HSP) (Cruzat et al.,
2018).
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iv.  La glutamylation et polyglutamylation

La glutamine est le substrat principal du glutamate qui va servir a la glutamylation. La
glutamylation, ou polyglutamylation est 1’ajout d’un ou plusieurs résidus glutamate sur des
tubulines, constituants des microtubules des cellules. L’enzyme qui permet une telle
modification est la protéine ligase-like tubulin tyrosine (TTLL). A [Dinverse, 1’enzyme
permettant une déglutamylation est la carbopeptidase cytosolique (CCP) (group Janke,
2012).

La glutamylation permet entre autres aux microtubules d’interagir avec des enzymes
dans des organes ou des conditions spécifiques. Cette modification post-translationnelle du
cytosquelette est importante et agit notamment sur les processus de mécano-transduction. En
effet, elle aide au maintien de la forme cellulaire en stabilisant les microtubules. De plus, bien
qu’elle ne soit pas impliquée dans 1’adhérence des cellules avec la MEC, elle semble tout de
méme liée a sa rigidité (i.e. plus la MEC est rigide, plus I’activité glutaminase est augmentée
et plus les microtubules sont glutamylés) (Torrino et al., 2021). Par ailleurs, elle semble aussi
glutamylation est aussi nécessaire au transport axonale et au maintien de I’intégrit¢ des

centrosomes lors de la prolifération cellulaire. (Janke & Magiera, 2020).

v.  La Transglutaminase 2

La transglutaminase 2 (TGM2 ou TG2) est exprimée de maniére ubiquitaire. La réaction
catalysée est la suivante : glutamine protéique + alkylamine —» N alkylglutamine + NH3,
ce qui permet la formation de liaisons covalentes entre deux protéines comportant des résidus
lysines et des résidus glutamines. Cette enzyme est fortement exprimée dans les cellules
endothéliales, les monocytes/macrophages ou encore les fibroblastes. Elle peut étre aussi

extracellulaire et retrouvée au niveau de la membrane plasmique ou de la matrice.

La TGM2 est impliquée dans bon nombre de voie intracellulaires (différenciation,
adhésion et migration cellulaire, apoptose, autophagie, inflammation, réparation tissulaire,
etc.). En fonction de sa localisation, et des stimuli pergus (stress oxydant), son activité
biochimique sera différente. Par exemple, dans le noyau, elle sera impliquée dans la

régulation de I’expression des geénes. Dans les cellules, elle permettra de maintenir la structure
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cellulaire et ses propriétés contractiles (Nurminskaya & Belkin, 2012; Piacentini et al., 2014).
Au niveau extracellulaire, elle permet entre autres le maintien de I'intégrit¢ de la MEC en
maintenant D’interaction des protéines entre elles. Ainsi, les polymeéres existants sont plus
TGM2 sont associés a un certain nombre de maladies chez I’humain, telles que la maladie
cceliaque, la maladie de Huntington, la maladie de Parkinson ou la dermatite herpétiforme.

Elle pourrait jouer un role potentiel dans I’athérosclérose mais celui-ci n’est pas bien défini et

vi.  Le cycle de Krebs

La glutamine est transformée en glutamate via la glutaminase dans la mitochondrie et
entre dans le cycle de Krebs par 1’a-cétoglutarate obtenu apres transformation par la
glutamate déshydrogénase (GLUD) ou par les transaminases (ASAT [GPTI1] et ALAT
[GOTI]). Ce cycle est le carrefour important de différentes voies métaboliques telles que la
glycolyse, la synthése des acides gras libres, la glutaminolyse, ou encore la synthése de la
proline. Le role du glutamate et le cycle de Krebs seront détaillés dans la partie B de ce

chapitre.

vii.  Autres voies
Elle permet entre autres I’import de la leucine dans le cytoplasme des cellules via

I’échangeur SLC7AS. Cette derniere entre dans la voie mTORCI importante pour la

multiplication cellulaire mais aussi la taille et la masse des muscles (Cruzat et al., 2018).
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Figure 20 : Récapitulatif des voies métaboliques de la glutamine

La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.
La glutamine emprunte un nombre conséquent de voies métaboliques. On comprend alors
qu’une dysrégulation de cet acide aminé est susceptible de perturber I’homéostasie cellulaire.
aKG : a-cétoglutarate. aKGM : a-cétoglutaramate. Aln : Alanine. Asp : Aspartate. ASNS :
Asparagine synthétase. Asn : Asparagine. Arg : Arginine. Cys : Cystéine. GFAT : glutamine
fructose 6-phosphate amidotransférase. GLS1/2 : glutaminase 1 ou 2. Glu : Glutamate.
GLUD : Glutamate déshydrogénase Gly : Glycine. GOT1 : transaminase glutamate-oxalo-
acétate 1 (ASAT). GPT1 : transaminase glutamate-pyruvate 1 (ALAT). GSH : Glutathion.
Lys : Lysine. Met : Méthionine. PEP : phopho-énolpyruvate. Polyglu : polyglutamylation. Pro
: Proline. Pur : purines. Pyr : pyrimidines. TG2 : transglutaminase 2. Thr : Thréonine. TTLL :
Ligase-like tubuline tyrosine. Tub : Tubuline. UDP-GlcNac : uridine diphosphate N-
acétylglucosamine,

B. Le glutamate et le cycle de Krebs

Le cycle de Krebs, encore appelé cycle de I’acide citrique (TCA cycle), est le carrefour
de plusieurs voies métaboliques essentielles a la cellule dont celle de la glutaminolyse qui y

joue un role prépondérant (Figure 21).

La glutamine entre dans le cytoplasme via le transporteur SLC1AS. Aprés avoir été
adressée a la mitochondrie et traversé la paroi mitochondriale, elle est métabolisée en
glutamate via la glutaminase 1 ou la glutaminase 2. Ce glutamate peut entrer dans le cycle de

Krebs via I’a-cétoglutarate, obtenu par métabolisation par la glutamate déshydrogénase
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(GLUD). In fine, cela permettra d’aboutir a la production de CO> et de nombreuses molécules
d’ATP via la phosphorylation oxydative mitochondriale (Altman et al., 2016; Stumvoll et al.,
1999). Par ailleurs, 1’a-cétoglutarate produit peut aussi servir a la production de citrate qui va
étre utilisé pour la synthése des acides gras libres nécessaires a la formation des triglycérides
(Altman et al., 2016). De méme, dans le rein et le foie, il peut conduire a la formation
d’oxaloacétate puis de phosphoénolpyruvate qui va étre converti en glucose en empruntant la

voie de néoglucogénése (Stumvoll et al., 1999).

Les transaminases (ALAT et ASAT) peuvent de méme, tout comme la GLUD,
métaboliser aussi le glutamate en a-cétoglutarate tout en produisant de I’alanine ou de
I’aspartate. Cet aspartate est particulierement intéressant car il permet la synthése des bases
puriques et pyrimidiques des acides nucléiques (Altman et al., 2016; Jacque, 2015) Il est a
noter que d’autres acides aminés, tels que la sérine, la glycine, ou encore la proline dérivent
directement de la transformation du glutamate dans le cytosol par des aminotransférases. Ceci
permet la synthése de protéines, de glutathion (anti-oxydant cellulaire) ou encore de fibres de

collagénes, constituants de la MEC (Yoo et al., 2020).

A Dinverse, le glutamate peut étre produit a partir du cycle de Krebs par les mémes
enzymes que décrites précédemment (Altman et al., 2016), mais aussi a partir des acides

aminés a chaine latérale ramifiée (BCAA) notamment la leucine.

En syntheése, le métabolisme glutamine/glutamate permet de faire fonctionner
correctement le cycle de Krebs. Il peut emprunter nombre de voies métaboliques
indispensables a la survie des cellules (production de NADH, d’ATP, de glucose, d’acides
gras, de protéines, etc.). Il semble alors normal que la plupart des tissus posseédent les
enzymes (glutaminases et glutamine synthétase) capables de moduler en fonction des stimuli

la production ou la dégradation de la glutamine et du glutamate nécessaires au cycle de Krebs.
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Figure 21 : cycle de Krebs et métabolisme du glutamate

La figure a été en partie créée en utilisant Servier Medical Art, fourni par Servier, placé sous
license Creative Common Attribution 3.0 unported License.

Le glutamate peut étre obtenu par I’activité de la glutaminase au niveau mitochondrial ou il va
rentrer dans le cycle de Krebs. Il va permettre ainsi de remplir diverses fonctions nécessaires a
I’homéostasie cellulaire.

aKG : a-cétoglutarate. Asp : Aspartate. BCAT : Transaminase des acides aminés a chaine
latérale. Glucose 6-P : Glucose 6-phosphate. GLS1/2 : glutaminase 1 ou 2. Gly : Glycine.
GOT1 : transaminase glutamate-oxalo-acétate 1 (ASAT). GPT1 : transaminase glutamate-
pyruvate 1 (ALAT). GSH : Glutathion. Leu : leucine. OXPHOS : phosphorylation oxydative

mitochondriale. PEP : phosphoénolpyruvate. Pro : Proline. Pur : purines. Pyr : pyrimidines.
Ser : sérine.
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C. Les enzymes métabolisant la glutamine et le glutamate

La production de glutamine se fait via une enzyme appelée glutamine synthétase (GS)

au niveau des muscles principalement (Figure 22).

Figure 22 : Structure crystallographique de la glutamine synthétase

Décameére de Glutamine Synthetase. A gauche, une sous-unité entiére est colorée. La région
bleue correspond a la région N-terminale, la rouge a la région C-terminale (site catalytique).
Les ions magnésium sont colorés en violet.

1. La glutamine synthétase (GS)

i.  Description générale

Codée par le géne GLUL, I'un des génes les plus anciens, situé en 123 (Clancy et al.,
1996), la glutamine synthétase (GS) existe sous trois types (Joo et al., 2018; Kumada et al.,
1993) :

- Type et III (exclusivement chez les procaryotes)

- Type Il (chez les eucaryotes et les procaryotes)

Son geéne est composé de 7 exons, séparés par 6 introns (Mill et al., 1991). Elle

métabolise, en présence d’ATP et d’ion magnésium ou manganese, le glutamate et
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I’ammonium en glutamine (Figure 22 et 23) (Harth & Horwitz, 1999, 2003; Nilsson et al.,
2009).

il. Structure

La GS est composée de plusieurs sous unités avec un site de fixation pour le glutamate,
un pour I’ammonium et un pour I’ATP (Figure 22) (de Carvalho Fernandes et al., 2022; He et
al., 2009; Unno et al., 2006). Elle s’organise en décameére et est la seule enzyme qui permet la
formation de la glutamine (Eisenberg et al., 2000; Krebs, 1935). Elle est présente en grande
majorité au sein des muscles striés et en moindre quantité dans de nombreux autres organes
dont le foie, pres des veines centrales. Au niveau cellulaire elle se localise dans le cytosol
(Martinez-Hernandez et al., 1977). Il est a noter que les leucocytes ne possedent pas cette
enzyme et n’ont donc pas de pouvoir de synthése endogéne mais possédent des glutaminases
capables de glutaminolyse. Ils sont alors dépendants de la synthése endogeéne de glutamine

fournie par les muscles (Cruzat et al., 2018).

iii.  Fonction

C’est au niveau cérébral que la GS est la plus étudiée. Plusieurs équipes ont
montré qu’elle était responsable d’épilepsies (Eid et al., 2004; van der Hel et al., 2005). Chez
I’humain, elle est essentielle dans les astrocytes afin de réguler les concentrations
d’ammoniac et de fournir les neurones en glutamine. De méme, sur le plan hépatique, elle
exerce encore un contrdle du taux d’ammoniac en captant les molécules de NH3 provenant de
I’apport alimentaire et qui auraient échappées a la métabolisation en urée par les hépatocytes
péri-portaux. Son activité est alors réduite durant le jeiine (Watford, 1993). En utilisant les

ions ammonium pour synthétiser de la glutamine, elle participe au maintien de 1’équilibre

iv.  Régulation
Son expression ou son inhibition est étroitement corrélée au taux de glutamine

tissulaire. Ainsi, en cas de stress aigu, de prise de glucocorticoides ou d’hormones de

croissance, la GS est surexprimée (Gebhardt & Williams, 1995; Labow et al., 1999). Cette
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augmentation d’expression vient en réponse a une augmentation de la consommation en
glutamine des autres organes (foie, intestins) et a une baisse de la réserve en glutamine des
muscles. Par ailleurs, elle est surexprimée par certains types de cancers non sensibles a la

privation de glutamine, a savoir des cancers du sein de type luminal (Kung et al., 2011).

Sur le plan cardiovasculaire, peu d’études sont consacrées a la glutamine synthétase. On
relate notamment qu’elle serait augmentée en cas de diabéte et impliquée dans le processus

d’angiogenése (Eelen et al., 2018; Feng et al., 1990).

Enfin, un déficit enzymatique en GS entraine une hyperammoniémie délétere (Navazio

etal., 1961).

Synthése de glutamine
Glutamine synthétase

Glutaminase
Glutaminolyse

Figure 23 : Réaction médiée par la glutamine synthétase (GS)
Adapté de Cruzat et al., 2018
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A l’inverse, I’hydrolyse de la glutamine en glutamate est obtenue par deux types de
glutaminases initialement découvertes par Krebs (Krebs, 1935) :

- la « Brain ou Kidney type » glutaminase (GLS1)

- la « Liver type » glutaminase (GLS2)

Ces derniéres catabolisent toutes deux la glutamine par la méme réaction mais leur
localisation et leur activité est différente suivant la période de vie ou le tissu étudié (Figure
24). Ces enzymes sont dites intra-mitochondriales, cependant quelques études tendent a

montrer qu’elles peuvent se retrouver aussi dans le cytosol (Cassago et al., 2012; Katt et al.,

2017).

Bien que le réle pro cancéreux de la GLS1 soit déja documenté avec de nombreux
inhibiteurs de glutaminases testés dans ce domaine, le réle biologique de la GLS2, lui, reste

encore a définir.

GLS2 humaine GLS humaine GLS B.subtilis GLS E.Coli
(4bgm) (3czd) (1mki) (1u60)

Figure 24 : Structures crystallographiques des glutaminases
D’apres Ferreira et al., 2021
Comparaison des tétrameres des domaines catalytiques de la GLS2, de la GLSI et des
glutaminases de deux bactéries (B. subtilis et E.Coli). On note une conservation de la
structure entre espéces. Les différentes couleurs représentent les domaines équivalents.
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2. La glutaminase 1 (GLS1)

i.  Description générale

La GLS1 a été identifiée en 1989 (Mock et al., 1989) mais ce n’est qu’en 1999 que ses 3
isoformes (la glutaminase C [GAC], la KGA et la GAM) dérivant d’épissage alternatif ont
¢été identifices (Elgadi et al., 1999). Son géne se trouve sur le chromosome 2 (Aledo et al.,
2000), mesure 82kb et posséde 19 exons , dont les 15 premiers forment la GAC (Matés et al.,
2018).

La KGA et la GAC sont les 2 isoformes les plus longues (669 et 598 acides aminés
respectivement). La GAM est I’isoforme la plus courte avec une longueur de 169 acides
aminés mais les 72 premiers sont clivés des I’entrée dans la mitochondrie. Elle n’a alors a

priori pas de fonction glutaminase, et est seulement retrouvée dans le coeur et le muscle.

1. Structure

Les structures cristallographiques de la KGA et de la GAC ont été réalisées (Cassago et

al., 2012; DeLaBarre et al., 2011; Ferreira et al., 2013; Thangavelu et al., 2014).

Toutes deux possedent une structure commune, a savoir une séquence d’adressage a la
mitochondrie, une séquence d’adressage au récepteur nucléaire (nuclear receptor box [NR
box]) et un domaine enzymatique. Des différences existent sur la fin de la séquence : la KGA
posséde une répétition ankyrine suivi d’une KEN box et d’une Destruction box (D box). Ces
séquences sont reconnues par une ubiquitine ligase (le complexe APC/C-Cdhl) qui va
permettre une régulation de la protéine lors de certaines phases du cycle cellulaire. La GAC
n’a pas de séquence particuliere (Figure 25). Ces 2 isoformes sont actives sous forme de
tétrameres, formés a partir de la phosphorylation de 2 dimeéres (Figure 24) (Cassago et al.,

2012; DeLaBarre et al., 2011; Ferreira et al., 2013; Thangavelu et al., 2014).

iii.  Fonctions

La GLS1 est essentielle chez le foetus durant les premiéres semaines de vie. Elle

contribue majoritairement a la formation de la plupart des organes mais aussi a la
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transmission glutamatergique dans les connexions synaptiques. Ainsi, une inhibition totale de
cette protéine s’aveére non viable chez la souris. A 1’dge adulte, bien que présente dans la
majorité des tissus, elle joue un role majeur dans le rein. En effet, elle permet le maintien de
I’équilibre acido-basique en produisant de I’ammonium a partir de la glutamine ou la
production de glucose par la voie de la néoglucogénese (Watford, 1993). Elle posséde un role
important dans la division cellulaire car elle permet non seulement d’alimenter le cycle de
Krebs mais elle permet aussi la synthése de nucléotides, plus précisément des bases puriques

et pyrimidiques.

iv.  Régulation

Sur le plan physiologique, 1’activité de la GLS1 est surtout modifiée en fonction de la
modification du pH sanguin. En effet, ’expression de son ARNm va étre modulée au niveau
rénal en réponse a une acidose ou une alcalose de I’organisme. (Watford, 1993) (Laterza &
Curthoys, 2000). Elle permet entre autres de produire des ions ammonium qui vont étre

excrétés dans I'urine et maintenir 1’équilibre acido-basique plasmatique.

La GAC est par ailleurs surexprimée par bon nombre de cellules cancéreuses, i.e.
cancers du sein, du colon, du cerveau (glioblastome et astrocytomes), ou encore du poumon.
L’expression de la GAC est surtout régulée par ’oncogéne c-Myc ou le facteur de

transcription NFkB, exprimés fortement dans les cancers.

La KGA, elle, est retrouvée en majorité dans des tissus non tumoraux. Cette différence
peut s’expliquer par le fait que la GAC possede une activité enzymatique plus prononcée que
son homologue la KGA car son affinité pour la glutamine est plus grande en présence de

phosphate inorganique.
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Figure 25 : Structure de la glutaminase 1 (GLS1)
Adapté de Mates et al., 2011

3. La glutaminase 2 (GLS2)

i.  Description générale

La GLS2 est constituée de deux isoformes : La glutaminase B ou GAB et la LGA (de
la Rosa et al., 2009; Martin-Rufian et al., 2012).

La « Liver type GlutAminase », soit LGA, a été clonée pour la premiére fois dans une

lignée de cancer du sein ZR-75 (Gomez-Fabre et al., 2000). Son nom vient de son homologie

avec la LGA du rat (Chung-Bok et al., 1997). En réalité, on sait maintenant que cette isoforme
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qui a été découverte en 2000 n’est autre que celle qui est appelée actuellement GAB. Cette
enzyme est codée par le gene GLS2, mesurant 18 kb, présent sur le chromosome 12 et
comportant 18 exons et 17 introns. De nombreuses séquences sont en fait similaires avec
I’isoforme KGA de la GLS1 (Pérez-Gomez et al., 2003). Parmi les deux transcrits
fonctionnels, la GAB est I’isoforme la plus longue, composée de I’exon 1 a 18 et comportant
602 acides aminés. La LGA est la plus courte, étant transcrite a partir de I’exon 2, avec une
longueur de 565 acides aminés (Figure 26) (de la Rosa et al., 2009; Martin-Rufian et al.,
2012).

Bien que présente dans une multitude d’organes (foie, rein, cerveau, intestins, cceur,
etc.), ’ARN messager de la GLS2 n’est retrouvé en majorité qu’au niveau du foie (Gémez-

Fabre et al., 2000).

1. Structure

La GAB et la LGA, difféerent non pas par leur extrémité C-terminale comme les
isoformes de la GLSI mais par leur extrémité N-terminale. C’est sur cette extrémité N-
terminale que la GAB possede une séquence d’adressage a la mitochondrie et une NR box sur
I’exon 1, indiquant ainsi que sa localisation pourrait ne pas étre restreinte a la mitochondrie

(Figure 26) (Gémez-Fabre et al., 2000; Marquez et al., 2006).

La GAB est obtenue en premier sous la forme d’un précurseur de 66 kDa qui apres
adressage a la mitochondrie et clivage de 38 a 39 résidus N-terminaux atteint 63 kDa. Quant a
la LGA, elle ne dépasse pas les 58 kDa (Katt et al., 2017; Mates et al., 2011). Les deux
isoformes possedent un module PDZ ainsi qu’une répétition ankyrine a la fin de la séquence
qui leur permettent d’interagir avec d’autres protéines (transporteurs d’ions, cytosquelette,

régulateurs du cycle cellulaire, etc.) (Gomez-Fabre et al., 2000; Marquez et al., 2006).

Ainsi, méme si ’homologie de séquence entre GLS1 et GLS2 semble importante, la
différence majeure entre les deux types de glutaminase semble résider au niveau de I’exon 18
de la GLS2. Ce dernier est impliqué dans l‘interaction protéine-protéine et 1’adressage a

d’autres types d’organelle (Olalla et al., 2001).
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iii.  Fonction

Cette enzyme est essentielle a 1’age adulte, et sa production principale se situe au niveau
du foie, apres la naissance. En effet, elle n’est pas exprimée dans le foie feetal, seule la GLS1

y est synthétisée (Watford, 1993).

Il existe une zonation des différentes enzymes au niveau hépatique. La GLS2 est
exprimée par les hépatocytes péri-portaux (passage des nutriments provenant des intestins)
tandis que la GS est présente proche des veines centrales (passage vers la circulation
sanguine). Cette répartition correle avec leur fonction. En effet, dans le foie, la GLS2
métabolise, en présence d’ion magnésium ou manganese, la glutamine en glutamate et en
ammoniac. Ce dernier ressortira sous forme d’urée qui sera ¢liminée par les reins.
L’ammoniac résiduel qui a court circuité le passage péri-portal sera capté par la GS dans les
hépatocytes péri-centraux qui reformera de la glutamine. Cette glutamine retournera vers la
GLS2, ce qui constituera un cercle fermé permettant une détoxification efficace de

central mais son role n’est pas trés bien défini dans cet organe.

La GLS2 est aussi nécessaire au maintien de I’équilibre glucidique, tout comme la
GLS1 a un moindre degré au niveau rénal. Comme vu précédemment, elle permet a la

glutamine de rejoindre la voie de la néoglucogénése en utilisant le cycle de Krebs via le

elle aurait plutot un role de suppresseur de tumeur (cancer du cdlon, hépatocarcinome, ou
encore glioblastome) (Szeliga et al., 2005; Zhuang et al., 2019). Une surexpression de la
GLS2 dans ces néoplasies entrainerait une diminution de la prolifération des cellules
cancéreuses (Marquez et al., 2016; Martin-Rufian et al., 2014; Szeliga et al., 2014). Ce role
anti tumoral est toute de méme controversé par certaines études dans les lignées HepG2 ou
dans les cancers cervicaux résistants au traitement ou elle y est surexprimée (Lee et al., 2014;
Xiang et al., 2013). Sa fonction antioxydante, productrice des précurseurs de GSH permet la

diminution des ROS.
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iv.  Régulation

La GLS2 a été initialement qualifiée d’enzyme mitochondriale. Toutefois, il a été
montré qu’elle pouvait étre présente dans un nombre conséquent de compartiments cellulaires
différents. A titre d’exemple, dans le systéme nerveux central, la GLS2 est localisée non
seulement dans la mitochondrie mais aussi dans le noyau des cellules neuronales et
astrocytaires (Cardona et al., 2015; Olalla et al., 2002). De méme, dans les neutrophiles, elle
peut étre présente dans des granulations secondaires cytosoliques proches de la membrane
cellulaire, renforcant 1I’hypothése de son role anti bactérien (Castell et al., 2004). Plus
précisément, si I’on s’intéresse a ses isoformes, plusieurs études et simulations évoquent des
localisations différentes au niveau mitochondrial, cytosolique ou encore nucléaire (Katt et al.,
2017; Olalla et al., 2002). Par ailleurs, sur le plan tissulaire, des explorations ont ét¢ menées
chez le rat et I’isoforme LGA a été retrouvée en majorité dans le foie, et la GAB en majorité
dans le cerveau. Chez la souris, c’est I'inverse qui est constaté. En sus, dans ce dernier
modele, le niveau d’expression de la KGA (isoforme de GLS1) est notamment quinze fois
plus élevé que celui de la LGA (isoforme de GLS2) au niveau cérébral (Martin-Rufian et al.,
2012). Cette répartition variable de la GLS2 et de ses isoformes met alors en lumicre
I’étendue encore inconnue de ses fonctions et le mécanisme de régulation complexe auquel

elle est soumise.

La GLS2 effectue la méme réaction enzymatique que son homologue la GLSI.
Cependant, sa régulation semble totalement opposée. En effet, elle posséde en premier lieu
des propriétés biochimiques différentes car elle n’est pas dépendante du taux de phosphate
inorganique de la cellule. De plus, elle n’est pas retro-controlée, ou trés peu, par le niveau de
glutamate (Mates et al., 2011). Pour finir, au contraire de la GLSI1, elle est surexprimée
lorsque le taux de NH3 plasmatique est élevé (Patel & McGivan, 1984). Dans la continuité de
cette opposition entre les 2 types de glutaminases, il existerait finalement un phénomene de
transposition au niveau du foie entre la GLSI et la GLS2. Ce processus modulerait la

production de VLDL et influencerait ’homéostasie lipidique mais interviendrait aussi dans la
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pas exclusives et se retrouvent exprimées dans les mémes tissus normaux et cancéreux mais
possiblement a des topographies différentes (Aledo et al., 2000; Olalla et al., 2002; Pérez-
Gomez et al., 2005; Turner & McGivan, 2003).

Pour finir, sur le plan nutritionnel et cardiovasculaire, 1’activit¢é de la GLS2 est
augmentée chez les diabétiques, ou durant les périodes de jelne et les régimes
hyperprotéiques. A I’inverse, elle diminue avec les régimes pauvres en protéines (Chung-Bok

etal., 1997).
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Figure 26 : Structure de la glutaminase 2 (GLS2)
Adapté de Mates et al., 2011

En synthése, la répartition extrémement variable des GLS et de la GS ainsi que leur
régulation différente que ce soit au niveau cellulaire ou tissulaire témoigne du spectre étendu
de leur fonction. Méme si ce dernier a été en partie exploré, il faut encore approfondir les
connaissances a ce sujet, notamment dans le domaine cardiovasculaire. Des outils permettant
’inhibition de I’activité de ces enzymes in vivo ont été développés afin de mieux de préciser

leur réle dans un organisme.

100



D. Les outils du blocage d’une activité enzymatique

1. La place des virus adéno-associés dans la thérapie génique
i.  Généralités

Les vecteurs viraux sont trés utiles afin de réaliser des thérapies géniques. Ils permettent
de délivrer du matériel génétique (ADN, ARN), sans réplication, a un organisme ou organe

afin de modifier I’expression d’un ou plusieurs genes en particulier et en observer I’effet.

De nombreuses thérapies géniques via vecteur viraux sont en cours de développement
ou sont déja développées pour certaines dans les domaines de la cancérologie et des maladies
Différents types de vecteurs (virus adéno-associés [AAV], lentivirus, etc...) peuvent étre
utilisés en fonction de la taille du géne que 1’on veut transfecter, mais aussi en fonction du
type d’expérience menée (in vitro ou in vivo) ou encore de I’efficacité que 1’on cherche a
avoir (capacité¢ de transduction du geéne dans les cellules hotes) (table 5). La sécurité,
I’absence de réaction inflammatoire et la possible intégration génomique des vecteurs dans les
cellules hotes sont aussi des aspects déterminants dans ce choix (Table 6) (Gongalves &

Paiva, 2017; Robbins & Ghivizzani, 1998).

Modéle AAV Lentivirus Rétrovirus Adénovirus
i Tai'lijeidn('i'rujsﬂ.[ e R R e e ) e ﬁ'...gjlot)nm'ﬁ i
Génome ADN simple brin | ARN simple brin ARN simple brin | ADN double brin
o Tadledeisert. o A A8KD 0 i aRI0KD L E o mI0KD b eE30kD
. . Cellules en Cellules en division Cellules en Cellules en
Tropisme viral
division ou non ou non division division ou non
 Efficacité de transduction | modérée | modérée | modérée | forte
Intégration Intégration
Réponse
o Petite taille de génomique et génomique et . )
Limites ) ) inflammatoire
I’insert mutations mutations o
induite
potentielles potentielles
© Immunogénicit¢ | Fable | Moyenne ' | Moyenne | Forte
Stratégie expérimentale In vivo Ex vivo Ex vivo In vivo

Table 6 : Tableau des caractéristiques des différents vecteurs viraux en thérapie génique
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ii.  Définition, avantages et inconvénients

Initialement découverts en tant que contaminants de préparations adénovirales (Rose et
al., 1966), les virus adéno-associés (AAV) sont des vecteurs viraux non enveloppés
incapables de se répliquer sans virus helper (adénovirus ou herpes virus). Ils sont donc sans
danger tant qu’il n’y a pas de co-infection. Ils infectent la cellule hote afin d’y faire exprimer
une séquence d’intérét (transgéne) qui ne s’intégrera généralement pas au génome, mais
persistera sous la forme d’un épisome (ADN viral circulaire indépendant) au niveau du noyau.
Ainsi, la probabilité de provoquer des mutations stochastiques est faible (Figure 27). Par
ailleurs, en modifiant les protéines portées par la capside du virus, on peut cibler son
adressage a des organes spécifiques. Ainsi selon I’organe que 1’on souhaite transfecter et le
niveau d’expression du géne que 1’on souhaite obtenir, le choix du promoteur peut étre
important (CMV, SV40, CAG, alphal anti trypsine, etc.) (McCarty et al., 2001; McCarty,
2008; Powell et al., 2015; D. Wang et al., 2019). Ces virus ne sont pas ou peu immunogenes,
ce qui est un avantage car on enléve de possibles biais aux études (Hastie & Samulski, 2015;
High & Roncarolo, 2019; Santiago-Ortiz & Schaffer, 2016). Leur capside peut toutefois
parfois arriver a déclencher des réponses immunitaires, mais cela reste minime comparé aux
autres vecteurs tels que les adénovirus, les lentivirus ou encore les rétrovirus. En effet, les
AAV ne contiennent pas de génes viraux, et ne s’intégrent pas au génome. De plus, ils ne
semblent pas avoir la capacité de transduire les cellules présentatrices d’antigénes (Mays et

al., 2014).

L’insert génomique que peut porter le virus est relativement petit (4,7 kb) ce qui limite
les génes que 1’on peut transfecter (D. Wang et al., 2019). Aprés migration du transgene dans
le noyau de la cellule hote, et avant la mise en forme de 1’épisome, ce dernier doit étre
converti en ADN double brin. La machinerie cellulaire de I’hdte est employée afin de réaliser
ce processus. Un moyen de contourner cet aspect limitant est ’emploi d’un transgeéne qui va
se complémenter lui-méme pour former dés le départ un ADN double brin sans 1’aide de
polymérases : ce sont les virus adéno-associés auto-complémentaires (scAAV). Bien que
I’expression du transgéne soit plus rapide, la taille du gene que 1’on y peut insérer est réduite

(3,3 kb) (Figure 27).

Les méthodes de production des AAV sont diverses et sont effectuées a partir de lignées

cellulaires stables ou d’autres virus (baculovirus). Ces techniques sont coliteuses et
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chronophages, et il faut parfois passer par des étapes de purification afin d’avoir une quantité
suffisante de virus fonctionnels (Naso et al., 2017; Samulski & Muzyczka, 2014; D. Wang et
al., 2019)
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Figure 27 : Mécanisme d’infection des virus adéno-associés
Adapté de Wang et al., 2019

Les AAV sont captés par des récepteurs de surface glycosylés de I’hdte. Ils sont ensuite
endocytés dans des vésicules recouvertes de clathrines et guidées par le cytosquelette de la
cellule. Lorsque le pH est suffisamment bas, le virus peut sortir et entrer dans le noyau. Les
virus adéno-associés simple brin ont besoin de former un ADN double brin soit en utilisant
une polymérase de 1’hote, soit en s’associant avec un brin complémentaire déja présent au
sein du noyau. Les virus auto-complémentaires ont déja leur double brin d’ADN et peuvent
directement étre transcrits. L’ADN viral va rester sous forme d’épisome dans les cellules hote
ou rarement s’intégrer dans le génome. Il est possible que le virus ne rentre pas dans le noyau
des cellules et soit pris en charge par le protéasome au niveau du cytosol.
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iii.  Sérotypes

Le sérotype est I’empreinte caractéristique du virus basé sur ses antigénes de surface ou
ses protéines virales. Plusieurs sérotypes d’AAV existent et chacun se lie plus ou moins
spécifiquement a un type cellulaire donné. L’AAVS8 qui sera utilisé dans notre article par
exemple va se lier plus spécifiquement aux cellules hépatiques, a celles du ceeur, du pancréas

et des muscles squelettiques (Table 7) (Naso et al., 2017).

Tissu Sérotype Optimal

e R
"Muscles striés AAV1; AAV6 ; AAV7 ; AAVS ; AAV9
Systemnerveuxcentral | AAVIAAVA AAVS
I T ——— e AAV4, AAVS
Cellules photoréceptrices delarétine 1 AAVS =
Poumons AAV9

HmmE L BRNE
Pancréas AAVS

T

Table 7 : Tropisme préférentiel des virus adéno-associés en fonction du sérotype
D’aprées Wu et al., 2006

D’autres moyens ont par ailleurs été¢ développés pour augmenter la sélectivité des AAV
pour certains types cellulaires, e.g. clone de nouveaux variants humains et primates,
recombinaison de capsides entre elles, insertions de séquences spécifiques plus larges, etc.

(Limberis et al., 2009; Ried et al., 2002; Warrington et al., 2004).

2. Les ARNSs interférents

Les ARNSs interférents sont de petites séquences génomiques qui permettent d’empécher
I’expression de séquences spécifiques en détruisant un ARN messager cible. Parmi ces ARN
interférents, les ARN en épingle a cheveux (shRNA) sont utilisés avec les vecteurs viraux afin
de pouvoir générer des baisses d’expression stables et spécifiques de génes dans la plupart des

types cellulaires (figure 28). Ils sont transcrits dans le noyau par la polymérase II ou III et
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forment un pré-shRNA grace au complexe Drosha/DGCRS. Ils sont ensuite exportés dans le
cytosol et clivés par I’enzyme endogéne DICER pour donner un shRNA mature. Enfin, ils
s’associent avec le complexe Ago/RISC afin de cibler un ARN messager spécifique. Ce
dernier va soit étre clivé avant qu’il ne puisse étre traduit en protéines, soit se retrouver
séquestré et non traduisible en protéine a I’intérieurs de granules appelés corps-P (Rao et al.,

2009).

noyau / cytoplasme
3 D=
-..\._
S . transcription ,/ ©
¥
mRNA clivé
H “

Vecteur
d’expression

shRNA mature

Figure 28: Mécanisme d’action des ARN en épingle a cheveux (shRNA)
Adapté de Rao et al., 2009

Le promoteur U6, promoteur de la RNAse polymérase III, est couramment utilisé pour
I’expression des ARN interférents de type ARN en épingle & cheveux a l'intérieur des
vecteurs viraux (Nie et al., 2010). En effet, la polymérase III permet leur synthése plus

facilement que les autres type de polymérases (Mikinen et al., 2006).
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3. La méthionine sulfoximine

La méthionine sulfoximine (MSO) est un inhibiteur irréversible de la glutamine
synthétase. C’est un inhibiteur compétitif du glutamate qui va lier son site, en présence d’ATP
et d’ion magnésium ou manganese, pour €tre converti en méthionine sulfoximine phosphate
(Figure 29) (Richman et al., 1973). Découvert en tant que convulsivant, il augmente les taux
de glutamate cérébraux, qui est un puissant neuro-excitateur du systéme nerveux central

(Bentley et al., 1950; Peters & Tower, 1959; Proler & Kellaway, 1962).

PRetie lon manganése

D’aprés Bank & Karlberg, T. et al., 2007

Source : données obtenues de https://'www.rcsb.org
Structure cristalline 2QC8 de la GS complexée au MSO (a gauche). Structures 2D et 3D de la
molécule de MSO (a droite).

Le développement de ces outils permettant le blocage de différentes enzymes est une
base essentielle de I’exploration de nouvelles voies métaboliques impliquées dans le

développement de I’athérosclérose.
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E. La glutamine dans le cadre de I’athérosclérose

Avec ’avénement de nouvelles techniques génomiques (séquencage de I’ARN, étude
d’association pangénomique, etc.) quelques études commencent a mettre en lumiere le role
que pourraient avoir certains acides aminés dans le développement de syndromes
métaboliques, et donc dans la survenue des maladies cardiovasculaires, suggérant la

découverte de nouvelles cibles potentielles de traitement.

1. La glutamine : un acide aminé impliqué dans I’amélioration des

parametres cardiovasculaires ?

Habituellement donnée en supplémentation afin d’améliorer la récupération et restaurer
plus rapidement les fonctions immunitaires, la glutamine serait aussi impliquée dans
I’amélioration de certains facteurs de risque (Cruzat et al., 2018; Gleeson, 2008). En effet,
parmi la multitude d’acides aminés potentiellement reliés aux maladies cardiovasculaires
(cystéine, homocystéine, leucine, valine et autres acides aminés a chaine latérale ramifiée) de

plus en plus d’études mettent en lumiére le réle bénéfique de la glutamine.

De maniére plus concrete, plusieurs articles relatent le lien entre la supplémentation en
glutamine chez les sportifs et/ou diabétiques, et I’amélioration de certains paramétres tels que
le tour de taille, la tension systolique, la glycémie a jeun, la baisse de I’inflammation, la
production de glutathion, la production d’oxyde nitrique ou encore 1’endurance physique
(Addabbo et al., 2013; J. Chen et al., 2020; Durante, 2019; Mansour et al., 2015; Opara et al.,
1996; Sellmann et al., 2017).

De plus, pour étayer cette thése, d’autres corrélations sont faites directement entre le
taux de glutamine et/ou glutamate et la survenue d’éveénements cardiovasculaires chez
I’humain (Ma et al., 2018; Vaarhorst et al., 2014). Par ailleurs, chez la souris, le ratio
glutamine sur glutamate serait li¢é a I’amélioration de paramétres métaboliques comme la

tolérance au glucose ou la baisse de la pression artérielle (Cheng et al., 2012).

Des mécanismes plus précis a 1’origine de ces améliorations ont été alors investigués
afin d’expliquer ces corrélations.
Chez la souris LDLR”, I’inhibition totale de la P-sélectine change le métabolisme de la

glutamine tout en empéchant la progression de I’athérosclérose (Li et al., 2018).
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De méme, toujours chez la souris, la glutamine jouerait aussi un role dans la
inflammatoires », a travers la voie de la N-glycosylation, et serait impliquée dans la
stabilisation des plaques d’athérome. Sa déplétion entraine au contraire une augmentation des
Par ailleurs, le NO en quantité excessive peut lui aussi causer un stress oxydant et conduire a
un développement plus rapide des lésions athéromateuses. La glutamine permet de le réduire,
d’agir sur le développement des plaques, et, via la production de glutathion, d’empécher les
effets déléteres des ROS induits par les facteurs de risque cardiovasculaire. La glutamine

pourrait de plus moduler la sécrétion d’hormones impliquées dans I’homéostasie glucidique

2. La glutamine : un acide aminé impliqué dans la survenue des événements

cardiovasculaires ?

Le role bénéfique de la glutamine reste encore a préciser car certaines études pointent
au contraire 1’effet délétere de cet acide aminé sur le développement de I’athérosclérose,
comme 1’étude de Wurtz en 2012 ou encore celle de Paynter en 2018 qui indiquent que le
taux de glutamine serait aussi corrélé dans certaines conditions a la survenue des ischémies
coronariennes (Paynter et al., 2018; Wiirtz et al., 2012). De méme, chez des patients avec
défaillance multi organique, la glutamine en supplémentation augmenterait le taux de
mortalité (Durante, 2019; Heyland et al., 2013). Le glutamate serait quant a lui plus élevé

dans le sérum des patients souffrant d’obésité (Newgard et al., 2009).

Pour expliquer ces phénomeénes, des études visant a explorer une partie plus
mécanistique ont été menées. Ainsi, la glutamine pourrait étre impliquée dans la formation
accélérée des cellules spumeuses in vitro et I’accumulation de triglycérides et de cholestérol
I’hypertension pulmonaire, la glutaminolyse médiée par GLS1 entrainerait une consommation
de la glutamine intracellulaire et une production de collagéne qui agirait sur la rigidité de la

matrice extracellulaire (Bertero et al., 2016).
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Méme si le role de la glutamine est beaucoup mieux documenté du point de vue
oncologique, les récentes études sur ses effets cardiovasculaires mériteraient tout de méme

d’étre éclairées.

3. Les glutaminases et la glutamine synthétase : de nouvelles cibles

thérapeutiques ?

La modulation des taux de glutamine et/ou de glutamate au sein de 1’organisme serait

un ¢lément important a prendre en compte dans les maladies cardiovasculaires et dans

sont donc intéressées a ces enzymes.

Basée sur une étude d’association pangénomique (GWAS), I’étude de Kettunen et al. en
2012 révele que des variations génétiques de la GLS2 seraient corrélées aux taux de
glutamine plasmatique chez I’humain (Kettunen et al., 2012). Or comme vu plus haut, celui-ci
pourrait avoir de multiples liens avec les maladies cardiovasculaires ou encore I’apparition
d’une monocytose (Ganda et al., 2013). Par ailleurs, la glutaminase serait plus active chez les
patients souffrant d’obésité, conduisant a un tissu adipeux plus inflammatoire avec des

macrophages M1 et un taux de glutamate plus élevé dans leur tissu adipeux (Ren et al., 2019).

Dans le cadre d’études a visée plus mécanistique, le blocage total de la GLS1 dans les
macrophages a entrainé une baisse de I’efférocytose qui a contribué a jouer sur la taille des
plaques d’athérome (Merlin et al., 2021). De méme, ’inhibition partielle, cette fois, de la
GLS2 chez la souris a joué sur le taux de glutamine et de glutamate plasmatique et a réduit le
taux d’ammoniac ainsi que la glycémie plasmatique a jeun (Mao et al., 2022; Miller et al.,

2018).

La GS quant a elle, intervient non seulement dans la production de glutamine endogéne
en participant a la modulation du taux de glutamine plasmatique et tissulaire mais est aussi
impliquée dans le développement de I’angiogénése en modifiant la voie intracellulaire RHOJ.

Elle serait donc importante dans le développement de I’athérome (Dubois et al., 2019).
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En synthése, un lien est donc possible entre ces enzymes et ’apparition de maladies
cardiovasculaires, et il conviendrait de I’explorer de maniére plus détaillée avec les outils de

blocage mis a notre disposition.
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Objectifs de mes travaux de these

Comme vu précédemment, la prévalence des maladies cardiovasculaires a quasiment
doublé ces derniéres années. Les thérapies existantes mises sur le marché afin de lutter contre
I’apparition d’un syndrome métabolique et le développement de I’athérosclérose sont

nombreuses mais encore insuffisantes sur le long terme.

Bien que de nouveaux essais et de nouvelles cibles soit proposés et testés (essais
CANTOS, PREDIMED, CIRT, LoDoCo, etc.), ils visent principalement & améliorer le profil
lipidique des patients ou a moduler I’inflammation chronique. Or, comme nous 1’avons vu
plus haut, de nombreux autres facteurs vont contribuer a 1’apparition des Iésions. De plus les
effets indésirables de ces médicaments, seuls ou en combinaison, ne sont pas anodins et
peuvent détériorer la qualité de vie des patients. Il devient alors nécessaire d’explorer de
nouveaux mécanismes physiopathologiques impliqués dans la survenue des maladies
cardiovasculaires. Nos expériences ont été menées en ce sens et prouvent I’importance de la

régulation des flux d’acides aminés dans le développement des plaques d’athérome.

Récemment, quelques études ont commencé a mettre en lumiere le role que pourraient
jouer certains acides aminés non seulement dans le cadre physiologique, mais aussi
physiopathologique, notamment dans le domaine cardiovasculaire. Parmi eux, la glutamine,
et, plus largement, les enzymes et les voies qui y sont impliquées, ressortent de plusieurs

¢tudes comme étant des éléments importants a prendre en compte.

Mes travaux de théses se sont concentrés a analyser plus en détail I’implication du
métabolisme de la glutamine dans le développement des plaques d’athérosclérose. Nous
avons exploré le role de deux enzymes clés : la GLS2 et la GS. L’athérosclérose étant une
maladie multifactorielle, et mettant en communication plusieurs organes, il est nécessaire de
I'é¢tudier in vivo afin d’avoir les résultats les plus probants. Pour cela, nous avons utilisé
plusieurs modeles de souris génétiquement modifiées soumis a un régime riche en graisse et
nous avons modulé I’activit¢ des enzymes d’intérét afin d’évaluer leur impact sur le
développement des plaques. Notre étude fait partie des premieres a confirmer dans un modele
animal I’importance du métabolisme de la glutamine et de 1’activité de ses enzymes dans le

cadre de I’athérosclérose.
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Summary

Cardiovascular diseases and associated metabolic complications are linked to
metainflammation of the arterial wall. Emerging evidence indicates that glutamine
homeostasis mitigates numerous risk factors for cardiovascular disease, but the causal role
and underlying mechanisms remain incompletely understood. Here we show in the human
MESA cohort that the plasma glutamine-to-glutamate ratio is an independent risk factor for
carotid plaque progression. Contrary to the prevailing belief that glutamine synthesis does
not supply the needs required by the organism in catabolic situations, we rather find that
hepatic glutaminolysis governs glutamine homeostasis in non-catabolic atherogenic settings
or after glutamine supplementation and this controls atherosclerosis plaque growth at
distance. High-throughput transcriptional profiling and high-resolution spectroscopy and
imaging reveal that aortas from mice with deficiency of glutaminase 2 (GLS2), the enzyme that
mediates hepatic glutaminolysis, show perturbed extracellular matrix, muscle contraction and
elasticity. This relies on an imbalance of cross-linked proteins between glutamine- and
glutamate-utilizing extracellular matrix modulating enzymes within atherosclerotic lesions.
Thus, hepatic glutaminolyis functions as a potent regulator of glutamine homeostasis, which
rewires the pathophysiological dimension of a distal tissue such as the remodeling of arterial
wall of aortas during atherosclerotic plaque progression.
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Introduction

Glutamine is the most abundant amino acid in the plasma and an important energy
source through glutaminolysis, especially during metabolic stress (DeBerardinis and Cheng,
2010)(O'Neill and Pearce, 2016). Using unbiased metabolic profiling in the Duke CATHGEN
biorepository, a modulation of the plasma glutamine-to-glutamate ratio (GGR) was shown to
discriminate cardiovascular disease (CVD) patients (Shah et al., 2010). In prospective
studies, well-defined and independent cohorts showed that the plasma GGR ratio was
inversely related to risk of composite CVD and stroke (i.e, increased plasma glutamate levels
associated with increased CVD events) (Zheng et al., 2016) or the risk of CVD mortality (i.e,
increased plasma glutamine levels upon dietary intake associated with reduced mortality)
(Ma et al.,, 2018). Investigating possible pathways underlying CVD disease in the
Framingham Heart Study and the Malmo Diet and Cancer Study, Cheng et al., reported that
the plasma GGR ratio was also inversely associated with cardiometabolic traits including
body mass index, insulin-resistance and circulating triglycerides (Cheng et al., 2012). In the
Malmo Diet and Cancer Study, we also observed an inverse relationship between the plasma
GGR ratio and monocytes counts (Ganda et al., 2013). However, the origin of these
correlations and the underlying mechanisms remain ill-defined and there is a clinical unmet
need to tackle this question.

Although glutamine is ingested from dietary sources, almost 90% of the daily glutamine
production originates from endogenous source relying on glutamine synthetase (GS) for de
novo synthesis. Quantitatively, the main tissue for glutamine synthesis, storage and release
is the skeletal muscle. In contrast, the liver has a dual role in glutamine metabolism through
its capacity to produce glutamine from amino acid catabolism at steady state or consume it in
catabolic situations such as fasting, insulin-resistance or trauma to fuel neoglucogenesis and
maintain redox status (DeBerardinis and Cheng, 2010)(O'Neill and Pearce, 2016). Glutamine
is hydrolyzed into glutamate by the glutaminase-2 (GLS2) isoform in the liver in a metabolic
process called glutaminolysis. Under non catabolic conditions, this pathway is upregulated in
response to oxidative stress to support energy production and prevent toxicity (Suzuki et al.,
2010). In contrast, using glucagon as the main catabolic hormone of the body, Miller et al.,
revealed that Gls2-deficient mice had lower glutamine-to-glucose flux ameliorating
hyperglycemia (Miller et al., 2018). This suggests a possible therapeutic avenue to treat
hyperglycemia-induced atherosclerosis development (Yvan-Charvet and Cariou, 2018)(Eckel et
al., 2021). However, reducing GLS2 expression may also lead to a switch to GLS1 isoform and
the development of non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and hyperlipidemia (Simon et al.,
2020), which will be detrimental for atherosclerosis (Rader, 2016)(Tall et al., 2022). Yet,
whether and how muscle glutamine synthesis or hepatic glutaminolysis impacts the development
of atherosclerosis remains unknown.

Here we tested the hypothesis that muscle glutamine synthesis or hepatic glutaminolysis
plays a critical role in maintaining whole body glutamine homeostasis that could be intimately
linked with the control of atherosclerosis plaque growth. Our study using samples from the
Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) cohort confirmed an inverse correlation
between the plasma GGR and incident CVD and unraveled that in contrast to incident CVD,
this GGR was an independent risk factor for carotid plaque progression. In preclinical models,
we found that under non catabolic atherogenic conditions, hepatic GLS2 but not muscle GS
was the culprit of glutamine homeostasis at steady state or after glutamine supplementation
and prevented the development of atherosclerosis. Mechanistically, we excluded a direct link
between hepatic glutaminolysis and modulation of classical CVD risk factors and rather
found that perturbed plasma GGR could impact at distance the balance between glutamine-
and glutamate-dependent cross-linking processes of extracellular matrix (ECM) proteins.
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Results

Enhanced plasma glutamine to glutamate ratio (GGR) predicts plaque progression.
After exclusion of matched cases and controls with missing values for laboratory data or
other key covariates from the MESA cohort, 988 subjects including 499 cases were available
for analysis for incident CVD and 862 subjects including 431 cases for progression of carotid
artery plaque (Table 1). Cases and controls did not differ with respect to age and sex
because they were matched on these criteria but had higher prevalence of cardiovascular
risk factors as expected (Table S1) and previously described (Shea et al.,, 2019). In
conditional logistic regression models examining the association of the plasma GGR with
incident CVD, lower level of GGR (i.e, increased plasma glutamate levels), was associated
with higher odds of incident CVD, with little difference in magnitude of the effect size with
adjustment for covariates but reduced p value with odds ratio of 0.95 per SD of GGR (95%
Cl, 0.90-1.00; p=0.052) in the fully adjusted model (Table 1, top). In subgroup analysis,
associations appeared conserved with stroke events but not with incident coronary heart
disease (CHD) (Table S2). In contrast, a higher level of GGR (i.e, reduced plasma glutamate
levels > reduced plasma glutamine levels) was associated with greater odds of carotid artery
plaque progression with an odds ratio of 1.09 per SD of GGR (95% CI, 1.03-1.16; p=0.002)
in the fully adjusted model (Table 1, bottom). This association also persisted after
adjustment with plasma CRP and IL-6 levels (data not shown). These findings likely reflect
that perturbed systemic glutaminase and/or glutamine synthetase activity is an independent
risk factor for plaque progression.

Glutamine synthetase (GS) does not orchestrate atherosclerosis development in mice.
Up to 90% of the daily glutamine production originates from endogenous source relying on GS
for de novo synthesis in skeletal muscle (DeBerardinis and Cheng, 2010)(O'Neill and Pearce,
2016). Treatment of atherogenic diet-fed Apoe” mice with daily intraperitoneal injection of
20mg/kg BW of methionine sulfoximine (MSO), an inhibitor of glutamine synthetase, for 12
weeks (Fig. S1A) did not reduce hepatic or muscle GS protein expression or tissue
glutamate levels but did reduce glutamine reserve in gastrocnemius skeletal muscle (Fig.
S1A and S1B). Thus, MSO treatment achieved a significant decrease in the muscle GGR
(Fig. 1A). This occurred without affecting liver or kidney toxicity since similar liver
morphology, triglyceride (TG) levels, plasma aspartate transaminase (AST), alanine
transaminase (ALT) or urea levels were observed, respectively (Fig. S1C). Consequently,
the plasma GGR was reduced in MSO-treated animals (Fig. 1B) due to a raise in plasma
glutamate levels (Fig. S1D), most likely because the glutamine synthesis in the skeletal
muscle takes place in large part through glutamate uptake from the bloodstream
(DeBerardinis and Cheng, 2010)(O'Neill and Pearce, 2016). Metabolically, MSO-treated mice
developed a mild dyslipidemia (i.e, increased plasma cholesterol and TG levels) (Fig. S1E)
independently of glucose intolerance (Fig. S1F). However, similar atherosclerosis plaque
area in the aortic sinus (Fig. 1C) and oil red O staining in descending aortas (Fig. 1D) were
observed between saline or MSO-treated Apoe™ mice. Plaque composition was also similar
(Fig. S1G). Thus, glutamine synthetase activity is unlikely a culprit of atherosclerosis
development.

Hepatic glutaminase (GLS2) deficiency accelerates atherosclerosis development in
mice. High glutamine concentration is found in the liver to support many hepatic activities
(DeBerardinis and Cheng, 2010)(O'Neill and Pearce, 2016) and its hydrolysis is supported by
the GIs2 isoform that has been one of the unique gene associated with plasma glutamine levels
in genome-wide association studies (GWAS) (Suhre et al., 2011)(Kettunen et al., 2012)(Shin et
al., 2014). Targeting hepatic glutaminase was performed by infection of Apoe” mice by scAAVS
virus that expressed an shRNA targeting the GIs2 gene (AAV-GIs25""NA) before feeding the
mice an atherogenic diet for 12 weeks (Fig. S1H). Knockdown efficiency was confirmed in
the liver of mice infected with the AAV-GIs2s""N* compared to AAV-empty controls and
specificity was validated by the absence of GLS2 knockdown in skeletal muscle (Fig. S1H).
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Loss of GLS2 zonation pattern in the hepatic periportal vein was also visualized by
immunohistochemistry (Fig. S1H) and led to a specific decrease in hepatic glutamate content
compared to controls (Fig. S1l). Thus, an increase in the liver but not muscle GGR was
observed in mice infected with the AAV-GIs2s""™™A (Fig. 1E), reflecting impaired hepatic
glutaminolysis. Increased plasma levels of glutamine and GGR in mice infected with the
AAV-GIs2""™* (Fig. 1F and S1J) indicates that glutaminolysis in the liver arises from
absorption of glutamine from the bloodstream. There was an approximately 1.7-fold increase
in atherosclerosis plaque area in the aortic sinus compared to co-housed control littermates
(Fig. 1G). Oil red O staining in the aortic arch and descending aortas confirmed higher
plaque burden in mice infected with the AAV-GIs25""™ (Fig. 1H). An unexpected finding was
also the presence of occlusive coronary artery atherosclerosis in these animals (8 out of 10)
as shown in representative images in Fig.S1K. In line with human data, a positive correlation
between GGR and atherosclerosis lesion size was observed in mice infected with the AAV-
GlIs2°"*NA (Fig. 1L). To fully invalidate hepatic GLS2 genetically in a model of atherosclerosis,
germline GIs2 knockout mice were next crossed onto an atherosclerotic Ldlr-deficient
background (Fig.S1M). The absence of GLS2 protein in the liver was confirmed by western
blot (Fig.S1L) and by the increase in tissue glutamine levels and GGR in atherogenic diet-
fed Ldlr"Gls2” mice compared to controls (Fig. 11 and S1N). We also confirmed in this
model that the impaired glutaminolysis led to an increase in plasma glutamine levels and
GGR (Fig. 1J and S$10). Quantification of lesion burden by cross-sectional analysis of the
aortic root established that an increase in lesion area in LdIr"Gls2”" mice was consistently
present throughout the 400 um of the aortic root with an approximately 1.4-fold increase in
atherosclerosis plaque area in the aortic sinus (Fig. 1K). Again, a positive correlation
between GGR and atherosclerosis lesion size was observed in these mice (Fig. S1P).
Together, these data indicate that GLS2-dependent hepatic glutaminolysis can control
atherosclerosis plaque growth at distance.

GLS2-mediated sensing of exogenous glutamine source supports atherosclerosis
prevention during nutritional intervention. To test the hypothesis that hepatic
glutaminolysis impacts atherosclerosis development by modulating plasma GGR, we
supplemented glutamine in a clinical scenario of lifestyle changes assessed by the adoption
of a healthier diet. Regression in Apoe” and Apoe”Gls2” mice with established but
uncomplicated lesions (i.e, atherogenic diet feeding for 6 weeks) was initiated by switching
the animals to a chow diet. Mice were divided to 3 groups: 1) progression group, in which
mice were continued on atherogenic diet for an additional 2 weeks; 2) chow regression
group, in which mice were switched to chow for 2 weeks and 3) glutamine supplementation
group, in which mice were switched to a chow diet and orally supplemented with glutamine
for 2 weeks. All mice on chow diet had similarly reduced plasma cholesterol levels with no
difference with the glutamine supplemented group (Fig. S1R). As expected, glutamine
supplementation raised plasma glutamine levels in all mice (Fig. S1S). However, the
consecutive raise in plasma GGR was only observed in Apoe”GIs2”- mice (Fig. 1L) because
Apoe” mice were unable to efficiently hydrolyze glutamine into glutamate (Fig. S1S). These
findings confirm that hepatic GLS2-dependent glutaminolysis is central to the maintenance of
glutamine homeostasis. As previously suggested (Breslow, 1996)(Nagareddy et al., 2013),
switching the Apoe” mice to a chow diet promoted a slight reduction in atherosclerosis
development even if it did not reach significance (Fig. 1M), most likely because plasma
cholesterol levels remain quite high (Fig. S1R). Nevertheless, glutamine supplementation in
this scenario had a detrimental impact on atherosclerosis in absence of GLS2 (Fig. 1M),
revealing that impaired hepatic glutamine hydrolysis from endogenous or exogenous sources
is the culprit of the control of atherosclerosis plaque growth at distance.

Hepatic GLS2 deficiency promotes hyperlipidemia-independent atherosclerosis. We
next carried out studies to elucidate potential mechanisms responsible for the effect of
hepatic GLS2 deficiency on atherosclerosis plaque growth at distance. We first reasoned that
glutaminolysis could support the tricarboxylic acid cycle (TCA) and urea cycle to 1) control
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lipid synthesis and lipidemia and 2) support detoxification and prevent hepatotoxicity, which
is defined as a rise in AST (formerly known as glutamate-oxaloacetate transaminase GOT)
or ALT (formerly known as glutamate-pyruvate transaminase GPT) (Fig. 2A). First, the lack
of GLS2 resulted in similar plasma cholesterol levels in both models of Apoe” mice infected
with the AAV-GIs2s""N* or Ldlr”Gls2” mice compared to respective controls (Fig. 2B). We
did observe a moderate hypertriglyceridemia that was only visible in Apoe” mice infected
with the AAV-GIs2""™* put not in LdIr"GIs2” mice (Fig. 2C). Thus, we first examined
whether this mild hypertriglyceridemia could depend on the role of glutamine on hepatic
glucose homeostasis (Miller et al., 2018). Injection i.p. of a glucose bolus revealed similar
glucose clearance in hyperlipidemic Apoe” mice infected with the AAV-GIs25"™N* compared
to controls (Fig. 2D). Metabolic characteristics of these animals by indirect calorimetry
confirmed similar glucose oxidation as reflected by analysis of the respiratory quotient (RQ)
(Fig. S2A). Comparable fasting plasma insulin levels (Fig. S2B) or adipose cellularity (Fig.
S$2C) in these animals were also indicative of similar insulin sensitivity. Performing an RNA
sequencing (RNA-seq) analysis of the liver of atherogenic-diet fed G/s2-deficient animals on
both atherogenic background showed similar transcriptional regulation of enzymes involved
in glycolysis (Fig. S2D) or in TG synthesis (Fig. 2E). Thus, glutaminolysis does not modulate
glucose-dependent TG synthesis as originally hypothesized. Accordingly, similar liver TG
content was observed in mice infected with the AAV-GIs25"”NA or genetically invalidated for
Gls2 (Fig. 2F) and microscopic examination of the liver of these mice confirmed no major
difference in steatosis (Fig. 2G). We also excluded a role of GLS2 deficiency on hepatic
detoxification or hepatotoxicity as similar plasma urea and ALT levels were observed in all
mice (Fig. S2E and S2F). To elucidate the reason of the lack of major liver phenotype in
absence of hepatic glutaminolysis, metabolic pathway enrichment analysis was performed in
the liver of Gls2-deficient animals. This analysis highlighted some up-regulation of amino
acid metabolism KEGG pathways (Fig. S2G) and topological analyses using CoMBI-T
profiling (Jha et al., 2015) indicated more specifically the catabolism of several amino acids
to replenish hepatic glutamate levels (Fig. 2H). This approach helped pinpoint how the liver
compensate for the lack of hepatic glutaminolysis. Thus, we next asked whether the mild
hypertriglyceridemia observed in mice infected with the AAV-GIs2s""™* could arise from
postprandial lipemia, which is recognized as an independent CVD risk factor (Yvan-Charvet
and Cariou, 2018). However, there was no significant change in plasma TG levels following
an oral olive oil gavage in these animals (Fig. 2I). Among genes involved in TG-rich very low-
density lipoprotein (VLDL) production and hydrolysis (Fig. S2H), we found a decreased
expression of lipoprotein lipase (LPL) only in the liver of Gls2-deficient animals on an
atherogenic Apoe” background (Fig. 2J). This was associated with reduced plasma LPL
activity in these animals (data not shown). Because of the double-edged sword of LPL on
atherosclerosis depending on its peripheral or local tissue expression (Goldberg et al., 2021),
we used EO06 antibody as a readout of lipid oxidation in atherosclerotic lesions (Chang et al.,
1999). No significant changes were observed in atherosclerotic lesions of mice with hepatic
GLS2 knockdown when normalized to plaque area (Fig. 2K). Similar apolipoprotein B (apoB)
levels, the main protein of VLDL, were also found in the plaques of these animals (data not
shown). Thus, reduced TG hydrolysis in absence of GLS2 was specific of the Apoe™
background and was unlikely causal to the accelerated atherosclerosis development in mice
with hepatic glutaminolysis deficiency.

Enhanced monocyte infiltration in atherosclerotic lesions of G/s2-deficient mice is not
associated with a hepatic energy-sensing or a leukocyte-intrinsic role. Recent evidence
suggests that liver energy sensors dictate the blood and tissue immune tone to inflammatory
disease outcome (Jordan et al., 2019). Thus, we wondered whether such a mechanism could
be modulated by hepatic glutaminolysis and contribute to provide the inflamed
atherosclerotic lesions with monocytes (Fig. 3A). Blood leukocyte quantification indicated
monocytosis but normal neutrophil, T and B cell counts in Apoe” mice infected with the AAV-
GIs25"RNA (Fig. 3B and S3A). In contrast, monocyte counts were similar in atherogenic-diet
fed LdIr"Gls2”~ mice (Fig. 3C). We next analyzed monocyte recruitment into atherosclerotic
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plaques using fluorescent-labeled latex beads, as previously described (Tacke et al., 2007).
An approximately 1.6-fold increase in the number of latex” monocytes was observed 2 days
after monocyte labeling in atherosclerotic lesions of Apoe” mice infected with the AAV-
Gls2s"RNA compared to controls (Fig. 3D). This increased recruitment was confirmed by
analysis of latex” monocytes in the aortic arch by flow cytometry (Fig. S3B). Characterization
of atherosclerotic lesions in Ldlr”Gls2”- mice also revealed more complex plaques containing
macrophages but this did not reach significance when normalized to plaque area (Fig. 3E).
No significant change in Ki67-positive proliferative cells was also observed in Ldlr"Gls2”
mice (Fig. S3C). To elucidate the origin of the hepatic signal, gene set enrichment analysis
(GSEA) of the differentially expressed genes was next performed in the liver of G/s2-deficient
animals. This analysis confirmed a dominant upregulation of genes involved in amino acid
metabolism (Fig. 3F). In contrast, a down-regulation of several genes related to cellular
matrix (i.e, ‘biological adhesion’, ‘encapsulating structure’, ‘collagen extracellular matrix’ and
‘cytoskeleton’) was identified as enriched gene ontology (GO) terms (Fig. 3G). Thus, we next
explored whether this predictive signature is intertwined with local and/or systemic
inflammation (Sorokin, 2010). Quantification of Kupffer cell numbers were unaltered in the
liver of all Gls2-deficient animals (Fig. 3H and S3D). We next fasted Gls2-deficient animals
to unravel a potential hepatic energy-sensing governing monocyte homeostasis (Jordan et
al., 2019). Atherogenic-diet fed Apoe” mice infected with the AAV-GIs2s"""A responded to
fasting by raising plasma non-esterified fatty acid (NEFA) levels (Fig. S3E) without major
impact on circulating monocytes (Fig. 3l), most likely because these mice were already
hyperlipidemic. We further investigated whether glutaminolysis could contribute to the
hepatic energy-sensing signature that drive monocyte homeostasis, especially their
mobilization (Jordan et al., 2019). However, the previously identified hepatic energy-sensing
signature was not modulated in the liver of G/s2-deficient animals (Fig. S3F) and we did not
observe monocyte mobilization in the bone marrow (Fig. S3G) or the spleen (Fig. S3H).
There were also no changes in the liver, plasma or bone marrow fluid inflammatory profile of
these mice (Fig. 3J). Thus, enhanced monocyte infiltration in atherosclerotic plaques in
absence of GLS2 is dissociated from energy-sensing by the liver.

Although unlikely because Gls2 expression is low in macrophages from the publicly
available Immgen dataset (not depicted) and mice infected with the AAV-Gls25"RNA
developed monocytosis and accelerated atherosclerosis, we still wondered whether we may
have missed an unexpected cell-intrinsic role of GLS2 in leukocytes. This was tested in Ldlr”
-recipient mice that received control or G/s2” bone marrow fed with an atherogenic diet for 9
weeks (Fig. 3K). First, these animals did not develop monocytosis (Fig. 3L and S3I). We
also performed a principal component analysis from RNAseq data of resting and alternatively
activated Gls2-deficient bone marrow-derived macrophages, which did not segregate Gls2-
deficient cells from controls (Fig. S3J). Accordingly, basal oxygen consumption rate (OCR)
and maximal respiration after FCCP (carbonyl cyanide 4-[trifluoromethoxy] phenylhydrazone)
treatment in Gls2-deficient macrophages did not reveal significant differences even upon
glutamine depletion conditions (Fig. S3K). GI/s2 deficiency did also not impact alternative
macrophage activation as illustrated by similar expression of canonical CD206 and CD301
markers (Fig. S3L). Consequently, G/s2” bone marrow-transplanted mice developed similar
atherosclerosis development (Fig. 3M). Altogether these findings rule out a cell-autonomous
role of GLS2 in leukocytes, especially monocytes or macrophages. Thus, the inflammatory
phenotype of the atherosclerotic plaque in Gls2-deficient mice might be secondary to local
cues.

Targeting hepatic glutaminolysis modulates glutamine fluxes at distance to alter
atherosclerotic plaque remodeling. We recently report that atherosclerotic lesions are avid
of glutamine at the expense of glutamate (Merlin et al., 2021). Thus, we hypothesized that
modulation of plasma GGR could directly impact atherosclerosis development by modulating
substrate availability. To gain further insight into this hypothesis, we performed RNA-seq
analysis of control and Ldlr"Gls2” aortas, for which no hyperlipidemia or monocytosis were
observed. A principal component analysis revealed that aortas from Ldlr”"Gls2”- mice clearly
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clustered aside from control aortas (Fig. 4A). A volcano plot of differentially expressed genes
indicated a significant up-regulation of 323 genes and a down-regulation of 422 genes (Fig.
S4A). As expected from characterization of atherosclerotic plaques of G/s2-deficient animals,
we observed that many genes associated with inflammation (for instance, ‘innate immune
system’ or ‘apoptosis’) were upregulated (Fig. 4B). Less expected, enriched GO terms for
tissue microenvironment (i.e, ‘ECM’, ‘epithelial-mesenchymal transition’ or ‘cardiac muscle
contraction’) were observed in a set of genes that were significantly under-expressed in Ldlr”
Gls2” aortas (Fig. 4C). Thus, we reasoned that glutamine and glutamate homeostasis could
modulate the microenvironment by at least four known mechanisms (Fig. 4D), namely
glutamine-induced glycan synthesis (Reily et al., 2019), glutamate-induced collagen
synthesis (Karna et al., 2020), transglutaminase 2 (TGM2)-mediated cross-link of a broad
spectrum of ECM proteins through the generation of N*-(y-_-glutamyl)-_-lysine (Lorand and
Graham, 2003) or polyglutamylase-mediated post-translational modification of cytoskeleton
proteins by forming glutamate side chains of variable lengths (Janke and Bulinski, 2011). We
first did not observe regulation of genes involved in the production of proteoglycans,
collagens, or ECM glycoproteins in the aortas of Ldlr”"GIs2” mice (Fig. S4B). There was also
no enrichment in endothelial or smooth muscle cell (SMC) gene signature (Fig. S4C), the
latter being known to produce arterial medial and adventitial ECM. KEGG pathway analysis
did also not reveal major changes in gene expression related to glycan and
glycosaminoglycan metabolism (Fig. S4D). We next confirmed no alteration in
glycosaminoglycans in the intima region of the aortic sinus of Ldlr"Gls2” mice compared to
controls by the alcian blue staining (Fig. 4E, upper panel). Similar findings were observed in
Apoe” mice infected with the AAV-GIs25""NA (Fig. S4E, upper panel). Among different
collagen stainings, we did find a small but significant decrease in collagen IV in
atherosclerotic lesions of Ldlr”Gls2” mice (Fig. 4E, lower panel), but this was not consistent
in Apoe” mice infected with the AAV-GIs2s""N* (Fig. S4E, lower panel). Thus, it could
unlikely explain the monocyte infiltration in the atherosclerotic plaques of all G/s2-deficient
mice. We next assessed post-translational modification of ECM proteins by TGM2 and
polyglutamylases using N®-(y-_-glutamyl)-_-lysine (81D4 antibody) and polyglutamylation
modification (GT335 antibody) stainings, respectively (Fig. 4D). We first noticed similar
expression of TGM2 and few polyglutamylases in the aortas of Ldlr”GIs2” mice (Fig. S4D).
Nevertheless, we found higher TGM2 activity in the atherosclerotic lesions of Ldlr"Gls2”
mice as shown by 81D4 staining that almost reach significance when normalized to plaque
area (Fig. 4F, upper panel). This effect was much stronger in Apoe” mice infected with the
AAV-GIs2s"RNA (Fig. S4F, upper panel). GT335 staining revealed reduced polyglutamylation
modifications in the atherosclerotic lesions of Ldlr”Gls2” mice that almost reach significance
when normalized to plaque area (Fig. 4F, lower panel). Again, this effect was much stronger
in Apoe” mice infected with the AAV-GIs2s""NA (Fig. S4F, lower panel). These findings
support the concept that the enhanced plasma glutamine after defective hepatic
glutaminolysis could promote TGM2 activity at the expense of glutamate-dependent
polyglutamylation reactions.

Verhoeff-Van Gieson stain (VVG) confirmed an increased elastic lamina area in the
atherosclerotic lesions of mice with defective hepatic glutaminolysis (Fig. 4G and S4G),
supporting the idea that the elastic fibers are weakened.

Overexpression of hepatic GLS2 but not knockdown of hepatic Gls1 limits
atherosclerosis development. There is evidence that a hepatic metabolism switch from the
GLS2 to GLS1 isoform can occur in non-alcoholic fatty liver disease (Simon et al., 2020).
Taking into consideration these observations, we have evaluated the therapeutic potential of
overexpressing GLS2 or silencing GLS1 by scAAV8 virus infection in vivo in the liver of
atherosclerosis-prone Apoe” mice (Fig. 5A). As a result of GIs2 overexpression or Gls1
silencing, liver glutamine but not glutamate content was decreased (Fig. S5A) and the liver
GGR was significantly reduced only in mice overexpressing GLS2 (Fig. 5B). Muscle GGR
was not altered in these animals (Fig. S5B). In contrast to G/s1 silencing, plasma glutamine
levels were decreased in mice with Gls2 overexpression (Fig. 5C). Analysis of
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atherosclerotic lesions revealed an approximately 1.3-fold decrease in atherosclerosis
plaque area of mice infected with the AAV-GIs2°"®* but not in mice infected with the AAV-
GlIs15"RNA (Fig. 5D). This occurred without any changes in plasma ALT or urea levels or in
blood monocyte counts (Fig. S5D). In addition, our results showed a lower N*-(y-_-glutamyl)-
L-lysine protein crosslink and higher polyglutamylation modifications in atherosclerotic lesions
of mice infected with the AAV-GIs2°"** as shown by 81D4 and GT335 stainings, respectively
(Fig. 5G and 5H). In summary, GLS2 overexpression improves atherosclerotic plaque
remodeling and limits atherosclerosis development.
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Discussion

Our study provides powerful support for the inverse correlation between the plasma GGR
and incident CVD in the MESA cohort, most likely driven by an inverse association with
cardiometabolic traits and identifies an unexpected independent association with carotid
plaque progression. Using preclinical models, we uncover that GLS2-dependent hepatic
glutaminolysis, but not GS-dependent muscle glutamine synthesis, is required to maintain an
optimal plasma GGR at steady state or after glutamine supplementation and prevent the
development of atherosclerosis. This involved matrix remodeling through an imbalance
between glutamine and glutamate-dependent cross-linking of ECM proteins by N°®(y-.-
glutamyl)-_-lysine and polyglutamylation, respectively.

Our study supports the inverse relationship between the plasma GGR and CVD
disease with different nuances. Indeed, the reduced plasma GGR associated to incident
CVD in the MESA cohort, a population-based prospective study with a 10-year follow-up,
was the consequence of increased plasma glutamate levels as previously observed in the
PREDIMED trial (Zheng et al., 2016). However, for the secondary outcome, we found that
these associations were conserved with stroke events, while there was no relationship with
incident CHD. Additionally, the progressive loss of the inverse association after adjustment
for potential cofounders (conditional logistic regression models) suggested that the plasma
GGR was mainly inversely correlated with cardiometabolic traits as previously proposed
(Cheng et al., 2012). In contrast, in a second subsample from the MESA cohort, we found
that greater odds of carotid artery plagque progression were associated to a strong and
independent decrease in glutamate levels superior to plasma glutamine levels (i.e, higher
plasma GGR). This association persists in all adjusted covariate models indicating it was an
independent risk factor. The reasons for the different results are uncertain but could point to
differences in these disease processes, especially how the balance between glutamine
synthesis and hydrolysis are regulated in a context of coronary plaque rupture or carotid
plaque thrombus formation, respectively.

Glutamine is classified as a conditionally essential amino acid because it depends on body
homeostasis. In healthy condition, the organism can ingest or synthetize glutamine and it is
thus considered as a nonessential amino acid. However, there is a shortage of glutamine in
catabolic situations, including metabolic stresses. It has been previously attributed to the high
demand for glutamine in the liver (i.e, neoglucogenesis) and the immune system cells (i.e,
acute phase response and maintenance of the redox status) that cannot always be fulfilled
by GS-mediated de novo synthesis in skeletal muscles (DeBerardinis and Cheng,
2010)(O'Neill and Pearce, 2016). In catabolic state such as in type 2 diabetes, a genetic
variant associated with diminished GS expression, was identified to link glutamine
homeostasis to the development of coronary artery disease (Qi et al.,, 2013). In
atherosclerotic mouse models, others and we previously showed enhanced glutamine
utilization in the inflamed aortas (Tavakoli et al., 2017)(Merlin et al., 2021), suggesting that
this disease could be envisioned as a pathological catabolic condition. However, the present
study rules out the hypothesis that inhibition of GS-dependent glutamine synthesis is either
responsible for a shortage of glutamine supply or the development of atherosclerosis and
their risk factors. Indeed, inhibition of GS with MSO did reduce muscle glutamine reserve in
mouse atherogenic models but this led to an increase in plasma glutamate and not glutamine
levels, indicating that these animals are unlikely on a catabolic state. Consequently, there
was no consequence of GS inhibition on liver glutamine homeostasis or pathological
phenotype, glucose homeostasis or in atherosclerosis development.

We now report that targeting hepatic GLS2-dependent glutaminolysis is the culprit of
the control of atherosclerosis plaque growth at distance. Although high glutamine
concentration is found in the liver to support many hepatic activities (DeBerardinis and Cheng,
2010)(O'Neill and Pearce, 2016), very little is still known about the role of GLS2-dependent
hepatic glutaminolysis in mediating glutamine homeostasis and its contribution to the
disequilibrium of cardiometabolic factors. In catabolic situations, the liver needs to consume
glutamine to support whole-body detoxification processes and the generation of gluconeogenic

122



precursors (DeBerardinis and Cheng, 2010)(O'Neill and Pearce, 2016). Consistently, mice with
Gls2 deficiency exhibited lower glutamine-to-glucose flux in response to glucagon, the main
catabolic hormone of the body, and developed perturbed glucose homeostasis in insulin-
resistant conditions (Miller et al., 2018). However, none of these effects were observed in Gls2
deficient mice on a non-catabolic atherogenic background as similar respiratory quotient or
glucose homeostasis were observed. These data exclude a perturbation of glucose
homeostasis as an intermediate of the effect of GLS2 deficiency on atherosclerosis plaque
growth at distance. Activation of catabolic processes during fasting has recently links a hepatic
energy-sensing signature to monocyte mobilization (Jordan et al.,, 2019), which could
participate to the monocyte infiltration of inflamed atherosclerotic plaques (Swirski and
Nahrendorf, 2013). However, the absence of GIs2 did not modulate the previously identified
hepatic inflammatory pathway signature. We did observe that GLS2 knockdown slightly
enhanced monocyte count and monocyte infiltration in atherosclerotic plaque but only in the
Apoe” atherosclerotic background and not in the Ldir” background. This effect was not
exacerbated by fasting these animals indicating that GLS2 is not part of the hepatic energy-
sensing signature that controls monocyte homeostasis in a catabolic situation. The exclusion
of an intrinsic role of GLS2 in myeloid cells pointed to a peripheral inflammatory cue, most likely
within high glutamine demanding lesions, at the origin of this inflammation. Because a switch
from the GLS2 to GLS1 isoform has been shown to occurs in NASH to promote VLDL-TG
assembly (Simon et al.,, 2020), we next investigated whether GLS2 deficiency could
modulate hyperlipidemia, which is another independent risk factor for CVD. However, we
also ruled out this hypothesis since GLS2 deficiency had not impact on liver steatosis or
damage and high-throughput transcriptional profiling also did not reveal changes in hepatic TG
synthesis or VLDL production. This is most likely the consequence of an upregulation of the
catabolism of several amino acids to replenish hepatic glutamate levels. We did observe an
increase in plasma TG levels in the Apoe” atherosclerotic background that was no visible in the
Ldir" background and this was associated with reduced LPL expression. This difference
between atherogenic background could be due to the development of NASH in high fat fed-
Apoe” mice (Schierwagen et al., 2015) and the role of hepatic GLS1 in this context (Simon et
al., 2020). However, silencing of hepatic GLS1 had not effect on plasma TG levels or the
development of atherosclerosis in Apoe” mice. Moreover, the mild hyperlipemia in absence of
GLS2 in Apoe” mice was not associated with major differences in the deposition of oxidized
lipid in the lesions. Thus, our mouse datasets support the observation that the plasma GGR
is an independent risk factor for carotid plaque progression as identified in the MESA cohort.

Consistent with GWAS studies reporting that SNPs in GIs2 are associated with plasma
glutamine levels in patients with no catabolic critical illness (Suhre et al., 2011)(Kettunen et al.,
2012)(Shin et al., 2014), we found that G/s2 deficiency leads to an increase in plasma glutamine
levels. In catabolic critical illness, small clinical trials indicate that glutamine supplementation
enhances myocardial repair in patients with coronary artery disease and limits cardiac
damage after coronary revascularization as discussed elsewhere (Durante, 2019). Indeed, in
such catabolic settings, glutamine consumption may compensate for the lack of endogenous
glutamine production to support energy production and detoxification. However, under no
catabolic critical illness, with no decline of glutamine reserve, it is not clear whether and how
consuming extra glutamine might be beneficial to the overall pathology and faster recovery.
Our study using nutritional intervention for murine atherosclerosis regression shows that
GLS2-dependent hepatic glutaminolysis is required for glutamine homeostasis and the raise
in plasma glutamine levels in absence of GLS2 can promote atherosclerosis plaque growth
at distance. An important implication is that overexpressing GLS2 may be an avenue to limit
atherosclerotic lesion development as shown in the present study.

Modulation of glutamine metabolism can lead to strikingly different phenotypes. For
instance, it has recently been suggested that glutamine metabolism could support endothelial
cell angiogenic sprouting (Eelen et al., 2018), smooth muscle cell synthetic phenotype
(Zhang et al., 2021), fibrobast-dependent ECM remodeling (Karna et al., 2020) or a
reparative-type macrophage (Jha et al., 2015)(Merlin et al., 2021), all cells playing a major
role in atherosclerosis. In the current setting, high-throughput transcriptional profiling revealed
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that aortas from Gls2-deficient mice mainly exhibited perturbation of ECM and muscle
contraction. Consistent with the perturbed glutaminolysis in the aortas of atherosclerotic mice
despite their avidity for glutamine (Merlin et al., 2021), we found that the raise of glutamine in
Gls2-deficient animals led to an imbalance between glutamine and glutamate-utilizing ECM
modulating enzymes within atherosclerotic lesions. Indeed, enhanced glutamine-dependent
TGM2 activity was observed at the expense of glutamate-dependent polyglutamylation
reactions in mice with GLS2 deficiency. Little is also known about the role of
polyglutamylation in atherosclerosis. At least, polyglutamylation of microtubules can
modulate cilia homeostasis and defective primary cilia can promote the process of
atherosclerosis (Wloga et al., 2017)(Wang et al., 2021). In contrast, a role of TGM2-mediated
cross-linking of ECM proteins in damaged and ageing tissues has been well documented
(Chen et al., 2022). By serving as catalyst to glue protein together, TGM2 protects ECM from
proteolytic breakdown and results in decreased ECM turnover and excess ECM
accumulation. There are several cardiovascular consequences of this pathological process
depending on the substrate (i.e, fibronectin, collagen, fibrinogen, osteopontin, laminin,
elastin, nidogen or elafin) and the tissue localization or environment. For instance, TGM2 has
been proposed in atherosclerotic tissues to modulate the deposition of collagen, the vascular
stiffening, or the elasticity of elastic lamina in inward arterial remodeling that occurs in
response to flow restriction (Chen et al., 2022). This raises several interesting questions for
future studies on the link between GLS2-dependent glutamine metabolism and the distal
TGM2 activity, especially the specific cross-linking of ECM proteins that could impact the
stiffening or elasticity of the aorta depending on mechanical forces.

The metabolic phenotype of hepatic GLS2 in modulating ECM outlined here could
have broader consequences on cardiovascular diseases such as atrial fibrillation, arterial
hemodynamic or even the development of spontaneous occlusive coronary artery
atherosclerosis, for which mouse atherogenic models are usually protected (Fuller et al.,
2014). Targeting vascular remodeling has recently regained attention as a potential
therapeutic CVD intervention because of the identification of genetic loci in GWAS involved
in vascular remodeling (Kessler et al., 2016). Thus, preventing cross-linking of ECM proteins
by distally modulating hepatic GLS2-dependent glutamine flux may act at an early stage of
ECM remodeling.
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Table 1

Glutamine/Glutamate Ratio Glutamine Glutamate
(Per unit increase) (Per unit increases) (Per unit increases)

N=988; Events=499
0.95 [0.90,0.99]
0.95 [0.90,1.00]

[Model2 |
Model 3 (N=852) 0.95 [0.90,1.00]
1

Plaque Progression
N=862; Events=431
1.06 [1.01,1.11]
LZCEN 108 [1.02,1.13]
1.09 [1.03,1.16]

0.016
0.039
0.052

0.017
0.004
0.002

1.000 [0.999,1.002]
1.000 [0.999,1.002]
1.000 [0.999,1.001]

0.996 [0.995,0.997]
0.996 [0.995,0.997]
0.996 [0.994,0.997]

0432
0.504
0,997

<0.001
<0.001
<0.001

1.004 [1.001,1.008]
1.004 [1.000,1.007]
1.003 [0.999,1.007)

0.991 [0.987,0.994]
0.988 [0.984,0.993]
0.989 [0.985,0.993]

0.014
0.042
0.117

<0.001
<0.001
<0.001

I i I ) S

Table 1: Conditional Logistic Regression Models for Incident Hard CVD and Plaque
Progression (OR and 95% CI per SD of plasma glutamine-to-glutamate ratio, glutamine and

glutamate levels).

Model 1: adjusted for age, sex, race/ethnicity, body mass index, and site. Model 2: model
covariates plus diabetes mellitus status, current smoking, total cholesterol, statin use,
hypertension medication, and systolic blood pressure. Model 3: model 2 covariates plus
pack-years smoking, alcohol use, intentional exercise, and Mediterranean diet. No. of
subjects and events smaller than in model 1 and 2 because of missing data for covariates.
CVD indicate cardiovascular disease; and OR, odds ratio.
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Figure 1. Hepatic glutaminolysis but not glutamine synthesis prevents
atherosclerosis. Effect of intraperitoneal injection of 20mg/kg BW of methionine sulfoximine
(MSO) on liver, muscle (A) and plasma (B) glutamine to glutamate ratio (GGR) in Apoe™
mice fed an atherogenic diet for 12 weeks. Red bars represent MSO treatment. Both sexes
were analyzed. Representative H&E-staining of paraffin-embedded serial sections obtained
from proximal aortas (left panel) and quantification of proximal aortic root lesion area by

126



morphometric analysis (right panel) from these mice. Original magnification, x100 (C). Oil
Red O-stained descending aortas from representative atherogenic-diet-fed Apoe” mice
treated or not with MSO (D). Tissue (E) and plasma (F) GGR in Apoe” mice infected with the
AAV-GIs2s"RNA or AAV-empty controls and fed an atherogenic diet for 12 weeks. Blue bars
represent Apoe” mice infected with the AAV-GIs2s"”RNA  Representative H&E-stained
proximal aortas (left panel) and quantification of atherosclerotic lesion area in aortic sinuses
(right panel) from these mice. Original magnification, x100 (G). Representative Oil Red O-
stained descending aortas from these mice (H). Tissue (I) and plasma (J) GGR in LdIr” or
LdIr"GIs2”~ mice fed an atherogenic diet for 12 weeks. Blue bars represent Ldlr”"Gls2” mice.
Representative H&E-staining of cryosections obtained from proximal aortas (left panel) and
quantification of atherosclerotic lesion area in the aortic root of these mice expressed as the
mean of each genotype across the 400 um of the aortic root (middle panel) and of individual
mice (right panel). Original magnification, x200 (K). Plasma GGR in Apoe” or Apoe” Gls2”
mice fed an atherogenic diet for 8 weeks or switched for the last two weeks to chow diet (-
GIn) or chow diet orally supplemented with glutamine (+GIn) (L). Representative H&E-
staining of cryosectioned proximal aortas (left panel) and quantification of atherosclerotic
lesion area in aortic sinuses (right panel) from these mice (M). The data are given as the
mean + s.e.m. of at least one independent experiment (n = 5 to 13 independent animals). *P
< 0.05 vs controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Figure 2
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Figure 2. Defective hepatic glutaminolysis promotes atherosclerosis independently of
a glucose or triglyceride anti-catabolic effect. Schematic representation of hepatic GLS2-
dependent glutaminolysis and glutamate incorporation into metabolic pathways (A). Plasma
cholesterol (B) and triglyceride (C) levels in Apoe™ mice infected with the AAV-Gls25"NA or
LdIr"Gls2” mice compared to respective controls. Glucose tolerance test was performed i.p.
on atherogenic diet-fed Apoe” mice infected with the AAV-GIs25"""A or AAV-empty controls.
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Blood glucose concentrations were measured at the indicate time points. The glucose
tolerance index was calculated as the product of areas under glucose curves (D). Schematic
representation of triglyceride synthesis pathway (left panel) and RNAseq analysis with focus
on enzymatic regulators in the liver of Ldlr”"Gls2” and Apoe”Gls2” mice and their respective
controls (right panel) (E). Liver triglyceride content in Apoe” mice infected with the AAV-
GlIs2:"NA or LdlIr”"Gls2”- mice compared to respective controls (F). H&E staining of paraffin-
embedded serial sections obtained from the liver of these animals. Original magnification,
x200 (G). Topological analysis of metabolic pathways commonly up (red) or down (green)
regulated from RNAseq analysis of the liver of G/s2-deficient animals described above
performed with Phantasus and CoMBI-T softwares (H). Plasma triglyceride levels were
determined at 0, 1, 2 and 4 hours after the olive oil gavage, (right panel represents area
under the curve) (). RNAseq analysis reveals reduced Lpl expression in Gls2-deficient
animals (upper panel) among the different genes involved in VLDL production and hydrolysis
depicted in the schematic representation (lower panel) (J). EO6 staining of oxidized lipids in
the atherosclerotic lesions of atherogenic diet-fed Apoe” mice infected with the AAV-
Gls2s"RNA or AAV-empty controls (K). All values are mean + s.e.m. and are representative of
at least one independent experiment (n = 8 to 13 independent animals). *P < 0.05 vs
controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Figure 3
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Figure 3. Lesional monocyte infiltration in G/s2-deficient mice is independent of a
hepatic or monocyte-intrinsic energy-sensing signature. Schematic representation of the
hypothesis that hepatic GLS2-dependent glutaminolysis dictates an energy-sensing
governing monocyte homeostasis (A). Blood monocyte counts in Apoe” mice infected with
the AAV-GIs25""NA (B) or Ldlr"GIs2” (C) mice compared to respective controls. Tracking
recruitment of Ly6C" monocytes in atherosclerotic plaques 2 days after monocyte labeling
with latex beads in 6 weeks atherogenic diet-fed Apoe” mice infected with the AAV-Gls25"RNA
or AAV-empty controls. Representative pictures (left panel, magnification, x200) and

130



quantification of latex beads (indicated by arrows) localized within atherosclerotic lesions and
expressed as the number of beads per cross section (right panel) (D). Macrophages were
detected by CD68 immunofluorescent staining in the proximal aorta (left panel) and
quantified as the mean intensity (right panel). Original magnification, x200 (E). Common
differentially expressed genes between Gls2-deficient mice and controls on atherogenic Ldlr
and Apoe” background were subjected to gene set enrichment analysis (GSEA). The top 4
up- and down-regulated pathways are displayed (F and G). Kupffer cells (KCs) were
quantified by flow cytometry at the end of the study period in atherogenic diet-fed Apoe™
mice infected with the AAV-GIs25""NA or Ldlr”"Gls2” mice compared to respective controls
(H). Blood monocyte counts in atherogenic diet-fed Apoe” mice infected with the AAV-
Gls2s"RNA or AAV-empty controls before and after 12 hours fasting (I). Expression of
chemokines and interleukins in the liver (left panel), plasma (middle panel) and BM fluid
(right panel), assessed by multiplex assays (J). Experimental overview. Bone marrow (BM)
from GIs2” mice and controls were transplanted into Ldlr”” recipient mice and after a 5-week
recovery period, the mice fed with an atherogenic diet (Western Diet, WD) for 9 weeks to
induce the development of atherosclerosis (K). Blood leukocyte counts were determined by
flow cytometry at the end of the experiment (L). Representative DAPI-staining of
cryosectioned proximal aortas (left panel, magnification, x100) and quantification of
atherosclerotic lesion area in the aortic root of these mice (right panel) (M). The data are
given as the mean + s.e.m. of at least one independent experiment (n = 5 to 13 independent
animals). *P < 0.05 vs controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Figure 4
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Figure 4. Hepatic GLS2 deficiency promotes atherosclerotic plaque remodeling at
distance. Principal component analysis from RNAseq analysis of aortas of Ldlr” and Ldlir"
Gis2” mice (A). Differentially expressed genes between LdIr” and Ldlr"Gls2” mice were
subjected to gene set enrichment analysis (GSEA). The top 4 up- and down-regulated
pathways are displayed (B and C). Schematic representation of glutamine- and glutamate-
dependent extracellular matrix remodeling (D). Alcian blue staining in the proximal aorta of
atherogenic diet-fed Ldlr” and Ldlr"GIs2” mice (upper left panel) and quantification of
proteoglycan content normalized to plaque size (upper right panel). Immunofluorescent
staining of collagen IV (CollV) in the atherosclerotic lesions of these mice (lower left panel)
and quantification (lower right panel). Original magnification, x200 (E). Immunofluorescent

- . NN
g8 8 8 B8

Elastic lamina area (a.u)

2

o

132



staining and quantification of cross-linked proteins by N*-(y-_-glutamyl)-_-lysine (81D4, upper
panel) and polyglutamylation (GT335, lower panel) in the atherosclerotic lesions of these
mice. Original magnification, %200 (F). Verhoeff-Van Gieson (VVG) staining and
quantification of elastic lamina area (expressed as arbitrary unit, a.u) in the proximal aorta of
atherogenic diet-fed Ldlr” and Ldlr"Gls2” mice. Original magnification, x200 (G). The data
are given as the mean + s.e.m. of at least one independent experiment (n = 5 independent
animals). *P < 0.05 vs controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Figure 5
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Figure 5. Therapeutic opportunity of hepatic GLS2 overexpression and GLS1
knockdown on atherosclerosis development. Experimental outline. Apoe”™ mice were
infected with the AAV-GIs15"RNA  AAV-GIs2°'** or AAV-empty controls and fed an atherogenic
diet for 12 weeks (A). Liver GGR (B) and plasma glutamine and glutamate levels (C) in these
mice at the end of the study period. Representative H&E-stained proximal aortas (left panel)
and quantification of atherosclerotic lesion area in aortic sinuses (right panel) from these
mice. Original magnification, x100 (D). Immunofluorescent staining and quantification of
cross-linked proteins by N*-(y-_-glutamyl)-.-lysine (81D4) (E) and polyglutamylation (GT335)
(F) in the atherosclerotic lesions of atherogenic-diet-fed Apoe” mice infected with the AAV-
Gls15™RNA - AAV-GIs2°'®* or AAV-empty controls. Original magnification, x200. The data are
given as the mean * s.e.m. of at least one independent experiment (n = 5 to 9 independent
animals). *P < 0.05 vs controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Table S1

Participant Characteristics Mean+SDorN(%) | Beta | pvalue |
Age (yrs)

Caucasian
Chinese American
African American
Hispanic

Diabetes
Normal
IFG
Untreated Diabetes
Treated Diabetes

Smoking Status
Never
Former
Current

Pack-years Smoking
Second Hand Smoke (hr/week)

Alcohol Use
Never
Former
Current

Cholesterol
Total
HDL
LDL

B

65.4+9.9 -0.04 <0.001
897 (52.7%) 0.90 <0.001
648 (38.1%) ref
202 (11.9%) -1.18 <0.001
466 (27.4%) 0.68 0.001
385 (22.6%) -1.09 <0.001
28.245.2 -0.05 0.002
1203 (70.8%) ref
249 (14.6%) -1.26 <0.001
51 (3.0%) -0.82 0.066
197 (11.6%) -1.53 <0.001
852 (50.2%) ref
628 (37.0%) -0.003 0.988
216 (12.7%) 0.35 0.196
1234217 -0.001 0.867
364125 0.01 0.306
363 (21.5%) ref
428 (25.3%) -0.38 0.090
898 (53.2%) 0.03
0.885
193.4 + 34.5 -0.001 0.755
50.4+14.8 0.02 <0.001
116.9 +30.0 -0.0005 0.853
269 (15.9%) 0.26 0.258
893 (52.5%) -0.48 0.003
733 (43.1%) 0.77 <0.001
130.4422.0 -0.004 0.290
72.6110.3 0.01 0.131
3.7%59 0.03 0.014
16+13 -0.18 0.003
3.0+19 0.10 0.052

Table S1. Participant Characteristics for Carotid Plaque Progression and Incident CVD.
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Table S2

Glutamine/Glutamate Ratio Glutamine Glutamate
(Per unit increase) (Per unit increases) (Per unit increases)
A I il Il
CHD Only
N=586; Events=293

0.97 [0.92,1.02] 0.251 1.001 [0.999,1.002] 0.214 1.005 [1.000,1.009] 0.030
0.97 [0.92,1.03] 0.336 1.000 [0.999,1.002] 0.622 1.003 [0.998,1.007] 0.260
Model 3 (N=892 0.99 [0.92,1.06] 0.765 1.000 [0.998,1.001] 0.742 1,000 [0.995,1.005] 0.978
Stroke Only
N=412; Events=206
0.91 [0.84,0.98] 0.020 1.000 [0.998,1.001] 0.693 1.004 [0.999,1.010] 0.135
0.91 [0.83,0.99] 0.035 1.000 [0.998,1.002] 0.993 1.005 [0.999,1.011] 0.085
0.89 [0.79,1.01] 0.080 1.001 [0.998,1.003] 0.489 1.008 [1.001,1.015] 0.027

Table S2. Conditional Logistic Regression Models for Incident Stroke and CHD Events
Separately (OR and 95% CI per SD of plasma glutamine-to-glutamate ratio, glutamine and
glutamate levels).

Model 1: adjusted for age, sex, race/ethnicity, body mass index, and site. Model 2: model
covariates plus diabetes mellitus status, current smoking, total cholesterol, statin use,
hypertension medication, and systolic blood pressure. Model 3: model 2 covariates plus
pack-years smoking, alcohol use, intentional exercise, and Mediterranean diet. No. of
subjects and events smaller than in model 1 and 2 because of missing data for covariates.
CVD indicate cardiovascular disease; and OR, odds ratio.
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Figure S1
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Figure S1. Glutamine synthesis and hepatic glutaminolyis inversely regulate the
whole-body glutamine-glutamate cycle. Experimental outline. Apoe” mice were fed an
atherogenic diet (Western Diet, WD) for 12 weeks and daily i.p injected with saline or
20mg/kg BW of methionine sulfoximine (MSO) (left panel). Schematic representation of
whole-body glutamine-glutamate cycle (upper panel). Western blot of GS protein in the liver
and muscle of these mice (lower right panel) (A). Liver and muscle glutamine (left panel) and
glutamate (right panel) levels in these mice. Both sexes were analyzed (B). From left to right:
H&E staining of paraffin-embedded serial sections obtained from the liver of these animals.
Original magnification, x200. Liver triglyceride (TG) content, plasma AST and ALT and urea
levels (C). Plasma glutamine and glutamate levels (D) and cholesterol and TG (E) were also
determined in these mice at the end of the study period. Glucose tolerance test was
performed i.p. on saline or MSO treated atherogenic diet-fed Apoe”™ mice. Blood glucose
concentrations were measured at the indicate time points. The glucose tolerance index was
calculated as the product of areas under glucose curves (F). Atherosclerotic lesion severity in
the aortic root of saline or MSO treated atherogenic diet-fed Apoe”™ mice (G). Experimental
outline. Apoe” mice were infected with the AAV-Gls25""NA or AAV-empty controls and fed an
atherogenic diet for 12 weeks (left panel). Western blot of GLS2 protein in the liver and
muscle of these mice (middle panel). GLS2 was also visualized by immunofluorescent
staining in the proximal aorta (right panel) (H). Tissue (l) and plasma (J) glutamine and
glutamate levels in these mice. Apoe”™ mice infected with the AAV-GIs2*""™A developed
coronary artery atherosclerosis as evidenced by representative H&E staining of paraffin-
embedded serial sections (8 out of 10 animals with >60% occluded) (K). Correlation between
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plasma GGR and lesion size in these mice (L). Experimental outline. Ldlr” and Ldlr"Gls2”
mice were fed an atherogenic diet for 12 weeks (left panel). Western blot of GLS2 protein in
the liver of these mice (right panel) (M). Tissue (N) and plasma (O) glutamine and glutamate
levels in these mice. Correlation between plasma GGR and lesion size in these mice (P).
Experimental outline. Apoe” and Apoe” Gls2”- mice were fed an atherogenic diet for 6 weeks
and divided in three groups: 1) mice were continued on atherogenic diet for an additional 2
weeks; 2) which mice were switched to chow for 2 weeks and 3) mice were switched to a
chow diet and orally supplemented with glutamine (3.5g/kg) for 2 weeks (Q). Plasma
cholesterol (R) and glutamine and glutamate (S) levels in these animals. The data are given
as the mean = s.e.m. of at least one independent experiment (n = 5 to 13 independent
animals). *P < 0.05 vs controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Figure S2
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Figure S2. Effects of defective hepatic glutaminolyis on whole-body and hepatic
metabolism. Respiratory quotient (RQ) measured by indirect calorimetry in atherogenic diet-
fed Apoe” mice infected with the AAV-GIs2°""N* or AAV-empty controls (A). Plasma insulin
levels were measured in atherogenic diet-fed Apoe” mice infected with the AAV-Gls25""N* or
AAV-empty controls (B). Paraffin-embedded serial sections obtained from the adipose tissue
of these mice. Representative H&E staining revealed similar cellularity (C). Schematic
representation of glycolysis and neoglucogenesis pathways (left panel) and RNAseq analysis
with focus on enzymatic regulators in the liver of Ldlr”Gis2” and Apoe” Gls2” mice and their
respective controls (right panel) (D). Plasma urea (E) and ALT (F) levels in Apoe” mice
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infected with the AAV-GIs2s""A or LdIr"Gls2” mice compared to respective controls.
Pathway-enrichment analysis of RNA-seq profiling in the liver of Ldlr”"Gls2” and Apoe” Gls2”
mice. Pathways highlighted in red and blue indicated significant up- or downregulation,
respectively (G). RNAseq analysis with focus on of genes involved in VLDL production and
hydrolysis (H). All values are mean + s.e.m. and are representative of at least one

independent experiment (n = 8 to 13 independent animals). P values were determined by
two-tailed Student’s t-test.
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Figure S3
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Figure S3. Characterization of myeloid cell homeostasis in Gis2-deficient mice.
Leukocyte population gating strategy (left) and percentage (right) measured by flow
cytometry from the blood of atherogenic diet-fed Apoe™ mice infected with the AAV-Gls2s"RNA
or AAV-empty controls (A). Representative FACS plots (left panel) and quantification (right
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panel) of latex+ monocytes that have infiltrated the aortic arch of these mice (B).
Representative sections of aortic plaques from atherogenic diet-fed Ldlr” and Ldlr"Gls2”
mice stained for Ki67 (C). Gating strategy of Kupffer cells measured by flow cytometry (D).
Plasma non-esterified fatty acid (NEFA) levels in atherogenic diet-fed Apoe” mice infected
with the AAV-GIs25""NA or AAV-empty controls before and after 12 hours fasting (E). RNAseq
analysis with focus on the previously identified hepatic energy-sensing signature governing
monocyte homeostasis (Jordan et al.,, 2019) in GIs2-deficient mice and controls on
atherogenic Ldlr” and Apoe” background (F). Quantification of myeloid cells in the bone
marrow (G) and spleen (H, left panel) of atherogenic diet-fed Apoe” mice infected with the
AAV-GIs2s"RNA or AAV-empty controls and in the spleen of atherogenic diet-fed Ldlr”~ and
LdIr"Gls2” mice (H, right panel). Bone marrow (BM) leukocyte analysis by flow cytometry in
Ldir” recipient mice transplanted with G/s2” or control BM at the end of the experiment (I).
The data are given as the mean + s.e.m. of at least one independent experiment (n =5 to 13
independent animals). *P < 0.05 vs controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
Principal component analysis from RNAseq analysis of resting and reparative (IL-4
treatment) control and GIs2” bone marrow-derived macrophages (J). Oxygen consumption
rate (OCR) measurements measured by Seahorse resting and reparative control and Gls2”
bone marrow-derived macrophages and after 4h glutamine (GIn) deprivation (K). CD206 and
CD301 expression by flow cytometry in these macrophages (L). The in vitro data are
representative of experiments of at least two biologically independent replicates.
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Ldir"GIs2” aortas (A). RNAseq analysis with focus on genes involved in extracellular matrix
composition (B), cellular markers (C) and KEGG glycan and glycosaminoglycan metabolism
(D) in the aorta of atherogenic diet-fed Ldlr” and Ldlr"Gls2”- mice. Alcian blue (upper panel)
and Collagen IV (CollV, lower panel) stainings in the proximal aorta of atherogenic diet-fed
Apoe” mice infected with the AAV-GIs2*"™* or AAV-empty controls. Original magnification,
%200 (E). Immunofluorescent staining and quantification of cross-linked proteins by N*-(y-.-
glutamyl)-_-lysine (81D4, upper panel) and polyglutamylation (GT335, lower panel) in the
atherosclerotic lesions of these mice. Original magnification, x200 (F). Verhoeff-Van Gieson
(VVG) staining and quantification of elastic lamina area (expressed as arbitrary unit, a.u) in
the proximal aorta of atherogenic diet-fed Apoe”™ mice infected with the AAV-GIs25"”NA or
AAV-empty controls. Original magnification, x200 (G). The data are given as the mean %
s.e.m. of at least one independent experiment (n = 5 independent animals). *P < 0.05 vs
controls, determined by two-tailed Student’s t-test.
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Figure S5
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Figure S5. Effects of modulating GLS activities on metabolic risk factors. Liver
glutamine (left panel) and glutamate (right panel) levels in atherogenic diet-fed Apoe” mice
infected with the AAV-GIs15""NA AAV-GIs2°'®* or AAV-empty controls (A). Muscle GGR in
these mice (B). Plasma TG (left panel) and cholesterol (right panel) in these mice (C).
Plasma ALT and urea levels (left panel) and blood monocyte counts (right panel) were also
determined in these animals (D). The data are given as the mean + s.e.m. of at least one
independent experiment (n = 5 independent animals). *P < 0.05 vs controls, determined by
two-tailed Student’s t-test.
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Material and Methods

KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Experimental Models : Organisms/Strains

ApoE’ mice Jackson Laboratory RRID'IMQIQZS)?\?('OO 2052
Gls2 " mice Taconic Biosciences TF1747
LdIr "~ mice Jackson laboratory 002207

RRID:IMSR_JAX:002207

Viral Vectors

SCAAV8-GLS1sRNA VectorBuilder VB211130-1096zhw
SCAAV8-GLS2MRNA VectorBuilder VB211130-1097vbk
SCAAV8-GLS2sMRNA VectorBuilder VB191129-2683sqgs
scAAV8-scramble VectorBuilder VB190708-1058bsm
Diet
Chow diet SAFE A04
Western diet Ssniff TD88137

Chemicals, peptides, recombinant proteins, kits

ALT kit Mindray ALT 0102
Antimycin Sigma A8674
AST kit Mindray ASTO0102
BD Pharm Lyse™ BD 555899
Blue Alcian Solution Sigma 1016470500
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma A7030
Cholesterol kit SOBIODA W1W635-50981
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Clodronate liposomes

Collagenase D

Cytokines (U-Plex metabolic
group 1 (ms) assay, SECTOR (1
PL)

D-(+)-Glucose
DAPI
Elastic Stain Kit
Eosin

FCCP

Fluoresbrite® YG Microspheres
1.00um

Glutamine/Glutamate-Glo™
Assay

Hematoxylin Solution
HRP substrate
IHC antigen retrieval solution
IL-4
ImmunoHisto Mount™
L-glutamine
L-Methionine sulfoximine
NEFA kit
Oil Red O
Oligomycin
PBS 1X

PFA 4%

Pierce BCA Protein assay kit

Liposoma

Sigma

Meso Scale Discovery

Sigma
Sigma
Abcam
Diapath
Sigma
Polysciences
Promega
Sigma
Sigma
Thermo Fisher Scientific
Peprotech
Sigma
Sigma
Sigma
Fujifilm Wako
Sigma
Sigma
FISHER SCIENTIFIC
VWR International

Fisher Scientific

C-010

11088882001

K152ACL-1

G7021

D9542

ab150667

C0363

C2920

17154-10

J8022

HHS32

WBKLS0500

00-4955-58

200-04

11161

G8540

M5379

W1W436-91995

00625

75351

14190169

9713.1000

23225
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protease inhibitor cocktail
RIPA Lysis Buffer, 10X
RNAprotect Tissue Reagent
RNeasy Mini Kit (50)
Rotenone
Tissue-Tek OCT Compound
Triglycerides FS kit

Tween-20

Ultra Sensitive Mouse Insulin
ELISA Kit

Urea kit

VECTASTAIN EL ABC

Alpha-Smooth Muscle Actin
Monoclonal Antibody (1A4)

Anti-CD68 (clone FA-11)
Anti-Collagen IV antibody
Anti-GLS2 antibody

Anti-Oxidized phospholipid [E06]

Anti-Polyglutamylation
Modification mAb (GT335)

BD Horizon™ CD8a V500

Brilliant Violet 421™ anti-mouse
CD64 (FcyRlI) Antibody

CD115 Antibody, anti-mouse, PE,
REAfinity

CD301 Ab AF488

CD31 (PECAM-1) Monoclonal
Antibody (390), eBioscience™

CD45-APC-Vio770 mouse

Sigma
Sigma
QIAGEN
QIAGEN
Sigma
Sakura
EUROBIO SCIENTIFIC
EUROMEDEX
CrystalChem
Mindray
EUROBIO SCIENTIFIC
Antibodies
Fisher Scientific
Bio-Rad
Abcam
Abcam
CLINISCIENCES
Coger
BD Biosciences
Biolegend
MILTENYI
BIO-RAD ABD SEROTEC
ThermoFisher

MILTENYI

P8340
20-188
76104
74104
R8875
4583
157109910021
2001-B
90080
URE0102

PK-4001

14-9760-82
RRID:AB_2572996

MCA1957
RRID:AB_322219

ab6586
RRID:AB_305584

ab150474
Ab02746-1.1

AG-20B-0020-C100

560776
RRID:AB_1937317

139309
RRID:AB_2562694

130-112-639
RRID:AB_2654553

MCA2392A488
RRID:AB_872011

14-0311-82
RRID:AB_467201

130-110-662
RRID:AB_2658231
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Cy™3 Goat Anti mouse

Jackson Immuno Research

115-165-003
RRID: AB_2338680

™ , , 111-166-003
Cy '3 Goat Anti rabbit Jackson Immuno Research RRID: AB_ 2338007
™ , 212-165-104
Cy' "3 Mouse Anti rat Jackson Immuno Research RRID: AB_2339211
. , 103206
FITC anti-mouse CD45R/B220 Biolegend RRID:AB_312991
. . e PA5-19462
Ki-67 Polyclonal Antibody ThermoScientific RRID:AB_10981523
Ne-(Y-L-Glutamyl)-L-Lysine
Isopeptide Antibody (81D4) Covalab e
Pacific Blue™ anti-mouse TCR 3 Biolegend 109226
chain Antibody 9 RRID:AB_1027649
PerCP anti-mouse Ly-6G/Ly-6C Biolegend 108426
(Gr-1) 9 RRID:AB_893557
PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD206 Bioleaend 141715
(MMR) 9 RRID:AB_2561991

Software, algorithm and material

BD FACSCantoll™ Flow

BD Biosciences

N.A.

Cytometer
FlowJo Tree Star N.A.
ImageJ NIH N.A.
Phantasus https://artyomovlab.wustl.edu NA.
/phantasus/
Prism8 GraphPad N.A.

Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA). Study participants, baseline measures,
cardiovascular events and carotid ultrasound imaging were as we previously described
(Shea et al., 2019).

Plasma glutamine-to-glutamate ratio (GGR) measurements. Commercially available kits
Glutamine/Glutamate-Glo™ Assay (Promega) were used in accordance with the
manufacturer’s instructions. These measurements were performed at Inserm in a completely
blinded fashion and data transmitted to the University of Washington for unblinding.

Statistical analysis. Cases, defined as participants who had an incident CVD event
between exams 1 and 5, were matched by age (5-year intervals) and sex to controls, defined
as those who did not have a CVD event (cohort 1). Controls were required to have at least as
much event-free follow-up time as cases. Similarly, cases with carotid plaque progression
were matched by the same factors to controls, defined as participants who did not have any
increase in carotid plaque score between MESA exams 1 and 5 (cohort 2). All CVD cases
were used. Conditional logistic regression models were used to examine the relationship
between plasma glutamine or glutamate levels and GGR and case-control status. A series of
staged models were used to control for potential confounders. Model 1 adjusted for age, sex,
race/ethnicity, body mass index, and study site. Model 2 additionally adjusted for diabetes
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mellitus, current smoking, total and HDL cholesterol, statin and antihypertensive medication
use, and systolic blood pressure. Model 3 additionally adjusted for pack-years of smoking,
alcohol use, intentional exercise, and Mediterranean diet score (Shea et al., 2019).

Mice. GIs2”" mice were generated by Taconic Biosciences (Cryopreserved-Tyre®) and have
been crossed to atherogenic Ldir~ (B6.129S7-LdIr™'"™) or Apoe” (B6.129P2-
ApoEtm1Unc/J) animals. For each experiment, co-housed littermate controls were used. For
each experiment, co-housed littermate male and female controls were used between eight
and fourteen weeks of age. Animal protocols were approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee of the French Ministry of Higher Education and Research and the
Mediterranean Center of Molecular Medicine (Inserm U1065) and were undertaken in
accordance with the European Guidelines for Care and Use of Experimental Animals.
Animals had free access to food (chow diet A04, Safe®) and water and were housed in a
controlled environment with a 12-hour light—dark cycle, constant temperature (21.7-22.8°C)
and relative humidity (50-60%). Water and cages were autoclaved. Cages were changed
once weekly, and the health status of the mice was monitored using a dirty bedding sentinel
program. Hyperlipidemia was induced by feeding the mice with an atherogenic diet (Western
diet, TD88137, Ssniff) for 6 to 12 weeks as indicated in the figure legends.

Treatments. Ultra-purified scAAV8 viruses used in this study (AAV-empty, AAV-Gls2shRNA,
AAV-Gls1shRNA, AAV-GIs20vex) were all from VectorBuilder Incorporation (IDs :
VB191129-2683sqs, VB211130-1097vbk, VB211130-1096zhw, VB190708-1058bsm).
Briefly, shRNA targeting the mouse GLS1 and GLS2 gene were created with the 48 bp
sequences ATACTGGACCTACCCTATTAT and
GTGGTCAAACTGCTTCAAGATCTCGAGATCTTGAAGCAGTTTGACCAC under the U6 promoter in a
dedicated scAAV vector. mMRNA expressing GLS2 after a CMV promoter was based on the
gene reference mGIs2[NM_001033264.3]. The viral vectors were i.p. injected at the dose of
3.10" GC per animal and incubated for 2 weeks before the beginning of experiments.
Scramble sequence was based on the 48 bp sequence
CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGG  targeting no  mouse or
human gene. Atherosclerosis was induced by feeding the mice with an atherogenic diet
(Western diet, TD88137, Ssniff) for 6 to 12 weeks as indicated in the figure legends. For the
glutamine supplementation (Sigma-G8540) experiment, mice were supplemented with
glutamine dissolved in their drinking water (3g/dL of drinking water). GS inhibition was
induced by methionine sulfoximine (Sigma-M5379) dissolved in sterile PBS and i.p. injected
every two days during 12 weeks at the dose of 20mg/kg

Bone marrow transplantation. Bone marrow transplantation was performed as previously
described (Merlin et al., 2021). Briefly, 12-week—old female Ldlr” recipient mice were
irradiated 16h before transplantation. Then, they were i.v. injected with 4.10° bone marrow
cells from GIs2” or GIs2** mice. Mice were then allowed to recover for five weeks before
feeding them fed an atherogenic diet (Western diet, TD88137, Ssniff) for 10 weeks.

Calorimetry. In vivo indirect open circuit calorimetry was performed in metabolic chambers
using the Labmaster system (TSE-Systems, Bad Homburg, Germany). The animals were
randomly and alternatively placed into experimental chambers at 25°C £ 1 with free access
to food and water. Constant airflow (0.5 I/min) was drawn through the chamber and
monitored by a mass-sensitive flowmeter. To calculate oxygen consumption (VO2), carbon
dioxide production (VCO2), and respiratory quotient (RQ: ratio of VCO2 to VO2), gas
concentrations were monitored at the inlet and outlet of the scaled chambers. Data were
collected after 24 hours of adaptation in acclimated singly housed mice.

Glucose tolerance test. Mice were fasted for 12 hours and then injected i.p. with D-Glucose

(29/kg body weight) Blood samples were collected at different times (0, 15, 30, 45, 90 and
120 min) by tail bleeding after injection. Blood glucose was measured with Optium Xceed
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Glucometer (Abbott). Graphical representations were generated and the area under the
curve for each animal was calculated using GraphPad Prism 8 software.

Monocyte labeling and tracking in vivo. Mononuclear cells were first transiently depleted
by i.v. injection of 200ul clodronate-loaded liposomes (Liposoma-C010) and 2 days later,
classical Ly6C" monocytes were labeled in vivo by retro-orbital i.v. injection of 1um
Fluoresbrite green fluorescent (YG) plain microspheres (17154-10, Polysciences Inc.),
diluted 1:4 in 150pl sterile PBS. Labelling efficiency (i.e, engulfment of latex beads) was
verified in peripheral monocytes by flow cytometry 1 day after labeling and 2 days later, mice
were sacrificed and the heart and aorta were perfused and isolated. Histological analysis of
proximal aortas was performed as described above in a blinded manner and the mean
number of latex” cells per section was determined. Nuclei were revealed with DAPI staining.
Aortic arches were subjected to enzymatic digestion with a mix of collagenases | and XI (450
and 125 U/mL, respectively) and prepared for flow cytometry analysis of latex™ cells per
aortic arch.

Blood leukocytes. Leukocytes were quantified from whole blood using a hematology cell
counter (Hemavet, Beckman Coulter). For identification of peripheral blood leukocytes, 100
uL of blood was collected into EDTA tubes before red blood cell lysis (BD Pharm Lyse; BD
Biosciences), filtration, and staining for 30 minutes on ice. Cells were stained with a cocktail
of antibodies against CD45, Ly6C/G, CD115, B220, TCR-B, and CD8 as previously
described (Merlin et al., 2021). Briefly, monocytes were identified as CD45°CD115",
neutrophils as CD45'CD115 Ly6C/G", B-lymphocytes as CD45'B220*, T-lymphocytes as
CD45'TCR-B* and further subdivided into CD4*, CD8", and CD8'Ly6C/G* subsets. The
following antibodies were used: CD45 APC-Cy7 conjugated (clone 30-F11, BD Biosciences),
CD11b Brillant Violet 510 conjugated (clone M1/70, BioLegend), CD115 PE conjugated
(clone AFS98, eBioscience), BD Horizon™ CD8a V500 (BD Biosciences, clone 53-6.7),
FITC anti-mouse CD45R/B220 (Biolegend, clone RA3-6B2), Pacific Blue™ anti-mouse TCR
B chain Antibody (Biolegend, clone H57-597), PerCP anti-Gr1 (Biolegend, clone RB6-8C5).

In vivo flow cytometry analysis. Cells were collected from bone marrow, spleen and liver.
Tissues were collected after cardiac PBS perfusion. Bone marrow leukocytes were harvested
by PBS lavage. Splenocytes were extracted by pressing spleens through a stainless-steel
grid. Liver and brain were cut in small piece and digested for 30min with HBSS medium
containing 1,5mg/mL collagenase D (Sigma-11088882001) at 37°C. Single-cell suspension
was submitted to red blood cell lysis, filtration, and centrifugation for 5min at 400 g. Cell
suspensions were stained with the appropriate antibodies for 30min on ice protected from
light. The following antibodies were used for macrophage flow cytometric analysis: Brilliant
Violet 421™ anti-mouse CD64 (FcyRlI) Antibody (MILTENY]I, clone X54-5/7.1), CD45-APC-
Vio770 mouse (MILTENYI, clone REA737), CD31 (PECAM-1) Monoclonal Antibody
eBioscience™ (ThermoFisher, clone 390), PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD206 (Biolegend,
clone C068C2). Cells were then washed, centrifuged and data were acquired on
BDFACSCanto flow cytometer. Data collection was performed using FACS DIVA software
and analysis was performed using FlowJo software (Tree Star) as described above.

Plasma biochemical parameters. Plasma multi-analyte profiing was performed using a
clinical chemistry analyzer (Mindray BS-240 Pro, BioSentec) with the following colorimetric
kits: alanine aminotransferase (ALT-0102), aspartate aminotransferase (AST0102), urea
(URE0102), all from Mindray.

Plasma cholesterol, triglyceride and NEFA content. Plasma cholesterol and triglyceride
content were measured with LabAssayTM Cholesterol (Sobioda), Triglycerides Reagent
(Diasys) and NEFA-KR kit (Fujifilm Wako) according to the manufacturer’s protocol.
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Cytokines level measurements. Cytokines levels were measured by U-Plex platform with
cytokines from U-Plex metabolic group 1 (ms) assay (MSD).

Glutamine/glutamate measurements. Tissues and plasma were harvested and a
commercially available Glutamine/Glutamate-GloTM Assay kit (Promega- J8022) was used
to measure glutamine and glutamate levels in accordance with the manufacturer’s
instructions.

Histology. Mice were sacrificed and tissues were excised and fixed in 4% paraformaldehyde
for paraffin sections. For cryostat sections, tissues were successively placed in 15% and
30% sucrose solution during 12h. 7um paraffin sections or 10um cryo-sections were
performed using a HM340E microtome (Microm Microtech, Francheville France) or Leica
CM3050S, respectively.

Immunofluorescence. Samples were blocked 1 hour in PBS containing 10% normal goat
serum. Then they were incubated with primary antibodies overnight at 4°C. The secondary
antibody was added at room temperature for 1 hour before revelation. Nuclei were revealed
with DAPI counterstaining (2ug/ml). Slides were covered with aqueous mounting medium
(Sigma-11161). Sections were observed the following day by fluorescent microscopy

Immunohistochemistry. Paraffin embedded sections were de-paraffinized and rehydrated
by washes in 100% xylene, 100% ethanol, 95% ethanol, 70% ethanol, 50% ethanol, water
and phosphate-buffered saline (PBS). Heat induced antigen retrieval solution was carried out
by IHC antigen retrieval solution (Thermo Fisher Scientific-00-4955-58) and then washed in
PBS. Sections were blocked for 1 hour in PBS containing 10% normal goat serum and
incubated with primary antibodies overnight at 4°C. The secondary biotinylated antibody was
added at room temperature for 1 hour.

Analysis of atherosclerotic plaque. Mice were sacrificed and slowly perfused with 10ml of
ice-cold PBS. The hearts and aortas were carefully excised. Some aorta samples were
stored in -80°C before further analysis or placed in PBS and dissected then stained with Oil
Red O (Sigma-00625) to evaluate plaque content. The hearts were either embedded in
paraffin to analyze tissue architecture in a H&E staining or in OCT compound (Sakura) and
stored at - 80°C before immunohisto or immunofluorescence analysis. 7um paraffin sections
or 10um cryo-sections of the aortic sinus were prepared. Colorations and antibodies used on
the plaque sections are the following ones: Alcian Blue solution (Sigma-1016470500), Elastic
Stain kit (Abcam-ab150667), anti-CD68 (Bio-Rad-MCA1957), anti-col IV (abcam-ab6586),
anti-E06 (clinisciences-Ab02746-1.1), GT335 (Coger- AG-20B-0020-C100), Anti-Ki67
(Thermoscientific-PA5-19462), 81D4 (00012721). Nuclei were revealed with DAPI
counterstaining (2 pyg mi™"). ImageJ was wused for immunofluorescence,
immunohistochemistry quantifications and lesion area calculations.

Western Blotting. Tissues stored at -80°C were lysed in RIPA buffer containing protease
inhibitors cocktail (Sigma-P8340) and homogenized before centrifugation at 20 000g for
10min at 4°C. Supernatants were sampled and later used for western blotting. Protein
content was evaluated using PierceTM BCA assay kit (ThermoFisher), denatured and
resolved on 10% SDS-PAGE gels. They were transferred onto nitrocellulose membrane
using a wet transfer system. Membranes were blocked in 5% (w/v) BSA in Tris- buffered
saline-Tween for one hour at room temperature. Membranes were then incubated with
primary antibody (anti GLS2 antibody, ab150474, abcam) followed by the appropriate
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody. Anti a-actin mAb (Santa Cruz) was
used as loading control. Proteins were detected by HRP substrate (Sigma- WBKLS0500).
Antibody validations were performed by suppliers and antibodies were used according to
manufacturer’s instructions.
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Cell culture. BM cells were harvested from mouse femur and tibia and differentiated in the
presence of recombinant mouse M-CSF (20 ng/ml; Miltenyi) in complete RPMI 1640 medium
(Corning) containing 10mM glucose, 2mM L-glutamine, 100U/ml of penicillin/streptomycin,
and 10% FBS for 7 days at 37°C and 5% CO2. At day 7 BMDMs were incubated overnight
with IL-4 (20ng/mL, Peprotech).

Seahorse extracellular flux analysis. For extracellular flux assay, 1 x 10° BMDMs were
plated in a Seahorse Bioscience culture plate. Cells were then incubated overnight with
different drugs and metabolites. OCR was measured by an XF96 Seahorse Extracellular Flux
Analyzer following the manufacturer's instruction. In the seahorse assay, cells were treated
with oligomycin (1uM), FCCP (1.5puM), rotenone (1uM) and antimycin A (0.1uM). ATP
production is measured after injection of oligomycin and calculated using the Seahorse XF
report generator. Each condition was performed in 3 replicates.

In vitro flow cytometry analysis. Cells were stained for 25 min at 4°C protected from light.
For flow cytometry analysis the following list of antibodies was used: CD206 PerCp-Cy5.5
conjugated (clone C068C2, BioLegend), CD301 FITC conjugated (clone ER-MP23, Bio-
Rad). Antibody validations were performed by suppliers and antibodies were used according
to manufacturer’s instructions. Cells were then washed, centrifuged and data were acquired
on BDFACSCanto flow cytometer. FSC/SSC gating was used to exclude dead cells and
debris followed by FSCA/FSCH to select singlets. Gating strategy for all viable cells have
been described in the manuscript. Data collection was performed using FACS DIVA software
and analysis was performed using FlowJo software (Tree Star).

RNAseq. Tissues were harvested and stored in -80°C in RNAprotect tissue reagent
(Qiagen). BMDMs were obtained by lavage as described above. Total RNA was extracted
with RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol and quality was
assessed by Nanodrop (Ozyme). Library constructions were conducted and sequenced at
BGI Hong Kong Company Limited using a DNBseq™ platform.

Integrated network analyses. Up and down regulated metabolic genes based on p values
calculated with Phantasus Network-based integration of metabolite and gene expression
datasets was conducted using Shiny Gam as previously described (Jha et al., 2015).,

Statistics. Data are expressed as mean+/- s.e.m. Statistical analysis was performed using a
2-tailed t test with GraphPad Prism software. A P value < 0.05 was considered as statistically
significant.

Data Availability. The data that support the findings of this study are available from the
corresponding author upon reasonable request. Raw and processed sequencing are
deposited to PubMed GEO under GSExxxx.
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Discussion

Comme nous 1’avons vu en introduction, la prévalence des maladies cardiovasculaires
et du syndrome métabolique ne cesse d’augmenter au cours de ces derniéres décennies malgré
les progrés diagnostiques et thérapeutiques développés. L’athérosclérose qui en est le
principal responsable reste un sujet d’étude encore complexe et de nouveaux axes de
recherche sont nécessaires afin d'enrayer le cercle vicieux qui se met en place chez les
patients. La glutamine ou plus largement les enzymes qui lui sont liées, semblent y jouer un
role non négligeable.

Notre étude est la premiére a démontrer I'implication de la glutaminase 2 dans la
prévention du développement des plaques d’athérosclérose. La derniere figure est une

représentation schématique des principaux résultats de ma thése (Figure 30).

1. Le role de la glutamine et du ratio glutamine/glutamate dans

P’athérosclérose

La glutamine est produite a plus de 90%, en dehors des périodes post-prandiales, grace
a la glutamine synthétase située principalement au niveau musculaire (Bott et al., 2015) En
situation normale, un apport extérieur n’est pas nécessaire car il est largement suppléé par la
synthése endogene. Lorsque des conditions extrémes physiques ou physiopathologiques
(exercice physique intense et prolongé, patients en réanimation, etc.) sont réunis, et qu’un état
catabolique se met en place, la consommation en glutamine des organes (foie, muscles,
intestins) est accrue et la synthése de novo n’est alors plus capable de pallier au manque de
glutamine. Un apport alimentaire devient donc nécessaire, c’est pourquoi on qualifie cette
glutamine d’acide aminé conditionnellement essentiel (Cruzat et al., 2018). Chez ’Homme, la
glutamine est quelquefois donnée en supplémentation mais son role n’est pas clairement
documenté et reste encore a ¢lucider (Cruzat et al., 2018). D’autre part, plusieurs études
montrent que cet acide aminé semble avoir des effets, qu’ils soient négatifs ou positifs, dans
le domaine des maladies cardiovasculaires et du syndrome métabolique (J. Chen et al., 2020;

Paynter et al., 2018).

L’¢tude américaine MESA regroupe plus de 6000 patients a risque cardiovasculaire

hommes et femmes provenant de différentes ethnies et suivis sur 10 ans. Durant cette
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décennie, leurs événements cardiovasculaires ainsi que la progression de leurs plaques ont été
répertoriés. Grace a notre collaboration avec le département de médecine de I'université de
Columbia, nous avons pu analyser en aveugle plus de 1500 échantillons plasmatiques
provenant de cette cohorte. Nous avons mesuré leurs taux circulants de glutamine et de
glutamate ainsi que le ratio entre ces 2 acides aminés circulants (GGR).

Notre étude a ainsi permis de montrer en premier lieu une corrélation inverse entre ce
GGR et la survenue d’AVC. Il semblerait que le taux de glutamate soit légerement plus élevé
chez ces patients a risque par rapport au groupe controle alors que le taux de glutamine
n’évolue pas. Cet effet confirme ainsi des études précédemment menées (Cheng et al., 2012;
Zheng et al., 2016). En ajustant nos données obtenues par un modéle de régression logistique
avec les principaux facteurs de risque cardiovasculaires (table S2, modele 2, ligne 5), la
corrélation négative du GGR évoquée ci-dessus avec la survenue des AVC est statistiquement
significative mais elle se perd lorsque 1’on prend en compte d’autres facteurs de risque
secondaires (table 1, mode¢le 3, ligne 6). Nous pouvons alors légitimement penser que
I’augmentation du glutamate peut influencer la survenue des AVC tout en modifiant les
facteurs de risque classiques ainsi que les caractéres phénotypiques qui y sont associés chez
ce groupe de patients. Au contraire, lorsque le GGR est augmenté dans la 2° cohorte, il est
corrélé positivement a la progression des plaques carotidiennes. En analysant plus
précisément ces dernicres données, on constate que méme si les taux des 2 acides aminés sont
abaissés, le niveau plasmatique de la glutamine reste tout de méme en exces par rapport a
celui du glutamate, reflétant probablement une perturbation des activités enzymatiques
responsable de sa synthése et de son hydrolyse.. Ainsi, ces observations indiquent que le
métabolisme de la glutamine est associ¢é d’une part a des complications cardiovasculaires
telles que les AVC en régulant les facteurs de risques traditionnels mais, qu’en amont, il est
associ¢ d’autre part a la progression de la plaque d’une maniére indépendante. Il est donc
concevable que le métabolisme de la glutamine soit un facteur de risque précoce de la
pathologie athéromateuse chez I’homme avant méme [D’apparition d’un événement
cardiovasculaire.

Ces résultats peuvent nous faire penser comme évoqué en introduction que 1’évolution
de I’athérosclérose et les complications qui s’en suivent, i.e. rupture et ischémies d’organes,
appellent & des mécanismes physiopathologiques distincts. L’équilibre entre synthése de
glutamine et glutaminolyse n’est nécessairement pas le méme au cours des différents stades

d’évolution des plaques. Il serait opportun d’en explorer le mécanisme de manicre plus
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approfondie au cours des prochaines années (i.e. modeles murins d’infarctus du myocarde ou

LAVC).

2. Lerole de la glutaminase 2 dans la prévention de I’athérosclérose

La glutamine est métabolisée en glutamate par le biais des glutaminases, GLS1 et
GLS2, et la réaction inverse est médiée par la GS. Bien que les voies métaboliques
qu’emprunte la glutamine soient assez bien documentées (DeBerardinis & Cheng, 2010), le
role de la glutaminolyse hépatique médié¢e par GLS2 et son implication dans le déséquilibre
des facteurs cardio-métaboliques doivent encore étre explorés.

Conformément aux études d’associations pangénomiques évoquées dans les parties
précédentes (Kettunen et al., 2012; Suhre et al., 2011), notre étude semble montrer que la
déficience en GLS2 entraine bien non seulement une augmentation des taux plasmatiques de
glutamine mais aussi une augmentation de ses taux tissulaires, ce qui n’avait pas été montré a
ce jour. En effet, la glutamine ne pouvant étre métabolisée en glutamate, cette dernicre
s’accumule au sein des organes et dans la circulation sanguine. En revanche, de maniere
surprenante, le taux de glutamate quant a lui ne baisse pas, ce qui signifierait qu’il existe des
voies métaboliques annexes destinées a compenser la perte de glutamate due a 1’inefficience
de la GLS2. Ceci est probablement la conséquence d’une augmentation du catabolisme
d’autres acides aminés utilisés afin de reconstituer la réserve de glutamate.

Par ailleurs I’inhibition de la GS que nous avons conduit par le biais d’une injection
chronique de MSO produit comme attendu I’effet inverse sur les taux tissulaires et circulants
de glutamine et de glutamate (Andersen et al., 2017).

Ainsi, dans des conditions ou I’organisme n’est pas en situation catabolique accrue, le
GGR plasmatique ou tissulaire, est bien modulé grace a 1’action enzymatique de la GLS2 ou
de la GS. Des lors, ce mécanisme permet de maintenir une certaine homéostasie nécessaire
aux cellules.

Grace a nos modeles murins d’athérosclérose, nous avons pu montrer pour la premicre
fois que le maintien de ’activité de la GLS2, mais pas celle de la GS, était impliquée dans la
prévention de I’athérosclérose en maintenant un GGR optimal tout en évitant une
accumulation excessive de glutamine, en situation normale, sous régime riche en graisse ou
avec supplémentation en glutamine.

Dans certaines conditions particuliéres, comme dans un organisme en situation

catabolique par exemple (diabéte de type 2, exercice physique intense, défaillance
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multiviscérale), des modifications de 1’activit¢é des enzymes métabolisant la glutamine
peuvent survenir. Ainsi, parmi les patients diabétiques de type 2, une diminution de
I’expression de la GS a été corrélée a ’augmentation du risque cardiovasculaire (Qi et al.,
2013). De méme, dans le tissu adipeux des personnes souffrant d’obésité une augmentation de
I’activité de la glutaminase a été évoquée (Ren et al.,, 2019). Chez la souris, des études
montrent une utilisation accrue de la glutamine dans des régions aortiques a risque de
développement d’athérosclérose (Merlin et al., 2021; Tavakoli et al., 2017). En obtenant une
déficience totale ou partielle de la GLS2 nous avons réussi a mimer ces conditions
particulieres et a en observer 1’effet sur le développement des plaques d’athérosclérose. Nous
avons pu noter les conséquences que les modifications de flux d’acides aminés engendrent sur
la paroi vasculaire. Ainsi, la déficience totale ou spécifiquement hépatique en GLS2 chez des
souris Ldlr’”- ou ApoE” entraine une augmentation de prés de 40 a 60% du volume des
plaques. Ce résultat nous indique bien que ’absence de glutaminolyse hépatique est alors
responsable a distance du développement de I’athérome. En revanche, notre modification de
I’activité de la GS n’a pas engendré de phénotype particulierement délétere et il n’y a aucune
influence remarquable sur le développement de I’athérosclérose. Une augmentation de
glutamate circulant a été décelée mais aucune modification n’est notable en ce qui concerne la
glutamine plasmatique alors méme que sa synthése au niveau musculaire est effondrée.
Précédemment dans 1’introduction, nous avons vu le rdle bivalent que peut tenir la
glutamine. En effet, la supplémentation en glutamine pourrait améliorer la récupération des
tissus musculaires apres un épisode ischémique sur maladie coronarienne (Durante, 2019) et
participerait a I’amélioration de certains parameétres cardiovasculaires chez les diabétiques
(Mansour et al., 2015). Cependant, dans d’autres conditions, cette supplémentation peut aussi
étre délétere (Durante, 2019). Il n’est alors pas évident de prédire 1’effet que cette
supplémentation peut induire car elle semble dépendre de I’état dans lequel se trouve
I’organisme lors de I’apport en glutamine, et surtout de 1’efficacité de sa glutaminolyse. Dans
notre modele d’étude de régression des plaques d’athérosclérose, nous avons soumis les
souris a régime riche en graisse puis a un régime normal. Aprés supplémentation en
glutamine, chez nos souris contréles, nous n’avons constat¢é aucune amélioration
phénotypique. En revanche, chez celles ayant perdu une activité de glutaminolyse normale
(déficience en GLS2), nous avons observé une augmentation drastique de glutamine
accompagnée d’un accroissement du volume des plaques de prés de 30%. Cela semble
confirmer une nouvelle fois le role essentiel de la GLS2 dans I’homéostasie de la glutamine et

la prévention du développement de 1’athérosclérose.
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Le foie a besoin de la glutaminolyse pour maintenir 1’homéostasie acido-basique
notamment via la production d’urée et participer au processus de néoglucogénese (Cruzat et
al., 2018; DeBerardinis & Cheng, 2010). Chez la souris, il a ét¢ démontré que la déficience en
GLS2 engendrait une perturbation de 1’homéostasie du glucose avec une baisse de la
glycémie dans des conditions de jeline sous régime normal (Miller et al.,, 2018). A la
différence de cette expérience réalisée en condition catabolique, notre étude n’a pas révélé de
perturbation du bilan glucidique ou acido-basique dans nos conditions non cataboliques
(souris sous fond athérogeéne et soumis a un régime riche en graisse). Ces facteurs ne
participent donc pas au rdle que joue la glutamine dans le développement des plaques.

Le cholestérol est un des acteurs clés de I’athérosclérose. C’est pourquoi la plupart des
thérapies employées visent a rétablir une homéostasie lipidique correcte chez les patients a
risque (National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel III),
2002). Par ailleurs, une étude a montré que 1’inhibition de 1’activité glutaminase de la GLSI
dans le foie conduisait a une transposition (switch) d’expression de cette dernicre vers le type
GLS2 ainsi qu’une amélioration de la stéatohépatite non alcoolique (NASH) induite dans des
modé¢les murins en modifiant leur métabolisme de sécrétion des VLDL (Simon et al., 2020).
Cependant, notre expérimentation n’a pas permis de mettre en évidence une quelconque
perturbation majeure dans I’homéostasie lipidique que ce soit d’un point de vue histologique
sur nos sections colorées et nos dosages tissulaires ou d’un point de vue transcriptionnel sur
nos analyses de séquencage ARN haut débit. Nous n’observons pas non plus de différence du
taux de cholestérol ni de triglycérides sur nos mesures plasmatiques. Les acteurs lipidiques
peuvent donc étre, eux aussi, exclus du réle que joue la glutamine dans le développement de
I’athérosclérose. Ce constat conforte nos résultats de 1’étude MESA évoquée précédemment
qui nous permettent de conclure que 1’exceés de glutamine par rapport au glutamate est un
facteur de risque indépendant dans I’évolution des plaques. Chez nos souris ApoE - et non
Ldlr -, nous observons tout de méme une légére augmentation du niveau des triglycérides
sanguins, motivé trés certainement par une baisse de 1’activité de la LPL retrouvée au niveau
transcriptionnel. Ces constatations peuvent expliquer en partie pourquoi la modulation d’une
activit¢ GLS1 ou GLS2 dans le foie comme évoqué plus haut entraine une modification du
métabolisme de sécrétion des VLDL. Cependant, au cours de notre derni¢re expérimentation,
nous avons induit une déficience partielle de 1’expression de GLS1 dans le foie de souris

ApoE”" soumis & un régime riche en graisse durant 12 semaines. Aucune différence, dans nos
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conditions expérimentales, n’a été constatée sur nos mesures plasmatiques ou d’un point de
vue histologique au niveau du foie sur nos section colorées a I’hématoxyline et a 1’éosine.

Durant une période de jeline courte et intermittente, il a été prouvé que les hépatocytes
via la voie métabolique AMPK-PPARa pouvait moduler I’inflammation en mobilisant les
monocytes (Jordan et al., 2019). Par ailleurs, lors d’études précédentes, I’augmentation de
glutamate plasmatique et donc la diminution du GGR a été corrélée a 1’élévation du nombre
de monocytes circulants (Ganda et al., 2013). Ainsi, nous avons voulu savoir si la déficience
en GLS2 de nos mode¢les murins d’athérosclérose induisait une modulation de la réponse
inflammatoire monocytaire durant un régime riche en graisse ou lors de périodes de jeline.
Sur les nombreuses analyses faites en cytométrie de flux et en immunofluorescence, il n’y a
pas de différence en termes de nombre de monocytes circulants ou infiltrés dans les plaques
entre les différents groupes, excepté une 1égére augmentation sous le fond ApoE™". Toutefois
ce dernier mod¢le pourrait constituer un biais car on sait que la mutation ApoE seule induit
déja une signature inflammatoire de base sans rapport avec une déficience de notre enzyme
cible.

Par ailleurs, nous savons que le déficit en GLSI au sein des macrophages induit une
perte de Iefficacité de 1’efférocytose conduisant a I’augmentation des plaques (Merlin et al.,
2021). Nous avons donc voulu vérifier s’il existait aussi un rdle intrinséque de GLS2 dans la
fonction des macrophages mais nous n’avons pu établir ce lien au cours de notre

expérimentation.

3. Une modification des flux d’acides aminés a I’origine d’un remodelage de

la matrice extracellulaire

La modulation du métabolisme de la glutamine peut conduire a des modifications
transcriptionnelles différentes aboutissant a un phénotype particulier. Elle peut par exemple
réguler ’angiogenése (Eelen et al., 2018), les fonctions cardiomyocytaires ou monocytaire,
modifier I’épigénétique des cellules (Merlin et al., 2021; Shen et al., 2021), ou encore
modifier les interactions cellules/matrice extracellulaire (Bertero et al., 2016). Nous avons
donc réalisé un séquengage ARN haut débit afin d’établir un profil transcriptionnel du foie et
des aortes de nos animaux déficients en GLS2. Il en résulte que de nombreux génes impliqués
dans le remodelage de la matrice extracellulaire et dans I’interaction des cellules avec cette
matrice s’en trouvent modifiés. Une des explications plausibles est que la déficience en

glutaminolyse induit une redistribution des flux d’acides aminés, entrainant des modifications
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transcriptionnelles. Il est clair, comme nous 1’avons vu plus haut que I’inhibition de la GLS2
entraine un exces de glutamine par rapport au glutamate. Cette glutamine va alors emprunter
d’autres voies et peut étre utilisée par ailleurs par la transglutaminase 2, dont I’augmentation
de Pactivité est mesurée chez nos souris apres quantification du marquage N°-(y-L-glutamyl)-
L-lysine sur coupe en immunofluorescence. La transglutaminase 2 est bien connue dans de
nombreuses maladies (e.g. la maladie cceliaque, les maladies neurodégénératives, la sclérose
en plaque) mais trés peu dans le domaine cardiovasculaire (Keillor & Johnson, 2021).
Néanmoins nous savons qu’elle est essentielle pour la liaison des protéines entre elles
(Deweid et al., 2020). Elle catalyse en effet la réaction de jonction entre des résidus
glutamines et des résidus lysines de chaines latérales de protéines distincts afin de former des
agglomérats. Elle participerait ainsi a I’intégrit¢ et au remodelage de la matrice
extracellulaire, ou encore a I’interaction des cellules avec cette matrice (Beninati et al., 2017;
S. Chen et al., 2022). Au niveau intracellulaire, de maniére intéressante, des études évoquent
son role dans la contraction et le tonus musculaires des vaisseaux (Penumatsa et al., 2014;
Watts et al., 2009) via le processus de sérotonylation (Farrelly et al., 2019). Cependant, son
implication dans I’athérosclérose reste controversée avec des hypothéses contradictoires quant
a son influence sur la taille des plaques (S. Chen et al., 2022; Keillor et al., 2015; Matlung et
al., 2012).

De méme, la glutamine en exces peut étre transformée en uridine diphosphate N-
acétylglucosamine permettant la syntheése de la majeure partie des glycosaminoglycanes de la
matrice extracellulaire et participant a la N-glycosylation des protéines. Cependant, la
coloration bleu alcian n’a pas permis d’identifier une différence majeure dans la production
de ces mucopolysaccharides. Pour autant, il n’est pas certain que la composition, la qualité et
la proportion de glycosaminoglycanes ne soit pas altérées.

L’inhibition de la glutaminolyse chez nos souris n’a pas entrainé de diminution de
glutamate comme attendu. Il y a donc un maintien de la réserve en glutamate par des voies
cataboliques impliquant d’autres acides aminés. Parmi eux, la proline peut constituer une des
sources importantes de la production en glutamate via le catabolisme des fibres de collagéne.
Notre marquage en collagene IV, constituant les membranes basales des cellules endothéliales
et des cellules musculaires supporte cette hypotheése.

Par ailleurs, nous avons remarqué une dégradation plus prononcée des fibres €lastiques
constituant la média des artéres chez nos souris déficientes en GLS2. Or, nous savons que
I’¢lastine des artéres de gros calibres comportent non seulement beaucoup de glycine et de

valine mais aussi de la proline et du glutamate (Adeva-Andany et al., 2021; Yu, 1971). On
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comprend donc qu’une modification des flux de ces 2 acides aminés induit par 1’inhibition de
la glutaminolyse peut altérer considérablement la production ou la qualité de ces fibres
¢lastiques.

De plus, on sait maintenant que des résidus glutamate peuvent étre attachés via le
processus de glutamylation aux microtubules des cellules grace aux TTLL. Ceci permet entre
autres de stabiliser les microtubules. Ce phénoméne s’accentue lorsque la matrice
extracellulaire est remodelée et se rigidifie (Torrino et al., 2021). De méme, la glutamylation
va permettre de stabiliser ’axonéme des cils, identifi€és comme protecteur du développement
de l’athérosclérose (Z.-M. Wang et al., 2021; Wloga et al., 2017). Dans nos modé¢les, nous
avons effectué¢ un marquage de cette glutamylation au sein des plaques et I’on note que cette
derniére est compromise par la faible disponibilité du glutamate et la réorganisation des flux
d’acides aminés.

L’environnement créé par tous ces changements entraine un stress oxydatif plus
important, une matrice extracellulaire qui se fragilise et engendre une perméabilité accrue aux
lipides et aux leucocytes circulants jouant un rdle clé¢ dans le développement de

I’athérosclérose.

167



GLS2 GLS2 **

glutamine LDL @
glutamate
utamine ]
gl @ glutamate ik
monocyte

glutamine I
glutamine glutamate
glutamine
4

©  Aspartate
ASNS '
1 C. Giutamine TGM2_  Polyméres de

Protéines
Asparagine

GFAT
.'_"'—'_'__—' ES? =
y ® \\ UDP-GlcNac

I

Tubuline -—J,-.— Glutamate ——]—" Proline
'\'\- ] y ’ . 4

=/

L

Fibres élastiques Collagéne IV Protéoglycanes / / ‘_-’(‘.'/' /
/ j ‘r.' Fibres élastigues  Collagéne IV Protéoglycanes
Remodelage de la matrice Matrice extracellulaire

Figure 30 : Schéma récapitulatif des effets du blocage de GLS2

Pour terminer, peu d’études se sont consacrées a |’effet d’'une surexpression de GLS2
dans les cellules (Martin-Rufian et al., 2014; S. Suzuki et al., 2010; Szeliga et al., 2014) et , la
plupart du temps , ces derniéres sont réalisées dans le domaine de la cancérologie. La
surexpression de GLS2 dans notre étude a mis en évidence une diminution de prés de 20% du
volume des plaques. En mesurant les taux de glutamine plasmatique et tissulaire, nous
constatons une diminution de cette derniére alors que le glutamate ne s’en trouve pas modifié.
L’activité de la transglutaminase 2 et la polyglutamylation s’en trouvent par ailleurs
également modifiées. Une fois encore, c’est bien la glutamine qui semble étre le moteur
principal de la modulation des plaques d’athérosclérose. La déficience hépatique en GLS1 ne

semble pas, quant a elle, entrainer de phénotype notable sur le plan cardiovasculaire.
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Conclusion

La glutaminolyse est une voie métabolique essentielle a la cellule. Elle possede de
multiples roles qui a ce jour ne sont pas précisément définis. Au cours de notre étude, nous
avons mis en lumiére la fonction de la GLS2 hépatique et I’impact de la régulation des flux
d’acides aminés dans I’athérosclérose.

Tout d’abord, nous avons pu établir une corrélation entre le ratio glutamine/glutamate et
la progression des plaques. Cependant, méme si dans nos mod¢les murins celui-ci est sous
controle de la glutaminase, il serait opportun de vérifier notre hypotheése chez I’humain en
¢tudiant les différents polymorphismes du géne GLS2 dans notre cohorte MESA pouvant
expliquer une variation de ce ratio.

En bloquant les principales voies d’utilisation de la glutamine et du glutamate, nous
avons pu observer des effets totalement différents sur le développement des plaques
d’athérosclérose. Alors que 1’activité de la GS ne semble pas avoir d’impact, la déficience en
GLS2 hépatique augmente le volume des Iésions. En revanche, la GLS1 n’a été que trés peu
¢tudiée dans ce contexte malgré sa fonction importante dans les macrophages des plaques. Il
serait intéressant d’envisager a I’avenir de moduler au cours d’une méme expérience les deux
types de glutaminase, comme cela a déja été fait dans le domaine de la cancérologie, afin de
regarder s’il peut exister un effet synergique sur les parois des vaisseaux.

La déficience de GLS2 hépatique dans notre modele engendre un remodelage a distance
de la matrice extracellulaire et une modification substantielle de la paroi vasculaire. Bien que
ce dernier point reste a approfondir, nous ne nous sommes pas intéressés en sus aux forces de
tension qui s’appliquent aux vaisseaux et aux modifications des paramétres cardiaques qui
pourraient potentiellement survenir (e.g. fraction d’¢jection systolique, hypertension,
hypertrophie ventriculaire).

Il est maintenant clair que 1’on ne peut attribuer a un seul acide aminé, i.e. la glutamine
ou le glutamate, la responsabilit¢ d’un événement cardiovasculaire. C’est au contraire
I’utilisation qu’en font les différentes enzymes et la redistribution des flux destinés a
compenser des voies métaboliques lors de conditions pathologiques qui va entrainer les effets
déléteres que I’on observe. A I’heure ou de nombreuses thérapies sont développées et visent
essentiellement la voie lipidique, la glutaminolyse pourrait étre une cible de choix dans les

années 4 venir.
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Macrophages are the dominant immune cell types in the adipose tissue, the liver or the aortic wall and they were
originally believed to mainly derived from monocytes to fuel tissue inflammation in cardiometabolic diseases.
However, over the last decade the identification of tissue resident macrophages (trMacs) from embryonic origin

in these metabolic tissues has provided a breakthrough in the field forcing to better comprehend macrophage
diversity during pathological states. Infiltrated monocyte-derived macrophages (moMacs), similar to trMacs,
adapt to the local metabolic environment that eventually shapes their functions. In this review, we will sum-
marize the emerging versatility of macrophages in cardiometabolic diseases with a focus in the control of adipose
tissue, liver and large vessels homeostasis.

1. Introduction

Cardiometabolic diseases (CMDs) remain the largest cause of death
worldwide. They are multifactorial diseases influenced by a number of
metabolic risk factors as well as immune cell activation, including
macrophages. Therefore, understanding the mechanistic role of macro-
phages has always been imperative in the cardiometabolic field in order
to uncover effective ways to reduce CMDs burden.

Macrophages are ubiquitously present across organs and play key
roles in both health and disease [1]|. Tissue-resident macrophages
(trMacs), that develop during embryonic or early postnatal stages, can
be distinguished from the macrophages that derived from monocytes
upon inflammation |1|. However, such classification is sometimes
oversimplified depending on the tissue and pathological state studied.
Macrophages are plastic cells that can adopt a wide range of phenotypes
depending on their environment. Indeed, the impact of tissue environ-
ment on resident macrophage heterogeneity in vivo has been previously
proposed (24| and has only recently been thoroughly documented |5,
1. Divergent gene expression landscapes across different trMacs clearly
support the idea of local macrophage plasticity at the steady state [5-7 .
However, the transcriptional and molecular basis underlying such di-
versity is still not fully understood, and we are only starting to better
appreciate the relationship between the tissue environment and trMac
phenotypes. In addition, during pathological states, macrophages,
whether they are tissue-resident or recruited monocyte-derived cells,

* Corresponding authors.

can also respond to additional stimuli that further imprint diversity on
macrophages. In metabolic tissues, the nutrient environment has
emerged as a driver of macrophage reprogramming during CMDs,
modulating their key effector functions. As a result, the maintenance of
tissue homeostasis may be perturbed depending on the pro- or
anti-resolutive functions macrophages adopt to face their environment.

In this review we will discuss recent progress regarding how
macrophage subsets and their plasticity impact on tissue function and
remodeling. These findings will be illustrated in the context of car-
diometabolic diseases, in which macrophage effector and metabolic
functions are exquisitely intertwined to face and adapt to their
environment.

2. Adipose tissue macrophages in obesity

The white adipose tissue (WAT) has a central role in metabolic
adaptation to nutritional cues because of its ability to store energy as
triglycerides. The unprecedented growth of obesity and metabolic dis-
ease worldwide associated with a low-grade inflammation has focused
attention on the immune cells that comprise the stroma vascular fraction
(SVF) of this dynamic endocrine organ |8 ). Indeed, the majority of the
pro-inflammatory cytokines produced in the obese adipose tissue are
secreted from the SVF, including adipose tissue macrophages (ATMs).
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2.1. Origin and diversity of adipose tissue macrophage subsets in obesity

At the steady state, a major trMac population closely associated with
the blood vasculature inhabit the visceral WAT (9], but their origin and
maintainance mode (monocyte input versus self-renewal) still remain
poorly defined. A study conducted in Xenopus laevis suggested adipose
trMacs were from embryonic origin and capable to self-renew by
proliferating locally [10] (Fig. 1). Nevertheless, while WAT trMacs have
been sparsely studied, ATMs as a whole have retained much attention
for the last two decades. The original observation of the recruitment and
infiltration of circulating monocytes into obese WAT, which exacerbates
the inflammatory burden, led to the hypothesis that ATMs originated
from bone marrow myelopoiesis [11-13] (Fig. 1). A recent study re-
ported that diet-induced obesity fueled tissue inflammation not only by
enhancing monocyte recruitment but also by triggering epigenetic
modulation and NLRP3-dependent activation of bone marrow (BM)
myeloid progenitors to promote monocyte production [14]. These
findings are most likely linked to the metabolic requirement of myelo-
poiesis [15,16] that not only provide intermediate metabolites necessary
to generate and modify epigenetic marks [17] but also to prime and
activate the NLRP3 inflammasome [18,19]. Thus, monocyte mobiliza-
tion and their recruitment to the obese WAT favors monocyte-derived
macrophages (moMacs) accumulation |20}, but trMacs contribution to
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Fig. 1. White adipose tissue macrophage heterogeneity in obesity. Under ho-
meostatic condition, adipose tissue resident macrophages are derived from
embryonic precursors and self-sustain by local proliferation. Monocytes that are
constantly generated in the bone marrow through myelopoiesis circulate in the
blood for immune surveillance. Upon high fat diet-induced obesity, the
expansion of the adipose tissue is associated with a remodeling of the macro-
phage landscape. Adipocyte hypertrophy is associated with local insulin-
resistance, uncontrolled lipolysis, local inflammation and increased cell death
that send signals to recruit circulating monocytes. The recruited monocytes
differentiate into macrophages (moMacs) and adapt their behavior to face the
local lipid-rich environment. They are primarily found close to dead adipocytes
in ‘crown-like structures’ (CLS).
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the ATM pool is still not well understood. Beside monocyte recruitment,
the ATM pool may also expand by proliferation [21]. Enhanced
expression of MCP-1 in obese adipose tissue is also a key driver of
monocyte recruitment as evidenced in Mcp1-deficient mice [22] as well
as in mice deficient for Ccr2 [20). Importantly, both Mcpl- and
Ccr2-deficient obese animals had improved insulin sensitivity and hep-
atosteatosis [20,22]. Similar improvements in insulin sensitivity were
observed after ablation of CD11c* myeloid cells (23] or after limiting
monocyte recruitment to adipose tissue in high-fat diet fed Irgam-defi-
cient mice [24]. Nevertheless, recent studies have challenged the cau-
sality of these associations by showing that high-fat diet-fed
Ccr2-deficient mice co-housed with their littermate controls did not
show improved insulin sensitivity despite reduced circulating mono-
cytes [25.26]. One potential explanation could be attributed to the role
of CCR2 in promoting infiltration of colonic pro-inflammatory macro-
phages upon high-fat diet feeding that perturbs intestinal permeability,
microbial antigen leakage and subsequent insulin sensitivity [27].
Overall, while ATMs are key drivers of obesity-induced metabolic al-
terations, their origin and function are still not fully understood.

2.2. Newly recruited adipose tissue macrophages and their zonation to
‘crown-like structures’ in obesity

An elevated ratio of pro-inflammatory macrophages to anti-
inflammatory/pro-resolving macrophages was originally described in
obese WAT, which could contribute to the pro-inflammatory milieu and
serve as a spatiotemporal signal to the accumulation of distinct ATM
subtypes [28,29], Intriguingly, ATMs surrounding dead adipocytes,
which form ‘crown-like structures’ (CLS), are thought to be a major
source of pro-inflammatory mediators [30-32] (Fig. 1). These observa-
tions contrast with in vitro experiments showing that clearance of
apoptotic debris by macrophages (i.e, efferocytosis) contributes to res-
olution of inflammation [33]. However, it could reflect the inefficiency
of macrophages to handle the large amount of lipids and other metab-
olites released by dying adipocytes in the obese WAT environment [34].
The frequency of adipocyte death in WAT increased from 0.1% at
baseline to 16% after 12 weeks of high-fat diet and coincided with
increased MCP-1 levels, a key driver of monocyte recruitment, and in-
sulin resistance [32]. Elevated IL-6 and IL-10 levels in CLS could also
contribute to ATM accumulation by increasing their proliferative po-
tential [35).

Single-cell RNA sequencing (scRNAseq) recently extended our ability
to better characterize immune cell diversity and uncover disease-
associated leukocyte subsets. Notably, scRNAseq was performed on
CD11b™ Ly-6C" ATMs before or after 12 weeks of diet-induced obesity
[36] as well as on CD45" immune cells in the SVF fraction of WAT after
6, 12 and 18 weeks of diet-induced obesity [37]. As expected, there was
a dramatic increase in the proportion of macrophages after high-fat diet
in these two studies | 26,37]. A CD9™ CD63" ATM subset accumulated in
CLS of high-fat diet-fed mice and was associated with a strong lipid
metabolism and phagocytosis transeriptomic signature, leading to their
designation as ‘lipid-associated macrophages’ (LAMs) [36.37] (Fig. 1).
LAMs were further characterized by the expression of ‘triggering re-
ceptor expressed on myeloid cells 2' (Trem2) and whole-body knockout
of this lipid receptor prevented the appearance of this ATM subset in
obesity and reduced the formation of CLS [37]. In addition, Trem2--
deficient mice exhibited massive adipocyte hypertrophy upon high-fat
diet feeding and exacerbated metabolic complications associated to
obesity [37]. The presence of TREM2" ATMs was also observed in
human visceral adipose tissue and correlated with body mass index
(BMI) [37]. A similar population of ‘phagocytic macrophages’ was
further increased following 2 weeks of caloric restriction post high-fat
diet feeding [38), supporting a role of these ATMs in clearing lipid
and adipocyte remnants to restore adipose tissue homeostasis. These
scRNAseq studies have paved the way to understand ATM biology and
we entered an exciting era that should pinpoint the relative contribution
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of each different subsets to WAT homeostasis.
2.3. Metabolic rewiring of adipose tissue macrophages in obesity

There is increasing evidence that ATMs can be re-programmed by
their environment, especially by the presence of metabolic stressors such
as saturated fatty acids (SFAs) [ 39]. SFAs may arise from the diet or from
uncontrolled adipose tissue lipolysis during obesity. While excessive
lipolysis could have a pro-inflammatory effect on ATMs, adipocyte
lipolysis is needed to avoid cell toxicity and death. Indeed, hormone
sensitive lipase (Hsl)- and adipose triglyceride lipase (Atgl)-deficient
mice, in which adipose tissue lipolysis is reduced, exhibited a dramatic
increase in CLS that was associated with increased adipocyte lipid
storage and death [ 30,401, Thus, since dying adipocytes are surrounded
by macrophages as mentioned above, one could speculate that dead
adipocytes clearance participates to macrophage lipid loading during
obesity. A recent study also identified that lipid-filled vesicles secreted
from adipocytes, which contain triglycerides, phospholipids and
cholesterol, were a dominant driver of ATM inflammation [41]. This
work highlights an early metabolic and inflammatory event involving
the paracrine communication between adipocytes and ATMs (Fig. 1).
This study complements recent and earlier works on the role of extra-
cellular vesicle or mitochondrial transfer as a mean of communication
between adipocytes and surrounding stromal cells [42 43]. Free fatty
acid released by adipocytes through lipolysis could also communicate at
distance with monocyte and alter their metabolic and inflammatory
activities during obesity as recently observed upon fasting [44] (Fig. 1).
Thus, different routes can be used by SFAs to reach ATMs.

The way macrophages handle and metabolize lipids has been
reviewed elsewhere | 45,46, and this is tightly coupled to a program of
lysosome biogenesis in obesity | 47]. A direct genetic evidence that lipid
handling by ATMs drives metabolic inflammation during obesity has
been provided by studying mice deficient for the fatty acid synthase
(Fasn) in macrophages [48]. This led to the attenuation of chronic
inflammation and limited macrophage accumulation in the obese adi-
pose tissue |4, Interestingly, inhibition of fatty acid synthesis impaired
membrane cholesterol order in ATMs, limiting their inflammatory
response | 45| most likely by interfering with Toll-like receptor 4 (TLR4)
ability to enter lipid raft [49]. In vitro, SFAs induced JNK activation and
inflammation were only effective in TLR4-primed macrophages [50].
Such priming altered cellular metabolism and membrane lipid compo-
sition, allowing cells to efficiently respond to SFAs [50]. This could
create a vicious cycle as TLR4 can enhance the toxicity of SFAs [51].
Consequently, mice lacking JNK signaling in macrophages were mark-
edly protected against diet-induced insulin resistance [52]. Altogether
these findings suggest a specificity of metabolic pathways that promote
macrophage lipid overload and the subsequent initiation of ATM
inflammation.

2.4. Emerging accessory function of ATMs in the control of thermogenesis

Apart from lipid storage, beige subcutaneous (scWAT) and brown
adipose (BAT) tissues can dissipate chemical energy as heat notably by
increasing uncoupling protein 1 (UCP1) activity [53]. Heat production
and energy burning in scWAT and BAT can be induced by the activation
of sympathetic neurons upon cold exposure (i.e, simulation of norepi-
nephrine release) or artificially by p3-adrenergic stimulation.
p3-adrenergic stimulation is associated with a strong remodeling of the
WAT immune landscape [54]. Intriguingly, compared to cold challenge,
f3-adrenergic stimulation is more effective at inducing UCP1 expression
in visceral WAT |55], where it is accompanied by a strong inflammatory
response and CLS formation [54], likely due to moMacs accumulation.
Although the physiological relevance is not fully understood, CLS for-
mation is associated with the release of lipid metabolites and other
chemoattractants that are required for WAT browning by potentiating
the proliferation and differentiation of adipose progenitors [56].
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Interestingly, adrenergic signals have also been reported to mobilize
hematopoietic progenitors from the bone marrow and favor myelopoi-
esis |57-59], The underlying mechanisms within the bone marrow niche
are complex but most likely involved a reduced interaction between
CXCL12 (SDF-1) and CCL2 and their respective receptors CXCR4 and
CCR2 expressed by monocytes [60,61]. However, whether these
mechanisms could contribute to moMacs accumulation and thermo-
genesis upon p3-adrenergic stimulation remains elusive (Fig. 2).
Regarding cold-induced thermogenesis, it remains unclear whether it
remodels the macrophage pool. At least, the requirement of monocyte
recruitment via CCR2 and alternative activation via IL-4Ra as potential
mechanisms leading to the biogenesis of thermogenic fat has been
debated |62-64|. Nevertheless, it was recently uncovered that a subset
of trMacs is tightly associated with the peripheral nervous system (65,
66, which could impact on nonshivering thermogenesis [67.68],
Mechanistically, these macrophages can regulate the sympathetic tone
by at least two independent mechanisms (Fig. 2). First, macrophage
expressing PlexinA4 can limit sympathetic tone-mediated BAT thermo-
genesis by repulsing Sema6A-expressing sympathetic axons to locally
control neuronal density [691. A recent report also suggested that
sympathetic neuron-associated macrophages can locally reduce
norepinephrine (NE) availability through its uptake and subsequent
degradation, which represents an alternative mechanism of

Fig. 2. Subcutaneous and brown adipose tissue macrophage heterogeneity in
thermogenesis. Macrophages control uncoupling protein 1 (UCP1)-dependent
heat production in subcutaneous and brown adipose tissue. The contribution of
tissue resident macrophages (trMacs) versus monocyte derived macrophages
(moMacs) remains ill defined. Nevertheless, thermogenic stimulation such as
cold exposure or p3-adrenergic activation support bone marrow myelopoiesis
and subsequent monocyte recruitment into thermogenic adipose depots. At
least, three functions of macrophages have been linked to nonshivering ther-
mogenesis. First, interactions between Vcaml on trMacs and integrin a4 on
adipocytes control UCP1-dependent thermogenesis. Second, trMacs associated
to peripheral nervous nerves can control the sympathetic tone by regulating
SEMA6A-PLXNA4 interactions and associated neuronal density or by uptaking
and degrading norepinephrine (NE) through SLC6A2 and MAOA, respectively.
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thermogenesis regulation [70]. Overall, macrophages could be har-
nessed to fuel adipose tissue thermogenesis, facilitating fat burning and
limiting obesity-associated comorbidities.

3. Liver macrophages in non-alcoholic fatty liver disease

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) encompasses two major
clinical phenotypes, non-alcoholic fatty liver (NAFL) and non-alcoholic
steatohepatitis (NASH). While NAFL has a limited impact on overall
health, progression to NASH and its evolution towards cirrhosis and
even hepatocellular carcinoma in some cases is life-threatening [71,72].
Steatosis, ballooning and inflammation, sometimes accompanied by
fibrosis, are the key features typifying the development of NASH. While
obesity contributes to NASH onset, NASH is now recognized as an in-
dependent risk factor for cardiovascular diseases. Thus, there is a strong
interplay between the 3 pathological states of cardiometabolic disease.

Hepatic injury during NASH is associated with the accumulation and
activation of immune cells, including macrophages. However, while
trMac inhabit the steady state liver, liver macrophage become more
diverse during disease, and we are only starting to better appreciate such
complexity and how this could impact on disease onset and progression.

3.1. Origins and roles of liver macrophage subsets during NASH

KCs are the liver trMac population located in hepatic sinusoids, at the
interface between the liver parenchyma and the blood circulation.
Recently, a second liver trMac subset, located in the liver capsule was
described [73]. While KCs develop during embryogenesis and maintain
in the adult independently from the circulating monocyte pool [74-78],
capsular Macs seem constantly replenished by monocytes [73] (Fig. 3).

Although embryonic KCs (emKCs) self-renew to maintain on the
long-term, they can be replaced by monocyte-derived cells following
their non-physiologic depletion [79-81]. Such monocyte-derived KCs
(moKCs) eventually adopt a phenotype very similar to their emKCs
counterparts | 79.81] (Fig. 3). EmKCs depletion studies allowed to probe
the sequence of moKCs generation and how liver stromal cells, espe-
cially liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) and hepatic stellate cells
(HSCs), provided the cues necessary for KC specification at the enhancer
and transcriptomic levels [80,82), Indeed, as an example, the Notch
ligand DLL4 produced by LSECs and HSCs [82] was critical to activate
the emKC lineage-determining factor LXRa |580], recently described to
control homeostatic emKC survival [831, and forge KC identity [80,82].

Upon hepatic injury, as occurring during NASH, circulating blood
monocytes are recruited to the liver parenchyma where they can
differentiate into macrophages and participate to the liver macrophage
pool (Fig. 3). We and others recently described liver macrophages di-
versity in mouse models of NASH [#4-861. Single cell RNAseq analysis
of liver leucocytes revealed distinct macrophages populations in NASH
[84,85]. First, it highlighted a population of KC with low Timd4
expression [#4 85), similar to the vast majority of moKCs generated
following emKCs depletion [80-82], suggesting moKCs were present
during NASH. We came to a similar observation by fate-mapping
monocytes and uncovering their participation to the KC pool during
NASH [86]. We also provided evidence that emKCs were enriched in
genes associated with lipotoxicity during NASH and were more prone to
cell death [86). Conversely, protecting emKCs from cell death limited
moKCs generation during NASH [86]. Such KC diversity was also
revealed by flow cytometry. Cell surface markers specific for KCs, such
as CLECAF, VSIG4, TIMD4 and CLEC2, were instrumental to isolate KCs
during NASH. Among those markers, we used CLEC2, the most rapidly
induced KC-specific marker during monocyte to moKC differentiation
[#1], which proved efficient to selectively identify emKCs but also and
above all moKCs in contrast to VSIG4, CLEC4 and TIMD4 |56 1. Overall,
CLEC2 better capture KCs in their diversity as compared to other clas-
sical KC markers. When compared at the transcriptional level, moKC
were more inflammatory than emKCs and did not acquire the full gene
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Fig. 3. Liver macrophage heterogeneity in non-alcoholic steatohepatitis
(NASH). Tissue resident Kuppfer cells of embryonic origin (emKCs) are located
in hepatic sinusoids while another population of capsular macrophages sur-
rounds the liver. Upon hepatic injury, a large number of circulating bone
marrow-derived monocytes enter the liver where they differentiate into
Kuppfer cells (moKCs). Their differentiation is supported in part by the Notch
ligand DLL4 secreted by sinusoidal endothelial cells (LSECs). The liver X re-
ceptor (LXRa) is critical to forge KC identity. As compared to moKCs, emKCs are
less inflammatory and have a better ability to facilitate hepatic triglyceride
storage as well as to limit hepatic injury. A subset of TREM2™ moMacs,
resembling to the lipid-associated macrophages (LAMs), also accumulates
during NASH.

spectrum associated with emKCs accessory functions, notably eryth-
rophagocytosis [ 26 ]. We also compared the functional impact of moKCs
versus emKCs on NASH initiation and observed that mice mostly car-
rying emKCs were limited in their ability to safely store hepatic tri-
glycerides, leading to increased liver injury (861 (Fig. 3). Thus, while
they replenished the KC pool, moKC are not as protective as their emKC
counterparts.

In addition, scRNAseq revealed that macrophages characterized by
the expression of Sppl, Itgax, Gpnmb, Cd9 and Trem2 (among other
markers), which resemble to the lipid-associated macrophages (LAMs)
described in obesity [37], accumulated during NASH (26,84 8587,
LAMs are derived from monocytes, dominate in number the inflamma-
tory infiltrate observed in steatohepatitis and were localized in
crown-like structures [26]. However, their impact on NASH, as a defi-
nite cell type, remains to be determined. Previous studies made use of
Cer2-deficient mice that lack monocyte-derived cells, including moKCs
and LAMs, and revealed these mice were protected from NASH [88].
Along these lines, cenicriviroc, a dual CCR2/CCRS inhibitor currently
under evaluation for the treatment of NASH in humans, was shown to
limit NASH development in mice and especially fibrosis [89-91]. In
addition, osteopontin (encoded by Sppl) has been shown to promote
NASH development and fibrosis [92.93]. However, since cholangiocytes
are the main source of osteopontin in the liver (94 and 20% of LAMs are
osteopontin positive at most [84], the functional impact of
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T.AMs-derived ostenpontin an NASH pathology and associated fibrosis
remains to be validated. By contrast, TREM2, one of the typical LAM
markers (Fig. 3), seems protective in diet-induced obesity [37], but also
liver diseases [95.96]. Thus, as LAMs can express genes known for their
opposite effect on NASH physiopathology, further study will be needed
to better appreciate how they impact on liver injury during NASH.

As mentioned above, CLEC2 was instrumental to identify KCs
whatever their origin and stage of differentiation [86]. CLEC2 was
further recognized as a marker allowing moKCs identification in their
very early differentiation phase [84], when they are very similar in
phenotype to LAMs. At this stage, depending on the gating strategy used,
part of moKCs can be found in the LAM gate. Along these lines, we re-
ported that moKCs, when compared to emKCs, were enriched in genes
used to define LAMs (Cd9, Itgax, Gpnmb) | 86 |. In addition, several LAMs
markers were also induced by emKCs, albeit to a lesser extent than
moKCs, during NASH [86 |. Thus, the LAM signature seems to encompass
diverse macrophage subsets during NASH and could be view as a met-
aflammation (“metabolic inflammation” [8]) signature.

3.2. Zonation of liver macrophages

In the steady state liver, KCs, which reside in liver sinusoids, were
shown to have a preferential tropism toward portal veins (PVs) rather
central veins [97]. KCs concentrate around PVs in response to a che-
mokine gradient depending on CXCL9, produced by LSECs, and its re-
ceptor CXCR3 on KCs [97]. Mechanistically, periportal CXCL9
expression depended on the gut microbiota and its sensing through
Myd88 signaling in LSECs [97].

Such proximity to the portal regions suggests KCs may have an
important role in the communication axis operating between the gut and
the liver. Indeed, KCs may impact on liver homeostasis by sensing and
responding to mediators and metabolites present in the portal circula-
tion and that eventually reach the liver. It was indeed previously re-
ported that KCs internalize bacteria-derived metabolites released in the
portal circulation 98], More recently microbiota-derived D-lactate was
shown to control KC ability to capture and kill blood-borne pathogens
[991. Finally, altering KCs tropism to portal regions impaired bacterial
clearance by the liver and the host ability to combat infection [97]. All
together, these studies highlighted the importance of
microbiota-derived signals in the control of KCs zonation and function,
which in turn were critical to efficiently clear bacteria and fight against
infection.

During NASH, moKCs were shown to localize to hepatic sinusoids,
similar to their emKCs counterparts. Whether KC subsets tropism to-
wards PVs and ability to capture and kill bacteria are altered in NASH
livers still remain to be evaluated. By contrast to KC subsets, monocyte-
derived LAMs were present in the parenchyma [84,85] and enriched in
regions of high desmin®™ HSC density [54]. This suggest LAMs are
involved in a crosstalk with HSCs that this might alter HSCs fibrogenic
functions and impact on liver fibrosis (Fig. 3). Thus, liver macrophage
subsets seem to occupy specific anatomical niches depending on their
origins and this might be crucial for their regulatory functions.

3.3. Metabolic regulation of liver macrophages

So far, little is known regarding the cellular metabolic features of KCs
during homeostasis and disease. LXRa was recently described as a key
transcription factor controlling both KC specification and survival at the
steady state and during NASH (80,83 85]. LXRa is a nuclear receptor
known to control lipid homeostasis in macrophages and its ligands
include oxysterols and desmosterol | 1001, Thus, in the lipid-rich envi-
ronment of the liver, cholesterol-derivatives sensing by LXRa is crucial
to maintain KCs survival and identity.

KCs are well known to efficiently break down old and damaged red
blood cells [101]. Iron is an essential component of erythrocytes that KC
must need to handle and safely metabolize for detoxification at the
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steady state. Interestingly, a transient popilation of moMacs that
resemble moKCs was shown to participate to red blood cells ingestion
after intravenous injection of senescent erythrocytes [102]. The differ-
entiation of this moKC subset depends on the antioxidant transeription
factor Nrf2 and expresses high level of the iron-regulated transporter
ferroportin 1 (FPN1, encoded by Slc40a1) that can recycle iron towards
hepatocytes [102]. Whether KC-mediated erythrophagocytosis impacts
NASH pathogenesis has not been studied yet.

Overall, our understanding of the cellular metabolic fluxes that
control KC maintainance and functions remain to be studied.

4. Macrophages in atherosclerosis

The pathogenesis of atherosclerosis begins with the accumulation
and retention of cholesterol derived from lipoproteins within the
vascular subendothelium [103]. This initiates a local inflammatory
response dominated by macrophages.

4.1. Origin of atherosclerotic plaque macrophage subsets in
atherosclerosis

The inflammatory response was originally restricted to macrophage
defective lipid handling or an imbalance between pro-inflammatory
“M1” macrophages and anti-inflammatory “M2” macrophages [100,
103-105]. Indeed, a key function of atherosclerotic plaque macrophages
(APMs) has been attributed to their ability to handle lipids and clear
apoptotic or even necrotic debris in a hypoxic and oxidative environ-
ment. Despite the ability of APMs to expand by in situ proliferation
[106], pioneer studies have also revealed the requirement of inflam-
matory monocyte infiltration into the vessel wall for the initiation and
progression of atherosclerosis [107-109], We and others also found that
atherogenic stimuli, such as hypercholesterolemia for instance, trig-
gered bone marrow myelopoiesis supporting the hypothesis that the
expansion of APMs in atherosclerosis partly originated from circulating
monocytes as reviewed elsewhere [100.105] (Fig. 4). Of note, in
humans, circulating monocytes have also been positively correlated
with cardiovascular events [ 110-113]. Thus, the APM pool may rely on
both trMacs expansion and moMacs infiltration. Overall, severe defi-
ciency of monocytes and macrophages in osteopetrotic (op/op) mice,
lacking the macrophage colony stimulating factor 1 (CSF1), led to pro-
tection  against  hypercholesterolemia-induced  atherosclerosis
[114-116]. Thus, clearing macrophages from the intimal space by
inducing their death could limit atherosclerotic plaque burden. How-
ever, induction of macrophage apoptosis at an early or late stage of
atherosclerosis development has revealed a more complex scenario
[117]. Indeed, while efficient clearance of dying macrophages through
efferocytosis at the early stage of the pathology is operative and limits
plaque development, macrophage death at later stages is deleterious as
efferocytosis become dysfunctional as plaques progress. Consistently, an
imbalance between macrophage apoptosis and efferocytosis has been
observed in advanced atherosclerosis lesions leading to secondary ne-
crosis and formation of necrotic core [118] (Fig. 4). Overall, macro-
phages with different origins support the development and progression
of the atherosclerotic plaque. However, in addition to their develop-
mental diversity, the atherosclerotic plaque environment may also
reprogram APMs and promote their functional diversity.

4.2. Diversity of atherosclerotic plaque macrophages in atherosclerosis

As recently summarized, scRNAseq and Cytometry by Time of Flight
(CyTOF) technologies have recently extended our ability to comprehend
immune cell diversity in atherosclerotic plaques [ 119]. Indeed, multiple
studies applied scRNAseq to CD45" immune cells isolated from human
plaque samples of endarterectomy patients [120] and to aortic cells
extracted from control and atherosclerotic mice [121-125] in the past
few years, Briefly, three APM subsets have been identified, considerably
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Fig. 4. Atherosclerotic plaque macrophage heterogeneity in atherosclerosis.
Hypercholesterolemia and modified low-density lipoprotein favor local and
peripheral inflammation in atherosclerosis. It triggers bone marrow myelopoi-
esis supporting the hypothesis that the expansion of atherosclerotic plaque
macrophages (APMs) partly originated from circulating monocytes. At least
three APM subsets have been identified but their origin and function remain
poorly understood. CD206" APMs could be tissue resident macrophages of
embryonic origin, similar to the LYVE1" APMs that resemble the tissue-resident
macrophages in close contact to blood vessels observed in other tissues. The
TREM2™ APM subset has been identified as the one becoming foam cells and is
expected to localize around the necrotic core where they may primarily exert
their phagocytic function. An increased number of macrophages has also been
identified in artery tertiary lymphoid organs (ATLOs) but their role remains to
be clarified.

changing the paradigm in the field. Despite the common use of the
mannose receptor (MRC1 or CD206) as a canonical marker of alterna-
tively activated anti-inflammatory macrophages, a CD206" APM subset
unexpectedly expressed some markers of inflammation. It is yet un-
known if this subset derived from recruited monocytes, which could
partly explain the inflammatory status. A resident LYVE1" APM subset
[126] was also identified and could reflect the population of macro-
phages in close contact to blood vessels found in several tissues [127],
which are specialized to detect and phagocytose invading pathogens.
Interestingly, similar to obese adipose tissue and fatty liver, a TREM2"
APM subset has been characterized as the one becoming foam cells (121,
124]. Thus, one could expect the localization of this subset to be in close
contact to the necrotic core, similar to their localization in the CLS of the
adipose tissue, in order to clear lipids and cell debris (Fig. 4). Further
investigation is now needed to decipher the developmental connection
between APM subsets, highlight their zonation and assigned them with
specific functions. Such work would uncover their potential roles in
tissue inflammation and repair, and eventually understand how they
participate to plaque remodeling.

4.3. Metabolic rewiring of efferocytosis in atherosclerosis

We and others have extensively reviewed the immunometabolic
regulation of macrophages, including during atherosclerosis, over the
last few years [100.128-132]. We will thus only briefly summarize the
recent and emerging role metabolism plays during efferocytosis and its
consequence on the disease. Impaired efferocytosis is thought to be a
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major mechanism driving plaque progression [ 133.134] and a process
requiring an exquisite metabolic adaptation to face the huge amounts of
excess cholesterol APM face in this context | 135,136/, Recently, a novel
solute carrier (SLC) program induced upon efferocytosis was shown to
support early glucose uptake and subsequent lactate release, influencing
surrounding cells [137] (Fig. 4). Consequently, specific deficiency of
Slc2al in macrophages, their main glucose transporter, increased
necrotic core area |!37.138]. Besides glycolysis, the requirement of
mitochondrial complex I1T and oxidative phosphorylation (OXPHOS) to
the resolution of inflammation post efferocytosis was also recently un-
covered [139] (Fig. 4). Interestingly, respiratory chain dysfunction was
previously linked to enhanced mitochondrial oxidative stress, and this
correlates with the progression of human and mouse atherosclerotic
lesions [140]. Defective macrophage uncoupling protein 2 (UCP2)-de-
pendent proton leaks following OXPHOS was also shown to be detri-
mental in atherosclerosis, in part by impairing efferocytosis [ 141-144],
We recently identified an upstream role of the lysosomal acid lipase
(LIPA) in hydrolyzing fatty acid and cholesterol during efferocytosis
[145]. This reprogramed the mitochondria for efficient OXPHOS and in
turn promoted continued clearance of apoptotic cells |145]. Consis-
tently, TFEB, the master regulator of the autophagy-lysosomal program,
protected against atherosclerosis in part by enhancing the degradative
capacity of macrophages | 146 ]. These findings highlight the importance
of the two major metabolic routes (i.e, glycolysis and fatty acid oxida-
tion) during efferocytosis and their impact on the metabolic inflamma-
tion observed in atherosclerosis. Importantly, metabolites released from
apoptotic cells can also participate to the metabolic rewiring observed
during efferocytosis [147). For instance, arginine derived from
apoptotic cells can be metabolized into the putrescine pathway to pre-
pare cytoskeletal rearrangement and favor continual efferocytosis
[148]. Although deficiency of myeloid Arginase 1 in mouse model of
atherosclerosis was not sufficient to affect plaque development, it clearly
limited plaque regression | 1 48,149], during which efferocytosis is likely
to play a leading role in clearing the intima space from cell debris. Thus,
different metabolic pathways control the APM efferocytic response,
highlighting their central immunometabolic role in atherosclerosis.

4.4. Adventitial macrophages as part of the atherosclerotic plaque
macrophage network

The progressive increase of macrophages, among other immune
cells, in the adventitia surrounding arteries contributes to the develop-
ment of organized artery tertiary lymphoid organs (ATLOs) as reviewed
elsewhere [150,151] (Fig. 4). The role of macrophages, arising from
both embryonic precursor and circulating monocytes after birth [152],
in these structures remains poorly understood. Inflammation could also
trigger the recruitment of myeloid cells to these structures [ 153,154, To
speculate about the role of ATLOs macrophages, we can make a parallel
with the fat-associated lymphoid clusters (FALCs) described in the adi-
pose tissue. In FALCs, monocyte-derived macrophages that express
TNFq may participate to the communication with stromal cells [155].
Among stromal cells, the immediate connective tissue coat contains
myofibroblasts, a loose network of extracellular matrix components,
small blood and lymph vessels as well as adrenergic nerve axons. Thus,
although ill defined, regulation of these adventitial constituents by im-
mune cells could support arterial wall homeostasis, neuronal sensing
and deliverance of nutrients and oxygen from small blood vessels to
medium- and large-sized arteries |156,157]. While the topic has not
been widely covered so far, it is expected to see an increase in studies
aimed at identifying the role of adventitial macrophages in the future.

5. Concluding remarks
Over the last decades, an explosion of fate-mapping approaches and

imaging modalities to assess the origin, zonation and behavior of mac-
rophages has provided new insights into the versatility of macrophages
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in metabolic tissues such as the adipose tissue, liver and arterial wall at
steady state or during cardiometabolic diseases. One of the common
denominators in cardiometabolic diseases is the defect in the macro-
phage capacity to limit ectopic lipid storage in metabolic tissues during
pathological states. However, challenges remain as to whether macro-
phage metabolic rewiring is causal to this defect. For instance, future
works will be required to delineate the critical ying and yang function of
the newly identified TREM2" moMac subset in cardiometabolic dis-
eases. Another important defective process in pathological metabolic
tissue is the defect in efferocytosis that limit the clearance of apoptotic
cells present in fatty tissues. One of the simple explanations could be that
handling of lipid deposition by macrophage could compete with their
efferocytic function. However, macrophages are known to eat something
bigger than their head |152]. Thus, understanding which macrophage
subset sense the nutritional or necrotic status of the disease tissues will
greatly benefit the development of new strategies aimed at targeting
specialized macrophage subset in cardiometabolic diseases.
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