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Les pathologies ischemiques

I. Ischémie tissulaire et régénération vasculaire

1.  Les pathologies ischémiques

a. Epidémiologie des maladies ischémiques

Selon le rapport de I’Organisation Mondiale de la Santé de 2008, les maladies
cardiovasculaires sont la premiére cause de mortalit¢ dans le monde et représentent 30% des
déces globaux. En France, elles tuent chaque année entre 150.000 et 180.000 personnes.
Parmi les nombreuses maladies cardiovasculaires, les deux pathologies ischémiques les plus
graves et fréquentes sont I’infarctus du myocarde et la maladie artérielle périphérique. Cette
derniere touche a elle seule environ 3% des hommes et 2% des femmes, et concerne plus de
800.000 patients en France. Malgré les traitements existants, 1’ischémie du membre inférieur
reste un véritable probléme de santé publique, réduisant la qualit¢ de vie des patients et
augmentant considérablement les risques d’événements cardiovasculaires majeurs. La
recherche actuelle tente ainsi d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour rétablir
une vascularisation adéquate et restaurer la fonction du tissu 1ésé. Ce travail de theése résume
les connaissances actuelles des mécanismes cellulaires et moléculaires qui régissent la
revascularisation post-ischémique, et expose les avancées faites en matiere de thérapie

cellulaire.
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b. Physiopathologie de I’ischémie du membre inférieur

La maladie artérielle périphérique se définit par 1’occlusion totale ou partielle d’une
artére située en périphérie de ’aorte, au niveau des membres inférieurs, supérieurs ou du
cerveau. La principale cause de cette pathologie est 1’athérosclérose qui se manifeste par

I’accumulation de lipides dans I’intima des artéres pouvant causer la formation d’un thrombus

et obstruer la circulation sanguine !. Toutefois, 1’ischémie du membre inférieur peut

¢galement résulter de bien d’autres facteurs comme dans le cas de la maladie de Buerger
thromboangiitisobliterans) ou la composante ethnique et le tabagisme jouent des roles
prépondérants 2.

La principale manifestation clinique de la maladie artérielle périphérique est la
claudication intermittente qui se défini par une douleur essentiellement localisée au niveau du
mollet, ressentie pendant la marche et qui s’estompe au repos. Malheureusement pour 25% de
ces patients, la sévérité des symptomes s’accentue doucement avec le temps. 10% d’entre eux
finissent par présenter une ischémie critique, stade auquel ils ressentent une douleur au repos
qui persiste pendant le sommeil et qui s’accompagne parfois d’ulcération ou de gangréne.
Dans 5% des cas, Sans aprés ’apparition des premiers symptomes, la gravité de la maladie est
telle qu’une nécrose et une perte tissulaire se développent, nécessitant alors 1’amputation du

membre L.

Etant essentiellement d’origine athéromateuse, les principaux facteurs de risques de la
maladie artérielle périphérique sont 1’dge (au dela de 40ans), le tabac, le diabete,
I’hyperlipidémie et I’hypertension. Du fait de ces facteurs aggravants, de leur athérosclérose
systémique et de leur haut risque d’événements cardiovasculaires ischémiques, ces patients
nécessitent un suivi médical pointu. Il existe d’ailleurs plusieurs traitements permettant de

limiter I’évolution de la pathologie.
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C. Traitements actuels de ’ischémie du membre inférieur

. Modification des facteurs de risque

Une des stratégies permettant de limiter 1’évolution de la pathologie est la
modification des facteurs de risque. L’arrét du tabac, par exemple limite la progression de
I’ischémie critique du membre inférieur et diminue les risques d’infarctus du myocarde et

d’événements vasculaires mortels 3.

Plusieurs essais cliniques ont également montré 1’effet bénéfique de la diminution du
taux de cholestérol chez les patients. En effet, les traiter avec des statines diminue non
seulement leur cholestérolémie, mais améliore également leur fonction endothéliale et

certains marqueurs de risque de [’athérosclérose comme I’inflammation “. Etant des

inhibiteurs de la HMG-CoA réductase, enzyme impliquée dans la voie de synthése du
cholestérol a partir de I’ Acetyl-CoA, les statines réduisent particuliérement la production de
cholestérol LDL et limitent ainsi le développement de la plaque d’athérome et donc
I’occlusion vasculaire.

L’étude clinique, menée par I’ Anti-platelet Trialist’s Colaboration sur plus de 100.000
patients a hauts risques d’occlusion vasculaire, a également montré que les antiplaquettaires
comme [’aspirine réduisent les risques d’infarctus du myocarde non fatal et d’accident

vasculaire cérébral > 6. En bloquant 1’agrégation plaquettaire, ces traitements limitent la

formation du thrombus, et donc 1’occlusion artérielle.

Des anticoagulants, pour la plupart des antagonistes de la vitamine K, sont également
utilisés comme traitement médicamenteux pour prévenir des risques de thrombose. En effet,
la vitamine K étant essentielle pour 1’activation des protéines de la coagulation, son inhibition

limite la formation du caillot sanguin.
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. Intervention chirurgicale

Lorsque la pathologie est plus avancée et que les traitements pharmacologiques ne
suffisent plus, une intervention chirurgicale devient nécessaire. Deux techniques sont
principalement utilisées par les chirurgiens vasculaires : I’angioplastie per cutanée, souvent

associée avec la pose d’un stent endovasculaire, et le pontage.

Artere lliaque

Artere Femorale
Profonde

Cathéter Plaque Stent fermé
Artere Femorale
Superficielle

PONTAGE s
FEMORO POPLITE

Stent ouvert Artere Poplite

aq
Ballon compressée

Artere Tibiale
Anterieure

Tronc Tibio Peronier

Figure 1: Angioplastie et Pontage

L’angioplastie per cutanée consiste en 1’introduction par la lumiere du vaisseau d’un
petit ballon jusqu’au lieu de l’occlusion ou il sera gonflé¢ plusieurs fois afin d’écraser
I’athérome et de dilater le vaisseau. Un stent, structure métallique maillée et tubulaire, peut
ensuite étre déposé en intra-luminal afin de maintenir la structure vasculaire et de limiter les
risques de resténose. La pose d’un stent offre de meilleurs résultats lorsqu’il s’agit d’un
vaisseau présentant une longue lésion de plus de 6¢cm, une occlusion totale et chronique ou

des calcifications 7. Malheureusement, dans 30% des cas une resténose survient malgré la
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présence du stent, notamment due a une prolifération cellulaire a I'intérieur du dispositif
métallique. De nouveaux stents, dits « actifs », contenant une substance médicamenteuse
antiproliférative telle que le nitinol sont actuellement utilisés mais restent encore a améliorer.

Le pontage consiste en ’implantation d’un nouveau vaisseau entre ’artére en amont
du vaisseau 1¢ésé et la partie en aval de la sténose. Ce « pont », qui a pour but de rétablir un
flux sanguin satisfaisant, se fait soit a 1’aide d’une partie de la veine saphéne directement
prélevé sur le patient, soit avec un vaisseau synthétique. D’apres 1’étude SYNTAX (Synergy
between percutaneous coronary intervention and cardiac surgery) cette technique chirurgicale,
pourtant plus ancienne et plus lourde que 1’angioplastie, présente de meilleurs résultats chez
des patients porteurs de 1ésions stables tritronculaires et/ou du tronc commun en dehors du
contexte de I’infarctus du myocarde.

Malgré les traitements pharmacologiques et chirurgicaux actuels, certains patients
doivent subir une amputation. Les dommages tissulaires étant directement liés a 1’étendue,
I’intensité¢ et la durée de I’ischémie, la revascularisation spontanée ou induite par des
traitements a une importance cruciale. La compréhension des mécanismes moléculaires et
cellulaires qui régissent la revascularisation post-ischémique, ainsi que la mise au point de

stratégies thérapeutiques pro-angiogéniques, représentent donc des enjeux majeurs.

2. Les différents processus de la revascularisation post-

ischémique

La complexité et la variabilité des structures vasculaires résultent de 1’intervention de
nombreux acteurs moléculaires et cellulaires qui interagissent ensemble au cours du

développement embryonnaire mais également a 1’dge I’adulte. On distingue quatre grands
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mécanismes qui permettent la formation et le remodelage d’un réseau vasculaire: la

vasculogengése, I’angiogenese, I’artériogenése et la collatérisation.

Angiogenése: Artériogenese : Collatérisation :
Formation d’un nouveau capillaire Formation d’une artériole a partir d’un Remodelage d’une artériole
a partir d’un vaisseau préexistant capillaire préexistant préexistante
Capillaire MEC Artériole IEL

Cellules endothéliales

activées CE  Péricyte
(Tip/Stalk cells)

~

-
.Péricyle
CE

o

CML C\F Péricyte

\

EEL

C-EPC
Péricyte
CE

Artériole Artériole

Vasculogeneése :
Formation d’un nouveau capillaire a

partir de cellules progénitrices
endothéliales

Figure 2: Mécanismes impliqués dans la revascularisation post-ischémique.

D’apres JS. Silvestre, B. Lévy et D. Smadja, 2012.

a. Vasculogenése

La vasculogenése consiste en la formation d’un réseau vasculaire de type capillaire
issu de la différenciation et de la prolifération de cellules progénitrices endothéliales. Les
parois sont ensuite consolidées grace au recrutement de progéniteurs de cellules murales.

Pendant de nombreuses années, la vasculogenese a été décrite uniquement dans le

développement embryonnaire et il était considéré que la formation de nouveaux vaisseaux a

-9 .
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I’age adulte ne dépendait que de la division des cellules endothéliales matures et endogenes. I1

est désormais établi que des progéniteurs endothéliaux contribuent a la revascularisation chez

I’adulte dans des contextes ischémiques, malins ou inflammatoires 8. L’utilisation de ces

cellules progénitrices endothéliales comme produit de thérapie cellulaire représente d’ailleurs

un espoir considérable pour traiter les pathologies ischémiques.

b. Angiogeneése

L’angiogenese correspond a I’extension de 1’arbre vasculaire a partir de vaisseaux
préexistants de type capillaire. Si ce mécanisme a lieu physiologiquement au cours du
développement embryonnaire, il se produit également lors de la croissance des tumeurs
malignes, de la dissémination métastatique et du développement de pathologies rétiniennes.

L’angiogenése peut se faire soit par intussusception, soit par bourgeonnement.

Tip cell

Basement
membrane A Pericyte
‘ W

a. Intussusception b. Spouting angiogenesis

Figure 3: Initiation de I’angiogen¢se par intussusception ou bourgeonnement.

D’apres Carmeliet, Nature, 201 1.

L’intussusception correspond a la séparation d’un capillaire en deux vaisseaux. Ce
mécanisme se déroule au sein de la lumicre vasculaire ou les cellules endothéliales opposées

face a face se mettent a établir des contacts entre elles, formant ainsi une scission
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longitudinale au sein du vaisseau. Les cellules endothéliales sécretent alors les molécules
essentielles a la formation d’une matrice extra cellulaire ainsi que des cytokines qui
permettent la croissance et la formation de deux nouveaux tubes vasculaires.

Le bourgeonnement se fait a partir de cellules endothéliales spécialisées, les Tip cells
qui initient et guident la formation du nouveau capillaire, et les Stalk cells qui proliférent,

migrent et constituent la nouvelle structure vasculaire.

c. Artériogenese

L’artériogenese correspond a la maturation de capillaires préexistants en vaisseaux de
plus gros calibres comme les artérioles. Si ce processus se produit physiologiquement au
cours du développement embryonnaire, on le retrouve également a 1’age adulte dans des
contextes pathologiques d’hypoxie, de modification du flux sanguin ou d’inflammation. Lors
de I’artériogenese, des péricytes et des cellules musculaires lisses matures sont recrutés, puis
proliférent et participent ainsi a la formation de la média, puis de 1’adventice du vaisseau. En
plus de leur role structural, ces cellules synthétisent des facteurs de croissance et les différents
composants de la matrice extracellulaire, favorisant ainsi [’épaississement de la paroi
vasculaire. Ces nouveaux vaisseaux de gros calibre se différencient ensuite selon leur
localisation et leur fonction; les propriétés contractiles des cellules musculaires lisses

n’apparaissant qu’au terme de la maturation.

d. Collatérisation

La collatérisation correspond au remodelage artériel, c’est-a-dire a la modification

structurale d’une artériole en réponse a un stimulus, tel qu’une perturbation du flux sanguin
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ou une inflammation. Le remodelage de ces artérioles préexistantes se fait le plus souvent par
une augmentation du diamétre du vaisseau et par un épaississement de la paroi. Dans la
majorité des cas, ce processus se produit afin de remodeler des artérioles en véritables artéres

de conductance pour davantage irriguer les tissus concernés.

3. Acteurs de la régénération vasculaire post-ischémique

a. Hypoxie et systeme HIF

Le principal acteur de la néogenése vasculaire est ’hypoxie tissulaire qui s’exprime
par la voie de signalisation dépendante des HIFs (Hypoxia-Inductible Factors), facteurs de
transcription qui modulent 1’expression d’un ensemble de geénes jouant un rdle dans la
revascularisation post-ischémique. Il existe deux types de HIF régulés par I’hypoxie, HIF-1 et
HIF-2, qui ont une expression variable selon le type cellulaire, présentent une sensibilité a
I’oxygene différente et ne ciblent pas tous les mémes genes °. HIF-1 semble étre le facteur de
transcription le plus dépendant de l'oxygeéne et le plus impliqué dans la régénération
vasculaire post-ischémique. Il est composé de deux sous-unités: HIF-1a, protéine
cytoplasmique instable dans des conditions normoxiques et HIF-1f3, molécule nucléaire qui
s’hétérodimérise avec HIF-la. En normoxie, HIF-1a est hydroxylé par les PHDs (Prolyl
Hydroxylases Domain proteins) puis reconnu par la protéine pVHL (Von Hippel Lindau
protein) qui va a son tour induire son ubiquitylation et donc sa dégradation par le protéosome

1011 12 En condition hypoxique, I’activité des PHDs est compromise et HIF-1a n’est plus

dégradé. Stabilis¢, HIF-lo. migre dans le noyau, se dimérise avec HIF-1f puis active
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I’expression de genes cibles en se liant a leurs régions HRE (Hypoxia-Responsive Element).
De fagon directe ou indirecte, HIF-1 active I’expression de nombreuses molécules pro-
angiogéniques telles que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et la eNOS
(endothéliale Nitric Oxyde Synthase). HIF-1 joue également un role dans le recrutement des
cellules progénitrices nécessaires a la vasculogenese en activant 1I’expression de chimiokines

telles que CXCL12. Enfin, HIF-1 contrdle la réaction inflammatoire en activant I’infiltration

et ’activation des cellules my¢loides via un mécanisme indépendant du VEGF .

De part ces multiples effets, la surexpression de HIF-1a représente une des voies
possibles de thérapie pro-angiogénique. En effet, I’injection d’adénovirus contenant HIF-1a.
augmente la collatérisation du rat diabétique présentant une ischémie du membre inférieur .
L’inhibition des PHDs, particulicrement de la PHD3, dans un modeéle murin d’ischémie du
membre inférieur améliore également la revascularisation post-ischémique en augmentant
I’expression de molécules pro-angiogéniques (VEGF, eNOS, CCL2) et le recrutement des

cellules inflammatoires °.

- 13 -



Acteurs de la réegénération vasculaire post-ischémique

HIFla HIF-la

T —

Figure 4: Activité de HIF-1a en condition normoxique ou hypoxique.

b. Facteurs de croissance

. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Au regard de la complexité des processus impliqués dans la revascularisation post-
ischémique, il est remarquable qu’un seul facteur de croissance, le VEGF, régule avec autant
de prédominance le mécanisme. Le VEGF a d’abord été identifi¢ comme étant un facteur de
perméabilité vasculaire sécrété par les cellules tumorales . Depuis, le VEGF s’est révélé étre
un excellent activateur de la prolifération, la migration et la survie des cellules endothéliales

lors de I’angiogenése.
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La famille des VEGFs comprend le VEGF-A, B, C, D, E, F et le PIGF (Placenta
Growth Factor). Le VEGF-A, souvent simplement désigné VEGF, est le membre de la famille
le plus impliqué dans la régénération vasculaire. Il a d’ailleurs ét¢ montré que I’injection
intra-artérielle de VEGF-A dans un modele d’ischémie du membre inférieur de lapin
augmente a la fois la quantité d’artérioles et de capillaires, montrant ainsi I’effet du VEGF sur
la collatérisation et I’angiogenese 7 8. Il existe plusieurs isoformes de VEGF-A avec des
propriétés et des actions différentes 1°. En effet, les VEGF g9 et VEGF06 ont une forte affinité
pour les héparan-sulfates et sont principalement séquestrés dans la matrice extracellulaire ; le
VEGF;; est exclusivement soluble ; et le VEGF¢s, la forme prédominante, existe sous forme
soluble ou li¢e a la matrice . Le VEGF peut se lier a trois récepteurs, VEGFR-1 (FIt-1),
VEGFR-2 (Flk-1) et VEGFR-3, et a deux co-récepteurs, NRP-1 et NRP-2 (Neuropilines).
L’interaction VEGF/VEGFR-3 est plutot associée a la lymphogenése alors que celle du

VEGF au VEGFR-1 ou au VEGFR-2 active de multiples voies de signalisation impliquées

dans la régénération des vaisseaux sanguins suite a une ischémie.

VEGF-A et VEGFR-2

Le role central du récepteur VEGFR-2 (Flk-1) dans la vasculogenése et
I’hématopoiése a été mis en évidence grice aux souris FIk-17dont les embryons meurent in
utero des les premiers jours du développement embryonnaire dii & des malformations des

vaisseaux et du sang 2!. L’équipe de Ferrara a montré que la signalisation VEGF/VEGFR-2

inhibe I’apoptose des cellules endothéliales en activant la voie PI3/Kinase AKT qui induit

I’expression de la protéine anti-apototique Bcl-2 2. Le VEGFR-2 est également le médiateur

principal des effets mitogénique, angiogénique et perméabilisant du VEGF. En tant que co-

récepteur du VEGFR-2, la neuropiline NRP-1 accentue les effets du VEGF : il a été montré
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qu’elle augmentait I’interaction entre le VEGF 45 et VEGFR-2 et donc 1’effet chimiotactique

médié par le VEGF 45 2.

Ty 1 ot
NORDE-1 : K ’VEGFR—2

‘ Prolifération Survie Migration  Perméabilité ,

ANGIOGENESE

Figure 5: Voie de signalisation induite par ’interaction VEGF/VEGFR-2.

PIGF, VEGF-B et VEGFR-1

Le role de VEGFR-1 (Flt-1) a également été mis en évidence par la création de souris
Flt-1 dont les embryons meurent in utéro dés les premiers jours du développement
embryonnaire. Cependant, cette 1étalit¢é serait due a une prolifération excessive des
angioblastes, montrant ainsi que, au moins pendant le développement embryonnaire, le
VEGFR-1 aurait un role de régulation négative du VEGF 24 1l a été proposé que, du fait de sa
faible réponse au VEGF-A, le VEGFR-1 serait un récepteur leurre qui séquestre le VEGF-A

et limite I’effet induit par I’interaction VEGF-A/VEGFR-2.
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Toutefois, activé par le PIGF ou le VEGF-B, le VEGR-1 semble favoriser la
revascularisation post-ischémique. Les souris invalidées pour le PIGF (Pgf™) ont un
développement normal mais présentent un défaut d’angiogenése et de collatérisation dans des
contextes pathologiques comme 1’ischémie. La transplantation de moelle osseuse normale
dans ces souris Pgf’™ étant suffisante pour restaurer leurs capacités de revascularisation post-
ischémique, il semble que le PIGF joue un réle dans la mobilisation des cellules médullaires,

essentielles pour la croissance vasculaire (cf chapitre II) 2. De plus, il a été montré que le

PIGF, via VEGFR-1, amplifiait D’effet pro-angiogénique de VEGF-A en induisant la

phosphorylation de VEGFR-2 et donc sa signalisation intracellulaire 2°.

L’interaction VEGF-B/VEGFR-1 active ¢également la revascularisation post-
ischémique. En effet, ’administration intramusculaire de plasmides contenant du VEGF-B
dans des souris ayant une ischémie du membre inférieur améliore la reperfusion de la patte
ischémique, et cet effet est aboli lorsque qu’un anticorps anti-VEGFR-1 est simultanément

injecté 7. Cependant, le mode d’action du VEGF-B reste encore mal défini. En effet, certaines

¢tudes montrent que le VEGF-B a un effet direct sur I’angiogenése en stimulant la croissance
et la migration des cellules endothéliales, alors que d’autres soutiennent 1’idée qu’il participe

essentiellement a la survie des cellules du vaisseau néoformé 28 2,

Si les effets pro-angiogéniques du VEGF-A chez I’animal sont bien déterminés, les essais
cliniques de phase II/III lancés chez I’homme afin de traiter diverses pathologies ischémiques
(artériopathies des membres inférieurs, maladie artérielle périphérique, maladie de Buerger) a
I’aide du VEGF-A sont trés décevants. Aucun résultat positif n’a été obtenu suite a I’injection
en intramusculaire d’adénovirus ou de plasmides contenant du VEGF2; ou VEGF¢s (essais

RAVE et GRONINGEN). Seule une étude en phase II (VEGF PVD) a montré un effet positif
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de I’injection d’une forte dose de VEGF¢s a I’aide d’un adénovirus sur une petite cohorte de

patients atteints de maladie vasculaire périphérique.

4 FGF (Fibroblast Growth Factor)

Les FGFs sont des facteurs pléiotropiques qui peuvent stimuler différents types
cellulaires dont les cellules endothéliales. Cette famille se compose de 22 membres dont le
FGF-1 (acide, FGFa) et le FGF-2 (basique, FGFb) qui sont les plus étudiés dans la
régénération vasculaire. Les FGFs activent leurs récepteurs de type tyrosine kinase, FGFR,
qui se dimérisent et déclenchent des voies de signalisation liées a I’angiogencse. De
nombreuses études in vitro ont montré que le FGFa et le FGFb activent la prolifération et la
migration des cellules endothéliales en stimulant leur transcription génétique. En effet, mises
en culture avec du FGFa ou FGFb, les cellules endothéliales sécrétent des molécules
spécialisées dans la dégradation (MMP-2, MMP-9) et la formation de la matrice
extracellulaire, et expriment a leur surface cellulaire des intégrines et cadhérines *.

In vivo, il a été montré que la surexpression par thérapie génique de FGFb dans un
modele murin d’ischémie critique périphérique améliore la revascularisation post-ischémique.
Toutefois, 1’action du FGFb semble indirectement et partiellement dépendre du VEGF
puisque [’utilisation d’anticorps anti-VEGF abolie son effet 3. De plus, des cellules
endothéliales invalidées pour la voie de signalisation au FGF ne répondent plus au VEGF et
présentent une diminution de ’expression de VEGFR-2. Le FGF stimule donc I’effet du
VEGF en activant, via la voie Erk1/2 I’expression de son récepteur VEGFR-2 2. Le FGFb
joue également un rdle dans la maturation des vaisseaux puisqu’il stimule 1’expression de
facteurs inflammatoires comme MCP-1 (CCL2) par les cellules mésenchymateuses non-

endothéliales telles que les cellules murales et les fibroblastes. La surexpression de CCL2 due
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au FGFb est d’ailleurs indépendante du VEGF et ne s’observe pas chez les cellules

endothéliales 2.

d PDGEF (Platelet-Derived Growth Factor)

La famille des PDGF comporte 4 membres (PDGF-A, B, C, D) qui physiologiquement
peuvent se présenter sous forme de dimeres (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB) et sont
connus pour leur role dans la maturation des vaisseaux.

En effet, les souris déficientes en PDGF-BB meurent in utéro suite a un défaut de

maturation du plexus capillaire primitif dont le recouvrement par les cellules murales est

compromis **. Il a de plus ét¢ montré que la sécrétion du PDGF-BB par les cellules

endothéliales permet le recrutement des péricytes exprimant le récepteur PDGFR-f 35. Un co-
traitement VEGF-A/PDGF-BB chez le lapin permet d’ailleurs de potentialiser la perfusion du
membre ischémique puisque, en plus de I’effet pro-angiogénique du VEGF-A, le PDGF-BB
promeut la collatérisation *. Le PDGF-BB semble ¢galement agir en synergie avec le FGFb
puisque leur co-injection dans un modele de rat ou de lapin d’ischémie du membre inférieur
favorise la stabilisation sur le long terme du réseau vasculaire néoformé et le FGFb stimule
I’expression des récepteurs aux PDGF-BB (PDGFR-a et PDGFR-b) ¥.

En plus de ce rdole dans la maturation des vaisseaux, le PDGF participe a la

régénération vasculaire en activant la production de collagéne par les fibroblastes et en

induisant le chimiotactisme des cellules inflammatoires et le recrutement des cellules

originaires de la moelle 3. En effet, le PDGF-CC, notamment, montre des capacités a

mobiliser les cellules médullaires, a stimuler leur migration et a induire leur différenciation en

cellules endothéliales ou cellules musculaires lisses .
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De part ses multiples roles dans la vasodilatation des vaisseaux, 1’activation du VEGF,
la migration et la prolifération des cellules endothéliales, le monoxyde d’azote (NO, Nitric
Oxyde) est un acteur central de la revascularisation post-ischémique. Il est produit a partir de
la L-arginine grace a trois NO-synthases (NOS) différentes : la NOS1 (NOS neuronal, nNOS),
produite constitutivement dans les tissus nerveux; la NOS2 (NOS inductible, iNOS)
exprimée uniquement en réponse a un stimulus souvent inflammatoire ; et la NOS3 (NOS
endothéliale, eNOS, constitutive NOS, cNOS) constitutive et présente exclusivement dans
I’endothélium. La eNOS, de part sa localisation, est celle dont le role dans la régénération
vasculaire a été le plus étudié.

Les travaux de 1’équipe de Isner ont montré qu’une augmentation de la production de
NO chez des rats ayant une ischémie induite du membre inférieur améliore la
revascularisation post-ischémique, alors que les souris eNOS™ présentent un défaut de

régénération 0. De plus, I’inhibition in vitro de la eNOS par le L-NAME bloque la migration
des cellules endothéliales ainsi que I’expression de I’intégrine avf3, essentielle pour leur
adhérence et donc pour leur survie .. D’autres travaux ont également montré que 1’effet pro-
angiogénique du VEGF passe par une augmentation de 1’expression de la eNOS des cellules
endothéliales 2. Le NO active également la production de VEGF et de FGFb par les cellules
endothéliales et musculaires lisses 3. D’ailleurs, la transfection par thérapie génique d’eNOS

dans la patte ischémique de rat augmente de taux de VEGF intramusculaire, et

I’administration d’un anticorps anti-VEGF abolie I’effet pro-angiogénique de ce traitement 4.

Enfin, le NO participe a la revascularisation post-ischémique en induisant la mobilisation des

cellules médullaires et en affectant leur potentiel régénérateur (voir chapitre 11.2.a.).
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d. Forces hémodynamiques

Les forces hémodynamiques correspondent aux contraintes mécaniques induites par la
pression et le flux sanguin (forces de cisaillement) sur la paroi vasculaire. Elles influent
essentiellement sur la collatérisation des artérioles préexistantes en induisant un

épaississement de la paroi du vaisseau et une augmentation de son diametre. La pression

module plutdt 1’épaisseur du vaisseau alors que les forces de cisaillements son diameétre 5.

L’augmentation des forces hémodynamiques en amont de 1’occlusion est percue par les
cellules endothéliales notamment grace aux intégrines de type avf3 qui font le lien entre la
matrice extracellulaire et le cytosquelette interne d’actine “6. Plusieurs molécules
extracellulaires sont capables de se lier et d’activer les intégrines qui, a leur tour, déclenchent
différentes voies de signalisation intra cytoplasmique. Parmi elles, la lactadhérine qui en se
liant aux intégrines avP3 et avfs, active la voie de signalisation dépendante de VEGF-

A/VEGFR-2 par phosphorylation d’Akt et promeut la revascularisation post-ischémique #.

Les forces de cisaillements exercées sur les cellules endothéliales activent également d’autres
voies de signalisation qui aboutissent a la production de molécules pro-artériogéniques
comme le NO, le VEGF et de molécules chimio-attractantes comme le CCL2.

Si les cellules endothéliales sont les premicres cellules directement touchées par ces
contraintes, les cellules musculaires lisses subissent également la pression exercée par le flux
sanguin et les étirements mécaniques. Ces forces hémodynamiques induisent la production de
MMPs par les cellules musculaires lisses et activent la voie anti-apoptotique NF-kb qui

permet leur survie et leur prolifération, favorisant ainsi I’épaississement et la dilatation du

vaisseau 48 49,

- 21 -



Acteurs de la régénération vasculaire post-ischémique

e. Micro-ARNs

. Biogenese des micro-ARNs

Les micro-ARNs (miR) sont des ARN monobrin non codant d’environ 22 nucléotides
qui inhibent I’expression d’ARNm spécifiques en se liant par complémentarité a leurs régions
3> UTR. De part leur role de répresseur post-transcriptionnel, ce sont d’excellents acteurs de
I’épigénétique. On estime que le génome humain code pour plus de 1000 micro-ARNS.
Certains micro-ARNSs sont intergéniques ou polycistroniques et sont donc situés dans la partie
non-codante entre deux genes. Cependant, la plupart des micro-ARNs semblent localisés au

niveau des introns des genes et sont donc sous le controle du promoteur du gene le contenant

%0, 1l n’est pas rare que le micro-ARN intronique module les mémes processus biologiques que

la protéine codée par son géne hote, révélant ainsi un systéme sophistiqué de controle négatif

ou d’amplification de la voie induite par la protéine transcrite °'.

Le geéne codant pour un micro-ARN est tout d’abord transcrit sous une forme
immature nommeée « Pri-miR » qui est ensuite clivée par la ARNase Drosha pour donner un
précurseur de 70 a 100 nucléotides, replié¢ en tige-boucle imparfaite : le « Pré-miR ». Ce
dernier est alors exporté vers le cytoplasme grace a I’Exportine 5 ou il sera clivé par Dicer
pour former le duplex « miR :miR* ». Le micro-ARN mature, monobrin, intégre finalement le
complexe protéique RISC (RNA-induced silencing complex) ou il restera stable et

indétectable par les ARNases.
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a. Biosynthése des micro-ARNs b. Coopérativité et redondance des micro-ARNs
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Figure 6: Biosynthése et mécanismes d’action des micro-ARNS.

D’apres van Rooij, Circulation Research, 2011 et Olson, Nature, 2011

. Mécanismes d’action des micro-ARNs

Les micro-ARNs stabilisés dans le complexe RISC inhibent la traduction d’ARNm
selon trois mécanismes distincts. Lorsqu’il y a une complémentarité parfaite entre le micro-
ARN et la région 3’UTR de I’ARNm, ce dernier est reconnu par des ARNases, dégradé et
aucune traduction de la protéine cible n’a lieu. Lorsqu’il y a une complémentarité imparfaite,
soit le micro-ARN inhibe 1’action du ribosome, diminuant ainsi la traduction de la protéine
cible ; soit le complexe micro-ARN/ARNm est reconnu par les P-Bodies, I’ARNm est alors
dégradé et la protéine non produite. Un micro-ARN n’ayant qu’un effet inhibiteur, son effet
dépend énormément de sa propre quantité. Si I’expression d’un micro-ARN diminue, cela

lIéve une inhibition, les ARNm cibles sont de nouveau traduits, des protéines synthétisées et
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un phénotype peut apparaitre. Un micro-ARN ayant plusieurs cibles, il peut inhiber toute une
cascade de signalisation et moduler un processus biologique entier, méme si cela semble le
plus souvent résulter de la coopération de plusieurs micro-ARNs. En fin, un micro-ARN peut

avoir un effet tampon en inhibant les molécules activatrices et inhibitrices d’un méme

processus L.

Etant donné le nombre de micro-ARNs et de leurs cibles qu’il reste a identifier et a
décortiquer, 1’é¢tude des micro-ARNs est un nouveau grand champ d’investigation pour la
compréhension et la régulation des mécanismes physiopathologiques. En particulier, les
micro-ARNs semblent jouer un rdle d’importance dans la formation et le remodelage

vasculaire.

. Micro-ARNSs et pathologies ischémiques

L’importance des micro-ARNs dans 1’angiogenése embryonnaire a ¢été mise en
évidence grace a la génération de souris Dicer’. En effet, les embryons homozygotes
meurent entre le 12.5 et le 14.5 jour de gestation, présentent une formation vasculaire trés

altérée et une expression de VEGF, Flt-1 et Tie-1 amoindrie 2. Depuis, différents micro-

ARNSs ont été ciblés et identifiés comme étant des modulateurs de la revascularisation post-
ischémique. Récemment, des micro-ARN assays ont permis de révéler que I’expression d’un
grand nombre de micro-ARNs était modulée par I’induction d’une ischémie du membre
inférieur chez la souris: I’expression des miR-21 et miR-92a par exemple est augmentée alors
que celle des miR-100 et miR-196a est diminuée. L’inhibition in vitro de miR-100 dans les
cellules endothéliales augmentent d’ailleurs leurs capacités de prolifération et de formation de

tube, via I’augmentation de I’expression de mTOR 3. L’équipe de Dimmeler a également

montré qu’une surexpression du miR-92a dans les cellules endothéliales bloquent leurs

capacités pro-angiogéniques in vitro et in vivo; et que l’injection systémique d’un
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antagomiR-92a chez des souris ayant une ischémie du membre inférieur améliorait la

croissance vasculaire et la régénération tissulaire >. Il semble que I’effet anti-angiogénique du

mir-92a passe par I’inhibition d’ARNm codant pour des facteurs pro-angiogéniques comme

I’intégrine a5 et la eNOS 54 Au contraire, le miR-126 a un effet pro-angiogénique.

L’injection unique et systémique de 1’antagomiR-126 dans un modele murin d’ischémie du
membre inférieur, altére 1’angiogenése mais pas [’artériogenese . Ce miR-126,
spécifiquement exprimé dans les cellules endothéliales, a également un réle protecteur de
I’athérosclérose qu’il exerce en stimulant le recrutement de cellules progénitrices via la
chimiokine CXCL12 %¢. Le miR-21, exprimé dans la grande majorité des tissus, aurait
¢galement un role pro-angiogénique puisque, dans un modele de cellules tumorales, il a été
montré qu’il inhibe PTEN, lui-méme inhibiteur partiel des voies AKT et ERK qui activent

HIF-1a et donc la production de facteurs pro-angiogéniques tel que le VEGF 7.

f. Systéme hormonal : Angiotensine 11

La revascularisation d’un tissu ischémique peut également &tre modulée par des
facteurs hormonaux comme [’angiotensine II. L’angiotensine II est issue du clivage de
I’angiotensine I par ’ECA (Enzyme de Conversion de I’ Angiotensine) et active deux types de
récepteurs : AT1 et AT2. Ce peptide est principalement connu pour son rdle dans la régulation
de la pression artérielle.

Cependant, il a été montré que 1’angiotensine II stimulait, via son récepteur AT1, la
vasoconstriction des artérioles et la régénération vasculaire. En effet, dans des conditions

normoxiques, des cellules musculaires lisses stimulées avec de 1’angiotensine II augmentent

leur expression de HIF-la et de VEGF 8. In vivo, I’injection d’angiotensine II dans un
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modéle murin d’ischémie du membre inféricur améliore la revascularisation du tissu 1ésé et

s’accompagne d’une augmentation de ’expression du VEGF *. De fagon intéressante, cet

effet pro-angiogénique est totalement aboli lorsqu’un inhibiteur du récepteur ATI ou un
neutralisant du VEGF-A est injecté en plus de 1’angiotensine II. L’angiotensine II a donc un
effet pro-angiogénique qui passe par son récepteur AT1 et la production de VEGF-A. Ce
peptide régule également le recrutement des cellules inflammatoires nécessaires a la
revascularisation post-ischémique via son récepteur AT1 puisque les souris AT17 recevant de

I’angiotensine Il ne présentent aucune infiltration de cellules mononuclées ni aucune
expression de CCL2 (CCL2) dans le muscle ischémique *. L’activation du récepteur AT2
semble au contraire avoir un effet anti-angiogénique. En effet, dans un contexte d’ischémie du
membre inférieur, les souris invalidées pour le récepteur AT2 (AT27") revascularisent
nettement mieux que les contrdles et présentent une augmentation de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2, corrélée avec une diminution du nombre de cellules apoptotiques dans le
tissu lés¢ . Malgré ces divergences, l’effet pro-angiogénique induit par AT1 semble
prédominant sur AT2 puisque D’injection systémique d’angiotensine II améliore la
revascularisation post-ischémique.

L’injection d’angiotensine Il a donc un effet pro-angiogénique et ’idée que les
inhibiteurs de ’ECA donnés aux patients hypertendus diminueraient 1’angiogenéese peut
paraitre évidente. Pourtant, des rats naturellement hypertendus traités avec un inhibiteur de

I’ECA augmentent leur densité capillaire ®. De plus, ’administration d’un inhibiteur de

’ECA a des souris ayant une ischémie périphérique induite conduit a une amélioration de la
Y

revascularisation et a une augmentation de 1’expression de la eNOS 2. En effet, si 'ECA

induit la formation de 1’angiotensine II, elle est également a I’origine de la dégradation de la

bradykinine. Or, les inhibiteurs de ’ECA n’ont aucun effet sur la revascularisation post-
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ischémique des souris invalidées pour le récepteur 2 a la bradykinine (B(2)") ©. La

bradykinine contribue donc certainement a 1’effet pro-angiogénique des inhibiteurs de ’ECA.
L’essai clinique OPTIMMAL (Optimal trial in myocardial infarction with angiotensin II
antagonist losartan) réalisé sur des patients ayant subi un infarctus du myocarde, a d’ailleurs
montré que le groupe de patients traités avec un inhibiteur de ’ECA (captopril) présentait une
mortalité totale bien plus faible que le groupe de patients traités avec un inhibiteur des

récepteurs AT1 de I’angiotensine II (losartan).

g. Inflammation

La mobilisation et le recrutement des cellules inflammatoires sur le site de 1’ischémie
sont essentiels pour la revascularisation (cf chapitre II. et III.). Pour résumer succinctement la
réaction inflammatoire qui suit 1’occlusion d’une artére, il a ét¢ montré que les premicres
cellules a arriver sur le site de I’ischémie sont les lymphocytes T CD8+. Ces cellules vont

alors permettre le recrutement des lymphocytes T CD4+ via leur sécrétion d’IL-16 %. Les

CD4+ modulent ensuite ’angiogenése et 1’artériogeneése en permettant 1’infiltration des
monocytes qui sécretent a leur tour de nombreux facteurs pro et anti-angiogéniques. Dans un
modele murin, dés le troisieme jour apres l’ischémie induite par ligature de 1’artére,
I’accumulation de monocytes est trés importante et diminue vers le 7°™ jour post-ischémie.
Les cellules NK (Natural Killer), les neutrophiles et les mastocytes jouent également un role
des les premiers jours qui suivent I’ischémie (cf chapitre I1. 1.)

La diversité des cellules inflammatoires mobilisées (cf chapitre II. 1.) et le nombre de
cytokines et de facteurs de croissance qu’elles sécrétent font de la réaction inflammatoire un
mécanisme complexe. En effet, les monocytes par exemple ont un effet pro-angiogénique et

pro-artériogénique post-ischémique nettement plus prononcé que les cellules dendritiques ou
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les macrophages 4. sDe plus, des facteurs pro-angiogéniques comme les interleukines IL-6 et

IL-1p sont sécrétés en méme temps que d’autres facteurs anti-angiogéniques tels que 1’IL-18
et 'IL-10.

En effet, I'IL-10 est une interleukine anti-inflammatoire et anti-angiogénique. Elle
inhibe le processus de revascularisation dans un modele murin d’ischémie du membre
inférieur en régulant négativement la production de métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9) et

de VEGF © €2,

IL-18 a également un role anti-angiogénique. L’injection d’un inhibiteur de I’'IL-18
(IL-18 Binding Protein, IL-18BP) dans la patte ischémique de souris stimule la régénération
vasculaire en association avec une activation de la voie VEGF/AKT et une augmentation de la
mobilisation et de la différenciation de cellules progénitrices endothéliales originaires de la

moelle .

L’IL-1B, sécrétée par certains leukocytes comme les monocytes/macrophages, possede
une forte activité pro-angiogénique. Les souris IL-1f”" ayant une ischémie périphérique
présente une revascularisation amoindrie due a une diminution du recrutement de cellules

progénitrices endothéliales et de I’expression de HIF-1a, VEGF, VEGFR-2 et de VCAM-1 ¢.

Ainsi, la balance entre la quantité de cellules et le nombre de facteurs pro et anti-
angiogéniques régit I’effet délétere ou bénéfique de I’inflammation sur la revascularisation
post-ischémique.

Les processus impliqués dans la revascularisation post-ischémique nécessitent la
présence de cellules inflammatoires, qui sont mobilisées depuis la moelle osseuse vers la
circulation sanguine, puis recrutées sur le site de I’ischémie. Cependant, depuis la découverte
en 1997 par Asahara de progéniteurs endothéliaux dans le sang de patients atteints d’ischémie

périphérique, nous savons que des progéniteurs vasculaires sont également mobilisés depuis
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la moelle, puis recrutés dans le tissu 1ésé et participent a la vasculogenése post-ischémique (cf
chapitre IV).

Méme s’il a récemment ét¢ montré que les cellules progénitrices et les cellules
inflammatoires ne proviennent pas exclusivement de la moelle osseuse, ce travail de these se
concentre essentiellement sur les mécanismes de mobilisation et de recrutement des cellules

médullaires.

Collatéralisation

Figure 7: Les différentes étapes de la réaction inflammatoire suite a I’occlusion d’un vaisseau.

1. Arrivée des lymphocytes T CD8+ et sécrétion d’IL-16. 2. Recrutement des lymphocytes T CD4+ par I’IL-16.

3. Recrutement des monocytes/macrophages facilité par les lymphocytes T.
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II. Mobilisation des cellules médullaires

1.  Les différents types cellulaires mobilisés

Suite a I’occlusion d’un vaisseau, un grand nombre de cellules originaires de la moelle
osseuse sont mobilisées dans la circulation sanguine, puis recrutées sur le site de 1’ischémie.
Ces cellules médullaires dérivent de progéniteurs communs que l’on peut grossi¢rement
diviser en deux grandes catégories :les cellules souches hématopoiétiques(CSH) et les cellules
souches mésenchymateuses (CSM). Ces deux types de cellules souches adultes sont
multipotentes, c’est-a-dire capables de se renouveler et de se différencier en plusieurs types
cellulaires.

Les CSH sont caractérisées chez la souris par les marqueurs [CD34+ cKit+ Scal+ Lin-
CDA45-]. Elles sont a I’origine de la lignée myéloide et de la lignée lymphocytaire. Les
progéniteurs communs myéloides donnent les cellules érythropoiétiques (megakaryocytes,
erythrocytes), les granulocytes (basophiles, neutrophiles, eosinophiles, monocytes) et les
mastocytes. Les progéniteurs communs lymphocytaires donnent naissance aux cellules NK et
aux lymphocytes T et B.

Les CSM originaires de la moelle sont caractérisées par les marqueurs [CD166+
CD105+ CD90+ CD34- CD45- cKit-]. Elles sont capables de se différencier en un grand
nombre de cellules matures telles que les ostéocytes, chondrocytes, astrocytes, adipocytes,

cellules stromales, fibroblastes et myocytes.
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Figure 8: Lignées cellulaires hématopoiétique et mésenchymateuse.

a.

Cellules myéloides

Les principales cellules myé¢loides étudiées dans la revascularisation post-ischémique

sont les monocytes, les neutrophiles et les mastocytes.

Monocytes et macrophages

Les monocytes et macrophages sont des cellules inflammatoires ayant des propriétés

de phagocytose. Les macrophages résultent de la différenciation de monocytes dans le tissu.

Plusieurs études menées par 1’équipe de Schaper ont montré que les monocytes sont recrutés

dans le tissu ischémique grace a l’interaction entre leur récepteur CCR2 et la chimiokine

CCL2 (CCL2), qu’ils stimulent I’artériogenése et la collatérisation en sécrétant des facteurs

de croissance (VEGF), des cytokines et des métalloprotéinases (MMP-9) 8 ¢ 70 Tls ont

¢galement mis en évidence une corrélation entre le nombre de monocytes circulants et
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I’étendue de la collatérisation post-ischémique chez le lapin ayant I’artére fémorale ligaturée,

montrant ainsi le rdle déterminant de ces cellules dans le remodelage vasculaire .

Les monocytes murins comprennent au moins deux sous groupes phénotypiquement
différents : les [Ly6C™ 7/4™ CCR2" CX3CR1"] dits « Ly6C™ » et les [Ly6C" 7/4" CCR2"
CX3CR1"] dits « Ly6C" » qui correspondent respectivement chez I’homme aux monocytes

[CD14" CD167] et [CD14"° CD16'] 7. Dans un modéle murin, les deux types de monocytes

sont mobilisés dans la circulation sanguine apres ligature de 1’artére fémorale via la voie de
signalisation CCL2/CCR2. Les Ly6C" sont majoritairement présents dans le tissu 1ésé dés le
3éme

jour aprés I’ischémie alors que les Ly6C" sont plutdt recrutés & la fin de la phase

inflammatoire aigiie, vers le 5°"/7°" jour 72. Une fois dans le tissu ischémique, ces deux

sous-types cellulaires ont les mémes capacités de phagocytose, mais les Ly6G™ sécrétent
essentiellement des protéinases alors que les Ly6C" du VEGF. 1l a donc été suggéré que les
Ly6C°représentaient le sous groupe de monocytes pro-angiogéniques. Cependant, le role du
VEGF d’origine my¢loide dans 1’angiogenése reste trés controvers¢ et mal compris.
D’ailleurs, seule linjection en intraveineux de Ly6C™- et non de Ly6C"- induit une

amélioration de la revascularisation post-ischémique 72

. Neutrophiles
Les neutrophiles sont des leucocytes polymorphonucléaires caractérisés parmi les
cellules mononuclées par les marqueurs [Ly6G+ CDI11b-]. Méme si ces cellules

inflammatoires sont les premiéres a étre recrutées sur le lieu de I’ischémie, elles ont un rdle

délétere pour la régénération vasculaire 7. Dans un mod¢le d’ischémie du membre inférieur

chez le rat, ajouter des leucocytes polymorphonucléaires a des cellules mononuclées de sang

périphérique (PB-MNCs) et plaquettes, atténuent 1’effet pro-angiogénique induit par les PB-
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MNC:s et plaquettes. Cet effet anti-angiogénique proviendrait de 1’¢lastase qu’elles sécrétent 74.
De plus, les neutrophiles sont capables de libérer d’importantes quantités de dérivés réactifs
de I'oxygéne (ROS) qui, a forte concentration, ont un effet délétére direct sur les cellules

endothéliales et limitent donc la revascularisation post-ischémique 7.

° Mastocytes

Les mastocytes sont des cellules qui ne se différencient qu’une fois infiltrées dans le
tissu cible et qui se caractérisent a I’aide des marqueurs [FceRIa+, cKit+, CD34-]. Ce sont
des cellules immunitaires bien connues pour leur role dans les réactions d’hypersensibilité
immédiate qu’elles initient via leur récepteur aux IgE (FceRloa). Des études in vitro ont
montré qu’elles sont également capables de sécréter des facteurs pro-angiogéniques tels que le
VEGF, I’angiopoiétine-1 et I’IL-8 lorsqu’elles sont activées par 1’adénosine 7. Depuis, le role
des mastocytes dans la régénération vasculaire a surtout été étudié dans 1’ischémie cardiaque
ou il reste trés controversé. Certaines études montrent que le contenu des granules de ces
cellules a un effet anti-apoptotique sur les cardiomyocytes de rats ayant un infarctus du
myocarde alors que d’autres travaux montrent au contraire que 1’inhibition de la dégranulation
des mastocytes a un effet bénéfique sur le remodelage cardiaque 7 77. Dans 1’ischémie du
membre inférieur murin, I’augmentation de la mobilisation des mastocytes et de I’activation
de leur sécrétion de VEGF et de MMP-9, induite par une faible irradiation des souris, favorise

la revascularisation post-ischémique 7.
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b. Cellules lymphocytaires

. Les Lymphocytes T
Les lympthocytes T CD4+ et CD8+ sont des acteurs majeurs des processus de
revascularisation post-ischémique. En effet, les souris nudes -dépourvues de lymphocytes T-

les souris CD4"et les CD8 "présentent une revascularisation amoindrie consécutivement a

I’induction d’une ischémie du membre inférieur 7 8 3, De plus, les taux d’IL-16 et le nombre

de lymphocytes T CD4+ présents sur le site de I’ischémie sont diminués chez les souris CD8™",

montrant ainsi que les cellules CD8+ sont les premiers lymphocytes a arriver dans le tissu

ischémique et qu’elles recrutent les cellules CD4+ via ’IL-16 . Le role de ces cellules dans

les processus de régénération vasculaire est essentiellement paracrine, avec la sécrétion
notamment de VEGF. Les lymphocytes CD4+ et CD8+ participent également au recrutement
et & ’activation des monocytes. Il a ét€ montré que prétraiter in vitro les monocytes avec des

facteurs provenant de lymphocytes T augmente leurs capacités pro-angiogéniques 8.

. Lymphocytes T régulateurs (Treg)

Les lymphocytes T régulateurs, sous groupe de lymphocytes T CD4+ identifiés par les
marqueurs [CD4+ CD25+ FoxP3+], sont connus pour leurs capacités a supprimer la réponse
immunitaire et a contrdler I’homéostasie des lymphocytes T. L’interaction entre CD28 et son
ligand B7 est essentielle a la formation de Treg. Des mode¢les de souris déficientes en Treg
comme les CD28”" ou B7”" montrent une amélioration de la revascularisation post-ischémique
apres ligature de I’artére fémorale. L’absence de Treg chez ces souris est associée a une
augmentation dans le muscle ischémique de lymphocytes T et de macrophages. Ainsi, dans un
modele d’ischémie du membre inférieur, les Treg inhibent la régénération vasculaire en

régulant négativement les lymphocytes T 8
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. Les cellules NK (Natural Killer)

Les cellules NK, lymphocytes caractérisés par le marqueurNKI1.1, modulent
¢galement la revascularisation post-ischémique des membres inférieurs puisque
Iartériogenése est affectée chez des souris NK™~ ou déplétées en cellules NK. Cependant, les

souris NKT™ ne présentent pas de défaut de vascularisation post-ischémique, montrant ainsi

que seules les NK jouent un réle majeur .

c. Cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) représentent un groupe hétérogene de
cellules multipotentes qui peuvent également étre identifiées comme étant des cellules
stromales (murine marrow-derived stromal cells — MSCs) ou des MAPCs (multipotent adult
progenitor cells). Elles sont définies selon plusieurs critéres comme ’adhérence au plastique,
la capacité a se différencier in vitro en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes, I’expression
des marqueurs de surface CD90, CDI05 et CD73 et I’absence des marqueurs
hématopoiétiques tels que CD45, CD34 ou CDI19. Ces cellules étant capables de se
différencier en un grand nombre de types cellulaires tels que les fibroblastes ou les cellules
musculaires lisses, leur présence sur le site de I’ischémie contribue a la régénération
vasculaire et tissulaire. Elles ont également un rdle sécrétoire puisque des études in vitro ont
montré la présence dans leur surnageant de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, le
FGFb, le PIGF ou encore CCL2.Le surnageant de ces cellules induit d’ailleurs de facon dose-

dépendante la prolifération des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses in vitro

8, L’injection de MSCs améliore le flux sanguin et diminue 1’atrophie musculaire et la fibrose

dans la patte ischémique de souris ayant ’artére fémorale ligaturée, mais ne semble pas

incorporer les collatérales 3. L’injection de MAPCs en intramusculaire dans un modeéle murin
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d’ischémie périphérique, améliore également la croissance vasculaire et musculaire post-
ischémique.Il semble que les MAPCs induisent une augmentation de 1’expression de la P-
selectine a la surface descellules endothéliales et le nombre de monocytes CX3CR-1+ dans le
muscle ischémique. L’effet pro-angiogénique des MAPCs semble donc venir du fait qu’elles
stimulent le recrutement des monocytes en activant les cellules endothéliales et en augmentant

le chimiotactisme . De fagon intéressante, 1’utilisation de CSM plus engagées dans la voie de

différenciation vasculaire (MAPC-VP — vascular progenitor), ne potentialise ni la

régénération tissulaire ni la croissance vasculaire .

d. Cellules progénitrices endothéliales

Les cellules progénitrices endothéliales humaines (hCPE) ont ét¢ isolées pour la
premiére fois par Asahara en 1997. Identifiées parmi les cellules mononuclées du sang
périphérique humain grace a des billes recouvertes d’anticorps pour CD34, ces cellules
CD34+ expriment apres 7jours de culture les marqueurs de cellules endothéliales (CD31, Flk-
1, Tie-2, E-selectine). Ce sont donc des cellules qui expriment des marqueurs
hématopoictiques comme CD34 et CD133, et des marqueurs vasculaires comme le VEGFR-2.
L’injection de ces CPE-CD34+ en intraveineux chez des souris ou des lapins ayant une
ischémie induite du membre inférieur a non seulement permis d’améliorer la revascularisation

post-ischémique mais ces cellules se sont également incorporées aux vaisseaux néoformés .

Par la suite, les travaux menés par 1’équipe de Rafii ont montré que des CPE étaient
¢galement mobilisées rapidement depuis la moelle osseuse vers la circulation sanguine lors
d’un traumatisme vasculaire. En effet, ils ont constaté une élévation du nombre de CPE
circulantes (CD133+ VEGFR-2+) dans le sang périphérique de patients présentant une

défaillance vasculaire suite & des brillures ou un pontage aorto-coronanien des les 6 a 12
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premicres heures suivant le traumatisme vasculaire, pour revenir a des taux basaux 48 a 72
heures apres .

Depuis, d’autres progéniteurs ont été identifiés dans d’autres tissus avec des
marqueurs et des propriétés quelque peu différentes. Ce paragraphe tente de classer

succinctement les différents types de CPE connues actuellement #.
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Figure 8: Les différents types de CPE identifiées a 1’heure actuelle. D aprés Asahara T, 2011.

d CPE tissulaires et circulantes

Les CPE tissulaires sont des cellules qui adhérent & un tissu et qui peuvent étre
considérées comme des cellules souches endogénes a un organe au méme titre que les
progéniteurs cardiaques ou neuronaux. Les CPE circulantes sont des composants intégrants du
sang qui peuvent étre isolées a partir du sang périphérique, de la moelle osseuse, du sang de

cordon ombilical ou des vaisseaux sanguins. La plupart des études précliniques et cliniques,
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ont utilis¢ ces CPE circulantes comme source de CPE pour la thérapie cellulaire. Elles
peuvent également étre classées selon leur origine hématopoiétique (h-CPE) ou non-
hématopoictique (nh-CPE), selon leurs caractéristiques in vitro a former des colonies (Colony
Forming EPC) ou pas (Non-Colony Forming EPC), et également selon leurs capacités

angiogenes. Enfin, il existe les CPE dites « précoces » ou « tardives ».

d Hématopoiétiques et non-hématopoiétiques CPE

Les CPE hématopoiétiques (h-CPE) représentent la sous-population pro-
vasculogénique des CSH que ’on retrouve dans la moelle osseuse, la circulation sanguine
ainsi que dans le tissu ischémique dans lequel elles sont recrutées. Trois sous catégories d’h-
CPE ont actuellement été identifiées :
- Les h-CPE qui descendent directement des CSH, forment tout d’abord des colonies de
cellules immatures puis se différencient en véritables CPE circulantes.
- Les h-CPE issues de progéniteurs myéloides qui sont déja engagés dans la lignée myéloide
mais sont capables de se différencier en cellules a phénotype endothélial.
- Les h-CPE appelées « cellules angiogéniques circulantes » qui présentent un phénotype
endothélial et contribuent & la néovascularisation essentiellement grace a la sécrétion de
facteurs pro-angiogéniques.
Malgré cette classification, il est a I’heure actuelle difficile de faire une nette distinction entre
CSH et CPE car ces deux types cellulaires partagent de nombreux marqueurs de surface, et
aucune combinaison de marqueurs spécifiques et sélectifs pour les CPE n’est a I’heure
actuelle connue.

Les nh-CPE, isolées a partir du sang ou de tissus, sont des cellules caractérisées
uniquement in vitro grace a des techniques d’adhérence cellulaire et a des marqueurs

spécifiques endothéliaux décrits par Ingram DA et Yoder MC. Plus couramment nommées
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EOC (Endothelial Outgrowth Cell), ces cellules apparaissent aprés une longue période de
culture in vitro (7 a 30 jours) et présentent des capacités prolifératives importantes.

. CPE précoces et CPE tardives

De récentes techniques de culture in vitro ont été développées afin d’isoler,
d’identifier et de purifier les CPE circulantes et tissulaires. La mise en culture de MNC issues
du sang périphérique ou de la moelle osseuse de patients met en évidence I’existence de deux

lignées endothéliales adhérentes : les CPE précoces et les CPE tardives.

CPE précoces : Les CPE précoces sont définies par le fait d’étre identifiables aprés un temps

court de mise en culture et par leur grande capacité a sécréter des facteurs pro-angiogéniques.
A I’heure actuelle, il existe deux techniques de préparation des CPE précoces.

La premicére, développée par Asahara, consiste en la mise en culture de BM-MNC ou
de PB-MNC sur une matrice de gélatine ou de fibronectine avec un milieu de culture riche en
facteurs angiogéniques comme le VEGF. En ne conservant que les cellules adhérentes apres 4
a 7 jours de culture, des colonies de CPE précoces se développent. Récemment, I’équipe
d’Asahara a identifi¢ deux types de colonie de CPE précoces qui se développent dans les
mémes conditions : des colonies dites « petites » qui correspondent a des CPE « primitives »
ayant un fort potentiel prolifératif et qui seraient capables de se différencier en CPE dites
définitives ; et des colonies dites « larges » qui correspondent aux CPE « définitives » et ont
une activité vasculogénique et une capacité a former des tubes bien plus importantes que les
CPE primitives.

La deuxieme méthode, développée en 2003 par Hill, consiste également en la mise en
culture de MNC mais en la récupération, cette fois, des cellules non adhérentes apres 5 jours

de culture. Les colonies formées a partir de ces cellules non adhérentes présentent toutes les

caractéristiques des CPE précoces *°.

-39 -



Les différents types cellulaires mobilisés

Il est important de noter que les CPE précoces sont en fait une population assez
hétérogene composée de cellules hématopoiétiques qui partagent des caractéristiques de

cellules inflammatoires comme les lymphocytes T et monocytes 1. Le terme de « progéniteur

endothélial » est d’ailleurs actuellement remis en question pour ces cellules.

CPE tardives : Les CPE tardives sont des colonies adhérentes qui apparaissent apres 1 a 3
semaines de mise en culture de MNC. Elles ont été caractérisées en opposition aux CPE
précoces par 1’équipe de Yoon CH en 2004 selon leurs capacités in vitro a former des tubes
endothéliaux et grace a leur expression de marqueurs endothéliaux comme le VEGFR2.
Ingram David a également montré dans le méme temps ’existence de CPE de méme type
mais isolées a partir de sang périphérique ou de sang de cordon. Il a d’ailleurs identifi¢ deux
sous-populations de CPE classées, comme pour les CSH, selon leurs capacités proliférative et
clonogénique : les HPP-ECFC (High proliferative potential-endothelial colony forming cell)

et les LPP-ECFC (Low proliferative potential-endothelial colony forming cell) *2. Aujourd’hui,

qu’elles soient hématopoiétiques ou non, les CPE tardives sont communément appelées ECFC
(Endothelial Colony Forming Cell) et sont reconnues comme €tant une population bien plus
homogeéne que les CPE précoces ayant un phénotype strictement endothélial. Ceci rend
d’ailleurs la distinction entre HUVEC et ECFC difficile in vitro, méme si in vivo les ECFC
ont un potentiel de néovascularisation que les HUVEC n’ont pas.

Malgré leurs potentiels, les ECFC ont été peu étudiées car elles n’existent pas dans le
sang murin. De plus, leur génération en culture a partir de sang périphérique est difficile a
obtenir chez ’homme, voir impossible chez certains patients, car elle nécessite un trés grand
volume de sang. Les ECFC isolées a partir du sang périphérique adulte ont également un

potentiel de prolifération moindre que leurs homologues issus du sang de cordon humain 2.

Ainsi, malgré leurs caractéristiques in vitro trés prometteuses, I'utilisation d’ECFC issues du
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sang périphérique en thérapie cellulaire n’en est qu’a ses débuts et nécessite encore de
nombreuses recherches afin de potentialiser leur isolation et leur efficacité.

Malgré ces divergences et la difficulté a identifier clairement ces cellules, la thérapie
cellulaire a 1’aide d’EPC représente une des stratégies potentielles de traitement des maladies

ischémiques (cf chapitre IV. 1. c.).
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Figure 9: Méthodes de préparation des CPE tardives et précoces humaines.

D’apres JS. Silvestre, B. Lévy et D. Smadja , 2012.
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e. Progéniteurs des cellules musculaires lisses

Apres la découverte des CPE en 1997, il est devenu de plus en plus évident que la
vasculogenése et la collatérisation dépendaient également du recrutement de cellules
progénitrices des cellules musculaires lisses (CPML). Ces cellules ont été isolées et
identifiées pour la premiére fois dans le sang périphérique humain en 2002 . Depuis d’autres
CPML ont ét¢ identifiées et, comme les CPE, elles restent encore mal définies. Elles peuvent
étre circulantes ou localisées dans la moelle osseuse, la paroi vasculaire ou la zone
périvasculaire ; sont caractérisées par des marqueurs de progéniteurs et de cellules
musculaires lisses ; et se différencient dans certaines conditions en cellules musculaires lisses
matures in vitro et in vivo **. Il a également été montré qu’en mettant en culture des
mononuclées CD34+ issus du sang de cordon humain, deux colonies se forment et se
distinguent de part leur morphologie en forme de pavé ou de fuseau. Ces cellules en forme de
pavé expriment des marqueurs endothéliaux et ont été définies comme étant des CPE alors
que celles fuselées expriment des marqueurs de cellules musculaires lisses (a-SMA, SMHC)
et correspondent aux CPML. Mises en culture ensemble, ces deux types de progéniteurs
forment un réseau de capillaires *°. In vivo, I’injection intraveineuse de CPML dans un mod¢le
murin d’ischémie périphérique améliore la revascularisation post-ischémique. Cet effet est
nettement amélioré lorsque des CPE sont co-administrées avec les CPML, montrant ainsi

I’intérét des co-traitements en thérapie cellulaire °.
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2.  Mécanismes de mobilisation de la moelle vers le sang

Les cellules souches décrites précédemment sont notamment localisées dans la moelle
osseuse au niveau des niches ostéoblastiques et périvasculaires. Ces niches, structure
anatomique et fonctionnelle qui assurent la maintenance et la régulation des fonctions des
cellules souches, restent encore assez mal localisées et décrites. Les niches ostéoblatiques
contiendraient les cellules souches hématopoiétiques et seraient localisées pres de 1’endoste,
les cellules de la lignée ostéoblastique ¢étant leur principal composant. Les niches
périvasculaires seraient essentiellement constituées de cellules endothéliales et de cellules
souches mésenchymateuses intégrées a la paroi vasculaire. Toutefois, il a été montré que des
CSH pouvaient également se trouver dans les zones périvasculaires. De plus, une sous-
population particuliére de cellules mésenchymateuses exprimant la nestine, jouerait un role
essentiel dans la régulation de la rétention des CSH via la production de la chimiokine CXCL-
12. Si la question de la dualité ou de I’unicité de la niche ostéoblastique et périvasculaire n'est
actuellement pas tranchée, il semble toutefois que, indépendamment du modele, la niche soit

constituée d'un duo entre cellules souches mésenchymateuses et hématopoiétiques.

a. Inhibition de la rétention : systtme MMP-9/ cKit/ CXCL12/

eNOS

Les travaux menés par 1’équipe de Rafii ont montré qu’aprés un traumatisme
vasculaire I’augmentation du nombre de CPE circulantes était corrélée a une élévation du taux

plasmatique de VEGF-A #. De méme, en injectant en intraveineux du VEGF¢s dans des

souris saines, ils ont constaté une augmentation du nombre de cellules souches d’origine

médullaire (CSH et CPE) dans la circulation sanguine. Ils ont ainsi suggéré que la sécrétion
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de VEGF suite a4 une ischémie induit la mobilisation des cellules médullaires via la

chimiokine CXCL12 ¥. En effet, CXCL12 (SDF-1, Stroma-derived factor-1) est produit dans

la moelle osseuse par les cellules stromales et permet la rétention de toutes les cellules
exprimant son récepteur CXCR4. L’augmentation de I’activation de la métalloprotéinsase
MMP-9 est corrélée avec une diminution du taux de CXCL12 dans la moelle, révélant ainsi la

capacité¢ des MMP-9 a dégrader le CXCLI12 et donc a libérer les cellules CXCR4+ vers la

circulation sanguine °®. Les monocytes, les macrophages, les lymphocytes T et B, les

plaquettes et les cellules CD34+ expriment le CXCR4, faisant de ’axe CXCL12/CXCR4 un
régulateur important de la rétention, de la mobilisation et du recrutement des cellules
médullaires depuis la moelle vers le tissu ischémique (cf chapitre III).

L’interaction entre le récepteur cKit (CD117) présent sur les cellules progénitrices, et
son ligand membranaire KitL présent sur les cellules stromales, permet également la rétention
des cellules souches dans la moelle osseuse. Les travaux de Rafii ont montré que le VEGF
active la MMP-9 médullaire qui va cliver KitL, libérer le KitL soluble (sKitL) et induire la
translocation des cellules souches cKit+ en dehors de leur niche ou elles pourront proliférer et

. . . . . -/- ,
migrer dans la circulation sanguine % . En effet, les souris MMP-9™" présentent une

altération de la libération de sKitL et de la mobilisation des cellules médullaires qui ne sont
pas rétablies avec I’ajout de VEGF. Ainsi, le VEGF produit par les cellules du tissu
ischémique active les MMP-9 de la moelle osseuse qui, en dégradant CXCL12 et en clivant
cKitL, vont inhiber la rétention des cellules médullaires et permettre leur mobilisation.

Le NO joue également un role dans la mobilisation des cellules. Les souris déficientes
en eNOS (Nos3™) et ayant une ischémie du membre inférieur présentent un défaut de
mobilisation des progéniteurs endothéliaux induite par le VEGF et une diminution du taux de

MMP-9 dans la moelle osseuse 1. En effet, les cellules endothéliales et certaines cellules

stromales de la moelle exprime le Flk-1 (VEGFR-2). L’augmentation de 1’expression de
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VEGF due a I’hypoxie active la eNOS des cellules médullaires via le recepteur Flk-1, ce qui

induit la production locale de NO qui va non seulement activer la MMP-9 mais également la

prolifération et la différenciation de cellules souches 1%2.
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Figure 10: Mécanismes de mobilisation de cellules progénitrices de la moelle osseuse vers la

circulation sanguine. 1. VEGF-A stimule I’activation de MMP-9 et la production de NO au niveau des
cellules stromales. 2. MMP-9 clive mKitL et dégrade CXCL12. NO stimule ’activation de MMP-9. 3. Les

cellules progénitrices ne sont plus retenues dans la moelle osseuse. D ‘aprés S. Rafii, Nat Med, 2003.

b. CSF (Colony-Stimulating Factor)

Les CSF (Colony-Stimulating Factors) sont une famille de cytokines capables de
moduler la mobilisation et la différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Il existe

plusieurs membres dont le G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) et le GM-CSF
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(Granulocyte Monocyte Colony-Stimulating Factor) qui sont connus pour stimuler la
différenciation des CSH en monocytes et macrophages. Le GM-CSF stimule également la

mobilisation des cellules CD34+CD133+ et des CPE depuis la moelle vers le sang en

modulant ’axe CXCL12/CXCR4 8. En effet, I’injection de G-CSF induit une augmentation

du nombre de cellules CXCR4+ circulantes dans le sang, corrélée avec une réduction du taux

médullaire de CXCL12. La dégradation de la chimiokine CXCL12 semble essentiellement

due a Pactivité des ¢€lastases produites par les neutrophiles au niveau de la moelle osseuse 4.

En effet, des neutrophiles matures sont retenus dans la moelle osseuse par leur interaction
CXCR4/CXCLI12 et I’activation de ces neutrophiles médullaires par le G-CSF va induire la
sécrétion de protéinases (€élastases, metalloprotéinases, cathepsines) qui vont cliver les
molécules de CXCL12 et permettre la mobilisation non seulement des neutrophiles mais

¢galement des CSH CXCR4+.

c. Systéme neuro-hormonal

La moelle osseuse est innervée par des fibres nerveuses noradrénergiques qui sécretent
des catécholamines. De récentes études suggerent que les catécholamines du systéme nerveux

sympathique (SNS, ou orthosympathique) régulent la migration des cellules médullaires.

. Les catécholamines : Dopamine et Norépinephrine

Les catécholamines sont des hormones ou des neurotransmetteurs synthétisés a partir
de la tyrosine, acide aminé qui provient en majorité de notre alimentation ou de la conversion
de la phénylalanine. La tyrosine est hydroxylée par la tyrosine hydroxylase (TH) en L-DOPA
dont la décarboxylation forme la dopamine (DA). L’hydroxylation de la DA par la dopamine

B-hydroxylase (DBH) produit la norépinephrine (NE, ou noradrénaline —NA-).
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La dopamine est non seulement une neurohormone produite par 1’hypothalamus que
I’on retrouve dans le sang, mais également un neurotransmetteur produit par le corps
cellulaire des neurones situés dans la substance noire du cerveau. Elle est libérée dans la
moelle osseuse au niveau des boutons présynaptiques des neurones noradrénergiques ou elle
agit en se liant a deux grandes familles de récepteurs : les récepteurs de type D1 et de type D2.
Les récepteurs de type D1 (D1R et D5R) sont couplés a la protéine Gs dont I’activation induit
une augmentation intracellulaire de I’AMPc qui va activer la protéine kinase A (PKA) et
permettre la transcription de nombreux geénes via la phosphorylation du facteur de
transcription CREB. Les récepteurs de type D2 (D2R, D3R, D4R) ont au contraire un effet
inhibiteur : couplés a la protéine Gi, ils inhibent 1’adénylate cyclase, diminue le taux d’AMPc
et limite la transcription génique. De plus, ils diminuent le taux intracellulaire de Ca*" ce qui
limite la production de TH et donc la synthese de catécholamines.

La norépinephrine est un neurotransmetteur spécifique du SNS synthétisé dans les
vésicules de transport au niveau du bouton présynaptique. Elle active deux grands types de
récepteurs : les récepteurs a (a-1 et a-2) et f (B-1, p-2). Le récepteur a-1 est couplé a la
protéine Gq et active d’une part la voie de signalisation de la protéine kinase C (PKC) et
induit d’autre part une augmentation intracellulaire de Ca*". Ces récepteurs sont connus pour
induire la contraction des cellules musculaires lisses et donc une vasoconstriction des
vaisseaux. Les récepteurs § ont également un réle vasoconstricteur avec 1’augmentation
intracellulaire de Ca*‘mais qui passe par l’activation de la voie AMPc/PKA. Enfin, les
récepteurs a-2 ont un effet opposé, vasodilatateur, puisque, étant couplés a la protéine Gi, ils
inhibent la voie AMPc/PKA et empéchent donc la libération de Ca*" et la transcription
génique. De plus, les récepteurs a-2 présents sur I’endothélium stimulent la libération de NO

et limitent la vasoconstriction induite par a-1 au niveau des CML.
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Si les roles de la dopamine et de la norépinephrine dans le SNS et les organes
périphériques sont assez bien établis, leur effet sur la mobilisation des cellules médullaires

mérite encore d’étre mieux défini.

DAYV NE(O)

cytoplasm

i
TH production

Figure 11: Voies de signalisation de DA et NE.

. Catécholamines et mobilisation des cellules médullaires

L’ablation chimique (60OHDA -neurotoxine pour les neurones dopaminergique et
noradrénergique-) ou génétique (souris Dbh”™ -déficientes en NE-) de la neurotransmission
adrénergique empéche la mobilisation des CSH induite par la stimulation du G-CSF et bloque
la dégradation des ostéoblastes et de CXCL12 dans la moelle osseuse. De plus,
I’administration d’un agoniste pour le récepteur P2-adrénergique (clenbutérol) rétablit la
mobilisation des cellules médullaires chez les souris Dbh” stimulées par le G-CSF. Ces
résultats suggerent donc que I’effet du G-CSF sur la mobilisation des CSH via la réduction du

nombre d’ostéoblastes et de la production de CXCLI12 passe par la norépinephrine ®. La
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dopamine joue également un role sur la mobilisation des cellules médullaires qui semble
dépendre du type de récepteur. Dans un modele de vascularisation tumorale, il a été montré

que D’activation du récepteur D2R par la dopamine bloque la mobilisation des CPE en
inhibant la voie de signalisation induite par le VEGF-A et la synthése de MMP-9 1% Au
contraire, les cellules CD34+ humaines expriment a leur surface les récepteurs D3R et DSR
qui, activées in vitro par la dopamine, augmentent leurs capacités de migration, de sécrétion
de la MMP-2 et donc de mobilisation 7. La NE et la DA semblent donc agir de différentes
facons sur les cellules médullaires selon le type cellulaire et le récepteur activé.

Dans I’ischémie du membre inférieur, les catécholamines semblent jouer un role dans
la collatérisation et l’artériogenc¢se. En effet, le nombre de leucocytes accumulés dans

I’adventice des collatérales diminuent chez les souris Dbh-/- ayant I’artére fémorale ligaturée

108 T’augmentation de I’expression du récepteur -2 par injection d’adénovirus au niveau de
I’endothélium de I’artére fémorale de rat améliore également la revascularisation post-
ischémique de la patte 1. De plus, des études in vitro menées sur les HUVECs ont montré
que la NE stimule leur production de NO et de VEGF via leurs récepteurs -adrénergiques, et
stimule leur activité mitogénique via leurs récepteurs o-adrénergiques . La DA quand a elle
augmente 1’activation de la eNOS par le G-CSF grace a son interaction avec D2R 1L,

L’ensemble de ces résultats a permis d’établir I’hypothése du premier article de
cette thése qui met en évidence le role des catécholamines dans la régulation de la
mobilisation des cellules médullaires via la eNOS dans un modéle murin d’ischémie

périphérique.

- 49 -



Attraction et activation des cellules médullaires par les chimiokines

III. Recrutement des cellules médullaires

Une fois mobilisées, les cellules médullaires parcourent I’ensemble de 1’organisme via
la circulation sanguine. Plusieurs mécanismes moléculaires et cellulaires permettent de les
orienter vers le tissu ischémique et de faciliter leur intégration dans le tissu. L’attirance des
cellules vers la zone ischémique se fait essentiellement grace aux chimiokines, et leur
adhésion a I’endothélium grace aux sélectines et intégrines. Les cellules franchissent ensuite

la barriére endothéliale et intégrent le tissu ou elles vont interagir avec le microenvironnement.

1. Attraction et activation des cellules médullaires par les

chimiokines

a. Qu’est-ce qu’une chimiokine ?

Les chimiokines sont des cytokines de petits poids moléculaires (8 a 14kDa) possédant
quatre cystéines et ayant un pouvoir chimioattractant (capacité d’attirer des cellules). Elles
sont d’ailleurs essentiellement connues pour leur role dans I’attraction des leucocytes vers les
sites inflammatoires. Toutefois, d’autres effets directs sur I’angiogencse, la fibrose, la
prolifération et ’apoptose ont été décrits 1. Il existe actuellement chez I’homme environ 50
chimiokines qui sont classées en quatre grandes familles selon la position de leurs cystéines :
les XC, CC, CXC, et CX3C. La famille la plus représentée est celle des CC-chimiokines (ou
B-chimiokines), nommées ainsi car deux de leurs quatre cystéines sont adjacentes; la plus
¢tudiée d’entre elles étant CCL2 (CCL2). Les CXC-chimiokines (ou a-chimiokines) ont un

acide aminé résidu entre leurs deux premieres cystéines. Parmi les 17 membres connus de
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cette famille, CXCL12 est la chimiokine la plus impliquée dans les processus de
revascularisation post-ischémique et le trafic leucocytaire. Les XC-chimiokines n’ont que
deux représentants et une seule CX3C-chimiokine est a 1’heure actuelle connue, la CX3CL1
(ou Fractalkine) également impliquée dans la régénération vasculaire.

Les chimiokines ont la particularit¢ d’avoir un domaine de liaison aux
glycosaminoglycanes qui leur permet d’adhérer a la matrice extracellulaire et de limiter leur
dissémination dans la circulation sanguine. Ainsi, elles peuvent étre fortement concentrées sur
leur lieu de production et former un gradient chimioattractant qui permet d’attirer les cellules
vers la zone de plus forte concentration. L’effet des chimiokines sur les cellules passe
¢galement par I’activation de leurs récepteurs a sept domaines transmembranaires, toujours
couplés a une protéine G qui stimule une ou plusieurs voies de signalisation intracellulaire. La
complexité des interactions chimiokine/récepteur réside dans le fait qu’une chimiokine peut
se lier a plusieurs récepteurs, et qu’un récepteur peut étre activé par différentes chimiokines.
En fin, certaines chimiokines sont produites de fagon constitutive et régule le trafic basale des
cellules mononuclées alors que d’autres sont induites exclusivement dans un contexte

pathologique (inflammation, hypoxie...).

Gradient
chimioattractant

Chimiokine

Figure 12: Mode d’attraction des cellules par les chimiokines : chimiotactisme.
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b. Les différentes chimiokines participant au recrutement

. CCL2 (CCL2)/ CCR2

CCL2, couramment nommée CCL2, est I’'une des chimiokines les plus impliquées
dans les processus derevascularisation post-ischémique. Traiter 1’ischémie périphérique
induite chez le cochon par infusion intra-artérielle de CCL2 améliore la perfusion sanguin et
la collatéralisation du membre ischémique . Cet effet pro-artériogénique de CCL2 passe par
sa capacité a moduler, via son récepteur CCR2, les taux circulants de monocytes qui sont
déterminants pour la collatérisation. En effet, les souris CCR2™ ayant subit une ligature de
I’artere fémorale présentent un défaut de perfusion, un diametre des collatérales amoindri et
un taux de monocytes et de macrophages dans les espaces périvasculaires des artéres
collatérales diminué. In vitro, les cellules mononuclées isolées de souris contréles migrent

vers CCL2 de fagon concentration-dépendante, alors que les mononuclées de souris CCR2”
ne migrent absolument pas . L’axe CCL2/CCR2 influence d’ailleurs le recrutement dans le
tissu ischémique des deux sous-types de monocytes Ly6C™ et Ly6C" 72. Il semble aujourd’hui
qu’en plus de son role dans I’artériogenése, CCL2 participe également a 1’angiogenése. En
effet, les souris CCL2" ayant une ischémie induite du membre inférieur présentent une
densité capillaire inférieur au souris WT 72. 11 a également été montré que CCL2 était capable
de recruter des cellules progénitrices exprimant CCR2 comme les CSH et les CPE dans un
contexte inflammatoire 3.

L’interaction CCL2/CCR2 influence donc la revascularisation post-ischémique en
modulant le recrutement des cellules nécessaires a ce mécanisme, mais ¢galement en activant
directement les cellules endothéliales sur le site de 1’ischémie. In vitro, CCL2 a un effet pro-

angiogénique direct sur les cellules endothéliales et cellules musculaires lisses, stimulant leur
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prolifération, leur migration et leur capacité a former des tubes en matrigel 4 5. Il a
¢galement été montré que les HUVECS expriment CCR2 a leur surface et que les expressions
de HIF-1a et de VEGF par ces cellules sont augmentées en présence de CCL2. In vivo,
’utilisation d’un inhibiteur de VEGF bloque I’effet pro-angiogénique de CCL2, montrant

ainsi que son effet est indirectement induit par VEGF 11,

. CX3CL1/CXC3CRI1

CX3CLI1, couramment nommée fractalkine (Fkn), est une chimiokine qui a la
particularité de posséder un domaine riche en mucines qui lui permet d’adhérer aux cellules
endothéliales. Elle est essentiellement connue pour le chimiotactisme qu’elle exerce sur les
monocytes/macrophages via son récepteur CX3CRI1. Il a d’ailleurs été montré que la voie
CX3CL1/CX3CR1 modulait préférentiellement les monocytes Ly6C' plutdt que les Ly6C™ 72,
De récentes ¢études suggerent que la fractalkine est également une chimiokine pro-
angiogénique. En effet, les cellules endothéliales expriment le récepteur CX3CRI et la

stimulation in vitro de ces cellules par CX3CL1 induit une augmentation de 1’expression de
HIF-1a et du VEGF-A Y. In vivo, I’expression de CXC3CRI1 est rapidement augmentée dans
le muscle ischémique de rat ayant subit une ligature de I’artére fémorale et I’angiogenése est
améliorée suite a I’injection de CX3CL1 7. Il a également été proposé que CX3CL1 stimule
I’angiogenese via les voies Raf-1/MEK/ERK et par 1’activation de la eNOS au niveau des

cellules endothéliales 118,

. CXCL9-10/ CXCR3
Méme s’il est moins connu, ’axe CXCL9/CXCR3 a un impact sur la revascularisation

tout aussi important que CCL2/CCR2. En effet, les souris CXCR3” ayant une ligature de
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I’artére fémorale présentent une altération de la revascularisation post-ischémique tout aussi
importante que celle observée chez les souris CCL2™". Les souris CXCR3™" présentent une
baisse du nombre de macrophages et de lymphocytes T dans le muscle ischémique ainsi
qu’une réduction de I’expression de VEGF. Ceci suggere que CXCR3 induit 1’angiogenése en
recrutant des cellules inflammatoires et en stimulant I’expression de VEGF sur le site de

I’ischémie 119,

¢.  CXCL12 (SDF-1)

. Structure moléculaire

CXCL12, également nommée SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor-1) a initialement
¢té¢ découverte en 1994 par I’équipe de Nagasawa dans les cellules stromales de la moelle
osseuse ou elle est sécrétée de fagon constitutive. Ils 1’ont tout d’abordcaractérisée comme
étant un facteur stimulant les lymphocytes B immatures de la moelle osseuse '2° puis d’autres
équipes ont montré son role majeur dans I’organogenése et dans le trafic des leucocytes a
I’age adulte. La structure de CXCL12 est particuliérement conservée chez les mammiféres, un

seul acide aminé par exemple différe le CXCL12 murin de ’humain !!. Trois isoformes
(o, B,y) et six(a, B, Y, 0, €, 0) résultant d’un épissage alternatif ont été identifiées chez la
souris et chez ’homme respectivement 22 123, Ces isoformes sont toutes capables de se lier et

d’activer le récepteur CXCR4. Ils ont également un domaine de liaison aux
glycosaminoglycanes (GAG), particuliecrement aux héparan-sulfates (HS), qui est
structurellement bien distinct du domaine de liaison a CXCR4. L’isoforme CXCL12a, le plus
¢tudié, est composé de 68 acides aminés dont un domaine de liaison aux HS : BBXB (B :

acide amin¢ basique- X :autre acide aming). Les résidus basiques chargés positivement de ce

- 54 -



Attraction et activation des cellules médullaires par les chimiokines

domaine permettent 1’adhésion par contacts électrostatiques de CXCL12a aux HS de la
matrice extracellulaire chargés négativement. Une mutation dans ce domaine abolie

totalement les capacités d’adhésion de CXCL12a aux HS '?*. Les deux autres isoformes

murins 3 et y partagent les trois premiers exons du gene correspondant aux 68 acides aminés
de CXCL12a mais différent de part leur quatriéme exon qui code pour une chaine C-
terminale spécifique. Ainsi, CXCL12f a quatre acides aminés supplémentaires qui forment un
domaine de liaison aux HS. De méme, CXCL12y a 30 acides aminés supplémentaires qui
contiennent quatre domaines de liaison aux HS et conférent a cette isoforme une trés forte
affinité pour les HS. A titre de comparaison, la constante de dissociation CXCL12a pour les
HS est de 200 nM alors que celle de CXCL12y est de 1,5 nM ! Si cette lourde chaine C-ter
affaiblit ’affinit¢ de CXCL12y pour CXCR4, elle permet malgré tout un meilleur recrutement
in vitro des cellules CXCR4+ comme les CHO (Chinese Hamster Ovary) ou les HMVEC

(Human MicroVascular Endothelial Cell) 12> 126, De plus, la liaison de CXCL12y avec les

GAG lui confére une meilleure stabilité¢ puisque la demi-vie du complexe CXCL12y-GAG est
nettement supérieure a celle de CXCL12a et est drastiquement diminuée lorsque cette chaine
C-ter est mutée '%.

CXCLI12 est sécrété par les cellules endothéliales, les CPE, les plaquettes et est
détectable dans la plupart des tissus. L’expression des différents isoformes semble cependant
dépendre de 1’organe, du type cellulaire et du stade de développement. En effet, CXCL12a
est exprimé dans la plupart des organes au cours de I’embryogenése et a I’age adulte alors que
CXCLI12p est pratiquement inexistant au stade embryonnaire et post-natal. CXCL12f semble
essentiellement produit dans le cerveau, la moelle osseuse et le foie. CXCL12y est exprimé au
cours de I’organogeneése, particulierement dans la cavité auriculaire. A 1’age adulte, CXCL12y

est présent de facon constitutive au niveau des veine et artere portes du foie, de 1’épithélium
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intestinal, des alvéoles pulmonaires, du thymus, du cerveau, de I’oreillette et du ventricule
cardiaque '¥. CXCL12a et y semblent étre particulierement sécrétés au niveau de la moelle

osseuse. En fin, ’expression de ces isoformes peut également étre induite dans certains tissus

uniquement dans des conditions pathologiques comme 1I’inflammation ou I’hypoxie.

excrze v ERCR I () I oo
1 68

++ o+

CXCL12f Nm2 : ) : ' BBXB|_[-COOH
. ++ + 8 ++ + 7
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Figure 13: Structure moléculaire des différents isoformes murins de CXCL12.

. Mode d’action - chimiotactisme

L’attirance qu’exerce CXCL12 sur les cellules CXCR4+ dépend essentiellement de
son gradient de concentration, les cellules migrant vers les zones les plus concentrées. La
mobilisation des cellules depuis la moelle osseuse vers la circulation sanguine puis leur
recrutement dans le tissu dépend donc du gradient de concentration de CXCL12 qui existe
entre ces trois compartiments. Dans des conditions physiologiques, CXCL12 est fortement et
constitutivement exprimé dans la moelle osseuse par les cellules stromales et est pratiquement
absent dans le sang, ce qui permet la retenue des cellules CXCR4+ dans la moelle. Lors d’une
ischémie, un ensemble de mécanismes induit la dégradation de CXCLI12 dans la moelle

osseuse (cf chapitre II. 2. a.) et ’hypoxie stimule via le facteur de transcription HIF-1a
I’expression de CXCL12 dans le tissu ischémique (cf chapitre 1. 3. a.) 2. Ainsi, la

dégradation de CXCLI12 dans la moelle osseuse et I’augmentation de son expression au
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niveau du tissu 1ésé¢ inverse son gradient de concentration et permet d’attirer les cellules
médullaires CXCR4+ depuis la moelle, vers la zone hypoxique. Les cellules mononuclées, les
cellules NK, les lymphocytes T, les lymphocytes B, les CSH ou encore les CPE expriment

CXCR4 a leur surface et font donc partie des nombreuses cellules attirées puis recrutées sur le

site de I’ischémie grace a CXCL12.

Circulation Muscle ischémique
sanguine

Moelle osseuse

a[ptjayjopua 2[njja)

Figure 14: Recrutement des cellules médullaires dans le tissu ischémique grace au gradient

chimioattractant de CXCL12. 1. L’hypoxie induit la synthése de molécules de signalisation et de CXCL12.
2. Dégradation de CXCL12 au niveau médullaire : inversion du gradient CXCL12. 3. Mobilisation des cellules
CXCR4+ depuis la moelle vers le sang. 4. Recrutement des cellules CXCR4+ dans le tissu ischémique via

CXCLI12. CSH. (Cellule Souche Hémapotoiétiques CPE :Cellule Progénitrice Endothéliale).
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d CXCL12/CXCR4 et revascularisation post-ischémique

L’augmentation de 1’expression de CXCLI12 par thérapie génique dans la patte
ischémique de souris ayant subie une ligature de I’artére fémorale améliore la perfusion
sanguine du membre. En effet, la surexpression de CXCL12 augmente les taux circulants de
CPE, leur incorporation dans les vaisseaux néoformés et la production de NO dans le muscle
ischémique. L’inhibition de VEGF ou de la eNOS bloque I’effet induit par CXCL12,
montrant ainsi que 1’effet pro-angiogénique de cette chimiokine dépend de VEGF et de la
eNOS '?°. Etonnamment, injecter un antagoniste de CXCR4 (AMD3100) a des souris
présentant une ischémie périphérique permet une revascularisation plus rapide du membre. En

fait, ’AMD3100 bloque I’interaction CXCR4/CXCL12 dans la moelle osseuse et permet une

mobilisation forte et rapide des cellules médullaires mononuclées dans le sang qui, par leur

effet paracrine, vont stimuler la revascularisation post-ischémique 3. En plus de favoriser la

mobilisation et le recrutement des cellules médullaires, CXCL12 agit également directement
sur les cellules et potentialise leur effet pro-angiogénique. En effet, il a ét¢é montré que
prétraiter des CPE avec du CXCL12 potentialise leurs capacités a migrer, a se différencier et a
former de tubes in vitro. Les CPE prétraitées avec CXCL12 et injectées dans des souris nudes
ayant une ligature de I’artére fémorale induisent d’ailleurs une meilleure revascularisation
post-ischémique par rapport a des CPE non traitées. Ces effets sont abolis en présence
d’AMD3100 montrant ainsi que 1’axe CXCL12/CXCR4 potentialise le phénotype pro-
angiogénique des CPE 131,

La plupart des études faites sur CXCL12 font I’amalgame entre les trois isoformes ou
ne s’intéressent qu’a CXCL12a. Pourtant, de part leurs différences structurelles, ces
isoformes présentent in vitro des capacités d’adhésion aux GAG et a CXCR4 différentes et il
n’est pas aberrant d’imaginer que cela puisse moduler leurs effets in vivo. Il a d’ailleurs été

montré que I’injection de CXCL12y dans la cavité péritonéale de souris permet de recruter
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d’avantage de lymphocytes T, de lymphocytes B et de neutrophiles par rapport a CXCL12a.
Des travaux fait ex vivo a l’aide de plugs en matrigel montrent également que

CXCL12ypermet une meilleure formation de structures vasculaires que CXCL12a 2°. Cette

différence d’efficacité observée entre CXCL12y et CXCLI12a semble essentiellement
dépendre de I’incroyable capacité de liaison de CXCL12y aux HS puisque des mutations dans
sa chaine C-terminale abolissent ces effets.

L’hypothese selon laquelle les interactions entre les protéoglycanes et CXCL12
régulent les fonctions homéostatique et physiopathologique de cette chimiokine dans la
revascularisation post-ischémique du membre inférieur, a permis d’élaborer le

deuxieme article de cette these.

d. Activation de la cellule médullaire: interaction

CXCL12/CXCR4

L’interaction entre CXCL12 et CXCR4 induit un changement conformationnel du
ligand et du récepteur qui renforce leur liaison et permet ’activation de la protéine Gj couplée
a CXCRA4. Certains papiers montrent que CXCR4 peut également s’homodimériser, ce qui

accentue la réponse de CXCR4 a CXCL12 2. La protéine Gi active ensuite de nombreuses

voies de signalisation telles que celles de la phospholipase C-f§ (PLC-f3), des MAP kinases
(MAPK — mitogen activated protein kinase) ou de la phophoinositide-3 kinase (PI3K) qui vont
moduler des nombreux processus comme la migration, I’adhésion ou encore la survie

cellulaire !¥. L’activation de la PLC par les protéines G permet la libération d’inositol

triphosphate (IP3) et donc I’augmentation intracellulaire de Ca®'qui module, entre autre, le
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réseau d’actine de la cellule et donc la migration cellulaire. La voie des MAPKs et de PI3K
augmente quand a elle la survie et la prolifération cellulaire. La transcription génique est
¢galement induite suite a I’interaction CXCR4/CXCL12, permettant notamment la production
de VEGF et de NO. En se liant a CXCR4, CXCL12 potentialise donc I’effet des cellules
médullaires recrutées sur le site de I’ischémie.

Il a récemment été montré que CXCL12 interagissait également avec le récepteur
CXCR?7 dont le role reste encore trés mal déterminé 13*. CXCR7 ne semble pas activer de voie
de signalisation intracellulaire puisque ce récepteur n’est pas couplé a une protéine G et que
son activation in vitro par CXCLI2 ne stimule ni une migration cellulaire ni une
augmentation intracellulaire de Ca®" 134, Certaines études montrent que CXCR7 agit comme
un corécepteur de CXCR4 avec qui il s’hétérodimérise sous 1’action de CXCL12, et inhibe la
voie de signalisation protéine G-dépendante de CXCR4 1% 1% Cependant, d’autres travaux
ont montré que CXCR?7 a également un réle indépendant de CXCR4 sur la survie des cellules
134 137 En bloquant in vitro CXCR4 ou CXCR7, il a été permis de comprendre que seul
CXCR4 permet de réguler la migration de cellules progénitrices rénales, que leur migration
transendothéliale nécessite la présence des deux récepteurs, et que seul CXCR7 est

responsable de la survie cellulaire induite par CXCL12 ¥, Enfin, CXCR7 semble également

jouer un rdle dans I’internalisation et la dégradation de CXCL12 via la B-arrestine '%.

CXCLI12 permet donc non seulement d’attirer les cellules CXCR4+ vers le tissu

ischémique mais également de stimuler leur prolifération, leur survie et leur migration.
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Figure 15: Voies de signalisations intracellulaires induites par I’interaction CXCL12/CXCR4.
D’apres Rakesh K. Jain, Clin Cancer Res, 2011

2. Roulement, arrét et transmigration des cellules dans le tissu

ischémique

Les cellules médullaires attirées sur le site de I’ischémie via les chimiokines roulent
sur I’endothélium puis y adheérent selon des interactions ligand/récepteur. Ces cellules
péneétrent ensuite dans le tissu ischémique par transmigration endothéliale. Ce mécanisme de

roulement, d’adhésion et de transmigration est appelé « diapedese ».

a. Roulement des cellules grace aux sélectines

Les sélectines sont une famille des glycoprotéines a un seul domaine
transmembranaire dont il existe trois membres : la L-sélectine (leucocytaire), la E-sélectine
(endothéliale) et la P-sélectine (plaquettaire). Les E et P-sélectines sont exprimées a la surface

des cellules endothéliales et forment de faibles liaisons avec le PSGL-1 présent sur les
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cellules médullaires. Ces interactions faibles et provisoires permettent aux cellules
médullaires de « rouler » le long de 1’endothélium et de ralentir leur progression. Six heures
seulement apres la ligature de I’artére fémorale, I’expression de la P et de la E-sélectine sont
augmentées dans le muscle ischémique de souris WT, montrant ainsi que les sélectines jouent
un role des la phase aigiie de I’ischémie. De plus, il a été montré que traiter des CPE avec de
I’ephrin-B2 augmente non seulement leur potentiel paracrine mais également leur expression
de PSGL-1 a leur surface. Ces CPE prétraitées a I’ephrin-B2 potentialisent d’ailleurs leur effet
pro-angiogénique dans un modeéle murin d’ischémie du membre inférieur en améliorant leurs
capacités d’adhésion et d’incorporation au tissu .

La E-selectine est également présente a la surface des CPE. Le recrutement des CPE
est fortement altéré chez les souris E-sélectine” mais restauré par I’injection d’E-selectine
soluble (sE-sélectine). En effet, la sE-sélectine active le PSGL-1 présent sur les CPE et
stimule 1’expression d’intégrines telle que ICAM-1, permettant ainsi leur adhésion et leur

recrutement dans le tissu 1ésé 140,

b. Arrét des cellules grace aux intégrines

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires constituées de deux sous-unités
a et B qui sont connues pour leur réle dans 1’adhésion des cellules a la matrice extracellulaire.
Certaines intégrines peuvent également se lier a des ligands cellulaires et permettre ainsi des
interactions intercellulaires. Les leucocytes, les lymphocytes ou encore les progéniteurs
endothéliaux expriment ce type d’intégrines (o, —LFA-1-, ampPa, avfs) et peuvent donc se
lier aux récepteurs présents a la surface des cellules endothéliales (ICAM-1, VCAM-1). Ces
liaisons étant fortes et stables, elles permettent aux cellules médullaires d’adhérer et de

s’arréter a ’endothélium. Dans un modé¢le murin, la ligature de 1’artére fémorale induit une
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¢lévation de D’expression d’ICAM-1 dans le muscle ischémique. Cette augmentation est
¢galement observée in vitro lorsque des cellules endothéliales murines sont soumises a des
conditions hypoxiques. L’inhibition d’ICAM-1 réduit d’ailleurs considérablement le

recrutement des CPE dans le muscle 1ésé et la revascularisation post-ischémique .

L’inhibition de I’intégrine-B2 (CD18) par un anticorps réduit également de plus de 90% le
recrutement des CPE dans le myocarde ischémique de souris '#2. Dans un mod¢le d’ischémie
périphérique, les souris CD18™ présentent un défaut de revascularisation post-ischémique da
a une altération du recrutement des cellules progénitrices Sca-1"/Lin-1" 143, En fin, il a été

montré in vitro que 1’utilisation d’un anti-CD18 inhibe I’adhérence des CPE et des leucocytes

aux HUVECS et bloque la migration transendothéliale des CPE vers CXCL12 ou VEGF 142 143,

Ainsi, le couple intégrine-32/ICAM-1 joue un réle crucial pour le recrutement des cellules

médullaires dans le muscle ischémique et leur transmigration dans le tissu.

c. Transmigration endothéliale

Les cellules médullaires qui ont adhéré aux cellules endothéliales franchissent ensuite
I’endothélium selon deux mécanismes distincts : soit en pénétrant entre deux cellules
endothéliales (transmigration paracellulaire), soit en traversant une cellule endothéliale
(transmigration transcellulaire). Ce paragraphe traite de la transmigration paracellulaire,
mécanisme le plus étudié dans ’angiogenése.

Les jonctions entre les cellules endothéliales sont dépendantes de nombreuses
molécules d’adhésion telles que PECAM-1, CD99 ou JAM-A. PECAM-1, également
nommée CD31, est la molécule d’adhésion la plus étudiée dans les processus de perméabilité

vasculaire et donc de transmigration paracellulaire *. Les souris CD317 ont d’ailleurs permis
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de montrer que cette molécule n’influence pas le développement vasculaire ni la migration
des leucocytes mais joue spécifiquement sur la transmigration des cellules a travers
I’endothélium 4. 11 a de plus été montré qu’injecter des anticorps anti-CD31 en intraveineux
chez des rats ayant subi une ischémie/reperfusion du membre inférieur inhibe I’infiltrat

inflammatoire dans le muscle 1&sé 146,

L’adhésion des cellules médullaires sur I’endothélium stimule également la production
de NO par les cellules endothéliales. Le NO étant un puissant vasodilatateur, cela augmente la

vasodilatation et la perméabilité du vaisseau, favorisant ainsi la transmigration paracellulaire.
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Figure 16: Etapes successives et interactions moléculaires permettant la diapédese.

D’apres Klaus Ley, Nature Reviews Immunology, 2007

3. Devenir des cellules dans le tissu ischémique

Les cellules médullaires recrutées au niveau du tissu ischémique modulent la
revascularisation selon trois principaux mécanismes : elles sont capables de se différencier en

cellules vasculaires matures pour intégrer le vaisseau néoformé, de sécréter des facteurs pro-
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angiogéniques et/ou d’interagir avec les cellules hotes. A I’heure actuelle il est encore difficile
de déterminer précisément le devenir de chaque cellule inflammatoire ou progénitrice, mais il
est fort probable que ces trois mécanismes concourent ensemble afin de promouvoir la

revascularisation post-ischémique.

a. Différenciation et intégration des cellules

De nombreuses études ont montré la capacité des cellules médullaires a se différencier
en cellules vasculaires. En effet, les CPE isolées du sang périphérique humain expriment
aprés quelques jours de culture in vitro des marqueurs de cellules endothéliales matures
(CD31, VEGFR2) . Ces progéniteurs endothéliaux sont également capables d’intégrer les
vaisseaux néoformés. Des études in vitro réalisées a 1’aide de matrigel ont montré que les
CPE précoces et tardives mises en présence d’HUVEC étaient capables d’induire la formation
d’un réseau vasculaire. Toutefois, les CPE tardives mises en culture seules sont capables de
participer de maniere constitutive a la formation de tubes en matrigel, alors que les CPE

précoces ne le sont pas. Ces deux types de progéniteurs endothéliaux présentent donc des

modes d’action différents ¥7. In vivo, lorsque des CPE humaines sont injectées en

intraveineux dans des souris ayant une ischémie du membre inférieur, certaines sont
retrouvées incorporées aux capillaires néoformés du muscle ischémique et expriment le
marqueur endothélial CD31 8 %. D’autres cellules médullaires comme les CSH cKit+Sca-1+
sont également capables d’intégrer 1’endothélium vasculaire et d’exprimer des marqueurs de

cellules endothéliales matures comme le CD31 et le facteur de von Willebrand #8. De plus,

des cellules mononuclées originaires de la moelle osseuse (BM-MNC) injectées dans la zone

infarcie du myocarde integrent 30% des capillaires néoformés montrant ainsi que les BM-
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MNC sont également capables de se différencier en cellule endothéliale 4°. Les cellules

médullaires peuvent également se différencier en d’autres types cellulaires, comme les CSH
qui évoluent in vitro et in vivo en cellules musculaires lisses.

De nombreux papiers montrent que ces cellules médullaires sont capables d’intégrer
les vaisseaux et de présenter des marqueurs de cellules vasculaires matures. Cependant, leur
réelle différenciation et fonctionnalité restent encore débattues. En effet, les travaux menés
par 1’équipe de Schaper ont montré grace a la précision de la microscopie confocale qu’elles
n’incorporent pas réellement les vaisseaux formés suite a une ischémie périphérique mais
qu’elles s’accumulent autour des collatérales. Ces cellules ont d’ailleurs été identifiées
comme étant des fibroblastes, des péricytes et des leucocytes soutenant I’idée que les

cellulaires médullaires sont capables de se différencier, mais auraient plutét un rdle de
cellules de soutien . De plus, I’hypothése que les CPE ne deviennent pas de parfaites
cellules endothéliales matures mais qu’elles miment une activité de type cellule endothéliale a
¢galement été soulevée ;ce phénomene de mimétisme vasculogénique ayant déja été observé
dans la croissance tumorale rapide . L’incorporation des cellules progénitrices dans les
vaisseaux néoformés est donc toujours actuellement débattue et les résultats varient selon le
modele expérimental, le type cellulaire ou encore le mode d’administration des cellules.
Toutefois, il reste évident que ces cellules médullaires intégrent le tissu ischémique puisqu’on
les retrouve plusieurs jours a plusieurs semaines aprés leur administration, et qu’elles

potentialisent la revascularisation post-ischémique.

b. Effet paracrine

De nombreuses études montrent que D’effet pro-angiogénique des cellules

progénitrices médullaires serait dii aux nombreux facteurs qu’elles sécrétent. En effet, méme
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si les BM-MNC ne contiennent que 0,01% de progéniteurs, 1’injection de celles-ci augmente
considérablement la collatérisation, suggérant d’autres mécanismes que l’intégration des
cellules souches dans les vaisseaux. Diverses études ont montré que les BM-MNC sécrétent in

vitro et in vivo des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, FGF, CCL2 ou le TNF-a .

Le surnageant de ces cellules isolées a partir de la moelle de patients ayant un infarctus du

myocarde stimulent d’ailleurs la prolifération, la migration et la formation de tubes en

matrigel des cellules endothéliales coronaires humaines 2. Les CSM, sont également

d’importantes sources de cytokines et sécrétent in vitro du VEGF, bFGF, PIGF et CCL2.
L’utilisation seule du surnageant de ces cellules activent la prolifération in vitro des cellules
endothéliales et cellules musculaires lisses. In vivo, 1’amélioration de la revascularisation
observée chez la souris ayant une ligature de I’artére fémorale suite a I’injection de CSM est
corrélée a une augmentation des taux de VEGF et de bFGF dans la patte ischémique, révélant

le role cruciale des facteurs sécrétés par les CSM #. Enfin, il a ét¢ montré que les CPE

tardives forment plus facilement des tubes in vitro que les CPE précoces, pourtant ces deux
sous-groupes présentent in vivo des capacités vasculogéniques similaires. Ceci peut
s’expliquer par le fait que les CPE précoces ont un pouvoir paracrine supérieur aux CPE
tardives et sécrétent in vitro d’avantage de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et
I’IL-8 7,

Les cellules inflammatoires ont également un effet paracrine. En effet, il a ét¢ montré
que les lymphocytes T sécretent du VEGF et jouent un réle central dans la coordination de la
réponse cellulaire face a une occlusion artérielle en modulant le recrutement des
monocytes/macrophages (stabile E, burnett MS, cir 2003,108 :205-210). Les monocytes

produisent également de nombreuses cytokines comme le VEGF, NO, CCL2 et bFGF 153 154
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C. Interaction avec le tissu hote

Les cellules progénitrices et inflammatoires arrivant sur le site de I’ischémie sécrétent
de nombreux facteurs qui modulent leur microenvironnement. Elles libérent notamment des
facteurs mitogéniques comme le VEGF, le FGF ou le PIGF qui stimulent la prolifération et la
migration des cellules endothéliales et musculaires lisses endogénes qui sont les principaux
constituants des vaisseaux néoformés. Ainsi, lorsque des CPE humaines sont injectées dans le
myocarde ischémique d’une souris, la production de cytokines humaines dans le cceur décroit
au bout d’une semaine alors que celle des cytokines murines se maintient. La présence des
CPE augmente également les taux circulants de BM-MNC et leur incorporation dans le tissu

ischémique montrant ainsi que les CPE favorisent le recrutement d’autres cellules

progénitrices 5. Cela résulte du fait que les CPE, mais également les lymphocytes T et

monocytes, sécretent des chimiokines comme CXCL12. Les CPE libérent également du NO
qui accentue la perméabilité¢ vasculaire et facilite I’extravasation des cellules sanguines. En
fin, la sécrétion de protéases comme les métalloprotéinases par les cellules médullaires
favorise la migration des cellules endogenes et donc la formation des vaisseaux.

Les facteurs sécrétés par les cellules médullaires favorisent également la régénération
tissulaire en activant la différenciation de progéniteurs endogenes non vasculaires. Une étude
récente a d’ailleurs montré que 1’injection intracardiaque de cellules médullaires cKit+ chez
des souris ayant un infarctus du myocarde stimule la différenciation des progéniteurs
endogénes en cardiomyocytes 1.

Les cellules médullaires modulent donc leur microenvironnement mais
I’environnement module également leur activité. En effet, de la méme fagon que les cellules
endogénes, elles sont exposées a I’hypoxie, aux forces de cisaillements et au cocktail de

cytokines qui stimulent leurs capacités pro-angiogéniques. Cependant, ce milieu particulier
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riche en réactifs de 1I’oxygene, débris apoptotiques et facteurs inflammatoires peut également

étre délétere et a tendance a amoindrir I’efficacité des cellules souches/progénitrices

Figure 17: Mécanismes moléculaires et cellulaires

D’apres JS. Silvestre, B. Lévy et D. Smadja, 2012
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IV. La thérapie cellulaire : nouveau traitement contre les

pathologies ischémiques ?

Les maladies ischémiques périphériques n’ont pas seulement un impact majeur sur la
qualit¢ de vie des patients, elles augmentent également leurs risques d’éveénements
cardiovasculaires fatals. Malgré les traitements et techniques chirurgicales actuels, les risques
d’amputation et les chances de survie restent un probléme majeur pour un grand nombre de
patients qui ne sont pas éligibles a ces procédures de revascularisation. A 1’heure actuelle, il
n’existe aucun traitement pharmacologique efficace pour traiter cette pathologie, révélant le
besoin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Historiquement, les premicres stratégies de revascularisation post-ischémique ont été
basées sur 1’administration de facteurs de croissance sous forme protéique ou a I’aide de
plasmides ou d’adénovirus. Si D’efficacité de ces traitements a largement ét¢ démontrée dans
les modeles murins, les résultats des essaies cliniques menés sur des patients ayant une
artérite oblitérante des membres inférieurs (AOMI) restent décevants. En effet, la premicre
¢tude randomisée menée en phase II et basée sur I’administration en intramusculaire
d’adénovirus contenant du VEGF;,; chez 105 patients ayant une AOMI n’a pas montré
d’amélioration du temps de marche par rapport a I’administration d’un placébo (RAVE, 2003).
Le plus grand essai clinique de phase II mené a ce jour pour traiter les ischémies
périphériques est 1’é¢tude TALISMAN 201 basée sur une quadruple administration
intramusculaire de plasmides contenant du FGF1 a 125 patients présentant une ischémie
critique des membres inférieurs. Si ce traitement n’a pas montré d’amélioration du temps de

marche ni de la cicatrisation des ulcéres, il a montré une diminution significative du taux
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d’amputations a un an et des déces. Ces résultats trés encourageants ont permis de lancer la
phase III (TAMARIS) de cet essai clinique mené sur plus de 500 patients et a 1’échelle
mondiale. Malheureusement, 1’é¢tude TAMARIS n’a pas confirmé I’effet bénéfique de la
thérapie génique observée en phase II, et a ét¢ abandonnée. Si ces traitements géniques
présentent relativement peu d’effets secondaires et sont techniquement assez aisés a réaliser,
ils sont insuffisants pour induire de réels effets bénéfiques pour les pathologies ischémiques
périphériques. Une autre stratégie thérapeutique trés prometteuse est celle basée sur

I’administration de cellules souches ou progénitrices, d’origine diverses.

1.  Quelles cellules pour quel traitement ?

Les cellules souches ont des capacités d’auto-renouvellement, de prolifération, de
différenciation et une activité paracrine remarquables qui font d’elles un excellent candidat
pour promouvoir la revascularisation post-ischémique. De nombreuses études faites sur
I’animal ont montré 1’efficacité de la thérapie cellulaire pour traiter I’ischémie périphérique et
de nombreux essais cliniques sont actuellement en cours chez I’homme. Toutefois, de part la
diversité des types de cellules souches, de leur origine, de leur degré de différenciation et de
leurs mécanismes d’action, 1’efficacité de la thérapie cellulaire reste a 1’heure actuelle tres

variable et la validation clinique toujours incertaine.

a. BM-MNC et PB-MNC

Les cellules mononuclées de la moelle osseuse (BM-MNC) ou du sang périphérique
(PB-MNC) sont des populations hétérogeénes constituées de cellules matures et progénitrices

isolées a partir des marqueurs CD34+ et CD133+. Prélevées directement dans la moelle
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osseuse des patients, les BM-MNC sont composées d’une grande majorit¢ de cellules
mononuclées (lymphocytes -69%-, érythroblastes -8%-, granulocytes -15%-, monocytes -8%-
) et d’une minorité de progéniteurs (0,01%) 7.

La premiere utilisation des BM-MNC comme produit de thérapie cellulaire chez
I’homme pour traiter 1’ischémie périphérique critique a été réalisée par une équipe japonaise
en 2002 et a montré des résultats trés favorables. Dans cette étude, 25 patients présentant une
ischémie critique unilatérale avec présence de gangréne ou d’ulcere pour 14 d’entre eux, ont
recues 10° BM-MNC autologues en quarante injections intramusculaires. Quatre semaines
plus tard, la douleur au repos, le temps de marche sans douleur et I’ankle-brachial index
(ABI) ont été améliorés ; huit semaines apres, I’étendue des ulceres était considérablement
diminuée et vingt-quatre semaines apres le traitement, les angiographies faites sur les jambes

ischémiques révélaient un développement net des collatérales 7. Cette premiére étude pilote

réalisée chez ’homme, a également permis de comparer 1’efficacité des PB-MNC par rapport
a celle des BM-MNC grace a 22 patients présentant une ischémie bilatérale. Chaque patient a
recu en double aveugle et de fagon randomisée des BM-MNC dans une jambe et des PB-

MNC dans I’autre. Les jambes ayant recu les BM-MNC ont vu tous les critéres cliniques

s’améliorer alors qu’aucun effet bénéfique n’a été observé suite a I’injection de PB-MNC 7.

Depuis, une cinquantaine d’études essentiellement de phase I et II se sont intéressées a
I’utilisation des BM-MNC pour traiter les patients atteints d’AOMI, d’ischémie critique ou de

la maladie de Buerger et ont montré des résultats positifs 158 159 160,

Cependant il reste encore a définir un protocole précis d’utilisation de cette thérapie
cellulaire. En effet, la technique de prélevement de la moelle, le tri et la mise en culture des
cellules, le nombre de BM-MNC administrés, la répétition des injections ou encore le mode
d’administration des cellules sont autant de facteurs qui modulent 1’efficacité du traitement.

Par exemple, dans la grande majorité des études cliniques, les cellules ont été injectées en
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intramusculaire alors que I’étude allemande PROVASA a récemment montré qu’une injection
intra-artérielle était également bénéfique pour la cicatrisation des ulcéres et pour la douleur au
repos ressentie par les patients. Elle a également montré qu’une deuxiéme injection de BM-

MNC trois mois apres la premiére potentialise la cicatrisation et ’ABI 15 161, [.e nombre de

cellules progénitrices injectées détermine également 1’efficacité du traitement. En effet, dans
I’é¢tude menée par Tateishi-Yuyama, les PB-MNC n’ont pas induit I’effet bénéfique obtenu

avec les BM-MNC, mais les PB-MNC contenaient 500 fois moins de cellules CD34+ que les

BM-MNC %7, D’autres travaux utilisant des stimulants de la mobilisation des cellules

médullaires (G-CSF) et différentes méthodes d’isolation des PB-MNC afin d’augmenter leur
nombre ont d’ailleurs montré une amélioration de la cicatrisation des ulcéres et de la douleur

au repos grace a ces PB-MNC 162,

Méme si ces résultats ne sont pas encore suffisants pour en faire un traitement courant
contre les AOMLI, ils représentent un grand espoir thérapeutique pour les patients ne pouvant
pas avoir recours aux procédures classiques de revascularisation. Une étude clinique en phase
III et a trés grande échelle est donc nécessaire pour confirmer 1’efficacité des BM-MNC et
déterminer d’éventuels effets secondaires. En effet, la plupart des études n’ont été réalisées
que sur quelques mois et avec un nombre relativement limité de patients. Une équipe
japonaise s’est intéressée a 1’effet de 1’administration de BM-MNC sur le long terme et a
relevée que quatre de leurs huit patients ont présenté de graves complications cliniques
comme la mort subite, la régression de 1’angiogenése ou I’aggravation de la douleur dans les
deux années suivant I’injection de BM-MNC 163,

La population hétérogéne des BM-MNC contient des cellules souches
mésenchymateuses et des progéniteurs endothéliaux connus pour avoir un fort potentiel pro-
angiogénique. Certaines ¢tudes soutiennent donc 1’idée qu’utiliser une population plus

homogene de progéniteurs serait plus efficace pour traiter I’ischémie périphérique.
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b. Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) étant capables de se différencier en
cellules vasculaires et musculaires, et ayant un fort pouvoir paracrine, elles représentent un
grand espoir thérapeutique pour la régénération vasculaire et tissulaire. Initialement
identifiées dans la moelle osseuse, elles ont depuis été trouvées chez ’homme dans de
nombreux autres tissus comme le tissu adipeux %4, le tissu pulmonaire '%°, ainsi que dans le
sang périphérique ¢ et dans le sang de cordon ombilical 7. Quelque soit leur origine, ces
cellules présentent des propriétés angiogénes mais avec une efficacité différente. En effet, il a
été¢ montré que les CSM provenant du sang de cordon ombilical proliférent et se différencient
in vitro en ostéocytes bien mieux que les CSM issues de la moelle osseuse %%, Les CSM
isolées a partir du tissu adipeux (ADSC) ont particuliérement été étudiées et leur efficacité
pour promouvoir la revascularisation post-ischémique des membres inférieurs a déja été

validée dans de nombreux modéles animaux. Notamment, 1’injection de 10° ADSC humaines
dans des souris nudes ayant subi une ligature de l’artére fémorale a permis d’améliorer
considérablement la revascularisation du membre ischémique . Une étude faite sur le rat a
méme montré que les MSC permettent une meilleure perfusion sanguine 21 jours apres leur
injection par rapport a des BM-MNC, notamment grace au fait qu’elles se différencient
d’avantage en cellules endothéliales et en cellules musculaires lisses 7°. Il semble également
que ces cellules issues de patients malades gardent le méme potentiel pro-angiogénique que
celles provenant d’individus sains, ce qui n’est pas le cas des BM-MNC. En effet, I’injection
de CSM issues de la moelle osseuse de patients atteints d’ischémie critique a permis
d’améliorer la perfusion sanguine de souris nudes ayant une ischémie périphérique induite

avec la méme efficacité que des CSM issues d’individus sains 71,
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Ces résultats prometteurs sont trés récents et peu d’études sur I’homme ont
actuellement ¢été réalisées. La premicre, publiée en 2006, a montré que l’injection en
intramusculaire de 10° CSM issues du sang de cordon ombilical & quatre patients atteints de la
maladie de Buerger permet d’éradiquer la douleur au repos, d’améliorer la cicatrisation des
zones nécrotiques et d’augmenter la densité capillaire digitale en seulement quatre semaines

172 Une plus grande étude randomisée, contrdlée et réalisée en double aveugle sur 41 patients

diabétiques ayant une ischémie critique, a également permis de montrer que I’injection en
intramusculaire de CSM autologues provenant de la moelle osseuse améliore d’avantage et

plus rapidement les critéres cliniques qu’une injection faite a partir de BM-MNC 73, Enfin, un

essai clinique de phase I publié¢ en 2013 a mis en évidence 1’efficacité¢ de 1’injection intra-
artérielle des CSM. En effet, les sept patients atteints d’ischémie critique ayant recus des
CSM ont vu tous leurs paramétres cliniques s’améliorer, et pour six des sept patients, leurs

ulceéres ont complétement ou partiellement cicatrisé 174, L’utilisation d’ADSC pour traiter

I’ischémie critique périphérique représente également une éventuelle alternative aux
traitements actuels. En effet, un premier essai pilote réalisé sur quinze patients a montré que
de multiples injections en intramusculaire d’ADSC issus de donneurs sains améliorent des les
six premiers mois la douleur, la claudication ainsi que le réseau vasculaire chez 66% des
patients 175,

Les premiers résultats obtenus chez ’homme sont donc trés prometteurs et la mise en
place rapide d’essais cliniques de thérapie cellulaire autologue a 1’aide des CSM pour traiter
les pathologies ischémiques humaines devraient déterminer dans les prochaines années

P’efficacité réelle de ce traitement.
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c. Les progéniteurs endothéliaux

De nombreuses études précliniques faites sur des rats ou des souris nudes ont validé
I’efficacité des CPE humaines pour promouvoir la revascularisation post-ischémique. Chez
I’homme, la plupart des essais cliniques utilisent cependant des populations hétérogénes de
cellules contenant plus ou moins de CPE, car il a été évalué, par extrapolation des doses
utilisées dans les modeles animaux, que 19 litres de sang sont nécessaires pour obtenir des
doses cliniques de CPE. De plus, il a ét¢é montré que les patients atteints d’ischémie critique

du membre inférieur présentent moins de CPE circulantes 6. Ainsi, la recherche actuelle

tente d’améliorer 1’isolation des CPE a partir du sang et de potentialiser leur efficacité en les
pré-conditionnant avant injection (cf chapitre IV, 2. a.). Une technique utilisée pour enrichir
la fraction de cellules mononuclées recueillies dans le sang des patients est celle de I’injection
préalable de G-CSF qui induit une forte mobilisation des cellules CD34+ dans la circulation
sanguine. En utilisant cette méthode, 1’équipe d’Asahara a réalisé en 2009 une étude clinique
de phase I et II dans laquelle des patients ayant une ischémie critique unilatérale des membres
inférieurs ont regu 10°/Kg de cellules CD34+ enrichies en progéniteurs endothéliaux et
hématopoiétiques. Cette injection intramusculaire a permis d’améliorer le temps de marche
des patients, la douleur au repos et la taille des ulcéres, montrant ainsi 1’efficacité¢ de la

thérapie cellulaire a base de cellules CD34+ enrichies en progéniteurs endothéliaux 77,

L’utilisation de cellules mononuclées issues de la moelle osseuse ou du sang
périphérique, de cellules mésenchymateuses ou de populations hétérogeénes enrichies en
progéniteurs endothéliaux semblent donc avoir un effet bénéfique sur I’ischémie critique et >
représente un grand espoir de traitement. Cependant, aucune étude clinique de phase III et a

grande échelle n’a encore été réalisée, empéchant toutes conclusions sur 1’efficacité de la
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thérapie cellulaire et son utilisation courante. De plus, il semble que ces effets bénéfiques
varient selon le type cellulaire, leur technique d’isolation, la pathologie traitée et les patients
concernés. En effet, contrairement aux études faites sur les modéles animaux standardisés, ces
cellules souches adultes humaines sont prélevées directement sur des patients qui bien
souvent ont un age avancé, sont hypertendus, peuvent étre diabétiques, fumeurs et/ou
présenter une hyperlipidémie. Tous ces facteurs néfastes auxquels sont exposées les cellules
souches les rendent moins efficaces. Il a clairement ét¢é montré par exemple, que des BM-
MNC isolées de patients ayant une ischémie cardiaque chronique ont des capacités a former
des colonies in vitro et a promouvoir la revascularisation in vivo nettement réduites par

rapport a des BM-MNC isolées de patients sains 78, La thérapie cellulaire a donc besoin

d’étre améliorée et différentes stratégies sont actuellement a 1’étude afin de potentialiser

I’efficacité des cellules souches adultes.

2. Stratégies pour augmenter Defficacité de la thérapie

cellulaire

a. Pré-conditionnement des cellules souches adultes

Pré-traiter les cellules souches in vitro avant leur injection permet de les activer et de
potentialiser leurs effets in vivo sur la revascularisation. En effet, il a ét¢ montré que des BM-
MNC exposées a des conditions hypoxiques 24h avant leur injection dans la patte ischémique
de rat, induisent une meilleure revascularisation par rapport aux cellules maintenues dans des

conditions normoxiques. Ce traitement prépare les cellules a leur environnement mais les
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active également puisque les expressions de VEGF ou de VE-cadhérine sont

considérablement augmentées 7°. Il est également possible de restaurer le potentiel pro-

angiogénique des BM-MNC connu pour étre diminué chez les patients diabétiques ou
hypercholestérolémiques. En effet, en surexprimant leur Nos, leurs capacités a se différencier
en cellules endothéliales in vitro et in vivo et a sécréter des facteurs pro-angiogéniques comme
le NO et le VEGF-A sont augmentés, redonnant a ces cellules leurs capacités a promouvoir le

revascularisation post-ischémique '*.

Pré-traiter les CPE a 1’aide de facteurs de croissance pro-angiogéniques permet
¢galement de potentialiser leur activité et leur recrutement dans le tissu ischémique. Il a été
montré que pré-incuber les CPE avec du VEGF ou du CXCL12 augmente I’expression de
certaines sous-unités d’intégrines impliquées dans 1’adhésion des ces cellules a 1’endothélium.
Ainsi, les CPE intégrent d’avantage le tissu ischémique et leur effet sur la revascularisation

post-ischémique est améliore 18! 131,

La modulation des micro-ARNs des cellules souches adultes régule également leur
activité. De récentes études montrent que les pathologies cardiovasculaires modifient
I’expression des micro-ARNs des cellules souches des patients. Le miR-34 notamment, connu
pour son effet pro-apoptotique, est surexprimé dans les BM-MNC de patients ayant un
infarctus du myorcarde. Il a ét¢ montré que I’inhibition du miR-34 dans ces BM-MNC
améliore leur survie in vitro et augmente leur bénéfice thérapeutique dans un modele murin

d’infarctus du myocarde '82. Les capacités pro-angiogéniques des CPE peuvent également étre

améliorées en modulant 1’expression des mir-10 et mir-21. En effet, il a récemment été
montré que I’inhibition du miR-10 ou du mir-21 dans des CPE tardives limite leur sénescence
dépendante de la P2-galactosidase et augmente ainsi leurs capacités pro-angiogéniques in

vitro et in vivo 183,
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b. Co-traitements

Au vu des nombreux acteurs moléculaires et cellulaires qui régissent la
revascularisation post-ischémique, la co-administration de différents types de cellules souches
et/ou facteurs de croissance peut constituer une nouvelle stratégie thérapeutique plus efficace.
Une récente étude a montré que les ECFC et les CSM humaines potentialisent toutes deux la
revascularisation post-ischémique de souris nudes mais que, contrairement aux CSM,
I’efficacité des ECFC passe par leur capacit¢ a se différencier en cellules a phénotype
endothéliale. Ces deux progéniteurs ont donc des modes d’actions différents et
complémentaires qui révelent I’intérét d’une co-thérapie. L’injection concomitante de CSM et
d’ECFC améliore d’ailleurs d’avantage la perfusion sanguine de la patte ischémique que leur

injection seule 8.

En plus d’avoir des roles complémentaires, les progéniteurs peuvent également
interagir et stimuler leur activité. C’est le cas des progéniteurs de cellules musculaires lisses
(PCML) qui, injectés dans un modele murin avec des progéniteurs endothéliaux (CPE) ont un
effet sur la revascularisation post-ischémique plus important que leur injection seule ou celle
de CPE. Il semble que les PCML produisent de I’Ang-1 qui stimulent I’expression de Tie-2
par les CPE augmentant ainsi leurs capacités de survie et de formation d’un réseau vasculaire

stable %.

C. Mode d’administration des cellules

En plus du type cellulaire a utiliser pour traiter une pathologie donnée, la question du

mode d’administration de ces cellules est encore loin d’étre résolue. De nouvelles techniques

- 79 -



Stratégies pour augmenter [ efficacité de la thérapie cellulaire

actuellement a I’essai tentent d’améliorer la rétention des cellules souches dans le tissu
ischémique ainsi que leur survie au sein de ce microenvironnement hostile.

Si P’injection en intraveineux est techniquement facile a réaliser, seulement 3 a 10%
des cellules administrées intégrent le tissu ischémique, la grande majorité étant retenue dans
les poumons. Afin d’améliorer leur recrutement, une technique toute récente réalisée chez le
rat propose de marquer les CPE avec des billes magnétiques et de les attirer vers le muscle
cardiaque 1és¢ a 1’aide d’un aimant. Cette méthode a montré une meilleure incorporation dans

le cceur des CPE labélisées par rapport aux CPE standards '®. Une injection intramusculaire

peut également pallier a ce probléme de recrutement méme si cette technique n’est pas
toujours réalisable. Cependant, la mort ou la destruction massive des cellules durant les
premiéres heures suivant 1’injection reste trés conséquente avec plus 80% de 1étalité selon les
¢tudes. Cette mortalité est probablement due aux contraintes physiques exercées sur les
cellules pendant 1’injection, au microenvironnement trés inflammatoire dans lequel elles
arrivent mais également a 1’absence de substrat sur lesquelles les cellules pourraient adhérer.
Une stratégie actuellement étudiée pour contrer ces contraintes techniques est 1’utilisation de
biomatériaux qui peuvent modifier la viscosité du milieu, faciliter le transfert des cellules et
leur servir de support. Les recherches actuelles montrent qu’administrer des cellules
préalablement préparées sous forme de mono ou pluri-couches cellulaires diminue leur
apoptose. Déposer ou encapsuler les cellules souches dans des biomatrices décellularisées,
des hydrogels contenant du collagéne ou de la fibrine semble également propice a leur

rétention et donc a leur survie et efficacité
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d. Autres types cellulaires

Les cellules souches adultes ont I’avantage de provenir directement du patient et de ne
provoquer aucun rejet ou réaction inflammatoire. Cependant, ces cellules souches sont trés
peu nombreuses et bien souvent leur efficacité est amoindrie par I’age du patient et tous les
facteurs auxquels elles ont été exposées comme le tabac, le diabéte ou encore 1’hypertension.
De plus ces cellules ont une plasticité toute relative qui limite leur potentiel régénératif. Il
existe quatre niveaux de plasticité pour une cellule : elle peut étre totipotente, pluripotente,
multipotente ou unipotente. Les cellules totipotentes sont capables de se différencier en tous
types cellulaires et de se structurer en un organisme multicellulaire. Chez ’homme, seuls les
blastomeres, cellules issues des deux premicres divisions qui suivent la fécondation, sont
considérés comme totipotents. Les cellules pluripotentes sont capables de se différencier en
tous les types cellulaires des trois feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme,
endoderme) y compris les cellules germinales mais ne permettent pas la formation d’un
organisme. Les cellules dites « cellules souches embryonnaires » (CSE) sont typiquement des
cellules pluripotentes. Les cellules multipotentes peuvent donner naissance a plusieurs types
cellulaires mais sont déja déterminées vers une lignée. C’est le cas des cellules
hématopoiétiques et mésenchymateuses. Enfin, les cellules unipotentes ne sont capables de se
différencier qu’en un seul type cellulaire mais sont connues pour participer au renouvellement
constant de certains organes comme la peau ou la muqueuse intestinale.

L’utilisation de cellules souches pluripotentes en thérapie cellulaire permet de pallier
aux limites rencontrées avec les cellules souches adultes. En effet, étant capables de se
renouveler de fagon quasi-illimitée, il est assez aisé d’en obtenir en culture des quantités
suffisantes pour les utiliser en thérapie cellulaire chez ’homme. De plus, ces cellules étant

isolées a partir d’embryons, ne présentent pas d’altération de leur efficacité due aux facteurs
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extérieurs comme 1’age ou le tabac. Enfin, leur pluripotence permet d’obtenir in vitro tous les
types de progéniteurs et de cellules différenciées, ce qui laisse un large spectre de possibilités
quand a leur utilisation en thérapie cellulaire. A I’heure actuelle, deux types de cellules
souches pluripotentes sont particulierement étudiées : les cellules souches embryonnaires

(CSE) et les cellules souches pluripotentes induites (iPS).

. Les iPS (Induced Pluripotent Stem Cells)

Les iPCS (Induced Pluripotent Stem Cells) ou iPS sont des cellules souches
pluripotentes similaires aux cellules souches embryonnaires (CSE) qui sont générées in vitro a
partir de cellules matures adultes. En 2007, 1’équipe japonaise dirigée par Yamanaka a montré
pour la premiere fois que des fibroblastes adultes du derme humain pouvaient étre

reprogrammeés en cellules souches pluripotentes grace a la transfection de rétrovirus contenant

les quatre facteurs de transcription Oct3/4, Sox2, c-Myc et KIf4 3¢ Cette premicre

démonstration de génération d’iPS humaines a ouvert de grandes possibilités d’avancée
médicale pour la régénération tissulaire et lui a valu le prix Nobel de Médecine en 2012. En
effet, les iPS semblent présenter les mémes caractéristiques in vitro que les CSE mais évitent
en plus les problémes éthiques liés a ces dernieres. Elles représentent également une source
autologue de cellules souches pluripotentes facilement accessible puisqu’elles dérivent de
tissus humains abondants comme la peau ou le tissu adipeux et sont assez aisées a produire.
En effet, de nombreux protocoles alternatifs ont depuis été développés par d’autres équipes a
travers le monde, utilisant notamment des vecteurs moins agressifs comme des adénovirus,

des plasmides ou des micro-ARNSs, faisant intervenir d’autres combinaisons de génes ou de

protéines, et utilisant d’autres types de cellules somatiques humaines '%”.

Les iPS étant pluripotentes, elles sont capables de se différencier in vitro en tous les

types cellulaires, et notamment en cellules vasculaires. Une équipe japonaise a réussi en 2009
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a induire et a isoler in vitro des cellules endothéliales et des cellules murales a partir d’iPS 8,

L’induction de cellules endothéliales humaines dérivées d’iPS (hiPS-EC) est permise par la
mise en culture d’iPS pendant 14 jours avec des milieux spécifiques contenant du BMP-4 et
du VEGF. Ces hiPS-EC expriment les marqueurs classiques endothéliaux (CD31, KDR,
CD144, eNOS), sont capables de former in vitro des structures de type capillaire et sécrétent
des facteurs angiogéniques quand elles sont exposées a des conditions hypoxiques. Injectées
en intramusculaire dans la patte ischémique de souris nudes ayant I’artére fémorale ligaturée,

elles potentialisent la revascularisation post-ischémique en augmentant le nombre de

capillaires et la perfusion sanguine '¥°. Ces premiers résultats sont trés prometteurs et

représentent un grand espoir pour [’utilisation d’iPS comme traitement des pathologies
ischémiques.

Cependant, la découverte et ’utilisation des iPS en thérapie cellulaire sont si récentes
qu’il faudra encore plusieurs années de recherche pour confirmer leur fiabilité et leur
efficacité. A I’heure actuelle, les similitudes génétique, moléculaire et fonctionnelle entre les
iPS et CSE sont encore débattues. Certaines études montrent que leur expression génétique et
la méthylation de leur ADN présentent des différences, soutenant I’idée d’une mémoire
épigénétique des cellules reprogrammées, alors que d’autres, basées sur de nombreux clones

d’iPS et de CSE, révelent au contraire qu’il est tres difficile de les distinguer ¥, Il existe

¢galement des variabilités fonctionnelles entre les iPS d’un laboratoire de recherche a un autre,
soulignant I’importance des conditions de culture dans lesquelles ces cellules sont générées.
Enfin, D’efficacité de leur production est également un facteur limitant pour les utiliser en

thérapie cellulaire chez 1I’homme car moins d’1% des fibroblastes par exemple se

dédifférencient en 1PS 187,
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. Les Cellules Souches Embryonnaires (CSE)

Les cellules souches embryonnaires pluripotentes sont isolées a partir de la couche
interne des blastocystes qui sont des embryons sphériques agés de 5 jours composés d’une
centaine de cellules. Ces blastocystes proviennent d’embryons surnuméraires issus de la
procréation médicalement assistée qui, méme s’ils sont voués a la destruction, peuvent poser
des problémes éthiques. Toutefois, la premiere lignée primaire de CSE a été réalisée en 1998
par une équipe américaine et la plupart des recherches actuelles se font désormais sur des

lignées établies 1°. De plus, au vu de leurs grandes capacités a proliférer, a s’auto-renouveler

et a se différencier in vitro en tous les types cellulaires, il est difficile d’exclure ces cellules
parmi les stratégies thérapeutiques de régénération tissulaire et vasculaire.

Les CSE peuvent étre différenciées in vitro en cellules vasculaires. Une équipe
japonaise a montré que mettre des CSE en culture sur du collagéne IV pendant quatre jours
permet d’identifier une population de cellules Flk+ (VEGFR2) caractérisées comme étant des
progéniteurs de cellules vasculaires et sanguines. Ces cellules Flk1+ sont d’ailleurs capables
de former un réseau vasculaire in vitro et d’incorporer les vaisseaux néoformés d’embryons
de poulet. Elles peuvent également se différencier in vitro en cellules endothéliales (CSE-EC)
ou en cellules musculaires lisses lorsqu’elles sont traitées avec du VEGF ou du PDGF-BB

respectivement . Les CSE-EC expriment les marqueurs génétiques et moléculaires

spécifiques des cellules endothéliales et forment in vitro des structures vasculaires matures de
type capillaire. Injectées en intramusculaire dans la patte ischémique de souris nudes
préalablement ligaturées au niveau de D’artére fémorale, les CSE-EC potentialisent la
revascularisation post-ischémique 2. Le potentiel des CSE pour promouvoir la
revascularisation post-ischémique est d’ailleurs assez surprenant puisqu’il est plus important

que celui des CPE humaines issues de sang périphérique ou de sang de cordon ombilical 1%,
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Il est possible a I’heure actuelle d’obtenir des progéniteurs de différentes lignées a
divers stades de différenciation a partir de ces CSE pluripotentes. Notamment, traiter les CSE
avec du BMP2 (Bone Morphogenic Protein 2) et Wnt3a permet d’engager ces cellules vers
une lignée mésodermique et d’obtenir des progéniteurs cardiovasculaires caractérisés par
I’expression d’Oct-4, MESP-1 (Mesoderm Posterior 1) et SSEA-1 (Stage-Sprecific
Embryonic Antigen 1). L’expression de SSEA-1 signe la perte de pluripotence de ces cellules
qui, injectées dans le myocarde ischémique de primates, ne développent pas de tératomes,
contrairement aux cellules SSEA-1". Ces progéniteurs cardiovasculaires SSEA-1+ sont
particulierement efficaces et ont été retrouvés, deux mois apres leur injection, incorporés dans
le myocarde des primates exprimant soit des marqueurs de cellules endothéliales, soit de

cellules musculaires lisses ou de cardiomyoyctes 4. Ces cellules SSEA-1+ peuvent

¢galement donner naissance in vitro a des progéniteurs de cardiomyocytes, de cellules
musculaires lisses ou de cellules endothéliales lorsqu’elles sont traitées avec du BMP2/FGF2,
PDGF-BB ou du VEGF-A respectivement. Ainsi, ces cellules souches embryonnaires
multipotentes ont des capacités de différenciation telles qu’elles semblent étre un candidat
idéal pour la thérapie cellulaire. Le troisi¢éme article de cette these révele I’incroyable
potentiel de ces progéniteurs cardiovasculaires pour traiter I’ischémie du membre

inférieur dans un modéle murin.
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Figure 18: Différenciation in vitro des CSE en progéniteurs cardiovasculaires.

D’aprés M. Pucéat, JCI, 2010
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Article 1
I. Article 1: Sympathetic Nervous System Regulates
Bone Marrow-Derived Cell Egress Trough
Endothelial Nitric Oxide Synthase Activation: Role in

Postischemic Tissue Remodeling

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2012 January19; 32:643-653
Alice Récalde, Adéle Richart, Coralie Guérin, Clément Cochain, Yasmine Zougari,

Kiave Ho Wang Yin, José Vilar, Isabelle Drouet, Bernard Lévy, Odile Varoquaux,
Jean-Sébastien Silvestre.

La mobilisation des cellules d’origine médullaire ainsi que leur recrutement dans le
tissu ischémique sont des facteurs déterminants pour la revascularisation post-ischémique.
Diverses cytokines angiogéniques dont le VEGF-A participent a la mobilisation des
progéniteurs en activant directement au niveau de la moelle osseuse des métalloprotéinases
(MMP-9) qui dégradent certaines molécules a 1’origine de la rétention des cellules comme la

chimiokine CXCL12 et le ligand membranaire KitL 98 99 100

. Il a récemment été montré que le
systéme nerveux sympathique (SNS), et plus particulierement la norépinephrine (NE),
participe également a la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques en activant la
dégradation médullaire des ostéoblastes et de CXCL12 ', Le role exact des catécholamines
reste cependant encore controversé puisqu’il a été montré que la dopamine (DA) peut inhiber
la mobilisation des CPE via son récepteur D2 dans un contexte tumoral mais, paradoxalement,
activer la mobilisation des cellules Sca-1+cKit+Lin- via son récepteur D5 ' ', Dans un

contexte d’ischémie critique périphérique, les catécholamines semblent toutefois participer a

J R . \ . \ . r r 108 . r r r
la collatérisation et a I’angiogenése du tissu 1ésé . Si de récentes études ont montré que la

- 88 -



Article 1

NE et la DA stimulent la production de NO, les processus par lesquels les catécholamines

modulent la revascularisation post-ischémique restent encore trés mal décrits 110 111,

L’objectif de ce premier travail a donc été de comprendre 1’effet de la NE et de la DA
sur la revascularisation post-ischémique et d’identifier leurs mécanismes d’action dans le

contexte de I’ischémie critique du membre inférieur.

* Les catécholamines promeuvent la revascularisation post-ischémique en
favorisant le recrutement des cellules d’origine médullaire
Le premier résultat de ce travail a été la mise en évidence de I’effet bénéfique des
catécholamines sur la revascularisation post-ischémique. En effet, traiter des souris ayant une
ischémie du membre inférieur avec de la DA ou de la NE améliore leurs densités capillaire et
artériolaire, leur score angiographique ainsi que la perfusion sanguine de leurs pattes
ischémiques. Nous avons également constaté, par immuno-histochimie, que ces deux types de
catécholamines favorisent le recrutement des cellules d’origine médullaire dans le muscle
ischémique. De plus, nos travaux menés in vifro montrent que traiter des cellules
mononuclées issues de la moelle osseuse (BM-MNC) avec de la DA ou de la NE favorise leur
prolifération, leur différenciation en cellules a phénotype endothéliale ainsi que leur

production de NO.

* Les catécholamines activent I’inflammation
La deuxiéme partie de ce travail a permis de montrer que la DA et la NE activent
I’inflammation, acteur crucial de la régénération vasculaire post-ischémique. En effet, traiter
des souris avec I'une de ces deux catécholamines augmente le nombre de monocytes
circulants dans le sang au 3°™ jour suivant 1’ischémie, révélant ainsi une activation de la

mobilisation. Les catécholamines stimulent également I’infiltration des cellules
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inflammatoires dans le muscle ischémique puisque nous y avons observé une augmentation
du nombre de macrophages. Enfin, nous avons mis en évidence que I’effet de la DA et de la
NE dépend notamment de la chimiokine CCL2 (MCP-1) puisque leur effet bénéfique sur la

revascularisation post-ischémique est aboli en présence d’un anticorps anti-CCL2.

* Les catécholamines contrélent la mobilisation des cellules médullaires en
augmentant ’expression de la eNOS
24h apres I’ischémie, nous observons dans la moelle osseuse une augmentation de
I’expression de la tyrosine hydroxylase, enzyme a I’origine de la synthése des catécholamines,
de la DA, la NE, ainsi que de la eNOS. Nous avons également constaté que traiter des souris
déficientes pour la eNOS (eNOS™) avec de la DA ou de la NE ne potentialise plus la
revascularisation post-ischémique comme chez les souris controles. De plus, les souris eNOS
" traitées avec des catécholamines ont nettement moins de cellules originaires de la moelle
osseuse, progénitrices (CD45+CD34+) ou a phénotype endothéliale (CD45+VEGFR2+) dans
la circulation sanguine et dans le muscle ischémique, 1 et 3 jours apres 1’ischémie, par rapport
aux souris controles. Ces résultats mettent en évidence que les catécholamines participent a la
mobilisation des cellules médullaires dans la circulation sanguine par un mécanisme

dépendant de la eNOS.

Ce premier travail a donc permis de montrer que le SNS, via une signalisation
dépendante de la eNOS, active le revascularisation post-ischémique en régulant la
mobilisation des progéniteurs vasculaires et des cellules inflammatoires originaires de la

moelle osseuse.
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Sympathetic Nervous System Regulates Bone
Marrow—Derived Cell Egress Through Endothelial Nitric
Oxide Synthase Activation

Role in Postischemic Tissue Remodeling

Alice Récalde, Adele Richart, Coralie Guérin, Clément Cochain, Yasmine Zouggari, Kiave Ho Wang Yin,
José Vilar, Isabelle Drouet, Bernard Lévy, Odile Varoquaux, Jean-Sébastien Silvestre

Objective—Catecholamines have been shown to control bone marrow (BM)—derived cell egress, yet the cellular and
molecular mechanisms involved in this effect and their subsequent participation to postischemic vessel growth are
poorly understood.

Methods and Results—Tyrosine hydroxylase mRNA levels, as well as dopamine (DA) and norepinephrine (NE) contents,
were increased in the ischemic BM of mice with right femoral artery ligation. Angiographic score, capillary density, and
arteriole number were markedly increased by treatments with DA (IP, 50 mg/kg, 5 days) or NE (IP, 2.5 mg/kg, 5 days).
Using chimeric mice lethally irradiated and transplanted with BM-derived cells from green fluorescent protein mice, we
showed that DA and NE enhanced by 70% (P<<0.01) and 62% (P<<0.001), respectively, the number of green fluorescent
protein—positive BM-derived cells in ischemic tissue and promoted their ability to differentiate into cells with
endothelial and inflammatory phenotypes. Similarly, both DA and NE increased the in vitro differentiation of cultured
BM-derived cells into cells with endothelial phenotype. This increase was blunted by the nitric oxide synthase inhibitor
N®-nitro-L-arginine methyl ester. DA and NE also upregulated the number of CD45-positive cells in blood 3 days after
ischemia and that of macrophages in ischemic tissue 21 days after ischemia. Of interest, DA and NE increased BM
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) mRNA levels and were unable to promote BM-derived cell mobilization in
chimeric eNOS-deficient mice lethally irradiated and transplanted with BM-derived cells from wild-type animals.
Furthermore, administration of a 32 adrenergic agonist (clenbuterol, IP, 2 mg/kg, 5 days) and that of a dopaminergic
D1/D5 receptor agonist (SKF-38393, IP, 2.5 mg/kg, 5 days) also enhanced BM-derived cell mobilization and
subsequently postischemic vessel growth.

Conclusion—These results unravel, for the first time, a major role for the sympathetic nervous system in BM-derived cell
egress through stromal eNOS activation. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2012;32:643-653.)

Key Words: angiogenesis m catecholamines m ischemia m nitric oxide m nitric oxide synthase

obilization and recruitment of bone marrow (BM)—

derived cells are of paramount importance and
occupy a predominant hierarchical role in the orchestration
of tissue remodeling after ischemia. Progenitor cells main-
tenance and mobilization in the BM are controlled by
various cytokines, including colony-stimulating factors
and angiogenic cytokines! and involve activation of pro-
teinases, such as elastase, cathepsin G, and the matrix
metalloproteinases (MMPs). Among them, MMP-9 up-
regulation results in the release of soluble Kit-ligand
expressed by stromal cells and in the activation of BM
progenitor cells motility and mobilization.? Furthermore,
MMP-9 was demonstrated to be essential for vascular

endothelial growth factor (VEGF)-induced, CXCLI12-
induced, and placenta growth factor—induced progenitor
cell mobilization. It is also known that BM-derived endo-
thelial nitric oxide synthase (eNOS) is a substantial com-
ponent of the stem cell niche and is required for the
mobilization of BM-derived progenitor cells3>—> Of interest,
eNOS-deficient mice show a profoundly reduced basal
activity of pro-MMP-9. As a consequence, the MMP-9
mediated release of soluble Kit-ligand from membrane
KitL is reduced in eNOS-lacking mice.? In addition, mice
deficient in eNOS show reduced vascular endothelial
growth factor—induced mobilization of endothelial progen-
itor cells.® Reendothelialization and endothelial progenitor
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Figure 1. Quantitative evaluation and representative photomicrographs
microangiography (vessels appear in white) (B), capillary density (C), an

Isc DA

Isc NE

of foot perfusion 7, 14, and 21 days after ischemia (A) and
d arteriole density (D) 21 days after ischemia in C57BL/6 mice

treated with or without PBS, 6-hydroxydopamine (6-OHDA), dopamine (DA), norepinephrine (NE), the D1/D5 receptor agonist SKF-
38393 (SKF) and the B2 adrenergic receptor agonist clenbuterol (CLEN). E, Representative photomicrographs of capillaries and arteri-

oles densities. Capillaries appear in green, green arrows indicate BSA-I

B4-positive capillaries and arterioles appearing in red, and red

arrows show «-actin-positive arterioles. Isc indicates ischemic legs; Nlsc, nonischemic legs; AU, arbitrary units. Values are mean=SEM.
*P<0.05, *P<0.01, **P<0.001 vs PBS; ###P<0.001 vs PBS D14; $P<0.05, $$$P<0.001vs PBS D21.

cell mobilization into the peripheral circulation after injury
are also reduced in eNOS-deficient mice.* Finally, after
ischemic challenge, eNOS knockout animals have defects
in arteriogenesis and pericyte recruitment.®

It is now well established that BM and secondary lymphoid
tissues are innervated by noradrenergic sympathetic nerve fibers,
which release catecholamines from the sympathetic nerve ter-
minals.” Recent evidence suggests that catecholamines are also
able to control BM-derived cell egress.®-'° Inhibition of adren-
ergic neurotransmission induces osteoblast suppression, bone
CXCL12 downregulation, and hematopoietic stem cell mobili-
zation.® Moreover, administration of a 32 adrenergic agonist
enhances mobilization in both control and norepinephrine (NE)-
deficient mice.® Dopamine (DA) may also control BM-
progenitor cell mobilization, but its role remains controversial.
DA-induced activation of D2 receptor has been shown to inhibit
tumor-induced mobilization of endothelial progenitor cells
(EPCs) from BM to circulation, vascularization, and subse-
quently tumor growth.® In contrast, the myeloid cytokines
granulocyte colony stimulating factor and granulocyte monocyte
stimulating factor have been described to upregulate D5 receptor
expression on immature CD34™" cells and thus treatment with
DA enhances BM Sca-1"¢-Kit"Lin™ cell numbers.!©

During hindlimb ischemia, catecholamines have been pro-
posed to contribute to collateral growth and angiogenesis in
ischemic tissue. DA B-hydroxylase—deficient mice lacking cat-

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/

echolamines synthesis show an inhibition of leukocytes accu-
mulation in the adventitia/periadventitia of collaterals and a
decrease in a-smooth muscle actin-positive vessels.'! In line
with these results, adenoviral-mediated gene transfer of the
human (2 adrenergic receptor to the endothelium of the rat
femoral artery results in ameliorated angiographic blood flow
and hindlimb perfusion after chronic ischemia, whereas angio-
genesis is severely impaired in (32 adrenergic receptor-deficient
mice subjected to femoral artery resection.!>!3 Of interest, DA
and NE are well-established activators of eNOS through cAMP/
protein kinase activation and inhibition of Rho/Rho kinase-
related pathway.'+15

Here, we show that catecholamines regulated BM-derived
hematopoietic cells and vascular progenitor cell mobilization
from BM to blood, leading to activation of their recruitment in
ischemic tissue and of vessel growth in mice with hindlimb
ischemia. These effects were fully blunted in lethally irradiated
eNOS-deficient animals transplanted with BM from wild-type
(WT) mice, highlighting a crucial role of stromal eNOS in cate-
cholamine-induced mobilization of BM-derived progenitor cells.

Materials and Methods

Hindlimb Ischemia
Experiments were conducted according to the French veterinary guide-

lines and those formulated by the European Community for experimen-
tal animal use (L358-86/609EEC). WT C57BL/6 mice (n=10 per

at INSERM - DISC on October 2,2012
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Figure 2. A, Quantitative evaluation by flow cytometry analysis of CD34 and vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2)-
positive cells in blood of mice treated with or without PBS, dopamine (DA), norepinephrine (NE), the D1/D5 receptor agonist SKF-38393
(SKF), and the B2 adrenergic receptor agonist clenbuterol (CLEN). n=10 per group. B, Quantitative evaluation of green fluorescent pro-
tein (GFP)-positive cells in ischemic muscle of wild-type (WT) chimeric mice irradiated and transplanted with bone marrow (BM) from

GFP mice and treated with or without PBS, 6-hydroxydopamine (6-

OHDA), DA, or NE 5 days after ischemia. C, Quantitative evaluation

and representative photomicrographs of incorporated BM-derived GFP™-BSA-IB4 ™ cells (GFP-positive cells appear in green, BSA-1B4
positive cells in red; nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole [blue]) in chimeric mice treated with or without PBS,
6-OHDA, DA, or NE. Isc indicates ischemic legs; Nlsc, nonischemic legs; ND, not detected. Values are mean+SEM. *P<0.05,

**P<0.01, **P<0.001 vs PBS.

group) treated with or without 6-hydroxydopamine, leading to a chem-
ical destruction of peripheral catecholaminergic fibers (6-hydroxydopa-
mine, 250 mg/kg 1 day before ligation and 100 mg/kg 1 day after
ligation, IP, Sigma), DA (50 mg/kg, 5 days, IP, Sigma), NE (2.5 mg/kg,
5 days IP, Sigma), the D1/D5 receptor agonist SKF-38393 (2.5 mg/kg,
5 days, IP, Sigma), and the B-adrenergic receptor agonist clenbuterol (2
mg/kg, 5 days, IP, Sigma) underwent surgical ligation of the proximal
part of the right femoral artery, above the origin of the circumflexa
femoris lateralis, as previously described.'® In additional experiments,
mice receiving DA and NE were also treated with or without a
neutralizing antibody directed against the monocyte chemoattractant
protein -1 (MCP-1) (IP, 45 ug per mouse at 0, 1, 3, 5, and 7 days after
the onset of ischemia).

Ten-week-old CD45.2 C57BL/6 and CD45.2 eNOS-deficient
mice underwent medullar aplasia by total body irradiation (9.5
gray). BM cells were then isolated from femurs and tibias of
green fluorescent protein (GFP) C57BL/6 or CD45.1 C57BL/6

WT and intravenously injected into irradiated animals. After 6
weeks, mice underwent surgical ligation of the proximal part of
the right femoral artery and were treated as described above.

At the end of the treatment period, mice were anesthetized with
intraperitoneal injection of pentobarbital (50 mg/kg), and microan-
giography was performed as previously described.!® Paw perfusion
was also assessed by laser Doppler imaging.

Immunohistochemistry

Calf muscles were frozen in liquid nitrogen—cooled isopentane.
Frozen sections (7 wm) were then incubated with antibodies directed
against Mac-3 (1:100, BD Pharmingen) or a-smooth muscle cell
actin (1:100, Abcam) or fluorescein isothiocyanate (FITC)-
Bandeiraea simplicifolia agglutinin isolectin B4 (BSA-IB4, 1:100,
Sigma) for 1 hour at room temperature. To demonstrate incorpora-
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F¥

646 Arterioscler Thromb Vasc Biol March 2012
A clL pA N B CTL
g B 200
50150 Een
o <o syt ttiHE
Q\‘o’ % “5 100 ## * %k
aX 50
A&
=
a 8 &
ST
SRRy .
va% G?,%J\ﬁb 50um
DA+L-NAME  NA+L-NAME
C
E D
) =
28 £ 250 * ¥
5% 55 200
0L SE 150
8 5% 100 —
P AT SSESESSS as ©
CITEI S o
SN Q& ™ &
FIES ¢ 9 ®
E F G
250 g £
2 200 88 13 ]
3 R150 8& 10 82 10
S A 25 O
g2l T s S 50
Z < 50 = . > 0
0
N NG < ~ N NG < A
XS ggs &e y §& S& R > P & FE S oF
o
4 x\;éx\;é

Figure 3. A, Cell surface expression of 82, D3, D4, and D5 receptors by cultured BM mononuclear cells (BMMNCs) treated with or
without dopamine (DA) or norepinephrine (NE) for 6 days. B and C, Quantification of the percentage of BMMNCs double-positively
stained for BSA-IB4 and Dil-labeled acetylated low-density lipoprotein (Dil-LDL) (B) or BSA-IB4 and endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) (C) compared with cells with endothelial phenotype. Right (B and C), representative images of BMMNC cultures. Arrows indi-
cate double-positive cells with endothelial phenotype, respectively, for Dil-LDL (red) and BSA-IB4 (green) or eNOS (red) and BSA-IB4
(green). Nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (blue) (B and C). Cultured BMMNCs were treated with or without DA,
NE, the D1/D5 receptor agonist SKF-38393 (SKF), or the 82 adrenergic receptor agonist clenbuterol (CLEN) in the presence or absence
of N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (nitric oxide synthase inhibitor). Data are presented as mean=SEM. **P<0.001 vs
untreated control cells (CTL), ###P<0.001 vs DA, $$$P<0.001 vs NE, 111P<0.001 vs SKF, $11P<0.001 vs CLEN. D to G, Quantitative
evaluation of BMMNC proliferation (D), as well as NO (E), interleukin (IL)-10 (F), and vascular endothelial growth factor (VEGF) (G)
release by cultured BMMNCs treated with or without DA, NE, the D1/D5 receptor agonist SKF, or the 2 adrenergic receptor agonist
CLEN in the presence or absence of L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor). Values are mean=SEM. *P<0.05 vs CTL.

tion of BM-derived cells into ischemic muscles, the gastrocnemius
muscles of BM GFP chimeric mice were harvested 4 days after the
onset of ischemia. Incorporated GFP-BM-derived cells were de-
tected by immunostaining with antibody directed against GFP
(1:200, Abcam) and a rhodamin-BSA-IB4 (1:100, Sigma) or with
antibody directed against Mac-3 (1:100, BD Pharmingen) fol-
lowed by incubation with antibody goat anti-rat Alexa Fluor 594
(1:100, Invitrogen).

Flow Cytometry Analysis

CD45.1 chimeric mice or WT animals were also used for analysis
of circulatory cells infiltration. At time of euthanasia, ischemic
gastrocnemius muscles were weighed, minced, and digested in
4500 U/mL collagenase I, 1250 U/mL collagenase XI, 60 U/mL
DNase I, and 1000 U/mL hyaluronidase (Sigma-Aldrich) for 1
hour at 37°C. BM-derived cell, blood cell, and ischemic muscle

cell suspensions were layered on Histopaque 1083 (Sigma-
Aldrich) for gradient density centrifugation. All cell suspensions
were labeled with FITC-conjugated anti-CD45.1 (clone A20, BD
Biosciences), PerCP-conjugated anti-CD45.2 (clone 30-F11, BD
Pharmingen), FITC-conjugated anti-CDI11b (BD Biosciences),
phycoerythrin-conjugated anti-Ly6G (clone: 1A8, BD Pharmin-
gen), APC-conjugated anti-7/4 (ABD Serotec), APC-conjugated
anti-CD34 (ABD Serotec), phycoerythrin-conjugated anti-VEGF
receptor 2 (VEGFR2) (Clone: Avasl2al, eBioscience) antibody.
Cells were analyzed by flow cytometry using a LSRII device
(Becton Dickinson). BM-derived cells or cultured BM mononu-
clear cells (BMMNCs) were also labeled with rabbit anti-D3
receptor (Abcam), anti-D4 receptor (Abcam), anti-D5 receptor
(Alomone Labs) and anti-B2 receptor (Abcam) antibodies fol-
lowed by incubation with phycoerythrin-conjugated anti-rabbit
secondary antibody (Abcam).
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Isolation and Treatment of BMMNCs

BMMNCs were isolated by density gradient centrifugation with
Histopaque 1083. BMMNCs were first plated on plastic, nonadher-
ent cells were removed and then plated at a density of 1x10° cells per
cm? on 24-well plates (Nunc) coated with 10 ug/mL fibronectin
(Sigma) and cultured up to 6 days in Endothelial Cell Basal Medium
2. Cells were then treated for 6 days with or without DA (10 nmol/L,
Sigma), NE (1 mmol/L, Sigma), SKF-38393 (30 mmol/L, Sigma),
Clenbuterol (1 mmol/L, Sigma). BMMNCs were also treated with or
without N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (nitric oxide
synthase inhibitor, 10~> mol/L; Sigma). Endothelial cell phenotype
was revealed by double-positive staining for FITC-labeled BSA-IB4
(Sigma) and Dil-labeled acetylated low-density lipoprotein (Molec-
ular Probes) or with goat anti-eNOS antibody (Affinity Bioreagent)
and subsequently goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 antibody (Invit-
rogen), as previously described.!”-'8 These double-positive cells were
negative for the monocytic marker CD45 (data not shown). Cell
numbers were counted and expressed in cells per field. Three fields
from each culture were counted.

Quantitative Reverse Transcription—Polymerase
Chain Reaction

cDNA synthesis was performed with the QuantiTect Reverse Tran-
scription Kit (Qiagen). Polymerase chain reaction was performed on
StepOne Plus real time polymerase chain reaction system (Applied
Biosystems) using SYBR green (Mesagreen, Eurogentec). Mouse
GAPDH was used to normalize samples amplification. The follow-
ing oligonucleotides served as primers: GAPDH forward, 5'-CGT-
CCC-GTA-GAC-AAA-ATG-GTG-AA-3’, reverse, 5'-GCC-GTG-
AGT-GGA-GTC-ATA-CTG-GAA-CA-3"; eNOS forward, 5'-GCA-
TCG-GCA-GCC-AAA-CAC-CAA-AGT-3', reverse, 5'-CGC-CCA-
CCC-AGG-AGA-GAT-CCA-C-3'; tyrosine hydroxylase, forward,
5’-GCC-GTC-TCA-GAG-CAG-GAT-ACC-A-3, reverse,
5’-CCG-CCG-TCC-AAT-GAA-CCT-T-3".

Catecholamine Synthesis

Briefly, the animals were euthanized, their femurs and tibias were
dissected, and the BM was flushed out with 5 mL of ice-cold 0.6
mol/L perchloric acid containing 1.7 mg/mL ethylene glycol tet-
raacetic acid and 1.1 mg/mL reduced glutathione. Samples were
centrifuged for 15 minutes at 2500g at 0°C, and DA and NE were
assayed into the high-performance liquid chromatography system, as
previously described.®!°

BMMNC Paracrine Potential

Culture medium was collected and analyzed for VEGF-A and
interleukin-10 by ELISA (R&D Systems). In addition, NO produc-
tion was assessed by measuring intracellular nitrosation of the
NO-sensitive fluorochrome 4,5-diaminofluorescein diacetate (Alexis
Biochemicals). Briefly, BMMNCs were incubated with 10 umol/L
4,5-diaminofluorescein diacetate for 3 hours (37°C). Exposure to
light was avoided as far as possible throughout experimentation.
Supernatants were then removed, and cells were washed in fresh
4,5-diaminofluorescein diacetate-free buffer followed by immediate
fluorescence-activated cell sorting analysis. A Becton Dickinson
LSRII analyzer was used to quantify fluorescence (excitation wave-
length 488 nm, emission wavelength 530 nm) at the single-cell level,
and data were analyzed using FACSDiva software.

Statistical Analysis

Results were expressed as mean®=SEM. Kruskal-Wallis analysis of
variance was used to compare each parameter. Post hoc Mann-Whitney
U tests with Bonferroni correction were then performed to identify

which group differences accounted for the significant overall Kruskall-
Wallis values. A value of P<<0.05 was considered significant.

Results

Catecholamines Enhance

Postischemic Revascularization

Acute treatments with DA and noradrenaline did not affect
systolic blood pressure (98.5*+3.1 and 100.6*3.5 mm Hg,
respectively, compared with 99.4*2.8 mm Hg in PBS-
receiving animals) or heart rate (508 =21 and 505%23 bpm,
respectively, compared with 526219 bpm in PBS-receiving
animals), 21 days after the onset of ischemia.

We then assessed the effect of catecholamines on postis-
chemic neovascularization. DA and NE treatments increased
foot perfusion, whereas sympathectomy induced by 6-hy-
droxydopamine administration hampered tissue perfusion
recovery (Figure 1A). These results were confirmed by
angiographic score and by capillary and arteriole density
(Figure 1B—1E) analysis, demonstrating that catecholamines
enhanced revascularization process after hindlimb ischemia.
Of interest, SKF-38393, a DI1/D5 dopaminergic receptor
agonist, and clenbuterol, a 32 adrenergic receptor agonist,
also highly increased foot perfusion, angiographic score, and
capillary and arteriole densities, suggesting that catechol-
amine-related effects on postischemic revascularization re-
sulted from D1/D5 receptor and 32 receptor activation.

Catecholamines Increase Mobilization and
Recruitment of BM-Derived Cells

BM-derived cells have been shown to participate in tissue
regeneration after ischemia.’#

Catecholamines and BM-Derived Cells With Endothelial
Cell Phenotype
We first assessed the effect of catecholamines on vascular

progenitor cell mobilization to blood and recruitment to
ischemic tissue. Three days after ischemia, the number of
CD34"/VEGFR2" cells was increased in blood of mice
treated with NE, SKF-38393, and clenbuterol compared with
control animals (Figure 2A). To evaluate the recruitment of
BM-derived cells in ischemic tissue, we generated chimeric
mice irradiated and transplanted with BM isolated from GFP
animals. We showed that DA and NE increased by 30% and
43%, respectively, the number of GFP-positive cells in
ischemic tissue compared with control animals (Figure 2B,
P<0.01; P<<0.001). Of interest, the number of cells with
endothelial phenotype, ie, positive for both GFP and BSA-
IB4, was also upregulated by 236% and 188% after DA and
NE treatments, respectively (Figure 2C, P<<0.01; P<<0.001),
suggesting that catecholamines may also control the ability of
BM-derived cells to differentiate into cells with endothelial
phenotype. To support this hypothesis, we first evaluated the
cell surface expression of catecholamine receptor and then
analyzed their role on the fate of cultured BM-derived cells.

Figure 4 (Continued). norepinephrine (NE), the D1/D5 receptor agonist SKF-38393 (SKF), or the B2 adrenergic receptor agonist clenb-
uterol (CLEN). Values are mean=SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 vs PBS. Top right, representative flow cytometry scattergraph
of 7/4-positive and Ly6G-negative cells in blood of mice treated with or without Dopamine (DA). Plots are gated on CD11b™ cells. B,
Infiltration of CD45-positive cells and that of 7/4" and 7/4'° monocytes subsets in the ischemic muscles of control animals at different
time points after the onset of ischemia. Values are mean=SEM. *P<0.05, **P<0.01 vs PBS.
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Figure 5. A, Macrophage number in the ischemic muscles of
control animals at different time points after the onset of ische-
mia. Values are mean+SEM. *P<0.05, *P<0.01, **P<0.01 vs
PBS. B, Quantification and representative photomicrographs of
macrophage number 21 days after ischemia in muscle of mice
treated with or without PBS, 6-hydroxydopamine (6-OHDA),
dopamine (DA), norepinephrine (NE), the D1/D5 receptor agonist
SKF-38393 (SKF), and the B2 adrenergic receptor agonist clen-
buterol (CLEN). Macrophages appear in brown, and arrows
show Mac-3 positive macrophages. Values are mean+SEM.
*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 vs PBS. C, Quantitative evalua-
tion and representative photomicrographs of incorporated bone
marrow (BM)-derived green fluorescent protein (GFP)"-Mac-3"
cells (GFP-positive cells appear in green and Mac-3-positive
cells in red, and nuclei were stained blue with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole) in chimeric mice treated with or without PBS,
6-OHDA, DA, or NE. Values are mean*=SEM. **P<0.01 vs PBS.
D, Quantitative evaluation of foot perfusion, angiographic score,
capillary density, arteriole density, and macrophage number in
control animals and in mice receiving DA or NE with or without
cotreatment with neutralizing antibody directed against the
chemokine monocyte chemoattractant protein-1 (Ab MCP1). Isc
indicates ischemic legs; Nlsc, nonischemic legs. Values are
mean*SEM. *P<0.01, **P<0.001 vs PBS; #P<0.05,
###P<0.001 vs DA-treated mice; $P<0.05, $$P<0.01,
$$$P<0.001 vs NE-treated animals.
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Figure 6. A, Tyrosine hydroxylase (TH) mRNA levels in bone
marrow (BM) of ischemic (Isc) and nonischemic (N.Isc) limbs 12,
24, 48, and 72 hours after the onset of ischemia. CTL indicates
sham-operated animals; ND, not detected. Values are
mean=SEM. **P<0.001 vs CTL. B, Dopamine (DA) and norepi-
nephrine (NE) levels in BM of ischemic limbs 24 and 72 hours
after the onset of ischemia. Data are represented as
mean=+=SEM. *P<0.05 vs CTL. C, Percentage of BM cells
expressing B2, D3, D4, or D5 receptors 12, 24, 48, and 72
hours after the onset of ischemia, assessed by fluorescence-
activated cell sorting analysis. CTL indicates sham-operated
animals. Values are mean=SEM. **P<0.001 vs the percentage
of B2-positive cells in control animals; ##P<0.01, ###P<0.001
vs the percentage of D3-positive cells in control animals;
$$$P<0.001 vs the percentage of D4-positive cells in control
animals; 111P<0.001 vs the percentage of D5-positive cells in
control animals. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) mRNA
levels in BM of Isc and N.Isc limbs, at different time point after
the onset of ischemia (D) or after 3 days of treatment with or
without 6-hydroxydopamine (6-OHDA), DA, NE, the D1/D5
receptor agonist SKF-38393 (SKF), and the 82 adrenergic
receptor agonist clenbuterol (CLEN) (E). Values are mean+=SEM.
*P<0.05, **P<0.01 vs CTL.

Flow cytometry analysis revealed that BMMNCs before and
after 6 days of culture expressed (2, D3, D4, and D5
receptors on their surfaces and showed that DA and NE
treatments did not affect catecholamine receptor levels (Fig-
ure 3A). Differentiation of BMMNCs into cells with endo-
thelial phenotype, revealed by double-positive staining with
Dil-labeled acetylated low-density lipoprotein and BSA-IB4
or with eNOS and BSA-IB4, was increased after DA, NE,
SKF-38393, and clenbuterol treatments compared with non-
treated cells (Figure 3B and 3C). Of interest, DA and NE are
well-established activators of eNOS, and eNOS has been
shown to control EPC differentiation.!+15-2021 Nitric oxide
synthase inhibitor treatment (L-NAME) blunted the increase
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Figure 7. Quantitative and phenotypic analysis of CD45.1 BM-derived cells transplanted into lethally irradiated CD45.2 wild-type (WT)
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and endothelial nitric oxide synthase (eNOS)-deficient animals. A to C, The number of CD45.1*/CD45™ (total number of cells),

CD45.1*/vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2), and CD45.1"/CD34 " cells was measured in the BM, the blood, and
the ischemic muscle of chimeric CD45.2 WT and eNOS-deficient mice, 1 (D1) and 3 (D3) days after the onset of ischemia and treated
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in the number of cells with endothelial phenotype, suggesting
that eNOS activation was involved in the catecholamine-
induced BM-derived cell differentiation (Figure 3B and 3C).

Of note, cultured BMMNC proliferation was enhanced by
2-fold after DA and NE treatments (Figure 3D, P<<0.05).
After their recruitment to ischemic tissue, BM-derived cells
are also capable of stimulating neovascularization by secre-
tion of factors involved in tissue remodeling. To at least start
to investigate this possibility, culture medium was collected
from BMMNC differentiation cell cultures and assayed for
VEGF and interleukin-10 contents. VEGF-A and
interleukin-10 secretions were unchanged in culture medium
from treated BMMNCs compared with control BMMNCs
(Figure 3F and 3G). Finally, as proangiogenic effects of
BMMNCs also rely on their ability to modulate vascular
function, we assessed NO release by BMMNCs.!”-!8 NO pro-
duction by catecholamine-treated BMMNCs was significantly
elevated compared with control BMMNCs (P<<0.05, Figure
3E). Concordantly, NOS inhibitor treatment (L-NAME) inhib-
ited the catecholamine-induced NO release.

Catecholamines and BM-Derived Cells With
Inflammatory Cell Phenotype
Infiltration of inflammatory cells into ischemic tissue is a

hallmark of ischemia and contribute to postischemic tissue
remodeling.?? In mice treated with DA, NE, SKF-38393, and
clenbuterol, the blood levels of CD45-positive cells were
increased by ~1.8-fold over the PBS group, 3 days after
ischemia. More specifically circulating 7/4" and 7/4"%
monocytes number was increased by ~2- and 2.4-fold,
respectively, in mice treated with catecholamines compared
with controls (Figure 4A, P<<0.05). In the ischemic tissue, the
number of CD45-positive cells raised between day 1 and day
3 and returned to basal levels at day 21 (Figure 4B). In
particular, 7/4™ and 7/4'°* monocyte count peaked at day 3
following ischemia (Figure 4B). Interestingly, DA and NE
increased this time-dependent monocyte infiltration (Figure
4B). Similarly, the number of macrophages rapidly increased
after the onset of ischemia and completely faded between day
7 and day 14 (Figure 5A). Of note, macrophage number
within the ischemic tissue was still enhanced by 82%, 110%,
80% and 70% after treatment with DA, NE, SKF-38393, and
clenbuterol, respectively, 21 days after femoral artery ligation
(Figure 5B). To determine whether infiltrated macrophages
originate from BM, double-positive staining with GFP and
Mac-3 was performed on muscle of BM GFP chimeric mice.
The number of GFP and Mac-3-positive cells were upregu-
lated by catecholamine administration (Figure 5C, P<<0.01).

Finally, to specifically unravel the role of BM-derived
inflammatory cells in the catecholamine-related effects, we
performed additional experiments using neutralizing antibody
directed against the chemokine MCP-1. MCP-1 and its
receptor CCR2 have been shown to play a key role in
postischemic BM-derived inflammatory cell mobilization and

Catecholamine and Progenitor Cell Mobilization 651

infiltration in ischemic tissues.?> We showed that inhibition of
MCP-1 signaling fully abrogated the catecholamine-related
effects on postischemic vessel growth and macrophage num-
ber (Figure 5D).

Altogether, our results suggest that catecholamines control
BM-derived cell mobilization and subsequently tissue
regeneration.

Catecholamines Control BM-Derived Cell Egress
Through Upregulation of Stromal eNOS
Quantitative polymerase chain reaction analysis of BM sam-
ples showed that tyrosine hydroxylase mRNA levels, the
enzyme catalyzing the conversion of tyrosine into L-DOPA,
the precursor of both DA and NE, were upregulated 24 hours
after the onset ischemia and returned to basal levels thereafter
(Figure 6A). Of interest, the regulation of tyrosine hydroxy-
lase levels was associated with a raise in DA and NE
contents, suggesting that ischemia activated the BM sympa-
thetic nervous system (Figure 6B). BM-derived cells had
variable expression of cell surface catecholamine receptors,
depending on the time course after the onset of ischemia.
Receptors levels were decreased 12 hours after ischemia and
returned to basal levels 24 hours after ischemia. However,
catecholamine receptor contents decreased again 48 and 72
hours after femoral artery ligation (Figure 6C).

Of interest, as for catecholamine synthesis, in the ischemic
leg, BM eNOS mRNA levels were also increased by 280% at
24 hours after the onset of ischemia compared with control
animals. It is noteworthy that eNOS mRNA contents were
unchanged in the BM of nonischemic leg (Figure 6D). In
addition, exogenous catecholamine treatment enhanced
eNOS expression in the BM of ischemic leg, only (Figure
6E).

Overall, these results suggested that catecholamines may
control eNOS expression in the BM and prompted us to
investigate the role of eNOS regulation in catecholamine-
induced mobilization and recruitment of BM-derived cells.
To this end, we generated chimeric CD45.2 eNOS " orWT
mice lethally irradiated and retransplanted with BM derived
cells from CD45.1 WT mice. In the absence of ischemia, the
number of CD45.17CD45.2" cells was similar in eNOS ™/~
and WT chimeric animals (data not shown). In the BM, the
number of CD45.17"CD45" and CD45.17CD34™ cells was
decreased by 1.3- and 3.3-fold, respectively, in WT chimeric
mice compared with eNOS ™/~ chimeric mice 3 days after
ischemia, suggesting that eNOS deficiency reduced BM-
derived cell mobilization from BM to blood (Figure 7A-7C).
In addition, catecholamine administration reduced the num-
ber of BM cells positive for CD45.1 and VEGFR2 in WT
chimeric mice but not in eNOS-deficient chimeric animals
(Figure 7B). In the blood, 1 and 3 days after ischemia, the
number of CD45.17CD45 ™ cells or CD45.1 "VEGFR2™ cells
or CD45.17CD34™ cells were higher in chimeric WT mice

Figure 7 (Continued). with or without dopamine (DA) and norepinephrine (NE). Data are presented as mean+SEM. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 vs untreated chimeric WT mice (PBS); #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs chimeric WT mice treated with DA, $P<0.05;
$$P<0.01; $$$P<0.001 vs chimeric WT mice treated with NE. D, Representative flow cytometry scattergraph of CD45.1"/CD34* and
CD45.1"/VEGFR2* BM-derived cells. Plots are gated on CD45.1-positive cells in the ischemic muscle of chimeric WT mice treated

with or without DA.
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Figure 8. Quantitative evaluation of foot perfusion (A), microan-
giography (B), capillary density (C), arteriole density (D), and
macrophage number (E) in ischemic wild-type (WT) or endotheli-
al nitric oxide synthase (eNOS)-deficient (¢NOS™~) mice
lethally irradiated and transplanted with BM isolated from WT
animals. Isc indicates ischemic legs; Nisc, nonischemic legs.
Data are presented as mean=SEM. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 vs untreated WT mice (PBS); ##P<0.01;
###P<0.001 vs WT mice treated with dopamine (DA);
$$$P<0.001 vs WT treated with norepinephrine (NE).

compared with eNOS ™/~ chimeric animals, and catechol-
amine treatments were not able to rescue the defective
phenotype in eNOS-deficient animals (Figure 7). Similarly,
in the ischemic muscle, the number of CD45.17CD45™,
CD45.1"VEGFR2™, or CD45.1"CD34™ cells was higher in
chimeric WT compared with eNOS '~ chimeric animals, and
catecholamine treatments did not restore the recruitment of
circulating cells in the ischemic area of eNOS ’~ animals
(Figure 7). Together, these results showed that the lack of
eNOS in the BM inhibited the mobilization and recruitment
of BM-derived cells and suggested that eNOS controlled the
catecholamine-related effect on mobilization and recruitment
of BM cells. In line with these results, catecholamines were
unable to stimulate postischemic inflammation and vessel
growth in eNOS-deficient chimeric animals (Figure 8).

Discussion
In the present study, we showed that catecholamines modu-
late postischemic revascularization through stromal eNOS
activation and regulation of BM-derived cell egress. Simi-
larly, hematopoietic stem cell mobilization is severely altered
in NE-deficient mice or after B-adrenergic antagonist admin-
istration, highlighting a key role of the sympathetic nervous
system in this setting.® In sharp contrast, BM DA has been
reported to inhibit the mobilization of BM-derived EPCs

during malignant tumor growth through activation of D2
receptors.’ In our study, treatments with DA or with the
D1/D5 receptor agonist SKF-38393 trigger BM-derived cell
egress and postischemic vessel growth. In line with our
results, D3/D5 receptor activation has been shown to enhance
proliferation and motility of human CD34™" progenitor cells,
repopulation of mouse BM, and egress of progenitor cells to
circulation.'® It is noteworthy that D2 receptor blockade using
eticlopride also stimulates BM-derived cell mobilization and
triggers circulatory cells infiltration, as well as postischemic
vessel growth (data not shown). Our study has broadened the
understanding of the function of sympathetic nervous system
in the regulation of the retention, proliferation, and recruit-
ment of hematopoietic progenitor cells, demonstrating that 32
adrenergic and D1/D5 receptor activate progenitor mobiliza-
tion, whereas D2 receptor inhibits it.

Our results also demonstrate that there is a significant
increase in tyrosine hydroxylase mRNA levels, which in turn
is correlated with upregulation in the concentration of BM
DA and NE, suggesting that limb ischemia triggers catechol-
amines synthesis within the BM. However, both nerve cells
and other cells may release catecholamines in the BM.2425 Of
interest, whatever the type of catecholamine-producing cells,
these effects were observed in the BM of ischemic legs only.
In addition, we have also shown that DA and NE treatments
enhance BM eNOS mRNA levels and that eNOS-related
pathways are required for catecholamine-induced progenitor
cell mobilization from BM. In previous studies, eNOS has
been identified as a specific mediator of progenitor cell
mobilization from the BM to circulation.® Similarly, in
eNOS-null mice, the effect of estradiol on mobilization of
EPCs was lost, as was the functional improvement in recov-
ery from acute myocardial ischemia.* Nevertheless, it is also
likely that DA and NE can activate BM progenitor cell
mobilization through alternative pathways, including Wnt
signaling and upregulation of -catenin abundance.'?

We also unravel important function for neurotransmitters
in regulating 2 additional key processes of postischemic
revascularization: recruitment to ischemic tissues and differ-
entiation. When stimulated by neurotransmitters of the adren-
ergic system, the number of BM-derived cells recruited to
ischemic area was markedly increased. Likewise, NE and DA
has been shown to increase the motility and the migration
potential of immature CD34" cells through activation of
MT1-MMP or MMP2.1° Finally, our data have demonstrated
an important and direct function for the nervous system in
regulating the differentiation of BM cells to cells with
endothelial phenotype. Cultured BMMNCs expressed recep-
tor for DA and NE and catecholamine-induced NO release
controls BM cell differentiation. Of interest, DA and NE are
well-established activators of eNOS, and eNOS has been
shown to control EPC differentiation.!415.20.21

In diabetes, EPCs were shown trapped within the diabetic
BM as a result of a lack of inherent sympathetic denervation
that can alter circadian release of EPCs from the BM
capacity.?* Our novel findings would indicate that catechol-
amines or (2 and D1/D5 agonists could be interesting
treatments to restore physiological EPC egress from the BM
and improved vascular repair in pathological tissues.
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Whereas our work unravels the role of catecholamines on
BM-derived cell mobilization, we cannot rule out the impli-
cation of other mechanisms. Hence, it has been previously
demonstrated that in vivo adenoviral-mediated gene transfer
of the human (2 adrenergic receptor to the endothelium of
the rat femoral artery improves angiographic score, hindlimb
perfusion, and capillary density.'? In addition, stimulation of
endogenous and overexpressed (B2 adrenergic receptor on
endothelial cells in vitro was found to regulate cell number by
inducing proliferation and [*H]thymidine incorporation
through means of extracellular receptor-activated kinase and
vascular endothelial growth factor or activation of nuclear
factor-«kB.!213

In summary, we show here that the sympathetic nervous
system regulates, through eNOS signaling, the egress of
BM-derived vascular progenitor cells and BM-derived in-
flammatory cells, leading to activation of postischemic vessel
growth. Our study also suggests that regulation of sympa-
thetic nervous system activation may constitute an innovative
strategy to modulate BM-derived cell mobilization and vessel
growth in cancer or cardiovascular ischemic diseases.
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II. Article 2: Homeostatic and Tissue Reparation
Defaults in Mice Carrying Selective Genetic

Invalidation of CXCL12/Proteoglycan Interactions

Circulation. 2012 Oct 9;126(15):1882-95
Patricia Rueda*, Adéle Richart*, Alice Récalde*, Pamela Gasse, José Vilar, Coralie Guérin,

Hugues Lortat-Jacob, Paulo Vieira, Frangoise Baleux, Fabrice Chrétien,
Fernando Arenzana-Seisdedos, Jean-Sébastien Silvestre. (*co-1* auteurs)

Les chimiokines sont connues pour leurs capacités a attirer des cellules en se liant a
des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G. Elles possédent également un domaine de
liaison aux glycosaminoglycanes (GAG) qui leur permet d’adhérer a la matrice extracellulaire,
de limiter leur diffusion dans la circulation sanguine et de former un gradient chimioattractant
qui favorise la migration cellulaire. Toutefois, 1’effet de ces interactions chimiokines/GAG
sur leurs fonctions biologiques reste encore mal décrit. CXCL12, connue pour moduler la
migration cellulaire via son récepteur CXCR4, présente un domaine de liaison aux héparan-
sulfates (HS) structurellement bien séparé du domaine de liaison a CXCR4. De plus, les trois
isoformes murines de CXCL12 (CXCL12a, CXCLI12f et CXCL12y) ont les mémes capacités
a se lier et a activer CXCR4 mais présentent une affinité pour les HS différentes. En effet,
CXCL12a a un seul domaine de liaison aux HS alors que CXCL12y posséde, en plus de la
totalité de la séquence de CXCL12a, une chaine C-terminale supplémentaire contenant quatre

domaines de liaison aux HS. Il a d’ailleurs ét¢ montré que CXCLI12y permet un meilleur

recrutement in vitro de cellules CXCR4+ par rapport 8 CXCL12a '* ', Ainsi, CXCLI2 est
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un excellent modele pour étudier spécifiquement le role des interactions chimiokine/GAG
dans leurs fonctions biologiques.

Ce deuxi¢me travail s’est donc intéressé a I’importance des interactions CXCL12/HS
dans les processus de revascularisation post-ischémique.

ZGagtm/Gagtm

* Les souris Cxcll ont un défaut de revascularisation post-ischémique

Afin d’étudier ’importance des interactions CXCL12/HS, nous avons crée une souris

mutante (Cxcl] 2"/

) dont le domaine de liaison aux HS commun aux trois isoformes a
¢té¢ invalidé et la chaine C-terminale de I’isoforme CXCL12y tronquée. Ainsi, toutes les
molécules CXCL12 exprimées dans ces souris ont des capacités d’adhésion aux HS fortement
amoindries ; leurs capacités a se lier et a activer CXCR4 étant préservées. Ces souris
Cxcl]2°°6™/G98™ sont viables, fertiles, ne présentent pas d’anomalies anatomiques ou
histologiques, ont le méme niveau d’expression basale d’ARNm des trois isoformes, mais
présentent un taux plasmatique de CXCL12 ¢élevé.

Nous avons montré que dans un contexte d’ischémie induite du membre inférieur, ces

. /
souris Cxcl]20¢&m/Gagim

présentent toutefois un défaut de revascularisation post-ischémique.
En effet, 21 jours apres la ligature de leur artére fémorale, le nombre de capillaires et
d’artérioles, le score angiographique ainsi que la perfusion sanguine de leurs pattes
ischémiques sont nettement inférieurs a ceux des souris contrdles. Les cinétiques d’expression

pCagim/Gagim ot controles,

des ARNm des trois isoformes sont similaires chez les souris Cxc/l
avec un pic d’expression au 6™ jour suivant ’ischémie. L’expression protéique de CXCL12
est également identique chez les souris mutées avec une localisation au niveau des structures

. . gt f
vasculaires. Les souris Cxcl] 208/ Gagim

se distinguent donc des souris contrdles uniquement
de par leur défaut d’interactions entre CXCL12 et les HS, ce qui souligne leurs importances

pour la fonction biologique de CXCL12.
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* Les interactions CXCL12/HS favorisent le recrutement des cellules médullaires

Le deuxiéme résultat majeur de ce travail révele que, tout comme 1’axe CXCL12/CXCR4,
les interactions CXCL12/HS modulent le recrutement des cellules circulantes dans le tissu
ischémique. En effet, 6 jours apres 1’induction de I’ischémie, nous avons trouvé par immuno-
histochimie moins de macrophages dans le muscle 1ésé des souris Cxcl1294€"™/54€™ nar rapport
aux souris contréles. Au méme temps, une analyse plus fine par cytométrie en flux nous a
¢galement permis d’observer chez nos souris mutées une augmentation dans le sang et une
diminution dans le muscle ischémique du nombre de cellules CD45+CD34+, relevant ainsi un
défaut de recrutement des progéniteurs médullaires depuis la circulation sanguine vers le tissu
ischémique. De facon intéressante, nous n’avons pas constaté de différence du nombre totale

de cellules CD45+ dans le sang ou le tissu ischémique.

* CXCL12y promeut la revascularisation post-ischémique

Grace aux différentes isoformes de CXCL12 nous avons pu analyser ’effet du degré
d’affinité d’une molécule pour les HS sur sa fonction biologique. Pour cela nous avons choisi
de comparer CXCLI12a, isoforme ayant un seul domaine de liaison aux HS, a CXCL12y,
isoforme qui grace a sa chaine C-terminale a une trés forte affinité pour les HS. Des souris
ayant une ischémie périphérique ont donc été traitées par électrotranfert avec des plasmides
contenant soit CXCL12a, soit CXCL12y. Les deux isoformes favorisent la revascularisation
post-ischémique, mais ’effet induit par CXCL12y est significativement plus élevé que
CXCL12a. Les capacités de CXCL12y a promouvoir la revascularisation post-ischémique
résultent bien de son affinité pour les HS puisque cet effet est complétement aboli lorsque les
souris sont traitées avec un CXCL12y dont les domaines de liaison aux HS ont été invalidés
(CXCL12ym2). L’analyse immuno-histochimique des muscles ischémiques a permis de

montrer que CXCL12y permet un meilleur recrutement des cellules d’origine médullaire par
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rapport a CXCL12a. Toutefois, les proportions de macrophages et de cellules a phénotype
endothéliale provenant de la moelle osseuse sont similaires dans les deux traitements,
suggérant que CXCLI12y ne favorise pas le recrutement d’un type cellulaire en particulier
mais module le recrutement de 1’ensemble des cellules d’origine médullaire dans le tissu
ischémique.

Enfin, nous avons montré que traiter nos souris Cxcl]2°“s™/egm

avec uniquement
I’isoforme CXCL12y suffit a restaurer leur phénotype et a obtenir une revascularisation

comparable aux controles.

Ce travail a permis de mettre en évidence que les interactions CXCLI12/HS sont

déterminantes pour les fonctions biologiques de CXCLI12 dans la revascularisation post-

ischémique.
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Homeostatic and Tissue Reparation Defaults in Mice
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CXCL12/Proteoglycan Interactions
Patricia Rueda, PhD*; Adele Richart, MSc*; Alice Récalde, PhD*; Pamela Gasse, PhD; José Vilar, PhD;

Coralie Guérin, MSc; Hugues Lortat-Jacob, PhD; Paulo Vieira, PhD; Frangise Baleux, PhD;
Fabrice Chretien, MD, PhD; Fernando Arenzana-Seisdedos, MD*; Jean-Sébastien Silvestre, PhD*

Background—Interaction with heparan sulfate proteoglycans is supposed to provide chemokines with the capacity to
immobilize on cell surface and extracellular matrix for accomplishing both tissue homing and signaling of attracted
cells. However, the consequences of the exclusive invalidation of such interaction on the roles played by endogenous

chemokines in vivo remain unascertained.

Methods and Results—We engineered a mouse carrying a Cxcl12 gene (Cxcl129“¢"™) mutation that precludes interactions
with heparan sulfate structures while not affecting CXCR4-dependent cell signaling of CXCL12 isoforms («, 3, y).
Cxcl]2998"/Gesim mice develop normally, express normal levels of total and isoform-specific Cxcl/2 mRNA, and show
increased counting of circulating CD34" hematopoietic precursor cells. After induced acute ischemia, a marked
impaired capacity to support revascularization was observed in Cxcll29“¢"9“¢"™ animals associated with a reduced
number of infiltrating cells in the ischemic tissue despite the massive expression of CXCL12 isoforms. Importantly,
exogenous administration of CXCLI12vy, which binds heparan sulfate with the highest affinity ever reported for a
cytokine, fully restores vascular growth, whereas heparan sulfate—binding CXCL12y mutants failed to promote

tm/Gagtm

revascularization in CxclI29%¢ animals.

Conclusion—These findings prove the role played by heparan sulfate interactions in the functions of CXCL12 in both
homeostasis and physiopathological settings and document for the first time the paradigm of chemokine immobilization

in vivo. (Circulation. 2012;126:1882-1895.)

Key Words: angiogenesis-modulating agents m chemokine CXCL12 m chemokines m ischemia m proteoglycans

hemokines control the migration of a large array of cells,

thus regulating function and homeostasis of a number of
tissues. Glycosaminoglycans (GAGs), the glycanic moiety of
proteoglycans, are considered the critical biological structure
that determines the immobilization of chemokines on the extra-
cellular matrix and cell surfaces. Immobilization provides chemo-
kines with a robust anchoring against blood flow and, by restraining
their diffusion, facilitates both the formation of local gradients and
the synchronous coordination of motility and cell adhesion.!-

Clinical Perspective on p 1895

Among GAGs, chemokines bind preferentially to heparan
sulfate (HS) through interactions of either canonical BBXB

and BBBXXB (B, basic; X, any residue) or discontinuous
cationic protein epitopes with the negatively charged sulfated
residues of HS.# Although chemokine binding to GAGs has
been well described from a biochemical point of view, the
functional aspects of these interactions remain poorly under-
stood, and in vivo investigations to address the importance of
chemokine-GAG interactions are limited. In some cases, the
experimental approach, eg, the administration of sulfated
glycans competing exclusively with HSS or the genetic
interference selectively inhibiting endothelial HS biosynthe-
sis,® has broad effects and would affect, beyond chemokines,
the interaction of GAGs with many other factors. In other
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cases, the overlapping or spatial proximity of chemokine
domains involved in receptor-mediated cell signaling and
GAG attachment has obscured the interpretation and signif-
icance of results obtained by exogenous administration of
GAG-binding mutant chemokines with reduced agonist
capacity.”

In this regard, CXCL12 is unique among chemokines for
the spatial separation between the receptor and HS-binding
sites, localized on the opposite sides of the molecule,® thus
permitting the evaluation of the contribution of each domain
to their biological functions.

In mice, 3 isoforms (CXCLI2«, CXCLI1283, and
CXCL12y), which show an exceptional degree of interspe-
cies conservation exceeding 95% homology for their amino
acid sequences, are generated by alternative splicing.®-10
CXCL12B and CXCL12y contain the entire amino acid
sequence (68Aa) of CXCLI12«, which encompasses the
CXCR4-binding domain and the protein core BBXB motif
(K24H25L.26K27) critically required for the HS binding.
CXCL12B (72Aa) and CXCLI12y (98Aa) differ from
CXCLI12« by the addition of the last 4 and 30 Aa, respec-
tively, encoding 1 and 4 additional BBXB motifs. Although
CXCL12«a and CXCL12 display affinities for HS or heparin
in the same range of magnitude (K ;=93 and 25 nmol/L,
respectively), that of CXCL12vy is 1.5 nmol/L and constitutes
the strongest HS affinity ever measured for a cytokine.!!-12
This firm interaction with HS relies on the cooperation of the
core and the high cationic C-ter domain of the chemokine in
which the 4 overlapping BBXB motifs of CXCL12y mostly
account for the slow off-rates from immobilized HS.!?

We reported previously that neutralization of the
K24H251L.26K27 cationic charge (K24S and K27S substitu-
tions) is sufficient to drastically reduce binding to HS and
complexing of CXCL12a with either immobilized heparin or
HS.''-14 Similarly, O’Boyle et al'> recently reported that
combined K24S and K27S in CXCL12f3 are sufficient to
impede HS binding of this isoform on the apical surface of
endothelial cells and promote a dramatic blood and delayed
clearance compared with the wild-type (WT) counterpart. To
abrogate HS binding of CXCLI12vy, the mutation of
K24H25L.26K27 combined with the C-ter 4—overlapping
BBXB motifs is required.'>'* Of note, although all these
HS-binding CXCL12 mutants show a preserved global struc-
ture defined by nuclear magnetic resonance!'-'> and are full
CXCR4 agonists in vitro,'0-1315 they have only a marginal
capacity to attract leukocytes or endothelial progenitor cells
in vivo and are unable to immobilize and localize properly on
GAG structures.!>!5 Importantly, CXCL12 HS-binding mu-
tants induce homologous CXCR4 desensitization, thus neu-
tralizing the chemoattractant properties of CXCLI12 WT
molecules.!s

CXCL12 binds both CXCR4 and CXCR7,'e- is the only
cognate ligand of CXCR4, and plays essential and nonredun-
dant roles in organogenesis.2*2! CXCL12 is widely expressed
by mesothelial cells, epithelial cells, endothelial cells, and
osteoblasts, as well as bone marrow (BM) stromal cells.22-24
It acts in postnatal life as a key chemoattractant for hemato-
poietic progenitor cells and leukocytes!'®-!7-24 and regulates
the BM homing and retention/egress of hematopoietic

CXCL12/Proteoglycan Interactions in Angiogenesis 1883

cells,?>:2¢ as well as the basal trafficking and transendothelial
migration of leukocytes.?’-2° Aside from homeostasis,
CXCL12 is involved in both tumorigenesis and cancer
metastasis®® and is a pathogenic factor in systemic disease
like rheumatoid arthritis in which it shows proangiogenic and
inflammatory effects.?! In addition, CXCL12 plays a role of
paramount importance as an essential and nonredundant
factor involved in tissue remodeling, particularly in vascular
regeneration.3?

Overall, the structural characteristics and pleiotropic roles
played by CXCL12 make it ideally suited for investigating
how the interactions with GAG/HS modulate the biological
role of a chemokine in vivo. To this aim, we engineered a
transgenic mouse expressing a Cxcll2 gene in which the
critical sequences encoding CXCLI12 domains involved in
HS binding are selectively invalidated while the CXCR4
agonist potency and efficiency of the mutant proteins are
preserved intact. The mutant mice show enhanced serum
levels of free CXCL12 and an increased number of circulat-
ing leukocytes and CD34" hematopoietic cells.> Strikingly,
and in keeping with the essential role played by CXCL12 in
tissue repair, these mice display a dramatically reduced
capacity to regenerate vascular growth after acute ischemia
that is recovered by expression of WT CXCL12, demonstrat-
ing the importance of GAG binding for proper in vivo
function. To the best of our knowledge, this is the first
description of an animal model in which the HS-binding
capacities of an endogenous chemokine were genetically
invalidated and the consequences of the selectively impaired
function were investigated in both homeostasis and physio-
pathological settings.

Methods

Experiments were conducted according to the French veterinary
guidelines and those formulated by the European Community for
experimental animal use (L358-86/609EEC).

Chemokines: cDNA Expression Vectors

and Synthesis

Tissues were obtained by dissection of Cxcl/ mice or
WT littermates previously euthanized. BM was recovered from right
tibias by the flushing procedure with 5 mL PBS. Total RNAs were
purified with the RNAeasy Kit (Qiagen), and Cxcl/2 cDNAs were
synthesized with 0.5 ug of the corresponding RNAs with random
hexamer. The isoform-specific Cxc//2 cDNAs corresponding to WT
and Cxcl12998"™/Gasi™ mice were generated as described previously!?
using the CxclI2 primers: forward common, 5'-cacccatggacgccaagg-
tcgtcgee-3’; and reverse, 5'-ttacttgtttaaagctttctccaggta-3', 5'-
tcacatcttgagcectcttgtttaaage-3’, and 5'-ctagtttttecttttctgggcagee-3’
for Cxcll2a, Cxclli2, and Cxcll2vy, respectively.

The coding CXCL12ym2 DNA was derived by mutagenesis from
the WT sequence. All of them were subcloned in a cytomegalovirus
promoter—driven pcDNA3 expression vector (Invitrogen). HEK293
cells were transfected with CXCL12 expression vectors to generate
CXCL12-containing cell supernatants. Chemically synthesized
chemokines were generated and evaluated for their purity and
concentration as previously described.!!

ZGagIm/Gaglm

Cxcl12 Knock-In and Cxcl1262&™

Mouse Generation

For animal engineering (iTL, Fresh Meadows, NY; Dr Ailan Lu), a
14.5-kb genomic DNA was used to construct the targeting vector
first subcloned from a positively identified C57BL/6 BAC clone.
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The AAG>TCG and AAA>TCT (aa: K>S) mutations within exon
2 and the stop codon TAG insertion in exon 4, which selectively
prevents translation of CXCL12vy last 30Aa, were generated by
3-step polymerase chain reaction (PCR) mutagenesis. The PCR
fragments carrying mutations were then used to replace the WT
sequence using conventional subcloning methods. The long homol-
ogy arm extends ~6.6 kb 5’ to the first set of mutations in exon 2.
The LoxP/FRT-Neo cassette was inserted ~2.2 kb downstream of
the first set of mutations and ~2.3 kb upstream of the second set of
mutations (stop codon insertion in exon 4) in intron 3 to 4. The short
homology arm extends 3.3 kb 3’ to the second set of mutations. The
targeting vector (backbone; a 2.4-kb pSP72-based vector) was
validated by restriction analysis and sequencing after each modifi-
cation. Targeting vector (10 ug) was linearized by Clal digestion and
then transfected by electroporation of BA1 (C57BL/6X129/SvEv)
hybrid embryonic stem cells. After selection with G418 antibiotic,
surviving clones were expanded for PCR analysis to identify
recombinant embryonic stem cell clones, and a secondary confirma-
tion of positive clones identified by PCR was performed by Southern
blot analysis. Targeted BA1 (C57BL/6X129/SvEv) hybrid embry-
onic stem cells were microinjected into C57BL/6 blastocysts. Re-
sulting chimeras with a high percentage of agouti coat color were
mated to WT C57BL/6 mice to generate F1 Cxcl12998""" offspring.
Tail DNA was analyzed by PCR to confirm the integration of the
desired sequences. The obtained Cxcl/297¢™*" mice were crossed
with transgenic 129sv PGK-Cre for LoxP/FRT-Neo cassette exci-
sion. Offspring that do not inherit PGK-CRE and delete LoxP/FRT-
Neo cassette were selected, and the colony was amplified. Genotypes
of mice encoding CxclI29%¥™ on excision of Neo cassette were
identified by PCR with 5'tgccagcataaagacactccg3’ (forward) and
5'cageccttgaagtaatcactge (reverse) 3’ primers.

Characterization of Cxc/12 mRNA and Protein
Expression in Normal and Ischemic Tissues

For quantitative real-time PCR, cerebellum, brain, thymus, heart, and
skeletal muscle tissues were obtained by dissection of Cxcl]2Cs™/Gagim
mice or WT littermates. BM was recovered from right tibias by the
flushing procedure with 5 mL PBS. Total RNAs were purified with
the Rneasy Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instruc-
tions, and cDNAs were synthesized with 0.5 pg of the corresponding
RNAs with random hexamer. Quantitative real-time PCR was
performed on a Mix3005Tm QPCR System with MxPro QPCR
Software 3.00 (Stratagene, La Jolla, CA) and the SYBR Green
detection system using the forward common primer 5’tgcccttcagat-
tgttgcac3’ and the reverse primers 5'ccacggatgtcagecttec3’, 5'ctt-
gagcctettgtttaaagett3’, and 5'gctagcttacaaagegecagageagagegceact-
gcg3’ for Cxcll2a, Cxcli2B, and Cxcll2vy, respectively. Mouse
HPRT and GAPDH genes were used as controls. Quantitative
analysis was then performed by use of the Livak method.

For evaluating CXCL12 accumulation and localization in muscle,
frozen sections (7 wm) were incubated with CXCL12 KI15C (10
ug/mL) monoclonal antibody, FITC-Griffonia simplicifolia aggluti-
nin isolectin B4 (1:100; Sigma), and rabbit anti-mouse a-smooth
muscle actin (1:100; Abcam) at room temperature. Finally, sections
were incubated with DAPI (1:10 000; Sigma). Alexa Fluor 594
(1:100; Invitrogen) and Cy5-labeled secondary antibodies (1:200;
Jackson Immunoresearch) were then used to reveal CXCL12 and
a-actin—positive stainings, respectively.

Quantification of CXCLI12 in mice blood serum was carried out
with the the DuoSet ELISA development kit for mouse CXCL12
(R&D Systems, Minneapolis, MN). Blood was collected by cardiac
puncture.

Cell Surface Binding Potential and

Chemotaxis Assay

Evaluation of synthetic CXCL12 chemokines adsorption on cell
surfaces of CHO GAG-expressing cells and chemotaxis assay
(human CD4™ T lymphocytes or human endothelial progenitor cells
[EPCs]) were performed as described previously.!!:!3 EPCs were

isolated from human umbilical cord blood and differentiated ex vivo
as previously described.?3

Peripheral Blood Analysis

WT and Cxcl]269™/Gagim mice (n=10) were killed, and blood was
collected as described above and transferred to EDTA-pretreated
tubes (Sarstedt). Then, 20 pL sample was collected with the
disposable diluting pipette system of the BD Unopette procedure
(BD, Franklin Lakes, NJ). Cells were stained with the Grl-FITC,
CD4-PB, and CD34-PE antibodies or the matching control isotypes
and analyzed in a BD Canto Flow Cytometer fluorescence-activated
cell sorter (BD Bioscience). Erythrocytes and thrombocytes were
quantified by flow cytometry (Siemens ADVIA 120).

Experimental Model of Surgically Induced
Hind-Limb Ischemia

Induction of Ischemia and Plasmid Electrotransfer

Cxcl]2698m/Gasm mice and their WT C57BL/6 littermates under-
went surgical ligation of the proximal part of the right femoral artery
above the origin of the circumflexa femoris lateralis. Expression
plasmids (50 pg) encoding for CXCLI12«, CXCLI12y, or
CXCL12ym2 were then injected into both tibial anterior and
gastrocnemius muscles of the anesthetized mouse as previously
described.?* Transcutaneous electric pulses (8 square-wave electric
pulses of 200 V/cm, 20 milliseconds each, at 2 Hz) were delivered by
a PS-15 electropulsator (Jouan) using 2 stainless steel plate elec-
trodes placed 4.2 to 5.3 mm apart on each side of the leg. The left leg
was not ligated or electrotransferred and was used as an internal
control. In additional set of experiments, C57BL/6 mice with
surgically induced hind-limb ischemia and treated with expression
plasmids also received intravenous injection of 1X 10> human EPCs.

Analysis of Neovascularization
Postischemic neovascularization was evaluated by 3 different meth-
ods, as previously described.?*

Microangiography

Mice were anesthetized (pentobarbital) and longitudinal laparotomy
was performed to introduce a polyethylene catheter into the abdom-
inal aorta and to inject contrast medium (1 g/mL barium sulfate).
Angiography of hind limbs was then performed, and images (2 per
animals) were acquired with a high-definition digital x-ray trans-
ducer. Images were assembled to obtain a complete view of the hind
limbs.

Capillary and Arteriole Density Analysis

Frozen tissue sections (7 wm) from calf muscle were incubated with
rabbit polyclonal antibody directed against total fibronectin (1:50
dilution; Abcys) to identify capillaries and rabbit anti-mouse
a-smooth muscle actin (1:100 dilution; Abcam) to identify arterioles.
The capillary-to-myocytes ratio was determined in both ischemic and
nonischemic legs.

Laser Doppler Perfusion Imaging

Briefly, excess hairs were removed by depilatory cream from the
limb, and mice were placed on a heating plate at 37°C to minimize
temperature variation. Nevertheless, to account for variables, includ-
ing ambient light, temperature, and experimental procedures, perfu-
sion was calculated in the foot and expressed as a ratio of ischemic
to nonischemic legs.

Analysis of Cell Infiltration in the Ischemic Tissue
To evaluate the number of infiltrating CD45.1-positive cells, 107
mononuclear cells isolated from the BM of CD45.1 mice were
intravenously injected to Cxcll29¢8"CG4s"™ mice and their WT
C57BL/6 littermates 1 day after femoral artery ligation. Five days
after the injection, the ischemic gastrocnemius muscles were har-
vested, weighed, minced, and digested in 450 U/mL collagenase I,
125 U/mL collagenase XI, 60 U/mL DNAse I, and 60 U/mL
hyaluronidase (Sigma Aldrich) for 1 hour at 37°C. After Ficoll
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separation, infiltrating cells were stained with CD45.1-PerCPCys5.5,
CD34-APC, and CXCR4-PE and analyzed with an Aria fluores-
cence-activated cell sorter (BD).

To measure the number of infiltrating EPCs, the ischemic gastroc-
nemius muscles were digested as described above. The number of
cells positive for B2-microglobuline anti-human FITC (1:200; Bio-
legend) and DAPI was then evaluated on a LSRII Flow Cytometer
(Becton Dickinson). In a third set of experiment, 10-week-old WT
C57BL/6 mice underwent medullar aplasia by total body irradiation
(9.5 Gy). BM cells were then isolated from femurs and tibias of
green fluorescent protein (GFP) C57BL/6 mice and intravenously
injected in irradiated animals. After 8 weeks, mice underwent
surgical ligation of the proximal part of the right femoral artery as
described above. The gastrocnemius muscles were then harvested 2
days after ischemia. Infiltrating circulating BM-derived GFP-
positive cells were detected by fluorescent microscopy; their endo-
thelial cell phenotype was revealed by costaining with rhodamine
Griffonia simplicifolia agglutinin isolectin B4 (1:100; Sigma) and
their inflammatory phenotype by costaining with rat anti-mouse
Mac-3 (1:300; BD Pharmingen) and donkey anti-rat RITC (1:200;
Jackson ImmunoReaserch).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with StatView. Kruskal-Wallis
ANOVA was used to compare each parameter. Bonferroni-corrected
Mann-Whitney tests were then performed to identify which group
differences account for the significant overall Kruskal-Wallis. Re-
sults were expressed as mean*SEM.

Results

We have engineered mice encoding a Cxcl/l/2 gene carrying
mutations (Figure 1A and Figure I in the online-only Data
Supplement) that drastically reduce CXCL12/HS interactions
as deduced from biochemical and biophysical measurements
and functional assays in vitro and in vivo.!'-'5 K24S and
K25S point mutations were introduced in the critical HS-
binding domain (encoded in the second exon) shared by the 3
CXCL12 isoforms (Figure IIA in the online-only Data Sup-
plement). Furthermore, a nonsense amber mutation was
introduced in the fourth exon to prevent the translation of the
distinctive 30 last Aa of the highly cationic C-ter domain of
CXCL12y (Figure IA in the online-only Data Supplement).
We opted for this strategy to avoid unpredictable conse-
quences in the expression of a heavily CXCL12y-mutated
protein carrying multiple substitutions in the overlapping
C-ter BBXB motifs required for abrogating HS binding of
this isoform.

The relative amounts of each mRNA isoform in
Cxcl12648"™/Gas™ were comparable to those of WT litter-
mates (Figure 1C and Figure IC in the online-only Data
Supplement), whereas serum CXCL12 levels were markedly
increased in mutant animals, likely as a consequence of the
mutant chemokines to immobilize on HS structures (Figure
1D). Expression and functional analyses of Cxcl]2¢“s"/Gasim
cDNA isoforms confirmed their preserved CXCR4 agonist
capacities (Figure IIID in the online-only Data Supplement).
Cxcl1299"/Gesim mice were both viable and fertile. Exten-
sive macroscopic and histological analyses did not reveal any
detectable anatomic abnormalities in the Cxcl]2%“s™/Gagmm
mice. Microphotos corresponding to tissue preparations of
WT and Cxcl]26¢™Gasim BM, cerebellum, the development
of which is affected in Cxcl/2 and Cxcr4 knockout animals,
and skeletal muscle are shown in Figure 1B.
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No significant differences in the composition of blood,
BM, and CD34" hematopoietic progenitor cells were ob-
served between WT and mutant animals (data not shown).
Interestingly, whereas the number of BM hematopoietic cell
subpopulations was similar in WT and Caxcl]2C@sm/Gagim
mice, mutant animals displayed higher numbers of circulating
total leukocytes, granulocytes, and CD34" cells (Figure 1E)
and no significant differences for both T and B lymphocytes.
The numbers of erythrocytes (10.72%0.33 versus
10.32+0.31 per | mm*; n=6) and platelets (944 + 132 versus
1029+197 per 1 mm®; n=6) in WT and Cxcl]26s"/Casm
mice, respectively, were similar.

CXCLI12 regulates both the tissue homing and survival of
circulating tissue-specific progenitors, hematopoietic progen-
itor cells, and BM-stromal stem cells32:3%; triggers inflamma-
tory cell infiltration; and is required for the periendothelial
retention of circulating, BM-derived myeloid cells.32353¢
These findings prompted us to assess the role of CXCL12/
GAG interactions in the regenerative process after acute
regional ischemia.

We observed that in both WT and Cxcl]29¢8™/Gagim mjce,
hind-limb ischemia induced massive transcription and ex-
pression of Cxcli12 isoforms (Figure 2A). Kinetic analysis of
mRNA levels showed that Cxcl/2 isoform expression was
enhanced as early as day 4 after ischemia and returned to
basal levels by day 21 (Figure 2A). The expression ratio
between the Cxcll2 isoforms varies between different tissues
(Figure IID in the online-only Data Supplement). Of interest,
CXCL12y was the most abundant isoform in skeletal muscle
(Figure 2B). We also determined that CXCL12 was expressed
in ischemic capillary structure and is colocalized with isolec-
tin B4 staining, a specific marker of endothelial cells, in both
WT and Cxcl]2698™C498™ mice (Figure 2C). In addition,
CXCL12 expression was detected in a number of arterioles,
as revealed by the costaining between CXCL12 and
a-smooth muscle actin (Figure 2D).

It is of note that CxclI29°¢"C“¢™ mice displayed a
markedly impaired capacity to support efficient postischemic
revascularization in a model of hind-limb ischemia. Indeed,
laser Doppler imaging showed a reduced paw perfusion in
ischemic hind limb of Cxcl1299™™&™ compared with WT
animals as early as day 14 after the onset of ischemia (Figure
3A). Angiographic scores obtained by microangiographic
analysis revealed that vessel density was hampered by 30% in
ischemic muscle of CxclI269s™/F4s™ mice compared with
that of WT animals (Figure 3B). Furthermore, analysis of
postischemic frozen calf muscle samples showed that regen-
eration of both capillary and arteriole vessels was reduced in
Cxcl]1299/Gasim animals by up to 44% and 55%, respec-
tively, compared with WT animals (Figure 3C and 3D).

As mentioned, CXCL12/CXCR4 interactions are involved
in the recruitment and/or retention of circulating cells in the
ischemic tissue. To gain further insights into the cellular and
molecular mechanisms associated with the reduction of post-
ischemic vessel growth in Cxcl]269¢™Gas™ mice, we ana-
lyzed the ability of circulating cells to home to ischemic
tissues in Cxcl]2998™/G9s™ animals. CD45.1-positive cells
were intravenously injected 1 day after the onset of ischemia,
and their number and fate were analyzed in the blood and
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Figure 1. Characterization of Cxc/12639tm/Gagim mice. A, Schematic representation of Cxc/72 genomic locus, targeting vector, and
recombined Cxcl12 locus (Cxcl1229™) Exons 1 through 4 are represented by dark boxes. Mutations incorporating residue substitu-
tions (second exon) and a stop codon (fourth exon) are indicated by vertical arrows and stars. The LoxP-FRT-Neo cassette is inserted
in an opposite orientation from the target gene in intron 3 to 4. Long and short homology arm positions and length are indicated. UTR
indicates untranslated region. B, Hematoxylin and eosin staining of bone marrow (left), cerebellum (middle), and skeletal muscle (right)
tissue sections from Cxcl12G29tm/Gagtm (\JUT) and wild-type littermate (WT) animals. Arrows show megakaryocytes; 1 indicates white
substance; 2, granular layer; and 3, molecular layer. C, Real-time polymerase chain reaction analysis of Cxc/712. Relative RNA expres-
sion levels of Cxcl12 isoforms normalized to HPRT in cerebellum, bone marrow, and skeletal muscle tissues. Cxcl12a, Cxcl128, and
Cxcl12y ARN levels in MUT animals are expressed relative to the level in WT animals, arbitrarily set to 1 (=12 per group). D, Blood

CXCL12 levels were measured by ELISA in MUT and WT animals. E, Cell populations in peripheral blood collected from MUT and WT
animals. Results are mean+SEM. **P<0.01, **P<0.001 vs WT.
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Figure 2. Expression of CXCL12 isoforms in ischemic tissue. A, Quantitative evaluation and relative levels of CXCL12«, CXCL12p, and
CXCL12y mRNA contents 1, 4, 6, and 21 days after ischemia in ischemic and nonischemic legs of Cxc/12%a9tm/Gagtm (MUT) and wild-
type littermate (WT) animals. Values are mean=SEM (n=10 per group, representative of 2 independent experiments). Twenty-eight pos-
sible comparisons for Bonferroni correction; a value of P<<0.0018 was considered significant. **£<0.0003 vs nonischemic at day 1. B,
mRNA levels of each Cxcl12 isoform were normalized to that of Cxc/72« in skeletal muscle of nonischemic tissue. Six possible com-
parisons for Bonferroni correction; a value of P<<0.008 was considered significant (n=10 per group). C and D, Histological sections
from ischemic skeletal muscles of WT and MUT animals showing CXCL12 expression in capillary (c) and arteriolar (d) structures. Red
staining indicates a-smooth muscle actin (a-smooth muscle cells); green staining, Griffonia simplicifolia agglutinin isolectin B4 (endothe-

lial cells); purple staining, CXCL12. Nuclei were stained with DAPI (blue staining). Bars=20 um. One representative of 6 experiments is
shown.
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Figure 3. Postischemic revascularization in Cxc/12%39t™/Gagtm gnimals. Quantitative evaluation and representative photomicrographs of foot
perfusion at different time points (A) and at day 21 for angiographic score (B; vessels in white), capillary density (C; capillaries in green, upper
panel: arrows show fibronectin-labeled capillaries and lower panel; arrows show CD31-labeled capillaries), and arteriole density (D; arterioles
in green, arrows show a-actin-labeled arterioles) in Cxc/712G39™™/Gagtm (\JUT) and wild-type littermate (WT) animals. Results are shown in is-
chemic (Isc) and nonischemic (N.Isc) legs. Values are mean=SEM (n=15 per group, representative of 3 independent experiments). D indicates
day. A, Fifteen possible comparisons for Bonferroni correction; a value of P<<0.003 was considered significant. *£<0.03, *P<<0.0006 vs WT. B, One
possible comparison for Bonferroni correction; a value of P<<0.05 was considered significant. **P<0.001 vs WT (n=15 per group). C and D, Six
possible comparisons for Bonferroni correction; a value of P<<0.008 was considered significant. **P<0.0016 vs ischemic WT (n=15 per group).
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Figure 4. Quantification of infiltrating circulating cells in Cxcl128a9tm/Gagtm gnimals. Percentage of CD45.1%, CD45.1*/CD34 ", and
CD45.1*/CXCR4™" in blood (A) and ischemic muscle (B) 6 days after the onset of ischemia. Representative fluorescence-activated cell
sorter dot plots obtained from wild-type littermate (WT) and Cxc/12%29t™/Gagtm (MUT) digested muscle at 6 days after ischemia. Cells
were gated on CXCR4 expressing CD45.1-positive cells. n=7 per group. A and B, One possible comparison for Bonferroni correction;
a value of P<<0.05 was considered significant. *P<<0.05 vs WT. C, Quantitative evaluation and representative photomicrographs of
Mac3-positive cells (macrophages in brown; arrows show Mac-3 labeled macrophages) in MUT and WT animals. Results are shown in
ischemic (Isc) and nonischemic (N.Isc) legs. Values are mean+SEM (n=15 per group, representative of 3 independent experiments). Six
possible comparisons for Bonferroni correction; a value of P<<0.008 was considered significant. *P<0.0016 vs ischemic WT.

ischemic tissue 6 days after ischemia, a time point associated
with a marked upregulation of transcription and expression of
Cxcll2 isoforms. The number of CD45.1%/CD34" was
higher in the blood of CxclI2°“¢™/F48™ animals compared
with WT mice. In contrast, the percentage of CD45.17/
CD34" and CD45.1"/CXCR4" was decreased in the ische-
mic muscle of Cxcl]296™598™ animals compared with WT
mice (Figure 4A and 4B). As a consequence, the postische-
mic inflammatory response, a key component of ischemic
tissue remodeling, is affected in our experimental conditions,

and we showed that the number of Mac3-positive cells was
reduced in the ischemic legs of Cxcll2998/Ges™ mjce
compared with WT littermates (Figure 4C).

The predominant expression of CXCLI12y in muscle,
particularly its massive accumulation in ischemic tissues,
suggests that this isoform might play a critical role in
neovascularization through an HS-binding—dependent mech-
anism. Thus, if the angiogenic default observed in
Cxcl12996™/G48™ \was due to the selective invalidation of
HS-binding capacity of CxclI2 products, exogenous admin-
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istration of WT CXCLI12 proteins with full HS-binding
activity should restore vascular regeneration in ischemic
tissues with the highest efficiency.

To assess this hypothesis, we first compared the capacity of
both WT CXCL12«a and CXCL12y, which differ notably in
their affinity capacity to bind cell surface in a GAG-
dependent manner, to induce postischemic vascular regener-
ation in control animals. Electrotransferred expression of
DNA plasmids encoding for CXCL12a or CXCL12y (Figure
5A) revealed a dramatically increased potency of CXCL12y
to promote neovascularization as evaluated by tissue perfu-
sion, angiographic score, capillary density, and attraction of
inflammatory macrophages in the ischemic tissue (Figure
5B-5E). To obtain direct and formal evidence that the superior
efficiency of CXCL12y was actually related to the interaction of
the chemokine with HS, we evaluated the proangiogenic capac-
ities of CXCL12vy and mutant CXCL12ym2, which carries the
K24S and K278 substitutions combined with the neutralization
of 9 of the 17 positively charged residues encompassed in the
C-ter domain of this isoform'>!3 (Figure IIIA in the online-only
Data Supplement). CXCL12ym2 displays no detectable HS
binding to cell surface HS, whereas it activates CXCR4 with
preserved efficiency and even increased potency compared with
the WT control (Figure IIIB and IIIC in the online-only Data
Supplement) and as we reported previously.'> Our findings
unambiguously proved that although CXCL12« and CXCL12y
showed proangiogenic efficiency correlating with their affinities
for HS, CXCL12ym?2 failed to induce postischemic vessel
growth beyond baseline levels (Figure 5B, 5C, and SE).

To further investigate the mechanism of the increased
proangiogenic effect of CXCL12vy, we compared the capacity
of each isoform to regulate both the number of cells infiltrat-
ing the ischemic tissue and their fate. To this aim, hind-limb
ischemia was induced in mice that had been lethally irradi-
ated and reconstituted with BM-derived cells isolated from
GFP™ mice. Electrotransfer of CXCL12+y plasmid enhanced
by 300% and 150% the number of GFP™ cells infiltrating the
ischemic muscle compared with mice treated with empty
plasmid or CXCL12a, respectively (Figure 6A). The failure
of CXCL12ym?2 to induce a significant effect further proved
the involvement of an HS-dependent mechanism in the robust
neovascularization induced by CXCL12y. Of note, the per-
centages of GFP*/BSI1-lectin® cells of the endothelial lin-
eage and GFP*/Mac3 ™" revealing the macrophage phenotype
were similar in mice treated with CXCL12y or CXCL12ca.
Further experiments using human EPCs labeled with car-
boxyfluorescein succinimidyl ester revealed that CXCL12vy,
but not CXCL12ym?2, increased the number of EPCs infil-
trating ischemic hind-limb muscle (day 4 after ischemia) by
150% and subsequently vessel growth by ~50% (day 14 after
ischemia) compared with mice treated with CXCL12« (Fig-
ure IV in the online-only Data Supplement).

Collectively, these results suggest that CXCL12vy regulates
the accumulation of BM-derived cells in ischemic tissues
with the highest efficiency compared with CXCL12« and in
a strictly HS-dependent manner, although it does not differ
from CXCL12« in terms of induction of cell differentiation.
The increased number of EPCs homing to the injured muscle
early after ischemia allows it to ascribe its prominent proan-

giogenic effect to a primary attraction of endothelial cell
precursors.

Finally, to demonstrate that the deficient neoangiogenesis
observed in CxclI29°¢"G“8"™ animals was related to the
expression of CXCL12 HS-binding mutants and their inabil-
ity to promote efficient vascular reparation, we electrotrans-
ferred a plasmid encoding WT CXCLI12y plasmid in the
ischemic hind limb. Expression of this isoform virtually
normalized vascular regeneration in ischemic tissues, as
proved by the significant increase in both vessel density and
infiltration of inflammatory macrophages (Figure 7). This
finding conclusively links the default of tissue reparation
observed in these animals to the reduced capacity of mutant
CXCLI12 proteins to form complexes with HS proteoglycans.

Discussion

The animal model we have engineered allows the selective
characterization of proteoglycan-chemokine interactions in
vivo separately from interactions of a defined chemokine to
its specific receptor. Cxcl1299™Ges™ mice exhibit normal
expression of isoform-specific Cxcl/2 mRNAs encoding for
CXCR4 agonist chemokines. No detectable developmental
anomalies were observed in Cxcl]29“¢™“48™ animals. This
is in sharp contrast to CxclI2- and Cxcr4-deficient mice,
which show abnormal hematopoiesis and multiple organo-
genesis default associated with perinatal mortality,20-21-37 and
Cxcr7 knockout mice, which show disrupted cardiac devel-
opment.>® Manifold reasons could explain the lack of detect-
able anatomic anomalies in the mutant animals: the preserved
expression levels of total and isoform-specific Cxcl/2 mRNA
in Cxcl]264s™/Gasm mice tissues; the intact cell signaling
capacities of mutant chemokines, leading to orientated cell
migration, as previously shown for mutated CCL19 and
CCL21"; and the fact that the high-affinity oligosaccharidic
HS structure recognized by CXCL12, which remains un-
known, could not be displayed on HS during embryogenesis
and appears later during adult life, thus explaining the
apparent lack of developmental effects. Thus, a binding-
specificity switch of brain HS proteoglycans from fibroblast
growth factor-2 to -1 has been proved,? demonstrating that
indeed the binding capacity of embryonic HS for a given
protein is not necessarily present and is acquired during
development.

The Cxcl1299¢™/Ge¢™ mice nevertheless display a subtle
anomaly revealing an increased number of circulating white
blood cells, including CD34™ hematopoietic progenitor cells.
This phenomenon could be explained by a reduced attraction/
retention in lymphoid tissues and is probably related to
impaired HS-dependent tissue adhesiveness of the CXCL12
mutant proteins.>!5 Given the crucial role played by CXCL12
and CXCR4 in both the homing of hematopoietic cells to the
BM?52¢, the inability of the HS-binding CXCL12 mutants to
adhere to the cell surface and the surrounding extracellular
matrix of CXCLI12-producing stromal cells forming
CXCL12-BM niches,* could facilitate their egress from the
BM. In this regard, the accumulation of circulating CD34"
cells, which normally reside in BM,*! strongly argues in favor
of reduced retention of these cells in BM. The BM egress of
the mature leukocytes could also be due to the same mecha-

Downloaded from http://circ.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on February 1, 2013



Rueda et al CXCL12/Proteoglycan Interactions in Angiogenesis 1891

>
=

1.
150+ * £ 150~ *k
2 *k é -

# ° #
= £1004 == -~ 5 £1004 — —_
S Z 2 Z
B O o &

‘é’ © =0
2.8 504 §§ 50+
3 3
<) 2
= Eh
04— T < 0 T
CONT  CXCLI12a CXCL12y CXCLI12ym2 CONT  CXCLI120. CXCL12y CXCLI2ym2
C Isc N.Isc
1.
200 5k
SN~
EE 150~ .
% #
(5] -
Z - —
5 100
=0
Q.o
53\/ 50+
c I 1 1 1
CONT CXCLI120 CXCL12y CXCLI2ym2 CONT CXCL12a CXCL12y CXCLI12ym2
D Isc N.Isc
150+
e
EZ 100- # == __
B = P by o=t
LZ
[cle]
=
59 504
=2
0 L] L) 1 1
CONT CXCL120 CXCL12y CXCLI2ym2 CONT CXCL12a CXCL12y CXCL12ym2
E Isc N.Isc

1000+
800+
600+

400~ #
L =
2004

oL O B a1

L)
CONT CXCLI12a CXCL12y CXCL12ym2 CONT CXCL12a CXCL12y CXCL12ym2
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nism. Alternatively, the increased number of these cells in the apical surface of sinus and postcapillary endothelial cells,!3-15
periphery could be ascribed to the gradient generated by the which would inhibit the return of leukocytes to the BM.#2

blood accumulation of free, HS-binding, disabled CXCL12 Whereas basal coronary flow was impaired in Cxerd™™ mice,
proteins and/or their failure to firmly immobilize on the paralleled by reduced angiogenesis and myocardial vessel den-
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Figure 6. CXCL12+y controls bone marrow-derived cells infiltration in ischemic tissues. Quantitative evaluation and representative pho-
tomicrographs of the percentage of green fluorescent protein (GFP)-expressing cells (A), GFP-expressing and BS1-labeled cells (B),
and GFP-expressing and Mac3-labeled cells (C) in the ischemic leg (Isc) of irradiated wild-type (WT) mice reconstituted with bone mar-
row of WT GFP™ animals and treated with empty DNA plasmid (CONT) or DNA expression vectors encoding for CXCL12a, CXCL12y,
or the heparan sulfate-binding mutant CXCL12ym2. Value quantification is represented in histograms. Values are mean=SEM (n=10
per group, representative of 2 independent experiments). A through C, Twenty-eight possible comparisons for Bonferroni correction; a
value of P<0.0017 was considered significant. *P<0.0017 vs ischemic CONT; tP<0.0017 vs ischemic CXCL12q«; #P<0.0017 vs ische-

mic CXCL12vy. N.Isc indicates nonischemic leg.

sity, we did not detect changes in the basal number of capillary
and arterioles in skeletal muscle of Cxcl]2C“€"™¢s™ animals.43
In contrast, Cxcl]12698"/Gas™ animals show a marked default
in angiogenesis and neovascularization of ischemic tissues,
revealing a biological role for CXCL12/GAG interactions in
tissue repair after ischemia. It has previously been reported
that recruitment of CXCR4-positive progenitor cells to regen-
erating tissues is mediated by hypoxic gradients via hypox-
ia-inducible factor-1-induced expression of CXCL12.32 Fur-

thermore, CXCL12 attracts EPCs, induces angiogenesis, and
increases the number of newly formed vessels and blood flow
in models of hind-limb ischemia when overexpressed either
alone** or in combination with cell therapy.*> Recruitment
and retention of BM-derived circulating inflammatory cells
mediated by CXCL12 participate in vascular remodeling and
arteriole growth.’¢ In addition, CXCLI12 seems to have a
direct effect on the migration of smooth muscle cells and
smooth muscle progenitor cells.*®
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However, all previous studies focused on deciphering the
capacity of CXCLI12a to promote angiogenesis without
dissecting the respective contribution of receptor activation
and GAG binding. Furthermore, only the therapeutic capacity
of exogenous WT chemokines was investigated, whereas the
role played by endogenous CXCL12/GAG interactions in the
spontaneous postischemic recovery remains unknown.

The defective postischemic neovascularization observed in
Cxcl12648"/Ge8™ animals thus brings new light to the origi-
nal evidence that, beyond CXCL12-induced receptor cell
signaling, the endogenous CXCL12/GAG interactions play a
critical role in tissue regeneration, particularly vascular
growth. Indeed, the efficiency of CXCLI12y to rescue the
default in Cxcl12998™598™ animals contrasts with the lack of
effect of CXCL12ym2 and reveals the key role of this
mechanism in the reparative process. This finding is in
keeping with the efficiency of CXCL12+y and the inability of
CXCL12ym?2 to promote homing of BM-derived circulating
inflammatory cells and circulating EPCs into ischemic tissues
and to modulate vessel growth in this setting.

Bound to HS structures on the apical surface of endothelial
cells,*” CXCL12 expressed by autocrine or juxtacrine mech-
anisms could be determinant for vascular targeting of circu-
lating progenitor and inflammatory cells and induction, in an
integrin- and CXCR4-dependent manner, of both firm adhe-
sion and transendothelial migration of infiltrating BM-
derived cells.*®* Among CXCL12 isoforms, CXCL12+y binds
to microvascular endothelial cell surface with the highest
efficiency'®#” and is ideally suited to accomplish this role.
Abundantly expressed and induced in injured tissues by
hypoxia, CXCL12+y could delimit a static field of chemokine,
keeping cells motile (haptokinesis) in a restrained tissue

compartment. This may contribute to the reparative effect of
EPCs by enhancing cell adhesiveness and survival.* It could
be hypothesized that, released progressively on cleavage of
its C-ter domain, the pool of immobilized CXCL12+y could
provide a gradient of active, diffusible chemokines that would
promote long-range chemotaxis toward the injured tissue. An
analogous mechanism contributes to the regulation by CCL21
of lymphocyte T-cell homing in secondary lymphoid organs.!

In terms of the potential of CXCLI12 in regenerative
medicine, the continuous delivery or administration in an
immobilized form of CXCLI12« is required to provide ther-
apeutic effect in postischemic treatment.>® CXCL12y could
overcome this limitation, thus efficiently activating the proan-
giogenic mechanisms.

Collectively, our findings unravel the contribution of
endogenous CXCL12/HS complexes to the biological func-
tions of this chemokine. The prevalence of CXCL12y expres-
sion in hypoxic conditions and its superior capacity to
promote neovascularization further highlight the importance
of HS-binding mechanisms in the tissue reparative activity of
CXCL12.

These findings pave the way for investigating the contri-
bution of CXCLI12/HS interactions to other homeostatic and
physiopathological functions played by this unique chemo-
kine and could eventually have broad relevance for other
chemokine systems.
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CLINICAL PERSPECTIVE

CXCLI12 regulates with unchallenged capacity both the tissue homing and survival of circulating tissue-specific
progenitors, hematopoietic cells, and bone marrow stem cells and triggers inflammatory cell infiltration. Beyond the
binding to its cognate receptor CXCR4, we speculate that the interaction of CXCL12 with proteoglycans, particularly
heparan sulfate, enables the formation of chemokine gradients that determine the orientated migration and tissue
recruitment of circulating cells. We engineered a mouse carrying a Cxcl/2 gene (CxclI29“¢™™) mutation that precludes
interactions with heparan sulfate structures while not affecting CXCR4-dependent cell signaling of CXCL12 isoforms.
After induced acute ischemia, a marked impaired capacity to support revascularization was observed in Cxcl]2¢“s"/Gagim
animals associated with a reduced number of infiltrating cells in the ischemic tissue. Of interest, Cxcl/2y was the most
abundant isoform in both the normal and ischemic muscle. Importantly, exogenous administration of CXCL12vy, which
binds heparan sulfate with the highest affinity ever reported for a cytokine, fully restored vascular growth, whereas heparan
sulfate—binding CXCL12y mutants failed to promote revascularization in Cxcl/2996™/Ges™ animals. In terms of the
potential of CXCL12 in regenerative medicine, the continuous delivery or administration in an immobilized form of
CXCL12a« is required to provide therapeutic effect in postischemic treatment. CXCL12vy could overcome this limitation,
thus efficiently activating the proangiogenic mechanisms. The findings presented here pave the way for investigating the
contribution of CXCL12/heparan sulfate interactions to other homeostatic and physiopathological functions played by this
unique chemokine and could eventually have broad relevance for other chemokine systems.
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Supplemental figures legend

Supplementary Figure 1. Construction and sequencing validation of point
mutation targeting vector of Cxcl12. (a) Point mutations in 2" and 4th exons were
generated by 3-step PCR mutagenesis using PT1-PT4 and PT5-PT8 primers. The PCR
fragments carrying mutations were then used to replace the correspondent wild type
sequence using conventional sub cloning methods. (b) The boundaries of the two
homology arms (LA , SA) were confirmed by sequencing with P6 and T7 primers that
read through both sides of the backbone vector. The floxed Neo cassette was confirmed
by sequencing with N1 and N2 primers that read from the 5’- and 3’- ends of the Neo
cassette, respectively, into the genomic sequences. The mutations were confirmed by
sequencing with PT1, SQ1 and PT8 primers. The sequencing results also proved that no

other mutations were introduced into exon 2 and exon 4 before the natural stop codon.

Primers used to generate the point mutations (mutations are in bold and

underlined)

PT1 (Acc65I): 5’- ACTTGGTACCAACTTTCTGTAACCATTCCTGC -3’

PT2: 5- AGACAGATGCGAGACGTTGGCTCTGGCGATGTGGCTC -3’

PT3: 5- ACATCGCCAGAGCCAACGTCTCGCATCTGTCTATCCTCAACACTCCAAACTGTG -3’

PT4 (Acc65I): 5’- ACTTGGTACCCTCTGAGCAAGTGAGTGCAAGTG -3’

PT5 (Acc65I): 5’- ACTTGGTACCTCTCTAGAACAATCTCAGTTATCC -3’

PT6: 5’- CTACCTTAGATAAAATTAGTAGAACC -3’
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PT7:5- GTTCTACTAATTTTATCTAAGGTAGGGGCGCAGAGAAGAAAAAGTGG -3’

PT8 (Acc65I): 5'- ACTTGGTACCAGAGTTTACCGTCAGGTTTGAGC -3

Sequencing Primer Sequences

Primer N1 5’-TGCGAGGCCAGAGGCCACTTGTGTAGC- 3’

Primer N2 5’ -TTCCTCGTGCTTTACGGTATCG- 3’

Primer P6 5’-GAGTGCACCATATGGACATATTGTC- 3’

Primer T7 5 -TAATGCAGGTTAACCTGGCTTATCG- 3’

Primer PT1 5’ -ACTTGGTACCAACTTTCTGTAACCATTCCTGC- 3’

Primer SQ1 5° -ACAGGACACATCTCTGCCAAGTC- 3’

Primer PT8 5’ -ACTTGGTACCAGAGTTTACCGTCAGGTTTGAGC- 3’

Supplementary Figure 2. Characterization of Cxcl126Gagtm/Gagtm animals. (A)
Schematic diagram of Cxcl12 isoforms structures and sequence alignment of the
corresponding mature proteins. Mutations introduced in Cxcl126e9tm are indicated
(stars). In the amino-acid sequence the substituted residues corresponding to
mutations are underlined. The incorporation of the non-sense mutation in the open
reading frame of Cxcl12y generates a truncated protein of 68Aa-length identical to
Cxcl12a, which last aminoacid (K68) is marked by a star. (B) PCR amplification on
genomic DNA from wild type (WT), Cxcl12Gagtm/wt (Het) and Cxcl12Gagtm/Gagtm (Mut)
animals. (C-D) Real-time PCR analysis of Cxcl12 products. (C) RNA expression levels of

each isoform normalized to HPRT in brain and thymus tissues from WT and
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Cxcl12Gagtm/Gagtm animals. (D) mRNA levels of each Cxcl12 isoform were normalized to

that of Cxcl12a

Supplementary Figure 3. Functional properties of WT and HS-binding mutant
CXCL12 used for post-ischemic revascularization treatment or expressed from
Cxcl126agtm gnimals. (a) Sequence alignment of CXCL12 WT and mutant chemokines
used in experiments described in b and c . In bold, HS-binding motifs; underlined,
substituted amino acids. (b) Cell surface (CHO cells) binding activity and (c)
chemotactic properties of synthetic WT and HS-binding mutants CXCL12am and
CXCL12gm?2 assessed in CD4+ T lymphocytes. (d) Quantitative evaluation of EPC
migration through transwell membrane in response to treatment with supernatant of
HEK293 T transfected cells with cDNA coding either for WT or mutant isoforms isolated
from Cxcl126a9tm animals. CXCL12 content in supernatants was measured by ELISA and
for each WT/mutant couple equal amounts (ranging from 0,5 to 1nM) were used. Open
bars: synthetic CXCL12a, 1nM. AMD3100 (5mM) is a low molecular, synthetic CXCR4
antagonist. PBS, Phosphate buffered saline.**p<0.01 versus PBS, T p<0.05 versus
conditions without AMD3100. n = 10 per group, representative of 2 independent

experiments.

Supplementary Figure 4. CXCL12g controls EPC infiltration in ischemic tissues. (a)
Quantitative evaluation of EPC migration through transwell membrane in response to
VEGF, CXCL12a or CXCL12g, in presence or absence of the synthetic CXCR4 antagonist,

AMD3100 (5mM). n = 6 to 8 per group, representative of 2 independent experiments.
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus PBS, t11 p<0.001 versus CXCL12a, ## p<0.01
versus CXCL12y. (b) Number of CFSE-stained human EPC (EPC) in the ischemic leg of
C57BL/6 mice treated with intramuscular administration of cDNA expression vector
encoding CXCL12a, CXCL12g or CXCL12gm2, 4 days after the onset of ischemia.
Quantitative evaluation of foot perfusion (c), microangiography (d) and capillary density
(e), 14 days after ischemia in C57BL/6 mice treated with intravenous administration of
EPC only or along with intramuscular cDNA expression vector encoding CXCL12aq,
CXCL12g or CXCL12gm2. Empty DNA plasmid (CONT). Values are mean + SEM. n = 10
per group, representative of 2 independent experiments. 10 possible comparisons for
Bonferroni correction, a value of p<0.005 was considered significant. *p<0.005,
*#¥p<0.001, versus CONT, T p<0.005, t1 p<0.001 versus CXCL12a+EPC, ##p<0.001

versus CXCL12y + EPC.
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Article 3
III. Article 3 : Role of miR-21 in the Proangiogenic Effect

of Human Multipotent Cardiovascular Progenitors

En préparation

Ade¢le Richart, Xavier Loyer, Tui Néri, Michel Pucéat,
Jean-Sébastien Silvestre.

Malgré les traitements et les techniques chirurgicales actuels, les maladies
ischémiques périphériques restent un probléme majeur pour un grand nombre de patients dont
I’amputation du membre 1ésé€ ne peut étre évitée ; de nouvelles stratégies thérapeutiques sont
donc nécessaires. L’une d’elle, actuellement en cours de développement, est celle basée sur
I’utilisation de cellules souches adultes qui, de part leurs capacités d’auto-renouvellement, de
prolifération, de différenciation et leur activité paracrine, sont d’excellents activateurs de la
revascularisation post-ischémique. Cependant, malgré leur efficacité prouvée sur de
nombreux mod¢les pathologiques animaux, les résultats obtenus chez I’homme sont trés

variables et restent dans I’ensemble insuffisants 158 15 160 ] semble que ces cellules souches

adultes présentent une faible capacité de différenciation et un potentiel thérapeutique atténué
par les facteurs de risques cardiovasculaires comme le diabéte, le tabac et/ou I’age '’*. A
I’inverse, les cellules souches embryonnaires pluripotentes (CSE) n’ayant pas subi I’influence
néfaste de facteurs environnementaux et ayant une capacité de différenciation et de
prolifération quasi-illimitée, offrent un large spectre de possibilités quand a leur utilisation en
thérapie cellulaire. L’intérét majeur des CSE est de pouvoir assez aisément les dériver in vitro
en tous les types de progéniteurs et d’augmenter ainsi la proportion de cellules d’intérét
différenciées au sein du tissu ischémique. En effet, obtenir des progéniteurs endothéliaux

dérivés de CSE (CSE-CE), par exemple, est plus facile que d’isoler des CPE a partir de BM-
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MNC de patients (BM-CE) '**. Les CSE-CE sécrétent d’ailleurs d’avantage de facteurs pro-
angiogéniques que les BM-CE et leurs capacités a promouvoir I’angiogenése in vitro et in
vivo ont été démontrées ' ', Cependant, 1’effet de ces progéniteurs reste relativement limité
de part leur engagement dans une lignée strictement endothéliale, et il a été montré qu’injecter
des progéniteurs de cellules murales en plus des CSE-EC est bien plus efficace pour
promouvoir la revascularisation post-ischémique '”*. L’intérét de notre travail repose donc sur
I’utilisation de progéniteurs cardiovasculaires multipotents dérivés de CSE (CSE SSEA-1+)
qui sont capables de se différencier en progéniteurs de cellules endothéliales et de cellules
musculaires lisses. En effet, traiter les CSE pluripotentes avec du BMP2 (Bone Morphogenic
Protein 2) et Wnt3a permet d’engager ces cellules vers une lignée mésodermique et d’obtenir
des progéniteurs cardiovasculaires multipotents caractérisés par 1’expression d’Oct-4, MESP-
1 (Mesoderm Posterior 1) et SSEA-1 (Stage-Sprecific Embryonic Antigen 1). Ces
progéniteurs cardiovasculaires SSEA-1+ sont particuli¢rement efficaces et ont été retrouvés,
deux mois apres leur injection, incorporés dans le myocarde des primates exprimant soit des
marqueurs de cellules endothéliales, soit de cellules musculaires lisses ou de cardiomyoyctes
194

L’objectif de ce troisieéme travail a été de mettre en évidence I’efficacité d’une thérapie
cellulaire basée sur I’utilisation des progéniteurs cardiovasculaires multipotents SSEA-1+
dérivés de cellules souches embryonnaires pluripotentes pour traiter I’ischémie du membre

inférieur et de comprendre les mécanismes a 1’origine de leur efficacité.
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* Les progéniteurs cardiovasculaires multipotents SSEA-1+ potentialisent la
revascularisation post-ischémique

Contrairement aux cellules souches embryonnaires pluripotentes SSEA-17, les
progéniteurs multipotents SSEA-1+ potentialisent la revascularisation post-ischémique. En
effet, 14 jours apres I’injection de CSE SSEA-1+ en intra-musculaire dans la patte ischémique
de souris immuno-déficientes, le score angiographique, les densités capillaires et artériolaires
ainsi que la perfusion sanguine ont ét¢ améliorés. L’efficacité de ces cellules surprend
notamment par le fait que 1’injection de seulement 10.000 SSEA-1+ suffit pour observer une
amélioration de la revascularisation comparable a celle de 100.000 CPE (cellules
progénitrices endothéliales) ou 100.000 CSM (cellules souches mésenchymateuses).

De facon surprenante, nous avons également montré que traiter des souris a I’aide de
progéniteurs engagés vers une lignée endothéliale (cellules SSEA-1+ traitées pendant une
semaine au VEGF-A) ou de cellules musculaires lisses (cellules SSEA-1+ traitées pendant
une semaine au PDGF-BB), n’est pas plus efficace que 1’utilisation des progéniteurs
cardiovasculaires multipotents SSEA-1+.

Le reste de ce travail a ensuite été consacré a la compréhension des mécanismes a

I’origine de I’efficacité¢ des CSE SSEA-1+.

* Le miR-21 régule P’effet pro-angiogénique des progéniteurs cardiovasculaires
SSEA-1+

Nous avons tout d’abord mis en évidence que I’inhibition de 1’ensemble des micro-

ARN (miR) des cellules SSEA-1+ par transfection de siRNA DICER, altérent leurs capacités

a promouvoir la revascularisation post-ischémique. L’analyse de 1’expression des miR dans

les cellules SSEA-1" et SSEA-1+ nous a ensuite permis de cibler le miR-21. Nous avons alors

montré que les CSE SSEA-1+ transfectées avec un anti-miR-21 perdent leurs capacités a
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promouvoir in vivo la régénération vasculaire et a former in vitro des tubes vasculaires en
matrigel. Un suivi par imagerie in vivo (VISEN) des cellules injectées dans la patte
ischémique de souris a également montré une diminution de la survie des CSE SSEA-1+
transfectées avec de I’anti-miR-21 par rapport aux CSE SSEA-1+ contrdles.

Afin de confirmer que le miR-21 est nécessaire a 1’effet pro-angiogénique des cellules
souches, nous avons créé¢ des souris chimeres a partir de souris invalidées pour le miR-21
(mir-217). Des souris sauvages ou mir-217" ont été irradiées létalement et retransplantées avec
de la moelle de souris mir-21"" ou sauvages. Nous avons alors mis en évidence que les souris
sauvages ayant une moelle osseuse mir-217" présentent une revascularisation diminuée par
rapport aux souris sauvages. A l’inverse, les souris mir-21"" ayant une moelle osseuse
normale revascularisent nettement mieux que les souris mir-217". Ainsi, la présence du miR-
21 dans les cellules souches de la moelle osseuse est déterminante pour promouvoir la

régénération vasculaire post-ischémique.
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Les trois travaux effectués au cours de cette thése ont permis de révéler une partie des
mécanismes qui contrdlent la mobilisation et le recrutement des cellules souches, et de
souligner I’intérét d’un traitement basé sur ’administration de progéniteurs cardiovasculaires

multipotents pour traiter I’ischémie critique des membres inférieurs.

I. Résultats généraux obtenus

a. Stimuler la mobilisation et le recrutement des cellules souches originaires de la
moelle osseuse favorise la revascularisation post-ischémique

Si de précédentes études avaient déja suggéré que les catécholamines régulent la

mobilisation des cellules originaires de la moelle osseuse ces travaux de thése révélent leur

importance pour promouvoir la revascularisation post-ischémique et mettent en lumicre leur

: : : 105 106
mécanisme d’action

. En effet, le role de la dopamine (DA) était controversé et décrit
comme pouvant inhiber la mobilisation des cellules progénitrices endothéliales (CPE) via son
récepteur D2, mais également activer la mobilisation des cellules Sca-1+cKit+Lin- via son
récepteur D5 ' '%7. Nos résultats précisent que I’activation de la voie p2-adrénergique et des
récepteurs D1/D5 stimule la mobilisation des cellules médullaires alors que celle du récepteur
D2 I’inhibe ; la signalisation induite par D1/D5 étant majoritaire dans le contexte de
I’ischémie périphérique puisque notre injection systémique de DA favorise la mobilisation et
la revascularisation. Nous avons également montré que 1’effet des catécholamines dépend de
la eNOS puisque ni la DA ni la NE favorisent la revascularisation post-ischémique des souris
invalidées pour la eNOS (eNOS™). De plus, nous avons précisé le role de la eNOS sur la

mobilisation des cellules souches depuis la moelle osseuse vers la circulation sanguine. En

effet, nous avons observé que des souris chiméres eNOS™ irradiées puis retransplantées avec
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de la moelle osseuse de souris sauvages présentent, des les premiers jours suivants I’ischémie,
d’avantage de progéniteurs CD34+ dans leur moelle osseuse et nettement moins dans le
compartiment sanguin par rapport aux souris contrdles. Cependant, cette rétention des
progéniteurs dans la moelle osseuse n’explique qu’en partie la baisse de revascularisation
post-ischémique observée chez ces souris chimeres puisque la eNOS est également absente en
périphérie et il n’est pas exclu qu’elle puisse jouer un role sur le recrutement et/ou I’activité
des progéniteurs au niveau du tissu 1ésé.

Si les catécholamines ou autres cytokines qui agissent directement au niveau de la
moelle osseuse sont essentielles pour permettre la mobilisation des cellules souches
médullaires dans la circulation sanguine, les travaux réalisés dans cette thése soulignent
¢galement I’importance du chimiotactisme exercée par les chimiokines, et en particulier par
CXCLI12. Au vu de nos résultats, il est clair que le gradient de concentration de CXCL12, qui
se fait entre la moelle osseuse, la circulation sanguine et le tissu 1ésé, régit la migration
cellulaire. Les souris Cxcl129%™%%™  dont les capacités d’adhésion de CXCLI2 aux
héparan-sulfates (HS) ont été invalidées, présentent une augmentation du nombre de cellules
CD34+ circulantes et un taux plasmatique de CXCLI12 ¢levé. Les molécules de CXCL12
n’ayant plus les mémes capacités a adhérer & la matrice extracellulaire se retrouvent
majoritairement sous forme soluble, dans la circulation sanguine. Ainsi, le gradient de
concentration entre la moelle osseuse et le compartiment sanguin est accentué et favorise la
mobilisation des cellules CD34+ vers la circulation sanguine. Il est important de noter que ce
taux ¢élevé de cellules CD34+ dans le sang sous-entendant un meilleur recrutement dans le
tissu ischémique et donc une amélioration de la revascularisation post-ischémique. De plus, il
semble que le recrutement des cellules médullaires soit plutot régit par I’axe CCL2/CCR?2, et
que CXCL12 régulerait d’avantage leur retenue au sein du tissu ischémique. En effet, de

précédents travaux ont montré que ’expression des ARNm de CCL2 dans le muscle
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eme

augmente dés le 1 jour suivant I’ischémie pour revenir & un taux basal au 7°™ jour. Ceci
suggere que 1’axe CCL2/CCR2 participe a I'infiltration massif des cellules durant la phase
aigue de I’ischémie ">. Au contraire, nos résultats révélent que les ARNm de CXCLI2 sont
principalement exprimés au 6°™ jour suivant 1’ischémie, montrant ainsi un réle plus tardif,
dans la retenue et la survie des cellules au sein du tissu ischémique. Malgré ces
caractéristiques plutdt favorables au recrutement des cellules médullaires, les souris
Cxcl]2996™/Ga8™ hrésentent une régénération vasculaire fortement altérée par rapport aux
contrdles ; ceci souligne d’autant plus I’importance des interactions CXCL12/HS pour les
fonctions biologiques de CXCL12.

Ces souris Cxcl]29%™ %™ soylévent également des questions quand a 1’importance
des liaisons CXCL12/HS au cours du développement embryonnaire. En effet, les souris
déficientes pour CXCLI12 ou CXCR4 présentent de multiples défauts d’organogenese et
meurent en périnatal, alors qu’aucune anomalie développementale n’a été observée chez nos
souris mutées ¢ 7. Ceci suggére que les interactions CXCL12/HS, et donc le gradient
chimioattractant formé par CXCL12, ne prennent leur importance qu’a I’age adulte, dans un
contexte pathologique qui implique une migration cellulaire entre différents organes.

Nous avons montré que I’isoforme CXCL12y, grace a sa plus forte affinité pour les HS
que CXCL12a, permet de recruter un plus grand nombre de cellules originaires de la moelle
osseuse dans le muscle ischémique, mais ne semble pas attirer un type cellulaire en particulier.
In vitro, nous confirmons que CXCLI12y et CXCL12a ont la méme affinité pour le récepteur
CXCR4 et les mémes capacités a faire migrer les CPE, soulignant ainsi I’importance du
gradient formé in vivo par CXCL12y pour recruter d’avantage de cellules CXCR4+.
Cependant, ces résultats ne prennent pas en compte ’existence du deuxiéme récepteur a
CXCL12, CXCR7 dont le role reste encore trées mal décrit. Certaines études montrent que

CXCR?7 agit comme un corécepteur de CXCR4 dont il inhibe la voie de signalisation protéine
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G-dépendante 135 136

alors que d’autres travaux révelent que CXCR7 a un rdle indépendant de
CXCR4 sur la survie des cellules * 17 ' 1% Des études ont également démontré que les
CPE expriment CXCR7 et que ce récepteur est déterminant pour leurs capacités pro-
angiogéniques induites par CXCL12. En effet, tout comme CXCR4, CXCR7 module
I’adhésion des CPE aux HUVECS, leur migration trans-endothéliale ainsi que leurs capacités

a former des tubes en matrigel "°

. Il est donc envisageable que CXCR7 module le
recrutement et D’activité des cellules souches mobilisées dans le tissu ischémique.
L’hypothese selon laquelle les isoformes de CXCL12 n’aient pas la méme affinité pour

CXCR7 n’est pas a exclure et il serait intéressant de regarder I’impact des interactions

CXCL12/CXCR7 sur la revascularisation post-ischémique.

b. Incorporation et survie des cellules souches recrutées

Si la participation des cellules progénitrices aux processus de revascularisation post-
ischémique est admise de tous, leurs mécanismes d’action au sein du tissu ischémique restent
encore débattus. La question de I’intégration des progéniteurs dans les vaisseaux néoformés et
de leur différenciation en cellules vasculaires matures et fonctionnelles n’est pas encore
résolue. Des travaux ont notamment montré que les cellules souches n’incorporent pas
réellement les structures vasculaires suite a une ischémie périphérique mais qu’elles
s’accumulent autour des collatérales et auraient plutot un role de cellules de soutien '°. Les
résultats obtenus dans cette thése a 1’aide des cellules souches embryonnaires humaines (CSE)
confirment la difficulté d’identifier une réelle intégration des progéniteurs dans les vaisseaux
néoformés. En effet, 6 jours aprés leur injection en intramusculaire dans le tissu ischémique
de souris immunodéficientes, nous avons retrouvé nos CSE humaines au sein du tissu mais la
plupart d’entre elles étaient a proximité d’un vaisseau et il fit extrémement rare d’en trouver

exprimant un marqueur de différenciation comme le CD31. Pourtant, nos résultats in vitro
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montrent que les CSE mises en présence d’HUVECS (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells) sont capables de former et d’incorporer des structures vasculaires en matrigel. Une
récente étude dans laquelle 3.10° progéniteurs endothéliaux dérivés de CSE humaines (hCSE-
CE) ont été injectés en intramusculaire dans des souris ayant une ischémie critique
périphérique a également permis d’observer, 4 semaines aprés leur administration,
I’incorporation des hCSE-CE dans des structures vasculaires de type capillaire. Cette équipe
affirme d’ailleurs qu’un quart des capillaires quantifiés au sein du tissu ischémique étaient des
vaisseaux hybrides souris/humain, ce qui, au vu des résultats obtenus dans d’autres équipes

parait un peu surprenant 192

. Toutefois, cela révele que nos résultats ont peut-&tre été limités
par un nombre insuffisant de cellules injectées (10.000 CSE injectées en trois muscles
différents et observation faite uniquement sur le gastrocnemius), par la technique
d’observation des cellules (immuno-histochimie) et/ou par le temps post-injection auquel
I’analyse a été faite. Néanmoins, il est fort probable que 1’incorporation des cellules souches
dans les structures vasculaires soit extrémement rare et qu’elles agissent plutdt sur la
revascularisation post-ischémique par un effet paracrine. En effet, I’administration de milieu
de culture concentré de hCSE-CE suffit & améliorer la cicatrisation et la vascularisation **,
Une équipe a également traité des souris ayant une ischémie critique périphérique avec des
hCSE-EC encapsulées dans du matrigel afin d’éviter leur incorporation au tissu et une
éventuelle prolifération tumorale, et a ainsi montré que leurs facteurs humoraux suffisent a
promouvoir la revascularisation post-ischémique *'.

Les conclusions sur le devenir des cellules souches dans le tissu ischémique varient
donc selon le mode expérimental, I’administration des cellules et le type cellulaire. Dans notre
¢tude, nous n’avons pas trouvé de différences ni de survie, ni d’efficacité entre les

progéniteurs multipotents cardiovasculaires SSEA-1+, les progéniteurs endothéliaux et les

progéniteurs de cellules musculaires lisses. Cependant, une analyse plus poussée de leur
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différenciation et de leur intégration devrait étre faite sur d’autres modeles expérimentaux afin
d’identifier d’éventuelles différences de mécanismes d’action et/ou d’efficacité entre ces
différents progéniteurs plus ou moins engagés vers une lignée cellulaire.

Ces travaux de thése apportent également des précisions supplémentaires sur les
mécanismes qui permettent la vasculogenese. Nous avons, en effet, montré que les
catécholamines stimulent la différenciation des cellules mononuclées originaires de la moelle
osseuse (BM-MNC) en cellules progénitrices a phénotype endothéliale et active leur sécrétion
de NO. Nous avons également mis en avant ’importance des micro-ARN (miR), et plus
particulierement du miR-21, pour la survie des cellules souches dans le tissu ischémique et
pour leur efficacit¢ a promouvoir la revascularisation post-ischémique. Le role du miR-21
dans ’angiogenese était jusque la controversé. En effet, une étude basée sur un modéle
tumorale a montré que le miR-21 active la production de VEGF via HIF-1a et aurait donc un
effet pro-angiogénique *’. Au contraire, d’autres travaux ont montré que les prognéniteurs
angiogéniques (APC) de patients atteints de pathologies coronariennes présentent un taux
intracellulaire de miR-21 tres élevé qui serait a I’origine de I’augmentation du taux de réactifs

202 A :
. De méme, il semble

de ’oxygene et de la perte des capacités migratoires de ces cellules
que 1’augmentation du miR-21 dans les CPE de jeunes souris induit une augmentation de leur
sénescence et une perte de leurs capacités pro-angiogéniques '*. Nos résultats révélent que
dans un contexte murin d’ischémie critique périphérique, le miR-21 est nécessaire a la
revascularisation et qu’inhiber le miR-21 dans les CSE SSEA-1+ limite leurs capacités pro-
vasculogéniques. Cependant, nous avons également trouvé que les CSE SSEA-1", qui n’ont
pas d’effet pro-angiogénique dans notre modele d’étude, ont un taux de miR-21 plus élevé
que les CSE SSEA-1+. Il est possible qu’un certain niveau d’expression de miR-21 soit

nécessaire pour activer la voie de HIF-1a et permettre un effet pro-angiogénique, alors qu’un

exces de miR-21 induirait plutét 1’activation d’une voie anti-angiogénique telle que celle des
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réactifs de 1’oxygéne. Ceci confirmerait 1’idée qu’un miR pouvant inhiber des molécules
activatrices et inhibitrices de différentes voies de signalisation, son effet sur un processus
biologique entier dépend énormément de son taux intracellulaire. L’effet d’un miR peut
¢galement dépendre du type cellulaire dans lequel il est exprimé et de son degré de
différenciation. En effet, bien que le cluster miR-17-92 régule 1’angiogenese et 1’intégrité
vasculaire, il a ét¢ montré qu’il n’a aucun impact sur la différenciation des cellules souches

embryonnaires murines en cellule a phénotype endothéliale **°

. Il est donc possible que le
miR-21 soit néfaste pour les capacités pro-angiogéniques des CPE mais essentiel les fonctions
régénératrices des CSE SSEA-1+ '*°. 11 serait intéressant de comparer 1’effet du miR-21 sur
les capacités pro-angiogéniques de différents progéniteurs de la lignée endothéliale,

notamment sur les progéniteurs multipotents cardiovasculaires SSEA-1+ et les progéniteurs

endothéliaux.

II. Perspectives thérapeutiques

Au vu du réle important des cellules souches dans les processus de revascularisation
post-ischémique, de nombreuses stratégies thérapeutiques cherchent actuellement a favoriser

leur recrutement dans le tissu ischémique et/ou leur efficacité.

a. Activer la mobilisation des cellules souches
Le G-CSF (Granulocyte-Colony-Stimulating Factor) est actuellement le facteur le plus
connu pour activer la mobilisation des cellules souches originaires de la moelle osseuse. En
effet, il a ét¢ montré qu’il permet d’augmenter les taux circulants de cellules CD34+CD133+

et de CPE en modulant I’axe CXCL12/CXCR4 ', Le G-CSF est d’ailleurs couramment
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utilisé chez I’homme dans le cadre d’essais cliniques visant a tester 1’efficacité de I’injection
autologue de cellules souches adultes isolées a partir du sang périphérique car il permet
d’augmenter leurs taux circulants *** 2% 2% 27 T es travaux de cette thése proposent une autre
alternative basée sur 1’utilisation des catécholamines dont nous avons montré leurs effets sur
la mobilisation des cellules souches et inflammatoires. Il a été montré dans un modele de rat
diabétique que le faible taux de CPE présents dans la circulation sanguine résulte d’une
dénervation sympathique au niveau de la moelle osseuse ***. Des agonistes aux récepteurs p2-
adrénergiques ou DI1/D5 pourraient donc notamment étre utilisées chez les personnes
diabétiques afin de contrer leur neuropathie et permettre une meilleure mobilisation de leur

CPE.

b. Potentialiser le recrutement et la survie des cellules souches dans le tissu

Les résultats obtenus chez I’homme sur ’utilisation des cellules souches adultes pour
traiter I’ischémie périphérique sont assez mitigés et révelent que cette stratégie thérapeutique
mérite d’étre améliorée. La question du recrutement et du maintien des cellules dans le tissu
ischémique est évidente pour leur bonne efficacité. En ce sens, la chimiokine CXCL12
semble étre la molécule la mieux adaptée puisqu’elle est fortement exprimée dans des
conditions hypoxiques, attire et retient les cellules CXCR4+ dans le tissu ischémique, et
promeut la revascularisation post-ischémique. Cependant, du fait de leur pathologie et de leur
age bien souvent avancé, les patients présentent souvent un défaut d’expression de CXCL12 ;
ce qui limite I’efficacité d’un traitement par thérapie cellulaire. Il a été montré que I’injection
de CXCL12 pour contrer ce probléme n’était pas trés relevant puisque ces molécules sont

209 7 . A
-2 7. Une équipe a méme

rapidement inactivées par des métalloprotéinases telles que MMP
créé une molécule recombinante de CXCL12 pour limiter cette dégradation et augmenter sa

demi-vie, et montré que sous cette forme, CXCL12 améliore d’avantage la perfusion sanguine
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de souris ayant une ischémie périphérique *'°. Il est important de noter que la plupart des
¢tudes faites sur CXCL12 ne prennent pas en compte I’existence des différents isoformes ou
ne considerent que I’isoforme CXCL12a. Or, nous avons clairement montré dans ces travaux
de thése que ces isoformes ont des capacités différentes a promouvoir la revascularisation
post-ischémique et que CXCL12y permet d’attirer d’avantage de cellules originaires de la
moelle osseuse que CXCL12a. En effet, grace a sa chaine C-terminale, CXCL12y est moins
exposé a la dégradation par les MMPs et, de part sa grande capacité a se lier aux HS, est
moins diffus dans la circulation ; ceci augmente donc sa demi-vie et renforce son efficacité '>.
L’utilisation de CXCL12y pourrait donc étre une solution aux problémes rencontrés lors des
essais cliniques précédents. Associer CXCLI12y a une thérapie cellulaire permettrait
d’augmenter le recrutement et la survie des cellules souches au sein du tissu ischémique et
favoriser ainsi la régénération vasculaire. D’ailleurs, nous avons montré dans notre modéle
d’ischémie périphérique murin que I’injection concomitante de CXCL12y et de CPE était plus
efficace pour promouvoir la revascularisation post-ischémique que celle de CXCL12a et CPE
ou celle de CPE seules.

Au vu de I’'importance des liaisons CXCL12/HS pour la disponibilité, la demi-vie et
I’efficacité de CXCL12y, il serait intéressant de transposer cette capacité¢ d’adhésion a la
matrice extracellulaire a d’autres molécules. En effet, le VEGF notamment, connu pour étre
particulierement impliqué dans 1’angiogenése a montré des résultats trés décevants lors des
essais cliniques visant a traiter les maladies ischémiques périphériques chez I’homme. Créer
une protéine de VEGF recombinante comportant en plus la chaine C-terminale de CXCL12y

permettrait d’augmenter sa biodisponibilité et donc ses capacités a promouvoir I’angiogenése.
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c. Les cellules souches embryonnaires humaines comme thérapie cellulaire
L’utilisation de cellules souches embryonnaires (CSE) humaines en thérapie cellulaire
semble étre une bonne alternative aux limites rencontrées avec les cellules souches adultes.
En effet, étant isolées a partir d’embryons, ces cellules ne présentent pas d’altération de leur

s Jon) A 178
efficacité due aux facteurs extérieurs comme 1’age ou le tabac '’

. Elles sont également
capables de proliférer de fagon quasi-illimitée et peuvent se différencier in vitro en tous les
types de progéniteurs et de cellules différenciées. Pourtant, les premiéres utilisations de CSE
en thérapie cellulaire sur des modéles animaux ont laissé des doutes quand a leurs réelles
capacités de différenciation en cellules d’intérét et d’incorporation dans le tissu ischémique **
201211 Ep fait, I’intérét majeur des CSE réside essentiellement dans le fait qu’il est assez ais¢
de les dériver in vitro en progéniteurs spécialisés et d’augmenter ainsi la proportion de
cellules d’intérét différenciées au sein du tissu 1ésé¢. En effet, obtenir des progéniteurs

endothéliaux dérivés de CSE (CSE-CE), par exemple, est plus facile que d’isoler des CPE a
partir de BM-MNC de patients (BM-CE) '*. Plusieurs techniques de culture cellulaire ont
d’ailleurs déja été développées afin d’obtenir ces CSE-CE. Leurs capacités pro-angiogéniques
in vitro et in vivo ont été démontrées et il semble qu’elles sécretent d’avantage de facteurs
pro-angiogéniques que les BM-CE 13 195 21 192 Cependant, 1’effet de ces progéniteurs reste
relativement limité de part leur engagement dans une lignée strictement endothéliale, et il a
¢té montré qu’injecter des progéniteurs de cellules murales en plus des CSE-EC est bien plus
efficace pour promouvoir la revascularisation post-ischémique 3. L’intérét de notre travail
repose donc sur I’utilisation de progéniteurs cardiovasculaires multipotents dérivés de CSE
(CSE SSEA-1+) qui sont capables de se différencier en progéniteurs de cellules endothéliales
et en progéniteurs de cellules musculaires lisses. Un précédent travail avait d’ailleurs montré
que, deux mois apres leur injection dans le myocarde de primates ayant un infarctus induit,

ces CSE SSEA-1+ ont été retrouvées incorporées au tissu et exprimaient soit des marqueurs
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de cellules endothéliales, soit de cellules musculaires lisses ou de cardiomyoyctes %, Ces
cellules ont donc été capables de se différencier in vivo en trois types cellulaires et de
participer a la régénération vasculaire et tissulaire. La plasticit¢ de ces progéniteurs
cardiovasculaires facilite donc certainement leur action et leur intégration au sein du tissu, et
explique en partie leur efficacité a promouvoir la revascularisation post-ischémique dans
notre modele murin d’ischémie périphérique. Ces travaux de thése montrent d’ailleurs que ces
CSE SSEA-1+ sont plus efficaces que les EPC, les CSM ou encore les BM-MNC pour
promouvoir la revascularisation post-ischémique et qu’injecter dix fois moins de CSE suffit
pour observer les mémes effets.

Les capacités prolifératives des CSE soulévent le probléme du développement de
tératomes au sein du tissu. Dans ces travaux de thése, nous avons utilisé deux types de CSE :
des CSE pluripotentes (CSE SSEA-1") qui n’améliorent pas la revascularisation post-
ischémique dans notre modéele, et des CSE multipotentes (CSE SSEA-1+) dérivées des CSE
SSEA-1" qui sont engagées vers une lignée mésodermique et qui potentialisent la régénération
vasculaire. Cette perte de pluripotence marquée par I’expression du marqueur SSEA-1 (Stage-
Specific Embryonic Antigen 1) semble importante pour le développement tumoral. En effet,
des études préliminaires ont montré que les CSE SSEA-1" développent des tératomes chez le
primate alors qu’aucun développement tumoral n’a été observé avec des CSE SSEA-1+ %,
Méme si des études complémentaires doivent étre réalisées et tous les problémes éthiques et
réglementaires soulevés par [’utilisation de CSE humaines résolus, les progéniteurs
cardiovasculaires SSEA-1" semblent étre suffisamment efficaces et sirs pour pouvoir

envisager, sur le long terme, de les utiliser en thérapie régénératrice chez ’homme.
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Aims Monocyte systemic levels are known to be a major determinant of ischaemic tissue revascularization, but the mech-
anisms mediating mobilization of different monocyte subsets—Ly6C™ and Ly6C'°—to the blood and their respective
role in post-ischaemic neovascularization are not clearly understood. Here, we hypothesized that distinct chemokine/
chemokine receptor pathways, namely CCL2/CCR2, CX3CL1/CX3CR1, and CCL5/CCRS, differentially control

monocyte subset systemic levels, and might thus impact post-ischaemic vessel growth.

Methods In a model of murine hindlimb ischaemia, both Ly6C" and Ly6C'® monocyte circulating levels were increased after

and results femoral artery ligation. CCL2/CCR2 activation enhanced blood Ly6C™ and Ly6C'® monocyte counts, although the
opposite effect was seen in mice with CCL2 or CCR2 deficiency. CX3CL1/CX3CR1 strongly impacted Ly6C'® mono-
cyte levels, whereas CCL5/CCRS5 had no role. Only CCL2/CCR?2 signalling influenced neovascularization, which was
increased in mice overexpressing CCL2, whereas it markedly decreased in CCL2—/— mice. Moreover, adoptive
transfer of Ly6C"—but not Ly6C'°>—monocytes enhanced vessel growth and blood flow recovery.

Conclusion Altogether, our data demonstrate that regulation of proangiogenic Ly6C" monocytes systemic levels by CCL2/CCR2
controls post-ischaemic vessel growth, whereas Ly6C'® monocytes have no major role in this setting.
Keywords Ischaemia e Angiogenesis e Arteriogenesis e Inflammation e Monocyte subset

Mouse monocytes comprise at least two phenotypically distinct
subsets: Ly6C" 7/4"CCR2TCX3CR1"° and Ly6C'°7/4°CCR2~CX3C
R1" monocytes. The human counterparts are CD14"CD16~ and

1. Introduction

Arteriogenesis and angiogenesis are critical processes involved in the

response of the organism to ischaemic injury, and contribute to tissue
revascularization and organ preservation.” Infiltration of inflammatory
cells in hypoxic areas is a hallmark of tissue ischaemia, and the
respective role of distinct leucocyte subsets in post-ischaemic neovas-
cularization—CD4™" and CD8" T cells,z‘3 NK cells,4 regulatory T
cells,5 mast cells®—has been unravelled. Monocytes have also been
shown to promote arteriogenesis and angiogenesis by releasing angio-

genic growth factors, cytokines, and metalloproteinases.”®

CD14°CD16" monocytes, respectively.” ‘Inflammatory’ Ly6C"
monocytes rapidly enter sites of inflammation, whereas ‘Resident’
Ly6C'® monocytes enter lymphoid and non-lymphoid organs under
homeostatic conditions,'® and patrol across the vascular endothelium
in a CX3CR1-dependent manner."" The specific role of each mono-
cyte subset in post-ischaemic neovascularization remains unclear:
Nahrendorf et al.'> proposed a proangiogenic activity for Ly6C'
monocytes, based on their high secretion of vascular endothelial
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* Corresponding author: Paris Cardiovascular Research Center, INSERM U970, Hépital Européen Georges Pompidou, Université Paris Descartes, 56 rue Leblanc, 75015 Paris, France.

Tel: 433 153988060; fax: +33 153987951, Email: jean-sebastien.silvestre@inserm.fr

Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2010. For permissions please email: journals.permissions@oxfordjournals.org.

10T 11 unf uo dSI(/WIdsU] 8 /310" S[euInofpIoyX0' SAI0SLAOIPIRY//:dNY WOy popro[umoc]



Monocyte subset and angiogenesis

187

growth factor (VEGF) in the ischaemic myocardium. Accumulation of
CX3CR1-expressing cells also exacerbates retinal neovascularization
in a murine model of age-related macular degeneration, presumably
through VEGF expression.”> Additionally, a population of Tie2-
expressing monocytes, belonging to the Ly6C'® subset, has been
shown to promote tumour angiogenesis."* In contrast, Capoccia
et al' demonstrated that adoptive transfer of bone marrow
(BM)-derived Ly6C™ monocytes in mice with unilateral limb ischae-
mia improved blood flow recovery, whereas adoptive transfer of
Ly6C'® monocytes did not. Thus, specific involvement of each mono-
cyte subset in post-ischaemic neovascularization requires further
investigation.

Monocyte recruitment to ischaemic areas is thought to occur
mainly via chemokine/chemokine receptor signalling. In ischaemic
hindlimb models deficiency in CCL2 or its receptor, CCR2, reduces
post-ischaemic inflammation and vessel growth.'®"” Of interest, lack
of CCR2 specifically abrogates Ly6C"™ monocyte infiltration in the
ischaemic myocardium.'*'® However, other chemoattractant path-
ways might be involved: CX3CL1/CX3CR1 and CCL5/CCR5
promote Ly6C" and Ly6C'® monocyte infiltration into atherosclerotic
plaques, respectively,’” and CX3CR1 governs Ly6C'® monocyte infil-
tration into the ischaemic myocardium.™

In addition to the well-established role of CCL2/CCR2 signalling
in monocytes recruitment to inflammed tissues, recent reports also
highlighted its involvement in monocytes mobilization from the
BM.?°~%2 Interestingly, in two models of bacterial infection, CCR2
was involved in monocytes mobilization from the BM, but not in
their recruitment towards inflammed tissues.***> Moreover,
CX3CR1 and CCRS5 have been shown to control blood monocyto-
sis in high fat diet fed hyperlipidemic mice.”® As post-ischaemic neo-
vascularization is highly dependent on monocytes levels in the
bloodstream,”* one can speculate that CCL2/CCR2, CX3CL1/
CX3CR1, and CCL5/CCR5 might mainly control the circulating
number of monocyte subset.

Here, we studied the role of CCL2/CCR?2, CX3CL1/CX3CR1, and
CCL5/CCRS in the regulation of Ly6C™ and Ly6C'® monocytes sys-
temic levels and their subsequent roles in post-ischaemic neovascular-
ization. We demonstrate that CCL2/CCR2 controls circulating levels
of both monocyte subset, wherease CX3CL1/CX3CR1 preferentially
impacts Ly6C'® monocytes. We also show that CCL2/CCR?2 signalling
is required for adequate neovascularization, and that adoptive transfer
of Ly6CM"—but not Ly6C'°>—monocytes promotes functional blood
flow recovery in ischaemic hindlimbs.

2. Methods

2.1 Animals

Ten-week-old males C57BL/6 (Charles River), CCL2—/— (from Barett
Rollins, Department of Medical Oncology, Dana-Farber Cancer Institute,
Boston, MA, USA), CCR2—/—, CX3CR1—/—, CR5—/— mice and
mice expressing GFP under the CX3CR1 promoter (CX3CR1EP™)
(from Jackson Laboratories) were used.

The investigation conformed with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health
(NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

All the experiments were performed in accordance with the European
Community guidelines for the care and use of laboratory animals
(No. 07430).

2.2 Hindlimb ischaemia model and plasmid
electrotransfer

Mice underwent right femoral artery ligation under isoflurane anaesthesia.
Right femoral artery was permanently ligated. Six hours after femoral
artery ligation, 50 pg of plasmids encoding an irrelevant Ig, CCL2,
CX3CL1, or CCL5 were injected into both tibial anterior and gastrocne-
mius muscles of the anesthetized mouse. Then, transcutaneous electric
pulses (8 square-wave electric pulses of 200 V/cm, 20 ms each, at 2 Hz)
were delivered by a PS-15 electropulsator (Jouan) with two stainless
steel plate electrodes placed 4.2—5.3 mm apart, at each side of the leg.
The left leg was not ligated or electrotransferred and was used as an
internal control.

2.3 Analysis of neovascularization

2.3.1 Microangiography

Mice were anesthetized (pentobarbital), and longitudinal laparotomy was
performed to introduce a polyethylene catheter into the abdominal aorta
and inject contrast medium (barium sulfate, 1 g/mL). Angiography of hind-
limbs was then performed, and images (2 per animal) were acquired with
the use of a high-definition digital X-ray transducer. Images were
assembled to obtain a complete view of the hindlimbs. The number of
pixels occupied by vessels was measured in the quantification area with
the use of Primedangio software (Trophy System, Paris, France). Area
of quantification was limited by placement of the ligature on the
femoral artery, the knee, the edge of the femur, and the external limit
of the leg. The results were then expressed as a ratio of ischaemic to non-
ischaemic leg.

2.3.2 Capillary density analysis

Sections (7 wm) of gastrocnemius muscles were stained using FITC-
conjugated Bandeirea simplicifolia Isolectin B4. Capillaries were counted
in five randomly chosen fields of a definite area with the use of Image |
(NIH) software. Analyses were performed in a blinded manner by two
independent investigators. The capillary density was determined in both
ischaemic and non-ischaemic legs. Results were expressed as ischaemic
to non-ischaemic ratio.

2.3.3 Laser Doppler perfusion imaging

Briefly, excess hairs were removed by depilatory cream from the limb and
mice were placed on a heating plate at 37°C to minimize temperature
variation. Foot perfusion was measured using a Moor LDI. Perfusion is
expressed as a ratio of ischaemic to non-ischaemic foot paw.

2.4 Flow cytometry analysis

Ischaemic gastrocnemius and tibialis anterior muscles were weighed,
minced, and digested in 450 U/mL Collagenase |, 125 U/mL Collagenase
Xl, 60 U/mL DNAsel, and 60 U/mL hyaluronidase (Sigma Aldrich) for
1h at 37°C. Cells were also isolated from femur, venous blood, and
spleen. All cell suspensions were layered on Histopaque 1083 (Sigma
Aldrich) for gradient density centrifugation. The mononuclear cell fraction
was counted and stained using anti-mouse CD11b-PercPCy5.5, Ly6G-PE,
NK1.1-PE (BD Biosciences), 7/4-FITC or 7/4-APC (Serotec), or the cor-
responding isotypes, and analysed on a LSRIl Flow Cytometer (Becton
Dickinson) with the FacsDiva software (Becton Dickinson). Cells being
CD11bMLy6G NK1.1~ were considered to be monocytes, and subsets
discrimination was made upon 7/4 expression. 7/4 expression has been
shown to be equivalent to Ly6C expression on monocyte subset.”’

2.5 RNA extraction and quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction

Total RNA from tibialis anterior muscle was extracted with Trizol reagent
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Paris, France).
RNA was extracted from sorted monocytes with RNeasy microkits
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(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. cDNA synthesis
was performed with QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen).
Polymerase chain reaction was performed on an ABI Prizm 7700 with
the use of Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Mouse GAPDH was used to normalize sample amplification. The follow-
ing oligonucleotides (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) served as
primers: GAPDH forward: 5-CGTCCCGTAGACAAAATGGTGAA-3,
reverse: 5-GCCGTGAGTGGAGTCATACTGGAACA-3; CCL2
forward: 5-CCCCACTCACCT GCTGCT A-3/, reverse: 5-TTACGGG
TCAACTTCACATTCAAA-3'; CCLS forward: 5-GCTGCCCTCACCAT
CATCCTCACT 3, reverse: 5-GGCACACACTTGGCGGTTCCTTC-3;
CX3CL1  forward: F5-GTGGCTTTGCTC ATCCGCTATCAG-3,
reverse:5-CACATTGTCCACCCGCTTCTCA-3". MMP9 Forward: 5'-TC

GGGAAGGCTCTGCTGTTCA-3/, Reverse: 5'-GGAAACTCACACGCC
AGAAGAATTTG-3'.

2.6 Chemokine plasma levels

Plasma CCL2, CX3CL1, and CCL5 were measured using Quantikine Elisa
Kits (R&D Systems) according to the manufacturer’s instructions.

2.7 Monocyte sorting and adoptive transfer
experiments

For RT—PCR experiments, 7/4" and 7/4'° monocytes were sorted from
digested ischaemic muscles of blood and 3 days after femoral artery
ligation, CX3CR18®'" mice. For adoptive transfer experiments, spleens
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from 8 weeks old C57BL/6 mice were mechanically dissociated on 40 pm
cell strainer. Ly6G~CD11b™ cells were magnetically selected with Ly6G
and CD11b microbeads (Miltenyi), according to the manufacturers
instructions, and stained with CD11b-PerCPCy5.5, Ly6G-PE, NK1.1-PE,
and  7/4-FITC.  CD11b"Ly6G NK1.1~ 74" and CD11b"
Ly6G ~NK1.177/4'° were then selected using a FACS Aria (BD). Purity
for both subset was >99%. Before injection, cells were counted by
trypan blue exclusion. 10° 7/4™ monocytes or 10° 7/4'° monocytes were
then intravenously injected to C57BL/6 recipients, 6 h after femoral
artery ligation.

2.8 Statistical analysis

Results were expressed as mean + SEM. Kruskal—Wallis analysis of
variance was used to compare each parameter. Post hoc Mann—
Whitney U test with Bonferroni correction were then performed to
identify which group differences account for the significant overall
Kruskal—Wallis. A value of P < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1 Ischaemia induces monocyte
mobilization from the BM to the
bloodstream and recruitment to ischaemic
muscles

CD11b*Ly6G NK1.1™ cells were considered to be monocytes
(Figure 1A), and 7/4 expression levels were used to discriminate
between monocytes subsets (Figure 1A).

In the BM, monocyte count decreased between DO and D1, and
returned to basal levels thereafter (Figure 1B). In a model of myocar-
dial infarction, monocytes have been shown to be mobilized from the
spleen.”® However, we did not observe any decrease in spleen mono-
cyte content in our experimental conditions. In contrast, spleen 7/4™
and 7/4"° monocyte numbers remained stable between DO and D1,
and increased thereafter (Figure 1C).
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n = 4—8 mice/group.

In the blood, 7/4M monocyte count raised between DO and D1,
peaked at D3 and returned to basal levels at D14. 7/4'° monocyte
levels were increased at D2 and D7 after the onset of ischaemia
(Figure 1D).

In the ischaemic muscle, 7/4M monocytes were the main subset of
infiltrating monocytes, and peaked at day 3 after ischaemia. 7/4°
monocytes levels were upregulated at D3, and remained stable
from D3 to D14 (Figure 1E).

3.2 Ischaemia upregulates CCL2, CX3CLA1,
and CCL5 mRNA and protein levels

CCL2 mRNA was upregulated as early as D1 after ischaemia and
peaked at D3 (Figure 2A, P < 0.001). CX3CL1 and CCL5 mRNAs
were raised at D3 (Figure 2B and C, P <0.001). CCL2, CX3CL1,
and CCL5 mRNAs contents returned to basal levels at D7
(Figure 2A, B, and C).

Plasma CCL2 was strongly increased by 74 and 92% at D1 and D3,
respectively (P < 0.05 vs. DO), and returned to basal levels thereafter
(Figure 2D). A significant (P << 0.05) increase in plasma CX3CL1 levels
was observed at D7 after ischaemia, only (Figure 2E). Plasma CCL5
was slightly increased at D1 after ischaemia, but this did not reach
statistical significance (P = 0.067). However, it significantly decreased
at D7 and D14 (Figure 2F). Those results show that ischaemia mark-
edly upregulates inflammatory chemokines expression and secretion.

3.3 Differential role of chemokine/
chemokine receptor pathways in the
control of circulating monocyte levels after
ischaemia

In CCR2—/— mice, circulating 7/4™ and 7/4'° monocyte levels
were reduced when compared with wild-type mice (Figure 3A and
B, P<0.05 to P <0.001), and were not upregulated after femoral
artery ligation. Similar results were observed in CCL2—/— mice
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n = 4—10 mice/group.

(data not shown). Interestingly, CX3CR1 deficiency mainly reduced
7/4° monocytes levels and hampered the ischaemia-induced 7/4'°
monocyte counts upregulation. CCR5 deficiency had no obvious
effects. Those results are consistent with additional data showing
that overexpression of CCL2 by plasmid electrotransfer markedly
increased circulating  7/4"  (Figure 3C, P<001) and 7/4°%
(Figure 3D, P < 0.001) monocyte counts at D3. In addition, CX3CL1
overexpression raised 7/4"° monocytes, only (Figure 3D, P < 0.01),
wheras CCL5 ovexpression had no effect (Figure 3C and D).

3.4 Monocyte recruitment to ischaemic
tissues depends on their circulating levels
7/4" (Figure 4A) and 7/4"° (Figure 4B) monocyte infiltration was almost
abolished in the ischaemic muscles of CCR2—/— mice. 7/4'° monocyte
subset infiltration was reduced by 62%, and that of 7/4" by 35% only, in
CX3CR1-deficient mice (Figure 4A and B). CCR5 deficiency did not
alter monocyte numbers in ischaemic muscles (Figure 4A and B).

In line with these results, overexpression of CCL2 increased infiltration
of 7/4" (Figure 4C, P < 0.05) and 7/4'° (Figure 4D, P < 0.01) monocytes.
CX3CL1 upregulation raised 7/4'° monocytes only (P < 0.05). CCL5
plasmid had no significant effect. Taken together, our results showed
that, CCL2/CCR2 signalling affected infiltration of both monocyte
subset, whereas CX3CL1/CX3CR1 preferentially acted on the 7/4'°
population. Even though adoptively transferred CCR2 —/— monocytes
had a reduced ability to infiltrate ischaemic tissues (data not shown),
the rate of infiltrating monocytes was highly dependent on their circu-
lating numbers (Figure 4E, r = 0.678; P < 0.0001).

3.5 CCL2/CCR2, but not CX3CL1/
CX3CR1 or CCL5/CCRS5, controls
post-ischaemic neovascularization

Next, we sought to evaluate the impact of the three signalling pathways on
post-ischaemic vessel growth. Twenty-one days after the onset of
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Figure 6 Left: quantitative evaluation and right: representative photomicrographs of (A) cutaneous blood flow, (B) capillary density (scale bar = 50
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in sorted infiltrating monocyte subset.

ischaemia, foot perfusion (P < 0.01), angiographic score (P < 0.001), and
capillary density (P << 0.001) were reduced in CCL2—/— mice.
In contrast, post-ischaemic vessel growth was unchanged in
CX3CR1—/—= and CCR5—/— mice (Figure 5A and C). In this line,
electrotransfer of CCL2 expressing plasmid increased foot perfusion
(P < 0.001), angiographic score (P < 0.001), and capillary density (P <
0.001) when compared with control mice. Neither CX3CL1 nor CCL5
overexpression-induced significant effects (Figure 5D, E, and F). Altogether,
these results show that CCL2/CCR2 signalling, but not CX3CL1/CX3CR1
or CCL5/CCRS, controls post-ischaemic neovascularization.

3.6 7/4" monocytes promote
post-ischaemic neovascularization

Because 7/4'° monocytes are scarce in the BM and difficult to collect in
sufficient amounts from blood, we used splenic 7/4™ and 7/4'° mono-
cytes as surrogates for circulating monocyte subset. In addition, a
recent report has shown that blood and spleen monocyte subset are
almost identical in transcriptome and function.”® Six hours after
femoral artery ligation, mice received intravenous injection of PBS, 10°
7/4" monocytes or 10° 7/4° monocytes. 7/4™ monocytes transfer
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improved foot perfusion (Figure 6A, P < 0.05), capillary density (Figure 6B,
P < 0.001), and angiographic score (Figure 6C, P < 0.01) compared with
PBS-treated mice. In contrast, injection of 7/4'° monocytes only
enhanced angiographic score by 25% (Figure 6C, P < 0.001 vs. PBS). To
start to investigate the mechanism implicated in promotion of vessel
growth by the two distinct populations, we analysed MMP-9 and
VEGF-A levels. At 3 days after ischaemia, monocyte subset were
sorted from peripheral blood and ischaemic muscles of mice expressing
GFP under the CX3CR1 promoter (CX3CR 18P+ mice) (Figure 6D) and
RT—PCR analysis was performed. MMP-9 mRNA was detected in circu-
lating 7/4"'GFP'° but not in 7/4°GFP" monocytes. MMP-9 levels were
increased by 1.5-fold in infiltrating 7/4"GFP'°® monocytes compared
with 7/4°GFP™ monocytes, although this did not reach statistical signifi-
cance (Figure 6E, P = 0.12). In this line, MMP-9 levels were reduced in the
ischaemic muscles of CCR2 —/— mice, at D3 (data not shown). VEGF
expression did not differ between monocyte subset (data not shown).

4. Discussion

Our results emphasize the major role of CCL2/CCR2 signalling in
the control of monocyte subset circulating levels and subsequently
in ischaemia-induced neovascularization.

In mice with femoral artery ligation, circulating 7/4" monocyte
levels were increased as early as day 1 after ischaemia. Similarly, blood
monocytosis has been shown in patients with critical limb ischaemia.”®
In mice with myocardial infarction, mobilized monocytes originated
from the spleen.18 However, splenic counts of each monocyte subset
did not decrease after femoral artery ligation, suggesting that monocytes
are not mobilized from the spleen in this setting. In contrast, we noted a
significant decrease of BM 7/4" monocytes at day 1 suggesting that mono-
cytes mobilized in the bloodstream following ischaemia originate from the
BM.

CCL2/CCR2 controls monocytes recruitment to ischaemic
tissues.'>">~"” However, we demonstrate here that this signalling
pathway is mainly involved in the regulation of their circulating
levels following ischaemia. Blood monocytes number is a critical
determinant of post-ischaemic vessel growth.?* Our results clearly
show that disruption of the CCL2/CCR2 pathway leads to a drastic
reduction of monocytes mobilization to the bloodstream and
hampers post-ischaemic vessel growth. Similarly, overexpression of
CCL2 strongly increased both 7/4" and 7/4'° monocytes circulating
numbers and activated neovascularization. Altogether, our results
suggest that, even though recruitment of adoptively transfered mono-
cytes was dampened by CCR2 deficiency, infiltration of 7/4" mono-
cytes into ischaemic tissues was mainly dependent on their
circulating levels.

We also evidenced a role of CX3CL1/CX3CR1, but not of CCL5/
CCRS, in the control of monocytes circulating numbers. Monocytes
are short-lived cells, and CX3CR1 signalling has been shown to

promote their survival:*®

endogenous CX3CR1 signalling might be
required for the survival of newly mobilized BM-originating mono-
cytes. This is supported by our observation of a lower number of
7/4"° monocytes in CX3CR1—/— mice. CCL5/CCRS is involved in
the regulation of monocyte circulating counts in high fat diet fed
ApoE—/— mice,”® which represent a context of chronic inflam-
mation. In the early phase of limb ischaemia, which might be con-
sidered as a context of acute inflammation, we were unable to
evidence a clear role of CCL5/CCRS in the regulation of circulating

or infiltrating monocytes. Similarly, treatment with the CCR5

antagonist Met-Rantes only affects monocyte number in
hypercholesterolemic and chronically infllmmed ApoE—/— mice,
but not in ApoE+/+ controls.?

Following the increase of their levels in the bloodstream, both
subsets of monocytes, 7/4"™ (Ly6C™) and 7/4'° (Ly6C'), were recruited
to ischaemic muscles. Inflammatory 7/4™ monocytes were preponder-
ant at early time points, whereas only 7/4'° monocytes were present
after day 7 onward, as previously reported.’? Variations in monocytes
levels were associated with changes in the chemokines expression
pattern: CCL2 was increased at day 1 in the ischaemic tissues and
blood, wheras CX3CL1 was upregulated at day 3 and 7, only.

The proangiogenic potential of the distinct monocyte subset in the
context of tissue ischaemia has been unclear so far.">"® In this study,
we highlighted a major role of 7/4™ monocytes in post-ischaemic
vessel growth. Indeed, abrogation of ischaemia-induced 7/4™ mono-
cyte infiltration in CCL2—/— mice fully inhibited post-ischaemic
vessel growth. In contrast, a drastic reduction of infiltrating 7/4'°
monocytes number associated with CX3CR1 deficiency did not
hamper arteriogenesis or angiogenesis. Similarly, intravenous adminis-
tration of 7/4™ (Ly6C™) enhanced arteriogenesis and angiogenesis,
leading to functional blood flow recovery, whereas that of 7/4'°
(Ly6C'™) monocytes only promoted arteriogenesis and did not
affect tissue perfusion. This distinct proangiogenic potential might
result from the differential expression of angiogenic factors. Sorted
7/4" monocytes expressed more MMP-9 than 7/4° monocytes,
which is consistent with their high proteolytic activity observed in a
model of myocardial infarction.' The role of MMP-9 in angiogenesis
has been well documented: MMP-9 has a crucial role in newly formed
capillaries branching after tissue ischaemia.® MMP-9 also triggers the
angiogenic switch in tumours through release of extracellular matrix
bound VEGF* and myeloid cells-induced tumour angiogenesis is
dependent on MMP-9.8

Interestingly, activation or disruption of CCL2/CCR2 signalling
impacted circulating and infiltrating levels of 7/4'® monocytes, which
barely express CCR2: 7/4™ monocytes might trigger the secondary
recruitment of 7/4'° monocytes. 7/4" monocytes might also switch
to a 7/4"° phenotype, as proposed previously.”’

In conclusion, we showed that ischaemia induces the mobilization of
proangiogenic and proarteriogenic monocytes to the bloodstream
through CCL2/CCR2, with an accessory role of CX3CL1/CX3CR1.
This chemokine-dependent regulation of monocyte systemic levels dic-
tates the amplitude of their recruitment into ischaemic tissues, where
they promote revascularization and functional recovery of blood flow.
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C/EBP Homologous Protein-10 (CHOP-10) Limits Postnatal
Neovascularization Through Control of Endothelial Nitric
Oxide Synthase Gene Expression

Céline Loinard, PhD; Yasmine Zouggari, PhD; Patricia Rueda, PhD; Bhama Ramkhelawon, PhD;
Clément Cochain, PhD; José Vilar, PhD; Alice Récalde, PhD; Adéle Richart, PhD; Dominique Charue, BSc;
Micheline Duriez, BSc; Masataka Mori, PhD; Fernando Arenzana-Seisdedos, PhD;

Bernard 1. Lévy, MD, PhD; Christophe Heymes, PhD; Jean-Sébastien Silvestre, PhD

Background—C/EBP homologous protein-10 (CHOP-10) is a novel developmentally regulated nuclear protein that
emerges as a critical transcriptional integrator among pathways regulating differentiation, proliferation, and survival. In
the present study, we analyzed the role of CHOP-10 in postnatal neovascularization.

Methods and Results—Ischemia was induced by right femoral artery ligation in wild-type and CHOP-10"/" mice. In
capillary structure of skeletal muscle, CHOP-10 mRNA and protein levels were upregulated by ischemia and diabetes
mellitus. Angiographic score, capillary density, and foot perfusion were increased in CHOP-10"'~ mice compared with
wild-type mice. This effect was associated with a reduction in apoptosis and an upregulation of endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) levels in ischemic legs of CHOP-10"'" mice compared with wild-type mice. In agreement with these
results, eNOS mRNA and protein levels were significantly upregulated in CHOP-10 short interfering RNA—transfected
human endothelial cells, whereas overexpression of CHOP-10 inhibited basal transcriptional activation of the eNOS
promoter. Using a chromatin immunoprecipitation assay, we also showed that CHOP-10 was bound to the eNOS
promoter. Interestingly, enhanced postischemic neovascularization in CHOP-10"'~ mice was fully blunted in
CHOP-10/eNOS double-knockout animals. Finally, we showed that induction of diabetes mellitus is associated with a
marked upregulation of CHOP-10 that substantially inhibited postischemic neovascularization.

Conclusions—This study identifies CHOP-10 as an important transcription factor modulating vessel formation and

maturation. (Circulation. 2012;125:1014-1026.)

Key Words: angiogenesis m CHOP-10 m diabetes m eNOS m ischemia m vasculogenesis

/EBP homologous protein-10 (CHOP-10), also known as

growth arrest and DNA damage—-inducible gene 153
(GADD153), is a member of the CCAAT/enhancer binding
proteins (C/EBPs) family of transcriptional factors that reg-
ulate cell cycle and apoptosis. CHOP-10 plays important
roles in diverse cellular responses, including the regulation of
cellular differentiation and proliferation and immune and
inflammatory processes and is a significant mediator of
apoptosis in response to endoplasmic reticulum (ER)
stress.!=3 Indeed, CHOP-10 is expressed at low levels under
physiological conditions but is strongly induced at the tran-
scription level in response to major sensor and transducer
proteins on the ER membrane such as IRE1, ATF6, and

PERK.# In particular, CHOP-10 has been identified as an ER
stress—induced transcription factor that is a significant medi-
ator of B-cell dysfunction. Hence, although CHOP-10—null
mice do not have a readily detectable phenotype under basal
conditions,! B-cells from CHOP-10-null mice are protected
from apoptosis caused by accumulation of a folding-defective
mutant of proinsulin or by diabetes mellitus.>¢
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Interestingly, ischemia or hypoxia has been reported to
upregulate CHOP-10 mRNA through hypoxia-inducible fac-
tor-1a—independent mechanisms.” CHOP-10 is markedly in-
duced after bilateral common carotid arteries occlusion,
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leading to damaged neurons. Ischemia-associated apoptotic
loss of neurons is decreased in CHOP-10"/" mice.® Further-
more, hypoxia enhances CHOP-10 levels, leading to apopto-
sis of rat embryonic heart—derived H9c2 cells. The stable or
inducible overexpression of CHOP-10 sensitizes the H9c2
cells to apoptotic cell death. In contrast, cells transiently
transfected with an antisense for CHOP-10 are more resistant
to hypoxia-induced apoptosis than vector control cells.!®

Although these studies suggest an essential role of
CHOP-10 in the control of apoptosis, relatively little is
known about the function and significance of CHOP-10 in
endothelial cells and vessel growth. Homocysteine causes ER
stress and growth arrest in cultured human umbilical vein
endothelial cells (HUVECS) through upregulation of CHOP-
10.1© CHOP-10 is enhanced in fibroblast growth factor-2—
overexpressing murine aortic endothelial cells or by recom-
binant growth factor treatment.!! Finally, vascular endothelial
growth factor-A (VEGF-A), fibroblast growth factor-2, an-
giogenin, and interleukin-8 are transcriptionally upregulated
in multiple cell lines by various ER stress inducers.!?

In the present study, we show that CHOP-10 regulates both
apoptosis and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene
expression. In vivo, CHOP-10 deficiency increases eNOS
expression and enhances vessel formation and maturation in
physiological and pathological models of postischemic neo-
vascularization. Thus, our data suggest an important role for
CHOP-10 transcription factor in the regulation of vessel
formation in the adult.

Methods

Hindlimb Ischemia

Experiments were conducted according to the French veterinary
guidelines and those formulated by the European Community for
experimental animal use (L358-86/609EEC). CHOP-10-deficient
mice (8 weeks old; weight, 283 g) were obtained from Dr Mori.>
Diabetic and nondiabetic 8-week-old wild-type (WT) C57BL/6
mice, CHOP-10-deficient mice, eNOS-deficient mice, and CHOP-
10/eNOS double-deficient animals underwent surgical ligation of the
proximal part of the right femoral artery, as described previously.'3
To induce diabetes mellitus, C57BL/6 WT and CHOP-10—-deficient
mice were injected intraperitoneally with 60 mg/kg streptozotocin in
sodium citrate buffer (0.05 mol/L, pH 4.5), daily for 5 days, as
described previously.'* Mice were also treated with or without the
antioxidant N-acetyl-L-cysteine (NAC; 200 mg/kg per day IP). In
additional experiments, the superoxide dismutase mimetic
4-hydroxy-TEMPO (TEMPOL, 20 mg/kg per day; Sigma Aldrich)
or saline was chronically infused by osmotic minipump (Alzet model
2002; Alza Corp) from 1 day before surgery.

Ten-week-old C57BL/6 or CHOP-10—deficient mice also under-
went medullar aplasia by total body irradiation (9.5 Gy). Bone
marrow cells were then isolated from femurs and tibias of C57BL/6
WT or CHOP-10—deficient mice and intravenously injected in
irradiated animals. After 8 weeks, mice underwent surgical ligation
of the proximal part of the right femoral artery, as described above.

Neovascularization was evaluated by 3 different methods, as
described previously.!* For microangiography analysis, mice were
anesthetized by isoflurane inhalation, and barium sulfate (3.3 g/mL)
was injected into the abdominal aorta. Images were acquired with the
use of a high-definition digital x-ray transducer. Vessel density was
expressed as a percentage of pixels per image occupied by vessels in
the quantification area. For capillary and arteriole density measure-
ments, frozen tissue sections (7 wm) from calf or thigh muscle were
incubated with rabbit polyclonal antibody directed against total
fibronectin (dilution 1:50; Abcys) to identify capillaries and with
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rabbit anti-mouse a-smooth muscle actin (dilution 1:100; abcam) to
identify arterioles. The vessels-to-myocytes ratio was determined in
both ischemic and nonischemic legs. Finally, laser Doppler perfusion
imaging experiments were performed to assess limb perfusion after
ischemic damage. Foot blood flow was expressed as the ratio of
ischemic to nonischemic leg.

Immunohistochemistry

Calf muscles were immersed in 2.3 mol/L sucrose in phosphate-
buffered saline overnight and subsequently frozen in liquid nitrogen—
cooled isopentane. Frozen sections (7 wm) were then incubated with
eNOS antibody (1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
and/or antibodies directed against CHOP-10 (1:100; Santa Cruz
Biotechnology) and/or fluorescein isothiocyanate/Griffonia Sim-
plicifolia Agglutinin isolectin B4 (1:100; Sigma) for 30 minutes at
room temperature. Finally, sections were incubated with 4’,6-
diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) (1:10 000;
Sigma) for 10 minutes at room temperature. Cy5 and TRITC-labeled
secondary antibodies (1:200; Jackson Immunoresearch) were then
used to reveal CHOP-10- and eNOS-positive stainings, respectively.

Flow Cytometry Analysis

For analysis of eNOS expression in infiltrating cells, bone marrow
mononuclear cells (BM-MNCs) were isolated from femurs and tibias
of C57BL/6 WT and CHOP-10-deficient mice, stained with car-
boxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (10 wmol/L; Sigma
Aldrich) for 10 minutes, and intravenously injected into C57BL/6
WT mice with hindlimb ischemia. After 2 days, ischemic quadriceps,
gastrocnemius, and tibialis anterior muscles were weighed, minced,
and digested in 450 U/mL collagenase I, 125 U/mL collagenase XI,
60 U/mL DNAsel, and 60 U/mL hyaluronidase (Sigma Aldrich) for
1 hour at 37°C. All cell suspensions were layered on Histopaque
1083 (Sigma Aldrich) for gradient density centrifugation, and CFSE-
positive cells were selected with the use of a FACSAria cell sorter
(BD Biosciences).

For analysis of postischemic inflammatory response, 10-week-old
CD45.1 C57BL/6 mice underwent medullar aplasia by total body
irradiation (9.5 Gy). Bone marrow cells were then isolated from
femurs and tibias of CD45.2 C57BL/6 WT and CD45.2 CHOP-10—-
deficient mice and intravenously injected in irradiated animals. After
8 weeks, mice underwent surgical ligation of the right femoral artery,
as described above. Mice were then euthanized 2 days after femoral
artery ligation. Ischemic gastrocnemius and tibialis anterior muscles
were weighed, minced, and digested as described previously.!* All
cell suspensions were layered on Histopaque 1083 (Sigma Aldrich)
for gradient density centrifugation. Blood cells and ischemic muscle
cells were labeled with fluorescein isothiocyanate—conjugated anti-
CD45.1 (BD Biosciences), allophycocyanin-conjugated anti-CD45.2
(BD Biosciences), Pacific Blue—conjugated anti-CD11b (clone:
M1/70; eBioscience), R-phycoerythrin—conjugated anti-Ly6G
(clone: 1A8; BD Pharmingen), R-phycoerythrin—conjugated anti-
NK-1.1 (clone: PK136), biotin anti-Ly6C (clone: AL-21; BD
Pharmingen), PerCP streptavidin (BD Pharmingen), R-phycoeryth-
rin-Cy7-conjugated anti-CD3e (BD Pharmingen), and R-phyco-
erythrin—conjugated anti-CD45R (clone: RA3-6B2; eBioscience).
Cells were analyzed by flow cytometry with the use of an LSRII
device (Becton Dickinson).

Cell Culture

HUVECs were plated in 6-well plates and incubated at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. HUVECs were obtained from Promocell (Heidel-
berg, Germany) and cultured in endothelial cell basal medium with
supplement pack. All experiments were performed between passages
3 and 6.

RNA Interference

CHOP-10-specific short interfering RNA (siRNA) duplexes
(siGENOME SMARTpool) were purchased from Dharmacon. Trans-
fection was performed according to the manufacturer’s instructions.
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Luciferase Assay

Reporter gene constructs were generated with the use of the vector
plasmid pGL3-Basic (Promega), which contains the luciferase gene.
pGL3-eNOS-3500 contained a 3.5-kb human eNOS promoter frag-
ment. Transfection of the GADDI153 gene into HUVECs was
performed with the use of an expression plasmid vector encoding
human GADD153 cDNA or the control pcDNA3. HUVECs were
transiently transfected with 2 mg of reporter gene and 2 mg of
indicated plasmids with the use of lipofectamine transfection reagent
(Invitrogen, Fischer) for 3 hours at 37°C. After 24 hours of
incubation, cells were lysed in passive lysis buffer (Promega), and
luciferase activity was measured with the Luciferase Assay System
(Promega) with a luminometer (Fluoroskan Ascent FL, Labsystems).

Chromatin Immunoprecipitation Assay

Chromatin immunoprecipitation assay was performed according to
the manufacturer’s instructions (Ademtech, Pessac, France). Briefly,
cell lysates were incubated with an antibody against CHOP-10
(Santa Cruz Biotechnology) or polyclonal IgG (Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, Inc). The isolated DNA was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) with primers corresponding to a
465-bp fragment (forward: 5'-GGGGCAAGGAGACGAAGAGAAC
AT-3’ and reverse: 5'- CTGGCCCTCATTTTCCTTGGTG-3") and
to a 243-bp fragment (forward: 5'- GGGGCTGGGAGGGGAAGG
GAT-3" and reverse: 5'-GGAGGGTTGGGCAGAAGGTGAGCA-3")
of the human eNOS promoter.

Analysis of Protein Expression

Tibial anterior muscles from ischemic and nonischemic hindlimbs,
aortas, and HUVECs were homogenized in RIPA buffer (Tris-HCl
50 mmol/L, pH 7.4, NaCl 150 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, Triton
X-100 1%, deoxycholate 1%, sodium dodecyl sulfate 0.1% with
protease and phosphatase inhibitors). BM-MNCs were homogenized
in lysis buffer (10 mmol/L Tris-HCI, pH 7.4, 1 mmol/L sodium
orthovanadate, sodium dodecyl sulfate 1% with protease and phos-
phatase inhibitors). Proteins were resolved by 9% or 12% denaturing
gel electrophoresis and blotted onto nitrocellulose sheets (Biorad,
0.2 wm). Antibodies against VEGF-A (1:1000; Santa Cruz Biotech-
nology), eNOS (1:1000; Becton Dickinson), and CHOP-10 (1:1000;
Alexis, Cogger) were used for immunoblotting. As a protein loading
control, membranes were stripped and incubated with a monoclonal
antibody directed against GAPDH (1:10 000; Abcyss) or [-actin
(1:10 000; Sigma), and specific chemiluminescent signal was de-
tected as described previously.'#

Quantitative Reverse Transcription PCR

cDNA synthesis was performed with QuantiTect Reverse Transcrip-
tion Kit (Qiagen). PCR was performed on an ABI prism 7700 with
the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Mouse GAPDH was used to normalize sample amplification. The
following oligonucleotides (Applied Biosystems) served as primers:
GAPDH forward: 5'-CGTCCCGTAGACAAAATGGTGAA-3', and
reverse: 5'-GCCGTGAGTGGAGTCATACTGGAACA-3"; eNOS
forward: 5'-CGCCCACCCAGGAGAGATCCAC-3', and reverse:
5'-GCATCGGCAGCCAAACACCAAAGT-3"; CHOP-10 forward:
5'"-TCAGATGAAAATGGGGGCACCTA-3’, and reverse:
5'-TTTCCGCTCGTTCTCCTGCTCCTT-3'.

Isolation and Treatment of BM-MNCs

BM-MNCs were obtained by flushing tibia and femur of diabetic and
nondiabetic WT, CHOP-10-null, eNOS-null, and CHOP-10/eNOS—
deficient mice. Low-density mononuclear cells were then isolated by
centrifugation on a Ficoll gradient, as described previously.!? Five
hours after hindlimb ischemia, control animals received intravenous
injections of 1X10° BM-MNCs. Neovascularization reaction was
assessed at day 14 after ischemia, as described above. CHOP-10—
deficient BM-MNCs were also treated with or without N“-nitro-
L-arginine methyl ester (L-NAME) (NOS inhibitor, 10~ mol/L;
Sigma, St Quentin Fallavier, France) for 1 hour before injection. The
ability of cultured BM-MNCs to differentiate into cells with endo-

thelial phenotype was revealed by dual-positive staining for both
AcLDL-Dil and GSA-IB4 (Griffonia Simplicifolia Agglutinin iso-
lectin B4), as described previously.!3

Apoptosis
Frozen tissue sections (7 wm) from calf muscle were fixed with 4%
paraformaldehyde and incubated with phosphate-buffered saline/
bovine serum albumin and Triton 0.1% for 20 minutes at room
temperature. Sections were then incubated with the In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein (Roche Applied Science) for 1 hour
at 37°C and with DAPI (Sigma) for 30 minutes at room temperature.
Cultured cells were incubated in serum-free medium or in serum-
free medium with H,O, (0.075 mmol/L+FeSO, 0.1 mmol/L) for 30
minutes, washed, and incubated in serum-free medium. Then they
were treated with 10 nmol/L homocysteine or serum-free medium for
16 hours. The percentage of positively stained cells nuclei was
determined by random counting of 10 fields per dish. The index of
apoptosis was determined by counting the number of Hoechst 33342
(1 wg/mL; Sigma)-stained nuclei of cells. Positive controls were
obtained after DNAse treatment of the cultured cells. Immunofluo-
rescent images were obtained with the use of a DMRP Leica
microscope with a JVC color video camera KY-F50 and were
counted by coupling to an imaging analysis system (Histolab
software, Microvision, France).

NO Production

NO production in BM-MNCs was assessed by measuring intracel-
lular nitrosation of NO-sensitive fluorochrome 4,5-diaminofluores-
cein diacetate (DAF-2/DA; Alexis Biochemicals). Briefly, BM-
MNCs were incubated with 10 wmol/L DAF-2/DA for 3 hours
(37°C). Supernatants were then removed, and cells were washed in
DAF-2/DA—free buffer followed by immediate fluorescence-acti-
vated cell sorting analysis. A Becton Dickinson FACSCalibur
analyzer was used to quantify fluorescence (excitation wavelength,
488 nm; emission wavelength, 530 nm) at the single-cell level, and
data were analyzed with the use of Cellquest version 3.3 (Becton
Dickinson) software.

Statistical Analysis

Results were expressed as mean+SEM. To accommodate unequal
variance, Welch’s ANOVA was used, and comparisons between
groups were then performed with Games-Howell’s test when the
ANOVA test was statistically significant. When variances were
homogeneous, Student 7 test was used for comparing 2 groups, and
1-way ANOVA was used to compare each parameter when there
were =3 independent groups. Comparisons between groups were
performed with the post hoc Bonferroni ¢ test when the ANOVA test
was statistically significant.

Results

Ischemia Upregulates CHOP-10 Levels

We first analyzed the expression of CHOP-10 in the ischemic
skeletal muscle. Two days after ischemia, CHOP-10 mRNA
and protein levels were significantly increased in ischemic
compared with nonischemic calf muscle (Figure 1A through
1C) and returned to basal levels at day 21 (Figure 1A and 1B),
suggesting that CHOP-10 may be involved in the acute phase
of postischemic vessel growth. Of note, CHOP-10 contents
were also increased in the adductor muscle (Figure I in the
online-only Data Supplement). Moreover, treatment with
the oxidative stress inhibitors NAC or TEMPOL abrogated
the ischemia-induced CHOP-10 upregulation, highlighting a
role for reactive oxygen species in the regulation of CHOP-10
(Figure 1A through 1C). Finally, we showed that CHOP-10 is
expressed in ischemic capillaries structure and is colocalized
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Figure 1. Time course of C/EBP homolo-
gous protein-10 (CHOP-10) mRNA (A)

Day 2

and protein (B) expression in wild-type
(WT) mice treated with or without oxida-
tive stress inhibitors antioxidant N-acetyl-
L-cysteine (NAC) or TEMPOL (superoxide

21 Days
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with eNOS-positive staining and isolectin B4 staining, a
specific marker of endothelial cells (Figure 1D).

CHOP-10-Dependent Regulation of

eNOS Expression

To investigate the role of CHOP-10 in the regulation of angio-
genesis, we assessed the effect of CHOP-10 on 2 key proangio-
genic factors involved in postischemic neovascularization:
VEGF-A and eNOS. Unexpectedly, whereas VEGF-A protein
levels were unchanged (Figure II in the online-only Data
Supplement), eNOS mRNA and protein levels were increased in
ischemic muscle of CHOP-10 knockout mice compared with
WT mice as early as day 2 after the onset of ischemia and
throughout the experiment (Figure 2A). eNOS mRNA and
protein levels were also significantly increased in the aorta of
CHOP-10—null animals compared with WT animals (Figure
2B), suggesting that eNOS is a CHOP-10-regulated gene in
vivo. Consistent with these results, treatment of cultured
HUVECs with homocysteine (5 nmol/L, 4 hours) increased
CHOP-10 mRNA levels (P<<0.01; Figure 2C and Figure III in
the online-only Data Supplement) and downregulated eNOS

WTI WTNI NACI

dismutase mimetic 4-hydroxy-TEMPO)
(TEM) before and after 2, 5, and 21 days
of ischemia. C, Representative example
of a Western blot showing upregulation of
CHOP-10 protein levels 2 days after sur-
gery. Values are mean+=SEM. *P<0.05,
**P<0.01 vs nonischemic muscle;
$P<0.05, $$P<0.01 vs ischemic muscle
of NAC-treated animals; 1P<0.05,
1P<0.01 vs ischemic muscle of TEM-
treated animals; n=6. D, Typical example
of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS)- (red staining), CHOP-10- (purple
staining), and Griffonia Simplicifolia Agglu-
tinin isolectin B4— (GSA) (green staining)
positive cells in frozen sections from is-
chemic skeletal muscles of WT and
CHOP-10-deficient animals (CHOP-10
KO). Nuclei were stained with 4’,6-
diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI) (blue staining). Bars=10 pum. | indi-
cates ischemic leg; NI and N.Isch, nonis-
chemic leg.

TEM I

mRNA and protein contents (Figure 2D and 2E). Interestingly,
CHOP-10 siRNA prevented the downregulation of eNOS
mRNA and protein levels induced by homocysteine (Figure 2D
and 2E). Finally, overexpression of CHOP-10 significantly
inhibited the basal transcriptional activation of the eNOS pro-
moter, as assessed by a reporter gene assay with the use of a
fragment of the human eNOS gene (Figure 2F). Indeed, pro-
moter analysis revealed that the eNOS promoter contains a
conserved optimal CHOP-10-responsive element (CCAAT;
http://www.cbre.jp/research/db/TFSEARCH.html). Chromatin
immunoprecipitation assays demonstrated that CHOP-10 bound
to the eNOS promoter encompassing this DNA-binding element
in position 757 to 1222 bp and 2843 to 3086 bp. However, no
binding was detected when immunoprecipitation was performed
with the use of IgG, which confirmed the specificity of the
CHOP-10/eNOS promoter interaction (Figure 2G).

CHOP-10 Is a Modulator of
Postnatal Neovascularization
To determine the in vivo significance of these findings, we
assessed the role of CHOP-10 in postischemic vessel growth.
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Figure 2. A, Quantitative evaluation of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) mRNA and protein levels in calf muscle of wild-type (WT) and
C/EBP homologous protein-10 (CHOP-10) knockout (KO) mice. Right, representative Western blot of eNOS contents in ischemic (Isch) and
nonischemic (N.Isch) calf muscle. For mRNA level analysis, with 120 possible comparisons for Bonferroni correction, a value of £P<<0.00041
was considered significant. *P<0.00041, WT mice. For protein levels analysis, with 66 possible comparisons, for Bonferroni correction, a
value of P<0.00075 was considered significant. *P<<0.00075 vs WT mice; n=6. B, Quantification of eNOS mRNA and protein levels in aorta
of WT and CHOP-10 KO mice. Right, representative Western blot of eNOS regulation. *P<0.05, *P<0.01 vs WT mice; n=6. Quantification of
CHOP-10 mRNA (C), eNOS mRNA (D), and eNOS protein (E) levels in human umbilical vein endothelial cells (HUVECS) treated with or with-
out homocysteine (Homo) that were transfected with a CHOP-10-specific short interfering RNA (siRNA) (SiCHOP) or a scrambled oligonucle-
otide siRNA (SiCONT). Data are presented as mean=SEM; with 6 comparisons made for Bonferroni correction, a value of P<<0.008 was con-
sidered significant. *P<<0.008, **P<0.0016 vs HUVECs transfected with a scrambled oligonucleotide siRNA; 1P<0.008, £P<0.0016 vs
HUVECSs treated with homocysteine and transfected with a scrambled oligonucleotide siRNA; n=8. F, HUVECs were transfected with or with-
out the empty vector pcDNA3 or pGL3-eNOS3500 (eNOS) or cotransfected with pGL3-eNOS3500 and CHOP-10 pcDNAS3. Luciferase activity
was measured 24 hours later. Data are presented as mean+=SEM. With 6 possible comparisons made for Bonferroni correction, a value of
P<0.008 was considered significant. *P<<0.008 vs HUVECs transfected with empty pcDNAS3; $P<0.0016 vs HUVECs cotransfected with
pGL3-eNOS3500 and CHOP-10 pcDNA; n=6. G, Chromatin-bound DNA was immunoprecipitated with IgG (negative control) or an antibody
directed against CHOP-10. Immunoprecipitated DNA was analyzed by polymerase chain reaction with a primer combination that encom-
passed eNOS promoter. Polymerase chain reaction analysis revealed 2 CHOP-10-responsive elements (CCAAT) of 465 and 243 bp.

Angiographic score was increased by 2-fold in ole number (Figure 3B through 3D). To further support the
CHOP-10 knockout animals compared with WT mice role of eNOS in these effects, we generated CHOP-10/
(Figure 3A). This was confirmed by capillary density eNOS double-deficient animals. Interestingly, the proan-
evaluation and measurements of foot perfusion and arteri- giogenic effect of CHOP-10 deficiency was fully blunted
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Figure 3. Quantitative evaluation and rep-
resentative photomicrographs of microan-
giography (A), capillary density (calf mus-
cle) (B), foot perfusion (C), and arteriole
density (adductor muscle) (D) in wild-type
(WT), C/EBP homologous protein-10
(CHOP-10) knockout (KO) endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) KO, and
eNOS/CHOP-10 KO mice after 21 days of
ischemia. Results are shown in ischemic
(Isch) and nonischemic (N.Isch) legs. Values
are mean=SEM; with 6 possible compari-
sons for Bonferroni correction, a value of
P<0.008 was considered significant.
*P<0.008, **P<0.0016 vs WT; tP<0.008,
}P<0.0016 vs CHOP-10 KO; n=8.
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in these animals. In this regard, postischemic vessel
growth was similar in CHOP-10/eNOS-deficient animals
and eNOS knockout mice (Figure 3). Altogether, these
results support the concept that transcriptional repression
of eNOS by CHOP-10 might contribute to the antiangio-
genic effects of CHOP-10.

Because BM-MNCs have been shown to contribute to
postnatal vessel growth, we also assessed the ability of
CHOP-10 to control BM-MNC-related effects. WT BM-
MNCs expressed CHOP-10 mRNA levels (data not
shown). eNOS mRNA and protein levels were increased by
7.4- and 3-fold, respectively, in CHOP-10 knockout BM-
MNCs compared with WT BM-MNCs (Figure 4A). This
increase was associated with enhanced NO production
(Figure 4B). Of interest, eNOS mRNA and protein levels
were also upregulated in CFSE-labeled BM-MNCs infil-

S N B O ®

WT CHOP- CHOP- eNOS
10KO 10 KO
KO/eN
OSKO

trating the ischemic leg (Figure 4C). Intravenous admin-
istration of CHOP-10 knockout BM-MNCs markedly in-
creased postischemic neovascularization compared with
that of WT BM-MNCs. Inhibition of eNOS activity by
pretreatment with L-NAME or by using CHOP-10/eNOS
double-deficient cells fully abrogated the proangiogenic
effect of CHOP-10 knockout BM-MNCs (Figure 4D
through 4F).

To support the role of CHOP-10 in endogenous BM-
MNC-related effects, we also analyzed postischemic re-
vascularization in WT CD45.1 mice reconstituted with
bone marrow isolated from CD45.2 C57BL/6 WT or
CD45.2 CHOP-10-deficient mice. After hindlimb ische-
mia, neovascularization was increased in WT mice recon-
stituted with CHOP-10 knockout bone marrow compared
with WT mice reconstituted with WT bone marrow,
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demonstrating that endogenous BM-MNC-derived
CHOP-10 is important for basal postischemic neovascu-
larization (Figure 5A). This effect was associated with
activation of postischemic inflammatory response. In is-
chemic muscles, we showed that the numbers of CD45.2-
positive cells, monocytes (CD45.2%/CD11b"/Ly6G™
cells), and T lymphocytes (CD45.2/CD3" cells) were
higher in WT mice reconstituted with CHOP-10 knockout
bone marrow compared with WT mice reconstituted with
WT bone marrow (Figure 5B), indicating that the increase
in postischemic immunoinflammatory response may also
participate in the beneficial effects observed in this con-
text. Similarly, the number of CD45.2-positive cells was
higher in the blood of WT mice reconstituted with
CHOP-10 knockout bone marrow compared with WT mice
reconstituted with WT bone marrow (Figure 5C). In
addition, CHOP-10—null BM-MNCs were more resistant
to H,0,- and homocysteine-induced apoptosis through an

KO

BM-MNC

NO-independent pathway (Figure IV in the online-only
Data Supplement). In contrast, the ability of BM-MNCs to
differentiate into cells with an endothelial phenotype was
unaffected by CHOP-10 deficiency (Figure IV in the
online-only Data Supplement).

To determine the critical source of CHOP-10 (ie, bone
marrow—derived cells or endothelial cells) in terms of the
neovascularization reaction, we also analyzed vessel
growth in CHOP-10 knockout mice reconstituted with
bone marrow isolated from C57BL/6 WT or CHOP-10—
deficient animals. We showed that postischemic revascu-
larization was higher in chimeric WT mice reconstituted
with CHOP-10 knockout bone marrow compared with
chimeric WT mice reconstituted with WT bone marrow
(Figure 5A). Altogether, our results suggest that CHOP-10
may regulate postischemic vessel growth by modulating
the angiogenic contributions of both endothelial cells and
BM-MNC s to neovascularization.
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Figure 5. A, Quantitative evaluation of microangiography and capillary density in ischemic wild-type (WT) or C/EBP homologous
protein-10 (CHOP-10)-deficient (CHOP-10 KO) mice lethally irradiated and transplanted with bone marrow mononuclear cells (BM-
MNC) isolated from WT or CHOP-10-deficient animals. Data are presented as mean+SEM. *P<0.05, **P<<0.01 vs chimeric WT animals
transplanted with WT BM-MNC; 1P<0.05 vs chimeric WT mice transplanted with CHOP-10 KO BM-MNC; n=10. B, Top, Representa-
tive flow cytometry scattergraph of Ly6C-positive cells. Plots are gated on CD11b-positive cells. Ly6C expression was divided into low-
and high-positive cells. Number in each quadrant indicates percentages of cells. Bottom, Quantitative and phenotypic analysis of infil-
trating CD45.2 BM-MNC isolated from WT or CHOP-10 KO mice transplanted into lethally irradiated CD45.1 WT animals. The number
of CD45.2" (total number of cells); CD45.2"/CD11b*/Ly6G~ (monocytes; the granulocyte marker Ly6G discriminates neutrophils from
cells expressing monocytic markers); CD45.27/CD3" (T lymphocytes); and CD45.2"/B220"9" (B lymphocytes) was measured in the
ischemic muscle of chimeric CD45.1 WT mice 2 days after the onset of ischemia. Data are presented as mean+SEM. *P<0.05 vs
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CHOP-10 Upregulation Participates in Diabetes
Mellitus-Induced Impairment of Vessel Formation
To further validate the in vivo relevance of CHOP-10 for
postnatal neovascularization, we investigated the effect of
CHOP-10 deficiency in diabetes mellitus. Diabetes mellitus—
induced reactive oxygen species overproduction impairs post-
ischemic neovascularization.'s Of interest, CHOP-10 has
been shown to be increased by reactive oxygen species and to
trigger oxidative stress—induced [-cell apoptosis in diabetes
mellitus.®

Blood glucose levels were similar in diabetic WT and
diabetic CHOP-10 knockout animals (591 versus 595 mg/dL,
respectively; n=13).

Diabetes mellitus markedly upregulated CHOP-10 mRNA
and protein levels in ischemic leg (Figure 6A and 6B).
Interestingly, treatment with the oxidative stress inhibitor
NAC abolished the ischemia-induced increase of CHOP-10
in diabetic tissue, suggesting that diabetes mellitus—induced
reactive oxygen species overproduction controls CHOP-10
levels (Figure 6A and 6B).

Figure 5 (Continued). chimeric CD45.1 WT mice transplanted with CD45.2 WT BM-MNC; n=5. C, Quantitative analysis of the number
of CD45.2" (total number of cells); CD45.2%/CD11b*/Ly6G~ (monocytes); CD45.2+/CD3* (T lymphocytes); and CD45.2*/B220sh (B
lymphocytes) in the blood of chimeric CD45.1 WT mice before (day 0) and 2 days after (day 2) the onset of ischemia. *P<0.05 vs chi-

meric CD45.1 WT mice transplanted with CD45.2 WT BM-MNC; n=5.
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In the ischemic calf, CHOP-10 deletion led to an increase
in eNOS mRNA and protein levels in diabetic CHOP-10—
deficient mice compared with the diabetic WT group (Figure
6C and 6D). eNOS mRNA and protein levels were also
increased in the aorta of diabetic CHOP-10—deficient mice
compared with those of WT diabetic animals (Figure 6E and
6F). There was no significant difference in the VEGF
contents of WT and CHOP-10—deficient diabetic animals
(Figure V in the online-only Data Supplement). CHOP-10
deletion was also associated with a decrease in the number of
apoptotic cells at 2 (7.5-fold; P<<0.001) and 7 (45-fold;
P<0.001) days after the onset of ischemia in diabetic CHOP-
10—deficient mice compared with diabetic WT animals
(Figure V in the online-only Data Supplement). Interestingly,
CHOP-10 deletion—induced changes in eNOS and apoptosis
were associated with activation of vessel growth despite the
diabetic environment. Hence, angiographic score (3.3-fold;
P<0.01; Figure 7A), capillary density (1.8-fold; P<<0.001;
Figure 7B), and foot perfusion (2.2-fold; P<<0.001; Figure
7C) were increased in the diabetic CHOP-10 knockout group
compared with the diabetic WT group.

Similarly, the diabetic BM-MNC proangiogenic effect was
enhanced by CHOP-10 deficiency. CHOP-10 mRNA and
protein levels were increased in diabetic BM-MNCs com-
pared with WT and NAC-treated diabetic BM-MNCs (Figure
VI in the online-only Data Supplement). eNOS mRNA
(2-fold; P<<0.001; Figure VI in the online-only Data Supple-
ment) and protein (2.4-fold; P<<0.001; Figure VI in the
online-only Data Supplement) levels were increased in BM-
MNC:s isolated from diabetic CHOP-10 knockout compared
with those isolated from diabetic WT mice. This increase in
eNOS content was associated with an upregulation of NO
production (Figure VI in the online-only Data Supplement).
Interestingly, angiographic score (1.8-fold; P<<0.05; Figure
8A), capillary density (1.8-fold; P<<0.001; Figure 8B), and
foot perfusion (1.7-fold; P<<0.01; Figure 8C) were increased
in ischemic WT mice treated with diabetic CHOP-10 knock-
out BM-MNCs compared with those receiving diabetic WT
BM-MNC:s. Furthermore, the number of cells double positive
for Dil-LDL and GSA-IB4 lectin was increased by CHOP-10
deficiency (Figure 8D), whereas the number of apoptotic cells
was reduced, suggesting that CHOP-10 participates in diabe-
tes mellitus—induced apoptosis and inhibition of BM-MNC
differentiation and that a loss of CHOP-10 function activates
postnatal vasculogenesis despite the diabetic microenviron-
ment (Figure 8E).

Discussion
Although CHOP-10 transcription factor of the CEBP family
may be involved in cell differentiation, growth, and survival,
its role in the regulation of postnatal neovascularization has
not been defined. This study identifies CHOP-10 as a major
modulator of vessel formation and maturation.

The physiological significance of CHOP-10 in the vascu-
lature is validated by the observation that ischemia and
diabetes mellitus—induced reactive oxygen species overpro-
duction upregulated CHOP-10 levels and that CHOP-10
deficiency markedly improved postischemic vessel growth in
control animals but also in a pathological setting, such as
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Figure 7. Quantitative evaluation of microangiography (A) and
capillary density (B) in wild-type (WT), diabetic WT (Diab WT),
and diabetic C/EBP homologous protein-10 (CHOP-10) knock-
out (KO) mice (Diab CHOP-10KO) 21 days after ischemia.
Results are expressed as a ratio of ischemic (Isch) to nonische-
mic (N.Isch) legs. Values are mean=SEM. With 3 possible com-
parisons for Bonferroni correction, P<0.016 was considered sig-
nificant. *P<<0.016, **P<<0.003 vs WT; tP<0.016, £P<0.003 vs
diabetic WT; n=10. C, Quantitative analysis of foot perfusion.
Results are expressed as a ratio of ischemic to nonischemic
legs. Values are mean+=SEM. *P<0.05 vs WT; tP<0.05 vs dia-
betic WT; n=10.

diabetes mellitus. Of note, CHOP-10 is only 1 of multiple
mechanisms that contribute to diabetes mellitus—induced
impairment of postischemic vessel growth.!3.16

Our data demonstrated that the transcriptional repression of
eNOS by CHOP-10 greatly contributes to the antiangiogenic
effects of CHOP-10. Indeed, CHOP-10 is a negative modu-
lator of the activity of C/EBP-like proteins, and C/EBP
response elements have been shown in eNOS gene pro-
moter.'” As such, knockdown of CHOP-10 gene expression
with the use of specific siRNA induced a marked increase in
eNOS mRNA and protein levels in homocysteine-treated
endothelial cells. Moreover, eNOS expression was enhanced
in aorta and ischemic muscle of CHOP-10—deficient mice,
indicating that eNOS is a CHOP-10-regulated gene in vivo.
Evidence for a direct effect of CHOP-10 on eNOS transcrip-
tion was obtained by chromatin immunoprecipitation and the

Downloaded from http://circ.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9, 2013



1024 Circulation February 28, 2012
A o 1.60 ¥ B 160 I
23 120 g 2120
Q 2 =)
=R - < *%
= Z 0.80 * .7 0.80
&% £S5
2 2 040 = $0.40
B0~ e =
= <
< 0 - - o 0 - -
WT Diab Diab WT Diab Diab
WT CHOP-10 WT CHOP-10
KO KO
BM-MNC BM-MNC Figure 8. Quantitative evaluation of microangiogra-
phy (A), capillary density (B), and foot perfusion (C)
in ischemic wild-type (WT) mice receiving bone
C 0.90 Day 7 0.90 Day 14 marrow mononuclear cells (BM-MNC) isolated
’ t ' i1 from WT, diabetic WT (Diab WT), and diabetic
£ ~ 0.70 £~ 070 C/EBP homologous protein-10 (CHOP-10) knock-
2 § - 2 '§ out (KO) (Diab CHOP-10 KO) mice 14 days after
< Z 0.50 “5 Z 0.50 *k ischemia. Results are expressed as a ratio of is-
2 2 030 2= 130 chemic (Isch) to nonischemic (N.Isch) legs. Data
§ 2 g 2 are presented as mean+=SEM. With 3 possible
=~ 0.10 =~ 0.10 comparisons for Bonferroni correction, P<0.016
0 ST Db Db 0 NT Db Db was considered significant. *P<0.016, **P<0.0033
WT CHOP-10 WT CHOP-10 vs mice treated with WT BM-MNC; 1P<0.016,
KO KO $P<0.0033 vs mice treated with diabetic WT
——— TEMMNC BM-MNC; n=9. D, Quantification of AcLDL-Dil-
BM-MNC - and BS-1 lectin—positive cells of cultured BM-MNC
isolated from WT, diabetic WT, and diabetic
D - CHOP-10 KO animals. With 3 possible compari-
g 120 sons for Bonferroni correction, P<0.016 was con-
< 100 sidered significant. *P<0.016, **P<0.0033 vs mice
8% e treated with WT BM-MNC; tP<0.016 vs mice
e a0 f treated with diabetic WT BM-MNC. E, Number of
5.5 S 60 cells positive for both Hoechst and terminal deoxy-
=2 X 40 " nucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
E a = 1 (TUNEL) staining after treatment of BM-MNC with
= 20 H,0, (0.075 mmol/L) or homocysteine (HOMO) (10
s 0 - - nmol/L). CONT indicates control. Data are present-
WI Diab  Disb ed as mean=SEM. With 3 possible comparisons
WT CH,?f,'lO for Bonferroni correction, P<0.016 was considered
& HOMO significant. *P<0.016 vs WT BM-MNC; tP<0.016
E : —— i 1.0 e : vs diabetic WT BM-MNC. n=9.
%} 7 * I
25 407 40 * 401
Es\, 351 35 T 357 T
32 307 30 301
[
2o 251 25 257
£2 204 * 20 201
8% 151 15 151
S8 10 T 10-
2 il e i
£ o 0 0-
= WT Diab Diab WT Diab Diab WT Diab Diab
WT CHOP-10 WT CHOP-10 WT CHOP-10
KO KO KO

observation that overexpression of a gain of function of
CHOP-10 significantly inhibited basal promoter activity of a
reporter gene driven by the human eNOS promoter. Finally,
activation of vessel growth associated with CHOP-10 defi-
ciency was fully abrogated in mice lacking eNOS.
Endothelial-derived NO is essential for blood vessel
growth after arterial occlusion mediating endothelial cell
growth,'® migration,'® vascular remodeling,?® angiogene-
sis,!8:2! yasodilation,?? and bone marrow—derived cell-related
functions.'>23 Hence, activation of eNOS-related signaling
induced by CHOP-10 deficiency may trigger numerous path-
ways required for postnatal angiogenesis and vasculogenesis.
Although there is some in vitro evidence indicating that NO
may upregulate VEGF gene expression in various cell
types,?4-26 CHOP-10 knockout mice, despite eNOS upregu-

lation, have normal levels of VEGF. Similarly, basal and
time-dependent VEGF expressions in ischemic muscles do
not differ between eNOS-overexpressing and WT mice.?” The
reason for this discrepancy remains enigmatic but may
underscore the multiple cellular and molecular mechanisms
involved in the regulation of VEGF in the ischemic tissues.

In addition, it is likely that CHOP-10 controls several other
target genes implicated in vessel formation and stabilization,
such as those modulating the apoptotic pathway. Indeed,
CHOP-10 has been shown to mediate ER stress—induced cell
death through downregulation of Bcl2 and enhanced oxidant
injury.? In this regard, homocysteine- and H,O,-induced
BM-MNC death, as well as the number of apoptotic cells in
ischemic tissue, was reduced in CHOP-10 knockout mice. It
is noteworthy that eNOS deficiency did not affect the number
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of apoptotic cells, suggesting that CHOP-10 controls cell
death through an eNOS-independent pathway.

This study also highlights the role of ER stress in adult
neovascularization. The ER has emerged as a major site of
cellular homeostasis, particularly for the unfolded protein
response, which has been shown to play a major role in
cancer and many other diseases. Under various conditions
such as disturbance of Ca®" homeostasis, hypoxia, hypogly-
cemia, and treatment with various agents, ER functions are
disturbed and ER stress is induced. For example, the induc-
ible ER chaperone ORP150 has been shown to control the
processing of VEGF and tumor-mediated angiogenesis.?® A
major protective response to ER stress is also the induction of
the ER chaperone GRP78/BiP, which is expressed at high
levels in a variety of tumors and confers drug resistance in
both proliferating and dormant cancer cells.>® Hence, activa-
tion of CHOP-10 in the setting of ischemia and its angiostatic
effect may be part of the evolutionarily conserved mechanism
that activates both proapoptotic and survival pathways to
allow eukaryotic cells to adapt to ER stress.

In both genetic and diet-induced models of insulin resis-
tance, CHOP deficiency improves glycemic control, expands
B-cell mass, and promotes cell survival.® Interestingly, mice
deficient for VEGF-A in pancreatic islets have reduced
insulin gene expression levels and impaired glucose toler-
ance.3%3! In this regard, the capillary network is essential for
fine-tuning blood glucose regulation,3? suggesting that the
angiostatic potential of CHOP-10 may participate in 3-cell
dysfunction under conditions of increased insulin demand. It
is noteworthy that in our experimental conditions, the effect
of CHOP-10 deficiency on postnatal vessel growth is not
associated with changes in blood glucose levels.

In conclusion, this work suggests that CHOP-10 functions
as a major regulator of postnatal neovascularization through
regulation of eNOS-related signaling.
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CLINICAL PERSPECTIVE

Understanding the molecular and cellular mechanisms involved in the regulation of vessel growth and maturation in the
setting of tissue ischemia is of major importance and may trigger the development of innovative strategies of therapeutic
angiogenesis in the treatment of ischemic diseases. In the present study, we analyzed the role of C/EBP homologous
protein-10 (CHOP-10) in postischemic revascularization. CHOP-10 is a novel developmentally regulated nuclear protein
that emerges as a critical transcriptional integrator among pathways regulating differentiation, proliferation, and survival.
This study identifies CHOP-10 as a major modulator of vessel formation and maturation. The physiological significance
of CHOP-10 in the vasculature is validated by the observation that ischemia and diabetes mellitus—induced oxidative stress
upregulated CHOP-10 levels and that CHOP-10 deficiency markedly improved postischemic vessel growth in control
animals but also in a pathological setting, such as diabetes mellitus. Finally, our data demonstrated that the transcriptional
repression of endothelial nitric oxide synthase by CHOP-10 greatly contributes to the antiangiogenic effects of CHOP-10.
In conclusion, this work suggests that CHOP-10 functions as an important regulator of postnatal neovascularization.
Because downregulation of CHOP-10 promoted neovascularization, the regulation of CHOP-10 expression and activity
may pave the way for new therapeutic strategies designed to increase vessel growth in the setting of ischemia. In contrast,
forced expression or activation of CHOP-10 might limit unwanted neovascularization associated with tumor development
or retinopathy.
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Figure 1. (A) Quantification of CHOP-10 mRNA (A) and protein (B) levels in the ischemic (WT I)
and non ischemic (WT NI) adductor muscle of WT mice. Results were expressed as a percentage of
non ischemic muscle at day 0. *p<0.05, **p<0.01 versus non ischemic muscle at day 0. n=8 per group.
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Figure 3. Quantification of mRNA (A) and protein (B) levels of CHOP-10 in cultured HUVEC
treated with homocysteine (5nM) for 4, 8 or 16 hours. 6 possible comparisons, for Bonferroni
correction, a value of p<0.008 was considered significant. *p<0.008, **p<0.0016 versus HUVEC
wild-type; 7p<0.008, T1p<0.0016 versus HUVEC 4 hours. n=10 per group.
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p<0.016 was considered significant. *p<0.016 versus WT BM-MNC; 1p<0.016 versus CHOP-10 KO
BM-MNC. n=7 per group.

Downloaded from http://circ.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9, 2013



Z

Z

VEGF-A Protein level
(Isch/N.Isch)

Number of apoptotic
cell/mm? Day 2

2007

1501

1001 &

(9]
(e
1

—l— WT
Diab CHOP-10 KO
--4-- DiabWT

Isch N.Isch

(98]
S W
oS O

— = NN W
N O© W
oS O O

S
S

*
[ 1 - nd
Diab Diab Diab Diab

WTCHOP10 WT CHOP10
KO KO

N
o O

Isch N.Isch

|

(o)
(e

— N B WO
S O oS O

%

nd

Number of apoptotic
cell/mm? Day 7
(8]
(e

nd

)

Diab Diab Diab Diab

WT CHOP10 WT CHOPI10

KO KO

Figure 6. (A) Quantification of VEGF-A protein levels in calf muscle of wild-type (WT), diabetic WT
(Diab WT) and diabetic CHOP-10 KO (Diab CHOP-10 KO) mice. Data are presented as mean + SEM.
*p<0.05 versus WT, $p<0.05 versus Diab WT. (B) Quantitative evaluation of the number of apoptotic
cells in ischemic calf muscle and in calf muscle of diabetic WT (Diab WT) and diabetic CHOP-10 KO
(Diab CHOP-10KO) mice, 2 and 7 days after ischemia. Nd indicates not detected. Data are presented
as mean = SEM. 6 possible comparisons, for Bonferroni correction, a value of p<0.008 was considered
significant . *p<0.008 versus diabetic wild-type mice. n=8 per group.



Z

350 . x 300

300 [

(o)
o
L x

NN
o,
oo

T

WT Diab Diab
WT  WT+NAC

.I.

WT Diab Diab
WT  WT+NAC

(% of WT)
S a2 NN
o 01 O
o O O

—_
oW,
oo
(0)]
o

o)
oo

o

CHOP-10 mRNA levels
(o/o of WT)
CHOP-10 Protein levels

350
3001
2507
2007
1507

]
1001
501

WT  Diab Diab

(% of WT)

eNOS mRNA levels
(% of WT)

eNOS Protein levels

WT Diab Diab
WT CHOP-10 WT CHOP-10

KO KO

NO production
(% of WT)

O"WT Diab Diab
WT CHOP-10
KO

Figure 7. (A) Quantification of CHOP-10 mRNA and protein levels in BM-MNC of wild-type (WT),
diabetic WT (Diab WT) and diabetic CHOP-10 KO mice (Diab CHOP-10KO). (B) Quantification of
eNOS mRNA and protein levels and NO production in BM-MNC of wild-type (WT), diabetic WT (Diab
WT) and diabetic CHOP-10 KO mice (Diab CHOP-10KO). Data are presented as mean + SEM. 3
possible comparisons, for Bonferroni correction, a value of p<0.016 was considered significant
*p<0.016, **p<0.002 versus WT; Tp<0.016, §1p<0.002 versus diabetic WT. n= 7.

Downloaded from http://circ.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9,2013



Arteriosclerosis, O =
Th_rombOSI.S, and Association.
Vascular Biology

JOURNAL OF THE AMERICAN HEART ASSOCIATION

The Chemokine Decoy Receptor D6 Prevents Excessive Inflammation and Adverse
Ventricular Remodeling After Myocardial Infarction
Clément Cochain, Constance Auvynet, Lucie Poupel, José Vilar, Edouard Dumeau, Adele
Richart, Alice Récalde, Yasmine Zouggari, Kiave Yune Ho Wang Yin, Patrick Bruneval, Gilles
Renault, Carmen Marchiol, Philippe Bonnin, Bernard Lévy, Raffaella Bonecchi, Massimo
Locati, Christophe Combadiere and Jean-Sébastien Silvestre

Arterioscler Thromb Vasc Biol.2012;32:2206-2213; originally published online July 12,2012;
doi: 10.1161/ATVBAHA.112.254409

Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology is published by the American Heart Association, 7272
Greenville Avenue, Dallas, TX 75231
Copyright © 2012 American Heart Association, Inc. All rights reserved.
Print ISSN: 1079-5642. Online ISSN: 1524-4636

The online version of this article, along with updated information and services, is located on the
World Wide Web at:
http://atvb.ahajournals.org/content/32/9/2206

Data Supplement (unedited) at:
http://atvb.ahajournals.org/content/suppl/2012/07/12/ATVBAHA .112.254409.DC1 .html

Permissions: Requests for permissions to reproduce figures, tables, or portions of articles originally published
in Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology can be obtained via RightsLink, a service of the
Copyright Clearance Center, not the Editorial Office. Once the online version of the published article for
which permission is being requested is located, click Request Permissions in the middle column of the Web
page under Services. Further information about this process is available in the Permissions and Rights
Question and Answer document.

Reprints: Information about reprints can be found online at:
http://www Ilww.com/reprints

Subscriptions: Information about subscribing to Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology is online
at:
http://atvb.ahajournals.org//subscriptions/

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9,2013



The Chemokine Decoy Receptor D6 Prevents Excessive
Inflammation and Adverse Ventricular Remodeling After
Myocardial Infarction

Clément Cochain, Constance Auvynet, Lucie Poupel, José Vilar, Edouard Dumeau, Adele Richart,
Alice Récalde, Yasmine Zouggari, Kiave Yune Ho Wang Yin, Patrick Bruneval, Gilles Renault,
Carmen Marchiol, Philippe Bonnin, Bernard Lévy, Raffaella Bonecchi, Massimo Locati,
Christophe Combadicre,* Jean-Sébastien Silvestre™

Objective—Leukocyte infiltration in ischemic areas is a hallmark of myocardial infarction, and overwhelming infiltration of
innate immune cells has been shown to promote adverse remodeling and cardiac rupture. Recruitment of inflammatory
cells in the ischemic heart depends highly on the family of CC-chemokines and their receptors. Here, we hypothesized
that the chemokine decoy receptor D6, which specifically binds and scavenges inflammatory CC-chemokines, might limit
inflammation and adverse cardiac remodeling after infarction.

Methods and Results—D6 was expressed in human and murine infarcted myocardium. In a murine model of myocardial
infarction, D6 deficiency led to increased chemokine (C-C motif) ligand 2 and chemokine (C-C motif) ligand 3 levels
in the ischemic heart. D6-deficient (D67") infarcts displayed increased infiltration of pathogenic neutrophils and Ly6Chi
monocytes, associated with strong matrix metalloproteinase-9 and matrix metalloproteinase-2 activities in the ischemic
heart. D67~ mice were cardiac rupture prone after myocardial infarction, and functional analysis revealed that D6~ hearts
had features of adverse remodeling with left ventricle dilation and reduced ejection fraction. Bone marrow chimera
experiments showed that leukocyte-borne D6 had no role in this setting, and that leukocyte-specific chemokine (C-C
motif) receptor 2 deficiency rescued the adverse phenotype observed in D6~ mice.

Conclusion—We show for the first time that the chemokine decoy receptor D6 limits CC-chemokine—dependent pathogenic
inflammation and is required for adequate cardiac remodeling after myocardial infarction. (Arterioscler Thromb Vasc

Biol. 2012;32:2206-2213.)

Key Words: chemokines m immune system m inflammation m ischemic heart disease m leukocytes

he inflammatory response that develops in the ischemic

heart after myocardial infarction (MI) is a major deter-
minant of left ventricle (LV) remodeling.! In mice, several
leukocyte subsets infiltrate the ischemic heart: neutrophils
massively infiltrate the myocardium within the first 24 hours
and rapidly fade thereafter. Infiltration of the 2 monocytes
subsets, Ly6Chi and Ly6Clo, is biphasic; Ly6Chi monocytes
dominate the acute phase of injury during the first 4 days,
whereas Ly6Clo monocytes are prevalent thereafter.” Ly6Chi
monocytes scavenge necrotic debris and control the early
events of postinfarct remodeling through the combination of
inflammatory mediator expression, phagocytosis, and prote-
olysis. Of note, serine proteases secreted by monocytes and

neutrophils promote LV dilation and cardiac rupture.’ In this
line, Ly6Chi monocytosis in apolipoprotein E7~ (ApoE™")
mice has been shown to be associated with high proteolytic
activity in the myocardium and adverse LV remodeling after
MI.* In contrast, Ly6Clo monocytes are thought to have a pro-
healing phenotype and promote vascular endothelial growth
factor—dependent angiogenesis.?

Hence, the inflammatory response appears as a double-
edged sword because it is a protective attempt by the organism
to initiate the healing process; however, inflammation itself
can exacerbate scarring and loss of organ function. In this
view, the successful resolution of inflammation appears as a
key event in the repair of tissue damage, but little is known
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about the main mediators of this process in the infarcted
cardiac tissue.

Leukocyte recruitment to the infarcted heart depends highly
on chemokines of the CC-chemokine family. The chemokine
(C-C motif) ligand 2 (CCL2)/chemokine (C-C motif) recep-
tor 2 (CCR2) axis controls Ly6Chi monocyte infiltration in
the infarcted myocardium, and several studies using genetic
or pharmacological approaches have shown that disruption of
CCL2/CCR2 signaling alleviates adverse LV remodeling after
MI through the inhibition of inflammatory cell recruitment.>”’
In addition, expression of other CC-chemokines in the isch-
emic heart, such as CCL5 or CCL3,? has been associated with
excessive inflammation and poor LV remodeling.

Although extensive knowledge regarding the initiation of
the inflammatory response after MI has been acquired over
the past few years, little is known concerning endogenous
mechanisms able to limit those inflammatory processes and
the associated adverse tissue remodeling leading to loss of
organ function. Here, we hypothesized that the chemokine
decoy receptor D6 could limit post-MI inflammation through
the control of CC-chemokine levels. Indeed, D6 possesses
the unique ability to specifically bind and internalize inflam-
matory CC-chemokines® without triggering conventional cell
activation or chemotaxis, and has been shown to limit in vivo
inflammatory responses in settings of skin inflammation, can-
cer,' Mycobacterium tuberculosis infection,'' and intestinal
inflammation.'> Recently, D6 has also been shown to prevent
lymphatic congestion, and D6 deficiency is associated with
poor lymphatic drainage of inflammed tissues.!?

Here, we show that D6 is expressed in human and murine
infarcted myocardium and controls levels of CC-chemokines
after MI. D6 deficiency was associated with increased patho-
genic inflammation, cardiac rupture, and adverse LV remodel-
ing after MI.

Materials and Methods

Immunohistochemistry on Human Samples

Apical ischemic myocardial tissue was removed through a normal
surgical procedure for the implantation of LV-assist devices in 6
patients presenting cardiogenic shock attributable to acute MI (1-7
days). The clinical course of these patients was previously described
and published.” The tissues were submitted to surgical pathology
diagnosis as previously reported.'* The remnant tissues in paraffin
blocks were used for research purpose with informed consent of the
patients. The samples consisted of chips of left myocardium measur-
ing 0.5 to 2cm of long axis and were samples of cardiac apical LVs
removed for implantation of a LV-assist device. The selected cases
were acute MI lasting for 24 to 48 hours and presenting with acute
cardiac failure. In these samples, some areas showed figures of remote
MI with scarring. In paraffin sections, antigen retrieval was obtained
with citrate buffer in a microwave oven (3x4 minutes at 400 W). The
anti-D6 polyclonal antibody (Thermo Scientific, Rockford, IL) was
diluted at 1/300 and revealed with a 3-step technique using ABC
peroxidase kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Negative
controls consisted of incubation of sections with a nonrelevant goat
polyclonal antibody, anti-nephrin C-17 (Santa Cruz Biotechnologies,
Santa Cruz, CA). Endothelial cells were stained with anti-CD31 anti-
body (Dako, Trappes, France; 1/20), macrophages with anti-CD68
antibody (Dako; 1/50), and lymphatic endothelial cells with D2.40
(podoplanin) antibody (Dako; 1/100).

D6 Receptor and Postischemic Cardiac Remodeling 2207

Mice

Eight- to 12-week-old male mice were used. D6-deficient (D67") mice
were on a C57BL6/J background as previously described.!! CCR2-
deficient (CCR27") mice were from Jackson Laboratories. Age-matched
C57BL6/J mice were used as wild-type (WT) controls. For bone marrow
(BM) chimeras generation, WT mice were irradiated with a total dose
of 9.5 Gy and received an intravenous injection of 10 total BM cells
retrieved from WT, CCR2, or D67~ donors the next day. All the experi-
ments were performed in accordance with the European Community
guidelines for the care and use of laboratory animals (No. 07430).

RNA Extraction and Quantitative Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction

Total RNA was extracted from the infarcted area and its bor-
der zone with Trizol reagent according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen, Paris, France). DNA synthesis was
performed with QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Polymerase chain reaction was performed
on an ABI Prizm 7700 with the use of Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Mouse
GAPDH was used to normalize sample amplification. The
following oligonucleotides (Applied Biosystems) served as primers:
GAPDH forward: 5-CGTCCCGTAGACAAAATGGTGAA-3";
reverse: 5-GCCGTGAGTGGAGTCATACTGGAACA-3; D6
forward: 5-GCAATCCGCAGCTAACCAGTTAAG-3"; reverse:
5-CAAGCCCAGCACGAAGATCAG-3".

Myocardial Infarction

Mice were anesthetized with ketamine and xylazine and placed under
mechanical ventilation. Left thoracotomy was performed to expose the
LV of the heart. The left anterior descending coronary artery was visu-
alized and ligated just below the left auricular level with a 7/0 nylon
suture. Mechanical ventilation was maintained until mice awakening,
and mice were then allowed to recover for 1 hour on a heating pad.

Echography

Before ischemic injury, M-mode echocardiography was performed
by a blinded investigator. On infarcted mice, B-mode echocardiog-
raphy was performed by blinded investigators at the Small Animal
Imaging Unit (Plateforme d’imagerie du petit animal, Hopital
Cochin, Université Paris 5).

Flow Cytometry

The infarcted area and its border zone were isolated from WT and
D67~ hearts, minced and digested in 450-U/mL collagenase I, 125-
U/mL collagenase XI, 60-U/mL hyaluronidase, and 60-U/mL DNAse
for 1 hour, before gradient density centrifugation on histopaque
1083 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Infiltrating cells were stained
with monoclonal rat anti-mouse CD45-allophycocyanin, CD11b-
PerCPCy5.5 (clone M1/70), Ly6G-phycoerythrin (clone 1AS8), natu-
ral killer 1.1-phycoerythrin (all from BD Biosciences, San Jose, CA),
and 7/4-fluorescein isothiocyanate (Abd Serotec, Colmar, France)
and analyzed on a BD LSR II flow cytometer.

Chemokine Protein Levels and Zymography

Infarcts from WT and D6~ mice were snap frozen in liquid nitrogen
and homogeneized in radioimmunoprecipitation assay buffer. The
protein content of the samples was determined using a Lowry assay
(BioRad). Total protein extracts (50 pg) were loaded onto CCL2,
CCL3, CCLS5, and chemokine (C-X-C motif) ligand 2 DuoSet
ELISA kits (R&D Systems, Lille, France) to determine chemokine
levels. For gelatin zymography, 10 pg of total MI protein extracts
were loaded onto a 9% acrylamide gel containing 0.1% gelatin.
After protein migration, gels were incubated overnight in a calcium-
containing buffer and gelatinase activity was revealed by Coomassie
Blue staining.
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Histology and Immunohistochemistry

Infarcts from WT or D67~ mice were snap frozen in liquid nitro-
gen. All stainings were performed on 7-pm cryostats slides. Masson
Trichrome staining was performed according to standard procedures.
Caveolin-1 immunostaining was performed using polyclonal rabbit
anti-mouse caveolin-1 antibody (1/100; Santa Cruz) followed by
Texas Red conjugated donkey anti-rabbit IgG secondary antibody
(Jackson Immunology, Suffolk, UK). Neutrophils and 7/4* cells were
stained with phycoerythrin-conjugated monoclonal rat anti-mouse
Ly6G antibody (1/100; clone 1A8; BD Biosciences) and fluorescein
isothiocyanate-conjugated 7/4 antibody (1/100; Abd Serotec).

Statistical Analysis

Results are expressed as mean+SEM. Values were compared with
a Mann—Whitney U test, and P<0.05 was considered significant.
Kaplan—Meier analysis was used to compare survival after MIL.

Results

D6 Is Expressed in Human Infarcted Myocardium

We first analyzed D6 expression by immunohistochemistry
in biopsies from human MI patients. Although D6 expression
was not detected in remote, viable myocardium (Figure 1A),
we observed strong D6 signal in necrotic and inflammatory
areas on infiltrating leukocytes and vascular structures (Figure
1B and 1C). Further staining of serial MI sections showed D6
expression on CD31* endothelial cells, CD68* macrophages,

:""-s

September 2012

and D2-40" (podoplanin®) lymphatic endothelial cells (Figure
1D). These results show that D6 appears to be preferentially
expressed in the ischemic human heart on cells of vascular
endothelial, lymphatic, and macrophage lineages.

D6 Is Expressed in Murine MI and Controls CCL2
and CCL3 Levels

We then analyzed D6 mRNA expression in murine myocar-
dium. D6 was expressed in normal mouse heart, although its
mRNA levels were much lower than in positive control tis-
sues such as lung and spleen'' (Figure 2A; heart versus spleen
P=0.08; heart versus lung P<0.001). Interestingly, D6 mRNA
levels were upregulated by 2.0-, 2.5-, and 2.5-fold at 5, 7, and
14 days after coronary artery ligation, respectively (P<0.01;
Figure 2B).

To analyze the role of D6 in the control of CC-chemokine
levels after MI, we measured CCL2 and CCL3 protein levels
in WT and D67~ hearts before as well as 1, 3, and 5 days
after infarction. Although barely detectable in nonischemic
WT or D67~ hearts, CCL2 levels raised drastically and to
a similar extent in WT and D67 hearts at 1 day after MI,
indicating that the initial CCL2 burst is not altered in D67~
hearts. At day 3, we observed a slight but significant increase
in CCL2 levels in D67 hearts (P<0.05 versus WT). Most
importantly, while CCL2 decreased between day 3 and day

Figure 1. D6 expression in infarcted human myocardlum. D6 immunostaining of human myocardial infarction (MI) tissue obtained during
left ventricular assist device implantation in patients with recent Ml (1-7 days). A, D6 immunostaining in adjacent, viable myocardium
(x400). B and C, D6 immunostaining in necrotic Ml areas (x400). D, D6 (top left), CD68 (top right, arrows), CD31 (bottom left), and D2.40
(podoplanin, bottom right) immunostainings on serial Ml sections (x200). Ven indicates venule; art, artery; L¢, lymphatic vessel. Scale

bar=30 pm.
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Days after MI

5 in WT hearts, CCL2 levels were maintained in D67 hearts
(P<0.01 versus WT), indicating a defect in CCL2 clearance
in D67~ hearts after MI (Figure 2C). We also observed a
similar increase in CCL3 levels at 1 day after MI in WT and
D67~ hearts. CCL3 levels tended to remain higher at 3 days
in D67 mice, although it did not reach statistical significance
(P=0.07 versus WT). Of note, at 5 days, CCL3 levels were
significantly increased in D67~ hearts (P<0.05 versus WT;
Figure 2D). Surprisingly, CCL5 levels were not affected by
D6 deficiency (Figure I in the online-only Data Supplement).
Consistent with the specificity of D6 for inflammatory
CC-chemokines, chemokine (C-X-C motif) ligand 2 levels
were identical in WT and D67~ hearts (Figure I in the online-
only Data Supplement). Altogether, our human and murine
data show that D6 expression is increased after M1, and that
D6 deficiency in mice is associated with a defective clearance
of specific CC-chemokines after MI, with a particularly
marked effect on CCL2 levels.

Increased Inflammation in D67~ Hearts After MI

At 5 days after MI, we collected infarcted hearts from D67~
and WT mice and analyzed the inflammatory infiltrate by
flow cytometry. In D67~ hearts, infiltration of 7/4hi mono-
cytes (equivalent to Ly6Chi monocytes)'> and Ly6G* neu-
trophils was increased by 2.7- and 3.8-fold, respectively
(P<0.05; Figure 3A and 3B), whereas 7/4lo monocyte
(equivalent to Ly6Clo monocytes)' levels were similar to
those found in WT (Figure 3B). These results were further
confirmed by immunofluorescence analysis of Ly6G* and
7/4* cell density in WT or D67~ MI sections (Figure 3C and
3D). A similar infiltration pattern was observed at 7 days after
MI: 7/4hi monocytes and neutrophil infiltration was still sub-
stantial in D67~ MIs, whereas those leukocyte subsets had
almost completely vanished from WT MIs. 7/4lo monocyte
levels remained unchanged (Figure II in the online-only Data
Supplement). Neutrophils and inflammatory monocytes are
a predominant source of proteases in the infarcted heart. We

Days after MI

measured matrix metalloproteinase-2 and matrix metallo-
proteinase-9 activity in 5-day-old WT or D67~ MI by gelatin
zymography and found strong increases of matrix metallo-
proteinase-2 and matrix metalloproteinase-9 activity in D67~
hearts at 5 days after MI (2.3- and 2.1-fold versus WT levels,
respectively; P<0.05; Figure 3C and 3D). Altogether, those
data show that D6 deficiency leads to exacerbated infiltra-
tion of pathogenic Ly6Chi monocytes and neutrophils after
MI, associated with high proteolytic activity in the ischemic
heart.

Cardiac Rupture and Adverse LV Remodeling

in D67~ Mice After MI

We then analyzed the survival of D67~ mice over a period of 14
days and assessed their cardiac function by echocardiography.
Although mortality was low in infarcted WT mice, >40% of
D67~ mice had died by day 10 (Figure 4A; P<0.05). This
increase in mortality was attributable to a high incidence
of cardiac rupture in D67~ mice (45% versus 16.6% in WT;
P<0.05; Figure 4B). Although baseline cardiac function was
identical in D67~ and WT mice (Figure III in the online-only
Data Supplement), echocardiography revealed features of
adverse LV remodeling in surviving D67~ mice at 14 days after
MI: LV end-systolic and end-diastolic endocardial volumes
were increased by 1.5- and 1.3-fold, respectively (P<0.01;
Figures 4C and 3D), indicating substantial LV dilation,
and ejection fraction was decreased by 36% in D67~ hearts
(P<0.05; Figure 4E; Figure III in the online-only Data
Supplement). Further echocardiographic parameters such as
average LV wall thickness and fractional area contraction also
tended to be altered in D67 mice (Figure III in the online-
only Data Supplement). Histological measures showed that
D67~ infarcts were 20% larger (P<0.05; Figure 4F). These
data show that D6 deficiency leads to increased incidence of
cardiac rupture and adverse LV remodeling in surviving mice.
Increased LV dilation and poor LV contractility occurred
despite higher angiogenesis, as the capillary density in the

/-
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Figure 3. Increased inflammation in D67/~ hearts after myocardial infarction (MI). A, Representative fluorescence-activated cell sorting
dot plots obtained from wild-type (WT) and D6~ digested hearts at 5 days after MI. Cells were gated on CD11b-expressing leukocytes.
B, Quantitative evaluation of neutrophils, 7/4hi monocytes, and 7/4lo monocytes infiltration in WT and D67~ hearts at 5 days after MI.
**P<0.01, *P<0.05 (n=6 per group). C, 7/4 (green) and Ly6G (red) immunostainings and (D) quantitative analysis of 7/4+Ly6G* neutrophils
and 7/4+Ly6G-monocytes per high power field (HPF) on day 5 WT and D6~ Ml cryosections, x200 magnification, scale bar=10 pm.
**P<0.01, “P<0.05. E, Representative zymogram and (F) quantitative analysis of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and MMP-2 activity
in WT and D67~ hearts at 5 days after MI. *P<0.05, **P<0.01 (n=10 per group). FITC indicates fluorescein isothiocyanate; NK, natural killer;

PE, phycoerythrin.

border zone of D6~ MI was slightly increased (Figure IV in
the online-only Data Supplement).

Adverse Remodeling in D67~ Mice Depends

on CCR2 Signaling

Weobserved substantial D6 expression onleukocytes, including
CD68* macrophages, infiltrating human MI (Figure 1).
To assess the putative role of D6 expressed by leukocytes, we
generated BM chimeras by reconstituting lethally irradiated
WT mice with D67~ BM. Mice with leukocyte-specific D6
deficiency did not show any significant mortality after MI (data
not shown) and had LV end-diastolic, LV end-systolic, and

LV ejection fraction identical to controls (irradiated WT mice
reconstituted with WT BM; Figure 5A, 5B, and 5C; Figure
III in the online-only Data Supplement). Nevertheless, those
mice displayed a slight increase in neutrophil infiltration at
day 7, although it did not reach statistical significance (Figure
V in the online-only Data Supplement). These data suggest
that although leukocyte born D6 might have an accessory role,
it is clearly compensated by nonleukocyte D6 expression, at
least in our model. To confirm the role of CC-chemokines,
and most particularly that of CCL2, which local and systemic
levels were preferentially enhanced by D6 deficiency,
lethally irradiated D6~ mice were reconstituted with WT or
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14 days after MI. *P<0.05, **P<0.01. F, Representative photographs of Masson Trichrome stainings and (G) quantitative analysis of infarct
size in WT and D67~ infarcts at 14 days after MI. *P<0.05 (n=7 WT; 6 D67-).

CCR27- BM. At 14 days after MI, D67~ mice reconstituted
with WT BM displayed LV dilation and reduced ejection
fraction (Figure 5D, 5E, and 5F; Figure III in the online-
only Data Supplement), further suggesting that leukocyte-
borne D6 has no clear role in this setting. Most interestingly,
leukocyte-specific CCR2 deficiency completely rescued the
phenotype of D67 mice, because D67 mice reconstituted
with CCR27- BM displayed no significant LV dilation and had
ejection fraction similar to controls (Figure 3D, 3E, and 3F;
Figure III in the online-only Data Supplement). These data
strongly suggest that leukocyte-borne D6 has no major role

in the inflammatory response after MI, and that the adverse
remodeling phenotype in D67~ mice depends on CCL2/CCR2
signaling.

Discussion
Here, we have shown for the first time that CC-chemokine,
and most particularly CCL2-scavenging by the decoy recep-
tor D6, prevented excessive inflammation in the ischemic
heart and limited the extent of myocardial damage caused
by an overwhelming immune response. We propose a model
where ischemia induces CC-chemokines in the ischemic
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Figure 5. Adverse left ventricular (LV) remodeling in D6~ mice depends on chemokine (C-C motif) receptor 2 (CCR2) signaling. A, LV
end-systolic endocardial volume (uL), (B) LV end-systolic endocardial volume (uL), and (C) endocardial ejection fraction (%) in wild-type
(WT) mice lethally irradiated and reconstituted with WT or D6-- bone marrow (BM) cells (h=9-10). D, LV end-systolic endocardial volume
(uL), (E) LV end-systolic endocardial volume (uL), and (F) endocardial ejection fraction (%) in WT and D6~ mice lethally irradiated and

reconstituted with WT or CCR2-- BM cells. *P<0.05 (n=3-10).
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heart, leading to the recruitment of pathogenic inflammatory
Ly6Chi monocytes and neutrophils, and where D6 acts as a
gatekeeper of uncontrolled inflammation through the regula-
tion of CC-chemokine levels.

D6 is known to be expressed by lymphatic endothelial
cells'® and some specific leukocyte population such as innate-
like B cells!® and transforming growth factor-f—activated
macrophages.'” Our data clearly suggest that D6 is preferen-
tially expressed in the infarcted heart, as it was undetectable in
viable human myocardium and its mRNA expression strongly
raised after MI in mice. In our murine MI model, this increase
in D6 levels could reflect expression by infiltrating leukocytes,
increased expression in D6 expressing cells, or proliferation
of D6 expressing cells after MI. The fact that high levels of D6
mRNA were maintained at 14 days after MI, when inflamma-
tion had almost completely faded (data not shown), suggests
that this increase in D6 mRNA is at least partially leukocyte
independent. In our immunohistochemical study on human MI
biopsies, we surprisingly observed D6 expression on vascular
endothelial cells (Figure 1), although these were previously
described to be consistently D6 negative.'® Of note, these pre-
vious observations were mostly conducted on healthy tissues,
and one could speculate that D6 expression could be induced
in vascular endothelial cells in the hypoxic and highly pro-
inflammatory environment of cardiac ischemic areas. In this
line, transforming growth factor-f3, which is predominantly
expressed during MI healing,' is able to induce D6 expres-
sion in a globin transcription factor 1-dependent manner in
leukocytes.!”

Most interestingly, D6 controlled the level of the major
inflammatory CC-chemokines CCL2 and CCL3. This might
constitute a new mechanism by which the organism actively
attempts to restrain post-MI inflammation and the associated
tissue damage by diminishing CC-chemokine bioavail-
ability. Indeed, various reports have shown that CCL2 or
CCL3 were able to promote MI-associated inflammation."
Most particularly, CCL2/CCR2 signaling is known to con-
trol Ly6Chi monocyte systemic levels after limb ischemia’®
and controls the infiltration of this proinflammatory mono-
cyte subset in the ischemic heart.? In this line, we observed a
strong increase of Ly6Chi monocyte infiltration in D67~ Mls.
Neutrophil levels were also increased, which was puzzling,
as CC-chemokine are not classic granulocyte chemoattrac-
tants. Nevertheless, nuclear factor-kB—dependent expression
of CCR2 in neutrophils can be induced during inflammatory
diseases such as sepsis.’> CCL3, which levels were upregu-
lated in D67 hearts, has also been shown to attract neutro-
phils in a CCR1-dependent manner.”' Furthermore, increased
neutrophil infiltration has been noted in D67~ mice in models
of sterile skin inflammation'® and microbial lung inflamma-
tion.!! Moreover, we observed increased neutrophil counts in
the blood of D67 mice at 5 and 7 days after MI (data not
shown), further suggesting a clear effect of D6 deficiency on
neutrophil systemic and local levels after MIL. It is noteworthy
that D6 deficiency led to a specific increase in the infiltration
of potentially pathogenic neutrophils and Ly6Chi mono-
cytes, although proangiogenic and more generally prohealing
Ly6Clo monocytes levels were not affected. This might be
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explained by the fact that Ly6Clo monocyte recruitment to the
infarcted heart depends on chemokine (C-X3-C motif) recep-
tor 1 and its ligand, Fractalkine/chemokine (C-X3-C motif)
ligand 1, but not on CCR2.?

Previous reports have shown that neutrophils and
Ly6Chi monocytes express proteases in the ischemic heart,
which promote adverse remodeling and cardiac rupture.’*
Nevertheless, leukocyte proteases are necessary for ade-
quate myocardial angiogenesis after ML,* and disruption of
CCR2 signaling hampers angiogenesis in limb'® or myocar-
dial®> ischemia, emphasizing the need of an inflammatory
balance for proper tissue remodeling. Here, D6 appears as
an important regulator of this inflammatory balance, pre-
venting Ly6Chi and neutrophil infiltration in the ischemic
heart to reach pathogenic levels resulting in LV dilation and
cardiac rupture.

Our observation of abundant D6 expression on leuko-
cytes and CD68* macrophages infiltrated in human MIs led
us to hypothesize that chemokine scavenging in the isch-
emic heart might be mediated by inflammatory cell-borne
D6. Nevertheless, our chimera studies in mice failed to evi-
dence a role for leukocyte-borne D6. This is consistent with
a previous study showing that despite strong D6 expression,
leukocyte did not significantly participate to D6-mediated anti-
inflammatory effects in a setting of gut inflammation.?
Nonetheless, it should be noted that those experiments have
been conducted in young and otherwise healthy WT animals
in which D6 expression by other cell types, including lym-
phatic endothelial cells, might compensate the chemokine
scavenging defect of infiltrating leukocytes. Cardiovascular
risk factors such as hypercholesterolemia, which is known
to induce lymphatic vessels dysfunction,? might reduce che-
mokine scavenging by D6 expressing lymphatics and reveal a
role for leukocyte-borne D6.

Besides its well-described role in monocyte chemoattraction,
CCL2 has been suggested to promote fibrosis via direct action
on fibroblasts, and was also shown to induce cardiomyocyte
apoptosis.”** Those 2 properties of CCL2 might participate to
adverse LV remodeling after MI in D67~ mice. Nevertheless,
we did not observe any evidence of significant fibrosis in D67~
hearts (data not shown), and deletion of CCR2 specifically
on BM-derived leukocytes led to a total rescue of D67~ mice
phenotype. Hence, it appears that D6 protective effects during
post-MI LV remodeling preferentially depend on its anti-
inflammatory properties.

In conclusion, we show in this work that D6-dependent
CC-chemokine scavenging controls tissue homeostasis and
cardiac remodeling after MI. Our study also provides a mech-
anism for the fine-tuning of the balance between protective
and pathogenic immune responses, which could be a suitable
target for innovative therapeutic approaches.

Sources of Funding
This work was supported by grants from INSERM, European com-
munity (ENDOSTEM No. 241440). C. Combadiere is a recipient
of a contract Interface from Assistance Publique-Hopitaux de Paris.
Dr Silvestre is supported by grants from Fondation de la Recherche
Meédicale, Agence National pour la Recherche Chemrepair (2010
BLAN 1127 02) and fondation Leducq transatlantic network

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9, 2013



Cochain et al

(09-CVD-01). Dr Silvestre is a recipient of a Contrat d’Interface from
Assistance Publique-Hopitaux de Paris. K.Y.H.W. Yin is supported
by Region ile de France. A. Récalde is supported by Fondation pour
la Recherche Médicale. M. Locati and R. Bonecchi are supported by
Italian Association for Cancer Research, Regione Lombardia, and
Fondazione Cariplo.

Disclosures

None.

References

. Frangogiannis NG. The mechanistic basis of infarct healing. Antioxid

Redox Signal. 2006;8:1907-1939.

. Nahrendorf M, Swirski FK, Aikawa E, Stangenberg L, Wurdinger T,

Figueiredo JL, Libby P, Weissleder R, Pittet MJ. The healing myocar-
dium sequentially mobilizes two monocyte subsets with divergent and
complementary functions. J Exp Med. 2007;204:3037-3047.

. Heymans S, Luttun A, Nuyens D, et al. Inhibition of plasminogen activa-

tors or matrix metalloproteinases prevents cardiac rupture but impairs
therapeutic angiogenesis and causes cardiac failure. Nat Med. 1999;5:
1135-1142.

. Panizzi P, Swirski FK, Figueiredo JL, Waterman P, Sosnovik DE,

Aikawa E, Libby P, Pittet M, Weissleder R, Nahrendorf M. Impaired
infarct healing in atherosclerotic mice with Ly-6C(hi) monocytosis. J Am
Coll Cardiol. 2010;55:1629-1638.

. Kaikita K, Hayasaki T, Okuma T, Kuziel WA, Ogawa H, Takeya M.

Targeted deletion of CC chemokine receptor 2 attenuates left ventricu-
lar remodeling after experimental myocardial infarction. Am J Pathol.
2004:165:439-447.

. Hayasaki T, Kaikita K, Okuma T, Yamamoto E, Kuziel WA, Ogawa H,

Takeya M. CC chemokine receptor-2 deficiency attenuates oxidative
stress and infarct size caused by myocardial ischemia-reperfusion in
mice. Circ J. 2006;70:342-351.

. Liehn EA, Piccinini AM, Koenen RR, Soehnlein O, Adage T, Fatu R,

Curaj A, Popescu A, Zernecke A, Kungl AJ, Weber C. A new monocyte
chemotactic protein-1/chemokine CC motif ligand-2 competitor limit-
ing neointima formation and myocardial ischemia/reperfusion injury in
mice. J Am Coll Cardiol. 2010;56:1847-1857.

. de Jager SC, Kraaijeveld AO, Grauss RW, de Jager W, Liem SS, van der

Hoeven BL, Prakken BJ, Putter H, van Berkel TJ, Atsma DE, Schalij MJ,
Jukema JW, Biessen EA. CCL3 (MIP-1 alpha) levels are elevated during
acute coronary syndromes and show strong prognostic power for future
ischemic events. J Mol Cell Cardiol. 2008;45:446-452.

. Mantovani A, Bonecchi R, Locati M. Tuning inflammation and immu-

nity by chemokine sequestration: decoys and more. Nat Rev Immunol.
2006;6:907-918.

. Jamieson T, Cook DN, Nibbs RJ, Rot A, Nixon C, McLean P, Alcami A,

Lira SA, Wiekowski M, Graham GJ. The chemokine receptor D6 limits
the inflammatory response in vivo. Nat Immunol. 2005;6:403-411.

. Di Liberto D, Locati M, Caccamo N, Vecchi A, Meraviglia S, Salerno A,

Sireci G, Nebuloni M, Caceres N, Cardona PJ, Dieli F, Mantovani A.
Role of the chemokine decoy receptor D6 in balancing inflammation,
immune activation, and antimicrobial resistance in Mycobacterium
tuberculosis infection. J Exp Med. 2008;205:2075-2084.

D6 Receptor and Postischemic Cardiac Remodeling

14.

15.

16.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

2213

Vetrano S, Borroni EM, Sarukhan A, Savino B, Bonecchi R, Correale
C, Arena V, Fantini M, Roncalli M, Malesci A, Mantovani A, Locati M,
Danese S. The lymphatic system controls intestinal inflammation and
inflammation-associated Colon Cancer through the chemokine decoy
receptor D6. Gut. 2010;59:197-206.

. Lee KM, McKimmie CS, Gilchrist DS, Pallas KJ, Nibbs RJ, Garside

P, McDonald V, Jenkins C, Ransohoff R, Liu L, Milling S, Cerovic
V, Graham GJ. D6 facilitates cellular migration and fluid flow to
lymph nodes by suppressing lymphatic congestion. Blood. 2011;118:
6220-6229.

Cazes A, Duong Van Huyen JP, Fornes P, Amrein C, Guillemain R,
Grinda JM, Bruneval P. Mechanical ventricular assistance in heart fail-
ure: pathology of the cardiac apex removed during device implantation.
Cardiovasc Pathol. 2010;19:112-116.

Cochain C, Rodero MP, Vilar J, Récalde A, Richart AL, Loinard C,
Zouggari Y, Guérin C, Duriez M, Combadiere B, Poupel L, Lévy BI,
Mallat Z, Combadiere C, Silvestre JS. Regulation of monocyte subset
systemic levels by distinct chemokine receptors controls post-ischaemic
neovascularization. Cardiovasc Res. 2010;88:186—195.

Hansell CA, Schiering C, Kinstrie R, Ford L, Bordon Y, Mclnnes IB,
Goodyear CS, Nibbs RJ. Universal expression and dual function of the
atypical chemokine receptor D6 on innate-like B cells in mice. Blood.
2011;117:5413-5424.

McKimmie CS, Fraser AR, Hansell C, et al. Hemopoietic cell expression
of the chemokine decoy receptor D6 is dynamic and regulated by GATA1.
J Immunol. 2008;181:8171-8181.

Nibbs RJ, Kriehuber E, Ponath PD, Parent D, Qin S, Campbell JD,
Henderson A, Kerjaschki D, Maurer D, Graham GJ, Rot A. The beta-
chemokine receptor D6 is expressed by lymphatic endothelium and a
subset of vascular tumors. Am J Pathol. 2001;158:867-877.
Frangogiannis NG, Entman ML. Targeting the chemokines in myocar-
dial inflammation. Circulation. 2004;110:1341-1342.

Souto FO, Alves-Filho JC, Turato WM, Auxiliadora-Martins M, Basile-
Filho A, Cunha FQ. Essential role of CCR2 in neutrophil tissue infiltra-
tion and multiple organ dysfunction in sepsis. Am J Respir Crit Care
Med. 2011;183:234-242.

Bonecchi R, Polentarutti N, Luini W, Borsatti A, Bernasconi S, Locati
M, Power C, Proudfoot A, Wells TN, Mackay C, Mantovani A, Sozzani
S. Up-regulation of CCR1 and CCR3 and induction of chemotaxis to
CC chemokines by IFN-gamma in human neutrophils. J Immunol.
1999;162:474-479.

Lim HY, Rutkowski JM, Helft J, Reddy ST, Swartz MA, Randolph GIJ,
Angeli V. Hypercholesterolemic mice exhibit lymphatic vessel dysfunc-
tion and degeneration. Am J Pathol. 2009;175:1328-1337.
Gharaee-Kermani M, Denholm EM, Phan SH. Costimulation of fibro-
blast collagen and transforming growth factor betal gene expression by
monocyte chemoattractant protein-1 via specific receptors. J Biol Chem.
1996;271:17779-17784.

Younce CW, Kolattukudy PE. MCP-1 causes cardiomyoblast death
via autophagy resulting from ER stress caused by oxidative stress
generated by inducing a novel zinc-finger protein, MCPIP. Biochem J.
2010;426:43-53.

Younce CW, Wang K, Kolattukudy PE. Hyperglycaemia-induced
cardiomyocyte death is mediated via MCP-1 production and induc-
tion of a novel zinc-finger protein MCPIP. Cardiovasc Res. 2010;87:
665-674.

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9, 2013



Supplement Material

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on August 9,2013



CCLS CXCL2

140 - 250 ns
ns o
1201 — 3
2 £ 200 | T
g8 100 1 =
= i ]
£ g0 £ 150 T
%S S
g 007 & 100
£ £
2 = 50
20 - |
0 0
WT D6-/- WT D6-/-

Supplementary figure I. CCL5 and CXCL2 protein levels in WT and D6-/- hearts 5 days after
infarction.
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Supplementary figure II. Inflammatory cells infiltration in ischemic cardiac tissue at 7 days after
infarction. Infiltration of 7/4hi monocytes, 7/4lo monocytes and neutrophils in WT and D6-/- infarcts 7

days after myocardial infarction. *p<0.05, **p<0.01 vs WT (n=3/group)
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HR 1VSd (mm) IVSs (mm) LVPWd (mm) ___ LVPWs (mm) LVIDd (mm) LVIDs (mm) FS (%)
wT 475+/-26 8.58+/-0.48 12.17+-0.96 7.83+/-0.44 10.75+/-0.21 38.9+/-2.0 24.4+/-0.9 37.7+-0.3
D6-/- 426+/-21 8.31+/-0.48 12.00+/-0.69 7.11+-0.21 9.87+/-0.53 47.2+/-1.9 27.9+/-1.6 35.8+/-1.6
p value 0.19 0.71 0.88 0.16 0.20 0.22 0.12 0.35

HR: Heart rate in bpm; IVS: Interventricular Septal Wall Thickness, d=diastolic, s=systolic; LVPW: Left Ventricle Posterior Wall
thickness, d=diastolic, s=systolic; LVID: Left Ventricular Internal Diameter, d=diastolic, s=systolic; FS: Fractionnal Shortenning.

b)
. \H\|\lI\|\\I\[I\I\‘H\I‘H\I‘\I\I]\I\\|\HI‘I!\I‘\I\I|\I\\|\II\|\\I\[I\I\‘I\lI‘I\\I‘\I\I‘\I\\|\I!\|\\I\II\I\‘I\II‘I\\I‘lI\I‘\II\‘I\II‘I\\I‘lI\I‘\IH|\IH|HH|HH‘HII mm |- ]HII‘\Ill\!\lll\H\|HH|I|H\HH‘IIH[HII‘HIlUHIl\\HHIH'IHHHH‘H\I]Hl\lll\\|IH\‘ll”\I\H‘HI!HIH‘H\I|HH|IH\|I|H‘|IH\HH]HII mm
E“d"‘ard""}@ Endocardial Major; d (2) = =A 1|.35 el
A+ BeT e e SSSEricardialdeco; d (1) =
Epicardial Areaj d (2).= HR: 437 BPM - A 40,5_'2 mm2
A 136,41 mm2 Epl(arT?'ﬂ’:‘ﬁ?i‘;;n:‘ @) = =253
c)
Heart Rate (BPM) Average Wall Thickness (mm) Fractional Area Contraction (%)
wT 474.5+/-15.7 0.46+/-0.02 17.8+/-2.7
D6-/- 495.0+/-13.5 0.39+/-0.02 9.3+/-0.8
p value 0.36 0.053 0.069
d)
Host BM Heart Rate (BPM) Average Wall Thickness (mm) Fractional Area Contraction (%)
wr wr 458.3+-32.1 0.41+/-0.02 16.82+/-2.7
wT D6-/- 442.4+-30.9 0.41+-0.03 17.2+/-2.3
p value 0.72 0.97 0.92
e)
Host BM Heart Rate (BPM) Average Wall Thickness (mm) Fractional Area Contraction (%)
wr wT 479.5+/-15.1 0.53+-0.01 16.4+/-1.9
wr CCR2-/- 478.2+/-13.1 0.56+/-0.04 20.9+/-2.3
D6-/- wr 480.0+/-22.45 0.44+/-0.02%* 9.6+/-1.6*
D6-/- CCR2-/- 483.6+/-11.6 0.55+/-0.05 18.0+/-0.7
p value ns **p<0.01 vs WTBM:WThost *p<0.05 vs WTBM:WThost

Supplementary figure IIl. a) Baseline cardiac function in D6-/- vs WT mice as assessed by M-mode
echocardiography; b) Representative B-mode echocardiography images of a WT and a D6-/- heart in
diastole, with delineation of endocardium and epicardium, at 14 days after MI. Additionall B-mode
echocardiographic measurements 14 days after MI in ¢) WT vs D6-/- mice; d) WT BM>WT Host vs
D6-/- BM>WT Host; e) WT BM>WT Host vs WT BM>D6-/- Host, CCR2-/- BM>D6-/- Host and

CCR2-/- BM>WT Host.
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Supplementary figure IV. Capillary density in the infarct border zone 14 days after infarction. a)
representative photomicrographs and b) quantitative analysis of Caveolinl+ capillaries per mm? in the

border zone of WT and D6-/- infarcts, 14 days after MI. Scale bar 50 micrometers, *p<0.05 vs WT (n=6
to 8)
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Supplementary figure V. Effect of leukocyte specific D6 deletion on MI inflammation.
7/4hi monocytes, 7/4lo monocytes and neutrophils infiltration in WT mice lethally irradiated
and reconstituted with WT (WT BM) or D6-/- (D6-/- BM) bone marrow cells, 7 days after MI

(n=5/group).
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