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Résumé

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique des grosses artéres a
localisation intimale. Elle est probablement la résultante d’une réaction inflammatoire mal
controlée ayant pour but initial d’éliminer I’accumulation anormale de lipides au niveau de
I’intima. Cette ¢élimination est exercé par les monocytes/macrophages, dont I’infiltration et
I’accumulation au niveau des Iésions sont une étape cruciale de I’inflammation chronique
locale provoquant en particulier la production de cytokines.

Les mécanismes moléculaires responsables de cette accumulation monocytaire impliquent
notamment les chimiokines et leurs récepteurs, acteurs clés de la mobilisation des leucocytes.
Les souris génétiquement invalidées pour certaines chimiokines comme CCL2 et CX3CL1 ou
pour leurs récepteurs respectifs sont partiellement protégées de 1’athérosclérose. Par ailleurs,
chez I’homme, des variations génétiques de CX3CRI sont associées a une réduction du risque
d’accidents cardiovasculaires. L’ensemble de ces résultats indiquent un role clé des
chimiokines inflammatoires dans I’athérogenése.

L’objectif de cette these était de tester I'utilisation d’inhibiteurs des récepteurs de chimiokines
comme outils thérapeutiques contre 1’athérosclérose. Dans ce but, notre laboratoire a
développé une molécule aux propriétés antagonistes du récepteur CX3CR1, marqueur utilisé
pour la caractérisation phénotypique des monocytes.

Nos travaux sur deux modeles murins d’athérosclérose mettent en évidence que le blocage de
CX3CRI1 par notre antagoniste réduit la taille des plaques d’athérosclérose formées sans
modifier leur composition cellulaire ni le taux de cholestérol plasmatique circulant. Cette
diminution est corrélée a une diminution du nombre d’une sous-population monocytaire
circulante spécifique, ainsi qu’a une diminution de leurs propriétés d’adhérence et de survie.
D’un point de vue curatif, I’antagoniste de CX3CRI1 est capable de limiter la progression des
plaques d’athérosclérose sans la prévenir totalement.

L’utilisation d’un outil ciblant spécifiquement le récepteur CX3CR1 nous a permis d’une part
de mieux comprendre le role de ce dernier dans les processus de monocytose et
d’athérogenése et d’autres part d’évaluer la faisabilité d’approches thérapeutiques visant a
limiter le nombre de monocytes infiltrant les 1ésions d’athérosclérose. Les perspectives de ces
travaux consistent d’une part a approfondir encore le réle de CX3CR1 dans la mobilisation
monocytaire, notamment au niveau de la moelle osseuse, et d’autre a utiliser 1’antagoniste
testé en association avec d’autres drogues ciblant les récepteurs de chimiokines impliqués

dans I’athérogenese, tels que CCR2 et CCRS.



Abstract

Atherosclerosis account for nearly 30% of death in industrialized countries. It is a
chronic inflammatory disease of the large arteries intima. It has been suggested that it is the
result of an uncontrolled inflammatory reaction secondary to an abnormal accumulation of
lipids in the intima. The lipid clearance is performed by monocytes / macrophages, Their
infiltration and accumulation in atherosclerotic lesions is a critical step of a local chronic

inflammation associated with an increased production of cytokines.

The molecular mechanisms of the generation of atherosclerotic lesions involve monocytes,
chemokines and their receptors which are key players controlling leukocytes mobilization.
Mice genetically invalidated for chemokines such as CCL2 and/or CX3CLI1 or their
respective receptors are partially protected from atherosclerosis. Furthermore, in humans,
genetic polymorphisms of CX3CRI1 are associated with a reduced risk of cardiovascular
events. Taken together, these results highlight a key role for inflammatory chemokines in

atherogenesis.

The aim of this thesis was to investigate wether inhibitors of chemokine receptors could play
a role as therapeutic tools against atherosclerosis. To this end, our laboratory had developed

an antagonist of CX3CR1, a crucial phenotypic and functional marker of monocytes.

Our work, on two murine models of atherosclerosis, demonstrates that blocking CX3CRI1 by
our antagonist reduces the size of atherosclerotic lesions. This decrease is correlated with a
lower number of circulating inflammatory monocytes, as well as a decrease in their adhesion
and survival properties. Therefore, CX3CR1 antagonist coud be able to limit the progression

of atherosclerotic plaques.

Targeting CX3CRI1 allowed us to understand the role of this receptor in the pathophysiology
of atherogenesis by its effects on circulating inflammatory monocytes and to evaluate the
feasibility of the use of this antagonist as a therapeutic tool to reduce atherosclerotic lesions.
Perspectives of this work are firstly to deepen the role of CX3CRI1 in monocyte mobilization,
especially from the bone marrow, and secondly to test this antagonist in combination with
others drugs targeting chemokine receptors involved in atherogenesis, such as CCR2 and

CCRS5 in order to better control the evolution of atherosclerotic lesions.




Préambule

Il était une fois des cellules spécialisées du systéme immunitaire appelées leucocytes.
Leur mobilisation stratégique au niveau des sites d’inflammation ou d’infection est 1’étape
décisive dans la mise en place de la réponse immunitaire. Tapies au plus profond des limbes
moléculaires, les chimiokines et leurs récepteurs sont connus pour étre les plus importants
régulateurs de la migration leucocytaire mais ils possédent également de nombreuses autres
fonctions (surveillance immunitaire, angiogenése, prolifération). De part leurs multiples
fonctionnalités, ces molécules sont impliquées dans de nombreuses batailles contre de
multiples envahisseurs (virus, bactéries, parasites...). Notamment, le couple unique et
légendaire CX3CRI1-CX3CL1, est impliqué dans 1’athérosclérose, le développement tumoral,
le sepsis et la dégénérescence maculaire liée a 1’age. Jouant selon le cas le rdle de justicier ou
de brigand, ses motivations profondes restent a déterminer. Les chimiokines et leurs
récepteurs se présentent naturellement comme des cibles thérapeutiques pour lutter contre les
multiples pathologies qui menacent I’humanité et I’univers en particulier.
Notre histoire commence le jour ou un antagoniste de CX3CR1 a été mis au point dans notre
laboratoire, le chevalier F1 était né. Le projet consistat a utiliser cette arme dans un mod¢le
murin d’athérosclérose, pathologie dont la progression est li¢e a la mobilisation leucocytaire.
La quéte ainsi pergue se résume a tenter de libérer la princesse monocyte prisonniére, malgré
elle, de la méchante plaque d’athérome. C’est ainsi que ma thése vit le jour. Son but ultime :
envoyer le chevalier F1 sauver la princesse monocyte de son destin pro-athérogéne et de sa
métamorphose en macrophage spumeux afin de détruire I’infame plaque d’athérome.
Avant toute chose, il est d’usage de présenter les principaux protagonistes. Aprés un premier
point généraliste et descriptif sur les chimiokines, leurs récepteurs et leurs roles
physiopathologiques, je décrirai la complexité et le role des monocytes ainsi que leurs
devenirs. Je présenterai ensuite des généralités sur la pathologie de 1’athérosclérose et les liens
connus entre elle et les acteurs susmentionnés.
Enfin arriveront I’intrigue principale de ce combat, les objectifs, les moyens mis en ceuvre et
les résultats sous forme d’article. S’ensuivra une discussion sur 1’ensemble de cette étude

jusqu’a arriver a sa conclusion et ses perspectives. Afin que meurt la béte !
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I Chimiokines et Récepteurs : principaux acteurs du
trafic monocytaire

1 Les chimiokines et leurs récepteurs.

La réponse immunitaire implique la migration et le recrutement approprié¢ de cellules
de ’'immunité innée et adaptative au niveau du tissu affecté afin qu’elles y effectuent leurs
fonctions de défense de ’organisme. Le mécanisme consensuel propose que les cellules
s’orientent et se déplacent en réponse a des gradients moléculaires de protéines
chimioattractantes et par une expression différentielle de molécules d’adhérence, vers un site
donné. Ce phénomene appelé chimiotactisme est trés largement caractérisé in vitro mais sa
relevance in vivo est nettement moins évidente. Outre ce role dans la défense de I’organisme,
la migration cellulaire est un phénomene essentiel a I’homéostasie du systéme immunitaire et
d’une facon plus générale au développement tissulaire ainsi qu’a I’organogenése (Raman et

al., 2011; Schall and Proudfoot, 2011).

De nombreuses molécules gouvernent le chimiotactisme des cellules eucaryotes. Chez les
mammiferes, les signaux extracellulaires principalement impliqués dans la migration des
leucocytes sont les cytokines. Ce sont des protéines de petite taille spécialisées dans la

communication cellulaire. Certaines sont destinées a promouvoir la migration cellulaire et

sont regroupées dans la famille des cytokines chimioattractantes ou chimiokines (CK).

Les CK se distinguent des autres cytokines par leur taille, leur structure, leur composition, la
nature de leurs récepteurs et par leurs fonctions. Depuis leur clonage dans les années 1980-
1990, de nombreuses études ont permis de mettre en évidence leur réle dans 1’orchestration
des mouvements cellulaires, ’activité des leucocytes, le maintien et le contrdle de I’intégrité
du soi et également au cours de la réponse immunitaire dans la reconnaissance du non-soi
(Charo and Ransohoff, 2006; Richmond, 2011). Cependant, leur activité ne se limite pas a ces
domaines puisqu’on leur attribue aussi d’autres roles notamment dans 1’angiogenése
(Heidemann et al., 2003), et dans I’apoptose des cellules immunitaires (Landsman et al.,

2009).
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1.1 Classification et nomenclature

Les CK sont donc de petites molécules polypeptidiques de 70 a 130 AA soit de 8 a 14
kDa. Elles exercent leurs actions en se fixant sur un récepteur membranaire (RCK). On
compte chez I’homme plus de 50 chimiokines différentes (Zlotnik and Yoshie, 2012).

Les chimiokines :

Le nom des CK n’était initialement soumis a aucune nomenclature ce qui a eu pour
conséquence la description d’'une méme molécule sous différents noms. Par exemple une
méme molécule pouvait étre nommée RANTES, D17C136E, SCYAS, SISd, TCP228 et est a

présent référencée sous le nom unique CCLS.

En 2000, il a été décidé d’établir une nomenclature des membres de la famille des CK basée
sur la présence et I’espacement des deux premiers résidus cystéines conservées en position N-
terminale, (Zlotnik and Yoshie, 2000). Quatre sous-familles ont été ainsi été proposées

(figure 1) :

* La sous-famille des CC CK pour lesquelles les deux cystéines sont adjacentes,

composée de 28 membres.

* La sous-famille des CXC CK pour lesquelles les deux cystéines sont séparées par un

acide aminé, composée de 17 membres.

e La sous-famille des C CK ne présente qu’une seule cystéine en N-Terminale. Cette

sous-famille ne compte que deux membres : XCL1 (lymphotactine alpha) et XCL2
(lymphotactine beta).

e La sous-famille CX3C CK : pour laquelle les deux cystéines en N-terminale, sont

séparées par 3 acides aminés. Il n’existe actuellement qu’un seul membre dans cette

sous-famille : la fractalkine ou CX3CL1.
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Figure 1 : Les 4 familles de CK/RCK, leur classification et leurs expressions leucocytaires
(D’apres Rostene et al, Nature Reviews 2007 et Montovoni et al, Trends Immunol 2004)

Les récepteurs de chimiokines :
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Si les cellules productrices des CK sont multiples et diverses (cellules endothéliales,

¢épithéliales, stromales, hématopoiétiques, neurales

...), les cibles cellulaires sont plus

restreintes et sont principalement des cellules issues de la lignée hématopoiétique. Les

récepteurs sont exprimés a la surface de la plus part des leucocytes (Mantovani et al., 2004).

Les RCK appartiennent a la super famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires

couplés aux protéines G. La classification des RCK est basée sur leur spécificité a se lier aux

CK. Ainsi on distingue 10 CC récepteurs (CCRs) qui se lient aux CC CK, 7 CXC récepteurs
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(CXCRs), XCR1 qui reconnait spécifiquement XCL1 et enfin CX3CRI1 qui fixe CX3CL1
(figure 1).

Des récepteurs capables de lier des CK de toutes les classes ont plus récemment été identifiés
mais ceux-ci ne semblent pas déclencher de signaux classiques d’activation telle la libération
de calcium (ou le flux calcique). Ainsi les récepteurs D6 et Dufty ne possedent pas le motif
DRY (Asp-Arg-Tyr), motif commun aux RCPG de classe A nécessaire au couplage de la
protéine G. Non-couplés aux protéines G, ils ne sont pas pour autant silencieux comme
initialement décrit. Il a ét¢ mis en évidence que ces récepteurs utilisent des voies de

signalisation passant par les arrestines ou I’'ubiquitine et Mdm?2 (Rajagopal et al., 2010).

Les CK possédent un peptide signal permettant leur transport et leur sécrétion dans le milieu
extra cellulaire sous forme de molécules solubles. De fagon intéressante, CX3CL1 et
CXCL16 sont les seules CK connues a ce jour retrouvées sous les formes membranaires et

solubles.

Classification fonctionnelle :

Les CK et leurs récepteurs peuvent également étres classés selon certaines fonctions.

En effet, 4 grandes fonctions ont été distinguées (figure 2) :

- Les CK dites inflammatoires sont inductibles et sont produites en cas d’inflammation
ou d’infection, par le tissu lui-méme (endothélium vasculaire, épithélium) ou par les
leucocytes (macrophages, polynucléaires neutrophiles, lymphocytes T...) (Baggiolini,

1998; Mahalingam and Karupiah, 1999).

- Les CK dites homéostatiques sont impliquées dans le développement et la physiologie
normale. Elles sont produites au niveau des organes lymphoides mais aussi de la peau
et des muqueuses. Elles sont impliquées dans la circulation des cellules essentielles a

I’hématopoiese et la surveillance immunitaire.

- Les RCK atypiques, généralement «silencieux», agissent comme des régulateurs

négatifs en réduisant le niveau de concentration locale des CK.

- Les CK « virales » peuvent étre reconnues par des récepteurs viraux et permettent au
pathogene de controler et de détourner la réponse immunitaire liée a l'infection. Par

exemple dans ce but, le virus de 1’herpés HHVS8 produit 3 chimiokines virales de type
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CC (viral Macrophage Inflammatory Proteins) capables de se fixer sur un grand
nombre de RCK (Murphy, 2001). Réciproquement, certains virus possédent également
des génes codant des RCK (Rosenkilde et al., 2008; Vischer et al., 2006 )

CCL5,7,11,13,15,24.26,28
CCL2,7,8,12,13 CClL2,35,17,22

CCL3,4,5,7,14,15,16.23 CCL3A58

CXC19,10,11 \ @ @ @ @ CCL19.21
\ /
N\ ,/

CCL1,4.17

_CCL27,28

- XC1,2

CXCL15.7 CXCL16

Figure 2: Classification fonctionnelle des CK et RCK (D ‘apres Fran Balkwill, Nature
Reviews 2004)

La diversité des CK et des RCK forme un réseau complexe de molécules capables de
moduler finement les interactions cellulaires. Au sein d’une sous-famille, une CK peut se lier
a différents récepteurs et un récepteur a plusieurs CK. Cette propriété porte le nom de
« redondance ». Par exemple, les récepteurs CCR1 et CCR3 sont capables de reconnaitre
chacun 8 ligands différents. A I’inverse, il existe également des récepteurs spécifiques

capables de se lier a une seule CK ; c’est le cas des récepteurs CCR6, CCR9, CX3CRI1,
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CXCR4 et CXCR6 ; ils sont dit monogames. Cette redondance peut expliquer que 1’absence
de gene codant pour des CK ou leurs récepteurs ne se traduisent pas nécessairement par des
anomalies dans les mode¢les de délétion génétique.

Cependant cette caractéristique n’est pas bien comprise. La sensibilit¢ d’'un RCK a ses
différents ligands chimiokiniques est variable ; en outre, la nature et le niveau d’expression
des chimiokines sont dépendants du tissu, ce qui implique une régulation plus fine et
spécifique du recrutement leukocytaire. D’autre part, certaines CK peuvent avoir une activité
agoniste sur un récepteur donné et antagoniste pour un autre (Loetscher and Clark-Lewis,
2001). Par exemple, CCL7 est agoniste pout les récepteurs CCR2 et CCR1 et antagoniste pour
le CCRS. Ces notions complexifient le réseau fonctionnel des CK et leur apparente
redondance. Les raisons avancées pour ce phénomene sont multiples mais une hypothese est
que le systéme des CK a di évoluer pour lutter contre les récepteurs « leurre » développés par

de nombreux pathogenes pour controler la réponse de 1’hote (Alcami, 2007).

1.2 Structure protéique

Les Chimiokines :

En 1995, Clore et Gronenborn proposerent la premicre résolution tridimensionnelle
des CK révélant ainsi les similarités structurales entre les différentes sous-familles des CK
(Clore and Gronenborn, 1995). Il est établi depuis que les sous familles de CK possédent une
structure commune. Les CK sont formées d’une partie N-terminale non-structurée précédant
la premiére cystéine, de trois brins 3 séparés par de petites boucles et d’une partie C-terminale
en forme d’hélice aprés la dernieére cystéine (Crump et al., 1997). Cette structure est
maintenue par deux ponts disulfures (figure 3a). Les CC-CK et les CXC-CK présentent de
fortes similarités au niveau de leur structure secondaire et tertiaire en raison de la forte
conservation de leur composition en acides aminés. Cependant CX3CL1 et CXCLI16
posseédent une forme particuliére avec un long prolongement a leur extrémité C-terminale, une
hélice transmembranaire et un petit domaine intra-cytoplasmique leur permettant d’étre
produites a la membrane.

Les récepteurs de chimiokines :

Les RCK sont composés de 7 domaines transmembranaires organisés en hélices o, de

3 boucles hydrophiles extracellulaires, de 3 boucles intracytoplasmiques, d’un court domaine
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N-terminale extracellulaire et d’une queue C-terminale intracellulaire (Lodowski and
Palczewski, 2009). La structure tertiaire des RCK n’est pas réellement ¢lucidée, ce qui est
principalement due a la difficulté de cristalliser des protéines membranaires. A ce jour, seule

la structure tridimensionnelle du CXCR4 est connue (Wu et al., 2010) (figure 3b).

a C
{ e
\/J N
Monomer
S !
IL-8 (CXCL8) MIP-1B3 (CCL4) PF-4 (CXCL4) Fractalkine (CX5CL1)
b

Quaternary Structure

Figure 3 : Exemples de structure tertiaire et quaternaire de chimiokines (a). Structure
tertaire de CXCR4 (b). (D apres Fernandez EJ and Lolis E, Annu Rev Pharmacol Toxicol
2002 et Wu B et al, Science 2010)
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Oligomérisation :

Les CK et les RCK semble exercer leur fonction sous forme de monomeére ; néanmoins, en
fonction de leur concentration, du pH et de la force ionique, ils sont capables de
s’oligomériser.

Les RCK peuvent former des diméres ou des oligomeres non-covalents. Ainsi CCR2, CCRS,
CXCR4 et CX3CRI1 formeraient des homodiméres (Benkirane et al., 1997; Darbandi-Tehrani
et al., 2010; Lapham et al., 1999; Rodriguez-Frade et al., 1999; Vila-Coro et al., 2000 ). La
fonction de ces oligoméres reste obscure. Il a ¢ét¢é montré que I’hétérodimérisation
CCR2/CCRS5 entrainerait 1’inhibition de la fixation de CCL2 sur CCR2 (Springael et al.,
2006).

Dans le cas des CK, des études sur CXCLS8 ont montré que sa forme dimeére est capable de se
fixer au récepteur montrant ainsi que la région d’interface du dimere ne joue pas de réle dans
I’activation du récepteur (Paolini et al., 1994). Handel et al. ont mis en évidence 1I’importance
de I’oligomérisation des chimiokines pour leur activité in vivo. Ainsi, ils montrent que leur
variant de CCL2, P8A-CCL2, tirerait son activité anti inflammatoire de son incapacité a

s’oligomériser (Handel et al., 2008).

L’impact physiologique de 1’oligomérisation des CK et des RCK n’est pas encore clairement
défini et finalement la structure de ces protéines, plus particulierement des CK, se différencie

les unes des autres principalement par cette capacité a s’oligomériser.

1.3 Reconnaissance ligand-récepteur et transduction du signal

Les CK se lient a leur RCK avec des affinités différentes selon le couple considéré,
mais elle est généralement de 1’ordre du nanomolaire. L’interaction RCK-CK met en jeu deux
sites de liaison : le premier site est une boucle située au niveau du deuxiéme et du troisiéme
résidu cystéine de la CK, région d’interaction de faible affinité, qui se lie a I’extrémité amino-
terminale extracellulaire du RCK. Le second site de liaison met en oeuvre la partie N-
terminale de la CK, situé avant le premier résidu cystéine, qui interagit avec les premieres et
secondes boucles extracellulaires du récepteur. La région N-terminale est la partie la plus
variable des CK et est déterminante pour I’affinité et la spécificité de la liaison ligand-
récepteur (figure 4). Elle est également indispensable a 1’induction d’un signal de

transduction (Moser and Willimann, 2004).
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Figure 4 : Représentation schématique générale du modele d’interaction CK-RCK
(D’apres Rajagopalan L, J Biol Chem 2004)
La fixation du ligand sur son récepteur spécifique entraine une cascade de signalisation
dépendante de la nature de la protéine G et des effecteurs activés (figure 5). Il existe
différents types de protéine G mais les RCK sont principalement associés aux protéines de
type Go/i qui sont sensibles a la toxine pertussique (PTX) (Damaj et al., 1996; Thelen, 2001).
Les voies de transduction du signal sont différentes selon le type cellulaire (Locati et al.,
2001) et selon la CK activatrice (Mueller et al., 2006). La majorité des CK active la voie de la
phospholipase C (PLC). La PLC produit de I’inositol trisphosphate (IP3) et du diacylglycérol
(DAG) a partir du phosphatidylinositol 4.5-bisphosphate (PIP2). L’IP3 mobilise le calcium
des stocks intracellulaires. Cette réponse calcique est d’ailleurs couramment utilisée dans
I’¢tude de ID’activation des RCK. Ces activations déclenchent d’autres ¢léments de
signalisation, comme 1’inhibition de 1’adénylate-cyclase, I’activation de la voie des MAP
kinases, qui participent aux réponses cellulaires comme la dégranulation, la libération

d'anions superoxydes et le chimiotactisme.(Murdoch and Finn, 2000).

Certaines études avancent que dans des cas particuliers, la signalisation des RCK ne passe pas
par les protéines G, la transduction serait insensible a la PTX et conduirait au recrutement et a
I’activation de la voie Jak-Stat (Vila-Coro et al., 1999). Ces signaux indépendants des
protéines G feraient intervenir les arrestines et joueraient un role particuliérement important

dans la fonction chimiotactique. Cela reste a approfondir (Kraft et al., 2001; Sun et al., 2002).
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Figure 5: Représentation simplifiée des cascades de signalisations induites par la
fixation d’une CK sur son récepteur.

Le chimiotactisme est associ¢ a des changements rapides dans la morphologie cellulaire. Ces
modifications résultent de la formation de lamellipodes, [’activation des cycles de
polymérisation / dépolymérisation des filaments d’actine, ’expression en surface des
intégrines leucocytaires ainsi que ’interaction de ces dernic¢res aux molécules d’adhérence
cellulaire (Parsey and Lewis, 1993; Yan and Jin, 2012). Apres son activation, le récepteur est
internalisé et la cellule subit une période réfractaire pendant laquelle elle ne peut plus
répondre & une CK par le méme récepteur. Ce mécanisme joue certainement un rdle
déterminant dans le controle du trafic, de la migration et de la rétention des leucocytes au

niveau des tissus (Neel et al., 2005).

1.4 Réles physiologiques du réseau chimiokinique

Le rdle le plus reconnu du systéme CK est de coordonner le trafic leucocytaire, mais il
est également impliqué dans le développement embryonnaire et dans le maintien et la
régulation d’un grand nombre de processus physiologiques notamment la surveillance

immunitaire, la prolifération cellulaire, I’apoptose et 1’angiogeneése.

a. Homéostasie/ Surveillance immunitaire

Au-dela de D'orchestration de la migration des leucocytes, les CK homéostatiques

possedent de nombreuses autres fonctions (figure 6) (Zlotnik and Yoshie, 2000). Elles sont
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par exemple impliquées dans I’organogenése. En effet, les chimiokines possédent un role clé
dans la migration des cellules souches a travers le corps: elles dirigent la migration des
cellules souches engagées a 1’endroit ou ’organe se développe (Doitsidou et al., 2002),
favorisent I’angiogenése et ont un rdle directe sur la prolifération cellulaire (cf. ci-dessous).
Des études menées chez le poisson zeébre ont ainsi révélé que la présence de CXCR4 est vitale
pour la mise en place du cceur, de la moelle osseuse et du systéme nerveux centrale (Zou et
al., 1998).

Les chimiokines homéostatiques sont également impliquées dans la mise en place des organes
lymphoides secondaires et dans 1’homéostasie des monocytes circulants qui participent a la
surveillance immunitaire. Le couple CCR7-CCL21 est nécessaire pour l'entrée et le
recrutement des cellules T naives dans les ganglions lymphatiques, et CXCRS régit l'entrée et
le recrutement des cellules B dans les ganglions lymphatiques (Hardtke et al., 2005). Dans la
moelle osseuse, le couple CCR2-CCL2 gouverne la sortie des monocytes vers le sang en

condition inflammatoire ou non (Serbina and Pamer, 2006) (Combadiere et al., 2008).
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Figure 6 : Illustration des principaux axes de circulations cellulaires régies par les
chimiokines homéostatique en condition normale. (D apres Zlotnik A et al, Nature Reviews

Immunol 2011)
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b. Migration et recrutement au site inflammatoire

Dans les années 90, le modele proposé pour le recrutement des leucocytes au site
spécifique comportait 3 étapes : 1-le « rolling » des leucocytes dépendant des sélectines, 2-
leur activation par les CK et 3- leur arrét au niveau de 1’endothélium par I’intermédiaire des
intégrines (Butcher, 1991; Springer, 1995). Depuis de nombreuses études ont permis de mieux
définir les étapes décrites par le modele original, et d’identifier un certain nombre d’étapes

supplémentaires, qui sont décrites de maniére synthétique ci-dessous.

1: Les leucocytes « roulent » sur les cellules endothéliales activées. Cela est possible par
I’action des récepteurs PSGL (P selectin glycosylated ligand) exprimés sur les leucocytes qui
reconnaissent les sélectines endothéliales (plus particuliecrement les E- et P- selectines)
(Kansas, 1996 ; Lawrence and Springer, 1991). Ces liaisons se forment et se rompent
continuellement faisant ainsi ramper les monocytes au niveau de la paroi endothéliale. On
distingue plus précisément deux phases de «rolling». Lors de la premicre phase, les
leucocytes voient leur vitesse diminuer de 50 a 100 fois par rapport aux leucocytes circulants :
leur vitesse tombe a 10-20 mm/sec (E-selectin). Lors de la seconde phase, leur vitesse va
encore ralentir et passer a 5 mm/sec (P-selectin), on parle alors de « slow rolling » (figure
7a).
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PECAMI
Selectins SRC kinases CcD99
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Figure 7: Représentation du recrutement des monocytes au niveau de I’endothélium. (a)

Capture et slow rolling, (b) arrét (c) adhésion, diffusion et crawling intravasculaire, (e)

transmigration paracellulaire et transcellulaire. (D apres Ley K et, Nature Reviews 2007)
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2 : Cette suite de ralentissements préalables des leucocytes permet 1’activation d'autres
molécules de reconnaissance de I'endothélium et conduit & une adhérence ferme des
leucocytes sur la paroi.

Au cours de l'inflammation, les cellules endothéliales activées par des cytokines
inflammatoires, expriment des molécules d'adhésion et secrétent des CK. Les intégrines, plus
particulierement CD18, LFA-let VLA-4, semblent étre les plus impliquées (Evans et al.,
2009; Springer, 1990). En outre, certaines CK peuvent provenir du clivage protéolytique au
niveau des mastocytes activés et des plaquettes circulantes (figure 7b). Ces CK sont ensuite
présentées a la surface luminale de D’endothélium par [Dintermédiaire des
glycosaminoglycanes (GAG) et participent a 1’efficacité du recrutement des leucocytes. Ainsi,
les plaquettes déposent CCLS, CXCL4 et CXCLS3, sur I'endothélium enflammé et déclenchent
l'arrét du roulement des MO (Huo et al., 2003; von Hundelshausen et al., 2001). Les CK sont
de puissants activateurs des intégrines, elles favorisent leur activation et régulent leur affinité
pour un type cellulaire donné en augmentant leur valence (Constantin et al., 2000; Laudanna

et al., 2002).

3 : Le signal déclenché par la fixation des CK sur leurs récepteurs conduit a une activation
rapide des intégrines présentes a la surface des leucocytes et donc a I’arrét de ces derniers.
D’autres molécules sont également impliquées dans ce mécanisme comme les molécules de la
super famille des immunoglobulines (VCAM-1, ICAM-1, MadCAM-1) qui permettent I’arrét
des lymphocytes, des monocytes (MO) et des neutrophiles au niveau de la paroi vasculaire

(Lefort and Ley, 2012; Long, 2011).

4 : La migration transendothéliale des leucocytes est la derni¢re étape du processus de
migration vers les tissus enflammés et peut se produire avec un minimum de perturbations
structurelles pour la cellule. Avant de traverser la barriere endothéliale, les neutrophiles et les
MO « scannent » l'intérieur des vaisseaux sanguins, sous I’action des intégrines MACI- et de
ICAMI (Phillipson et al., 2006), a la recherche d’un site de transmigration. On parle alors de
« crawling » intraluminal (figure 7¢). Dans cette étape encore, les CK pourraient avoir un role
dans le déclenchement de la transmigration des leucocytes (Cinamon et al., 2004) (figure 7d).
Ces observations mettent en évidence une nouvelle complexité du recrutement des leucocytes
au niveau du tissu enflammé qui ne dépend pas uniquement du réseau des molécules

d’adhérence cellulaires mais également du réseau CK, dont le niveau d’expression et
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d’affinité régule D’activation des intégrines et donc 1’adhérence des sous-populations

leucocytaires.

c. Prolifération cellulaire et apoptose

Outre leur réle dans le recrutement cellulaire, les CK sont impliquées aussi dans la
régulation de la prolifération cellulaire et le contrdle de la mort cellulaire programmée ou

apoptose. Ces implications ont une grande importance au niveau de I’hématopoicse.

L’importance des CK dans la prolifération cellulaire est particulierement mise en évidence par
le réle de CXCL12 dans le trafic des cellules souches hématopoiétiques (CSH). Cette CK dont
le récepteur est CXCR4 est synthétisée par les cellules stromales de la moelle. L’invalidation
de son géne dans la souris est létale : elle provoque un déficit majeur de 1’hématopoicse
médullaire alors que 1’hématopoic¢se du foie feetal est normale (Tachibana et al., 1998). En
I’absence de CXCR4, les CSH gardent leur fonction hématopoiétique mais les précurseurs
dérivés de leur différenciation migrent prématurément dans le sang. En effet, le couple
CXCR4-CXCLI12 participe a la rétention des précurseurs hématopoiétiques au niveau des
niches médullaires et régule ainsi la prolifération cellulaire des cellules hématopoiétiques. A
I’inverse, des CK telle que CCL3 (dont le récepteur est CCRS) sont capables d’inhiber
directement la prolifération des CSH en agissant sur le récepteur CCRS (Loetscher and Clark-

Lewis, 2001).

L’invalidation chez la souris du géne codant pour CCR7 entraine un défaut de migration vers
les sous-compartiments du thymus et de ce fait un défaut de prolifération et de production de

lymphocytes matures (cortex et médulla) (Misslitz et al., 2004; Ueno et al., 2004).

Des ¢études récentes ont montré 1’implication de CCRS et CX3CR1 dans 1’apoptose cellulaire.
Ainsi le récepteur CCRS5 est a la fois impliqué dans 1’apoptose et la prolifération. Ces deux
fonctions apparemment contradictoires d’un méme RCK s’expliqueraient par un effet
dépendant de la concentration: il y aurait prolifération en réponse a des quantités
nanomolaires de CCLS5 et apoptose en réponse a des quantités micromolaires (Murooka et al.,
2006). Par ailleurs, CX3CL1 agit sur la prolifération des cellules musculaires lisses humaines
(White et al., 2010) et possede, un effet anti-apoptotique sur les MO lui conférant un réle

important dans la survie monocytaire (Landsman et al., 2009).
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d. Angiogenése

L'angiogenése est le processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins sont
générés et mis en place. C'est un phénomeéne fondamental lors du développement
embryonnaire, lors des processus cicatriciels, mais aussi lors de la croissance tumorale et de la
dissémination métastatique. De nombreuses études ont mis en évidence les interactions
complexes entre les cellules endothéliales et les cellules du systéme immunitaire telles que les
macrophages (MP) dans le contrdle de ce processus. Les CK jouent un role important dans la
coordination de ces interactions via des mécanismes directs au niveau des cellules
endothéliales ou indirects en déclenchant la sécrétion des facteurs pro angiogéniques comme

VEGF.

En 1990, Maione et al découvraient que CXCL4 inhibe la prolifération des vaisseaux
sanguins dans le modéle de la membrane chorioallantoidienne de poulet (Maione et al., 1990).
En 1992 Strieter et al ont découvert I’effet angiogénique de CXCLS. Suite a ces découvertes,
de nombreuses études se sont concentrées sur la famille des CK « CXC ». Celles-ci peuvent
étre subdivisées en deux sous catégories selon la présence ou non des acides aminés Glu(E)-
Leu(L)-Arg(R) a leur extrémité N terminale. Les CK ELR+, comme CXCLS, ont des
propriétés pro-angiogéniques alors que les ELR-, comme CXCL4, possedent des propriétés
angiostatiques (Strieter et al., 2005) (Tableau I). La suite a révélé que cette classification
n’est pas absolue. En effet, par exemple CXCL12, qui est une CXC CK ELR- agit comme

facteur angiogénique in vivo (Salcedo et al., 1999).

Les CK peuvent agir sur l’angiogenése en activant la production de facteurs pro-
angiogéniques, comme les métalloprotéinases, responsables de la dégradation de la matrice
extracellulaire, ensemble des molécules extracellulaire du tissu conjonctif ou des autres tissus,
(Parks et al., 2004) ou en induisant la migration et la prolifération des cellules endothéliales

(Middleton et al., 2004).
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Systematic name Human ligand | Mouse ligand | Receptor
Angiogenic

CXCLI Gro-ut KC CXCR2
CXCL2 Gro-p MIP-2 CXCR2
CXCL3 Gro-y MIP-2 CXCR2
CXCLS ENA-78 LIX CXCR2
CXCLs GCP-2 - CXCR2
CXCL7 NAP-2 - CXCR2
CXCL8 IL-8 - CXCR2
CcCL2 MCP-1 JE CCR2
Angiostatic

CXCL4 PF-4 PF-4 CXCR3B, *
CXCL9 Mig Mig CXCR3B
CXCLIO IP-10 IP-10 CXCR3B
CXCLII I-TAC |-TAC CXCR3B
CXCLI2 SDF-1 SDF-1 CXCR4
CXCLI4 BRAK BRAK !

* additional receptors may be involved (see text); !, undefined receptor.

Tableau I : Classification des CK impliquées dans I’angiogénése. (D ‘aprés Mehrad B et
al, Thromb Haemost 2007)

L’inactivation de CXCR2, récepteur d’une CK ELR+ (CXCLS), a mis en évidence le rdle de
ce RCK dans I’angiogenése et le développement tumoral dans le cancer du poumon, de
';esophage (Keane et al., 2004; Wang et al., 2006; Wislez et al., 2006) et du carcinome rénal
(Mestas et al., 2005). CXCR?2 est également nécessaire au processus cicatriciel en participant
a la reconstruction de 1’épithélium et a la néovasculation (Devalaraja et al., 2000) via le
recrutement des neutrophiles et des MP au niveau de la plaie. A I’inverse, les ligands de
CXCR3 (CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11) ont des propriétés angiostatiques in vivo
(Angiolillo et al., 1995; Strieter et al., 1995). Ainsi, la surexpression de CXCL4 bloque la

progression tumorale et la formation des métastases (Tanaka et al., 1997).

La régulation de I’angiogenése est aujourd’hui un axe thérapeutique de premicre importance
dans la lutte contre les pathologies vasculaires comme les ischémies ou I’athérosclérose.
L'utilisation de facteurs de croissance endothéliaux, comme le VEGF pourrait faciliter la
revascularisation des territoires occlus. Plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours
(Tie and Desai, 2012) et I'utilisation des CK dans le contrdle de ce processus fait 1’objet de

nombreuses études prometteuses.
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Ainsi le réseau CK est un systéme complexe impliqué dans de nombreux processus
pathologiques, offrant ainsi une grande source de nouvelles cibles thérapeutiques. De

nombreuses études portent actuellement sur des antagonistes du réseau CK-RCK.

1.5 Antagonistes

De nombreuses compagnies pharmaceutiques et biotechnologiques déploient depuis
des années de grands efforts de recherche pour identifier de nouveaux médicaments luttant
contre le dysfonctionnement du systéme immunitaire. Les GPCRs sont la cible de prédilection
des industries pharmaceutiques : en effet 30% des médicaments commercialisés sur le marché
américain agissent sur ces GPCRs et ils font parti des meilleures ventes de médicaments. Les
RCK de part leur implication dans de nombreuses pathologies et leur expression a la surface
des cellules de I’immunité (Horuk, 2009) (Tableau II) ne sont pas des cibles inconnues pour
I’industrie pharmaceutique. Le principal axe de recherche est basé¢ sur 1’inhibition des
récepteurs aux CK. Les molécules antagonistes des RCK jusqu’ici étudiées peuvent étres

classées en deux catégories, les agents anti-rétroviraux d’une part et les agents anti-

inflammatoires ou auto-immuns d’autre part.

Receptor  Immune-cell expression Disease involvement

CCR1 [ cell, MK cell, eosinophil, basophil, M5, RA, psoriasis, organ transplant,
neutrophil, monocyte/macrophage. renal fibrosis, multiple myeloma,
dendritic cell endometriosis

CCR2 MK cell, basophil, neutrophil, B cell, M5, RA, atherosclerosis, type 2
monocyte/macrophage diabetes and obesity, lupus

CCR3 Eosinophil, basophil, T cell, monocyte/ Asthma and allergic rhinitis
macrophage

CCR4 Dendritic cell, NK cell, basophil, Asthma and atopic dermatitis
monocyte/macrophage

CCRS I cell, MK cell, B cell. monocyte/ M5, RA, organ transplant, nephritis,
macrophage, dendritic cell 1BD, HIV

CCRS I cell, monocyte/macrophage, Asthma, atopic dermatitis, psoriasis
dendritic cell, B cell

CCR9 I cell IBD, Crohn's

CCR10 I cell Atopic dermatitis and cancer

CXCR2 Meutrophil, eosinophil, mast cell, COPD, emphysema, ischaemia,
monocyte/macrophage psOriasis

CXCR3 T cell, monocyte/macrophage, NK cell, M5, RA, organ transplant, asthma,
B cell diabetes, psoriasis

CXCR4 I cell, neutrophil, mast cell, eosinophil, HIV, cancer
basophil, monocyte/macrophage,
dendritic cell, B cell

CX.CR I cell, NK cell, monocyte/macrophage M5, atherosclerasis, macular

Lll"[] eneration

*Information in this table was compiled from REFS 25, 70 COPD, chronic obstructive pulmonary disease;
IBD, irritable bowel syndrome; M5, multiple sclerosis; MK, natural killer; RA, rheumatoid arthritis.

Tableau II : Expression des RCK sur les cellules immunitaires et leurs implications
dans les pathologies inflammatoires. (D apres Horuk R, Nat Rev Drug Discov 2009)
Légende : COPD : la maladie pulmonaire obstructive chronique; IBD : syndrome du cdlon
irritable; MS : sclérose en plaques; RA : arthrite rhumatoide.



Malgré toutes les recherches et les moyens mis en ceuvre, il n’existe actuellement que deux
antagonistes des RCK approuvés et mis sur le marché ; le maraviroc (Celsentri® Pfizer), le
plus connu, antagoniste du récepteur CCRS5 (Fatkenheuer et al., 2005) et le plerixafor
(Mozobil® Genzyme) antagoniste du récepteur CXCR4 (De Clercq Antimicrob Agents
Chemother 1994). Le maraviroc est une petite molécule qui inhibe 1’entrée du VIH-1 dans la
cellule en bloquant l'interaction entre le virus et le récepteur CCRS5 des cellules hotes. C’est le
premier médicament a cibler la cellule hote et non pas le virus. Aprés de nombreuses études
cliniques, il a été approuvé par les autorités sanitaires aux Etats-Unis pour le traitement des
patients infectés par le virus VIH-1 a tropisme CCRS, en combinaison avec des agents anti-
rétroviraux, depuis Aotit 2007 et en Europe en Septembre 2007. Peu de temps apres, en 2008
aux Etats-Unis et en 2009 en France, le plerixafor fut accepté sur le marché a son tour. C’est
une petite molécule utilisée dans le traitement des lymphomes et des myélomes multiples. En
association avec du G-CSF, il permet la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques
dans le sang périphérique en vue d’une collecte pour une autogreffe (Uy et al., 2008). De
nombreuses études sont actuellement en cours pour déterminer si ces molécules pourraient

étre utilisées dans d’autres pathologies inflammatoires.

De multiples études cliniques portant sur des antagonistes ont ét¢ menées mais la grande
majorité a échoué en phase II des tests cliniques. Trois antagonistes non-peptidiques de CCR1
ont ét¢ développés ; I'un par Pfizer (CP-481,715), un autre par Millenium (MLN3897) et le
dernier par Berlex/Shering (BX471) pour tenter de lutter contre I’arthrite rhumatoide. Ces
trois molécules avaient des résultats prometteurs sur des modeles de rongeurs, mais n’ont pas
montré d’efficacité significative en essais cliniques de phase II. Pour les mémes raisons,
Merck a échoué dans I’essai clinique de son antagoniste de CCR2, MK-0812 contre I’arthrite
rhumatoide et la sclérose en plaque et également Amgen/Tularik avec 1’antagoniste de
CXCR3, AMG-487, contre le psoriasis. Ces échecs ne démotivent pas pour autant les
chercheurs et les compagnies pharmaceutiques qui continuent a mettre au point des
antagonistes des RCK. Deux antagonistes, un contre CCR9 de Chemocentrix et un contre
CXCR4 de Genzyme sont actuellement en attente de résultats en essai clinique de phase III.

(Tableau III).

Du coété préclinique, de nombreuses recherches ont abouti a la découverte de nouveaux
antagonistes qui pourront éventuellement faire 1’objet d’étude clinique. Ainsi I’AMD11070

antagoniste de CXCR4, est la premic¢re molécule pharmacologique biodisponible oralement
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pour lutter contre le VIH (Mosi et al., 2012). On attend aussi le développement des études sur
les premiers antagonistes de CCR8 (Connolly et al., 2012) et de CXCR7 (Sartina et al., 2012).
Les échecs des essais cliniques mettent une fois de plus en évidence la grande limite entre les
recherches précliniques menées principalement sur des rongeurs et les essais menées chez
I’homme. Les cellules humaines et murines ont des profils d’expression des RCK différents et
ne présentent pas nécessairement la méme affinité pour I’antagoniste. Cela peut entrainer des
problémes de cible, d’affinité et de dosage lors du passage aux essais sur I’homme. De plus, la
multitude de RCK impliquées simultanément dans une pathologie, par exemple CCRS5, CCR2,
CCRI et CX3CRI1 dans I’athérosclérose, peut expliquer a elle seule pourquoi un antagoniste
unique pour un récepteur spécifique ne peut pas induire une réponse efficace et suffisante.
L’alternative serait d’utiliser des antagonistes ayant des cibles multiples spécifiques, ce qui

fait actuellement I’objet de recherches pré-cliniques (Kakuta et al., 2012).
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Receptor
CCR1
CCR1
CCR1

CCR1
CCRZ2

CCR2
CCR?
CCR2
CCR2
CCR3
CCR3

CCR3

CCR4
CCRS
CCRS
CCRS

CCRS

CCRS
CCRS
CCRO

CXCR1/
CXCR?

CRCR1S
CXCR?
CXCR?
CXCR3

CXCR4

Company
Berlex/Schering
Millernium
Plizer

ChemoCentry=
Millennium

Incyte
ChemoCentryx
Merck

Plizer

Topigen
ClaxoSmithKline
Bristol—Myers
Sqquibily

Amgen

Plizer

Plizer

Schering—
Plowsgh

GlaxoSmithKline

Incyte
Progenics
ChemoCentryx

Schering—Plough
Crompé
CilaxoSmithKline
Amgen/Tularik

Gensyane

Compound
BX4¥1

MLN 3701,
MILM 3897

CP 481,715

CCX354
MLM 1202¢

INCBBLOG
X140
MK-D812
PF-4136309
TPl ASME*
116904

DPC-168

EW-0761"1
Marawvinoc
Maravino:

Wicriviroc
Aplaviroc
INCB9471

Pro 140"
CCX-287

SCHS527123
Reparixin
SH 656933
T-487/

AMG-48T

Plerixafor

Indication

M5, psoriasis,
endometriosis

RA, M5
A

A

Atherosclerosis,
MS, RA

M5, lupas

M5, restenosis
RA.MS

Pain

Asthma

Asthma,
allergic rhinitis

Asthma

Oncology
HI

Ry

HIV

HIV

HIw
HIY

1B, Crohn's.
disease

COPD

Reperfusion
injury
COPD. cystic
fibrosis

Psoriasis

Multiple
myloma, MHL

Status

Mo efficacy.
trials halted

MLM 3897, no
efficacy in LA

Mo efficacy.
trials halted

Omngoing

Mo efficacy in
RA, ongoing in
atherosclerosis
and M5

Ongoing
Omngoing
Mo efficacy
Omngoing
Ongoing

Mo longer
reported

Mo longer
reported

Ohngroing
Approved
Onagoaing
Ongaing
Toxicity.

development
uncertain

Ongoing
Ongoing
Ongoing

Ongoing
Ongoing
Ongoing
Mo efficacy.

trial halted
Omngpoing

*All programmes are non-peptide in approach except where indicated otherwise with '. Data were
cllatani I1I!‘.'l_‘| Frcwim [ 4 |1|:_-.- |rr|n:-1.l ig.ﬂl iurml Drllgj n.n ) .clt:lﬂ\l!f Fi (#1011} T|1|:|-|ll\|;|-|| Reuter 5. f.n-?l'}_ chronic 1,1|:|-l mact i\-::
pulmonary disease; IBD, irritable bowel syndrome; MS, multiple sclerosis; NHL. nen-Hodgkin's ymphomaz
Ha riveumatoid arthritis.

Tableau III : Listes non exhaustive des antagonistes des chimiokines faisant I’étude
d’essaie clinique. (D apres Horuk R, Nat Rev Drug Discov 2009)
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2 La lignée monocytaire

2.1 Définition des sous-populations monocytaires

Ces 20 derniéres années de nombreuses études ont permis de découvrir la diversité et
I’hétérogénéité de ces populations myéloides ainsi que leurs rdles spécifiques. Bien que les
plaquettes, les éosinophiles, les basophiles et les neutrophiles fassent partie de la lignée
my¢loide, ce chapitre sera exclusivement dédié¢ aux monocytes (MO) et a leur devenir en tant
que macrophages (MP), acteurs cellulaires ciblés au cours de mon travail de thése. Les MO et
les MP sont en effet les piliers de la réponse inflammatoire et de la réponse immunitaire

innée.

Les MO représentent 5 a 10% des leucocytes circulants dans le sang humain et 2 % chez la
souris. La maturation des MO s'effectue chez I’adulte dans la moelle osseuse, ils sont libérés
dans le sang et s’implantent dans tous les tissus ou ils se différentient en macrophage ou en
cellules dendritiques. En condition pathologique, la migration et la différentiation des MO
dépendent de la nature du tissu agressé et du type d’agression (Serbina et al., 2008). Dans les
tissus, les MP exercent une fonction d’élimination des agents pathogenes, bactéries, virus et
parasites mais aussi de diverses molécules comme par exemple les lipides dans le cas de

I’athérosclérose.

Chez I’homme comme chez la souris, ils peuvent étre divisés en deux sous-populations
principales en fonction du profil d’expression des marqueurs présents a leur surface (Table
IV). En 1989, Passlick et al ont classé les MO humains en MO « classiques», et MO « non
classiques » (Passlick et al., 1989). L’¢étude des MO murins est plus récente, avec la définition
des MO « inflammatoires » ou « classiques » et les MO « résidents » ou « non classiques »
Cette nomenclature proposée par F.Geissman (Auffray et al., 2009) est basée sur I’expression
du récepteur au facteur de croissance my¢loide « Myeloid Colony Stimulating —Factor »

(CD115) et celle des RCK CX3CRI1 et CCR2.
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Subset Markers Chemokine receptors Functions

Mouse

LYeC™ CD11b*CD115+LY6CM CCRZMCX, CR1'™ Pro-inflammatory’ and antimicrobial® role:

By ] CD11b*CD115*LY6C"= CX,CR1I®CCR2">* Patrolling'!; early responses'?; tissue repair

Human

Classical CD14+CD16- CCRZMCX CR1™™ Resemble LY6C™ monocytes based on
gene-expression arrays’1714¢

Intermediate CD14+CD16* CX_ CRIMCCR2! Pro-inflammatory roles!*!s

MNon-classical CD14-CD16* CX,CRI™CCR2'™ Patrolling*; antiviral roles**

CCR2, CC-chemokine receptor Z; CXSCR‘l. CXBC-chemokine receptor 1.

Tableau IV : Classification des sous familles de monocytes murins et de monocytes
humains. (D apres Shi C, Pamer EG Nat Rev Immunol 2011)

a.Les MO humains :

Les MO « classiques » représentent 90 a 95 % des MO circulants. Il s’agit de cellules
de grande taille, d’environ 18,5 um de diamétre, identifiés par une forte expression du
marqueur de surface CD14 (récepteur du lipopolysaccharide) et une faible expression de
CD16 (récepteur Illy) (figure 8). Ils sont également caractérisés par le profil d’expression
d’autres marqueurs tels que les RCK. Ainsi, les MO CDI14++ CDI16- sont également
CCR2+ CX3CRI1+/- CD62+ CD64+ (FCyR1). Par comparaison, les MO « classiques » sont
de faibles producteurs de cytokines pro-inflammatoires, mais ont par contre une forte activité
de phagocytose et une bonne capacité a développer une réponse cytotoxique dépendante des
anticorps ou ADCC pour «Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity » importante
(Connor et al., 1990; Passlick et al., 1989).

105 CD14+CD16 cD14+CD16"

o Figure 8: Analyse de cytométrie en
E flux illustrant 1P’hétérogénéité des
é 103 3 monocytes humain. (D aprés Heine GH,

S Nature Reviews 2012)

a

o

102 103 10% 10°
CD16 PE-Cy7
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Les MO « non classiques » caractérisés en 1988 (Ziegler-Heitbrock et al., 1988), sont
de petite taille, d’environ 13,8 um de diamétre et sont CD14+ CD16++. A l'inverse des MO
« classiques », ils sont CCR2- CX3CR1++ CD62- CD64-. Les MO « non classiques » ont un
niveau d’expression du complexe majeur d’histo-compatibilité de classe 2 (MHC II) plus
important que celui des MO «classiques ». Cela induit qu’ils donnent des cellules
dendritiques (CD) meilleures présentatrices d’antigénes que celles issues des MO
« classiques » (Krutzik et al., 2005; Randolph et al., 2002). Sous stimulation LPS, les MO
«non classiques » sont capable de produire des quantités importantes de cytokines
inflammatoires, comme le TNFa, 116 ou CCL2 (Ancuta et al., 2003; Belge et al., 2002;
Frankenberger et al., 1996). Les MO « non classiques » migrent en réponse a CXCL12 ou a

CX3CLI (Ancuta et al., 2006) tandis que les « classiques » répondent plutot a CCL2.

Les MO «non classiques » CD16+ ont été¢ également appelés MO « inflammatoires » en
raison de I’augmentation de leur nombre dans la circulation de patients en conditions
inflammatoires comme dans 1’athérosclérose (Schlitt et al., 2004), ’arthrite rhumatoide
(Baeten et al., 2004), le cancer (Saleh et al., 1995) ou plus récemment la glomérulonéphrite
(Yoshimoto et al., 2007). Cependant, ce terme de monocyte inflammatoire reste controversé
car I’équivalent murin des MO CD16+ est la population monocytaire dite « résidente » qui a

de faibles potentialités a secréter des cytokines inflammatoires (Geissmann et al., 2003).

b. Les MO murins:

Les MO « inflammatoires » sont de petites tailles (8-12 um de diameétre) et
représentent environ 50% des MO circulants. Ils sont caractérisés par une forte expression du
marqueur Ly6C et par 1’absence d’expression du marqueur Ly6G (marqueur des
neutrophiles). Ces cellules sont CCR2+, CX3CRI1 intermédiaire et CD62L+ (Tableau V).
Comme leur nom l’indique, ils sont rapidement recrutés sur les sites d’inflammation,
notamment via CCR2, et ce dans de nombreux modéles inflammatoires, comme I’infection
péritonéale (Geissmann et al., 2003), I’inflammation de la rétine (Xu et al., 2005), ou des
mod¢les d’infection bactérienne (Robben et al., 2005). Grace a des modéles de reconstitution,
il a ét¢ montré que dans des conditions inflammatoires, les MO inflammatoires peuvent se
différencier en CD (apparition du marqueur CD11c) capables d’activer les lymphocytes T
naifs (Geissmann et al., 2003).

Les MO « résidents » sont un peu plus grands que les MO inflammatoires (10-14um

de diametre) et sont caractérisés par une faible expression du marqueur Ly6C. Ils expriment

32



fortement CX3CRI1, mais pas le CCR2 ni le CD62L (Tableau V). Ils ont ét¢é nommés ainsi
car lors de greffe monocytaire, ils restent plusieurs jours dans les organes des souris hotes.
Tout comme les MO humains CD16+, ils ont initialement été décrits comme n’étant pas
recrutés au stade précoce vers les sites inflammatoires (Geissmann et al., 2003). Cependant
récemment, la méme équipe a observé une infiltration des MO résidents dans les premicres
heures qui suivent une 1ésion tissulaire, 5 fois supérieures a celle des MO inflammatoires et
qu’ils produisent du TNFa a un stade trés précoce et de fagon transitoire (Auffray et al.,
2007). Dans ce travail, les auteurs mettent en évidence des MO CX3CR1+ qui « patrouillent »
a Dlintérieur des vaisseaux sanguins. Ces mouvements de patrouille sont différents du
mouvement de «rolling » décrit précédemment car ils se font dans des directions
indépendantes du sens du flux sanguin. La vitesse des MO en « patrouille » (12um/min) reste
en outre trés inférieure a celle que 1’on observe dans le phénoméne de roulement (40um/sec)

(Ley etal., 2007).

Ly6s - -
f,:t Ev CeE-R) N Tableau V : Profil d’expression de
C%ACR| ' Intermmediate High protéines membranaire des deux
CCR2 + -
CEEIL [L-zelectin) + - B \ . .
CORS _ + (D’aprés Dominguez PM, Ardavin C,
Chollc — +* Immunol Rev 2010)

CE43 - T

V_l:\ 4+

VLA - T

LFA, Intermediate 1igl

A Intermediate High

F4./80 Intermediate {igl

sous populations monocytaires.

Ces résultats remettent en cause la pertinence de la classification des MO murins
Ly6C high comme inflammatoires et Ly6C low comme résidents et suggérent la nécessité de
proposer une nomenclature qui ne soit pas basée sur les fonctions de ces populations tant que
celles ci n’auront pas été parfaitement élucidée. D’autre part, la classification établie ne met
pas en évidence la réelle hétérogénéité des sous populations monocytaires.
Notamment, depuis 2003 de nombreuses études menées chez ’homme ont mis en évidence
I’existence d’une troisiéme sous population monocytaire : les MO intermédiaires CD14+
CD16+. Bien qu’encore mal caractérisées, des études ont déja montré I’implication de cette

population dans des pathologies majeures telles que I’athérosclérose associée aux maladies
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rénales (Heine et al., 2008; Rogacev et al., 2010) et ’infection VIH (Ellery et al., 2007;
Jaworowski et al., 2007).

Ces MO présentent également un phénotype intermédiaire pour l’expression de

nombreux RCK (par exemple CCR2 et CX3CR1), mais ils se distinguent clairement par leur
expression de CCRS5 et de 1'enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE,CD143) (Ulrich C
et al., 2006). Des expériences de différenciation des MO « classiques» en MO non
« classiques » induite par des cytokines, confortent I'hypothése selon laquelle ils représentent
un stade intermédiaire de différenciation entre ces deux populations (Skinner et al., 2005).
En 2011, A.M. Zawada et al ont analysé I’expression génique de cette population et révélé des
marqueurs uniques de cette sous-population lui conférant des fonctions immunologiques
distinctes des deux autres populations. Ainsi les MO CD14 + + CD16 + sont impliqués dans
la présentation de l'antigéne via CD74, HLA-DR, IFI30, CTSB, dans I'activation de
I’inflammation via TGFB1, AIF1, PTPNG6 et dans l'angiogenése via TIE2 et CD105(Zawada
etal., 2011).

Chez la souris, I’existence des MO « intermédiaires » n’est pas clairement établie. Ils se
caractériseraient comme étant Ly6C low, CCR2-, CX3CR1++. Comme chez I’homme, les
MO « intermédiaires » murins pourraient correspondre a un stade de maturation intermédiaire
entre les MO Ly6C high et les MO Ly6C low (Sunderkotter et al., 2004; Tacke et al., 2006).

Bien qu’il semble aujourd’hui évident que les MO murins intermédiaires représentent un
stade transitoire dans la différenciation des Ly6C high en Ly6C low, aucune étude n’a montré

que la différenciation inverse n’existait pas.

En conclusion, la population monocytaire est hétérogene et se divise principalement en deux
sous-populations ayant entre elles des relations étroites de fonctions et de différentiations.
Leur différence phénotypique et fonctionnelle notamment au niveau de leur recrutement est
importante pour la compréhension des mécanismes pathologiques et permet d’entrevoir de
nouvelles stratégies thérapeutiques. L’implication de chacune de ces sous-populations en
conditions normale et inflammatoire reste a ¢lucider ainsi que 1’analogie partielle entre les
populations monocytaires humaines et murines. La ressemblance des sous-populations dans
les deux espeéces est principalement basée sur I’expression de molécules de surface (CCR2,
CX3CR1, CD62L). Ces caractéristiques communes sont a mettre en opposition avec la
différence des proportions initiales de ces deux sous-populations et leurs différences de

recrutement en cas d’inflammation. Les MO humains CCR2- sont les premiers a étre recrutés
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tandis que chez la souris se sont les MO CCR2+. En effet, bien qu’il existe de nombreuses
similitudes entre les MO humains et murins, les homologies fonctionnelles entre ces deux

especes restent a établir avec précision.

2.2 Origine des MO

Les MO circulants sont issus de progéniteurs granulocytaires/monocytaires communs
(PGM) dérivés des progéniteurs myéloides communs (PMC) provenant de la différentiation
initiale des cellules souches hématopoiétiques. Les PGM constituent les CFU-GM, puis
donnent naissance aux CFU-G et CFU-M. C'est a partir des CFU-M que prennent naissance
les précurseurs monocytaires. De nombreuses molécules, telles que les cytokines, déterminent
ces différentes étapes de la différenciation monocytaire. Des études in vitro ont montré que
sous l'influence d'IL3 et de GM- CSF, les cellules souches s’engagent dans la voie de
différentiation de la lignée granulo- macrophagique jusqu’a produire des MO immatures sous
I’effet du M-CSF (figure 9). Le role du M-CSF dans le développement de la lignée
monocytaire a été confirmé avec l’utilisation des souris déficientes en M-CSF (op/op),
partiellement déficientes en macrophages. Les MO immatures se multiplient ensuite tout en
continuant leur différenciation. Lorsque la maturation cellulaire est suffisante, les MO quittent

la moelle osseuse et se retrouvent dans le sang.

Jusqu’a présent, I’origine des MO « inflammatoires » semble limitée a la moelle osseuse, lieu
de leur développement. Par contre, 1’origine de la population monocytaire Ly6C low CCR2-
CX3CR1high a toujours été trés controversée. Il n’est toujours pas établi si cette population
n’est que le produit d’une différenciation des MO inflammatoires ou s’ils ont une production
propre ou si les deux processus co-existent. (Varol et al., 2007). En effet, il serait possible que
seuls les MO Ly6C high, CCR2+, CX3CR1low sortent de la moelle osseuse et qu’ils se
différencient ensuite en périphérie en Ly6C low. Sunderkotter et al proposent ainsi que les
MO circulants inflammatoires pouvent voir diminuer leur expression de ce marqueur et
devenir des MO Ly6C low, aussi bien en conditions homéostatique qu’inflammatoire
(Sunderkotter et al., 2004). Notons que la sortie de la moelle serait en partie régie par I’axe
CCR2-CCL2. En effet les souris déficientes pour CCR2 ont une forte diminution des MO

inflammatoires circulants et une augmentation de leur nombre dans la moelle osseuse.
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Figure 9 : Schéma simplifié de la myélopoiése (D ‘apres Robb L, Oncogene 2007) BCP :
B-cell progenitor; CLP: common lymphoid progenitor; CMP: common myeloid
progenitor; EP : erythroid progenitor; HSC : hematopoietic stem cell; GMP : granulocyte—
macrophage progenitor; MEP : megakaryocyte erythroid progenitor; MkP : megakaryocyte
progenitor

Depuis 2009, le dogme de la moelle osseuse comme unique source des MO est remis
en question. Dans un modele d’infarctus du myocarde, Swirski et al ont montré qu’il existait
¢galement un réservoir splénique de MO (Swirski et al., 2009). Ils sont d’un point de vue
morphologique et transcriptionnel complétement indifférenciables des MO du sang. Les sous-
populations monocytaires sont d’ailleurs retrouvées dans les mémes proportions dans le
réservoir splénique que dans le sang. Il semble en outre que les MO spléniques soient générés
dans la moelle osseuse. Dans un modele d’athérosclérose, la méme équipe a mis en évidence
des souches hématopoiétiques et des cellules progénitrices provenant de la moelle osseuse au
niveau de la pulpe rouge de la rate. Les MO nés dans des niches extramédullaires circulent et
s'accumulent en abondance dans les plaques d’athéromes (Swirski et al., 2012). Cette
découverte est cohérente avec le fait que les cellules souches hématopoiétiques, localisées au
niveau du foie pendant la vie feetale se relocalisent dans la moelle osseuse et la rate a 1’age

adulte. Ces résultats indiquent que les sites extramédullaires complétent la fonction
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hématopoiétique de la moelle osseuse par la production de cellules circulantes inflammatoires
qui infiltrent les 1ésions d’athérosclérose. La fonction de ce second réservoir serait d’assurer
une mobilisation dans le sang trés rapide et donc un recrutement précoce au niveau du site

inflammatoire (Shi and Pamer, 2011).

2.3 Le devenir des monocytes : Les macrophages

Les MP constituent ’ultime étape de différenciation des MO, qui intervient aprés
I’infiltration des MO dans les tissus. Cette différentiation en CD ou en MP est notamment

contrdlée par I’environnement cytokinique.

Les MP sont des cellules plus grosses que les MO, faisant jusqu'a 50um de diamétre.
Comparés aux MO, les organites cellulaires des MP comme les lysosomes, 'appareil de Golgi
et les vacuoles de phagocytoses sont plus développés et leur conférent des capacités de
migration, de phagocytose et de production de cytokines plus ¢élevées. Les MP constituent une
population cellulaire hétérogéne trés plastique capable de répondre efficacement aux
modifications d’environnement. Ainsi, ils peuvent se classer en trois grandes sous
populations, les MP « M1 » qui activent une réponse cellulaire, les MP « M2 » qui activent
plutot une réponse humorale (figure 10) et les MP résidents impliqués dans 1’homéostasie

tissulaire.

a. Les MP résidents

Ces derniers par opposition aux MP issus de [Dinfiltration des MO sanguins
peupleraient les organes au cours de 1’embryogenése et seraient capables, en conditions non
pathologiques, de se renouveler sans recrutement monocytaire (Gordon and Taylor, 2005).
Selon leur localisation anatomique, les macrophages résidents ont un nom et une fonction
spécifique. Dans la moelle osseuse, ils sont appelé¢ ostéoclastes et participent a son
remodelage ; dans le foie ils sont appelés cellules de Kupffer et ont pour role de phagocyter
des particules étrangéres ; dans le cerveau on parle de microglies : leur fonction est d’assurer

I’homéostasie , la protection du milieu neurale...etc.
De récentes études se sont concentrées sur la provenance et 1’origine des macrophages.

Ginhoux et al. mettent en évidence que les microglies sont une population ontogénétiquement

distincte des cellules mononuclées (Ginhoux et al., 2010). Jenkins et al montrent que lors
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d’une d’inflammation, I’augmentation locale du nombre de macrophage de type Th2 n’est pas
due a un recrutement des MO sanguins mais a une prolifération locale (Jenkins et al., 2011).
Ces résultats remettent en cause la fonction de cette population et révelent la nécessité de ne

plus limiter les stratégies de contrdle de I’inflammation au seul recrutement des MO du sang.

b. Les M1

Sur le plan fonctionnel, les MP M1 sont des cellules effectrices spécialisées dans la
destruction des microorganismes. Ils se caractérisent par une forte capacité d’endocytose et de
destruction des pathogénes intracellulaires (Mosser and Handman, 1992). Ils ont la capacité
de sécréter une quantité importante de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1§, I’IL-6,
I’IL-18, le TNFa et 'IL-12 (Trinchieri et al., 1993) et de CK telles que CXCL9, CXCL10 et
CXCL11. Les MP M1 expriment a leur surface un niveau élevé de molécules du CMH II ainsi
que des molécules de co-stimulation comme CD80 et CD86. La différenciation des MP en M1
ou MP « pro-inflammatoires » se fait classiquement en réponse a une stimulation par I’'IFNy,

le TNFa et/ou par des produits microbiens tel que le LPS.

L’TFNy est abondamment produit par les lymphocytes CD8+ cytotoxiques et les lymphocytes
CD4+ de type Thl. L’activation des MP en type M1 est dépendante de I’immunité acquise et
innée. Cette différence d’activation conduit a une variation de fonction. Seule ’activation par
I’immunité acquise déclenche la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa
et d’IL-12, augmentant ainsi la capacit¢ de phagocytoses des MP. Ainsi selon la voie
d’activation, Martinez et collaborateurs proposent de subdiviser les M1 en deux sous classes,

Mla et M1b (Martinez et al., 2009).
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c. Les M2

Les MP M2 ou MP « anti-inflammatoires » sont divisés en 3 sous-populations
fonctionnellement et phénotypiquement proches. Ils jouent un rdle important dans la mise en
place d’une réponse de type Th2 et sont impliqués dans I’angiogenése, dans la réparation et le
remodelage des tissus endommagés. Les trois populations de MP M2 sont classées en
fonction des signaux inducteurs nécessaires a leurs différenciations (Mantovani et al., 2004;

Mosser and Zhang, 2008).

- Les MP M2a, ou MP cicatriciels, sont différenciés in vitro a partir de MO par la présence
d’IL-4 ou IL-13. L’IL4 est massivement produite par les basophiles et les mastocytes lorsqu’il
y a une dégradation tissulaire mais également par les cellules de type Th2. Ces cytokines ont
sur les MP un effet anti-inflammatoire. Elles réduisent la sécrétion des médiateurs
inflammatoires comme 1I’'IL-1f, I’'IL-6, le TNFa, I’'IL2, le GM-CSF, le CCL2 et I'IFNy. Les
MP M2a présentent une diminution de I’expression des marqueurs de surface CD14, CCRS et
du CMH 1I, et une augmentation de 1’expression des récepteurs dits « scavengers » comme
CD163, SRBI. IIs participent au processus de réparation tissulaire en produisant de la

Fibronectin-1, du facteur XIII de coagulation et de I’'IGF-1 (Insuline like growth factor).

- Les MP M2b, ou MP de type II, sont des MP activés par le LPS ou I'IL-1f et par la
reconnaissance du fragment Fc des immunoglobulines. Ils se caractérisent par une faible
production d’IL-12 et une forte production d’IL-10, ce qui favorise la production d’anticorps,
essentiellement des IgG1. Les MP M2b se distinguent des M2a par une plus forte production
d’IL-10 reconnu pour ses capacités immunomodulatrices. Ces MP se distinguent également
par une production significative de cytokines inflammatoires comme I’IL-1f3, I’'IL-6 et le
TNFo qui vont activer la réponse humorale. Enfin, les MP M2b sont décrits comme
produisants du CCLI1, la seule CK agoniste de CCRS, ce qui pourrait jouer un rdle dans le
recrutement de cellules T régulatrices. En 2010, L Lefeévre et al ont mis en évidence la
plasticité de cette population. En effet sous régime hyperlidique, le ligand PPARY est capable
de convertir les MP M2b en M2a ce qui a pour conséquence de faciliter 1’élimination

intestinale de Candida Albicans (Lefevre et al., 2010).

- Les MP M2c, ou « regulatory MP » sont les MP issus de stimulation avec de I’'IL-10, du

TGFB ou des glucocorticoides. Bien que ces trois molécules agissent sur les MP par
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différentes voies, elles déclenchent une réponse comparable. Ce sont de mauvaises cellules
présentatrices d’antigéne notamment a cause de la production d’Il-10 qui réduit I’expression
du CMH-II. Le TGFp induit chez les MP une diminution de I’expression du récepteur
« scavengers » CD163 et inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires (Bogdan et al.,
1992). Les glucocorticoides, en se fixant sur leurs récepteurs membranaires, vont inhiber la
sécrétion de nombreuses cytokines inflammatoires tel TNFa, I’IL-1, -4, -5, -6, -8, -12, ainsi

qu’une diminution de la production de radicaux libres.

Les MP constituent donc une population cellulaire hétérogeéne sur le plan fonctionnel. La
plasticité des MP leur permet d’adapter la réponse inflammatoire a leur micro-environnement
et participe aussi a la polarisation de la réponse immune. L’existence méme de cette
hétérogénéité souléve des interrogations quand a la spécificité fonctionnelle et 1’implication
des MP dans le développement de pathologies. Par exemple, la découverte récente de la
présence des MP M2 dans les Iésions athérosclérotiques humaines, démontre pour la premiére
fois I’existence d’une population hétérogéne de MP au sein des plaques d’athérosclérose et

met en évidence une nouvelle complexité du processus (Bouhlel et al., 2007).

2.3 Réle des monocytes

La fonction des MO en condition homéostatique est de fournir aux tissus une source
de repeuplement en MP résidents et en CD. En réponse aux signaux inflammatoires les MO se
déplacent rapidement au site enflammé et s’y différencient en MP ou en CD. Les MO ont une
demi-vie courte dans la circulation, estimée a 1 jour chez la souris (Liu and Nussenzweig,
2010). Leur role ne se limite pas a celui de surveillance et de réservoir. En effet, plusieurs
travaux ont mis en évidence que les MO circulants pouvaient avoir directement des fonctions
effectrices dans le sang. Les MO participent par exemple a la « clairance » de micro-
organismes : chez la souris, c’est CCR2, qui en contrdlant I’émigration des MO de la moelle
osseuse vers la circulation sanguine, est essentiel au recrutement des MO pour la défense
contre Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii et

Cryptococcus neoformans (Serbina et al., 2008).

Les MO sont également impliqués dans la clairance de débris apoptotiques (Peng et al., 2009)

et la prise en charge des lipides circulants. Les MO chargés en lipide sont activés avant méme
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qu’ils ne pénétrent dans 1’endothélium au niveau des sites de formation des plaques

d’athérosclérose. (Swirski et al., 2009).

Le mode de recrutement des sous-populations monocytaires inflammatoires et résidentes au
site inflammatoire n’est pas encore clairement établie. Certains avancent 1’hypothése d’un
recrutement spécifique et séquentiel. Ainsi lors d’une infection péritonéale a Listeria
Monocytogenes, Auffray et al. montrent que les premiers MO recrutés sont les Ly6C low
(Auffray et al., 2007). En sécrétant du TNFa et des CK ils vont ensuite permettre le
recrutement des MO Ly6C high pour créer une réaction inflammatoire. Puis intervient une
deuxiéme vague de recrutement de MO Ly6C low pour la réparation tissulaire. A 1’inverse
dans un modele d’infarctus du myocarde, Nahrendorf et al. mettent en évidence un premier
recrutement rapide des MO Ly6C high puis dans un deuxiéme temps celui des MO Ly6C low
pour réguler I’inflammation, stimuler I’angiogenése et I’activité cicatricielle (Leuschner et al.,
2012). D’autres, comme Arnold et al dans un modéle de régénération musculaire, proposent
I’hypotheése d’une différenciation sur site des MO Ly6C high recrutés en Ly6C low afin

d’assurer la réparation tissulaire (Arnold et al., 2007).

Ainsi le réle des sous populations monocytaires et le type d’agression semblent déterminer
leur recrutement et des travaux complémentaires sont attendus afin de clarifier ce processus.
Sa compréhension est trés importante car elle permettra de donner des pistes de nouveaux

traitements pour moduler le nombre et la répartition des MO au site d’inflammation.
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IT Athérosclérose

L’athérosclérose est la premiére cause de mortalité dans le monde. Avec 36.5% de la
mortalité globale, c’est le premier probléme de santé publique du monde industrialisé. Son
épidémiologie est trés variable suivant les régions du monde, avec une situation
particuliérement inquiétante dans les pays de ’hémisphére Nord comme les Etats-Unis mais
aussi dans des pays émergents comme le Mexique. L'athérosclérose n'est pas pour autant une
pathologie des temps modernes. Le plus vieux cas d’athérosclérose a été diagnostiqué sur une

momie datée de plus de 1500 ans avant J.-C.
1. Généralités

1.1 Définition et épidémiologie

L’athérosclérose est définie par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme «
une association variable de remaniements de I’intima des artéres, funique regroupant
[’endothélium et [’espace sous endothélial, conduisant en une accumulation focale de lipides,
de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus fibreux et de dépots
calcaires ; le tout s’accompagnant de modifications de la média »(World Health Organization

1958) (figure 11).

Figure 11: Photographie d’une plaque
d’athérosclérose humaine au niveau des
arteres coronaires. (Robert G. Micheletti et
al,  Cardiovascular ~ Pathology  2009.)
LC: Coeur lipidique ; FC: Chape fibreuse ;
* : Limite de la plaque

Les accidents ischémiques aigus sont la traduction clinique de I’athérosclérose, consécutifs a
une rupture ou une érosion de la plaque d’athérosclérose. En téte des pathologies associées,
on retrouve les coronaropathies avec 115000 infarctus/an en France suivie des accidents
vasculaires cérébraux avec 100 000 par an dont 50% sont liées a 1’athérosclérose. C’est 1’'une

des maladies la plus fréquente chez I’homme adulte.
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Les mécanismes de formation des plaques d’athéroscléroses sont complexes : les facteurs
clefs de cette formation sont les dyslipidémies et 1’inflammation. En 1989, les études de
Schwenke et Carew ont mis en évidence que les premiers stades de formation de la plaque
sont dus a une accumulation pré-lésionnelle de lipoprotéines de basse densité (LDL) riches en
cholestérol athérogéne. Ces lipoprotéines se lient aux protéoglycanes de la matrice, au niveau
des sites de prédilection de formation des plaques d’athérome (Schwenke and Carew, 1989).
Depuis, Stary a proposé en 1995 une classification détaillée des événements pathologiques en
sept stades de gravité croissante, basée sur la description anatomopathologique d’un grand
nombre d’artéres d’enfants et de jeunes adultes. Cette classification suggere que les 1ésions
évoluent avec 1’dge du sujet en passant successivement d’un type Ié€sionnel au type
immédiatement supérieur (Stary et al., 1995). Il existe trois sites de localisation préférentielle
de dépot des plaques : les branches principales de 1'aorte ascendante et de la crosse aortique,
les branches viscérales de l'aorte abdominale et les branches de division de la méme aorte

abdominale.

1.2 Facteurs de risques et prédisposition

On distingue deux types de facteurs prédisposant a 1’athérosclérose : les facteurs
constitutionnels génétiques et les facteurs environnementaux pouvant étres évités ou traités.

(Tableau VI)

a. Facteurs constitutionnels

L’incidence de I’athérosclérose croit avec I’age et varie en fonction du sexe. En effet,
I’incidence est plus €élevée chez ’homme que chez la femme jusqu’a la ménopause ou 1’effet
protecteurs des cestrogenes disparait. L effet de I’cestradiol sur 1’athérosclérose est ambigu et
dépend du stade de développement de la plaque, de la prédominance de 1’effet endothélial
protecteur ou de D’effet pro-inflammatoire, néfaste pour la stabilit¢ de la plaque par la

production d’INFy (Gourdy et al., 2003).

Certaines familles semblent prédisposées a cette maladie avec un risque élevé
indépendamment d’autres facteurs de risque. Ceci révele I'implication de facteurs génétiques
dans le développement de 1’athérosclérose. Des études épidémiologiques chez ’homme ont
mis en évidence des polymorphismes de génes codant pour les molécules impliquées dans
I’inflammation liée a ’athérosclérose. Ainsi deux polymorphismes du récepteur CX3CRI1 ont

été¢ identifiés, V2491 et T280M et associés a une diminution du risque d’accidents
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cardiovasculaires (Moatti et al., 2001). Des études ont porté également sur le polymorphisme
des molécules liées a I'inflammation. Un polymorphisme de CD14 semble augmenter le
risque d’infarctus du myocarde. A ce jour de nombreuses études sont en cours sur le rdle du
polymorphisme des CK ainsi que des autres molécules de 1’inflammation dans les maladies

cardio-vasculaires.

b. Facteurs environnementaux

On distingue deux sous types de facteurs environnementaux ; les facteurs de risques
majeurs souvent pathologiques et les facteurs mineurs liés au mode de vie. L’athérosclérose
est fortement corrélée a plusieurs facteurs pathologiques comme 1’obésité, I’hypertension,
I’hyperglycémie et les infections bactériennes. Dans le cas de 1’obésité, - I’exceés de LDL,
transporteur circulant de cholestérol et de molécules liposolubles, est responsable de la mise
en place d’une réaction inflammatoire qui permet le développement de plaques d’athéromes
(Yudkin et al., 1999). L’hyperglycémie associée aux diabétes entraine 1’augmentation de la
production des cytokines et d’autres voies de I’inflammation (Schmidt et al., 1999). Certains
agents infectieux peuvent de la méme manicre étre des stimuli de la réaction inflammatoire de
I’athérosclérose (Libby et al., 1997). Dans ce sens, il a été établi une relation entre les
maladies parodontales et cardio-vasculaires. Une mesure directe de la charge bactérienne
présente sur la plaque dentaire sous-gingivale rapporte un lien entre la charge bactérienne et
I’épaisseur intima média carotidienne. Ce lien n'existe qu'avec 4 souches de bactéries causant
des parodontites. Il y a donc une certaine spécificité¢ des germes a l'origine de I'athérosclérose
(Desvarieux et al., 2005). Le cytomégalovirus (CMV) et la Chlamydia pneumoniae sont les
principaux pathogenes associés a 1’athérosclérose (Ibrahim et al., 2005; Kwon et al., 2004).
Cependant les nombreuses études menées sur ce sujet ainsi que leurs résultats disparates n’ont

pas permis d’établir un lien définitif entre les pathologies.

Les facteurs de risques mineurs incluent 1) le tabagisme, entrainant une modification de la
viscosité¢ plasmatique, 1’agrégation plaquettaire et une diminution de la vasodilatation, 2) la
sédentarité favorisant I’obésité, 3) un mode de vie stressant conduisant a une hypertension
artérielle qui fragilise le systéme artériel. Ces différents facteurs influent sur I’initiation et le

développement de la maladie et peuvent aisément étre corrigés.
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Facteurs génétiques Facteurs environnementaux

Taux plasmatiques élevés de Régime alimentaire riche en
LDL/VLDL graisses
Taux plasmatiques réduits de HDL tabagisme

Taux plasmatiques élevés de

- ; d'activité physi
lipoprotéines (a) manque dactivite physique

Taux plasmatique élevés de facteurs . .
] ) Agents infectieux

hémostatiques

Tension artérielle élevée

Antécédants familiaux de maladies
cardiovasculaires

Diabétes et obésité
Sexe masculin

Marqueur de l'inflammation
plasmatiques élevés (CRP)

Syndrome métabolique

Tableau VI : Facteurs de risque génétiques et environnementaux associés a I’athérosclérosc
(D’apres Lusis, Nature 2000).

2. Pathogénése

Le point initiateur de 1’athérogenese est une altération de 1’homéostasie de
I’endothélium par des contraintes hémodynamiques, telles que des turbulences au niveau des
coudures/bifurcations, conduisant a une modification de la perméabilité vis-a-vis des éléments
constitutifs du sang. Cette perméabilisation permet la formation de la plaque et I’accumulation
de LDL dans l’intima. Les LDL infiltrent 1’espace sous endothélial et subissent des
modifications oxydatives entrainant ’activation des cellules endothéliales. Ces dernicres

expriment alors des protéines d’adhésion telles que VCAM-1 et ICAM-1 qui vont permettre le
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recrutement des MO ar adhérence a I’endothélium. Les MO infiltrent a leur tour
I’endothélium par diapédese et se différencient en MP dans I’intima. Ces MP expriment
divers récepteurs qui reconnaissent les LDL oxydées permettant leur internalisation et leur
accumulation intracellulaire : on parle alors de MP spumeux. A ce stade, les cytokines
sécrétées par 1’endothélium activé et les MO entrainent la migration des cellules musculaires
lisses au niveau de la Iésion. C’est la formation de stries lipidiques. Les MP produisent de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires qui favorisent le recrutement de nouveaux MO
ainsi que des facteurs pro-thrombogénes. Cette boucle d’amplification génére une réaction
inflammatoire chronique locale qui favorise le développement de la plaque (figure 12). Les
cellules musculaires lisses mobilisées synthétisent alors une matrice de tissu conjonctif a base
de collagéne, de fibres élastiques et de protéoglycanes pour former une plaque fibreuse. Les
cytokines pro-inflammatoires sécrétées, comme le TNFa et I'IL-1 peuvent induire dans les
cellules de la plaque I’expression de métalloprotéinases qui ont une activité de dégradation de
cette matrice extra-cellulaire ayant pour conséquence la fragilisation des plaques. (Ross, 1999;
Steinberg and Gotto, 1999). A ce stade, la plaque d'athérome est constituée d'un noyau
nécrotique (débris cellulaires, cristaux de cholestérol et de calcium), entouré d'une couche
fibreuse (cellules musculaires lisses, cellules spumeuses, cristaux de cholestérol). Bien que
déterminant, le cholestérol n’occupe que 10% du volume total de la plaque. Il existe deux
types de plaques fibreuses, les stables qui évoluent trés progressivement et les instables qui
contiennent un noyau lipidique important et qui présentent un risque évolutif aigu a savoir la

rupture de la chape fibreuse.
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Figure 12 : Schéma simplifié des mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des
plaques d’athérosclérose. (D’apres 2012 InViVo Communications™  Inc.)
1 : Mobilisation des monocytes au niveau de la lésion ; 2 : Adhesion des monocytes au niveau de
I’endothélium ; 3 : Diapédese ; 4 : Recrutement des macrophages au niveau de la plaque; 5:
Internalisation des LDL, formation des macrophages spumeux, 6: migration des cellules
musculaire  lisses au niveau de la Iésion, formation de la chape fibreuse.
(MMPs : Métalloprotéinase, ROS : espéce réactive oxygénée)

2.1 Complications de I’athérosclérose

L’évolution de la plaque d’athérosclérose est souvent asymptomatique jusqu’a la
rupture de la chape fibreuse recouvrant la plaque. Cet événement est a I’origine de la survenue
des complications de I’athérosclérose et conduit a 1’apparition des manifestations cliniques,
du fait qu’elle expose a la thrombose artérielle. Les causes de cette rupture peuvent étre
extrinséques, comme une poussée d’hypertension artérielle qui engendre des pressions
mécaniques sur la plaque ou intrinséques liées a la vulnérabilité de la plaque. Les principaux
facteurs de cette vulnérabilité sont I’ampleur du cceur lipidique et le niveau d’inflammation de
la chape fibreuse. Les manifestations cliniques les plus répandues de la maladie sont les
ischémies coronariennes, cérébrales ou des membres inférieurs dus a la sténose ou a la

thrombose des vaisseaux.
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a. La sténose

En réponse a I’augmentation de la tailles des plaques d’athéromes, les vaisseaux ont la
capacité d’¢largir leur diamétre jusqu’a un certain point (Glagov et al., 1987). Lorsque celui-
ci est dépassé, la plaque entraine un rétrécissement de la lumicre artérielle, c’est la sténose.
L’écoulement et le débit du sang se retrouvent perturbés, ce qui a pour conséquence de

diminuer I’apport sanguin artériel vers les organes.

b. La thrombose

La taille du noyau athéromateux détermine la vulnérabilit¢é de la plaque et la
susceptibilité a se rompre. La rupture des plaques instables met le sang circulant et le noyau
en contact. La rupture peut étre reconnue comme une plaie entrainant une activation des
plaquettes qui vont s’agréger a ce niveau et sécréter des substances qui contractent le muscle
artériel. Cette contraction ajoutée a 1’agrégation plaquettaire entrainent la formation d’un
thrombus qui obstrue I’artére et freine I’irrigation de 1’organe. C’est 1’ischémie aigue
thrombotique, complication la plus fréquente de I’athérosclérose. Egalement, le thrombus peut
se détacher pour former un embole capable d’occlure d’autres artéres et provoquer ainsi une

ischémie par embolie (Lucas and Greaves, 2001).

2.2 Modéles murins

Au cours de la derniére décennie, la souris est devenue le spécimen le plus utilisé pour
modéliser l'athérosclérose. L'intérét initial de ce modeéle animal était fondé sur la grande
diversité des souches consanguines a fond génétique défini et la capacité a modifier
génétiquement les souris, offrant ainsi un moyen facile de relier les génes a l'apparition de
l'athérosclérose. La quasi-totalité des modeles d’athérosclérose chez la souris est basé sur les
perturbations du métabolisme lipidique. A ce jour, aucune lignée de souris sauvage connue ne
développe spontanément de I’athérosclérose. Afin d’accélérer le développement de la
maladie, les souris sont soumises a un régime alimentaire modifié¢ enrichi en graisses saturées,
en cholestérol et en cholate. Il est a noter que I'utilisation du cholate est controversée car il est
soupgonné d’induire des réactions inflammatoires. Ces régimes gras augmentent la
concentration plasmatique de cholestérol en amplifiant la fraction VLDL tandis que sous

régime normal, le cholestérol est principalement pris en charge par la fraction HDL.
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Les souris C57BL/6 sont les plus susceptibles de développer de 1’athérosclérose sous régime
modifi¢ tandis que les souris BALB/c ont une susceptibilité intermédiaire. Cependant les
souris C57Bl/6 offrent un modele limité car méme aprés une longue période sous régime
hyperlipidique, ces souris présentent des 1ésions simples uniquement localisées au niveau du
sinus aortique. La souche C57Bl/6 a été par la suite délaissée au profit d’autres modeles
murins d’athérosclérose capables de développer spontanément des plaques sous régime

normal et enrichie (Paigen et al., 1987).

On distingue deux types de manipulation génétique pour I’¢laboration de modeles murins : les
modeles transgéniques basés sur la surexpression de genes spécifiques et les modeles
d’invalidation génétique. Dans les deux cas les génes ciblés dans 1’athérosclérose sont ceux
impliqués dans la régulation du métabolisme des lipoprotéines. Les souris transgéniques pour
I’apolipoprotéine B, protéine majoritairement impliquée dans le métabolisme des VLDL et
des LDL, développent des 1ésions d’athéroscléroses simples essentiellement constituées de
macrophage spumeux (Purcell-Huynh et al., 1995). Les souris transgéniques pour
I’ Apolipoprotéine E (ApoE), transporteur de cholestérol et de lipides présent a la surface de la
plupart des lipoprotéines, développent des plaques d’athérosclérose plus complexes
principalement constituées de MP spumeux et d’une petite cape fibreuse. Sous régime
hyperlipidique les plaques d’athéromes formées deviennent encore plus complexes avec une
cape fibreuse plus grande, avec d’importantes zones lipidiques et des zones nécrotiques (Fazio

et al., 1994; Zhang et al., 1992).

La délétion du geéne codant pour I’ApoE conduit a une hyperlipidémie associée a une
augmentation de la taille des particules VLDL. Les plaques formées sont principalement
constituées de MP spumeux et d’importantes lésions fibro-lipidiques évoluant avec I’age de la
souris. Ce processus peut-étre accéléré sous régime hyperlipidique. Ces souris déficientes
pour le géne ApoE présentent des plaques complexes localisées a différents sites de
prédisposition tels que le sinus aortique et 1’aorte. Ce modele est le plus utilisé pour 1’étude
des effets génétiques et pharmacologiques sur le développement des plaques d’athéromes.
L’invalidation du geéne codant pour le récepteur aux LDL offre un répertoire plus limité que le
précédent car cette déficience conduit a un effet modeste sur I’hypercholesterolemie et sur le
développement des plaques sous régime alimentaire classique. Sous régime alimentaire
hyperlipidique, ces souris développent des plaques plus grosses et plus complexes avec

I’apparition de calcification et de coeurs nécrotiques (Ishibashi et al., 1994).
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L’utilisation des souris est un avantage considérable dans 1’étude des mécanismes
moléculaires impliqués dans [’athérosclérose et pour 1’¢tude de nouvelles molécules
pharmacologiques. Cependant, aucun modele murin n’est capable de reproduire la rupture ou
I’érosion de la lésion aboutissant aux complications de [’athérosclérose observée chez

I’homme..

3 Monocytes et athérosclérose

Les MO et les MP sont les premiéres cellules inflammatoires a avoir été associées au
développement de 1’athérosclérose. En 1979, Gerrity et al identifiaient, dans un modéle
porcin, les MO comme étant la population cellulaire prédominante dans les plaques
d’athérosclérose. Chez 1’homme, les MO sont présents dés le stade de la strie lipidique,

premier stade visible de la 1ésion (Napoli et al., 1997).

Chez la souris, I’importance des MO dans le développement de la plaque d’athérome a été
mise en évidence par I’étude des souris ostéopétrotiques op/op qui sont déficientes en un
facteur de croissance de la lignée myéloide, le M-CSF. Son absence chez la souris entraine un
effondrement du nombre de MO sanguins, de MP tissulaires et d’ostéoclastes (responsable de
I’ostéopétrose de ces souris). Lorsque ces souris op/op sont placées dans un contexte
génétique propice a 1’athérosclérose (croisement avec des souris déficientes pour le géne
d‘ApoE), elles développent des 1ésions aortiques dix fois plus petites que les souris sauvages

malgré une augmentation du taux de cholestérol plasmatique (Qiao et al., 1997).

Plus récemment, une approche par déplétion des MO circulants a confirmé le role clé des
MO-MP dans le développement des 1ésions d’athérosclérose chez la souris (Stoneman et al.,
2007). L’athérosclérose est associée a un profond changement du nombre de MO circulants.
Dans un contexte d’hypercholestérolémie, le nombre de MO est augmenté de manicre
drastique, leur survie et leur prolifération étant favorisées (Swirski et al., 2007). Des études
rapportent que seule la population de MO inflammatoires Ly6C high subit cette monocytose
tandis que le nombre de MO résidents reste inchangé (Swirski et al., 2007; Tacke et al., 2007).
Ces études montrent également que les MO inflammatoires sont capables d’adhérer a
I’endothélium activé, d’infiltrer la 1ésion et de devenir des MP constitutifs de la plaque

(Swirski et al., 2007). Il existe de nombreuses études sur le recrutement des MO
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inflammatoires dans la plaque d’athérosclérose et trés peu sur celui des MO résidents.
Dr’ailleurs 1’origine des MP spumeux de la plaque n’est pas encore complétement déterminée

mais ils semblent provenir indifféremment des deux sous-populations monocytaires.

L’¢étude des sélectines et des intégrines, molécules impliquées a différents stades de
I’adhésion et du recrutement des MO au niveau de 1’endothélium, a permis aussi de mettre en
évidence [’association étroite entre le recrutement des MO et le développement de
I’athérosclérose. En effet, les souris déficientes en P-sélectine présentent moins de MP
infiltrés dans les plaques et développent moins de 1ésions que les souris sauvages (Johnson et
al., 1997). De la méme maniére, les souris déficientes en E-sélectine présentent des plaques
d’athérome moins importantes (Collins et al., 2000). L’association de ces deux déficiences
conduit & une protection de 80% a un stade précoce et de 40% a un stade tardif du
développement des plaques (Dong et al., 1998). Par ailleurs,, un niveau plasmatique élevé de
P-selectine est associé a un risque élevé de développer des maladies cardiovasculaires chez

I’homme (Woollard et al., 2006).

An et al apportent une distinction dans le recrutement des sous-populations monocytaires et
décrit que les MO inflammatoires Ly6C high sont préférentiellement accumulés aux sites ou
I’endothélium est activé. Ils montrent que I’expression de PSGL-1 est corrélée a celle du
marqueur Ly6C, concluant que la P-sélectine recrute préférentiellement cette sous- population
monocytaire aux sites inflammatoires associés a une dysfonction de I’endothélium (An et al.,
2008). La modulation de I’activité des intégrines par I'utilisation d’anticorps dirigés contre
ICAM-1 et VCAM-1 révele que ces dernieéres molécules sont impliqués dans ’infiltration des
MO au niveau de la plaque (Cybulsky et al., 2001; Patel et al., 1998) ; en effet, leur inhibition
conduit & une réduction de leur infiltration et & une réduction de la taille des plaques

d’athérosclérose.

Pour conclure, le recrutement des sous-populations monocytaires au niveau de la plaque est
directement li¢ a son développement et est orchestré par différentes familles de molécules qui
agissent de fagcon synergique : les sélectines, les intégrines et les CK. Chez 1’homme, le
nombre de MO circulants est un facteur de risque de 1’athérosclérose indépendant des autres
marqueurs conventionnels tel que la protéine C réactive (CRP, cf. ci dessous) (Chapman et
al., 2004; Nozawa et al., 2010) et pourrait étre utilisé pour le diagnostic de la progression des

plaques d’athérome. Cependant, malgré des propriétés migratoires et d’adhésions distinctes, la
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fonction spécifique des sous-populations monocytaires, leur recrutement, leur migration et

leur interaction avec les autres cellules de la plaque restent a déterminer.

4 Athéroclérose : inflammation et chimiokines

L’inflammation est un facteur présent a tous les stades du processus de développement
de I’athérosclérose. Elle se caractérise par I’expression de marqueurs a la surface des cellules
impliquées et la sécrétion de cytokines inflammatoires. Elle favorise le développement et la
progression des Iésions d’athérosclérose en mettant en place des boucles d’auto-amplification
(cf pathogénése). De récentes observations cliniques ont montré que I’inflammation chronique
passe d’un phénomene local a un phénoméne inflammatoire systémique au cours de
I’évolution de la pathologie. De nombreux marqueurs d’inflammation apparaissent dans le
sérum des patients atteints d’athérosclérose comme la Protéine C Réactive (CRP),

I’interleukine 6 et des molécules d’adhésion (Laframboise et al., 2012).

La CRP est I’'un des meilleurs marqueurs de la réaction inflammatoire. Dans 1’athérosclérose,
elle est connue pour favoriser et accélérer le développement de la maladie en activant le
complément et en augmentant ’expression de molécules d’adhésion et des cytokines.
Notamment des CK, comme CCL2, qui sont les cytokines les plus impliquées dans

I’athérosclérose.

Tres tot apres leur découverte, les CK inflammatoires comme le CCL2 et CXCL2 ont été
associées a 1’athérosclérose du fait de leur production par les cellules endothéliales en réponse
a une stimulation lipidique (Liao et al., 1991; Wang et al., 1990) et de leur expression au
niveau des lésions aortiques (Koch et al., 1993; Yu et al., 1992). Un nombre important de
travaux rapportent maintenant le réle central des CK dans les pathologies cardiovasculaires,
que ce soit au niveau du recrutement de cellules circulantes, dans ’activation des cellules
musculaires lisses, au niveau de la stabilité des plaques, ou encore dans la coagulation liée a la
thrombose (Moreau et al., 1999; Schecter et al., 1997; Valente et al., 1992).

Cette partie faisant I’objet d’une revue que j’ai rédigée avec Christophe Combadiére je la
restitue ici (Poupel and Combadiere, 2010). Cette revue détaille une sélection de travaux
s’intéressant aux CK impliquées dans la mobilisation des MO au niveau de la plaque et plus

particulierement aux RCK utilisés pour la caractérisation phénotypique des MO.
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4.1 Axe CCR2/CCL2

Cet axe flt, deés sa caractérisation, suspecté d’€tre responsable du signal de
recrutement des MO circulants dans la 1ésion athéromateuse car CCL2 est fortement exprimée
au niveau des zones riches en MP dans les 1ésions inflammatoires et a pour cible majoritaire
les MO (Ikeda et al., 2002; Rollins, 1996; Yla-Herttuala et al., 1991). Dées 1998, 1’équipe du
Dr Charo montrait que 1’invalidation de CCR2 dans la souris prédisposée a 1’athérosclérose
entrainait une réduction de 50% de la taille des plaques et de 60% de leur infiltrat
macrophagique sans affecter les taux des lipides et des lipoprotéines plasmatiques (Boring et
al., 1998). Une étude similaire menée sur des souris invalidées pour CCL2 montrait une
diminution de 80% de la taille des plaques et de 55% de I’infiltrat macrophagique (Gu et al.,
1998). Des études par transfert de cellules hématopoiétiques dans des souris irradiées ont
permis de déterminer que CCR2 semblait crucial dans les étapes initiales de I’athérogenése
(Guo et al., 2003) mais pas dans les étapes de progression (Guo et al., 2005). A I’inverse, la
surexpression de CCL2 par les cellules hématopoiétiques accélérent le développement des
Iésions athéromateuse (Aiello et al., 1999). Des études plus récentes menées chez 1’homme
suggerent que les effets pro-athérogeénes de CCR2 ne peuvent étre restreint a l'interaction avec
son ligand CCL2 et pourrait également impliquer une activation par d’autres ligands de CCR2
tel CCL13(Breland et al., 2010). Ces différentes études mettent en avant le role crucial de
I’axe CCR2/CCL2 dans l'athérogeneése mais 1’inhibition partielle observée dans ces souris
invalidées indiquent I’existence d’autres mécanismes responsables du recrutement des MO

aux stades précoces et tardifs du développement des 1ésions.

4.2 Axe CX3CR1/CX3CL1

Un autre axe de recrutement des MO est le couple CX3CR1/CX3CL1 impliqué plus
récemment dans 1’athérosclérose. CX3CR1 est présent sur tous les MO et caractérise plus
spécifiquement les MO « patrouilleurs ». Il est également présent sur les cellules endothéliales
qui produisent de large quantit¢ de son unique ligand CX3CL1 dans les conditions
inflammatoires (Greaves and Gordon, 2001). CX3CLI1 est aussi produite par de nombreux
types cellulaires dont les MO et les cellules musculaires lisses (Ludwig et al., 2002). La forme
membranaire de CX3CL1 exprimée par les cellules endothéliales renforcerait I’adhésion des
MO et ainsi limiterait la migration de ces cellules a travers la barriére endothéliale (Umehara
et al., 2001). Le role du couple CX3CRI1/CX3CL1 dans les maladies cardiovasculaires est

¢galement soutenu par 1’étude de 1’athérosclérose chez la souris. Ainsi, les souris CX3CR1-/-

54



développent moins de plaques d’athérosclérose, au niveau de 1’aorte thoracique et du sinus
aortique et les Iésions sont moins infiltrées de MP (Combadiere et al., 2003; Lesnik et al.,
2003). Parallélement, 1’athérogenése est réduite chez les souris déficientes en CX3CL1
(Teupser et al., 2004). Mais, de nouveau, dans ces mode¢les, 1’invalidation du récepteur ou de
son unique ligand n’aboutit qu’a une inhibition partielle de 1’athérogenése suggérant un
mécanisme concerté de différents axes de mobilisation des MO. Ainsi, la combinaison des
déficiences du récepteur ou du ligand de ces couples, par invalidation génétique ou
pharmacologique dans des modéles murins prone a 1’athérosclérose, a permis de mettre en
¢vidence que trois axes (CCR2/CCL2; CX3CL1/CX3CR1, CRP) interagissent de facon
indépendante sur I’athérosclérose, ce qui révele ainsi un mécanisme complexe (Combadiere et

al., 2008; Saederup et al., 2008; Tacke et al., 2007).

4.3 Autres axes CK/récepteurs

D’autres CK inflammatoires comme celles du sous-groupe des CK CCL3, 4 et 5 qui
interagissent principalement avec les récepteurs CCR1 et CCRS, sont impliquées dans la
redistribution monocytaire (Tableau VII) . L’expression de CCR1 et de CCRS sur différents
types cellulaires impliqués dans 1'athérosclérose comme les MO/MP, les lymphocytes T, les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et 1’expression de CCL5 au niveau des
Iésions athéromateuses suggerent un role de ce couple dans I’athérogenése. Si les premiers
travaux n’ont pas pu montrer de réle pour CCR5 dans les phases initiales de développement
des plaques d'athérosclérose (Kuziel et al., 2003), des études plus récentes indiquent que
CCRS participerait aux phases tardives de I’athérogenése (Quinones et al., 2007) en
controlant 1’accumulation macrophagique et le taux circulant de cytokines et CK
inflammatoires (Potteaux et al., 2006). A I’inverse, le transfert adoptif de cellules de moelle
osseuse de souris déficientes pour CCR1 dans des souris hypercholestérolémiques entraine
une augmentation de 70% de la taille des plaques d’athérosclérose (Potteaux et al., 2005)
associée a une activation lymphocytaire excessive. Ces études révélent que I’engagement de
récepteurs distincts mais répondant aux mémes CK peut produire des effets opposés sur

I’athérogenese, révélant ainsi la complexité et la sélectivité des phénomenes mis en jeu.
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Tableau VII: Syntheses des différents axes CK/RCK et leur implication dans

I’athérosclérose.

De nombreux autres couples CK/CKR ont été étudiés pour leur rdle éventuel dans le
développement de I’athérosclérose. En plus de ses propriétés chimioattractantes pour les
cellules mononuclées my¢loides qui expriment son unique récepteur CXCR6, le CXCL16 agit
lui-méme comme un récepteur « scavenger » et reconnait les cellules apoptotiques et les
lipides oxydés pour les engager dans une voie d’élimination. CXCL16 est retrouvée dans les
plaques d’athéromes (Wuttge et al., 2004), elle est produite par les MP, les cellules
dendritiques et les cellules T, elle active les cellules musculaires lisses et les cellules
endothéliales (Ludwig and Weber, 2007) et son taux plasmatique est corrélé aux maladies
coronariennes (Sheikine et al., 2006). La déficience de CXCL16 chez la souris se traduit par
une athérogenése accélérée, une accumulation massive des MP dans les zones 1ésionnelles et
une forte production de cytokines inflammatoires (Aslanian and Charo, 2006). A I’inverse,
I’absence de CXCR6 ralentit le développement des plaques et I’infiltration macrophagique
des 1ésions (Galkina et al., 2007). Ces travaux ont donc mis en évidence le rdle ambigu de cet
axe chimiokinique ; CXCR6 serait proathérogeéne par sa capacité a favoriser le recrutement de
leucocytes et CXCL16 serait athéroprotecteur en facilitant I’élimination des cellules

apoptotiques et les lipides oxydés.

Le récepteur CXCR2 et ses multiples ligands sont également des acteurs importants de
I’accumulation macrophagique au niveau de la strie lipidique et de la progression des 1ésions

athéromateuses (Boisvert et al., 2006; Boisvert et al., 1998).

D’une maniere différente, ’'axe CXCL12/CXCR4 aurait un role important dans la réparation
et le remodelage vasculaire. Toutefois, la fonction de CXCL12 et de son récepteur CXCR4 n'a
été que récemment étudiée dans les modeles murins en raison de la létalité embryonnaire des
souris dont le géne a été invalidé. Ainsi, le blocage chronique de CXCR4 dans des souris
hypercholestérolémiques aggrave le développement de I’athérosclérose en provoquant une

leucocytose avec une expansion de neutrophiles immatures et en augmentant le nombre de
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neutrophiles recrutés dans les plaques. Ainsi, en perturbant 1’homéostasie des neutrophiles
I’axe CXCL12/CXCR4 révele l'importante contribution des neutrophiles dans la genése de

l'athérosclérose chez la souris et montre un axe athéroprotecteur (Zernecke et al., 2008).

Ces travaux indiquent que de nombreux axes chimiokiniques sont impliqués dans
I’athérogenese, principalement en contrdlant le recrutement et I’activation des cellules
mononuclées circulantes. Cependant de nombreuses questions restent sans réponses
notamment comment ces axes interagissent entre eux, s’ils suivent une séquence précise ou
s’ils se combinent et surtout comment les cellules intégrent les différents signaux d’activation
et de recrutement. De plus, longtemps ces CK n’ont été percu que comme des axes de
recrutement des cellules circulantes, cependant, des études récentes rapportent que les signaux
médiés par les CK régulent I’homéostasie des MO dans le sang et la moelle osseuse (Serbina
and Pamer, 2006). Ainsi, I’inhibition combinée des axes CX3CR1, CCR2 et CCRS5 inhibent la
monocytose de la moelle osseuse réduisant ainsi le nombre de MO circulants et limitant le
développement de 1’athérosclérose (Combadiere et al., 2008; Tacke et al., 2007). La capacité
des CK a moduler I’initiation et la progression des plaques d’athérosclérose n’est donc pas
exclusivement liée a leur propriété de recrutement au niveau de la 1ésion mais aussi a agir en

amont sur 1’homéostasie des cellules myéloides.

4.4 Pertinance biologique des CK dans les pathologies

cardiovasculaires humaines
Des ¢études épidémiologiques chez I’homme ont mis en évidence le réle important des
couples CK/RCK précédemment présentés dans les pathologies cardiovasculaires. Ainsi, deux
variations génétiques du récepteur de CX3CRI situées dans le cadre de lecture, substituant
une valine en position 249 en une isoleucine et une thréonine en position 280 en une
méthionine, sont associées a une diminution du risque d’accidents cardiovasculaires
(McDermott et al., 2003; McDermott et al., 2001; Moatti et al., 2001). Une étude plus récente

indique que ces all¢les ne sont pas associés avec la survenue des accidents cardiovasculaires

mais avec une réponse inflammatoire plus importante (Niessner et al., 2005).

Si le role de I’axe CCR2/CCL2 dans I’athérogenése est bien établi dans les modéles murins,
les études génétiques de cet axe chez ’homme sont plus ambigués. Bien qu’une premicre
étude ait rapporté une association entre la substitution de la valine 64 en isoleucine du CCR2

et une diminution du risque de maladies cardiovasculaires (Szalai et al., 2001), les études

57



suivantes sont moins concluantes (Ortlepp et al., 2003; Petrkova et al., 2003). Cette confusion
est probablement liée a la proximité avec le géne CCRS, également polymorphe. Ainsi,
certains variants génétiques de I’axe CCRS5/CCL5 comme CCRS5A32 et CCL5-403A sont
associés avec un risque réduit d’accidents cardiovasculaires (Boger et al., 2005; Gonzalez et
al., 2001; Simeoni et al., 2004) mais d’autres études n’ont pas pu le confirmer (Kuziel et al.,
2003; Petrkova et al., 2005). Plus récemment, des études d’association pan-génomique ont
mis en évidence une association entre le géne codant pour CXCL12 et le risque de développer
des maladies coronariennes. Ce polymorphisme serait impliqué dans 1’inflammation en

atténuant la migration des neutrophiles et en favorisant la génération endothéliale .

Bien que souvent difficile a interpréter, ces études associant le polymorphisme des CK et de
leurs récepteurs avec les maladies cardiovasculaires renforcent 1’hypothése du rdle
déterminant des CK dans ces pathologies et pointent ces molécules comme de nouvelles

cibles thérapeutiques potentielles.

4.5 CK : Cibles thérapeutiques contre I’athérosclérose

Les traitements actuels contre 1’athérosclérose utilisent les antiagrégants plaquettaires,
les statines qui visent a diminuer la cholestérolémie, les vasodilatateurs et encore trop souvent
des interventions chirurgicales en cas d'ischémie majeure. La capacité des CK a moduler la
mobilisation des cellules inflammatoires est cruciale pour le recrutement des MO au niveau de
la plaque d’athérosclérose et de ce fait les CK sont envisagées comme de possibles outils
thérapeutiques.  Différentes  approches ont été  développées pour  moduler
pharmacologiquement le réseau d’interactions chimiokiniques mais les antagonistes des

récepteurs restent actuellement les plus prometteurs.

Les antagonistes les plus étudiés sont les variants de CCL5, Met-CCLS5 et amino-oxypentane-
CCLS5, qui bloquent les récepteurs CCR1, CCR3 et CCRS5 (Proudfoot et al., 1999; Proudfoot
et al.,, 1995). Bien que développé a l'origine pour bloquer I’entrée du virus de
I’immunodéficience humaine (VIH), ces antagonistes se sont avérés efficaces dans des
mod¢les animaux de maladies inflammatoires (Grone et al., 1999; Panzer et al., 1999). Dans
I’athérosclérose, I’administration de Met-CCLS5 permet de limiter la formation des plaques et
diminue l'infiltration de cellules T et des MO (Combadiere et al., 2008; Veillard et al., 2004).
De fagon surprenante, le traitement de souris hypercholestérolémiques par un antagoniste de

CCR2 n’a aucun effet sur le développement des 1ésions athéromateuses et se traduit par une
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monocytose (Aiello et al., 2010)indiquant que le role des CK va bien au dela du simple

recrutement de leucocytes sur un site inflammatoire.

Les CK ouvrent donc de nouvelles perspectives dans le traitement de I’athérosclérose.
Cependant, aucune molécule n’a encore été testée cliniquement dans 1’athérosclérose. Le
probléme majeur de ces cibles est leur pléiotropisme laissant la possibilité a 1’antagoniste
d’altérer d’autres phénoménes que ceux qui sont impliqués dans [’athérosclérose et

notamment 1’homéostasie du systéme immunitaire.

L’implication des MO et des CK et de leurs récepteurs dans la mise en place et le
développement des maladies cardiovasculaires n’est plus a démontrer mais les mécanismes
moléculaires et cellulaires de leur participation restent a clarifier. Ces protagonistes
représentent un intérét majeur en terme médical, en tant qu’outils de diagnostic, d’une part,
permettant soit d’identifier des sujets a risque avant I’apparition de symptomes cliniques, soit
de prédire I’évolution pathologique et d’adapter en conséquence le traitement. D’autre part ils

représentent un grand potentiel thérapeutique.
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III Objectifs du travail de these

L'athérosclérose est un long processus complexe et asymptomatique qui fait intervenir
quatre principaux acteurs cellulaires : les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales,
les lymphocytes et les monocytes-macrophages, tous étant capables d’étre mobilisés au
niveau de la Iésion. Leur recrutement, leur accumulation et leur prolifération sont des étapes
clés du processus de développement de la plaque. La premicre partie de ce mémoire de theése a
permis de mettre en relief les différents acteurs moléculaires et cellulaires que nous ciblons

dans notre étude.

A la suite de différentes études menées au laboratoire, le travail de recherche de cette thése a
porté sur l'utilisation d’un antagoniste du récepteur de chimiokine CX3CRI1, appelé F1, pour
controler le développement des lésions athéromateuses et le recrutement spécifique des
monocytes/macrophages dans des modéles murins. Notre hypothése était que cet antagoniste
devait permettre de limiter le développement des plaques en diminuant le recrutement et
I’accumulation de cellules inflammatoires additionnelles. Le but final de ce travail de thése
est d’identifier et de tester une nouvelle cible pharmacologique contre 1’athérosclérose. Plus
précisément, mon travail avait trois objectifs et tentait de répondre a trois groupes de

questions associées a ces objectifs:

A/ Déterminer le role de CX3CR1 dans le développement de I’athérosclérose.

Les souris déficientes pour le geéne codant pour le récepteur CX3CRI1 sont
partiellement protégées contre I’athérosclérose. Cependant, cette invalidation congénitale peut
entrainer des mécanismes de compensation pouvant biaiser 1’étude. L’invalidation
pharmacologique contrélée de CX3CR1 permet d’une part de s’affranchir de ce biais
technique et d’autre part d’affiner son rdle temporel pour le recrutement des MO au niveau de
la plaque. L’utilisation de I’antagoniste devait ainsi permettre de savoir si ce récepteur est

impliqué dans les phases précoces, tardives ou tout au long du processus.

Questions associées :
- F1 peut-il reproduire les résultats obtenus avec les souris transgéniques CX3CR1 KO ?
- F1 peut-il contrdler et limiter le développement de la plaque d’athérosclérose a un stade

avance.
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B/ Evaluer ’implication de CX3CR1 dans la mobilisation des monocytes au niveau de la
plaque d’athérosclérose.

Comme nous 1’avons vu précédemment, CX3CR1 est impliqué dans la migration et le
recrutement des MO au niveau du site inflammé. Par ailleurs le niveau d’expression de
CX3CR1 a la surface des MO permet d’identifier deux sous-populations cellulaires
phénotypiquement et fonctionnellement différentes. L’utilisation de notre antagoniste nous
permet donc, d’une fagon plus large, d’étudier la mobilisation des MO CX3CR1-dépendants
dans un contexte d’inflammation chronique et de déterminer son implication dans le

recrutement des MO au niveau de la plaque.

Questions associées :

- F1 peut-il modifier la mobilisation et la production des différentes sous-populations
monocytaires ?

- F1 modifie-t-il la composition cellulaire de la plaque ?

- F1 conduit il & un recrutement différentiel des sous-populations monocytaires ? Le défaut de

mobilisation et de recrutement des monocytes LyC low est-il plus important ?

C/ Déterminer les mécanismes mis en jeu par ’utilisation de F1
Il s’agit ici de comprendre en détail les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en

jeu par I’utilisation in vivo de F1.

Questions associées :

- Comment F1 modifie la mobilisation monocytaire ? Perturbe-t-il la migration cellulaire en
saturant et en noyant le systéme des chimiokines.

- F1 perturbe-t-il I’environnement chimiokinique ?

- CX3CRI1 peut-il étre impliqué dans la sortie des MO au niveau de la moelle osseuse ?

- CX3CR1 est-il impliqué dans la survie des MO ?

Afin de répondre a toutes ces questions, notre stratégie a consisté a tester 1’antagoniste
F1 sur deux modeles murins d’athérosclérose, d’une part les souris déficientes pour le géne
codant pour I’ApoE et d’autre part les souris déficientes pour les génes codant pour le
récepteur des LDL (LDLR). Ces deux mode¢les permettent un développement des plaques

d’athérosclérose d’autant plus rapide qu’ils sont soumis a un régime hyperlipidique. Ces deux
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modeles se différencient notamment par leur susceptibilité a développer la maladie, puisque le
modele de souris LDLR-/- étant moins propice a développer des plaques d’athérosclérose. Ces
deux modeles nous permettaient donc de tester notre antagoniste dans deux contextes

d’athérosclérose différents.

De facon classique les animaux sont traités avec I’antagoniste 3 fois par semaine avec
50 microgrammes de protéine F1, quantité usuelle, en injection intrapéritonéale pendant 10
semaines. Au terme, les animaux sont sacrifiés et les parameétres suivants sont analysés :
- Mesure de la taille et la composition des plaques d’athérome ; études morphométriques et
immunohistochimiques au niveau du sinus aortique des cceurs de souris.
- Mesure des paramétres métaboliques (quantité plasmatique des LDL, des triglycérides et de
cholestérol) pour controler I’effet de F1 sur le métabolisme lipidique.
- Numération cellulaire des différents compartiments organiques par cytométrie de flux.
- Mesure des concentrations de cytokines inflammatoires plasmatiques
- Etudes mécanistiques in vitro : Test d’apoptose et d’adhésion.

Cela a donné lieu a une publication soumise qui est reportée ci-apres.
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Abstract

Background- Alterations of the chemokine receptor CX3CR1 gene were associated with a reduced
risk of myocardial infarction in human and limited atherosclerosis in mice. Therefore, CX3CR1
antagonists are potential therapeutic tools to limit acute and chronic inflammatory processes in

atherosclerosis.

Methods and Results- Treatment with F1, an amino terminus-modified CX3CL1 endowed with
CX3CR1 antagonist activity, reduced the extent of atherosclerotic lesions in both APOE” and LDLR™
proatherogenic mouse models. Macrophage accumulation in the aortic sinus was reduced in F1-treated
APOE" mice but the macrophage density of the lesions was similar in F1-treated and control mice. F1
treatment inhibited CX3CR1-dependent adhesion of monocytes, potentially limiting their recruitment.
In addition, F1-treated APOE” mice displayed reduced numbers of blood inflammatory monocytes
while resident monocyte numbers remained unchanged. Both in vitro and ex vivo F1 treatment reduced
CX3CR1-dependent inflammatory monocyte survival. Finally, F1 treatment of APOE’” mice with
advanced atherosclerosis led to smaller lesions than untreated mice but without reverting to the initial

phenotype.

Conclusion- The CX3CRI1 antagonist F1 is a potent inhibitor of the progression of atherosclerotic
lesions by means of its selective impact on inflammatory monocyte functions. Controlling monocyte
trafficking and survival may be an alternative or complementary therapy to lipid- lowering drugs

classically used in the treatment of atherosclerosis.

Key words: atherogenesis, monocyte, migration, chemokine receptor, CX3CR1 antagonist
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Introduction

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of the arterial wall that develops in a setting
combining lipid metabolism and immune response disturbances (Ross, 1999). The hallmark feature of
atherosclerosis is the formation of atherosclerotic lesions that result from the accumulation of fatty
materials such as cholesterol and lipid-rich lipoprotein (LDL) and of inflammatory leukocytes (mostly
macrophages) in the subendothelial space of the vessel wall (Glass and Witztum, 2001; Lusis, 2000).
The proposed pathological mechanisms leading to plaque formation rely on the recruitment of intimal
macrophages that accumulate modified LDL and convert them into lipid-rich foam cells, releasing
proinflammatory and cytotoxic molecules. The proinflammatory environment further promotes plaque

progression to more advanced and complex lesions, which are prone to rupture.

Most current therapeutic drugs target the best-documented atherogenesis-promoting risk
factors. Examples of this include the treatment of dyslipidemia with inhibitors of HMG-CoA reductase
such as statins (Baigent et al., 2005) and the regulation of high blood pressure with inhibitors of
angiotensin-converting enzyme(Jamerson et al., 2008). Even though statins have a pronounced anti-
inflammatory activity by reducing the plasma level of the inflammation marker C reactive protein
(CRP) (Ridker et al., 2008), they are not designed to control inflammation. In fact, these drugs do not
specifically or directly target recruitment of leukocytes into the lesions. Among the many different
leukocyte populations that infiltrate atherosclerotic lesions (Galkina and Ley, 2009), macrophages
appeared to be the main cellular species(Gerrity et al., 1979). The pathogenic role of macrophages was
mostly inferred from animal models. Osteopetrotic mice with spontaneous deficiency in monocyte
colony-stimulating factor (M-CSF) and circulating monocytes showed a profound reduction in
atherosclerosis resulting from a marked decrease in macrophage accumulation within lesions (Smith et
al., 1995). Similarly, monocyte depletion using toxic agents such as chlodronate (Danenberg et al.,
2002) and diphteria toxin in CD11b-DTR transgenic mice (Stoneman et al., 2007) led to reduced

atherosclerosis.
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Two major monocyte subsets can be distinguished in the blood based on differential
expression of the chemokine receptors CCR2 and CX3CR1. The “inflammatory” monocytes express
high levels of CCR2 but low levels of CX3CR1 (CCR2* CX3CR1"), while the “resident” monocytes
have a reciprocal marker expression profile (CCR2" CX3CR1"). Inflammatory monocytes rapidly
enter sites of inflammation where they give rise to macrophages or antigen-presenting cells
(Geissmann et al., 2003; Sunderkotter et al., 2004; Tacke et al., 2007). Resident monocytes enter
lymphoid and non-lymphoid organs under homeostatic conditions, and patrol the vascular endothelium
in a CX3CRI1-dependent manner (Auffray et al., 2007). The former subset dominates
hypercholesterolemia-associated monocytosis (Swirski et al., 2007; Tacke et al., 2007) and appears to
be recruited into atherosclerotic arteries primarily through CCR2 (Tacke et al., 2007). The main CCR2
ligand (CCL2) appears to be important during early atherogenesis whereas the unique CX3CR1 ligand
(CX3CL1) is thought to be involved in the progression of the disease. Atherosclerosis is attenuated in
CCR2" (Boring et al., 1998), CCL2" (Gu et al., 1998), CX3CL1™" (Teupser et al., 2004) and in
CX3CR1" mice (Combadiere et al., 2003; Lesnik et al., 2003) but combined deficiencies of these axes
lead to an even more drastic reduction in atherosclerotic lesions (Combadiere et al., 2008; Saederup et
al., 2008) confirming a non-redundant role of these chemokine axes in atherosclerosis. In addition,
pharmacological inhibition of CCRS, another chemokine receptor involved in leukocyte recruitment,
resulted in an almost entire abrogation of atherosclerosis in CX3CR17CCL2"ApoE” mice
(Combadiere et al., 2008). Targeting the chemokine system to prevent or to reduce atherosclerosis
seems to be of great interest. However, blocking CCR2 with antagonists was poorly efficient on aortic
lesions (Aiello et al., 2010; Olzinski et al., 2010) but led to a significant reduction in monocytosis.
Blocking CCRS5 limits the progression of atherosclerosis (Braunersreuther et al., 2008; Veillard et al.,
2004) probably by regulating leukocyte recruitment and systemic inflammation. To date, no CX3CR1
antagonist has been tested in atherosclerosis. We recently developed an amino terminus-modified
CX3CL1 endowed with CX3CR1 antagonist activity (Dorgham et al., 2009) and evaluated its efficacy

in murine models of atherosclerosis.
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Methods

Mouse model of atherosclerosis

APOE-deficient (APOE™) mice (B6-Apoe™ Y"/Crl from Charles River, Belgium) and LDLR-deficient
(LDLR™) mice (B6-Ldlr™""/] from Charles River, Wilmington, MA, USA), were maintained under
pathogen-free conditions at the « Centre d’Exploration Fonctionnelle » animal facility (Pitié-
Salpétriere, Paris, France). At 5 weeks of age, mice were fed on high fat diet (HFD) containing 24%
fat (D12451, Research Diets by Broogarden, Denmark) for the time indicated. The CX3CR1%"*
APOE™ mice were generated by crossing CX3CR1°™* mice (B6.129P-Cx3cr1™"“"J from Charles
River, Wilmington, MA, USA) with APOE" mice. Treatment with CX3CR1 antagonist called F1
(produced as previously described (Dorgham et al., 2009) and kindly provided by A. Proudfoot,
Merck-Serono) was performed by intraperitoneal injection (50xg in phosphate buffered saline) three
times a week for 10 weeks starting at 5 weeks of diet. The amount of F1 injected was based on
previous experiments using altered chemokines (Veillard et al., 2004). For the advanced
atherosclerotic lesion model, the mice were maintained for a longer period (8 weeks) on HFD before
the beginning of the F1 treatment. Animal experiments were approved by the local institutional animal

care and use commitee of the “faculté de Médecine Pitié-Salpétriere” (Paris).

Analysis of atherosclerotic lesions in the aortic sinus

Mice were euthanized at 20 weeks of age. Atherosclerotic lesions were quantified using oil red O
(ORO) staining on 25 sections, 10xm thick, cut through the proximal aorta as previously described
(Huby et al., 2006). Briefly, the heart was taken out, fixed in 10% formalin for 2 hours, and placed in
10% sucrose-PBS overnight at 4°C before being embedded in Tissue—-Tek OCT compound (Sakura
Finetek, Alphen aan den Rijn, The Netherlands) and frozen at -80°C. The extent of atherosclerotic
lesions was delimited manually following ORO staining and their surface was calculated using ImageJ

software (NIH, Bethesda, MD, USA). The volume of the lesion was calculated on the length of the
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vessel displaying detectable ORO staining typically ranging from 400 to 600 gm. Plaque composition
was determined using immunohistochemistry with monoclonal rat anti-mouse macrophage antibody
(clone MOMA-2 MAB1852 Chemicon, AbCys, Paris, France) and with polyclonal rabbit anti-rat
CX3CR1 (TP501, Torrey Pines Biolabs, East Orange, NJ, USA). The specificity of antibodies was

tested with their isotype controls.

Plasma lipid analyses

Blood samples were collected and analyzed as previously described (Huby et al., 2006). Briefly,
plasma total cholesterol, free cholesterol and triglyceride concentrations were measured by enzymatic
colorimetric assays respectively from Roche Diagnostics (Saint-Egreve, France), Wako Chemicals
GmbH (Neuss, Germany) and Biomérieux (Marcy I’Etoile, France) using the automatic system

Konelab (Thermo Scientific, Brebieres, France).

Mouse organ cell isolation

Blood was drawn via retroorbital puncture with heparin as anticoagulant. Bone marrow cells were
collected by flushing thighbone and shinbone with PBS. Splenocytes were obtained by mashing the
spleen on a 70um pored cell strainer (Becton Dickison, Rungis, France). Following tissue
homogenization, erythrocytes were lysed using buffer containing 0.15 M NH4Cl, 0.01 mM KHCO3

and 0.1 mM EDTA and resuspended in PBS complemented with 0.5% foetal calf serum (FCS).

Cell Adhesion Assays

Full length CX3CL1-His at 25 nM from R&D Systems (Lille, France) was adsorbed over-night to flat
bottom 96 well microtiter plates (Nunc A/S, Roskilde, Denmark) at 4°C in 50 uL. of 25 mM Tris
pH=8, 150 mM NaCl. Wells were saturated for 2 h at room temperature with 1% non-fat milk in the
same buffer. Bone marrow cells from CX3CR1°"* mice were resuspended in calcium- and
magnesium-free PBS and 5x10° total cells were added per well and incubated at room temperature.
Before adhesion, cells from CX3CR1"* mice were treated for 15 min at room temperature with F1 or

PBS. After 45 min, wells were washed to remove non-adherent cells as described previously
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(Hermand et al., 2008). A wide field picture of each well was captured using a Nikon AZ100
macroscope (Champigny Sur Marne, France). The percent of GFP* adherent cells was calculated as a

ratio of the total number of GFP* adherent cells to the total number of GFP* cells loaded in each well.

Apoptosis Assay

For in vitro assays, mononuclear cells from the bone marrow of C57bl/6 mice were incubated for 4
hours in supplemented or FCS-free RPMI in the presence or absence of F1. In addition, APOE” mice
were treated with F1 or left untreated for 24 hours. Myeloid cells were isolated from the blood and the
bone marrow and incubated for 4 hr in RPMI supplemented with 100 U/mL Penicillin, 2 mM
Streptomycin, 2 mM L-glutamine, 10% FCS, 20 ng/mL GM-CSF, 50uM 2B-Mercaptoethanol.
Propidium iodide (5pug/mL) was added in each sample 30 minutes before sample acquisition to

identify dead cells.

Flow cytometry

Cells were incubated in 0.5% FCS-PBS in the presence of appropriate dilution of specific antibodies.
The following panel of antibodies was used: anti- CD11b (clone M1/70), anti-Ly-6G (clone 1AS8),
anti-NK1.1 (clone PK136) from Becton Dickinson (Franklin lakes, NJ, USA) and anti-neutrophil
(clone 7/4) from Serotec (Diisseldorf, Germany). Samples were acquired on a FACSCalibur cytometer
(Becton Dickison, Franklin lakes, NJ, USA) using Cell Quest Pro and analyzed using FlowJo (Tree
Star, Ashland, OR, USA) software. Calculation of absolute number was performed by using a fixed
number of non-fluorescent 10xm polybead®carboxylate microspheres (Polysciences, Niles, IL, USA)

as a reference.

Statistical Analysis

Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, USA) was used for data analysis and graphic
representation. Data are presented as the mean+sem (standard error of the mean) of each group of

mice. Statistical significance was determined using unpaired Student’s t tests to compare Gaussian-like
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distributions for flow cytometry analysis and immunohistological analysis. Symbols used were * for p

values <0.05, ** for p values <0.01, *** for p values <0.001 and ns when not significant.

Results

Pharmacological inhibition of CX3CR1 reduces atherosclerotic plaque development

To assess the therapeutic potential of the CX3CRI1 antagonist (F1) on atherosclerotic lesion
development, APOE™” mice were fed on HFD for 15 weeks (Figure 1) and treated for the last 10 weeks
of the HFD, three times a week by intraperitoneal injection of 50ug of F1 or saline solution. Lipid
staining with oil Red O (ORO) of aortic sinus sections revealed a marked reduction in atherosclerotic
lesions in mice treated with F1 compared to saline-treated mice (Figure 1a). Quantitative computer-
assisted image analysis showed a 30% decrease in the extent of aortic sinus positively stained with
ORO (Figure 1b; with lesion volumes of 0.32 + 0.03 mm’ and 0.22+ 0.02 mm’ for saline- and F1-
treated APOE™ mice, respectively). In order to reduce errors induced by sectioning angle, results
were expressed as the percentage of the cross-sectional vessel volume stained with ORO. About a
25% reduction was still observed in the F1-treated group compared to controls after normalizing the
lesion size volume to the lumen size volume (p<0.05, 16.0+1.3 % for the saline APOE™ mice versus
11.9£1.2 % for the Fl-treated APOE” mice) confirming a specific effect of F1 on the atherosclerotic
lesion volume. In order to confirm that the F1 anti-atherosclerotic effect was not model-dependent, the
LDLR™ mice were fed with HFD and treated with the same regimen. F1 treatment in LDLR" mice
decreased by 27% the extent of the lesion according to ORO staining (Figure 1c; with lesions volumes
of 0.03+ 0.002 mm”® and 0.02+ 0.003 mm” for saline- and F1-treated LDLR™ mice, respectively). After
normalization of the lesion volume against the lumen volume, the F1 anti-atherosclerotic effect was
about 40% (p<0.01, 23+03% and 1.3+x02% for the saline- and Fl-treated LDLR” mice,
respectively). Lesion size is correlated with dyslipidemia and we therefore evaluated the effect of F1
on lipidemia. F1 treatment had no or only a minor effect on the seric total cholesterol (p=ns, 6.9+
0.7g/1 and 5.4+ 0.5g/1 for the saline- and Fl-treated APOE” mice, respectively), the free cholesterol

(p=ns, 2.7+ 0.2g/1 and 2.1+ 0.2¢/1 for the saline- and Fl-treated APOE” mice, respectively) and the
p g g
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triglycerides (p<0.05, 2.0+ 0.3g/l and 1.2+ 0.1g/l for the saline- and Fl-treated APOE” mice,
respectively). Globally, these results indicate that F1 limited the atherosclerotic lesion development in
two different models of atherogenesis and suggest that the F1 anti-atherosclerotic effect may be

independent of dyslipidemia regulation.

Pharmacological inhibition of CX3CR1 attenuates macrophage lesion infiltration

Assuming a role of CX3CLI on monocyte recruitment, we assessed the effect of F1 on the
macrophage content of the lesions in the APOE" model (Figure 2). Total macrophage accumulation,
assessed by MOMA-2 staining, was reduced in Fl-treated APOE” mice compared to saline-treated
APOE" mice (Figure 2a and 2b). The inhibition reached approximately 40% (Figure 2c). However,
the macrophage density within the lesion, evaluated by the ratio of the MOMA-2 staining to the ORO
staining, was not affected by F1 (Figure 2d). Similar results were observed using CX3CR1 staining to
assess CX3CRI1-positive macrophages (Figure 2e to 2h) with an absolute reduction of the CX3CRI1-
stained surface by 40% in F1-treated mice (Figures 2e and 2f with quantification in 2g) and no change
when expressed as a ratio to the lesion area (Figure 2h). These results indicate that F1 limited

macrophage accumulation in the aortic sinus without altering macrophage density.

Both in vitro and in vivo F1 treatment inhibits CX3CR1-dependent monocyte adhesion.

The CX3CRI1 ligand is strongly produced by atherosclerotic lesions and participates in the capture of
blood monocytes. Thus, a CX3CR1 antagonist may inhibit CX3CR1-positive cell adhesion to
CX3CLI1-expressing surfaces. Bone marrow cells from CX3CR1°™* mice with the GFP being
expressed under the control of the CX3CR1 promoter (Jung et al., 2000) were treated with increasing
concentrations of F1 and exposed to a CX3CL1-coated surface (Figure 3). F1 almost abrogated
CX3CR1-dependent adhesion to coated CX3CLI1 at concentrations ranging from 10 to 100 nM (Figure

3a). In addition, bone marrow cells from F1-treated CX3CR1°""* APOE” mice were about 50% less
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adherent to CX3CL1-coated surface than those from saline-treated CX3CR1°""* APOE™ mice (Figure
3b). We conclude that both in vitro and in vivo F1 treatments attenuated CX3CR1-dependent cell

adhesion, thus limiting monocyte recruitment to the lesion site.

F1 reduces monocytosis in APOE” mice.

Because F1 treatment reduced monocyte adhesion, long-term treatment in mice may lead to increased
monocytosis by preventing monocytes to infiltrate the atherosclerotic lesions. We therefore decided to
investigate the F1 effect on blood monocytes (Figure 4). The inflammatory and resident monocyte
subpopulations were identified by flow cytometry as low side scatter, high forward scatter-cells,
expressing high level of CD11b and either high or low levels of the myeloid antigen 7/4 (Figure 4a,
right panel). Polymorphonuclear neutrophils (PMN) and NK cells were excluded based on the
expression of specific markers, Ly6G and NK1.1, respectively (Figure 4a, left panel). Surprisingly, F1
treatment reduced by 50% the absolute numbers of 7/4" or inflammatory monocytes in APOE” mice
(Figure 4b; with 7/4™ numbers of 12.55+ 1.9x10° /mL and 6.9+ 1.7x10° /mL for saline- and F1-treated
APOE™ mice, respectively) while the number of 7/4" or resident monocytes was not altered (Figure
4c; with 7/4"° numbers of 36.2+ 4.7x10° /mL and 33.3+ 4.4x10° m/L for saline- and F1-treated APOE™
mice, respectively). Accordingly, the frequency of 7/4" monocytes was reduced (p<0.05,2.4+ 0.3 %
vs 1.3%= 0.2 for saline- and Fl-treated APOE’ mice, respectively) whereas the frequency of 7/4"°
monocytes was unaltered (p=ns, 6.6+ 0.9 % vs 5.8+ 0.7 % for saline- and F1-treated APOE” mice,
respectively). In the LDLR™ mice, similar results were observed with F1 limiting monocytosis of 7/4"
monocytes (p<0.005, 10.4+ 0.1 x10° /mL vs 5.9+ 0.7 x10° /mL monocytes for saline- and F1-treated
LDLR™ mice, respectively) without any significant effect on 7/4'° monocytes (p=ns, 20.2+ 0.3 x10’
/mL vs 16.4+ 0.3 x10° /mL for saline- and F1-treated LDLR™ mice, respectively). In addition, neither
the frequency nor the number of monocyte subpopulations was significantly affected by F1 treatment
in the bone marrow and in the spleen (data not shown). Interestingly, the atherosclerotic lesion size

was correlated with circulating 7/4"™ monocyte numbers in the saline-treated APOE’ mice as
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previously shown (Combadiere et al., 2008). Nevertheless, this correlation was not found in F1-treated
mice (Figure 4d). In addition, there was no correlation between atherosclerotic lesion size and the
number of circulating 7/4"° monocytes in F1- and saline-treated APOE” mice (data not shown). Taken
together our data show that F1 treatment specifically decreased the size of the blood 7/4" monocyte
population and dissociated the monocytosis from lesion progression suggesting an anti-atherogenic

role of F1 through changes in monocyte functions.

F1 treatment reduces CX3CR1-dependent monocyte survival

Interactions between CX3CRI1 and its ligand provide an essential survival signal for monocytes and
may participate in atherogenesis (Landsman et al., 2009). We hypothesized that, in addition to
blocking CX3CR1-dependent adhesion, F1 may inhibit a CX3CR1-dependent survival signal (Figure
5). Bone marrow cells taken from C57bl/6 mice were grown in FCS-free conditions and live cells
were identified using flow cytometry by the exclusion of the propidium iodide (Figure 5a). CX3CLI1,
at 10 and 100 nM, increased 7/4" monocytes survival by 50% whereas F1, at the same concentrations,
had no effect on 7/4" monocyte survival (Figure 5b). However, when both CX3CR1 agonist and
antagonist were added to the medium, F1 strongly inhibited CX3CL1-dependent survival. In order to
test whether F1 alters cell survival in vivo, monocyte survival was compared in Fl-treated or untreated
APOE" mice. The number of live 7/4" monocytes was reduced by about 50% in F1-treated APOE™
mice compared to untreated control mice (Figure 5c). Similar results were observed on 7/4"°
monocytes (Figure 5d). Overall our results show that both in vitro and in vivo F1 treatment reduced
CX3CR1-dependent monocyte survival, consistent with the reduction in monocytosis observed after

long-term F1 treatment.

F1 treatment slows down the development of advanced atherosclerotic lesions.
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Because F1 displayed strong anti-adhesion and anti-survival properties, we thought that it could
represent an interesting tool for limiting the development of more advanced atherogenic lesions. To
address this question, F1 treatment of APOE" mice was delayed by 3 weeks (from 5 to 8 weeks) after
HFD and the progression of the atherosclerotic was compared between 8 weeks and 16 weeks of HFD
(Figure 6a). ORO staining showed a significant increase in the lesion volume of the 16 weeks-HFD
APOE" mice (0.24+ 0.03 mm®) compared to the 8 weeks-HFD APOE" mice (0.12+ 0.03 x10° mm’).
In the Fl-treated group, the lesion volumes did not significantly progress between 8 weeks and 16
weeks (0.19+ 0.03 mm’) and were reduced by about 20% compared to 16 weeks-HFD saline-treated
mice. As expected, F1 treatment reduced by 40% the absolute number of 7/4™ monocytes in APOE™
mice (Figure 6b, 17.8+ 4.6 x10° /mL vs 10.6+ 2.3 /mL for saline- and F1-treated mice, respectively)
with no effect on the 7/4° monocytes (p=ns, 43.0+ 6.6 x10° /mL vs 43.6+ 12.3 /mL monocytes for
saline- and Fl-treated mice, respectively). We conclude that F1 acts as a potent inhibitor of

atherosclerosis progression probably by controlling monocytosis.
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Discussion

Here, we have shown for the first time that pharmacological inhibition of CX3CR1 in murine
models of atherogenesis led to reduced atherosclerotic lesion development and attenuated
monocytosis. The anti-atherogenic potency of CX3CR1 blockade was associated with reduced
CX3CRI1-dependent adhesion and survival of inflammatory monocytes. This work reveals that

controlling monocytosis by blocking CX3CR1 may help prevent atherogenesis.

Although convincing evidence has validated the key role of chemokine receptors in promoting
atherosclerosis, very few studies have used chemokine receptor antagonists to characterize their
proatherogenic functions. Indeed, their role has essentially been inferred from studies using genetically
deficient mice with chemokine or chemokine receptor gene deletion (for review, see (Barlic and
Murphy, 2007; Weber et al., 2004 )). The most studied chemokines regarding atherosclerosis are those
controlling monocyte redistribution, as the prevailing model for lesion development proposed that
local production of inflammatory chemokines promotes recruitment of monocytes into the intima and
their differentiation into macrophages. For these reasons, mice deficient for genes encoding CCR2,
CCR5 and CX3CRI1 have been instrumental and showed that individual deletion of these genes
resulted in a decrease in atherosclerotic lesions (Boring et al., 1998 ; Braunersreuther et al., 2007 ;
Combadiere et al., 2003 ; Lesnik et al., 2003). However, none of these genetic deficiencies resulted in
the abrogation of atherosclerotic lesions or of macrophage accumulation indicating that a complex
network of recruitment signals is at work in atherogenesis. Indeed, multiple chemokine receptors
acting in concert to orchestrate the migration of monocyte subpopulations were identified
(Combadiere et al., 2008; Saederup et al., 2008 ; Tacke et al., 2007 ) and showed that CCR2,
CX3CR1, and CCRS5 play independent and additive roles in atherogenesis. Accordingly, antagonists
blocking CCR2 (Olzinski et al., 2010) and CCRS5 (Braunersreuther et al., 2008; Veillard et al., 2004 )
only partially prevented progression of atherosclerotic lesions and macrophage accumulation. To date,

no study has assessed CX3CR1 blockade in atherogenesis models.
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The chemokine-based CX3CR1 antagonist that we have developed efficiently limited
atherosclerotic lesion development both in APOE” and LDLR™ proatherogenic murine models,
confirming the role of CX3CR1 in atherogenesis. The extent of inhibition, in term of lipid deposition
and macrophage accumulation, was moderate (30% to 50%) but consistent with data obtained in
CX3CR1" APOE" mice (Combadiere et al., 2003 ; Lesnik et al., 2003). This indicates that treatment
may be optimal. However, macrophage density within the lesions was similar between saline- and F1-
treated mice confirming the existence of CX3CRI1-independent recruitment pathways controlling
macrophage accumulation in the lesion (Combadiere et al., 2008; Saederup et al., 2008 ; Tacke et al.,

2007 ).

The mechanistic role of CX3CR1 in atherosclerotic lesion progression remains highly debated
and data argue for its involvement in monocyte recruitment (Cybulsky and Hegele, 2003), platelet—
monocyte complex formation (Postea et al., 2012), dendritic cell accumulation (Liu et al., 2008),
smooth muscle cell migration (Lucas et al., 2003) and monocyte survival (Landsman et al., 2009). We
assumed that because the sole ligand of CX3CRI1 is a membrane-tethered chemokine, it might have a
crucial role in capturing monocytes from the blood. Indeed, monocytes exposed in vivo or in vitro to
F1 have much less propensity to adhere to CX3CL1-expressing surfaces, therefore reducing their

ability to migrate into the lesions.

Because F1 treatment reduced monocyte adhesion, preventing a portion of monocytes from
infiltrating the atherosclerotic lesion, we were expecting that long-term treatment of mice would lead
to increased monocytosis. In contrast, we observed that long-term F1 treatment lead to reduced
monocytosis, specifically affecting inflammatory monocytes. We postulated that F1 might reduce
monocyte survival by blocking the antiapoptotic effect of CX3CL1, as previously reported (Landsman
et al., 2009). Our data indicate that inflammatory monocytes exposed in vivo or in vitro to F1 have
impaired survival capacity. Surprisingly, in vitro F1 treatment reduced resident monocyte survival,
while in vivo treatment had no effect. In addition, APOE" and LDLR" long-term F1 treatment resulted
in a 30% reduction in inflammatory monocyte numbers, whilst having no effect on resident

monocytes. These results appeared to contradict those obtained in CX3CRI1-deficient mice
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(CX3CR1°"S"") where a 3-fold reduction in resident monocyte numbers was observed (as compared
to wild type) with no alteration in the number of inflammatory monocytes (Landsman et al., 2009).
Such a difference in phenotype, which arises from the comparison of genetic deletion to
pharmacological inhibition, is not unique and may exist for a number of reasons. A common cause of
discrepancies is compensatory mechanisms that take place in gene-deleted mice during development.
Another issue in this work is the potential existence of other sites of action of the antagonist that we
have not as yet been able to identify. Future studies looking notably at the bioavailability of F1 need to

be performed.

The effects of F1 treatment solely on inflammatory monocytes and not on resident monocytes
proved particularly intriguing since the former express lower levels of CX3CRI1 than the latter. It was
expected that monocytes exhibiting strong expression of CX3CRI1, the so-called resident monocytes,
would be more sensitive to F1. However, previous work from Tacke et al (Tacke et al., 2007) has
shown that 1) blood monocytosis was skewed towards an increase in inflammatory monocytes in
APOE™ mice fed on HFD, 2) inflammatory monocytes accumulated in atherosclerotic lesions,
whereas resident monocytes entered less frequently and 3) inflammatory monocytes unexpectedly
required CX3CRI1 in addition to CCR2 and CCRS5 to accumulate within plaques. This study proposes
CX3CRI1 blockade as an effective treatment, aiming to limit recruitment of inflammatory monocytes
while keeping intact CCR2-dependent functions. Our data are in perfect agreement with this study but

the reasons for this skewing still remain elusive.

An additional novelty in our observations is that, in F1 treated mice, the correlation between
lesion size and monocytosis was lost. These data indicate that F1 does not only affect the number of
circulating monocytes but also their atherogenic properties. Indeed we confirmed that both in vitro and
in vivo monocyte treatment with the CX3CR1 antagonist reduced the CX3CR1-dependent adherence
and the survival of myeloid populations, in accordance with previous reports. We cannot exclude the
fact that reduced adherence is due to the induction of cell death, but the inhibition of cell adherence in
vitro was immediate whereas reduction of cell survival was only detectable after longer treatment,

suggesting that inhibition of adherence preceded cell death. Whilst, we cannot rule out the
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involvement of F1 in myeloid precursor modulation, neither the frequency nor the number of
monocytes in the bone marrow and in the spleen were affected by F1 treatment, indicating that F1 may

only act on circulating monocytes.

In conclusion, we show that F1 represents a potent inhibitor of the CX3CR1 axis and a
promising compound for the prevention of atherogenesis. F1 was not only able to limit atherosclerosis
progression but it also prevented the development of more advanced lesions. By limiting monocytosis,
CX3CRI1 inhibition may therefore be an alternative or complementary therapy to the more widely-

used lipid lowering drugs in the treatment of atherosclerosis.
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Legends

Figure 1: Pharmacological inhibition of CX3CR1 reduces atherosclerotic plaque development.

APOE" (a and b) and LDLR™" (c) mice fed on high-fat diet were treated with the CX3CR1 antagoniste
F1. (a) Representative photomicrographs of lipid deposition with ORO staining in aortic sinus of 20-
weeks-old APOE™ treated with F1 (right) or not (left). Quantitative analysis of lesion volume in F1-
and saline-treated 20-weeks-old APOE” mice (b) and LDLR™ mice (c). With ** for p< 0.01 with * for

p<0.05.

Figure 2: Pharmacological inhibition of CX3CR1 attenuates macrophage lesion infiltration in ApoE™

mice.

Frozen sections from aortic sinus were stained for macrophages infiltration. Representative
photomicrographs of MOMA-2 (a and b) and CX3CRI1 staining (e and f) in saline- and F1-treated
mice, respectively. Graphs represent quantification of the MOMA-2 (c) and CX3CR1 (g) staining area
and the ratio of MOMA-2 (g) and CX3CRI1 (h) staining area on the ORO lesion area. Bars represent

mean+SEM of 8 to 10 mice in each group. * for p< 0.05 and “ns” for not significant.

Figure 3: Both in vitro and in vivo F1 treatment inhibit CX3CR1-dependent monocyte adhesion.

1°""* mice were treated or not with F1 at the

(a) Bone marrow myeloid cells isolated from CX3CR
indicated concentrations and exposed to immobilized CX3CL1. (b) CX3CR1"* APOE" mice were
treated with F1 or saline and bone marrow myeloid cells were isolated and exposed to immobilized

CX3CLI. Data represent the percentage of GFP* adherent cells compared to the number of GFP* cells

loaded in the well. Non-coated wells defined non-specific adhesion and was below 1%. Each figure is
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a representative experiment from three independent assays and results are expressed as meantSEM

%of CX3CR1-dependent adherent cells.

Figure 4: F1 reduces monocytosis in APOE™ mice.

(a) Representative flow cytometry dot plot of blood myeloid populations with inflammatory
monocytes defined as CD11b* Ly6G™ 7/4"™ and resident monocytes as CDI11b* Ly6G  7/4°.
Quantitative analysis of CD11b* Ly6G™ 7/4" (b) and CD11b* Ly6G 7/4" (c) cell populations
expressed as number per mL of blood of saline- (white bars) and F1-treated (black bars) APOE™ mice.
Each data set is summarized as mean+SEM of 8 to 10 mice with * for p< 0.05. (d) Correlation
between lesion volume and the number of blood CD11b* Ly6G 7/4™ monocytes in saline and F1-

treated APOE" mice. Correlation * and Pearson p value are indicated.

Figure 5 : F1 reduces CX3CR1-dependent monocyte survival.

(a) Representative flow cytometry dot plot of bone marrow monocyte populations stained with
propidium iodide. (b) Mononuclear cells from the bone marrow of C57bl/6 mice were incubated for 4
hours in FCS-free medium in presence of CX3CL1 (grey bars) or F1 (Black bars) or both (hatched
bars) at the indicated concentrations. Live CD11b* Ly6G™ 7/4" monocytes were quantified by PI
exclusion. Results are expressed as number of live monocytes. Bars represent mean+SEM of
triplicates pooled from 2 independent experiments. (c and d) APOE” mice were treated with PBS or
F1 for 24h. Blood cells were isolated and incubated for 4 hours in FCS-deprived medium. Live 7/4"
and 7/4" monocytes were quantified by PI exclusion in ¢ and d, respectively. Results are expressed as
number of PI negative cells. Bars represent mean+SEM of 3 mice for 3 independent experiments. * for

p<0.05 and ** for p<0.01.
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Figure 6 : F1 treatment slows down the development of advanced atherosclerotic lesions.

(a) Quantification of the ratio of the lesion extent on the lumen area with the ORO staining.
Quantitative analysis of lesion volume in 8- and 16-weeks-old APOE" mice with ** for p< 0.01.
Results are expressed as mean+SEM (b) Quantitative analysis of inflammatory monocytes expressed
as number per mL of blood of saline- (white bars) and F1- (black bars) treated 16 weeks old mice. *

for p<0.05.
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Résume des résultats



V Résumé des résultats obtenus

L’utilisation précoce de F1 dans le développement de la maladie, aprés 5 semaines de
régime hyperlipique dans le modéle de souris ApoE, nous permet de controler le
développement des plaques d’athérosclérose. Les souris traitées par F1 présentent des tailles

de plaques 30% plus petites que les souris témoins (coloration ORO) (Figure 1).

Nous montrons également que F1 affecte le recrutement des MO au niveau de la 1ésion mais
pas sa composition en macrophages. En effet, les marquages spécifiques des monocytes-
macrophages (MoMA2) et de CX3CRI1 sur des coupes de cceur de souris traitées par F1 sont
significativement moins importants. Cependant, la proportion de ce marquage par rapport a la
taille totale de la plaque est identique dans les deux groupes (rapport marquage
MOMA2/ORO et CX3CR1/ORO) (Figure 2). Nous mettons en évidence que F1 inhibe
spécifiquement I’adhérence des MO 7/4high sur un tapis de CX3CL1 imobilisées in vitro et

ex vivo avec des MO de moelle osseuse de souris traités par F1 (Figure 3).

Nous observons que les souris traitées par F1 ont une diminution spécifique du nombre de
monocytes 7/4™€" et nous corrélons directement la taille des plaques d’athérosclérose au
nombre de monocyte 7/4"" circulant (Figure 4). A inverse de la propriété de survie de
CX3CLI1, F1 diminue la survie cellulaire. Les marquages a I’iodure de propidium sur des
souris CX3CR1 GFP hétérozygote ont montré une mortalité plus importante des MO 7/4"€"
dans les souris traitées. F1 inhibe spécifiquement la survie des monocytes 7/4"€" in vitro et ex

vivo avec des MO de moelle osseuse (Figure 5).

Enfin D’utilisation tardive de F1, aprés 8 semaines de régime hyperlipidique permet de
controler le développement des Iésions d’athéroscléroses. Les souris traitées avec F1 ont des
plaques plus petites que les souris non traités et significativement non différentes du groupe

contrdle, sacrifi¢ le jour du début des injections (Figure 6).
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VI Discussion

- Role spécifique de CX3CRI1 dans le développement de I’athérosclérose.

Notre travail met en évidence que ['utilisation d’un antagoniste de CX3CRI a un
temps précoce ou tardif du développement de 1’athérosclérose permet de limiter partiellement
le processus de formation des plaques d’athérome. Cette diminution est identique a celle
obtenue dans les souris invalidées génétiquement pour le géne codant pour CX3CRI1 et
suggere que ’inhibition de CX3CR1 par I’antagoniste F1 est totale ce qui conduit a imaginer
que I’invalidation génétique de CX3CRI1 n’entraine pas de phénomene de compensation au
niveau de la formation des plaques d’athérosclérose. Cependant, les invalidations
pharmacologique ou génétique de CX3CRI1 n’entrainent qu’une protection partielle contre
I’athérosclérose et ne sont pas spécifiquement déterminantes pour le recrutement des MO. Ces
résultats corroborent I’observation décrite par Combadiére et al., prouvant que la formation
des plaques d’athérosclérose fait intervenir différentes voies chimiokiniques (CX3CR1, CCR2
et CCRS) mais que celles-ci sont complémentaires et indépendantes ; I’une ne peut se
substituer a 1’autre (Combadiere et al., 2008). Ainsi, I’implication de CX3CRI1 dans le
développement des plaques d’athérosclérose est complexe.

Nos résultats montrent que F1 diminue spécifiquement les MO 7/4™€" circulant, une des
hypotheses serait qu’en conséquence F1 entraine un recrutement préférentiel de la sous-
population monocytaire 7/4"™€" au niveau de la plaque, pouvant conduire & une modification
des sous-populations accumulées. Pour vérifier cela, nous avons tenté de suivre le devenir des
MO au niveau de la plaque en les tracant a I’aide de sondes fluorescentes. Nous avons utilisé
des MO 7/4™€" provenant de la moelle osseuse de souris traitées in vitro par F1 (marquage
CMTMR) ou non (marquage CFSE) puis ré-injectés en IP a des souris ApoE -/- sous régime
hyperlipidique. Le niveau de mortalité de ces cellules marquées et la disparition du marquage
ne nous ont pas permis de retrouver un nombre suffisant de cellules au niveau des plaques
pour que les données soient exploitables. Une technique permettant de distinguer par
immunohistochimie les différentes sous-populations de monocytes/macrophages infiltrées au
niveau des lésions serait une alternative nécessaire. Malheureusement aujourd’hui il n’existe
pas d’anticorps murin connu et efficace (tel qu’un co-marquage anti CX3CRI1 et anti CCR2)

permettant de réaliser cela. A la place, il pourrait étre envisagé d’utiliser des souris
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transgénique ayant des marqueurs fluorescents rapporteurs de I’expression de CX3CRI1 et de

CCR2, en notre possession, associé¢ a une mutation du métabolisme lipidique.

L’utilisation de F1, aprés 8 semaines de régime hyperlipidique dans le modéle ApoE -/-,
permet toujours de controler le développement des Iésions. Les plaques d’athéromes des
souris traitées par F1 sont plus petites que celles du groupe de souris non traitées et leurs
tailles ne sont pas différentes du groupe témoin, sacrifié le jour du début des injections de F1.
Ces résultats mettent en évidence que CX3CRI1 est impliqué tout au long du processus de
développement des plaques d’athérosclérose et que son absence n’empéche pas leur
développement mais semble le ralentir : F1 ne peut pas inverser le processus enclenché. Cette
observation est importante d’un point de vue thérapeutique, car malgré 1’émergence des
biomarqueurs, 1’athérosclérose est une pathologie que 1’on ne peut soigner que de fagon

curative étant donné son aspect asymptomatique.

Nos résultats montrent également que dans ces deux modeles d’athérosclérose précoce ou
avancée, ’utilisation de F1 entraine de subtiles modifications de 1’environnement lipidique.
En effet, la concentration plasmatique du cholestérol total reste inchangée tandis que celles du
cholestérol libre et des triglycérides diminuent. Ces résultats sont fréquents lorsque 1’on
travaille dans des modéles murins génétiquement modifiés dans le métabolisme des lipides.
Cette diminution est difficile a expliquer et suggere que CX3CRI1 a un role négatif dans
I’¢limination des lipides circulants et pose le probléme suivant: F1 diminue-t-il le
développement des plaques en contrdlant le niveau de cholestérol libre et de triglycérides

plasmatiques ou en controlant le recrutement des MO au niveau de la plaque ? ou les deux ?

Enfin, F1 est également capable de controler le développement des plaques d’athérosclérose
dans un deuxiéme modele de souris. Les souris invalidées pour le géne codant pour le
récepteur au LDL est un modéle moins athérogéne que le modele ApoE et montre de ce fait
des résultats moins marqués. F1 diminue le développement des plaques d’athérosclérose,

comparé au groupe de souris non traitées.
Ces deux modéeles murins déclenchent 1’athérosclérose par des mécanismes moléculaires

différents provoquant de ce fait une susceptibilité¢ différente face au développement des

plaques sous régime hyperlipidique. Cependant, notre travail montre que quelques soient les
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mécanismes initiateurs de 1’athérosclérose mis en place, F1 est capable de limiter le

développement des plaques d’athérosclérose.

- Role de CX3CR1 dans la mobilisation des monocytes au niveau de la plaque
d’athérosclérose

La numération cellulaire apres traitement par F1 met en évidence une diminution de la
population myéloide principalement due a la diminution spécifique de la sous-population
monocytaire inflammatoire 7/4"¢", Cette diminution s’observe a la fois sur le pourcentage et
le nombre des MO 7/4"" Elle est associée 4 la diminution de la taille des plaques
d’athérosclérose. Cela nous a permis d’établir une corrélation directe entre la taille des
plaques et le nombre de MO 7/4"#" circulants. Cette observation affine les premiéres
observations de Combadiére et al., qui corrélaient le nombre total de MO a la taille des
plaques (Combadiere et al., 2003). L’¢tude de la moelle osseuse et de la rate révele que cette
diminution ne semble pas due a un défaut de production ou de rétention de ces derniers dans
ces deux compartiments. En effet, aucune variation de leur pourcentage ou de leur nombre
n’est observée entre les groupes dans les deux cas. F1 affecte uniquement la sous-population
monocytaire circulante qui exprime le moins de récepteur CX3CR1 a sa surface.
Une des hypothéses pour expliquer Ieffet spécifique de F1 sur les populations 7/4™€" et pas
7/4"°% pourrait étre un « effet dose » : F1 bloquerait totalement CX3CR1 sur les MO 7/4"¢" et
seulement partiellement ou moins efficacement ceux présents a la surface des MO 7/4°".
Ainsi, les MO 7/4high sont plus sensibles a un antagoniste de CX3CRI1. Il faudrait peut étre
augmenter la dose de protéines F1 injectée pour toucher les deux populations simultanément.
Des études de cinétique de F1 nous ont permis de constater qu’une seule injection
intrapéritonéale de F1 permet d’obtenir une diminution significative des MO 7/4"¢" dans le

sang et que celle-ci se maintient dans le temps avec une injection de F1 tous les deux jours.

Deux aspects particuliers sont a noter ici :

1) ces résultats observés dans la souris ApoE -/- ne sont pas retrouvés dans les souris C57bl/6.
En effet, 1’effet de F1 sur les monocytes 7/4™€" ne semble significatif qu’en contexte
inflammatoire. Les souris ApoE sont connues pour leur contexte inflammatoire, elles
présentent une monocytose 4 fois supérieure a une souris sauvage sous régime normal et 16

fois supérieure pour les monocytes Ly6C high vs Ly6C low. Cette forte monocytose pourrait
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expliquer que I’effet de F1 est plus facilement visible dans un modéle de souris ApoE

(Swirski et al., 2007).

2) la cinétique d’action de F1 semble tres courte, ce qui souléve de nombreuses questions sur

les mécanismes d’action de F1.

- Mécanismes mis en jeu par ’utilisation de F1

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires permettant a F1 de diminuer la
monocytose des 7/4"€" nous nous sommes intéressés aux propriétés fonctionnelles de sa cible
physiologique, c’est-a-dire CX3CR1. Deux fonctions précises ont été analysées en présence

de F1 : I’adhérence et I’apoptose.

Adhérence CX3CRI-CX3CL1

Il est bien établi que le couple CX3CR1-CX3CL1 joue un réle majeur dans le trafic
des leucocytes notamment : la fixation de CX3CL1 par les leucocytes circulant au niveau de
I’endothélium activé déclenche I’adhérence et la capture de ces derniers indépendamment des
intégrines (Fong et al., 1998). Des expériences d’adhérence nous ont permis de mettre en
¢vidence que F1 est capable d’inhiber spécifiquement I’adhésion des monocytes de la moelle
osseuse sur la CX3CL1 immobilisée. Ces résultats nous permettent de supposer que in vivo,
F1 limite le recrutement des leucocytes au niveau de I’endothélium et par conséquent au
niveau de la plaque d’athérosclérose. Des études menées au sein du laboratoire, basées sur
I’imagerie intravitale montrent que le traitement par F1 induit une augmentation de la mobilité
des monocytes dans le parenchyme de la moelle et une diminution de leur adhérence sur les
parois des sinusoides suggérant que CX3CR1 serait associé a la rétention des MO 7/4™¢" au
niveau de la moelle osseuse (Jacquelin et al, en cours). Nous allons développer prochainement
une approche similaire en testant I’effet de F1 sur le « crawling » des MO le long de la
barri¢re endothéliale dans la peau de souris CX3CR1-GFP. Nos résultats préliminaires n’ont
pas montré d’effet significatif de F1 sur I’adhérence des MO ; cependant toutes nos études ont
¢été réalisées 18h apres la derniére injection de F1 suggérant que la durée d’action de F1 est un

facteur limitant.
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Apoptose et la voie CX3CRI-CX3CL1

La question se pose ensuite du devenir des MO : notre hypothése est que par défaut
d’adhérence sur les sites inflammatoires, ces derniers ne survivent pas. Différentes études ont
mis en évidence un pouvoir anti-apoptotique de CX3CL1 et notamment dans 1’athérosclérose.
Certains ont décrit que la production de CX3CL1 était maximale au début du processus de
développement des plaques quand la prolifération des cellules musculaires lisses et
I’accumulation des MP est prédominante. Donc les effets anti-apoptotique et/ou prolifératif de

CX3CLI1 auraient un role dans I’initiation et la progression de I’athérosclérose (Volger et al.,

2007).

Landsman et al. ont récemment observé que I’absence de I’interaction CX3CRI1-CX3CL1
provoque une augmentation de I’apoptose des macrophages et de ce fait entraine une
diminution du développement des plaques. L’ajout d’un transgéne Bcl2 restaure le
développement naturel des plaques en I’absence de CX3CRI1, révélant que ce dernier est vital

pour la survie des macrophages (Landsman et al., 2009).

Nous avons donc testé I’effet de F1 sur la survie cellulaire in vitro et ex vivo. Ces expériences
nous ont permis de mettre en évidence que F1, en empéchant I’interaction CX3CR1-CX3CL1,
diminue significativement la survie des cellules 7/4™€" in vitro. Ces expériences confirment le
role de CX3CRI1 dans la survie cellulaire et notre hypothése. Cette action de F1 au niveau des
MO pourrait entrainer la formation de 1€sions trés nécrotique et donc instable. Des marquages
« tunel », permettant de voir la mort cellulaire par apoptose en histologie, sont actuellement

en cours pour vérifier ce point.

Enfin il est prévu de déterminer si [’utilisation de FI1 entraine une modification de
I’environnement inflammatoire. En contr6lant la monocytose et le développement des plaques
d’athérosclérose, F1 pourrait en effet provoquer une diminution de la concentration
plasmatique de cytokines inflammatoires. Un dosage ELISA de CX3CLI1 nous a permis de
mettre en évidence une augmentation de la concentration plasmatique de cette derni¢re chez
les souris traitées avec F1. Cependant, cette mesure est faussée par le fait qu’il est impossible
de différencier CX3CL1 de la protéine F1 injectée. Cette augmentation peut donc étre due a
une réelle augmentation du CX3CL1 endogeéne ou a la détection de F1 dans le plasma. Des

dosages « multiplex » d’autres cytokines sont en cours.
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- Autres travaux

D6

Nous avions également étudié le réle des chimiokines dans 1’athérosclérose a travers le
récepteur leurre D6. Ce récepteur est connu pour lier certaines chimiokines et plus
particulierement CCL2 sans déclencher de signaux cellulaires. L’invalidation génétique de D6
dans un modele d’infarctus du myocarde entraine une augmentation du niveau plasmatique de
CCL2 et de CCL3 corrélée a une augmentation de I’infiltration de neutrophiles et de MO
7/4"" (Cochain et al., 2012). Notre hypothése est qu’en I’absence du récepteur D6,
I’augmentation de CCL2 circulant devrait entrainer une augmentation de 1’inflammation
systémique, une augmentation du recrutement des MO au niveau de la Iésion et par

conséquent amener le développement de grosse plaque d’athérome.

Afin d’étudier le role de D6 dans 1’athérosclérose, nous avons croisé des souris invalidées
pour le géne de I’Apo E avec des souris invalidées pour le géne D6 afin d’obtenir des souris
doubles déficientes pour les deux génes. L’analyse de la taille des plaques a mis en évidence
que les souris Apo E x D6 KO développent de plus petites plaques d’athéromes et leur
numération cellulaire dans le sang et la moelle osseuse est quasiment identique a une souris

ApoE.

Les résultats obtenus avec la double invalidation génétique du gene D6 et Apo E vont a
I’encontre des hypothéses attendues. Une analyse transcritptitionelle des souris doubles
mutées a révélé, que le géne CYP8BI1 présent en amont du geéne D6 est dérégulé par
I’invalidation de ce dernier. La protéine CYP8BI1 catalyse de nombreuses réactions
métabolique ; elle est impliquée dans la synthése de 1’acide cholique. Cet acide biliaire affecte
la solubilit¢ du cholestérol permettant son absorption au niveau de ’intestin. Une étude
récente utilisant des souris doublements invalidées pour le géne de I’ApoE et de Cyp8B1 a
montré que ces souris sont partiellement protégées de 1’athérosclérose et présentent une
diminution du taux de cholestérol et de triglycérides plasmatique par rapport aux souris
ApoE-/- (Sldtis K et al J lipid Res 2010). Les résultats que nos obtenons sont donc cohérents
avec la dérégulation de la synthése du géne Cyp8bl et sont inexploitable pour notre analyse.
Des recherches sont actuellement en cours afin d’invalider le géne D6 sans affecter

I’expression du gene Cyp8bl.
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- Autres travaux impliquant les CK
Dans un contexte non hyperlipidémique, j’ai participé a la découverte de I’implication
du récepteur leurre D6 dans le remodelage cardiaque aprés 1’infarctus du myocarde (Cochain

etal., ATVB 2012 annexe 1).

Au cours de ce travail de thése, j’ai pu également collaborer a la découverte du role délétere
du récepteur CCR1 dans le syndrome hémolytique urémique ( Ramos VM. et al, M J pathol
2012 annexe 2) ainsi que dans le cancer du foie (Rodero MP et al, Neoplasia 2013 annexe 3),
du role favorable de 1’axe CCL2/CCR2 sur le contrdle de la néovascularisation cardiaque
post-ischémique ( Cochain et al., Cardiovasc Res 2010 annexe 4) a 1’aide de modéles murins
et de I’absence d’association entre des polymophismes de la lactadhérine, glycoprotéine
impliquée dans la reconnaissance des débris apoptotiques par les macrophages, dans
I’angiogénese VEGF dépendante, et la maladie de Dégénérescence Maculaire Lié a 1’Age

(Raoul W et al, Plos One 2012 annexe 5).
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Conclusion et
Perspectives



VII Conclusions générales et perspectives

L’antagoniste de CX3CR1 que nous avons caractéris¢ permet de maitriser le
développement des plaques d’athérosclérose et d’inhiber la monocytose des 7/4™&" en
modifiant leurs propriétés d’adhérence et de survie. Cette inhibition partielle met en évidence
le fait qu’une molécule unique ne suffit pas a un controle suffisant de la pathologie. Une des
premicres perspectives serait d’utiliser cet antagoniste en association avec d’autres molécules,
comme un antagoniste de CCR2 actuellement mis au point dans le laboratoire ou en
combinaison avec des traitements préventifs conventionnels de 1’athérosclérose (statine,
anticoagulants, antiplaquettaires...). D’autre part, cette étude nous a permis de mieux
comprendre le role de CX3CR1 dans la mobilisation des MO au cours d’un processus
inflammatoire et de mettre en évidence qu’il s’étend au-dela de sa fonction de migration et de

recrutement.

Le ciblage de I’axe CX3CR1-CX3CLI1 pour des visées thérapeutiques ne se limite pas
a la pathologie de I’athérosclérose. Sa position centrale dans la régulation des fonctions du
systéme immunitaire explique son implication dans de nombreuses pathologies. Pouvant étre
protecteur ou délétere, le ciblage de cet axe est soumis a la balance des effets contradictoires

qu’il peut générer dans ses réponses. Prenons quelques exemples :

L’axe CX3CR1-CX3CLI possede un role critique néfaste dans différentes pathologies. Il joue
un role délétere pro-inflammatoire dans la mise en place de 1’inflammation du poumon dans
le cadre d’une réaction asthmatique par un effet de recrutement et de survie des lymphocytes
T CD4. Dans le cas de d’une ischémie cardiaque, la protection des souris déficientes pour
CX3CRI est associée a un milieu inflammatoire protecteur caractérisé par une polarisation
des macrophages en sous-type M2 au temps précoce apres lésion (Fumagalli et al., 2013).
Enfin, dans un modéle de Iésion artérielle la protection de la déficience de CX3CR1 est
corrélée a une diminution de I’infiltration des monocytes au niveau de la lésion conduisant a

une diminution de I’hyperplasie intimale (Liu et al., 2006).

A Tinverse, I’axe CX3CRI1-CX3CL1 possede un role critique bénéfique dans d’autres
pathologies. Dans le cas de lésions hépatiques induites par le tétrachlorure de carbone, un
modele de souris invalidées pour le géne CX3CR1 met plus longtemps a contrdler
I’inflammation comparé aux souris sauvages et les macrophages nouvellement infiltrés

entrent plus rapidement en apoptose (Karlmark et al., 2010). Dans des modéles de DMLA,
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I’invalidation de CX3CR1 conduit a une accumulation des cellules microglies dans I’espace
sous-rétinien et favorise 1’apparition de drusens responsables des 1ésions oculaires (ref). Une
hypothese serait que CX3CR1 controle la sortie microgliales de cet espace Au cours du
sepsis, dans un modele de CLP, la déficience de CX3CR1 aboutit a une diminution du
controle bactérien et de la survie des animaux. Dans cette étude les auteurs montrent que les
monocytes favorisent 1’activité bactéricide des neutrophiles via I’axe CX3CR1 (Ishida et al.,

2008).

Dans les cas de cancers, le role de CX3CRI1 est ambigu. Protecteur, la présence d’une forte
concentration locale de CX3CL1 semble limiter la production des facteurs de croissance
tumoraux par l’activation des lymphocytes NK, des cellules dendritiques et des cellules T
(Nukiwa et al., 2006; Xin et al., 2005). Déléteére, la présence de CX3CL1 semble également
étre associée, dans certains cas, a un potentiel métastatique plus élevé (Andre et al., 2006). De
plus CX3CL1 est connue pour induire la production de VEGF facteur indispensable a

I’angiogeénése.

Ces exemples mettent en évidence que I’ambition thérapeutique de I’axe CX3CR1-CX3CL1
ne peut se faire sans un ciblage spécifique du mécanistique a moduler. Dans le cas ou 1’axe
CX3CR1 est néfaste en participant a la pathogenese ou au maintien de la maladie,
I’antagoniste F1 pourrait étre un traitement envisageable. En revanche, dans un contexte ou le
duo CX3CRI1-CX3CLI est bénéfique, le traitement par F1 serait & proscrire au profit d’un

traitement par un super agoniste de CX3CRI1 par exemple.

Le cas des cancers est particulier et met en évidence la complexité du ciblage du réseau
chimiokine. Les chimiokines, et particuliecrement CX3CL1, sont impliquées dans une
multitude de fonctions dont la balance est probablement dépendante de I’environnement local.
Ainsi en fonction de la propriété du couple mise en avant, immunorégulatrice, angiogénique

ou chimiotactique, le couple CX3CR1-CX3CL1 peut étre aussi bien pro- qu’anti- tumoral.

Malgré le role controversé de CX3CL1, des études menées sur la souris ont révélé que la
surexpression de CX3CL1 au niveau local de la tumeur induit une diminution de I’expression
des facteurs de croissances et des métastases spontanées (Zeng et al., 2005). CX3CL1
participe également a un meilleur recrutement des populations leucocytaires anti-tumorales
(Lavergne et al., 2003). Cela met en évidence une notion importante dont il faut tenir compte
pour la recherche translationnelle de ’axe CX3CR1-CX3CLI1 et des chimiokines en général,

celle de I’espace. Délivrer spécifiquement la molécule au site de prédilection afin de limiter
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au maximum la dérégulation des mécanismes non ciblés. La notion temporelle est également
trés importante. Les récepteurs de chimiokines peuvent avoir un réle séquentiel dans la mise
en place et le développement des maladies. Ainsi, dans 1’athérosclérose le récepteur CCRS
semble n’étre impliqué que lors des phases tardives du développement de la maladie (Kuziel
et al., 2003). Cette notion peut étre corrélée aux recrutements séquentiels des différentes sous-

populations cellulaires au niveau des sites de prédilection par différents axes.

Dans le cas de [D’athérosclérose, la notion temporelle est biaisée due au caractére
asymptomatique de la maladie et la notion d’espace est délicate lorsqu’il s’agit des
monocytes. En effet, la taille des plaques est directement corrélée au nombre de monocytes
circulants, un traitement localisé pourrait étre envisagé pour empécher spécifiquement leur
recrutement au niveau de la 1ésion. Le traitement systémique par F1 pose probléme dans le
sens ou il induit potentiellement une diminution générale du recrutement des monocytes
(diminution des monocytes circulants, défaut d’adhérence). En cas d’apparition d’une autre
pathologie ou d’une pathologie associée cela peut étre problématique. Nous avons montré que
F1 bloque le recrutement monocytaire dans un modele inflammatoire de péritonite (Dorgham
et al., 2009). La stratégie serait donc de pouvoir cibler spécifiquement les monocytes
impliqués dans le développement de la plaque d’athérosclérose sans altérer le nombre total de
monocytes circulants. Il faudrait pouvoir délivrer spécifiquement F1 au niveau de la 1ésion,
afin d’empécher les monocytes d’adhérer a 1I’endothélium et d’y pénétrer. 1l serait intéressant
d’étudier la réponse d’une utilisation locale au niveau des monocytes. On pourrait imaginer
qu’administré de cette fagon, la dose de F1 locale serait plus importante et suffisante pour

toucher en méme temps les deux sous populations monocytaires.

La fonction de survie de CX3CRI1 est également intéressante car elle pourrait étre utilisé pour
détruire les édifices cellulaires impliquant des cellules qui expriment CX3CRI1 par un ciblage
local. Malheureusement, si & un stade précoce 1’apoptose est bénéfique a la résolution de
I’athérosclérose elle est délétere et dangereuse a un stade tardif en favorisant la nécrose et en
amplifiant I’inflammation (Tabas, 2009). Dans 1’état actuel la balance risque/bénéfice d’un
traitement par F1 est difficile a déterminer. Par contre au niveau des cancers, nous
envisageons dans le laboratoire de tester [’'utilisation de F1 en locale afin d’induire
directement 1’apoptose des tumeurs d’origine cellulaire CX3CR1" ou indirectement en

agissant au niveau des macrophages pro-tumoraux.
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Ces exemples illustrent la difficulté de prédire précisément les conséquences globales
de l'utilisation d’un traitement dirigé contre 1’axe CX3CRI-CX3CL1 sur la réponse
immunitaire et concrétise I’importance de prendre en compte les notions d’espace et de temps.
Aussi il semble aujourd’hui évident qu’une action combinée des agents thérapeutiques est
essentielle pour optimiser les résultats et prévenir des effets secondaires surtout dans les cas
de pathologies multiples et de co-morbidité. Cela met également en évidence la limite de nos
recherches sur des modeles murins tres €loignés de la réalité pathologique de 1’organisme
humain. Les stratégies thérapeutiques touchant le fonctionnement du systéme immunitaire
doivent nécessairement passer par une fine compréhension des mécanismes moléculaires
impliqués. Comme je 1’ai déja exposé précédemment, 1’utilisation des souris génétiquement
invalidées est pratique pour ce dernier point mais ne refléte pas la réalité surtout lorsqu’on les
place dans un contexte pathologique. Les mécanismes moléculaire de compensation dus a une
invalidation génétique congénitale sont difficiles a appréhender et rendent difficile la
translation a I’homme. L’utilisation des antagonistes est un bon compromis dans ce contexte,

bien qu’on sache qu’il existe des différences d’expression et d’affinité¢ des CK/RCK.

La spécificité du duo CX3CRI1-CX3CL1, la diversité de ses fonctions et I’ensemble de
ces recherches mettent néanmoins en évidence la légitimité de tenter d’utiliser le systéme
CK/RCK comme cible pharmacologique en vue de traiter des patients atteints de maladies

cardiovasculaires mais aussi d’autres pathologies inflammatoires.

La complexité des mécanismes mis en jeu souléve de nombreuses limites mais révele qu’il y a

encore beaucoup de grandes découvertes a faire et de I’espoir pour les patients.
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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,* 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 D67~ 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 D67~ 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.)
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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).
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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 107 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
followingoligonucleotides (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
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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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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
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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 D67~ 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 (n=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 D6~ 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 MI. 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
CCR?2 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.
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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.
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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-/- wrT 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
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Chemokine Receptor CCR1 Disruption Limits Renal
Damage in a Murine Model of Hemolytic Uremic

Syndrome
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Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli is the
main etiological agent that causes hemolytic uremic
syndrome (HUS), a microangiopathic disease charac-
terized by hemolytic anemia, thrombocytopenia, and
acute renal failure. Although direct cytotoxic effects
on endothelial cells by Stx are the primary patho-
genic event, there is evidence that indicates the in-
flammatory response mediated by polymorphonu-
clear neutrophils and monocytes as the key event
during HUS development. Because the chemokine re-
ceptor CCR1 participates in the pathogenesis of sev-
eral renal diseases by orchestrating myeloid cell kid-
ney infiltration, we specifically addressed the
contribution of CCR1 in a murine model of HUS. We
showed that Stx type 2-treated CCR1~/~ mice have an
increased survival rate associated with less functional
and histological renal damage compared with control
mice. Stx type 2—triggered neutrophilia and monocy-
tosis and polymorphonuclear neutrophil and mono-
cyte renal infiltration were significantly reduced and
delayed in CCR1™/~ mice compared with control
mice. In addition, the increase of the inflammatory
cytokines (tumor necrosis factor-a and IL-6) in
plasma was delayed in CCR1~/~ mice compared with
control mice. These data demonstrate that CCR1 par-
ticipates in cell recruitment to the kidney and ampli-
fication of the inflammatory response that contrib-
utes to HUS development. Blockade of CCR1 could be
important to the design of future therapies to restrain
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the inflammatory response involved in the develop-
ment of HUS. (Am J Pathol 2012, 180:1040-1048; DOI:
10.1016/j.ajpath.2011.11.011)

Shiga toxin—producing Escherichia coli is the principal eti-
ological agent of diarrhea-associated hemolytic uremic
syndrome (HUS). HUS mainly affects children and is
characterized by microangiopathic hemolytic anemia,
thrombocytopenia, and acute renal failure.' The inci-
dence of HUS varies according to the country. Argentina
shows the highest incidence worldwide, with 12 to 14
cases per 100,000 children aged <5 years per year and
>400 new cases annually.* This rate is 10 times higher
than in other industrialized countries® and remains a ma-
jor health problem, with no specific treatment.
Endothelial damage has been recognized to play a
central role in the sequence of events leading to the
microangiopathic process of HUS.® Human glomerular
endothelial cells are the primary target of the toxic effects
of Shiga toxin (Stx), which, on binding to its specific
receptor Gb3, triggers a cascade of signaling events
contributing to the development of vascular dysfunction,
recruitment of leukocytes, platelet thrombus formation,
and fibrin deposition.” Moreover, in human endothelial
cells, Gb3 expression and Stx toxicity are further in-
creased by inflammatory cytokines, such as tumor necro-
sis factor (TNF)-a,” that can be released from monocytes/
macrophages (Macs) in response to Stx.® There is
considerable evidence that polymorphonuclear neutro-
phils (PMNs)? and monocytes'© play an active role in the
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pathogenesis of HUS, and that their interaction with ac-
tivated endothelial cells contributes to amplify microvas-
cular injury in the kidney.

During the acute phase of the disease, PMNs are ac-
tivated, become more adhesive, and damage the endo-
thelium."™ "2 Kidney biopsy specimens from children with
HUS showed monocytes and PMNs within the glomeruli,
along the zone of microvascular injury.’>'* Several re-
ports described, in mice, that PMN infiltration in kidney is
dependent on chemokine CXCL1/keratinocyte chemoat-
tractant (KC) and CXCL2/Mac inflammatory protein-2 lo-
cal up-regulation,’ mainly chemokine ligand (CCL)
2/monocyte chemoattractant protein-1 and CXCL8/IL-8,
two key modulators of monocytes/Macs and PMN adhe-
sion and transmigration.'® Moreover, elevated urinary
levels of these two chemokines in patients with HUS have
been reported.’® Other chemokines, such as CX;CL1/
fractalkine and its receptor, CX;CR1, have also been
implicated in HUS. We previously reported that CX;CR1
is down-regulated on peripheral leukocytes from patients
with HUS,"” and Zanchi et al'® showed that Stx induces
the synthesis of CX;CL1 by human endothelial cells.
Thus, locally secreted chemokines participate in the ac-
cumulation of inflammatory cells at kidney level™ and
amplify the inflammatory processes instrumental to the
activation of renal microvascular endothelial cells. An-
other chemokine axis, CCR1 and its ligand, has been
implicated in renal diseases.’ CCR1 is mainly ex-
pressed on PMNs, monocytes, lymphocytes, and eosin-
ophils, and binds the chemokines Mac-inflammatory pro-
tein (CCL3/Mac inflammatory protein-1a) and regulated
on activation normal T-cell expressed and secreted
(CCL5), among other related chemokines.?°~2? In partic-
ular, Macs are recruited into kidney from Stx plus lipopo-
lysaccharide—injected mice, in response to CCL2, CCL5,
and CCLS3 secretion.?®* CCL3 is produced by endothelial
cells, epithelial cells, and leukocytes, and binds to CCR1
and CCR5 with high affinity to exert its biological ef-
fects.?* 26

In the present study, we addressed the role of CCR1 in
a murine model of HUS-inducing renal damage by i.v. Stx
type 2 (Stx2) injection. We showed that CCR1-deficient
mice (CCR17/7) were less susceptible to Stx2 cytotoxic
effects and showed higher survival rates than control
mice. These data imply that CCR1 may be an important
chemokine receptor during inflammatory response in
HUS evolution.

Materials and Methods
Mice

CCR1- and CCR5-deficient mice (CCR1/~ and
CCR57/7) were generated as previously described.?"?”
CCR1~/~ were provided by Drs. Philippe Murphy and Ji
Liang Gao (Laboratory of Molecular Immunology, Na-
tional Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIH,
Bethesda, MD). CCR5™/~ (Jackson Laboratory, Bar Har-
bor, ME) and C57BL/6 control mice (weight, 18 to 22 g)
were maintained at the Centre d’Exploration Fonction-
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nelle animal facility (Pitie-Salpétriere, Paris, France). All
deficient mice were bred onto the C57BL/6 background
(six to eight backcrosses). Mice were housed in a 12-
hour light-dark cycle and maintained with food and water
available ad libitum. Animal experiments were approved
by the local Institutional Animal Care and Use Committee
of Faculté of Medicine Pitié-Salpétriere.

Murine Model of HUS

Stx2 was prepared as previously described.?® Cytotoxic
activity was evaluated on Vero cells, and the CDg, (cy-
totoxic dose that kills 50% of Vero cells) was calcu-
lated.?® Control and CCR1~/~ mice were injected i.v. with
a dose equivalent to 300 CDg, that induced >80% of
mortality during the 6 days after injection. Mice were
anesthetized, bled by puncture of the retro-orbital plexus,
and subjected to necropsy at different times after Stx2
injection. Whole blood (100 wlL) was analyzed by flow
cytometry. Animals were perfused with sterile PBS. Bone
marrow cells were obtained from one femur and tibia.
Lungs were homogenized and passed though a cell
strainer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), and the
cells were washed and resuspended in PBS. Kidneys
were incubated with collagenase type IV for 40 minutes,
and cells were washed and sedimented on a Ficoll gra-
dient to recover leukocytes.

Flow Cytometry

Leukocyte subpopulations were detected by flow cytom-
etry using the standard procedures and the following
monoclonal antibodies: anti-7/4—fluorescein isothiocyanate,
CD11b-phycoerythrin (PE) Cy5, Ly6G-PE, CD11c-PE (BD
PharMingen, San Diego, CA), and F4/80-antigen-pre-
senting cell (Serotec, Oxford, UK). Cell suspensions were
incubated with appropriate fluorochrome-conjugated an-
tibodies and analyzed by flow cytometry (FACSCalibur;
Becton Dickinson), using Cell Quest Pro software (Becton
Dickinson). The absolute number of each leukocyte sub-
population was calculated as the total leukocytes multi-
plied by the percentage of cells inside the specific gate
analyzed by flow cytometry. Total leukocytes in 1 mL
were calculated using a predetermined number of beads
(Polybead, carboxylate microsphere; Polysciences Eu-
rope, Eppelheim, Germany) added to each tube.

Renal Damage Evaluation
Urea and Creatinine Evaluation

Biochemical determinations of urea and creatinine in
plasma were performed using commercial kits [Quan-
tiChromTM Urea Assay Kit (DIUR-500) and Creatinine
Assay Kit; BioAssay Systems, Hayward, CA], following
standardized instructions.

Histopathological Analyses

For histological analysis, kidneys from control and
CCR17/~ mice, excised before and after Stx2 injection,
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were bisected longitudinally; fixed in 10% neutral forma-
lin; and embedded in paraffin. Tissue sections (4-um
thick) were stained with H&E and PAS before light micro-
scopic examination. Renal tubular injury was evaluated
according to the following criteria: swelling and cytoplas-
mic vacuolation, sloughing tubular epithelium, basement
membrane integrity, necrosis, and apoptosis. The extent
of damage was assessed by counting the number of
affected tubules per cortical field. Glomerular changes
were quantified as the number of hyperemic glomeruli
per cortical field. All quantifications were performed by
randomly counting 20 fields at X400 magnification for
four independent sections from three mice.

IHC Renal Evaluation of F4/80™" Cells

Paraffin sections were fixed in xylene and rehydrated
through ethanol and 1 mol/L PBS (pH 6.0). Endogenous
peroxidases were quenched with 3% H,O, in methanol,
before blocking nonspecific binding with 1.5% normal
rabbit serum (ABC Staining System; Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA) diluted in PBS. Sections were
incubated overnight at 4°C with the primary antibody: rat
anti-mouse F4/80 (dilution, 1:25; 0.5 mg/mL; AbD Sero-
tec, Oxford). The slides were washed and incubated with
biotin-conjugated rabbit anti-rat IgG (dilution, 1:100; 0.5
mg/mL; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 40 min-
utes, followed by streptavidin-conjugated peroxidase
and 3’,3'-diaminobenzidine (Vector Laboratories), and
counterstained with hematoxylin.

Immunofiuorescent Staining of Renal
Leukocytes

To determine the presence of tissue-associated leuko-
cytes, frozen kidney samples were embedded in optimal
cutting temperature compound (Tissue Tek, Tokyo, Ja-
pan) and cut into sections (5 um thick) in a cryostat, fixed
with cold acetone for 10 minutes, and blocked with 1%
PBS-bovine serum albumin for 30 minutes. Sections
were incubated overnight with the primary antibodies: rat
anti-mouse Ly6G antibody (dilution, 1:100; 0.5 mg/mL;
BD Pharmingen, Franklin Lakes) or rat anti-mouse CD11b
(integrin « M chain; MAC-1; dilution, 1:10; 125 uwg/mL; BD
Pharmingen). The sections were washed with PBS and
incubated with anti-rat Alexa 488—-conjugated secondary
antibody (dilution, 1:1000; 2 mg/mL; Invitrogen, Carls-
bad, CA) for 2 hours. At the final step, sections were
washed with PBS and mounted with VectaShieldHard Set
mounting reagent (Vector Laboratories) containing 12.5
wg/mL DAPI to identify nuclei. As a negative control, the
same concentration of secondary antibody was used
without any primary antibodies. Images were captured
with a Coolsnap digital camera (RS Photometrics, Tuc-
son, AZ) attached to an Olympus BX51 fluorescence
microscope (Olympus, Rungis, France). For statistical
analysis, digital quantification of CD11b™ or Ly6G™
cells was performed using Imaged software (NIH, Be-
thesda, MD).

Measurement of Cytokines by ELISA

Concentrations of murine TNF-«a and IL-6 were measured
in plasma from control and CCR1~/~ mice before or at
various time points after Stx2 injection, using a standard-
ized sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
(Quantikine R&D Systems, Rochester, MN), according
to the manufacturer’s instructions. The optical density
was determined at 450 nm in an enzyme-linked immu-
nosorbent assay plate reader. Recombinant murine cy-
tokines (Quantikine R&D Systems) were used to gen-
erate standard curves, and concentrations were
expressed as pg/mL.

Statistical Analysis

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA)
was used for data analysis and graphic representation.
Data are presented as the mean = SEM of each group of
mice. The Student’s t-test was used for analysis of bio-
chemical parameters of renal damage, flow cytometry
data, and leukocyte counts obtained by kidney staining.
The x? test was used for histological parameter analysis.
The log-rank test was used to compare survival curves.
P < 0.05 was considered significant.

Results

CCR1~/~ Mice Are Less Susceptible to Stx2
Than Control Mice

To determine whether chemokine receptor CCR1 is im-
plicated in a murine model of HUS pathogenesis,
CCR17/~ and control C57BL/6 mice were injected i.v.
with Stx2 and survival rate was evaluated. As shown in
Figure 1A, 70% of the CCR1-deficient mice survived to
Stx2 injection compared with 20% of control mice. Be-
cause CCR1 and CCR5 share several ligands, we also
evaluated Stx2 cytotoxic effect in CCR5~/~ mice. Survival
in CCR5~/~ mice showed no significant difference with
control mice (Figure 1A). These data suggest that, even
though CCR1 and CCR5 share their main ligands CCL3
and CCL5, CCR1 plays a critical role in HUS evolution.
Because the main Stx2 target tissue is the kidney, renal
function was evaluated by measuring urea and creatinine
levels in plasma. The level of plasmatic urea increased 24
hours after Stx2 injection and peaked by day 3 in control
mice, whereas it increased slightly and belatedly in
CCR17/~ mice (Figure 1B). Moreover, creatinine was
only significantly increased in control mice at day 3 but
not in CCR1™/~ mice (Figure 1C). These data suggest
that the increased survival observed in CCR17/~ mice
was associated with reduced renal damage.

CCR1~/~ Mice Display Reduced Tubular
Damage
Because the kidney is the main target for Stx2 toxicity,

renal tissue samples of both mouse strains were studied
before and after Stx2 injection. Normal renal histological
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characteristics were observed before treatment in both
mouse strains. At 72 hours after intoxication, histopatho-
logical analysis showed damage mainly localized in renal
tubules in CCR1~/~ and control mice (Figure 1, D and E).
The quantification of affected tubules showed signifi-
cantly fewer damaged tubules in CCR1~/~ than in control
mice (Figure 1E), indicating less extensive tubular epi-
thelial necrosis in CCR17/~ mice. The damaged tubules
exhibited swelling, cytoplasmic vacuolation, and slough-
ing of tubular epithelium in both mouse strains. Although
tubules from both strains display apoptotic cells, a few
tubules were completely necrotic (2.5%) in control mice.
This type of injury was absent in renal parenchyma from
CCR1~/~ mice, suggesting less severe lesions. The only
glomerular change was manifested by hyperemia, but
occluded glomeruli or amorphous material suggestive of
intraglomerular fibrin deposits was not observed (data
not shown). The quantification of hyperemic glomeruli
was similar in both mouse strains (Figure 1, F and G).
These results suggest that reduced renal dysfunction,
evaluated as urea and creatinine levels, correlated with a
reduced extent of tubular damage in CCR1~/~ mice.

Myeloid Cell Infiltration Is Dampened in
CCR1~/~ Mouse Kidney

Because leukocyte subpopulations, such as PMNs and
monocytes, are implicated in the pathogenesis of HUS,
immunostaining was performed to analyze early myeloid
cell infiltration into the renal tissue. Immunofluorescence
staining indicates more accumulation of interstitial
CD11b™ cells in renal tissue from control than from
CCR1~/~ mice 24 hours after Stx2 treatment (Figure 2, A
and B). According to Ly6G staining, more PMNs were
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Figure 1. CCR1™/~ survival and renal damage

after Stx2 intoxication. A: CCR1™/~ (n = 38),
* CCR5™/7 (n = 20), and control (7 = 30) mice
were injected iv. with Stx2. The survival was
monitored on a daily basis. *P < 0.001 versus
control; TP < 0.05 versus CCR5 /™ mice. Plas-
matic urea (B) and creatinine (C) concentrations
were measured at preintoxication (0 hours) or
after Stx2 administration (24 or 72 hours) in
CCR1™/~ and control mice. Data represent
mean = SEM values (1 = 15 per group). *P <
0.05 versus control preintoxication (0 hours); TP
< 0.05 versus CCR17/~ preintoxication (0
hours). D: Representative PAS-stained sections
from renal tissue of control and CCR1™/~ mice
showing Stx2-induced tubular injury after 72

Oh 24h 72h
Time post Stx2 injection

[Jcentrol
Mookt hours. In control mice, more tubules showed
focal necrosis, evaluated as tubular epithelial
cells with eosinophilic and homogeneous cyto-
*

plasms and loss or picnotic nuclei (arrow-
heads), detachment from basement membrane
(arrow), and cell sloughing (asterisks). Origi-
nal magnification, X200. E: Number of damaged
tubules in 20 cortical fields in control and
CCR1™/~ mice. *P < 0.001 versus control mice.
Original magnification, X400. F: H&E-stained
sections from control and CCR1™/~ mice 72
hours after Stx2 intoxication displaying hyper-
emic glomeruli and hyperemic vessels (arrow)
in the interstitium. G: Number of hyperemic
glomeruli counted in 20 cortical fields showed
no difference between control and CCR1™/~
mice. Original magnification, X400.

also observed in control compared with CCR1~/~ mice
(Figure 2, C and D). Before Stx2 injection, there were no
differences in the number of these cells in both mouse
strains (data not shown).
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Figure 2. Leukocyte recruitment in kidney tissue. A: Representative micro-
photographs of CD11b immunofluorescent staining (green) of kidney cortex
from control and CCR1™/~ mice 24 hours after Stx2 intoxication. B: Quanti-
fication of the renal CD11b* myeloid cells (n = 5). C: Representative
microphotographs of Ly6G immunofluorescent staining (green) of kidney
cortex from control and CCR1™/~ mice 24 hours after Stx2 intoxication. Dz
Quantification of the renal Ly6G* myeloid cells (7 = 5). Nuclei were de-
picted using DAPI labeling (blue). Data represent the mean * SEM of
absolute numbers quantified in three randomly selected fields. E: Representative
microphotographs of F4/80 immunostaining to detect Mac/iDC 72 hours after
Stx2 intoxication. F: Quantification of interstitial F4/80™ cells in 20 cortical fields
in control and CCR1™/~ mice 72 hours after Stx2 intoxication. Original magni-
fication, X200 (E and F). *P < 0.05 versus control mice (B, D, and F).
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Figure 3. Leukocyte subsets in kidney and
lung. CCR1™/~ and control mice were injected
i.v. with Stx2. Kidneys and lungs were col-
lected at different time points. A: Representa-
tive dot plot identifying PMNs (CD11b*
F4/80 Ly6G*7/4™), monocytes (Mos;
CD11b*F4/80 Ly6G~7/4"), and Macs/iDCs
(CD11b*F4/80"CD11c") in kidney. B: Repre-
sentative dot plot identifying PMNs (CD11b™
F4/80 Ly6G*7/4™), Mos (CD11b*F4/
80 Ly6G~7/4™), and Macs (F4/80*CD11b™)
in lung. Kidney cells were analyzed by flow
cytometry, and the absolute number of PMNs
(C), Mos (D), and Macs/iDCs (E) was calcu-
lated as detailed in Materials and Methods.
Lung cells were analyzed by flow cytometry,
and the absolute number of PMNs (F), Mos
(G), and Macs (H) was similarly calculated.
Data represent the mean *= SEM of absolute
numbers in each group (n = 10). *P < 0.05
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To further analyze Mac populations, immunohisto-
chemical (IHC) detection with anti-F4/80 antibody was
performed before and at different times after Stx2 injec-
tion. Interestingly, fewer F4/80% cells were observed in
the renal interstitium of control mice compared with
CCR17~/~ mice at 72 hours after Stx2 injection (Figure 2,
E and F), whereas no differences were observed at ear-
lier times (data not shown).

To confirm and quantify myeloid cell infiltration in kid-
ney, the presence of PMNs, monocytes, and Macs/inter-
stitial dendritic cells (Macs/iDCs) in this organ was ana-
lyzed by flow cytometry. PMNs were defined as cells
expressing the myeloid marker CD11b and the specific
antigens Ly6G and 7/4, whereas monocytes express
CD11b and 7/4, but not Ly6G (Figure 3A). We identified
Macs as cells expressing the conventional markers F4/80
and CD11b. However, because most of this cell popula-
tion also expresses the common DC marker CD11c, we
generically called this subset Mac/iDC, in agreement with
previous reports.®° Stx2 induced a transient increase of
PMNs (Figure 3C) and monocytes (Figure 3D) in the
kidney of control mice, peaking at 24 hours, followed by
a decrease of these myeloid populations. Macs/iDCs only
showed a significant decrease at 72 hours after Stx2
injection (Figure 3E). CCR1~/~ mice showed increased
PMN and Mac/iDC populations in kidney at 72 hours,
whereas monocytes were unchanged at all time points
(Figure 3, C-E).

In parallel, the recruitment of myeloid cells in the lung,
which is considered the major endothelial bed in which
activated PMNs usually adhere, was studied. PMNs and
monocytes from lung were identified following the same
staining performed for kidney samples. CD11b™ and F4/
807 cells from lung include mainly interstitial and alveolar

Macs,®' and were defined generically as Macs (Figure

3B). Control mice had no significant variations in the
number of lung-associated leukocytes along the indi-
cated experimental time, whereas CCR1~/~ mice
showed a significant increase of PMNs (Figure 3F),
monocytes (Figure 3G), and Macs (Figure 3H) 72 hours
after Stx2 injection.

Myeloid Cell Populations Are Differently Altered
in Blood and Bone Marrow from Control and
CCR1~/~ Mice after Stx2 Injection

To study whether myeloid cells, such as PMNs and
monocytes, were differently mobilized in control and
CCR17/~ mice, cells from peripheral blood and bone
marrow were counted and analyzed by flow cytometry at
different times after Stx2 injection. PMNs and monocytes
were defined according to the CD11b, Ly6G, and 7/4
expression in blood (Figure 4A) and bone marrow (Figure
4D), as previously described. Control mice showed an
early and marked increase in peripheral PMNs (Figure
4B) and monocytes (Figure 4C), accompanied by a si-
multaneous reduction of both populations in bone mar-
row at 24 hours (Figure 4, E and F). After 72 hours, PMNs
and monocytes were reduced in blood compared with
initial values, and returned to baseline in bone marrow.
By contrast, CCR1~/~ mice only showed a significant, but
delayed, increase of peripheral PMNs and a reduction of
monocytes 72 hours after Stx2, compared with initial val-
ues (Figure 4, B and C). In parallel, there was an early
reduction of both subpopulations in bone marrow that
was finally restored to normal levels, as happened in
control mice (Figure 4, E and F). These data indicate that



P
vy)

600

- Ocontrol =
% 500 Hccri* 5
& T 400 3
- = nU ﬂo
8 S 2 a0 § -
[ 5
2 200 E-]
£ £
3 100 £
T 0
Oh 24h 72h
Time post Stx2 injection
D E 1000 F
E 00 E
2 z
2 8 600 B
= zo <
a oL 22
o 5 400 =
2 @
E 200 = ¥ 'E
E]
c =
- 1=
ol £
Oh 24h 72h

Time post Stx2 injection

Stx2-triggered neutrophilia and monocytosis is damp-
ened in CCR1-deficient mice.

Inflammatory Cytokines Are Differently
Expressed in Control and CCR1~/~ Mice after
Stx2 Injection

To evaluate soluble parameters of inflammatory re-
sponse, the level of cytokines, such as TNF-a and IL-6,
was evaluated. For this purpose, both cytokines were
tested in plasma from control and CCR1~/~ mice at dif-
ferent points after Stx2 injection. Plasmatic TNF-« (Figure
5A) and IL-6 (Figure 5B) levels increased rapidly at 2 and
24 hours, respectively, in control mice after Stx2 injection
and returned to baseline thereafter. However, both cyto-
kines were only increased at a later time point (72 hours)
in CCR1~/~ mice, suggesting that the inflammatory onset
is delayed in CCR1~/~ mice.

Discussion

The present work showed that the chemokine receptor
CCR1 plays an important role during HUS evolution. Mice
deficient in CCR1 had an increased survival rate after
Stx2 injection compared with control mice. We also ob-
served that CCR1~/~ mice had an increased survival rate
compared with CCR5™/~ mice, suggesting that the ab-
sence of CCR5 may not be essential to the onset of HUS.
Although both receptors share their main ligands (CCL3
and CCL5), the pattern of cellular expression is different.
In particular, although CCR1 is expressed by monocytes,
Macs, and PMNs, CCR5 expression is absent in PMNs. In
addition, differential expression of CCR1 and CCR5 has
been reported in different subsets of monocytes, sug-
gesting a sequential influx of monocytes/Macs with dif-
ferent functional capacities.? For example, the blockade
of CCR5 with soluble antagonists, such as Met-regulated
on activation normal T-cell expressed and secreted, dur-
ing experimental glomerulonephritis reduced CCR5™
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Figure 4. Leukocyte subsets in blood and bone
marrow. Control and CCR1™/~ mice were in-
jected iv. with Stx2. Blood and bone marrow

T were collected before (0 hours) and at different

= times after Stx2 injection. Representative dot

plots identifying PMNs (CD11b*Ly6G™) and

0Oh 24h 72h monocytes (Mos; CD1 1b+Ly6G’) in blood (A)

and bone marrow (D). Cells were analyzed by
flow cytometry, and absolute numbers of PMNs
and Mos were calculated in blood (B and C) and
bone marrow (E and F), as previously described
in Materials and Methods. Data represent the
mean * SEM of absolute numbers in each group
(n = 10). *P < 0.05 versus control before injec-
tion (0 hours); P < 0.05 versus CCR1 ™/~ before
injection (0 hours).
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Macs into glomeruli.®® However, mice still develop severe
histopathological lesions. These results suggest that
CCR5™ Macs participate in the removal of apoptotic cells
protecting tissues from the toxic content of dying cells. In
addition, CCR5 mediates glomerular, but not interstitial,
Mac recruitment in murine nephritis.®® Resistance in
CCR17/~ mice to Stx2 intoxication was related to re-
duced renal damage, evaluated through plasmatic urea
and creatinine levels, and kidney histological features. In
a similar HUS murine model using a combination of Stx
and lipopolysaccharide injection, renal expression of
CCL3, CCL5, and CCL2 correlates with Mac infiltrate and
blockade of these chemokines reduces such cell accu-
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Figure 5. Cytokine expression in plasma from control and CCR1™/~ mice
after Stx2 injection. TNF-a (A) and IL-6 (B) were evaluated in plasma from
control and CCR1™/~ mice. Samples were obtained before and at indicated
times after Stx2 injection. Data represent the mean * SEM of absolute
numbers in each group (7 = 10). *P < 0.001 versus control before Stx
injection (0 hours); 1P < 0.05 versus CCR1™/~ before Stx injection (0 hours).
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mulation.®® Although the central pathological injury in
children with HUS is at the glomerular level, Stx-treated
mice show lesions in tubules, with little or no glomerular
pathological features.®® Moreover, tubular lesions in mice
given Stx2 predominantly affect renal cortical proximal
tubules, with cortical distal tubules being relatively unaf-
fected. The development of tubular injury can be ex-
plained by the localization of the Stx receptors, mainly on
mouse renal tubules. In line with these reports, 72 hours
after Stx2 treatment, we observed more severe tubular
than glomerular lesions in both mouse strains. In many
animal models of inflammatory kidney disease, such as
unilateral ureteral obstruction®*3° and murine doxorubi-
cin (Adriamycin) nephropathy,®® CCR1 blockade mark-
edly reduces Mac and T-cell infiltrates, tubular injury, and
interstitial fibrosis, but not glomerular pathological fea-
tures. Likewise, we observed that CCR1 deficiency re-
sults in reduced renal leukocyte recruitment and reduced
tubular damage but a similar level of glomerular conges-
tion than control mice.

Previous studies have implicated CCR1 in the modu-
lation of leukocyte trafficking and activation®” and in the
balance of types 1 and 2 cytokines during infections.®%:3°
During HUS, a successful response to infection consists
of a delicate balance between pro- and anti-inflammatory
cytokines?®*' because an exacerbated inflammatory re-
sponse mediated by leukocytes and cytokines/chemo-
kines contributes to potentiate Stx-triggered endothelial
damage.®'©

Analysis of tissue-associated leukocytes demon-
strated that Stx2 treatment induces an early trafficking of
PMNs and monocytes to the kidney in control, but not in
CCR17/~, mice. On the other hand, CCR1~/~ mice had a
delayed and slight increase of kidney leukocytes 72
hours after injection. Previous studies®® have shown that
PMNs from CCR1~/~ mice are nonresponsive to CCL3
and that CCR1 may be essential for influx of these cells to
the injured tissues. Down-regulation of PMN influx to kid-
ney may contribute to the protection against Stx2 toxicity
in CCR17/~ mice. When monocytes and Macs/iDCs were
analyzed, control mice showed a reduction in both cell
subsets 72 hours after Stx2 control mice. These reduc-
tions could be attributed to apoptosis of these cell sub-
sets after activation, accompanying the beginning of the
resolution of the inflammatory reaction.*>*® However,
CCR1~/~ mice showed a slight increase in the number of
monocytes and Macs/iDCs. Further studies are needed
to define the molecular mechanism leading to accumu-
lation of these cell subsets in CCR1~/~ mouse kidney.
Whether this delayed infiltration is mediated by other
chemokine axis and may favor fibrosis and repair re-
mains to be elucidated. Renal iDCs may contribute to the
recovery process by a dynamic phenotypic change from
pro-inflammatory to anti-inflammatory. In this regard, dur-
ing ischemia-/reperfusion-induced acute kidney injury,
depletion of iDCs was associated with persistent renal
damage, more apoptosis, inflammation, and impaired tu-
bular proliferation.*®> Considering this, we suggest that
early increase of renal content of inflammatory cells may
contribute to renal damage through induction of apopto-
sis and/or necrosis of renal cells and local inflammation.

Leukocyte activation and adherence to endothelium were
simultaneously evaluated through lung content of the my-
eloid populations. PMNs, monocytes, and Macs were
increased in lungs from CCR1~/~ mice just at 72 hours
after Stx2 injection, following the same kinetic pattern
observed in the kidneys from these mice. On the other
hand, control mice showed no significant alterations in
the recruitment of cells into lung. These data suggest that
Stx2 also induces activation of myeloid cells in CCR1~/~
mice, demonstrated by cells with increased adhesive
properties to lung vessels, which are known as the major
marginal pool of PMNs. However, in the absence of
CCR1 chemoattractant axis, marginated cells may not
infiltrate tissue. Unfortunately, we could not distinguish
marginated from infiltrated or transmigrated cells in lungs
using flow cytometry to confirm this hypothesis. Likewise,
in the ischemia-reperfusion kidney model of acute renal
damage, there is an enhanced number of PMNs in the
lung that are not infiltrating the tissue; for this reason,
cells probably do not induce injury.*® Furthermore, lung
Macs could be defined as interstitial Macs (F4/
80"CD11c¢ ™) and alveolar Macs (F4/80"CD11c™). These
Mac populations show anti-inflammatory profiles by pro-
ducing high levels of IL-10 or by interfering with lung DC
function.®' These reports suggest that accumulation of
Mags in lung, as we observed in CCR1~/~ Stx2-treated
mice, is not strictly related to a severe pulmonary dis-
ease.

Because there is considerable evidence that PMNs
and monocytes play an active role in the pathogenesis of
HUS, and both subpopulations express CCR1, they were
analyzed in CCR17/~ and control mice after Stx2 injec-
tion. Although both strains showed mobilization of these
cell subsets from bone marrow to periphery as a conse-
quence of systemic Stx2 injection, the kinetics and inten-
sity of such phenomenon were different. Interestingly, the
severe and early neutrophilia observed in control mice
was delayed and reduced in CCR1~/~ mice. In addition,
monocytes were only increased in control mice. These
alterations were accompanied by the transitory depletion
of PMNs and monocytes in the bone marrow. Although
this process occurred in both mouse strains, CCR1 ™/~
mice showed a more pronounced decrease and a slower
recovery of normal cellularity compared with control
mice. In this regard, it was previously demonstrated that
Stx2-induced neutrophilia arose from different events, in-
cluding acceleration in the release of bone marrow cells
and increase in the proliferation of progenitor myeloid
cells.** CCL3, one of the main ligands for CCR1, has
mediated proliferation of mature progenitor cells in bone
marrow.?® Decreased numbers of progenitors of granu-
locytes and Macs have been observed in the spleen and
blood of the CCR1~/~ mice.®® All these events could be
limiting the neutrophilia and monocytosis in CCR1~/~
mice. We have previously reported that depletion of
PMNs or Macs increases mouse survival to Stx2.%'° We
propose that a reduced neutrophilia and monocytosis at
the beginning could be associated with a decrease in
renal damage in deficient mice. Moreover, the inflamma-
tory microenvironment inside the kidney induced an early
and specific recruitment of myeloid cells to this organ



solely in control mice. Cytokines, such as TNF-a and IL-6,
which are usually up-regulated during a systemic inflam-
matory response and also in patients with HUS,**> were
analyzed in plasma from Stx2-treated mice. In particular,
TNF-«, a critical cytokine involved in triggering the inflam-
mation and in sensitizing endothelium to Stx action, is
induced on Stx2 interaction with monocytes and renal
epithelial cells.*®*” In agreement with this, we observed
an early and transient increase of plasmatic TNF-a and
IL-6 levels in control mice. However, the peak of both
cytokines was delayed up to 72 hours in CCR1~/~ mice.
Therefore, results presented herein suggest that CCR1 is
necessary for cell recruitment and for amplification of
local and systemic inflammatory response.

Previous reports in a murine model of sepsis have
shown an altered cytokine/chemokine profile in CCR1~/~
mice. Lower levels of CXCL2/Mac inflammatory protein-2
and KC, both cytokines implicated in PMN recruitment,
and also TNF-a were observed in CCR1~/~ compared
with control mice.® An interesting feature of our findings
is that a dampened and delayed inflammatory response,
evidenced through a delayed increase in circulating cy-
tokines and mobilization of myeloid cells, may have a
pronounced effect on the outcome of HUS. In this regard,
previous reports® 948 have indicated that the simultane-
ous action of Stx and the inflammatory factors are essen-
tial and necessary to HUS development.

At present, apart from supportive therapy, there are no
specific treatments for HUS.*® The knowledge about rel-
evant components of host response involved in HUS
pathogenesis could be useful for developing new ther-
apeutic strategies for children who are infected with
Stx-producing E. coli bacteria. Because most chemo-
kine receptors bind multiple pro-inflammatory chemo-
kines, therapeutic blockade of chemokine receptors,
rather than individual chemokines, may be the pre-
ferred strategy to interfere with leukocyte recruitment
to sites of tissue injury. Considering the results pre-
sented herein, we conclude that single blockade of
CCR1 is important to the future design of alternative
therapies to control kidney-specific infiltration of in-
flammatory cells involved in HUS.
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Abstract

Expression of the CC chemokine receptor 1 (CCR1) by tumor cells has been associated with protumoral activity;
however, its role in nontumoral cells during tumor development remains elusive. Here, we investigated the role of
CCR1 deletion on stromal and hematopoietic cells in a liver metastasis tumor model. Metastasis development was
strongly impaired in CCR1-deficient mice compared to control mice and was associated with reduced liver mono-
cyte infiltration. To decipher the role of myeloid cells, sublethally irradiated mice were reconstituted with CCR1-
deficient bone marrow (BM) and showed better survival rates than the control reconstituted mice. These results
point toward the involvement of CCR1 myeloid cell infiltration in the promotion of tumor burden. In addition, survival
rates were extended in CCR1-deficient mice receiving either control or CCR1-deficient BM, indicating that host
CCR1 expression on nonhematopoietic cells also supports tumor growth. Finally, we found defective tumor-
induced neoangiogenesis (in vitro and /in vivo) in CCR1-deficient mice. Overall, our results indicate that CCR1
expression by both hematopoietic and nonhematopoietic cells favors tumor aggressiveness. We propose CCR1

Neoplasia (2013) X, 1-8

as a potential therapeutical target for liver metastasis therapy.

Introduction

Chemokines are small chemoattractant cytokines that bind to seven-
transmembrane domain G protein—coupled receptors. A large number
of chemokines are secreted by most, if not all, tumor cells. They are
implicated in a wide spectrum of tumor environment—related processes,
including tumor spreading [1], tumor survival [2], and angiogenesis
[3]; however, the major effect of chemokines is proposed to be on
immune cell recruitment [4].

It is now well described that the infiltration of tumors by leuko-
cytes, and more specifically macrophages, could have a protumoral
activity [5]. The tumoral environment progressively reprograms infil-
trating macrophages, also termed tumor-associated macrophages
(TAMs), resulting in a progressive loss of antitumor activity. This
is shown by reduced potency of antigen presentation [6], cell cyto-
toxicity, Thl cytokine secretion and enhanced tumor survival, and
production of proangiogenic, tissue modeling, and anergistic cyto-
kines [7]. High infiltration of tumors by macrophage-like cells in
humans and mice is associated with poor survival [5] and high angio-

genesis [8] and has been described to favor metastasis formation and
dissemination [9].
The CC chemokine receptor 1 (CCRI1) is primarily expressed

by cells of myeloid lineage, including monocytes, neutrophils, and

Address all correspondence to: Christophe Combadi¢re, INSERM UMR-§945, Lab-
oratory of Immunity and Infection, 6th Floor 91, Bld de I'Hopital, 75013 Paris Cedex
13, France. E-mail: christophe.combadiere@upme.fr

"This work is supported in part by grants from INSERM, the Institut du Cancer
(INCA 2005), the Canceropole-lle de France, the Agence Nationale de la Recherche
“Cardiovasculaire, Obesite et Diabete” (grant AO5088DS), ANR “blanc” (AO5120DD),
and European grant “Innochem” (LSHB-CT-2005-518167). M.P.R. was a recipient of a
fellowship from Canceropole-Ile de France and supported by European grant Innochem
518167. C.A. isa recipient of the Neuropdle de Recherche Francilien. C.C. is the recipient
of a contract “Interface” from Assistance Publiques-Hopitaux de Paris.

This article refers to supplementary materials, which are designated by Table W1 and
Figures W1 to W3 and are available online at www.neoplasia.com.

Received 7 November 2012; Revised 20 March 2013; Accepted 24 March 2013

Copyright © 2013 Neoplasia Press, Inc. All rights reserved 1522-8002/13/$25.00
DOI 10.1593/ne0.121866

Q1

Q5

Q6



Q7

Q8

Q9

2 Decrease Liver Metastasis in Ccr1 Knockout Mice

Rodero et al.

Neoplasia Vol. X, No. Y, 2013

dendritic cells but also by some T lymphocytes and intimal smooth
muscle—like cells. In a mouse colorectal tumor model, tumor cell
invasion, metastasis formation, and myeloid progenitor cell recruit-
ment were inhibited in CCR1-/- mice or after administration of
CCR1 pharmacological blockade [10,11], suggesting that CCR1-
dependent myeloid infiltration has a protumoral effect. In addition,
it has been proposed that CCR1 promotes tumor spreading and
angiogenesis by controlling metalloproteinase secretion [12]. In this
study, we used a model of liver tumor metastasis development and
provided, for the first time, evidence of CCR1 expression by non-
tumoral cells favoring hepatocellular metastasis development through
control of both mononuclear cell infiltration and angiogenesis.

Materials and Methods

Mice

Female C57Bl/6 mice (Chatles River, Lyon, France) were main-
tained under specific pathogen-free conditions on a 12-hour light-dark
cycle. CCR1-deficient mice (CCR1-/-) on C57Bl/6 background were
provided by Drs Philippe Murphy and Ji Liang Gao (Laboratory of
Molecular Immunology, NIAID, NIH, Bethesda, MD). CCR1-/-
mice were back-crossed eight generations with C57B1/6 GFP
[C57Bl/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/J] mice from The Jackson Labora-
tory to obtain CCR1-/- GFP mice. GFP expression were detected
in all tissues examined and used to track leukocytes after transplanta-
tion. Mice used for experiments were 8 to 10 weeks old. Animal experi-
ments were approved by the local Institutional Animal Care and Use
Committee of Centre d’Exploration Fonctionelle, Pitié-Salpétriere.

Cell Lines

The C57BL/6 dimethylbenzanthracene-induced thymoma EL-4
was maintained in RPMI 1640 (Invitrogen Life Technologies,
Paisley, Scotland) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum (FCS; Seromed, Berlin, Germany), 2 mM L-glutamine,
1000 U/ml penicillin, 1 mg/ml streptomycin, 250 ng/ml amphotericin
B (Invitrogen Life Technologies), and 3 uM 22-ME (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO).

Tumor Models

C57BL/6 control mice or CCR1-/- mice were injected in the tail
vein with 5 x 10’ EL-4. In another model, mice received subcuta-
neous (s.c.) injections of 1 x 10° tumor cells in 100 pl of phosphate-
buffered saline (PBS) in the right flank. Tumor size was measured
three times a week with calipers, and tumor volume was estimated
using the following formula: width x length x (width + length)/2.
Mice were sacrificed when the tumor volume reached approximately

3 cm’.

Flow Cytometry

At day 12 after EL4 tail vein injection, harvested livers were cut
into small pieces and digested with 400 units of collagenase D
(Roche Diagnostics, Germany) for 30 minutes. Cell suspensions
were filtered through a 70-pm cell strainer (BD Biosciences, Bedford,
MA) and isolated with density separation medium (Histopaque
1083; Sigma-Aldrich). Leukocytes were collected, washed in PBS,
and labeled for flow cytometry using the following monoclonal anti-
bodies: antibody to CD11b (anti-CD11b PerCP-Cy5), anti-Ly-6G

PE, anti-Ly-6C-biotin, anti-CD4 PE, anti-CD3 Alexa Fluor 488,
anti-CD8a Alexa Fluor 647, NK1.1 Alexa Fluor 647, anti-CD11c
APC, and streptavidin-PerCP (all sourced from BD Pharmingen, San
Diego, CA). Anti-mouse neutrophil 7/4 Alexa Fluor 488 and Alexa
Fluor 647 were from AB Serotec (Oxford, United Kingdom). Cell
suspensions were incubated with appropriate fluorochrome-conjugated
monoclonal antibodies and analyzed on a FACSCalibur cytofluori-
meter (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Results were analyzed
with CellQuest Pro software (Becton Dickinson).

Bone Marrow Chimeras

Control and CCRI1-/- recipient mice were irradiated with 10-Gy
radiation using an ORION linear accelerator (General Electric
Healthcare). Whole bone marrow (BM) from either control GFP
mice [C57BL/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/]] or transgenic CCR1-/-
GFP (see Mice section) was extracted from the tibia and femur.
Donor cells (5 x 10°) were injected into recipient mice through
the retro-orbital vein. Twelve weeks after transplant, recipient mice
were injected with EL-4 thymoma cells.

Aortic Rings

Control and CCR1-/- mice aortas were isolated and cut into
small segments. These were placed in Matrigel (BD Biosciences)—
coated 42-well plates containing 10% FCS in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) culture medium. Cultures were incubated
at 37°C and 5% CO, for 6 days, and explants were monitored for
sprouting vessels. For the EL-4—conditioned medium experiments,
cultured media were removed from wells after 3 days and replaced
by 50% DMEM, 10% FCS + 50% RPMI, 10% FCS or 50%
DMEM, 10% FCS + 50% EL-4—conditioned RPMI, 10% FCS.
After fixation and DAPI (Sigma-Aldrich) staining, vessel formation
was quantified by measuring the area of vessel-like extensions from
the explants using Image] 1.39U software.

CD31 and Lectin Immunohistochemical Staining

At day 12 after EL4 tail vein injection, 6-pm frozen liver sections
from control and CCR1-/- mice were fixed with 4% paraformal-
dehyde for 10 minutes, washed three times for 5 minutes in PBS,
and incubated overnight at 4°C with anti-CD31 (AB Serotec) or
anti-lectin (Sigma-Aldrich) antibody. CD31 staining was visualized
with RPE-conjugated anti-rabbit Ig antibody (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Lectin- and CD31-positive areas in tumoral and nontumoral
livers were visualized by scanning sections at low magnification
(x20). The number of microvessels was recorded in six randomly
chosen fields of view using Image] 1.39U software.

Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction

Total RNA was extracted from sorted hepatic endothelial cells
(ECs), PBMCs, or cultured EL-4 using Qiagen Micro Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions.
Total RNA was reverse transcribed to cDNA using SupertScript
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Real-time polymerase chain reaction
was carried out using SYBR Premix (Invitrogen) with the primer sets
described in Table W1. To standardize mRNA concentrations, tran-
script levels of GAPDH were determined in parallel for each sample,
and relative transcript levels were corrected by normalization on the
basis of GAPDH transcript levels.
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Statistical Analysis
Mann-Whitney test and/or log-rank (Mantel-Cox) test were used
to determine whether variation in experimental groups was signifi-

cant using GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego, CA).

Results

CCRI Deficiency Increases Survival in Tumor Metastasis
Engraftment Models

After IV injection of control C57BL/6 mice into the tail vein, EL-4
thymoma cells selectively grew in the liver and kidney. The mortality
occurred approximately 3 weeks after tumor cell injection, and after
32 days, all of the mice had died (Figure 14). Interestingly, in this
tumor model, the CCR1-deficient mice (CCR1-/-) survived longer
than control mice, with a mean survival of 27.5 and 23 days, respec-
tively (Figure 1A4). In addition, 20 days after IV tumor cell injection,
livers from CCR1-/- mice were much smaller in size than those from
control mice, 2.1 + 0.2 and 3.4 + 0.4 g, respectively (Figure 1B). To
confirm the role of CCR1 in tumor growth, we set up a second model
in which tumor cells were injected s.c. While all control mice devel-
oped palpable tumors 6 days after s.c. injection, only half of the
CCR1-/- mice showed the presence of tumors at day 8 (Figure 1C).
After 3 weeks, 30% of the CCR1-/- mice remained tumor-free, as
opposed to all of the control mice that had developed tumors. The

mean volume of EL-4 tumors in CCR1-/- mice was less than in con-
trol mice at all time points (Figure 1D). These results indicate that
host cell CCRI expression favors tumor aggressiveness.

CCRI Deficiency Is Associated with Decreased Infiltration of
Myeloid Cells into Tumors

To better understand how CCRI activation may promote liver
metastasis development, we analyzed the leukocyte infiltration during
early stages of tumor development. Analyses were performed 12 days
after IV tumor injection in the liver and the kidney. At this stage,
tumor foci are undetectable macroscopically. Using flow cytometry,
we identified tumor cell infiltrates as myeloid infiltrates based on
CD11bhi and NK 1.1neg expression (gate 1 in Figure 24, left panel).
Inflammatory monocytes were discriminated from the so-called
“patrolling” monocytes based on 7/4 expression level [13] (gates 2
and 3 in Figure 24, right panel). There was a strict co-expression
between 7/4 marker and Ly6C, the marker commonly used to dis-
criminate monocyte subpopulations as previously published [13] (in
Supplementary data). Inflammatory monocytes were defined as 7/4hi,
Ly6Chi, Ly6Gneg cells and resident monocytes as 7/4lo, Ly6Cint/lo,
Ly6Gneg cells. Neutrophils were defined as 7/4hi Ly6Chi Ly6Ghi
cells (gate 4). CD4 and CD8 lymphocytes were defined as, respectively,
CD3+ CD4+ NK1.1- and CD3+ CD8+ cells, whereas NK cells were
defined as CD3- NK1.1+ cells and NKT as CD3+ NK1.1+ cells (not
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Figure 1. Lack of CCR1 reduces tumor development. (A) Survival curve of C57BL/6 control mice (solid line) or C57BL/6 CCR1—/— mice
(dotted line) injected IV with 5 x 10° EL-4. Mean survival time of CCR1—/— mice (n = 28) was 20% longer than in control mice (n = 19).
(B) Twenty-one days after tumor inoculation, the increase in liver weight is smaller in CCR1—/— mice compared to WT mice. Each data
point represents the mean tumoral liver weight = SEM of 10 mice. (C) CCR1—/— mice (dotted line, n = 11) showed delay tumor ap-
parition compared to control mice (solid line, n = 11), log-rank test, P = .005. (D) Tumor size growth in control mice (solid line,n = 11) or
CCR1—/— mice (dotted line, n = 11) injected s.c. with 1 x 108 EL-4. Tumor development is delayed in CCR1—/— mice. *P < .05; **P < .01

(mice with tumor size of >3 cm?® were killed).
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Figure 2. CCR1 deficiency alters leukocyte recruitment at the tumor site. (A) Dot plot analysis identified tumoral leukocyte subpopulation
infiltrates by flow cytometry analysis: 1, myeloid cells; 2, inflammatory monocytes; 3, resident monocytes; 4, neutrophils. (B) CCR1—/—
mice show defect in the myeloid cell mobilization, mainly due to a defect recruitment of the 7/4 + monocyte population. Percentages
+ SEM were indicated for each group (control in black, n = 10; CCR1—/— in white, n = 10) and were obtained from two independent
experiments. Np, neutrophils; significant value of *P < .05, **P < .001, and ***P < .001.

shown). Interestingly, a major effect on leukocyte recruitment in the  present in larger number in the livers of CCR1-/- mice compared to
CD11b + myeloid compartment was observed (Figure 2B, left panel),  those of control mice (Figure 3B; P = .043), whereas CD3+ CD4+,
with a 50% reduction in CCR1-/- mouse liver (6.6% and 3% of total ~ NK, and NKT cells were unaltered (Figure 3B, middle and right panels).
cells, respectively, P < .001). This was associated with reduced infiltra-  Analysis of the kidney infiltrates showed similar trends with reduced
tion of both inflammatory (3.5% and 1.5%, P = .005) and “patrolling” monocyte and CD8+ cell infiltration (Figure W1). The concomitant
monocytes (1% and 0.5%, P = .014). We did not observe any signif-  decrease of TAM infiltration, with the increase of cytotoxic CD8 T cells,
icant differences in the neutrophil infiltrate. In the lymphocyte com-  may indicate a better control of tumor immunosuppression by the
partment (Figure 2B, middle panel), only CD3+ CD8+ cells were  immune system in CCR1-/- mice.
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Figure 3. CCR1 expression by both BM and non-BM-derived cells promotes tumor metastasis. Survival curve of CCR1—/— and control
chimeric mice injected IV with 5 x 10% EL-4. Chimeric mice resulted from control and CCR1—/— irradiated hosts reconstituted with
CCR1—/— GFP or control GFP BM. CCR1—/— hosts with control BM (open squares; n = 7) and WT host with control BM (filled squares;
n = 9) had significantly decreased mean survival than mice of the same genotype with CCR1 BM, respectively, WT host with CCR1 BM
(open circles; n = 10) and CCR1 host with CCR1 BM (filled circles; n = 11 mice).
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Protumoral Effect of CCRI Is Due to Expression on
Both Hematopoietic and Nonhematopoietic Cells

We hypothesized that in addition to CCR1-driven protumoral
leukocyte recruitment, nonhematopoetic cells expressing CCR1
may also favor tumor growth, as proposed previously for CCR5
[14]. To delineate the contribution of CCR1 on hematopoietic cells
compared to nonhematopoietic cells, we performed BM chimera
experiments. We first assessed the effect of CCR1 deletion on leuko-
cyte subpopulation engraftment. The distributions of lymphocytes,
NK, monocytes, and neutrophils in the blood of WT mice irradiated
and reconstituted with WT or CCR1-/- BM or in the blood of
CCR1-/- mice irradiated and reconstituted with WT BM were
unchanged, indicating that the lack of CCR1 expression by either
hematopoietic or nonhematopoietic cells did not altered engraftment
(Figure W2). CCR1-/- and control mice were sublethally irradiated
and reconstituted with BM cells from either GFP control or CCR1-/-
GFP transgenic mice (Figure 3). All mice showed greater than 90% of
GFP-positive leukocytes (data not shown). After EL-4 IV injection,
both control (open squares) and CCR1-/- recipient (open circles) mice
showed increased survival when reconstituted with CCR1-/- BM
compared to their respective controls, with median survival of 14 and
20 days (P < .001) and 15 and 23 days (P = .01), respectively. This
indicates that hematopoietic cell CCR1 expression favors EL-4 burden.
Surprisingly, survival rates were extended in CCR1-/- mice receiving
either control (filled circles) or CCR1-/- (open circle) BM, with median
survival of 20 and 23 days (P =.018). This suggests that the expression of
CCRI by nonhematopoetic cells also contributes to tumor growth.

Lack of CCRI Led to Reduce Hepatic Capillary Density during
Early-Stage Tumor Development

We postulated that CCR1 may also control metastasis development
by regulating tumor-induced vascularization. To test this hypothesis,
we measured the blood capillary density in the control or CCR1-/-
mouse livers at a time point where tumors were not macroscopically

detectable (Figure 44, left and right panels, respectively). Twelve days

Control

after tumor inoculation, the liver microvessel density as assessed by
CD31 staining was increased by more than three-fold (P = .004) in
control mice, whereas it was only modestly increased in CCR1-/- mice
(Figure 4B). Similar results were obtained with lectin staining
(Figure W3). These results indicated that tumor development is
associated with enhanced hepatic capillary density before we could
detect the tumoral foci and strongly suggested that CCR1 promoted
tumor-associated vascularization of the liver.

CCRI Deficiency Led to Reduced Monocyte-
Independent Neoangiogenesis

Because CCR1 may favor tumor-associated vascularization, we
investigated the role of CCR1 in an in vitro angiogenesis model sup-
posedly independent of the circulating leukocytes. We compared the
vessel sprouting around aortic ring from control and CCR1-/- mice
(Figure 5A4, left and right panels, respectively). After 6 days in culture,
the area of vessel-like extensions from CCR1-/- explants was about
50% smaller than those of control explants (Figure 5B). These data
suggest that CCR1 promotes EC outgrowth, independent of recruited
myeloid cell with proangiogenic properties. To further investigate the
mechanism associated with EL-4—induced angjogenesis in the liver, we
compared the vessel sprouting around aortic ring from control and
CCR1-/- mice in the presence of EL-4—conditioned media. EL-4
supernatant increased vessel sprouting from WT mouse aortic ring
compared to control media by 55% (P = .0085). In these conditions,
vessel sprouting of CCR1-/- aortic ring was strongly inhibited (57%,
P < .001), indicating that EL-4 promoted CCR1-dependent angio-
genesis in a hematopoietic-independent model. To support the
hypothesis that similar mechanisms may take place in the tumor micro-
environment, we investigated the expression of CCR! in sorted hepatic
ECs (Figure 5C) and of its ligands in the EL-4 tumoral cell line
(Figure 5D). CCRI transcripts were strongly expressed in PBMCs
and were also detected in hepatic ECs. EL-4 expressed high level of
CCL5 but no CCL3, indicating that EL-4 secretion may directly
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Figure 4. Reduced numbers of microvessels in tumoral liver of CCR1—/— mice. Frozen liver sections from CCR1—/— and control mice
injected with tumor cells were stained with anti-CD31 antibody. Control staining was performed by only incubating with the secondary
antibody. Number of microvessels were counted in six randomly chosen fields. Each value represents mean = SEM (n = 6). *P < .05,

**p < 001 compared to DO, ¥P < .05 compared to control mice.
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Figure 5. Lack of CCR1 reduces neoangiogenesis in a vessel
sprouting assay. (A) Representative photomicrography of aortic ring
with vessel sprouting. The outgrowth area was measured between
the vessel growth front and the base of the aortic ring. (B) Vessel
sprouting in control and CCR1-deficient aortic ring. Outgrowth area
was measured in the absence or presence of EL-4-conditioned
media. Each value represents mean area = SEM (n = 12). (C) Level of
CCR1 transcripts in hepatic ECs and PBMCs from WT and CCR1—/—
mice. ECs were isolated by flow cytometry and defined as CD45—
F4/80— CD31+ cells. (D) Level of CCR1 ligand transcripts (CCL3
and CCL5) in EL-4. ***P < 001 compared to WT and #*#P < .01
compared to control media.

activate hepatic ECs. Altogether, these data support the model of
CCRI-triggered angiogenesis in the absence of hematopoietic cells.

Discussion

While lymphocyte infiltration is usually associated with good prog-
nosis [15], tumor-associated myeloid lineage cells are almost always
associated with poor survival, increased tumor spreading, and metas-
tases [5]. The roles of several chemokines in controlling human tumor
development or spreading have been well demonstrated [16]. Several
polymorphisms in human chemokine genes affect patient prognosis
markers, possibly by controlling TAM recruitment [17,18]. The pro-
tumoral effect of CCR1 by tumor cells has been described in several
mouse tumor models [19-22]. This study focused on the role of
CCR1, expressed by stromal cells but not tumor cells. Our data indi-
cate that tumor development is impaired in CCR1-/- mice, in both
the tumor metastasis implantation model and tumor growth model,
compared to control mice. We showed that CCR1 expression on both
hematopoietic and nonhematopoietic cells impaired mouse survival.

The better survival of the CCR1-/- mice is associated with both the
reduction in infiltration of myeloid lineage cells and highest level of
infiltration of CD8 T cells. Moreover, angiogenesis is defective in
CCR1-/- mice both i vive and in vitro.

It was previously proposed that CCR1 controls immature myeloid
cell recruitment in tumors, therefore promoting tumor development
[10,11]. Here, we show that CCRI is also involved in the recruit-
ment of mature myeloid cells, mainly altering monocyte but not neu-
trophil infiltration. Although neutrophils express CCR1, the kinetics of
their recruitment may differ from that of monocytes. Alternatively,
neutrophils may be recruited by other tumor-secreted chemokines,
such as Cxcl8, which could compensate for the lack of CCRI.
CCRI deficiency affects slightly more inflammatory monocyte infiltra-
tion than “patrolling” monocyte infiltration. Some chemokine recep-
tors, like Cer2 or Cx3crl, are known to be differentially expressed by
these subsets of monocytes, but there are no clear evidences concerning
CCRI [23]. However, a previous report indicated that the CCR1 RNA
expression level is two to three times higher in 7/4hi monocytes than
7/4lo from the blood [24]. Nonetheless, the implication of CCR1 in
migratory properties of different subsets of monocytes should be
completed to confirm that CCR1 is preferentially implicated in 7/4hi
monocyte migration than 7/4lo monocyte migration. We also observed
enhanced CD8 T lymphocyte infiltration in CCR1-/- mice, likely to
result from the tumor microenvironment alteration in CCR1-/- mice.
Globally, both reduction in the protumoral myeloid compartment
and enhanced cytotoxic CD8 T cell infiltration may play a role in
the improved control of tumor development in CCR1 mice. The role
of CCR1 expressed by nontumoral cells remains ambiguous in tumor
development. Although the expression of CCR1 by cells of myeloid
lineage may promote tumor development, several models support the
idea that CCRI may favor antitumor immune response when tumor
immunotolerance is thwarted. For instance, the antitumoral effect of
radiofrequency ablation was enhanced by an agonist of CCRI in a
murine hepatocellular carcinoma model. This effect was associated with
increased infiltration of the radiofrequency ablation—treated tumor by
lymphocytes and CCR1-positive dendritic cells. In CCR1-/- mice,
both the leukocyte recruitment and antitumor effect, induced by the
CCR1 agonist, were inhibited [25]. Taken together, the CCRI1 axis
may control the subtle balance between innate protumoral activity
and adaptative antitumoral responses.

The tumor-induced vascular capillary density was reduced in
CCR1-deficient mice. These results confirm previous observation
made by Yang et al. in a model of induced hepatocellular carcinoma
[12], although our data indicated that this effect was dependent on
host CCRI expression and not due to tumor cells that were CCR1
competent. The cellular origin of the neovasculature in this model is
not clearly established, as the ability of BM-derived cells to integrate
vessel has been proposed in an aggressive tumor model. However, we
demonstrated that EL-4 supernatant promotes angiogenesis ex vivo
independently of hematopoietic cells. Moreover, the vessel density
was measured before macroscopic tumor detection, suggesting that,
at that time, mostly hepatic vasculature was altered. Hence, even if
we cannot exclude it, the contribution of hematopoietic cells in the
formation of the neovessel wall is likely to be minor. Consistent with
previous studies performed with CCR5-/- mice [14], we demon-
strated, using BM transfer experiments, that tumor aggressiveness
is not only dependent on CCR1 expression by stromal hematopoietic
cells but also on its expression by stromal nonhematopoetic cells.
Indeed, stromal nonhematopoetic cells have already been associated
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with tumor development, promoting angiogenesis [26] or metastasis
formation [27]. Surprisingly, when irradiated and reconstituted with
BM from control mice, CCRI1-deficient mice have a longer survival
than irradiated control mice reconstituted with homologous control
BM. This indicates that CCR1 expression by nonhematopoetic cells
also contributes to tumor aggressiveness. The angiogenesis aortic ring
model, with or without condition media from EL-4 culture, con-
firmed that EL-4 secreted cytokines that promote angiogenesis in
the absence of hematopoietic cells by CCR1-dependent mechanism.
It is not clear which cell population, present in the aorta, controls
new capillary formation in a CCR1-dependent mechanism. How-
ever, we showed here that CCR1 mRNA was expressed by hepatic
EC. These results are in accordance with previous work showing the
expression of CCR1 mRNA by rat EC [28] and the ability of human
EC lines to migrate and differentiate when stimulated with a CCR1
agonist [29]. Moreover, the high expression of CCL5 transcript, but
not CCL3, by EL-4 was consistent with the direct proangiogenic
effect of CCL5 through binding on CCR1 expressed by EC [30].
In addition, the mesenchymal stem cells present in the media of
the aorta express CCR1 transcript [31], and recent insights support
the role of CCR1 expression by mesenchymal stem cells in angio-
genesis [32]. We show that the protumoral effect of CCR1 was medi-
ated by both hematopoietic and nonhematopoietic CCR1-expressing
cells. However, the relative importance of each compartment remains
unclear. The percentage of recruitment of only some leukocyte popu-
lations is affected in CCR1 null mice, suggesting that these defects of
recruitment did not result from reduced angiogenesis. In addition, the
concomitant defect in infiltration of the tumor by monocytes and
strong diminution of the capillary density in CCR1-/- is consistent
with our recent finding that inflammatory monocytes promote post-
ischemic neovascularization [33]. Interestingly, we did not observe
any differences when we compared the hepatic artery network by
microangiography in control and CCR1-/- mice, 12 days after EL-4
injection (data not shown). These data suggest that the role of CCR1
on angiogenesis is restricted to capillary vessels, and not larger arteries,
at least during early-stage metastasis development.

In conclusion, we showed that both hematopoietic and stromal
cells participate in CCR1-dependent protumoral activity. CCR1 defi-
ciency limited tumor progression and increased mouse survival rates.
These beneficial effects were associated with reduced monocyte mobi-
lization and reduced tumoral neovascularization. Further experiments
should be performed to confirm the pertinence of using CCRI as a
therapeutic target in the control of metastasis development.
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Figure W1. CCR1 deficiency alters leukocyte recruitment at the tumor site. (A) CCR1—/— mice showed defects in the myeloid and
lymphoid cell mobilization in the kidney at day 12 post-tumor inoculation. Percentages (= SEM) were indicated for each group (control
in black, n = 5; CCR1—/— in white, n = 5). Np, neutrophils; significant value of *P < .05 and **P < .001.
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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/CCRS5, 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 ® Arteriogenesis e Inflammation e Monocyte subset

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.”®

Mouse monocytes comprise at least two phenotypically distinct
subsets: Ly6C" 7/4M"CCR2TCX3CR 1" and Ly6C'°7/4°CCR2~CX3C
R1" monocytes. The human counterparts are CD14"CD16~ and
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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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 (CX3CR18PT)
(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
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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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Figure 1 (A) Representative fluorescence activated cell sorting analysis of monocyte. Analysis of circulating leucocytes is shown. Left: representative
gating of CD11b"Ly6G~NK1.1~ monocytic cells. Right: histograms showing 7/4 expression on gated cells at DO and D3 after ischaemia. Monocyte
counts in the (B) BM and (C) spleen at DO, D1, D2, and D3 after ischaemia. Counts of 7/4" (full line) and 7/4*° (dotted line) monocytes in the (D)
blood, and (E) ischaemic muscles at DO, D1, D2, D3, D7, and D14 after ischaemia. *P < 0.05; ***P < 0.001 vs. DO; n = 4—10/time point.
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Figure 2 Left: mRNA levels of (A) CCL2, (B) CX3CL1, and (C) CCL5 in the ischaemic tibialis anterior muscle at 0, 1, 3, 7, and 14 days after
induction of limb ischaemia, expressed as percentage of mRNA levels at DO. ***P < 0.001 vs. DO. Right: Plasma levels of (D) CCL2, (E) CX3CLA1,
and (F) CCL5 measured at 0, 1, 3, 7, and 14 days after ischaemia. *P < 0.05 **P < 0.01 vs. DO. n = 4—10/time point.

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~  7/4" 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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Figure 3 Circulating (A) 7/4" and (B) 7/4*° monocytes in WT, CCR2—/—, CX3CR1—/—, and CCR5—/— mice at DO and D3. *P < 0.05;
P < 0.01; 5P < 0.001; P < 0.05; *##P < 0.001 vs. WT at DO; *P < 0.05 vs. CX3CR1—/— at DO; %P < 0.05; %P < 0.001 vs. CCR5—/— at DO.
Circulating (C) 7/4" and (D) 7/4"° monocytes in mice electrotransfered with a plasmid expressing an irrelevant IG (plG), CCL2 (pCCL2),
CX3CL1 (pCX3CL1), or CCL5 (pCCLS5). **P < 0.01; ***P < 0.001 vs. plG. In (A) and (B), dotted line represents the baseline levels in WT mice.

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, 7/4" 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, CX3CLA1,
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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fered with a plasmid expressing an irrelevant IG (plG), CCL2 (pCCL2), CX3CL1 (pCX3CL1), or CCL5 (pCCLS5). **P < 0.01; ***P < 0.001 vs. pIG.

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
micrometers), and (C) angiographic score 14 days after ischaemia in animals intravenously injected with PBS, 10° 7/4" monocytes or 10° 7/4'° mono-
cyte. *P < 0.05; **P < 0.01; **P < 0.001 vs. PBS injected mice. n = 4—6 mice/group. (D) Representative dot plot of gated CD11b™Ly6G~NK1.1~
monocytes obtained from digested ischaemic muscles of CX3CR1&%* mice. Representative gating used for monocyte subset sorting is shown. (E)
MMP-9 mRNA expression in sorted peripheral blood monocyte subset (A.U., arbitrary units; N.D., not detected). (F) MMP-9 mRNA expression

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/CCR?2 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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Abstract

Purpose: Milk fat globule-epidermal growth factor-factor VIl (MFGE8) is necessary for diurnal outer segment phagocytosis
and promotes VEGF-dependent neovascularization. The prevalence of two single nucleotide polymorphisms (SNP) in MFGE8
was studied in two exsudative or “wet” Age-related Macular Degeneration (AMD) groups and two corresponding control
groups. We studied the effect of MFGE8 deficiency on retinal homeostasis with age and on choroidal neovascularization
(CNV) in mice.

Methods: The distribution of the SNP (rs4945 and rs1878326) of MFGE8 was analyzed in two groups of patients with “wet”
AMD and their age-matched controls from Germany and France. MFGE8-expressing cells were identified in Mfge8™”~ mice
expressing B-galactosidase. Aged Mfge8”~ and Mfge8 '~ mice were studied by funduscopy, histology, electron
microscopy, scanning electron microscopy of vascular corrosion casts of the choroid, and after laser-induced CNV.

Results: rs1878326 was associated with AMD in the French and German group. The Mfge8 promoter is highly active in
photoreceptors but not in retinal pigment epithelium cells. Mfge8 ™~ mice did not differ from controls in terms of fundus
appearance, photoreceptor cell layers, choroidal architecture or laser-induced CNV. In contrast, the Bruch’s membrane (BM)
was slightly but significantly thicker in Mfge8 /~ mice as compared to controls.

Conclusions: Despite a reproducible minor increase of rs1878326 in AMD patients and a very modest increase in BM in
Mfge8~/~ mice, our data suggests that MFGE8 dysfunction does not play a critical role in the pathogenesis of AMD.
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nephritis [6]. In humans, the association of two nucleotide
polymorphisms in the coding region of AMFGES predisposes
subjects to systemic lupus erythematosus [7], suggesting that

Introduction

Milk fat globule-EGF-factor (MFGES), also named lactadherin,

PAS 6/7, SED1, BA46, p47, is a secreted glycoprotein first
described in milk fat globules released in milk by mammary
epithelial cells [1,2]. Secreted by different cell types, it promotes
phagocytosis by linking phosphatidylserine at the surface of
membrane vesicles [3] and apoptotic cells [4] to the avB3/B5
integrin on phagocytic cells. MFGE8 mediated phagocytosis
induces a regulatory T cell response [5] and Mfee8 '~ mice
develop spontaneous late onset lupus-like disease and glomerulo-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

these single nucleotide polymorphisms (SNP) lead to a dysfunc-
tional MFGES. Furthermore, MFGE8 binds to avB3/B5 of
vascular endothelial cells and promotes VEGF-driven neovascu-
larization [8].

Phagocytosis of spent outer segments (OS) is critical for the
long-term maintenance of the retina [9,10] and dependent upon a
tyrosine kinase receptor (Mertk) [11,12] and the avB5 integrin
[13]. The neural retina and the retinal pigment epithelium (RPE)

March 2012 | Volume 7 | Issue 3 | 33244



express MFGES8 [14], whose interaction with ovB5 integrin of
RPE cells is essential in the diurnal OS phagocytosis [15].
Furthermore, we have previously shown that OS phagocytosis by
the RPE is necessary for choroidal maintenance i vivo [16].

Age-related macular degeneration (AMD) is a major cause of
central vision loss in the elderly in Western countries [17]. AMD’s
most prominent pathological features are lesions involving the
RPE and Bruch’s membrane (BM), the degeneration of photore-
ceptors, [18] and VEGF-driven choroidal neovascularization
(CNV) [19], that occurs approximately in 10% of patients. The
causes of AMD are not well understood, but epidemiological
studies [20] and murine models [21] have identified key factors in
its pathogenesis such as age [17,22], family history [23] and
smoking [24,25].

In summary, MFGES8 has been shown to be essential in diurnal
OS phagocytosis and in angiogenesis. In the eye, its dysfunction
could therefore lead both to retinal degeneration and choroidal
mvolution as a consequence of impaired RPE phagocytosis and/or
to inhibition of neovascularization. We investigated whether a
SNP associated with increased prevalence of lupus in human
patients [7] is associated with AMD. Furthermore, we investigated
whether the deficiency of MFGES affects chorioretinal homeosta-
sis and CNV i vivo using 1\4]@987/7 mice.

Materials and Methods

Ethics statement

In accordance with the Declaration of Helsinki, patients and
volunteers provided written and informed consent for the studies,
which were approved by the Hoétel Dieu ethics committee
(CCPPRB no. 0611303) and by the ethics committee of the
Arztekammer Westfalen-Lippe and the University of Miinster
(no. 2007-246-£-S).

Animal experiments were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee, “Comité d’éthique pour expérimen-
tation animale Charles Darwin” (ID Ce5/2010/002), and treated
in compliance with the ARVO Statement for the Use of Animals
in Ophthalmic and Vision Research.

Single Nucleotide Polymorphisms analysis in AMD

Studies, including participants’ assessments and ethics details of
each cohort were described in Combadiere et al. [26] and Baatz et
al. [27]. White Caucasian control subjects and AMD patients were
recruited in Paris (France: 251 control subjects, 274 “wet” AMD
patients) and in Recklinghausen (Germany: 317 control subjects,
263 “wet” AMD patients). The mean age and gender distribution
are summarized in Tables 1 and 2.

Rs4945 is in open reading frame SNP and leads to Arginine
replacement of a Serine in the amino acid number 3. Rs1878326 is

Table 1. The mean age and gender distribution in the patient
and control groups.

Patients FCTL, n (%) FAMD, n (%)
Men 91 (36,25) 81 (29,56)
Women 160 (63,75) 193 (70,44)
Total 251 274

Mean Age 71,8+/—7,75 79,5+/—6,72
P value (3 test) 0.1

French groups (control group : FCTL; AMD group : FAMD).
doi:10.1371/journal.pone.0033244.t001
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Table 2. The mean age and gender distribution in the patient
and control groups.

Patients GCTL, n (%) GAMD, n (%)
Men 115 (43,73) 126 (39,75)
Women 148 (56,27) 191 (60,25)
Total 263 317

Mean Age 77,8+/—5,38 79,2+/—5,47

P value (3 test) 03

German groups (control group : GCTL; AMD group : GAMD).
doi:10.1371/journal.pone.0033244.t002

also in open reading frame SNP of MFGES and leads to Leucine
replacement of Methionine in the amino acid number 76. Allelic
frequencies were calculated by gene counting.

We used the chi-square test (x” to compare genotype
distributions and allele frequencies in participants. The Hardy-
Weinberg equilibrium was tested using a %? test with 1 degree of
freedom. Association between SNP and “wet” AMD was assessed
by use of the Cochran-Armitage’s trend test [28]. Linkage
disequilibrium and haplotype association analyses were performed
by the use of THESIAS software [29].

Animals

Mfgeb’*/* and ¥/~ mouse strains were generated as described
before [8]. Mfge8 '™ are functionally deficient in MFGES due to a
gene-trap insertion of B-galactosidase in the Mjfge8 gene (C57Bl/6
background, N8). The mice were maintained at the Institut Curie
animal facility or Centre de Recherche des Cordeliers animal
facility (Paris, France) under pathogen-free conditions. All animals
were housed in a 12/12 hour light/dark (100-500 lux) cycle with
food and water available ad libitum.

Fundus Photography and Laser-Photocoagulation

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of pento-
barbital (40 mg/kg). Pupils were fully dilated with 1% tropic-
amide. Coverslips positioned on the mouse cornea were used as a
contact glass. Fundus photographs were taken with a digital CCD
camera (Nikon D3) coupled with an endoscope (Karl Storz,
Guyancourt, France) as previously described [30].

Laser-photocoagulations were performed 1 to 2 disc diameters
away from the papillac with an Argon laser (Viridis 532 nm,
Quantel Medical, Clermont-Ferrand, France) mounted on a slit
lamp (400 mW, 50 ms and 50 pm; Hagg-Streitt, BQ 900). For
CNV visualization at day 14, 3 months old mice were anesthetized
and perfused through their heart with phosphate buffered saline
(PBS) containing fluorescein  (FITC)-dextran 50 mg/ml
(2.10° mW). Animals were sacrificed with 100% CO, and their
eyes were removed and processed as described below. CNV was
quantified on photographs with Image ] analysis software. CNV
was quantified as FITC positive surface.

Choroidal Flatmounts and Immunohistochemistry

The eyes were enucleated, fixed in 4% paraformaldehyde (PFA)
for 20 minutes at room temperature, and sectioned at the limbus;
the cornea and lens were discarded. The retinas were peeled from
the RPE/choroid/sclera. Retinas and choroids were incubated
with the indicated primary and secondary antibodies. The
choroids and retinas were radially incised and flatmounted. The
primary antibodies used were rabbit anti-IBAl (1:400; Wako,
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Neuss, Germany) and rhodamine phalloidine (1:200; Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France). Sections were counterstained with 4—6-
diamino-2-phenylindole (DAPI). Choroids, retinas and sections
were viewed with a fluorescence microscope (DM5500B, Leica,
Nanterre, France).

For [-galactosidase activity detection, frozen sections from eyes
were fixed in 4% PFA before incubation. The samples were then
incubated in the beta-galactosidase detection reagent (5 mM
potassium ferricyanide, 5 mM potassium ferrocyanide, 2 mM
MgCl, 0.30 mg X-gal/ml in PBS) overnight at 37°C before
mounting in Immumount (Thermo Scientific, Courtaboeuf,
France).

Histology and Electron Microscopy

For histology, eyes were fixed in 0.5% glutaraldehyde/4% PFA
for 2 h, dehydrated and mounted in historesin. 5-um sections were
cut and stained with toluidin blue. For electron microscopy, eyes
were fixed in 2.5% glutaraldehyde of cacodylate buffer (0.1 M,
pH 7.4). After 1 hour, eyeballs were dissected, fixed for another
3 hours, post-fixed in 1% osmium tetroxide in cacodylate buffer,
and dehydrated in graduated ethanol solution. The samples were
included in epoxy resin and oriented. Semi-thin sections (1 pm),
obtained with an ultramicrotome Reichert Ultracut E (Leica),
were stained with toluidin blue, examined with a light microscope,
and photoreceptor layer thickness was measured. Ultra-thin
sections (80 nm) were contrasted by uranyl acetate and lead
citrate, then observed in an electron microscope JEOL 100 CX II
(JEOL, Tokyo, Japan) with 80 kV.

Vascular Corrosion Casts

Animals were sacrificed by COy inhalation. Vascular corrosion
cast was performed as previously described by Houssier e al. [16].
Briefly, a perfusion was done with Mercox resin+catalyst (Ladd
Research/Inland, Saint Loup sur Semouse, France) into the aorta
through left heart ventricle. After removal, eye tissues were
conserved overnight at 37°C in PBS to allow complete
polymerisation and digested by 5% KOH during 2 weeks at
37°Ct until only the vascular corrosion casts remained. The
specimens were prepared for electron microscopy, then scanned
and analyzed using Image J Software (NIH). The avascular area
was measured on frontal views and expressed as the percentage of
intercapillary surface of the whole area. The thickness of
choriocapillaries was measured on perpendicular views of the cast
from the retinal to scleral side of the choriocapillary cast.

Reverse Transcription and Real Time Polymerase Chain
Reaction

After tissues were separated (neural retina and choroid/RPE),
total RNA was isolated with NucleoSpin RNA 1II Kit (Macherey-
Nagel, Hoerdt, France). Single-stranded cDNA was synthesized
from total RNA (pre-treated with DNasel amplification grade)
using oligodT as primer and superscript reverse transcriptase
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Subsequent real-time
polymerase chain reaction (RT PCR) was performed using cDNA,
gqPCR SuperMix-UDG Platinum SYBR Green (Invitrogen), and
the following primers (0.5 pmol/pl): mm actin sense: 5'-AAGGC-
CAACCGTGAAAAGAT-3’; mm actin antisense : 5'-
GTGGTACGACCAGAGGCATAC-3"; mm Mfge8 sense : 5'-
GGATAATCAGGGCAAGATCA-3'; mm Mjfge8 antisense : 5'-
TAGGACGCCACATACTGGAT-3’

PCR reactions were performed in 40 cycles of 15 s at 95°C, 45 s
at 60°C. Product was not generated in control reactions in which
reverse transcriptase was omitted during cDNA synthesis.
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Statistical Analysis

Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
was used for the data analysis and graphic representations. All
values are reported as means = SEM. Statistical analysis was
performed using the Mann-Whitney test for comparison among
means between two groups or ANOVA test between more than
two groups. Significance was set at P<0.05.

Results

MFGES8 single nucleotide polymorphism studies in two
groups of wet AMD patients and their controls

Two common SNP were previously identified in the open
reading frame of the MFGES gene called MFGES R3S (rs4945 for
nucleotide C>A) and MFGES M76L (rs1878326 for nucleotide
226 A>C), associated with an increased risk of systemic lupus
erythematosus [7]. The fact that Mfge8 ’~ mice develop a
spontaneous late onset lupus-like disease and glomerulonephritis
[6] suggests that rs4945 and rs1878326 lead to a decrease of
MFGES bioactivity, that would explain their association with the
human disease.

We thus investigated the described MFGES SNP in two DNA
collections of “wet” AMD patients recruited in France (FAMD,
274 subjects) and in Germany (GAMD, 317 subjects) and their age
matched controls (FCTL, 251 subjects; GCTL, 263 subjects). The
mean age and gender distribution are summarized in Tables 1 and
2. All of the subjects were of caucasian origin or decent. Risk
factors for “wet” AMD such as Factor H and smoking were more
frequent among cases than among controls as previously described
[31].

Genotype frequencies distribution of the rs4945 C>A (R3S)
and rs1878326 A>C (M76L) are shown in Tables 3 and 4,
respectively. All genotype distributions were compatible with
Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05) in cases and in controls,
from both French and German samples. In the French sample, the
rs4945 -A allele was more frequent in cases than in controls (0.36
vs 0.29, P=0.017) but the inverse trend was observed in German
(0.30 vs 0.33, P=0.229). Conversely, the pattern of association of
the rs1878326 with AMD was homogeneous across populations.
In both samples, the rs1878326-C allele tended to be more
frequent in cases than in controls, 0.36 vs 0.32, P=0.184 and 0.41
vs 0.35, P=0.053, in French and German, respectively. The
corresponding OR for AMD were then 1.19 [0.92-1.53] in
French and 1.27 [1.00-1.61] in German. The two ORs were not
significantly different (P=0.92). Even though statistical signifi-
cance was not reached separately in each sample (likely due to
small sample size), the resulting combined OR for AMD
associated with the rs1878326-C allele was 1.23 [1.03-1.46] and
achieved significance (P=0.019).

The pattern of linkage disequilibrium was homogeneous across
populations and was characterized by a moderate linkage
disequilibrium  between the two studied SNP  (r?=0.07,
D’'=-0.53 in French and r*=0.10, D' = —0.60) in German).
As a consequence, the two SNP generated 4 common haplotypes
(Table 5) among which the two haplotypes carrying the
rs1878326-C allele were more frequent in cases than in controls
in the German and the French study, confirming the association of
the rs1878326-C allele with AMD observed in the univariate
analysis.

MFGE8 expressing cells in the retina

In the litterature, immunohistochemistry using an anti-MFGE8
antibody localized MFGES8 protein mainly to the inner segments
of photoreceptors and to a lesser extent to RPE cells in mice using
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Table 3. Genotype distribution of MFGE8 rs4945 (R3S) polymorphism in AMD patients and controls.

MFGES8 rs4945 FCTL, n=241 FAMD, n=271 GCTL, n=260 GAMD, n=308
CcC 122 (51%) 110 (41%) 118 (45%) 154 (50%)

CA 99 (41%) 128 (47%) 112 (43%) 125 (41%)

AA 20 (8%) 33 (12%) 30 (12%) 29 (9%)

MAF 0.29 0.36 033 0.30

OR [95%Cl] 1.376 [1.056-1.791] 0.855 [0.665-1.100]

P 0.017 0.229

MAF: Minor Allele Frequency.

OR: Allelic Odds Ratio with its 95% Confidence Interval.
P: Cochran-Armitage trend test’s p-value.
doi:10.1371/journal.pone.0033244.t003

two different antibodies [14]. We identified MFGES8 expressing
cells in Mjge8"’~ mice thanks to the gene-trap insertion of B-
galactosidase in the Mfge8 gene. The resulting fusion protein is
retained in the cell and B-galactosidase activity therefore allows to
identify MFGES8 expressing cells [8]. B-galactosidase, detected by a
B-galactosidase detection reagent, mainly localizes to the outer
nuclear layer (ONL) containing photoreceptor cell bodies (Fig. 1A).
Higher magnification reveals that staining is particularly strong in
the outer part of the ONL and that the RPE does express little B-
galactosidase (Fig. 1B), confirming the previously published results
using MFGE8 antibodies [14]. There was no endogenous 8-
galactosidase detection in WT mice (data not shown). We
confirmed this staining pattern using RT PCR in separated tissues
(Fig. 1C). Mfge8 mRINA was highly expressed in young and aged
neural retina. In the RPE/choroid, basal mRNA expression was
significantly lower than in the neural retina. A slight but significant
increase in Mfge8 mRNA expression at 18 month old compared to
3-month-old C57BI6 mice was observed. Taken together, our
results identify photoreceptors as the main source of MFGES8 in
the eye and suggest that MFGES localization in the RPE cells [14]
is due to uptake rather than RPE MFGES expression.

MFGES8 and retinal homeostasis

MFGES8 has been shown to be essential in diurnal OS
phagocytosis [15] and disturbance of the phagocytosis of spent
OS by the RPE, as observed in the RCS rat, leads to
photoreceptor degeneration [10]. To evaluate if MFGE8 defi-
ciency alters long-term retinal homeostasis, we first studied the
fundoscopic appearance of 16-18 month old Mfge8"'~ (Fig. 2A)
and M]fgec?fk (Fig. 2B). Both fundi appeared smooth, devoid of

any remarkable lesions, and similar to each other. Furthermore,
histological sections of aged Mjge8*’~ (Fig. 2C) and Mfge8 '~ mice
(Fig. 2D) showed a regular photoreceptor layer and quantification
of the number of photoreceptor cell nuclei layers in the ONL
revealed no signs of degeneration from the inferior to the superior
pole in Mfge8 '~ (Fig. 2E grey line) compared to Mfge8"~ mice
(Fig. 2E black line). Labelling for RPE (phalloidine, red) and
subretinal macrophages/microglial cells (IBAl, green) in aged
M8~ (Fig. 2F) and Mfee8 ’~ mice (Fig. 2G) showed no
morphological abnormalities of RPE cells and no pathological
accumulation of phagocytes under the retina. Instead, we found a
tendency of decreased subretinal phagocytes in 18-month-old
Mfge8™ '~ compared to Mg~ (Fig. 2H, quantification of
subretinal IBA1 positive cells). Laminar deposits in the BM and
Drusen in the RPE/BM complex are early signs of AMD that
ultimately impact RPE and photoreceptor health [18,32]. To
evaluate if MFGES8 is implicated in homeostasis of BM, we
evaluated BM morphology of 16-18 month old Mfge§™’~ (Fig. 2I
and K) and Mfge8 '~ (Fig. 2J and L) by electron microscopy.
Although retina and RPE were ultrastructurally similar, we
observed a very modest, but significant thickening of BM in
Mfge8~ "~ mice by 22% (Fig. 2M). To evaluate possible differences
in genes that are potentially involved in lipid clearance from the
BM, we analyzed Abcal, Abca4, Ldlr, ¢cd36 and Caveolin] mRNA in
aged Mfze§" /= and M gegf/f. However, we were not able to
detect an influence of MFGES on the expression of these genes
(Figure S1). Since BM is rich in collagen, and MFGES has been
shown to promote collagen phagocytosis to prevent reactive
fibrosis [33], BM thickening observed in aged Mfze8 '~ mice
could be a result of a reactive fibrosis.

Table 4. Genotype distribution of MFGE8 rs1878326 (M76L) polymorphism in AMD patients and controls.

MFGES rs1878326 FCTL, n=251 FAMD, n=274 GCTL, n=263 GAMD, n=317
AA 108 (43%) 114 (42%) 112 (43%) 113 (35%)

AC 123 (49%) 121 (44%) 116 (44%) 148 (47%)

CcC 20 (8%) 39 (14%) 35 (13%) 56 (18%)

MAF 032 0.36 0.35 0.41

OR [95%Cl] 1.186 [0.919-1.531] 1.271 [1.001-1.613]

P 0.184 0.053

MAF: Minor Allele Frequency.

OR: Allelic Odds Ratio with its 95% Confidence Interval.
P: Cochran-Armitage trend test’s p-value.
doi:10.1371/journal.pone.0033244.t004
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Table 5. Haplotype frequency distributions derived from MFGE8 rs1878326 (M76L) and rs4945 (R3S) polymorphisms in AMD

Polymorphisms French

German

rs1878326 rs4945 FCTL (n=238) FAMD (n=269) GCTL (n=253) GAMD (n=298)
A C 0.426 0.342 0.355 0.344
A A 0.252 0.293 0.289 0.245
C C 0.284 0.299 0.310 0.359
C A 0.038 0.066 0.045 0.052

doi:10.1371/journal.pone.0033244.t005

MFGE8 and choroidal homeostasis and
neovascularization

Although MFGES8 deficiency did not lead to retinal degener-
ation, disturbances in RPE biology and diminished expression of
trophic factors can lead to choroidal involution [16]. However,
vascular corrosion casts of of 16-18 month old Mfze8"’~ (Fig. 3 1
and D) and Mfge8~ '~ (Fig. 3 B and E) showed no MFGE8-related

vascular drop-out, measured as a percentage of intercapillary
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Figure 1. MFGE8 expressing cells in mouse retina. Representative
micrographs of B-galactosidase localization in MFGE8"®A" mice
detected by a -galactosidase detection reagent (blue staining). Phase
contrast (A) image and light transmitted (B) image. CH: choroid; GCL:
ganglion cell layer; INL: inner nuclear layer; ONL: outer nuclear layer;
RPE: retinal pigment epithelium. Experiments were reproduced at least
3 times. Scale bars: 100 um (A); 25 um (B). Mfge8 RT PCR in neural retina
(RET) and choroid (CHO) at different time points in C57BI6 mice (3
month old vs 18 month old, n=6/group; Dunnett test with 3 m old
CHO as control, **, P<0,01 and ***, P<0,001).
doi:10.1371/journal.pone.0033244.g001
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area of the total area, (Fig. 3C) or thinning, measured on
pericentral, perpendicular sections through the vascular casts
(Fig. 3F).

MFGES interacts with avB3 and ovB5 on vascular endothelium
and specifically promotes VEGF-driven ischemic neovasculariza-
tion m vwo, but not bFGF induced neovascularization [8]. Since
laser-induced CNV has been shown to be VEGF and integrin
dependent [34,35], we quantified CNV in the MFGES8-deficient
mice. Interestingly, FITC-dextran perfused choroidal flatmounts
at 14 d after laser-induced neovascularization of Mjge§* - (Fig. 3G)
and Mfge8 '~ (Fig. 3H), showed no difference of CNV in the two
groups (Fig. 3I). These results are consistent with our recent
observation that the promoting function of MFGES8 on develop-
ment of bladder tumors is not linked with alterations in intra-
tumor angiogenesis [36]. Thus, the interactions of MFGES,
integrin dimers and VEGF are possibly tissue dependent.

Discussion

MFGESs essential role in diurnal OS phagocytosis [15] and
critical involvement in VEGF-driven neovascularization [8] make
it a candidate gene for an involvement in the pathogenesis of
AMD, where photoreceptor degeneration, choroidal involution, or
CNV can occur. We here show a suggestive statistical evidence for
association of the rs1878326-C allele with increased risk of AMD
in two European populations.

To evaluate the influence of MFGES dysfunction # vivo on
retinal homeostasis and CNV we analyzed Mjfge§" ’~ and Mfee8 '~
mice with ageing and in a model of CNV. We first confirmed that
MFGES8 is constitutively expressed by photoreceptors i vivo.
Interestingly, the suppression of the diurnal peak of OS phagocy-
tosis observed in Mfgeé’fk mice [15] has very little negative effect
on long term chorioretinal homeostasis in 18-month-old knockout
mice, apart from a slight thickening of the BM. These findings
confirm and extend the lack of retinal degeneration in 12-month-old
Mjge8 '~ mice [37]. Furthermore, even though MFGES interacts
with avB3 and owB5 on the vascular endothelium and strongly
promotes VEGF-driven neovascularization [8], it has no effect on
laser-induced CNV which is VEGF and avf3 integrin dependent
[34,35].

Taken together, our data shows that MFGES is expressed in
the retina but not critically involved in retinal homeostasis or
CNV. It seems unlikely that it is predominantly involved in the
pathogenesis of AMD. Although we present mostly negative
results, we feel that this extensive i viwo study is of interest to
researchers in the field of AMD pathogenesis, due to its exclusion
of a high potential candidate gene. We hope that the publication of
these negative results are helpful to the community to exclude a
valid hypothesis and avoid repetetion of expensive research in
other laboratories.
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Figure 2. MFGE8 and retinal homeostasis. Fundus photographs of 18 month- old Mfge8"~ mice (A) and Mfge8 /™ mice (B). Histological sections
of historesin-embedded eyes from 18 months old Mfge8+/7 mice (C) and Mfge8 mice (D). Quantification of the number of photoreceptor cell
nuclei layers in the ONL from the inferior to the superior pole in 18 month old Mfge8 ™ (E grey line) compared to Mfge8*'~ (E black line, n =4 mice/
group). Rhodamine phalloidine (red) IBA1 (green) stained RPE flatmounts of 18 month-old Mfge8"~ mice (F) and Mfge8 ™ mice (G). Quantification of
subretinal macrophages/microglia (M@/MC) IBA1 positive cells, (H, n=6-8 mice/group). Representative transmission electron micrograph of Bruchs
membrane (black arrows) of 18 month old Mfge8+/_ (I and K) and Mfge8_/_ (J and L) mice. Bruchs membrane thickness measurements in 18 month
old Mfge8*/7 and Mfge87/f mice (M, P<0,05, n=4 mice/group) INL: inner nuclear layer; ONL: outer nuclear layer; RPE: retinal pigment epithelium; BM:
Bruch membrane; CH: Choroid. Scale bars: 50 um (C, D), 150 um (F, G); 2 um (I, J); 0,5 um (K,L).

doi:10.1371/journal.pone.0033244.g002

Supporting Information compared to age-matched Mfge8"’~ (+/—). 8 eyes/group;
Figure S1 Abcal, Abca4, Ldlr, Cd36, Cavl RT PCR in 1o statistical difference in all groups.
choroid/RPE in 16-18 month old Mjfged /=~ (—/—) (11K
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Figure 3. MFGE8 and choroidal homeostasis and neovascularization. Vascular corrosion casts of the retinal aspect of choriocapillaries of 16—
18 month old Mfge8+/7 (A) and Mfge87/7 mice (B). Quantification of the avascular intracapillary area in Mf €8~ and MfgeSf/f mice (C, 5 mice/
group). Vascular corrosion casts of perpendicularly cut choroid of 16-18 month old Mfge8"~ (D) and Mfge8 ”~ (E). Quantification of the thickness of
the choriocapillaries in Mfge8”~ and Mfge8 ™~ mice (F, 3 mice/group). FITC-dextran perfused choroidal flatmounts at 14 d after laser-induced
neovascularization of Mfge8+/_ (G) and Mfge8_/_ (H). Quantification of FITC positive choroidal neovascularizations in Mfge8+/_ and Mfge8_/_ mice (I,

n =8 mice/group). Scale bars: 200 um (A, B); 100 um (D, E); 50 um (G, H).

doi:10.1371/journal.pone.0033244.9003
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