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Résumeé

Résumé

Apres un infarctus du myocarde (IM), un remodelage cardiaque défavorable et la progression
vers l'insuffisance cardiaque peuvent étre favorisés par des altérations macroscopiques de la
géométrie et de la fonction du ventricule gauche, ainsi que par des altérations microscopiques
des composants cellulaires du coeur ischémique. Des études préalables ont étayé le role crucial
des chimiokines (CK) dans la coordination des événements moléculaires et cellulaires sous-
tendant les processus de remodelage et de réparation du cceur ischémique. Au-dela de leur
interaction avec leurs récepteurs spécifiques, la liaison avec les protéoglycanes a héparane
sulfate (HS) de la matrice extracellulaire conditionne 1’amplitude des effets biologiques des
CK. Cependant, I’impact des interactions CK/HS dans la réponse post-IM reste inconnu. Dans
notre étude, nous avons révél¢€ le role essentiel des interactions entre CXCL12, une CK majeure
pour I’homéostasie cardiaque, et les HS dans le remodelage cardiaque post-ischémique. En
effet, nous avons montré que 1’invalidation des interactions CXCL12-HS chez des souris
Cxcl2ssmigasm entraine une diminution de la fonction cardiaque associé€e a une fibrose et a une
vascularisation post-ischémique réduite. Ces effets ont été retrouvés dans des souris déficientes
pour CXCL12y (Cxcll2y #4), une isoforme fortement exprimée dans le cceur et possédant une
affinité accrue pour les HS. A I'inverse, I'administration d'adénovirus exprimant CXCL12y dans
le myocarde infarci améliore la fonction cardiaque et promeut 1’angiogenese. De maniere
intéressante, la surexpression de CXCL12y corrige également le phénotype cardiaque délétere
post-IM observé chez les souris Cxcll2swm/zasm et Cxcl12y 44, confirmant le role majeur des
interactions CXCL12/HS et de CXCL12y dans la régulation de la fonction et du remodelage
cardiaque post-ischémique. Apres I’événement ischémique, 'expression augmentée, simultanée
et précoce de CXCL12vy et de son récepteur de type ACKR3 suggere un rdle important de cet
axe dans la réponse a I'IM. D’ailleurs, l'activation in vivo d'ACKR3, contrairement a celle de
CXCR4 (le second récepteur classique de CXCL12), améliore la fonction cardiaque et promeut
la vascularisation post-ischémique. L'absence de modulation de la réponse inflammatoire, apres
induction de 1'IM chez les souris mutantes, nous a amené a étudier la contribution des cellules
cardiaques résidentes dans les effets médiés par CXCL12y. Nous avons identifié, dans le
myocarde infarci, une sous-population de fibroblastes exprimant ACKR3 et présentant une
signature pro-angiogénique. Nous avons donc émis 1’hypothese que CXCL12y pourrait exercer
ses effets pro-angiogéniques au travers de son action sur les fibroblastes cardiaques exprimant
ACKR3. L'analyse des milieux conditionnés issus de fibroblastes cardiaques stimulés avec

CXCL12a ou CXCL12y, nous a permis de montrer que seul le sécrétome provenant des
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Résumeé

fibroblastes stimulés par CXCL12y est capable d'induire in vitro la prolifération de cellules
endothéliales murines ainsi que la formation de tubes vasculaires. De maniere intéressante,
l'inhibition d'ACKR3, mais pas celle de CXCR4, abolit les effets induits par le sécrétome des
fibroblastes stimulés par CXCL12y démontrant le role de 1'axe CXCL12y/ACKR3 dans les
effets pro-angiogéniques médié€s par ces fibroblastes. Enfin, I'analyse des milieux conditionnés
indique que la stimulation par CXCL12vy entraine la modulation de 1'expression de plusieurs
facteurs pro-angiogéniques. Ainsi, ces travaux révelent, pour la premiere fois, un role protecteur
des interactions CXCL12/HS dans I'IM et suggerent que 1'axe CXCL12y/ACKR3 pourrait étre

une nouvelle cible thérapeutique dans les maladies cardiovasculaires.

Mots-Clés : Infarctus du myocarde, chimiokine, CXCL12, cardiovasculaire, angiogenese
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Summary

After myocardial infarction (MI), adverse cardiac remodeling and progression to heart failure
may be promoted by macroscopic alterations in left ventricular geometry and function, as well
as microscopic alterations in the cellular and molecular landscapes of the ischemic heart.
Previous studies have supported the crucial role of chemokines (CK) in the coordination of
molecular and cellular events underlying post-ischemic cardiac remodeling and repair. Beyond
CK interaction with their specific receptors, CK binding to heparan sulfate (HS) proteoglycans
determines the magnitude of their biological effects. However, the impact of CK/HS
interactions in the infarcted cardiac tissue remains unknown. In our study, we unraveled the
essential role of the specific interactions between CXCLI12, a major CK for cardiac
homeostasis, and HS in post-ischemic cardiac remodeling. Indeed, we evidenced that disruption
of these interactions in Cxcl12 gemzaem mice resulted in decreased cardiac function associated
with fibrosis and reduced post-ischemic vascularization. These effects were also observed in
mice deficient for CXCL12y (Cxcll2y 4%, an isoform highly expressed in the heart and
possessing unchallenged affinity for HS. Conversely, administration of adenovirus expressing
CXCL12y into infarcted myocardium improved cardiac function and promoted angiogenesis.
Interestingly, CXCL12y overexpression also rescued the deleterious cardiac phenotype
observed in Cxcl12 gemeaem and Cxell2y ¥4 mice, confirming the major role of CXCL12/HS
interactions and CXCL12v in the regulation of post-ischemic cardiac function and remodeling.
After the ischemic event, the coordinated increase of CXCL12 mRNA levels and that of
ACKR3 (a cognate CXCL12 receptor) suggested an important role of this axis during MI. In
this line of reasoning, in vivo activation of ACKR3, unlike that of CXCR4 (the second classical
CXCL12 receptor), improved cardiac function and promoted post-ischemic vascularization.
The lack of modulation of the inflammatory response in mutant mice led us to investigate the
contribution of resident cardiac cells to the CXCL12-related effects. We identified a
subpopulation of ACKR3-expressing fibroblasts with a pro-angiogenic signature in the
infarcted myocardium. We therefore hypothesized that CXCL12 could exert its angiogenic
effects through activation of ACKR3-expressing fibroblasts. Using conditioned media from
cardiac fibroblasts stimulated with CXCL12a or CXCL12y, we showed that only the secretome
from CXCL12y-stimulated fibroblasts was able to induce in vitro endothelial cell proliferation
as well as vascular tube formation. Interestingly, these effects were blunted after inhibition of
ACKR3, but not after that of CXCR4, highlighting the pro-angiogenic role of

CXCL12y/ACKR3 axis in our experimental conditions. Finally, analysis of conditioned media
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indicated that stimulation by CXCL12y enhanced protein levels of several angiogenic factors.
Thus, this work reveals, for the first time, a protective role of CXCL12/HS interactions after

MI and suggests that the CXCL12y/ACKR3 axis may be a novel therapeutic target in

cardiovascular diseases.

Keywords: Myocardial infarction, chemokine, CXCL12, cardiovascular, angiogenesis
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AA : Acide aminé

ACEI : Inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (Angiotensin-converting enzyme
inhibitors)

ACKR : Récepteur atypique de chimiokine (Atypical ChemoKine Receptor)
AHA : American heart association

ARB : Bloqueur du récepteur a I’angiotensine (Angiotensin receptor blocker)
ADP/ATP : Adénosine Di/Tri Phosphate

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

BMS : Stent métalliques nus (Bare Metal Stents)

CABG : Pontage aorto-coronarien (Coronary Artery Bypass Graft)

CK: Chimiokine

CML: Cellule musculaire lisse

CRT : Thérapie de resynchronisation cardiaque (Cardiac Resynchronisation therapy)
CSCs : Cellule souches cardiaques

CSMs : Cellules souches mésenchymateuses

CPEs : Cellule progénitrice endothéliale

DAMPs : Motifs moléculaires associés aux dégats (Damage Associated Molecular Patterns)
DRI : Inhibiteur direct de la rénine (Direct renin inhibitor)

DES : Stents couverts de molécules actives (Drug Eluting Stents)

ECG : Electrocardiogramme

ESC : European society of cardiology

FGF : Fibroblast growth factor

GAGs : Glycosaminoglycanes

GDP/GTP : Guanosine Di/Tri phosphate

GRKs : Kinases de récepteur couplé a la protéine G

HA : Acide Hyaluronique

hi-PSC-CM : cardiomyocytes humains dérivés de cellules souches pluripotentes induites
HMGB1 : High mobility group box-1

HS : Héparane-Sulfate

HSP : Heat Shock Protein

HTS : Cicatrice hypertrophique

ICD : Implantable Cardioverter-defibrilator

ICFEr : Insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite

IL : Interleukine

IM : Infarctus du Myocarde

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

LTS : Sténose laryngotrachéale

M1 / M2 : Macrophage de type 1 /2

MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MEC : Matrice extracellulaire

MIF : Macrophage migration inhibitory factor

MINOCA : Myocardial Infarction with Non-Obstructive Coronary Arteries
MMPs : Métalloprotéinases

MRA : Antagoniste du récepteur aux minéralocorticoides

NOS : Nitric oxide synthase
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Liste des abréviations

OxLDL : lipoprotéines de basses densité oxydées (Low density lipoproteins)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

RAAS : Systéme Rénine — Angiotensine — Aldostérone

RAGE : Receptor for Advanced Glycation Endproducts

RCK : Récepteur de chimiokine

RCPG : Récepteur couplé a une protéine G

PCI : Percutaneous Coronary Intervention

PDB : Protein Database

PI3K : Phosphatidylinositol-3-kinase

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand 1

PRRs : Récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptors)
TLRs : récepteur Toll-like

TNc : Troponine C

VIH : Virus de I’'immunodéficience humaine

WHIM : Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections, Myelokathexis
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Partie I : Les maladies cardiovasculaires

Partie I : Les maladies cardiovasculaires
A. Epidémiologie

Associées depuis plus d’une dizaine d’années a presque un tiers de la mortalité et 10% de la
morbidité a 1’échelle mondiale, les maladies cardiovasculaires représentent un probleme de
santé publique majeur'?. Ainsi, 17,9 millions de déces sont directement li€s aux maladies
cardiovasculaires dans le monde en 2019 ; 82% de ces déces sont dus a une atteinte cérébrale
ou cardiaque?. Selon les projections, ces pathologies resteront la premiere cause de mortalité
dans le monde. Le terme « maladies cardiovasculaires » regroupe différentes pathologies

affectant le cceur et les vaisseaux sanguins, parmi lesquelles notamment :

- P’hypertension artérielle ;

- les maladies cérébro-vasculaires, dont 1’accident vasculaire cérébral (AVC) ;

- I’insuffisance cardiaque ;

- les cardiopathies congénitales ou coronariennes, incluant en fonction du degré de
gravité : ’angine de poitrine stable, ’angor instable, 1’infarctus du myocarde sans
élévation du segment ST, I'infarctus du myocarde avec élévation persistante du

segment ST et la mort subite.

Les principaux facteurs de risques de développer un infarctus du myocarde sont les suivants? :

- tabagisme ;

- diabete ;

- hypertension ou antécédents d’hypertension ;

- obésité ;

- consommation de fruits et Iégumes limitée ;

- alcoolisme ;

- absence d’activité physique.
D’autres facteurs de risques peuvent se surimposer comme par exemple 1’infection par le
SARS-CoV-24.
A D’exception de quelques régions du monde, I’incidence des maladies cardiovasculaires est
globalement uniforme au niveau mondial>¢. Depuis les années 1990, les avancées médicales
ainsi que les changements socio-démographiques ont permis de fortement contenir les maladies
cardiovasculaires dans les pays a haut niveau de développement. Cependant, sur les cinq
dernieres années, 1’incidence des maladies cardiovasculaires stagne dans les pays a revenus
élevés comme dans les pays a revenus faibles et intermédiaires, pour des raisons différentes. En

effet, les pays aux revenus les plus élevés font face a un vieillissement global de leurs
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populations alors que les pays en voie de développement combinent une augmentation rapide
de la population et une exposition récente et généralisée a de nombreux facteurs de risques
cardiovasculaires. Si les facteurs de risques sont les mémes indépendamment des revenus, les
études mettent en évidences des disparit€és en matiere de prévention des risques
cardiovasculaires, en particulier dans les pays en développement qui font également face a des

pathologies infectieuses beaucoup moins présentes ailleurs.

En France, les maladies cardiovasculaires sont a 1’origine d’environ 160 000 déces par an et
représentent la premiere cause de mortalité chez la femme et la seconde chez 1’homme apres le
cancer. Sur les 120 000 personnes victime d’un infarctus du myocarde chaque année, 10%
décedent dans I’heure, 15% dans I’année ; ce qui représente 18 000 déces par an’. On estime a
environ 3 a 4 millions le nombre de personnes actuellement traitées pour des pathologies
associées a une atteinte cardiovasculaire. Selon les données de Santé Publique France, plus d’1

million de personnes sont hospitalisées chaque année pour traiter une maladie cardiovasculaire.

B. L’infarctus du myocarde

L’infarctus du myocarde (IM) est défini sur le plan physiopathologique comme une nécrose
myocardique d’origine ischémique®. Il est trés souvent le résultat d’une complication ou
conséquence d’une maladie coronarienne aigu€ préexistante. Bien qu’il s’agisse le plus souvent
d’une occlusion provoquée par un processus athéro-thrombotique i€ a une rupture de plaque
d’athérome, d’autre mécanismes bien que plus rares peuvent étre impliqués ; c’est le cas du
vasospasme, de la dissection de [D’artere coronaire, des artérites inflammatoires non
athéromateuses ou encore de 1’embolie coronaire.

Sur le plan clinique, I'IM n’a pas la méme ampleur et ne se manifeste pas de la méme maniere
chez tous les patients, les symptomes couvrant un tres large spectre allant de la mort subite a
un événement mineur asymptomatique en passant par différents tableaux de choc
cardiogénique. Afin de pouvoir identifier au mieux les symptomes associés a 1’IM, il a donc été
important de recueillir le maximum d’informations sur les symptomes et tableaux cliniques
pour le diagnostiquer le plus précisément et rapidement possible. Ainsi, 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a pu des les années 1970 fournir des criteres standards pour le
diagnostic de I’'IM°. En 1979, un rapport joint de I’OMS et la Société Internationale et

Fédération de Cardiologie ont publié¢ une révision de cette définition'’.
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L’IM du myocarde était alors diagnostiqué a partir de mesures enzymatiques, de relevés

d’électrocardiogrammes (ECG) ou d’observations post-mortem :

(a) ECG montrant des ondes Q pathologiques et / ou une élévation ou dépression du segment
ST;

(b) antécédents d’angines de poitrine (typiques ou atypiques) avec des changements évidents
d’ECG ou des enzymes élevées (troponine, myoglobine ou encore créatine kinase) ;

(c) antécédents d’angine de poitrine atypique et des enzymes élevées sans nécessairement de
changements sur ’ECG ;

(d) pour les cas mortels, soudains ou non, une autopsie montrant un infarctus du myocarde ou

une occlusion coronaire récente (thrombus ante mortem, embolisme ou hémorragie dans une

plaque d’athérome).

Apres des révisions successives par les différentes entités compétentes'' et en tenant compte
des nouveaux éléments de diagnostic modernes tels que 1’imagerie myocardique ou
I’angiographie coronaire, ’OMS publie en 2008 une nouvelle version de la définition de I'IM'2,

qui doit alors étre diagnostiqué quand 1’un des criteres suivants est respecté :

1) Détection d’une augmentation des biomarqueurs cardiaques, de préférence la troponine C,
avec au moins I'un d’eux atteignant le 99° percentile supérieur de la limite de référence,
associé a des signes d’ischémie myocardique avec au moins 1’un des symptomes suivants :

a. Un certain nombre de combinaisons de douleurs a la poitrine, aux extrémités supérieures, a
la méchoire ou un malaise épigastrique, pendant un effort ou au repos. Le malaise est
habituellement inferieur a 20 minutes, souvent diffus, non localisé, non positionnel, non
affecté par le mouvement de la région. Il peut étre accompagne d'une dyspnée, d'une
diaphorese, d'une nausée ou d'une syncope ;

b. Des modifications significatives des ondes S et T au niveau de I'ECG ;

Le développement d’ondes Q pathologiques détectées a I’'ECG ;
Une perte de masse ventriculaire viable ou la détection des régions akinétiques par imagerie.

2) Une mort cardiaque soudaine et inattendue impliquant un arrét cardiaque, parfois précédé de
symptomes suggérant une ischémie myocardique et accompagnée :

a. D’une élévation a priori récente du segment ST,

De I’évidence de la formation d’un thrombus récent par angiographie coronaire et/ou lors de

['autopsie ;

3) Indices d’une forme aigue d’infarctus du myocarde détectée au moment de 1’autopsie.

En 2012, une nouvelle définition de I'IM est élaborée par ce méme consensus international,
tenant compte des avancées scientifiques et médicale dans la détection des enzymes ou les
mesures d’ECG8. Enfin, la définition actuelle date de 2018. Elle tient notamment compte des
progres en termes de résonance magnétique appliquée au domaine cardiovasculaire et
d’angiographie coronaire par tomodensitométrie (coronary CT-angiography). Cette définition
permet également la distinction entre I’IM, les 1€sions myocardiques et les lésions consécutives

a des interventions chirurgicales, cardiaques ou non-cardiaques'®. Il s’agit donc de la quatrieme
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définition universelle de I'IM, qui permet de définir 5 types d’IM, basés sur les criteres

suivants :

Pour I’IM de type 1, associé a un thrombus (occlusif ou non) et de type 2 (associé a un

déséquilibre de 1’apport en oxygene, sans thrombus), illustrés en Figure 1 :

Détection d’une élévation / diminution d’un biomarqueur cardiaque (de préférence la
troponine C cardiaque (TNc) avec au moins une valeur au-dessus du 99° percentile de la
limite supérieure de référence, accompagné d’au moins un des éléments suivants :
Symptdmes d’ischémie aigué, changements d’ECG indiquant une ischémie, développement
d’ondes Q pathologiques, preuve d’une perte de myocarde viable par I’imagerie ou preuve

d’un thrombus coronaire par angiographie.

Pour I’IM de type 3, associé a un déces survenu avant le diagnostic

Déces d’origine cardiaque précédé de symptomes suggérant une ischémie myocardique avec
modifications présumées nouvelles a I’'ECG, mais déceés survenant avant le prélevement
sanguin, ou avant I’augmentation des biomarqueurs dans le sang ou enfin infarctus détecté

lors de I’autopsie.

Pour I’IM associé a une intervention coronaire percutanée (type 4) :

Définition associée a une élévation des TNc (> 5 fois le 99° percentile de la limite supérieure)
chez des patients présentant des valeurs initiales normales, ou une élévation des valeurs de
la TNc > 20% si les valeurs initiales et stables ou en diminution. En plus, il est nécessaire de
constater la présence (i) de symptdmes ECG indicateurs d'une ischémie cardiaque, (ii)
d’ondes Q pathologiques (iii) la preuve d’une nouvelle perte de myocarde viable ou d’une
nouvelle anomalie de la contractilité cardiaque a l’imagerie ou (iv) des observations
agiographiques compatibles avec une complication associée a une limitation de flux

coronaire (occlusion, thrombus, dissection, etc.)

Pour I’IM associé a un pontage coronarien (type 5) :

Définition arbitraire par une élévation de la TNc (>10 fois le 99° percentile de la limite
supérieure). De plus, il est nécessaire de constater la présence (i) de nouvelles ondes Q
pathologiques, (ii) d’une nouvelle occlusion d’une coronaire native ou d’un greffon ou (iii)
d’une nouvelle perte de myocarde viable ou d’une nouvelle anomalie de la contractilité

relevée par imagerie cardiaque.

L’IM le plus représenté dans la population est I'IM de type 1 associ€é a une thrombose

coronarienne. Les IM de type 2 associ€s a une inadéquation entre les apports et les besoins en

oxygene sans occlusion coronarienne sont minoritaires (environ 15% des cas)'4. La baisse

d’apport en oxygene peut alors avoir plusieurs origines :

- une forme d’athérosclérose coronaire, sans rupture de plaque' ;

- une vasoconstriction des arteres coronaires, li€ée a un phénomene de vasospasmes

comme 1’angor de Prinzmetal'¢ ;

- une dissection coronaire spontanée, avec ou sans hématome intra mural'’ ;

Vincent Duval
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- une impossibilité de I’organisme a répondre a 1’augmentation de consommation
d’oxygene (fievre, hyperthyroidie, faible de compte de globules rouges ou pression
artérielle basse)

- une dysfonction endothéliale, soit I’'incapacité d’un vaisseau a se relaxer en réponse

a une augmentation du débit sanguin.

Myocardial Infarction Type 1

Plaque rupture/erosion with
occlusive thrombus

Plaque rupture/erosion with
non-occlusive thrombus

DESC/ACC/AHA/WHF 2018

Atherosclerosis and oxygen
supply/demand imbalance

Vasospasm or coronary
microvascular dysfunction

Non-atherosclerotic

coronary dissection
y
. 9

Oxygen supply/demand
imbalance alone

@ESC/ACT [AHA/WHF 2018

Figure 1 Illustration de 1'infarctus du myocarde de type 1 et de type 2.

L’infarctus de type 1 correspond a une occlusion totale ou partielle de I’artere coronaire suite & une rupture de
plaque et formation de trombus. L’infarctus du myocarde de type 2, correspond a une diminution de 1’apport en
oxygene sans thrombus ni occlusion. D’apres Thygesen et al., Eur Heart J, 2019.

Ce type d’IM touche le plus souvent les femmes et la mortalité est plus importante que pour les
IM de type 1 en raison de la prévalence de comorbidités'®1°.

La standardisation de la définition de I’IM est d’une importance capitale car cela constitue un
outil indispensable permettant 1’obtention de données comparables afin d’évaluer les stratégies
de prévention et de traitement a des échelles nationales comme internationales, tout en
s’affranchissant des différences dans les systemes de santé.
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C. Prise en charge

L’ischémie provoquée par une thrombose coronaire occlusive ou non-occlusive est réversible
dans les premieres heures. Par conséquent, la reperfusion du myocarde, qu’elle soit
médicamenteuse ou interventionnelle doit se faire en urgence. En effet, si cette reperfusion est
tardive celle-ci peut avoir des conséquences déléteres aussi importantes que 1’ischémie en elle-
méme?. La stratégie actuelle consiste a limiter I’extension de la thrombose et faciliter la
recanalisation par traitement médicamenteux et/ou interventionnel, par angioplastie percutanée
ou pontage aorto-coronarien pour les cas les plus séveres ou en cas de dissection artérielle. Cette
stratégie a permis d’améliorer grandement le pronostic des patients atteints d’IM?! (Figure 2).
Ainsi, les recommandations sont d’administrer dés que possible a un patient souffrant d’un IM
un bolus d’aspirine associ€é a un antiagrégant plaquettaire de la famille des inhibiteurs du
récepteur P2Y 12 de 1’adénosine diphosphate (ADP). Le Clopidogrel a d’abord été utilisé, puis
plus récemment le Prasugrel ou le Ticagrelor. Par anticipation d’une angioplastie percutanée, il
peut y avoir ajout d’inhibiteur des glycoprotéines Gp2b3a (Tirofiban, Eptifibatide). Enfin, un
traitement anticoagulant inhibant I’activité des facteurs de la coagulation de type Xa et/ou Ila
(héparine non fractionnée, héparines de bas poids moléculaires ou encore Enoxaparin) est
également recommandé??.

A la suite de ce traitement visant a limiter I’extension du thrombus, il est urgent de permettre
la reperfusion du myocarde. Il existe trois manieres pour cela : la thrombolyse médicamenteuse,
I’angioplastie percutanée ou le pontage aorto-coronarien. Plusieurs critéres entrent en compte
dans le choix de la méthode. Bien que la contre-indication a la thrombolyse, en raison d’un
traitement anticoagulant déja en cours ou un risque important de saignement, soit un critere
majeur a prendre en compte, le principal élément pour le choix de la méthode de reperfusion
est a ’heure actuelle le délai d’acces a une salle de cathétérisme. Dans le cas d’un délai
d’admission en coronarographie inférieur a 120 minutes, 1’angioplastie sera privilégiée. En

revanche, pour des délais supérieurs a 120 minutes, le choix de la thrombolyse sera fait.
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Figure 2 Organigramme de choix de la stratégie de reperfusion

Le choix du traitement dépend notamment des équipements a disposition et des délais d’acces a la coronarographie.
FMC : First medical contact; EMS : emergency medical system ; PCI: percutaneous coronary intervention,
STEMI: ST-elevated myocardial infarction. D’apres Ibanez et al., Eur. Heart. J., 2018.

(1) Thrombolyse médicamenteuse

Utilisée des le début des années 1980, la thrombolyse médicamenteuse, également appelée
fibrinolyse thérapeutique, consiste en [’utilisation d’agents thrombolytiques pour fracturer le
thrombus et permettre la reperfusion de ’artere occluse. Dans le cas de la thrombolyse
appliquée a I’IM, une forme recombinante de 1’activateur tissulaire du plasminogene (rtPA)
associée a de 1’héparine (non fractionnée ou de bas poids moléculaire) seront utilisés afin de
stimuler la fibrinolyse secondaire par la plasmine. De nombreuses études montrent ainsi les
bénéfices de I’utilisation de ce traitement*’. Dans la majorité des cas, la thrombolyse
intraveineuse permet donc de reperfuser I’artere coronaire dans un délai de 30 a 60 minutes.
Cela s’accompagne également d’une diminution de la douleur et d’une réduction du décalage
du segment ST. Cependant, ce traitement reste associ€ a un risque élevé de récidive précoce et
une coronarographie reste nécessaire pour vérifier la reperfusion par angiographie et établir un

bilan des 1ésions. En cas d’échec de cette thérapie, il faut réaliser une angioplastie de sauvetage.
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(2) Angioplastie percutanée
L’angioplastie transluminale percutanée permet de rétablir le flux sanguin coronaire en ouvrant
les artéres occluses a I’aide d’un cathéter inséré dans 1’artere fémorale ou radiale, avec un
guidage associé a I’imagerie rayons-X. Méthode réalisée pour la premiere fois par Charles
Dotter en 1964 sur le chien, la premiere angioplastie coronaire chez I’Homme date de 1977 par
Andreas Griientzig?*. Dans le cas d’angioplastie coronaire (Percutaneous coronary intervention,
PCI), le thrombus est aspiré (si I'IM est associé a un thrombus) et un ballon est inséré puis
gonflé au niveau de la zone d’intérét afin de restaurer le diametre natif de 1’artere. Depuis, il y
a eu de nombreux progres dans la PCI ; le principal étant le développement d’endoprotheses
coronaires, les stents, dans les années 1990%. Différentes technologies de stents ont été
développées : les stents métalliques nus (BMS, Bare Metal Stent) ; les stents couverts de
molécules actives (DES, Drug Eluting Stents) afin de limiter la resténose associée a la
prolifération des cellules musculaire lisses (CML) sur la surface du stent ; DES avec polymeres
biodégradables, stents auto-expansibles ; etc.2®. Des le début des années 1990, de nombreuses
études montrent que I’angioplastie coronaire réalisée tot est plus intéressante que la

thrombolyse?’28.

(3) Pontage aorto-coronarien

La derniere méthode de reperfusion coronaire est le pontage aorto-coronarien (ou Coronary
Artery Bypass Graft, CABG). Elle n’est cependant indiquée que dans les situations de
sauvetage : échec de thrombolyse ou de PCI, IM étendu dans une zone anatomiquement
défavorable a la PCI, sténose serrée du tronc commun ou encore dans le cas de complication
mécaniques de I’IM : anévrisme, rupture pariétale ou rupture de pilier mitral*. Dans ces cas,
I’objectif de la chirurgie est de contourner 1’artere obstruée en greffant en aval de cette derniere
un vaisseau prélevé sur le patient. La premicre chirurgie réussie de ce genre sur patient date de
1964°°. En général, les vaisseaux utilisés pour les greffes sont soit les veines saphenes dans la
jambe ou les arteres mammaires. Si les arteres mammaires montrent de meilleurs résultats dans
la plupart des cas, I’utilisation de veine saphéne semble préférable dans le cas de pontage d’une
artere coronaire droite fortement sténosée®'. Cependant, malgré la revascularisation, la mortalité

reste élevée a la suite d’un pontage3?.
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D. Physiopathologie de I’infarctus du myocarde

L'IM est la résultante d'une ischémie massive et prolongée du myocarde, entrainant une mort
massive des cellules. Cette ischémie est liée a un défaut de perfusion sanguine au niveau d’une
artere coronaire, associée a une privation locale de sang et donc d’oxygene, entrainant ainsi des
dommages irréversibles sur une partie du myocarde. Cette diminution de 1’apport en oxygene
peut étre associée a une occlusion et un thrombus coronaire ou non.

Dans la majorité des cas, I’IM est provoqué par la rupture d’une plaque d’athérome, ce qui va
entrainer 1’occlusion totale ou partielle de ’artere a la suite d’un processus athéro-
thrombotique??. L athérosclérose, pathologie aux causes et mécanismes complexes, est associée
a un remodelage de I’intima des arteres®*. Des altérations de 1’endothélium des arteres de moyen
et large calibre favorisent I’accumulation et la rétention au sein de 'infima des artéres de
lipoprotéines de basses densité oxydées (oxLDLs). Cette accumulation entraine I’activation des
cellules endothéliales ainsi que le recrutement et 1’infiltration de monocytes et macrophages au
sein de la plaque. La phagocytose de ces oxLDLs par les monocytes, macrophages et cellules
musculaires lisses (CML) aboutit a leur transformation en cellules spumeuses puis leur nécrose,
libérant ainsi leur contenu lipidique dans ce qui constituera le cceur de la plaque. Cela génere
de nouveaux signaux de chimioattraction, entrainant le recrutement de davantage de cellules et
I’accumulation de lipides dans la plaque®. En parallele de cette accumulation de lipides, les
CMLs proliferent et produisent de la matrice extracellulaire pour renforcer cette plaque. La
plaque finit néanmoins par se fragiliser et s’éroder ou se rompre, exposant le facteur tissulaire
sous-endothélial, ce qui entraine I’activation de la cascade de coagulation et donc la formation

d’un thrombus et 1’occlusion totale ou partielle de 1’artere® (Figure 3).
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Figure 3 Formation de la plaque et progression jusqu'a la rupture et l'infarctus du myocarde

L'artere coronaire saine présente une structure trilaminaire. L’intima : les cellules endothéliales en contact avec le
sang dans la lumiere de I’artere reposent sur une membrane basale. La limitante élastique interne forme la barriere
entre I’intima et la media. La media est constituée de plusieurs couches de cellules musculaires lisses (CML) au
sein d’une matrice riche en collagéne et en élastine. La limitante €lastique externe sépare ensuite la media et
I’adventice. A un stade précoce d’athérosclérose, 1’accumulation de lipides et le recrutement de cellules
inflammatoires dans 1’intima conduisent & la formation d’un noyau riche en lipide, et 1’artere s’élargit vers
I’extérieur. Si les conditions inflammatoires prévalent et que des facteurs de risque tels que la dyslipidémie
persistent, le noyau lipidique peut croitre, les protéinases sécrétées par les leucocytes activés vont dégrader la
matrice extracellulaire, tandis que les cytokines pro-inflammatoires limitent la syntheése de nouveau collagene. Ces
changements peuvent amincir la chape fibreuse, la rendre friable et susceptible de se rompre. Lorsque la plaque se
rompt, le sang en contact avec le facteur tissulaire présent dans la plaque coagule et forme un thrombus. Si le
thrombus obstrue totalement le vaisseau, un infarctus aigu du myocarde peut se produire. Le thrombus peut se
résorber grace a une thrombolyse endogene ou thérapeutique. L'empi¢tement de la plaque fibrosée sur la lumiere
de I’artere peut restreindre le flux, entrainant une ischémie qui provoque généralement des symptomes tels que
I'angine de poitrine. A un stade avancé, les plaques devenues plus fibreuses, peuvent s'avérer moins sensibles 2 la
rupture et a une nouvelle thrombose. L'hypolipidémie peut réduire la teneur en lipides et réduire la réponse
inflammatoire intimale, ce qui permet d'obtenir une plaque plus stable, avec une chape fibreuse épaisse et une
lumiere préservée tout en évitant la rupture de la plaque. D’apres Libby, Nature, 2002.
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Sur le plan pathologique, I’'IM correspond a une mort cellulaire au sein du myocarde en raison
d’une ischémie prolongée. Les premiers changements structurels sont visibles quelques minutes
apres le début de 1'ischémie, avec une relaxation les fibres contractiles (myofibrilles) et
disruption des membranes des cellules musculaires (sarcolemmes)?’. Au niveau cellulaire, on
constate une diminution du glycogeéne cellulaire ainsi que des anomalies mitochondriales des
10 minutes d’ischémie?®.

Dans les modeles expérimentaux d’IM, la mortalité des cardiomyocytes survient dés 10 minutes
apres le début de I’ischémie. Les examens post-mortem montrent que la nécrose des myocytes
peut apparaitre apres plusieurs heures®®. Selon les modeles expérimentaux, la nécrose progresse
de I’endocarde vers le péricarde sur plusieurs heures. Cette progression peut €tre ralentie grace
a une circulation collatérale augmentée, une diminution de la consommation en oxygene du
myocarde ou une occlusion/reperfusion coronaire intermittente*’. Enfin, la mise en application
rapide des thérapies de reperfusion appropriées permet de limiter les dommages du myocarde

consécutifs a I’ischémie?!.

E. Le remodelage post-ischémique dans I’infarctus

Le remodelage cardiaque post-ischémique peut étre bénéfique et peut permettre au coeur de
retrouver un équilibre semblable a celui qu’il avait avant I’IM. Inversement, le remodelage peut
échouer a rétablir I’équilibre cardiaque. Il est alors nommé délétere et associé a la dégradation
progressive de la fonction cardiaque, qui évoluera vers I’insuffisance cardiaque.

Le remodelage est un processus complexe faisant intervenir les cellules inflammatoires
infiltrées dans le myocarde, des cytokines et chimiokines (CK), des médiateurs
neuroendocriniens, différentes formes de stress mécanique aboutissant a des modifications
cellulaires, moléculaires et tissulaires importantes ainsi qu’a des modulations d'expression
génique. Les cardiomyocytes sont la cible majeure du remodelage cardiaque post-ischémique.
Toutefois, d’autres cellules telles que les cellules endothéliales, les fibroblastes mais aussi la
matrice extracellulaire jouent également un role crucial ce processus. Le remodelage cardiaque
consécutif a un IM peut étre divisé selon 3 phases principales et distinctes (Figure 4). A la suite
de 'occlusion de 1’artere coronaire par un thrombus, la réduction de perfusion du tissu
cardiaque environnant entraine une diminution de la concentration locale en oxygene (hypoxie)
et en nutriments. La principale manifestation de cet événement ischémique, qu’il soit prolongé
ou non, est la mort des cardiomyocytes dans les heures suivant son occurrence. Cela conduit a
I’activation de la réponse inflammatoire pendant laquelle les cellules immunitaires infiltrées au

sein du myocarde 1ésé vont éliminer les cellules mortes. Ceci mene a 1’accumulation de
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protéines matricielles, a I’hypertrophie des cardiomyocytes et enfin a la revascularisation via le
remodelage des vaisseaux collatéraux préexistants et/ou la formation de nouveaux vaisseaux

dans le myocarde infarci, permettant de poser les bases du remodelage cardiaque*?.
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Figure 4 Les trois phases du remodelage cardiaque post infarctus.

L’occlusion initiale, liée a la formation d’un thrombus, entraine une ischémie et hypoxie tissulaire, suivie d’une mort
cellulaire massive (phase 1) ; suivie d’une phase d’inflammation intense (phase 2) consistant en le recrutement de
nombreux types de cellules inflammatoires pour éliminer les débris. Cela aboutit par la suite & la déposition de
protéines de matrice extracellulaire, hypertrophie des cardiomyocytes et revascularisation via la formation de
nouveau vaisseaux (phase 3). Neutro, neutrophiles ; Mono, monocytes ; CAC cellules angiogéniques circulantes ;
M1/M2, macrophages de types 1 et type 2 ; MMP, métalloprotéinases ; ECM, matrice extracellulaire. D’apres
Silvestre et al., Physiol. Rev., 2013.

(1) Hypoxie, apoptose et nécrose
Une des grandes caractéristiques des cellules des mammiferes est le métabolisme cellulaire
aérobie. C’est pourquoi la disponibilité de I’oxygene au sein d’un tissu influe fortement sur les
éventuelles conséquences physiopathologiques*. Dans le cas de I'IM, I’occlusion d’une artere
par un thrombus va €tre a I’origine d’une interruption de 1’apport en oxygene au sein du tissu.
La principale conséquence en sera un changement rapide et brutal du métabolisme des
cellules*. Cette activation d’un métabolisme anaérobie entraine rapidement un épuisement des
réserves lié a une limitation de ’apport en énergie : a quantité équivalente de glucose, le

métabolisme anaérobie est dix fois moins efficace que le métabolisme aérobie pour la
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production d’ATP. D’autres conséquences de ces changements métaboliques sont
I’accumulation du calcium intracellulaire et de produits de I’activité métabolique cellulaire
(protons, CO,) entrainant une chute du pH. La combinaison de tous ces changements conduit
finalement a une augmentation de la mort cellulaire au sein du tissus affecté.

Il existe deux formes distinctes de mort cellulaire : I’apoptose, mode de mort cellulaire
«ordonné » ; et la nécrose, mode « non contrdlé ». A la suite des changements rapides de
métabolisme et a I’accumulation intracellulaire de composés toxiques, un grand nombre de
cellules directement impactées par 1’hypoxie vont entrer en nécrose. La nécrose consiste en une
disruption rapide et incontr6lable de I’homéostasie cellulaire, une accumulation d’eau
aboutissant a une rupture de la membrane cellulaire et des organelles, conduisant ainsi a une
dispersion dans le milieu extracellulaire de composés intracellulaires**. A I’inverse, I’apoptose
est I’aboutissement de mécanismes cellulaires qui peuvent avoir une origine intrinseque (ADN
irréversiblement endommagé, accumulation massive de calcium intracellulaire, etc.) ou
extrinséque (activation de la voie TNF-a)*. Des 1996, il a été montré que la nécrose était la
voie de mort cellulaire principale des cellules directement irriguées par 1’artere occluse alors
que 1’apoptose affecte plutdt des cellules marginales au sein de la zone périphérique?’.

A la suite de ce phénomene de mort cellulaire massive et de la nécrose tissulaire associée, un
nombre important de signaux sont envoyés a travers 1’organisme pour déclencher une réponse

du systeme immunitaire.

(2) Inflammation

Dans les 48 heures suivant 1’IM, la mort des cellules et la libération de leur contenu
intracellulaire va entrainer une trés forte inflammation stérile. Elle va principalement servir a
digérer et éliminer les débris cellulaires et les fragments de matrice extracellulaire. Ainsi, les
cellules apoptotiques, nécrotiques ou en souffrance vont libérer des facteurs, parmi lesquels les
motifs moléculaires associés aux dégats (DAMPs, Damage Associated Molecular Patterns)*.
Ces DAMPs se lient aux récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern
Recognition Receptors, PRRs) présents a la surface des cellules de I'immunité innée, des
cellules résidentes dans le tissu, ainsi que des leucocytes infiltrés*°. Cette reconnaissance est a
I’origine de D’activation d’une cascade de signaux médiateurs de 1’inflammation passant
principalement par les voies associées aux Toll-Like récepteurs (TLRs)*!. En plus des cellules
inflammatoires, les fibroblastes jouent un role central a la fois par leur capacité de libération de

DAMPs et par leur capacité de sécrétion de nombreuses cytokines®. En parallele de cette
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signalisation, I’hypoxie entraine une augmentation de la perméabilité vasculaire, ce qui facilite
I’infiltration des leucocytes’?.

Les premieres cellules inflammatoires a infiltrer le myocarde sont les neutrophiles, dés les
premieres heures suivant I’ischémie. Les neutrophiles circulants se fixent sur 1’endothélium
activé via I’expression de CK liés aux glycosaminoglycanes (GAGs) puis immobilisés grace a
la voie des intégrines™. Leur infiltration est ensuite facilitée par une faible expression locale
des protéines de la matrice extracellulaire®>. Une fois sur le site de 1’inflammation, les
neutrophiles liberent des enzymes protéolytiques qui permettent la dégradation et 1’évacuation
des débris de cellules et de matrice extracellulaire. Ils liberent également des facteurs renforcant
la réponse inflammatoire>®.

A la suite des neutrophiles, les monocytes infiltrent le myocarde infarci. Ces cellules
immunitaires proviennent de la moelle osseuse et de la rate. On distingue deux types de
monocytes ayant deux roles distincts®” : les monocytes Ly6Ch et les monocytes LyoC . Les
Ly6Ch sont considérés comme pro-inflammatoires et infiltrent en premier via la voie
MCP1/CCR2%. IIs sont stimulés par une expression massive et soutenue d’interleukine 1 (IL-
1). Plus tard, les monocytes Ly6C", considérés comme anti-inflammatoires, infiltrent a leur tour
le tissu endommagé. Leur arrivée permet notamment la résolution de I’'inflammation. Un autre
type de cellules impliquées dans la réponse inflammatoire consécutive a I’ischémie cardiaque
sont les lymphocytes. De nombreuses études indiquent que la présence de lymphocytes T
cytotoxiques au site d’inflammation est délétere® ; d’autre part, il a été démontré que les
lymphocytes-B jouent un rdle majeur dans la mobilisation des monocytes Ly6C", contribuant
de facon majeure a I’activation de la cascade inflammatoire®. Enfin, les macrophages jouent
un role important dans l’inflammation post-ischémique grace a leur grande plasticité
phénotypique. Ils sont importants tant dans 1’inflammation que dans sa résolution®!-%3.

Dans le processus naturel de I’inflammation, certains signaux contribuent a la résolution de
I’inflammation a la fin de la phase aigué. Les cellules immunitaires contribuent elles-mémes a
la résolution de I'inflammation. C’est notamment le cas des monocytes Ly6Ce, des
macrophages, mais également des neutrophiles apoptotiques qui contribuent de différentes
manieres a cette résolution® : libération de médiateurs de la résolution (resolvines) afin de
promouvoir 1’apoptose des neutrophiles et leur phagocytose tout en inhibant leur infiltration.
Ils ont aussi la capacité d’exprimer certains « decoy / scavenger receptors » ou récepteurs dits

« leurres » pour dépléter le milieu en médiateurs pro-inflammatoires.
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(3) Résolution de I’inflammation et fibrose

Cette dernicre phase est celle qui s’inscrit dans la durée et représente « I’apres ». C’est au cours
de cette phase que de nombreux processus se mettent en place : installation de la fibrose,
néovascularisation, hypertrophie des cardiomyocytes, efc. Cette phase de réparation est
accompagnée d’une réponse inflammatoire totalement différente de la premiere. Des
neutrophiles, monocytes et macrophages et certains sous-types de lymphocytes T infiltrent le
tissu et permettent dans un premier temps la résolution de 1’inflammation via la sécrétion de
signaux anti-inflammatoires®®, I’élimination des cellules inflammatoires en fin de vie et la
sécrétion de signaux pro-angiogéniques et pro-fibrotiques.

La résolution de I’inflammation s’accompagne de nombreux changement pour d’autres types
cellulaires. Lors de la phase aigué&, les fibroblastes cardiaques présentent un phénotype pro-
inflammatoire et promeuvent la dégradation de la matrice extracellulaire®®. Une signalisation
associée a I’'IL-1 permet I’inhibition de leur prolifération et maturation, afin de favoriser
I’élimination du tissu endommagé avant d’acquérir un phénotype réparateur®’$?. Les signaux
anti-inflammatoires sécrétés lors de la phase de résolution conduisent a I’expansion de certaines
populations de fibroblastes et a leur différenciation en myofibroblastes, principaux
contributeurs a la génération de tissu cicatriciel et de fibrose interstitielle a travers leur sécrétion
abondante de matrice extracellulaire®®. Une des principales caractéristiques de ces
myofibroblastes est I’expression de a.-SMA.. Ces cellules sont stimulées par leur environnement
pour sécréter de maniere abondante des protéines de matrice extracellulaire et différents types
de collagene, afin de remplacer la structure temporaire essentiellement composée de fibrine et
fibronectine laissée apres la phase de phagocytose™. A la fin de cette phase de prolifération
commence une phase de maturation ou un certain nombre de signaux anti-fibrotiques
aboutissent a une inhibition de la prolifération des fibroblastes et a une réduction de la

production matrice extracellulaire’.

(4) La revascularisation post-ischémique

L’autre événement majeur de la phase de remodelage est la revascularisation consécutive a
I’ischémie cardiaque. En effet, il a été démontré tres tot que des facteurs angiogéniques étaient
libérés dans le tissu cardiaque apres IM72, et qu’il y avait formation de nouveaux vaisseaux en
périphérie de la zone atteinte”. Ce processus d'angiogenese est indispensable pour le
remodelage tissulaire. L’inflammation joue un réle important dans le processus angiogénique
via la sécrétion par différentes cellules immunitaire de nombreux signaux, dans un premier
temps anti-angiogéniques (tels que I'IL-18"* ou I'IL-107) sécrétés pas les mastocytes,
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macrophages ou cellules dendritiques, puis pro-angiogéniques (VEFG, FGF, MMP9)767" libérés
notamment par les monocytes et les macrophages au moment du déclenchement de la phase de

résolution de 1’inflammation.

(5) Equilibre inflammation / réparation

Etant donné son importance, son étendue et la diversité des acteurs impliqués, 1’inflammation
consécutive a I’ischémie est déterminante dans le processus de remodelage. La facon dont les
mécanismes se mettent en place dépend fortement du processus inflammatoire. Par conséquent,
des changements de composition et d’intensité de I’inflammation peuvent induire un
remodelage délétere malgré une activité de revascularisation. En effet, un certain nombre de
leucocytes ont des propriétés potentiellement déléteres pour le remodelage, surtout dans le
contexte de I’ischémie cardiaque : il a été démontré qu’une inflammation excessive, provoquée
par une infiltration massive de neutrophiles et de monocytes Ly6Ch, était associée a une
hypertrophie accrue et une fonction cardiaque réduite dans un modele murin d’IM, malgré un
effet supérieur sur I’angiogenese dans la zone périphérique’®. D’autre part, le rdle des
lymphocytes T est également a double tranchant : si certains présentent une activité cytotoxique
sur des cardiomyocytes in vitro®®, ce qui pourrait avoir des effets négatifs in vivo si leur
activation est trop importante au sein du tissu, certaines d’études indiquent un role protecteur
des lymphocytes T régulateurs dans I’ischémie, qu’il s’agisse d’ischémie du membre inférieur”
ou d’ischémie cardiaque®.

De méme, certaines cytokines pro-inflammatoires favorisent une inflammation accrue et sont
associées a un remodelage délétere notamment via un exces de fibrose, malgré leur activité pro-
angiogénique. C’est le cas de I’IL-6 : il a ét€ montré une corrélation entre le taux IL-6 circulant
et les modifications géométriques du ventricule gauche apres I’IM chez I’Homme?! ; d’autre
part une inhibition de la signalisation de I'IL-6 via I’utilisation d’anticorps neutralisant son
récepteur IL-6R limite 1’inflammation et la fibrose apres 'IM®2. A I’inverse, certaines cytokines
peuvent avoir un effet bénéfique sur le remodelage malgré des propriétés anti-angiogénique.
Ainsi, I'IL-10 semble présenter un effet protecteur dans un modele d’IM chez la souris : I'IL-
10, sécrétée par certaines cellules mononuclées provenant de la moelle osseuse limite
I’inflammation et permet de réduire les effets déléteres du remodelage, a savoir I’hypertrophie
et la fibrose®384.

Une illustration de la précarité de cet équilibre est I’'insuffisance cardiaque chronique provoquée
par une inflammation chronique du tissu plusieurs semaines voire mois apres I’IM (Figure 5).

Qu’il s’agisse d’une nouvelle amplification de I'infiltration associée a un défaut lors de la
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résolution de 1’inflammation ou d’une seconde réponse immunitaire en réponse a certains
facteurs, cette inflammation au long-cours aggrave le phénotype cardiaque, entrainant une

nouvelle fois apoptose, fibrose et dysfonction contractile®’.
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Figure S Les trois phases de I’inflammation dans I’infarctus du myocarde
L’inflammation consécutive a ’infarctus du myocarde se déroule en trois phases : une premieére phase, aigué et
caractérisée par I’infiltration de nombreux types cellulaires ; une seconde phase de résolution de I’inflammation

N

et de réparation tissulaire. Enfin, une derniere phase d’inflammation chronique associée & une résolution
incomplete ou une nouvelle augmentation de l’infiltration inflammatoire. Cette derniére phase est liée au
développement de I’insuffisance cardiaque chronique D’apres Prabhu & Frangogiannis, Circ. Res. 2016.

La principale manifestation de ce remodelage délétere est le développement de la fibrose
interstitielle, dépot excessif de matrice extracellulaire. Dans le contexte de 1’'IM, la fibrose
permet de renforcer le tissu et compenser la perte des cellules. Cependant, une fibrose excessive
peut avoir des conséquences pathologiques, entrainant une rigidité du ventricule. La rigidité
causée par la fibrose et 1’épaississement de la paroi ventriculaire suite a 1’hypertrophie des
cardiomyocytes alterent les fonctions systolique et diastolique®s. A une échelle plus locale, la
fibrose peut perturber la transmission des contractions des fibres et étre associ€ a des troubles
de conduction ou des troubles du rythme?’.

Ainsi I’équilibre entre les conséquences bénéfiques et déléteres du processus de remodelage est
extrémement fin et dépend tres fortement de I’homéostasie au sein du tissu endommagé. Pris

indépendamment, chaque acteur joue un role nécessaire mais pouvant étre bénéfique ou délétere
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en fonction du contexte et de la chronologie. Il faut donc que chaque type cellulaire soit présent
au bon endroit, au bon moment et en quantité¢ adéquate. Cet équilibre se décale progressivement
vers l’inflammation, entrainant un remodelage délétere qui aboutit a 1’installation d’une

insuffisance cardiaque chronique®s®.

F. Insuffisance cardiaque consécutive a I’infarctus et pistes thérapeutiques

L’insuffisance cardiaque est la principale complication de I'IM®. En effet, plusieurs études de
suivi de patients montrent que selon la classe d’age, 30 a 50% des patients pris en charge pour
un IM en I’absence d’insuffisance cardiaque lors de leur admission en développeront une dans
les 5 ans®'. Le développement de 'insuffisance cardiaque est une conséquence directe des
nombreux processus cellulaires déclenchés lors de I'IM*? (Figure 6). Cette insuffisance peut se
déclarer rapidement ou plusieurs années apres I’IM. Elle peut étre transitoire et se résoudre,
réapparaitre, étre persistante et stable ou encore s’aggraver avec le temps®*.Une insuffisance
cardiaque détectée lors de I'IM peut étre un reflet de la mort cellulaire, une décompensation
d’insuffisance préexistante ou liée a un phénomeéne de régurgitation mitrale en raison de
dysfonction des muscles papillaires. Une insuffisance cardiaque qui se déclare peu de temps
apres peut étre la conséquence d’un des phénomenes précédents ou bien lié a une surcharge
d’agent de contraste, une tamponnade cardiaque ou un défaut septal. Enfin, une insuffisance
cardiaque associée a une dilatation ventriculaire, déclarée longtemps apres est une conséquence
de la mort cellulaire et fibrose apparaissant durant le remodelage ventriculaire®. Le remodelage
cardiaque consécutif a un IM est a I'origine de I’insuffisance cardiaque ; I’essentiel de ce
remodelage est modulé par un certain nombre de signalisations visant a conduire la bonne
cellule au bon endroit au bon moment.

Ainsi, la plupart des déces de personnes ayant eu des antécédents d’IM sont attribués a une
insuffisance cardiaque®. Les principaux symptomes de I’insuffisance cardiaque sont liés a une
fraction d’éjection réduite et des pressions intracardiaques €levées : essoufflement, fatigue,
hypertension ou cedeme. On parle ici d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite
(ICFEr, ou HFrEF). L’examen cardiaque peut également montrer des anomalies au niveau des
valves, du péricarde ou de I’endocarde, des troubles du rythme ou encore des troubles de la

conduction électrique.
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Figure 6 Architecture macro- et microscopique du remodelage ventriculaire post-infarctus.

La phase précoce du remodelage est marquée par I’amincissement et 1’élongation de la cicatrice fibreuse dans la
zone infarcie. S’en suit une dilatation sphérique du ventricule principalement liée a une hypertrophie diffuse des
cardiomyocytes et une augmentation de la fibrose interstitielle, associée au développement d’une insuffisance
cardiaque chronique. D’apres Konstam et al., JACC : Cardiovacular Imaging, 2011

La gestion de I’insuffisance cardiaque commence par le diagnostic, en général réalisé par des
moyens écho-cardiographiques ou par imagerie en résonance magnétique (IRM). Une fois
I’insuffisance cardiaque diagnostiquée, il s’agit de retarder, prévenir ou atténuer le
développement des symptomes. Pour cela, des thérapies médicamenteuses, peuvent €tre mises
en place, utilisées seules ou en combinaison.

En plus de l'utilisation d’inhibiteurs des récepteurs B-adrénergiques, la majorité de ces
traitements ciblent le systtme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (RAAS), mécanisme
responsable de la régulation de la pression artérielle et de 1’équilibre hydrique®® (Figure 7). Ces
approches thérapeutiques, recommandés par I’ESC (Société européenne de cardiologie)’’ et
I’AHA (American Heart Association)”® visent a bloquer ce systéme, en utilisant des bloqueurs
du récepteur a I’angiotensine (ARB), des inhibiteurs de la rénine (DRI), des inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACEI), ou encore des antagonistes du récepteur aux

minéralocorticoides (MRA).
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Figure 7 Régulation du systeme RAA pour limiter la progression de I'insuffisance cardiaque.

RAA Renine-Angiotensine-Aldostérone, DRI direct renin inhibitor, ACEI angiotensin converting enzyme
inhibitor, ARB angiotensin receptor blocker, MRA mineralocorticoid receptor antagonist. D’apres Nochioka et
al., 2018

De nombreuses études ont montré les effets bénéfiques sur le pronostic des patients souffrant
d’HFrEF de ces traitements pris individuellement (CONSENSUS® pour I’ utilisation de I’ ACEI,
CHARM pour I’ARB!?) ou en combinaison (ACEI + MRA, étude RALES"! puis EMPHASIS-
HF'%2, bétabloquants et ACEI dans 1’étude Carvedilol'®). Cependant, I’action sur le systéme
RAA pourrait montrer ses limites, avec 1’étude SUPPORT indiquant que la triple thérapie
ACEI, ARB et bétabloquants n’apporte pas de bénéfices supplémentaires et au contraire,
présente des risques accrus de développer événements déléteres (mortalité, dysfonctions
rénales)'*,

Il existe également des approches chirurgicales. La premiere alternative est I’implantation d’un
défibrillateur automatique (ICD, Implantable cardioverter-defibrilator) afin de prévenir les
bradycardies et arythmies potentiellement 1étales, permettant de réduire la mortalité associée a
la mort subite!®. Une autre approche est la thérapie de resynchronisation cardiaque (Cardiac
resynchronisation Therapy , CRT) consistant en [’implantation d’un défibrillateur
(“pacemaker”) permettant de corriger les di-synchronies lors de la contraction!®, réduire les
pression intraventriculaires, aboutissant in fine a une amélioration de la fonction cardiaque. La

CRT a été étudiée lors de nombreux essais cliniques (COMPANION!", CARE-HF'®® CArdiac
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Resynchronisation in Heart Failure, MIRACLE!?). Si tous indiquent des effets bénéfiques de
ce traitement, ils soulignent également que certains patients n’y répondent pas du tout.

Enfin, un certain nombre de nouvelles thérapies sont en développement ou a I’étude afin de
tenter de régler le probleme a la source : la perte de contractilit¢. Un moyen d’y parvenir est
soit d’activer une réparation du tissu 1€sé, soit de régénérer de novo pour remplacer le muscle
atteint. Il existe plusieurs essais cliniques de thérapies cellulaires ayant utilisé des cellules de
moelle totale (TOPCARE-CHD!"?), des cellules souches mésenchymateuses (CSMs) de la
moelle (OSIRIS!'!!) ou du tissus adipeux (ATHENA!'?) ne montrant pas ou peu d’effets délétere
et des bénéfices légers, confirmant le potentiel de cette voie thérapeutique. D’autre études,
centrées sur des cellules d’origine cardiaque (CHART-I'"*, CADUCEUS!¥) et montrant une
légere réduction ou résorption de la cicatrice et une amélioration de la fonction cardiaque,

renforcent les perspectives prometteuses de ces approches.
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Partie II : Les chimiokines et récepteurs de chimiokines

Les cytokines sont un ensemble de glycoprotéines solubles qui interagissent avec leurs cellules
cibles via des récepteurs spécifiques et activent de multiples voies de signalisation, entrainant
I’activation, la différenciation, la prolifération ou encore la mort de la cellule. La signalisation
liée a une cytokine implique bien souvent d’autres cytokines et les mécanismes en jeu sont
souvent redondants, certaines voies pouvant étre activées par plusieurs cytokines différentes.
L’activation par les cytokines peut €tre paracrine, endocrine, autocrine ou juxtacrine. A la
différence des hormones qui circulent a des concentrations nano-molaires (10° M) et dont les
taux peuvent présenter en général des variations de moins d’un ordre de grandeur, les cytokines
peuvent étre exprimées a des concentrations pico-molaires (1012 M) et leurs taux peuvent étre
multipliés par 1000 dans des conditions particulieres. Enfin, les cytokines peuvent étre
exprimées par tout type cellulaire alors que les hormones sont souvent produites par un type

cellulaire défini.

A. Chimiokines et leurs récepteurs

(1) Les chimiokines

Les chimiokines (CHEMOtactic cytoKINES) sont des cytokines de faible poids moléculaire (8
a 14 kDa) avec une homologie structurale élevée. Elles présentent une structure tres homogene
entre elles, avec en particulier 4 résidus cystéines (C) dans leur partie N-terminale contribuant
a leur structure 3D via la formation d’un ou deux ponts disulfures. Les structures des CK sont
caractérisées par un domaine N-terminal flexible court, jouant un réle critique dans 1’activation
du récepteur de la CK''3 ; suivi d’une région en boucle (« B-loop »), prolongée par 3 feuillets 3
antiparalleles reliés entre eux par de courtes boucles et recouverts par une hélice a C-

terminale!'%!!” (Figure 8).

Ponts
Disulfure o

Feuillets 3 Figure 8 Structure d’une chimiokine
antiparalleles Illustration de la structure d’une chimiokine, avec son
domaine N-terminal suivi d’une boucle f3, des trois
feuillets (3 antiparalleles suivi d’une hélice o C-terminale
Hélice a  (fleche orange) les deux ponts disulfure (fleches bleues)
contribuent fortement a la structure de la protéine. D’apres
Chew et al., Biomed. Rep., 2013.

Boucle 3
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Environ 50 CKs ont été identifiées chez I’ Homme. Leur fonction principale est de réguler le
chimiotactisme, c'est a dire la migration cellulaire orientée en réponse a un gradient de CK. Les
CK ont longtemps été étudiées essentiellement pour leur role dans I’attraction des leucocytes

vers les sites inflammatoires!'®. Sur la base de leur expression puis de leur fonction, les CK ont
été initialement classées en deux grandes catégories : constitutives, exprimées a 1’état basal ou

homéostatique ; inductibles, exprimées dans un contexte inflammatoire ou infectieux. Or cette
classification est devenue obsolete étant donné les nombreux autres roles attribués aux CK et
leurs implications dans de nombreux processus physiologiques comme la prolifération,
I’apoptose, la fibrose ou encore I’angiogenese!'*!?°. Il a également été montré que les CK
Jjouaient un role dans de nombreuses pathologies telles que les maladies auto-immunes, les
phénomenes de rejets, les infections ou encore I’hypertension artérielle'?!. Ainsi, une
nomenclature commune basée sur la position des résidus cystéines a permis de classer les CK
en quatre sous-familles, CXC, CC, CX3C et XC!?2!2 (Figure 9) :

e La famille des a-chimiokines, ou CXC, possedent un acide aminé (X) entre les deux
dernieres cystéines, et compte 17 membres a I’heure actuelle. De cette famille,
CXCL12 est la CK la plus étudiée pour son role dans le trafic leucocytaire et la
revascularisation post-ischémique!'* ;

e La famille des B-chimiokines au motif CC est la plus importante avec plus de 28
membres identifiés. C’est également la famille la plus étudiée, plus particulierement
CCL2 (ou MCP-1) et CCL7 (MCP-3) connus pour leur réle dans le recrutement des
monocytes et macrophages en conditions inflammatoires'? ;

e La famille des y—chimiokines, XC est un peu particuliere car ces CK ne possedent que
deux des quatre cystéines. Elle compte deux membre chez I’Homme (XCL1 et XCL2)
et un seul chez la souris, XCL1 ou lymphotactine'? ;

e La famille des d—chimiokines, au motif CX3C, avec trois résidus séparant les deux
cystéines. Cette famille ne compte qu’un seul membre identifié, CX3CL1 (également
appelée fractalkine ou neurotactine) connue pour jouer également un réle dans la

régénération vasculaire'?’.
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Chemokine Sequence Signature

Group : ] ; Names
CX3C: st CXXXC:ciivsassmnsiinn Cinamangd G CX3CL1
CXC: c C.oeereereesere CXCL#
cC: c [ N CCL#

C: Chsssnsimasiass XCL#

Figure 9 Illustration de la structure des 4 familles de chimiokines

Il y a moins de 30% de similarité dans les séquences d’acides aminés entre les groupes, mais les membres d’une
méme famille peuvent partager de 30 a 99% de séquence d’acides aminés. Le C représente les résidus Cystéine,
les lignes les ponts disulfides. D’apres Bachelerie et al., Pharmacol Rev., 2014.

(2) L’oligomérisation des chimiokines

De nombreuses CK possedent la capacité de former des dimeres ou des oligomeres d’ordre plus
élevé en solution ou lors de liaison avec d’autre protéines de la matrice extracellulaires telles
que les GAGs!2-1% Les CK peuvent s’oligomériser avec elles-mémes (homo-oligomérisation)
ou entre-elles (hétéro-oligomérisation) (Figure 10). Néanmoins, peu de choses sont connues sur
I’existence des homo- ou hétéro-oligomeres de CK in vivo et sur leurs effets fonctionnels, la
résolution de leur structure étant en général réalisée dans des conditions non physiologiques.

Des analyses en spectroscopie en résonance magnétique nucléaire ou cristallographie indiquent
I’existence de dimeres et de tétrameres pour certaines CK telles que CCL2, CCL4 ou CCL5"!-
133, Les CK CXC forment également des homo-oligomeres par interactions au niveau des

feuillets B, formant des dimeres sous la forme d’un feuillet 3 a 6 brins pour des dimeres, 12

pour les tétrameres, le reste de la structure étant stabilisée par les hélices a!3*. C’est le cas de
CXCL4 ou CXCL1013:136,

Pour certaines CK, si la forme monomérique est suffisante pour activer le récepteur, un
oligomere est nécessaire pour la liaison avec les GAGs et donc pour la chimiotaxie!¥7:138,
L’existence de forme hétérodimériques des CK a également été démontrée, avec par exemple
des hétérodimeres CCL12/CXCL13, CXCL8/CXCL4 ou encore CCL5-CXCL4"3%-141 [es
hétéro-oligomeres peuvent jouer un réle majeur dans la modulation des fonctions de CK . Il a
été montré que certains hétéro-oligomeres se liants a leurs récepteurs respectifs peuvent agir en
coopération, avoir des effets inhibiteurs sur les récepteurs, ou présenter de nouvelles voies de
signalisation par ’activation simultanée de plusieurs récepteurs!*140:142. La formation des
hétéro-oligomeres peut aussi avoir un effet indirect en régulant la quantité de CK monomérique
disponible et en formant des dimeres non fonctionnels. A ce jour, aucune donnée n’est

disponible concernant 1’oligomérisation des CK in vivo.
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Heterodimer

“ Tetramer Higher oligomer

Figure 10 L’oligomérisation des chimiokines

Représentation classique d’une chimiokine sous forme monomérique (CCL20 ; PDB ID 2JYO en orange). Les
dimeres en CK CC sont formés par des contacts entre les deux domaines N-terminaux (homodimeres de CCL2 ;
PDB ID 1DOM en bleu). Un dimére de CK CXC est formé par I’interaction entre les feuillets-f} stabilisés par les
hélices a (CXCLS; PDB ID 1IL8). Une hétérodimérisation est également possible, représentée ici avec CXCL8
CXCLA4/PF4 (PDB ID 1IL8 and 1RHP, respectivement). L’organisation en tétramere est aussi assez commune
avec la dimérisation de deux dimeres de CXCL4 colorés de maniere a souligner cette configuration (PDB ID
1RHP). Une oligomérisation d’ordre plus élevé est également possible méme si elle est plus rare, comme le
polymere de formes dimériques de CCL5 (PDB ID 2L.9H). Adaptée du Nguyen & Vogel, Front. Immunol. 2012.

(3) Interaction entre les glycosaminoglycanes et les chimiokines

Il a rapidement ét¢ démontré apres I'identification des différentes familles de CK que leur
mécanisme d’action passait par leur immobilisation notamment a la surface de 1’endothélium,
favorisant I’occurrence de gradients de CK!'*3. La formation de ces gradients est d’ailleurs
critique pour I’effet des CK sur la migration cellulaire, leur absence entrainant une migration
altérée'#+14>. Cette fixation passe par I’interaction des CK avec les GAGs. En effet, I’ utilisation
de CK mutées incapables d’interagir avec les GAGs ne leur permet pas d’induire une migration
cellulaire!®.
- Structure des GAGs

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des macromolécules glucidiques chargées
négativement et présentes sur la membrane des cellules. Il existe différents types de GAGs en
fonction de leur structure et constitution, parmi lesquels on trouve le chondroitine sulfate, le
dermatane sulfate, le kératane sulfate, I’héparane sulfate (HS) ou encore I’acide hyaluronique
et I’héparine (Figure 11). Les deux dernicres sont les seules formes solubles. Les HS
représentent la famille la plus complexe parmi les GAGs, en termes de fonctions comme de
variabilités structurelles. La base commune a tout GAG est un polymere linéaire de disaccharide
composé d’une osamine (N-acetyl-D-glucosamine (D-GIcNAc) ou N-acetyl-D-galactosamine

(D-GalNAc)), et d’un acide uronique (D-glucuronic (D-GIcA) or L-iduronic acid (L-IdoA)).
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Cette chaine est liée a une protéine principale via une sérine'*!¥’. Ce polymere peut ensuite
subir de nombreuses modifications locales essentiellement sous la forme de sulfatation. Cela
aboutit ainsi a des molécules présentant des domaines hautement sulfatées, chargées

négativement permettant d’interagir avec les CK via des interactions €lectrostatiques.

- Fonction des GAGs
, Heparan Sulfate (HS)
NS NS NS
. Ser
Heparin l 6S 2S 6S 2S 6S 2S

6S 6S 6S 6S 6S 6S 6S
Ser

2S NS 2S NS 2S NS 2S NS 2S NS NS NS
\ Keratan Sulfate II (KS II)

Ser/
Thr\

s
Dermatan Sulfate (DS) 6 6S 6S

28 28 28 28
\ Keratan Sulfate I (KS I)
Chondroitin Sulfate (CS) A5 }
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/ Hyaluronic Acid (HA)
proteincore I CHOECEOECEOECORS
Q Glucuronic acid O Galactose A L-fucose
G Iduronic acid 71? Xylose S Sulfate

. N-acetylglucosamine . D-mannose
D N-acetylgalactosamine ’ N-acetylneuraminic acid

Figure 11 Les glycosaminoglycanes

Représentation des chaines de glycosaminoglycane héparine, héparane-sulfates, dermatane-sulfate, chondroitine-
sulfate, kératane-sulfate liées a une protéine centrale. L’acide hyaluronique est représenté seul car il n’est pas lié
a une protéine centrale. D’aprés Merida-de-Baros et al., Parasit. Vectors, 2018.

Les GAGs participent a différents processus physiologiques comme I’activation ou la liaison
de différents ligands tels que les facteurs de croissance et les CK!'“8. Ils jouent un réle critique
pour la fixation des CK et leur contribution notamment dans les interactions entre les leucocytes
et le systeme vasculaire. Il a ét€ démontré que les vaisseaux présentent des gradients d’HS entre
les surfaces luminales et basolatérales et que I’inflammation augmentait fortement le dépot
d’HS au niveau de la matrice extracellulaire. Cela permet donc une modulation précise des
gradients de CK dans les vaisseaux!'*°. De plus, les interactions CK—GAGs sont importantes

pour la formation des gradients nécessaire a une réponse inflammatoire adéquate!3%-!1%
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- Interactions CK/GAGs
Les CK montrent des affinités allant de 1’ordre du nano molaire au micro molaire pour les HS.
Cette interaction s’établit d’une part grice a la polarité négative et aux caractéristiques
structurales des chaines des HS, et d’autre part via une exposition de résidus basiques (B)
formant des motifs consensus BBXB a la surface de la CK (X représentant tout autre résidu).
Les détails moléculaires de la facon dont les CK se lient aux GAGs ainsi que la caractérisation
des sites de liaison aux GAGs représentent une question complexe. Deés 1989, en fonction de
I’agencement des motifs BBXB, deux clusters de CK présentant des séquences consensus de
liaison de protéines aux HS suivantes sont identifiées : les groupes XBBXBX ou XBBBXXBX
151 Cependant, des analyses postérieures indiquent que ces sites de liaison ne sont pas
nécessairement linéaires mais peuvent inclure des résidus distants dans la séquence, rassemblés
selon une orientation spatiale précise suite au repliement de la protéine'>2. En ce qui concerne
les CK, les résidus impliqués dans la liaison avec les GAGs sont en général dispersés le long
de la chaine peptidique mais sont regroupés dans la structure repliée de la protéine'>3. Dans ces
clusters, les domaines de liaison au récepteur et ceux impliqués dans 1’interaction avec les HS
sont respectivement juxtaposés ou se chevauchent partiellement. De ce fait, la caractérisation
des roles respectifs de deux fonctions paradigmatiques des CK in vivo, qui sont I’engagement
du récepteur et I’interaction avec les GAGs, s’est avérée difficile.
Un troisieme cluster, comprenant uniquement CXCL12 a été identifi€é. Dans ce cluster, le
domaine de liaison au récepteur et le domaine de liaisons aux GAG se trouvent dans des régions
distantes et non chevauchantes de la protéine'™* (Figure 12). L'importance des interactions
CXCL12/GAG sera plus développée dans la partie I'V.
Cette capacité d’interaction GAG-CK permet a ces dernieres de se fixer a la matrice
extracellulaire, se concentrant notamment sur leur lieu de sécrétion, ce qui entraine la création
d’un gradient chimiotactique, attirant les cellules selon ce gradient vers les zones de plus fortes
concentrations'#*1#. D’autre part, la liaison des CK aux GAGs peut entrainer des changements
d’affinités avec leurs récepteurs, certaines interactions étant facilitées ou entravées par la liaison
aux GAGs. C’est par exemple le cas de CCLS5 pour laquelle la liaison aux GAGs est nécessaire
a son interaction avec CCR1, mais sans effets sur son affinité avec CCR5'>>. Par ailleurs, la
liaison des CK avec les GAGs protege certaines CK des clivages protéolytiques, modulant ainsi

leur activité biologique!3¢157.
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CXCL12

Figure 12 Domaines d’interaction chimiokines et GAGs

Représentation de CXCLS8 (PDB : 11L8), CCL5(PDB : 1B3A) et CXCL12 (PDB : 1A15) sous forme dimérique.
Les domaines d’interaction avec les récepteurs sont en rouge, les sites d’interaction avec les GAGs sont en bleu.
Pour CCL5, les domaines en violet représentent les recouvrements entre le domaine de liaison aux GAGs et celui
aux récepteurs. PBD : Protein DataBase D’apres Laguri et al., Carbohydr. Res. 2008.

(4) Récepteurs de chimiokines et signalisation cellulaire

La complexité de I’étude des interactions entre les CK et les récepteurs de chimiokine (RCK)
réside dans le fait que les couples récepteur-ligand ne sont pas exclusifs. En effet, une méme
CK peut activer plusieurs RCK, et un RCK peut étre activé par plusieurs CK différentes!'>8. Les
différentes interactions entre les CK et RCK sont représentées en Figure 13. De plus, les profils
d’expression de ces protéines peuvent €tre extrémement variables. Certaines sont exprimées
constitutivement et permettent une régulation basale du trafic cellulaire alors que d’autres ne
sont exprimées que localement et dans un contexte particulier (inflammation, hypoxie, etc.).
Certaines CK peuvent également avoir les deux propriétés.

Les RCK appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires ou
récepteurs couplés a une protéine G (RCPG). Leur classification est semblable aux CK, en
fonction de leur structure'>®. On a donc des récepteurs de type CC, CXC, CX3C ou XC, se liant
a des CK du méme groupe : un récepteur CCR aura pour ligand une CK CCL, un récepteur

CXCR se liera a une CXCL.
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Figure 13 Interactions Chimiokines et Récepteurs de Chimiokines.
Certaines protéines ne sont présentes que chez I’Homme (rouge) ou la souris (bleu) ; un ligand peut interagir avec
plusieurs récepteurs et inversement. Il peut également y avoir des interactions avec d’autres protéines (blanc), ou
des composés utilisés a des fins thérapeutiques (gris). D’apres Hughes & Nibbs, FEBS J., 2018.
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La majorité des RCK emprunte des voies de signalisation classiques des RCPG. La liaison de
la CK au RCK induit des changements de conformation au niveau des domaines
transmembranaires du récepteur. Ces changements vont induire 1’activation des protéines G
hétérotrimériques. Ces dernieres sont une classe de protéines intracellulaires participant au
mécanisme de transduction du signal. Elles sont nommées protéines G car elles lient le GTP et
GDP. Chez I’'Homme il existe 35 genes codants pour différents types de sous-unités de
protéines G, regroupés en 3 classes, o (16 geénes), 3 (5 génes) et v (14 genes). Les sous-unités
[ et y peuvent s hétéro-dimériser et également interagir avec différentes sous-unités o, formant

ainsi une protéine G hétérotrimérique.

Lors de I’activation du récepteur, la molécule de GDP est échangée pour une molécule de GTP
dans la sous-unité Ga,, car le récepteur activé agit comme un facteur d’échange de la guanosine.
Cela induit un changement de conformation dans la protéine G, permettant 1’activation d’autres
effecteurs tels que des enzymes cytosoliques ou membranaires. L activité GTPase intrinseque
de la sous-unité Go. meéne ensuite a I’hydrolyse du GTP en GDP, terminant le cycle d’activation
qui pourra alors recommencer. Selon le modele classique, 1’activation entrainerait la
dissociation de la protéine G en sous-unités Ga et GBy. Or, d’autres études suggerent que les
protéines G hétérotrimériques ainsi que des effecteurs sont déja précouplés avec le récepteur,
formant ainsi un complexe de signalisation'é®-19. Ainsi, lors de la liaison du ligand au récepteur,
ce complexe subirait des changements de conformation plutét qu’un cycle
d’association/dissociation tel que suggéré par le modele classique. Cela conduit a I’activation
de différentes cascades de signalisation, dites de « second messagers » comme par exemple les
adenylyl cyclases, les phospholipases ou les canaux calciques et potassiques'é*. Apres hydrolyse
du GTP en GDP avec I’aide de protéines régulatrices de la signalisation des protéines G (RGS),

le systéme peut retourner a son état basal!%4165,

L’activation de ce complexe entraine la phosphorylation du RCK par des kinases de récepteur
couplé a la protéine G (GRKs), augmentant fortement son affinité avec la $-arrestine'*. Cette
dernicre fait partie d’une classe de protéine, les arrestines. Celles-ci sont des protéines
ubiquitaires identifiées comme permettant de réguler 1’activité de certains récepteurs couplés a
la protéine G'¢’. La P—arrestine a été identifiée en 1990 comme régulateur de 1’activité des

RCPGs dans le systeme B-adrénergique'®®.
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Figure 14 Interaction Récepteur — Protéine G — —arrestine

Apres activation du récepteur, le recrutement des sous-unités de protéine G entraine 1’activation d’une voie de
second messager puis la dissociation de la sous unité Ga Les GRK?2/3 sont recrutées par interaction avec les sous-
unités Gy et conduisent a la phosphorylation du récepteur, recrutement de la B—arrestine puis a I’internalisation
du récepteur tout en empéchant la signalisation second messager en inhibant 1’activit¢ Go.. Cela conduit ainsi a la
désensibilisation du récepteur et a son internalisation. Autrement, le récepteur peut également étre phosphorylé
par les GRK5/6, constitutivement présentes a la membrane plasmique, et entrainer une activation de la voie ERK
dépendante de la B-arrestine. Il est a noter que les GRKS5/6 peuvent également aboutir a une internalisation du
récepteur. Fleches pointillées vertes : activation ; fleches pointillées rouges et lignes rouges : inhibition. D’apreés Reiter &
Lefkowitz, Trends. Endocrinol. Metab., 2006.

Le recrutement de la 3-arrestine au niveau du récepteur phosphorylé va dans un premier temps
empécher I’interaction avec la protéine G par encombrement stérique, entrainant une inhibition
de la voie associée aux seconds messagers ' : on parle de désensibilisation du récepteur. La [3-
arrestine sert d’intermédiaire et permet 1’adaptation entre le récepteur et les éléments nécessaire
a ’internalisation, telles que la clathrine ou la protéine AP-2!7017!. Lors de I’internalisation, le
ligand est dégradé ; deux voies sont possibles pour la suite : une voie « rapide » et une voie
« lente ». Dans certains cas, la 3-arrestine se dissocie rapidement et le récepteur est dégradé ou
recyclé a la membrane'’? (Figure 14). Elle peut également former un complexe [-arrestine-
récepteur beaucoup plus stable ; ce dernier sera dégradé ou recyclé a la membrane beaucoup
plus lentement, permettant dans I’intervalle I’activation des signalisations intracellulaires, telles
que les voies des MAP kinases'’*!”> (Figure 15). En effet, en plus des voies canoniques

impliquant les protéines G, les RCKs peuvent également activer les voies de signalisation
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indépendamment des protéines G et notamment les voies B-arrestine-dépendantes. Dans ce
contexte, les arrestines sont des protéines d'échafaudage et activent des effecteurs
intracellulaires comme les MAPK, la PI3K ou encore la protéine kinase B!76:177,

D’autres récepteurs ont été classés dans la famille des récepteur atypique de chimiokines
(Atypical ChemoKine Receptors, ACKR) en raison de I’absence d’activation des protéines G
hétérotrimériques et leur capacité a lier de nombreux ligands conduisant a leur internalisation
et a leur dégradation'”?. Des analyses moléculaires avancées montrent notamment que les

ACKR ne possedent pas le domaine E/DRYLAIV mais une version différente. Bien que 1’on

Desensitization l Trafficking
Steric blockade of G proteins <€—— B-arrestin o Internalization

Translocation
Second messenger

degradation (PDEs)

MAP Kinases
Ubiquitination PI3K/Akt Signaling
Cytoskeletal Protein Phosphatases S¥e Kifaees
reorganization Translation (PP2A, etc.)
DNA damage EGFR lon channels
(p53) Transactivation (TRPs, etc.)
Signaling

Figure 15 La signalisation dépendante de la B-arrestine

La signalisation des beta arrestine est associée a la désensibilisation des GPCR par blocage stérique des protéines
G et a leur internalisation ; elle est également associée & un certain nombre de voies de signalisation telles que la
dégradation des seconds messagers, I’activation de canaux ioniques ou encore l’activation des voies kinases-
dépendantes. D’apres Smith & Rajagopal, J. Biol. Chem., 2016.

puisse penser que I’altération de ce domaine soit la raison de 1’absence de signalisation par les
protéines G, ce n’est pas le cas!”. En effet, certains récepteurs comme CXCR6 possedent
également un domaine altéré mais conservent une signalisation protéine G-dépendante
classique!7180, Cette catégorie de récepteurs est également appelée récepteurs « decoy /
leurres » ou « scavenger / €boueurs ». Il y a actuellement 4 membres dans la famille des ACKR,
respectivement connus ACKRI1 a 4: Duffy, D6, CXCR7 et CCX-CKR. Le role de ces
récepteurs atypiques est de maintenir le gradient de CK via I’internalisation par la [3-arrestine
puis le recyclage a la membrane, permettant 1’élimination de I’excédent de CK extracellulaire
ainsi que la formation locale de gradients'®!. Plus récemment, il a été montré que ces récepteurs

étaient également capable d’activer des voies de signalisation dépendantes des [3-arrestine'®2.
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B. La principale fonction des chimiokines : la chimioattraction ou chimiotaxie

La principale caractéristique des CK est leur capacité a contrdler le maintien mais également la
migration, la circulation et le recrutement des cellules immunitaires au cours du développement,
de I’homéostasie ou dans des conditions inflammatoires. Elles dirigent aussi bien la
mobilisation des différents types de cellules immunitaires que les interactions entre ces
différentes cellules. Bien que n’importe quel tissu, sain ou endommagé, comporte des cellules
immunitaires résidentes, une grande partie des acteurs de 1’inflammation ainsi que certains
types de progéniteurs sont originaires d’autres organes. Notamment, la moelle osseuse contient
certaines niches de cellules souches hématopoiétiques ainsi que des progéniteurs
hématopoiétiques CCR2*, activés apres 'IM!33. La rate et la moelle osseuse sont toutes deux
d’importants réservoirs de monocytes'®*. Enfin, la rate est également une source importante de
lymphocytes tout comme le tissu adipeux qui représente un réservoir conséquent de

lymphocytes B:185,

La moelle osseuse constitue néanmoins la composante majoritaire dans la réponse
inflammatoire, source principale de cellule souches hématopoiétiques (CSHs) et de cellules
progénitrices endothéliales (CPEs), localisées dans des niches périvasculaires ainsi que dans les
niches ostéoblastiques de 1’endoste (tissu vascularisé sur la face interne des os longs, délimitant
la cavité médullaire)'®. Le recrutement de ces cellules depuis leur niche d’origine jusqu’au site
de I'ischémie passe par trois grandes étapes: la mobilisation du réservoir vers le sang,
I’adressage vers le site de I’inflammation puis le recrutement du sang vers le tissu 1ésé. Les CK

participent a chacune de ces étapes.
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- Maintien / Mobilisation depuis le réservoir

Il a ét¢ montré que les CK jouaient un role majeur dans le maintien des cellules souches
hématopoiétiques (CSHs) aux niveau des niches de la moelle osseuse, notamment via la retenue
des cellules CXCR4+ par interaction avec CXCL12 présent a la surface de ces niches!®”!%8. Dans
des conditions pathologiques, une expression augmentée de VEGF entraine une activation de

la MMP9 des niches, clivant CXCL12 et libérant ainsi les cellules retenues'®*!*° (Figure 16).
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Figure 16 La niche hématopoiétique de la moelle osseuse chez 1’adulte

Représentation schématique de la niche des cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle osseuse adulte
en homéostasie, montrant les différents types de cellules et les facteurs qui régulent directement ou indirectement
l'activité des CSHs a 1’aide d’un modele rapporteur Nestin-GFP. Des preuves mettent en évidence la
vascularisation et les cellules stromales associées, telles que les cellules péri-artériolaires Nestin (Nes)-GFP"e, les
cellules positives a I'antigéne neural-glial 2 (NG2), les cellules positives a la chaine lourde de myosine 11
(MYHI11), les cellules péri-sinusoidales Nes-GFP*¥, les cellules réticulaires abondantes en CXCL12 (CAR) et les
cellules positives au récepteur de la leptine (LEPR), comme des régulateurs clés de la maintenance des CSH. Les
nerfs du systeme nerveux sympathique (SNS) régulent la mobilisation des CSHs, et les cellules de Schwann non
myélinisées peuvent contribuer a la quiescence des CSHs. Les ostéoblastes ont été impliqués dans la régulation
des CSH, mais les signaux moléculaires précis n'ont pas été clairement élucidés ; cependant, ils pourraient jouer
un role dans la régulation des progéniteurs lymphoides. Les adipocytes peuvent avoir un effet négatif sur le
maintien des CSH. Les cellules hématopoiétiques, telles que les macrophages, les neutrophiles, les cellules T
régulatrices (Treg) et les mégacaryocytes, sont des exemples de progénitures dérivées des CSH qui peuvent réagir
et contribuer au maintien ou a la mobilisation des CSH. La localisation régionale des sous-ensembles de CSH a
montré que les CSH de type von Willebrand (Vwf)-GFP+ et Vwf-GFP- a base de plaquettes ou de cellules
myéloides peuvent étre localisées et régulées par des niches distinctes de la moelle osseuse contenant des
mégacaryocytes et des artérioles, respectivement. DARC, Duffy antigen receptor for chemokines; IL-7,
interleukine-7; OPN, ostéopontine ; OSM, oncostatine M ; SCF, stem cell factor ; TGFf, transforming growth
factor-3 ; TNF, tumour necrosis factor. D’aprés Pinho & Frenette, Nat. Rev. Mol. Cel. Biol., 2019.
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- Controdle de la migration des cellules circulantes.

Une fois les cellules mobilisées depuis leur réservoir vers la circulation, ces dernicres sont
amenées a suivre les gradients des CK auxquelles elles sont sensibles pour se diriger vers le site
ischémique (Figure 17). Ces gradients se forment en général via les interactions CK-GAGs
présents dans le milieu extracellulaire. Différents types ou sous-types cellulaires seront alors
sensibles au gradient de différentes CK et cela peut également varier en fonction de 1’état

d’homéostasie ou d’inflammation du tissu'®!, illustré en Figure 18.

Gradient chimio attractant

Récepteur de chimiokine
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// \—/l
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-

Figure 17 Le mode d'action des chimiokines : la chimioattraction

Les cellules migrent en direction du gradient de chimiokine en réponse aux interactions chimiokine / récepteur.
La formation du gradient est rendue possible par la liaison des chimiokines aux GAGs présents dans la matrice
extracellulaire.
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Figure 18 Chimiokines et chimiotaxie des cellules immunitaires

Dans des conditions d’homéostasie, les monocytes CX3CRI1+ suivent le gradient de CX3CL1 ; les
précurseurs de mastocytes le gradient de CXCL1 et CXCL2 et enfin les éosinophiles suivent le gradient de
CCL11. En conditions inflammatoires, les cellules NK vont migrer selon les gradients de CXCL9,
CXCL10, CCL3, CCL4 ou CCLS5 ; les éosinophiles vont rejoindre le site de 1’inflammation en suivant
CCL11, CCL24 et CCL26 ; les monocytes CCR2* suivent les gradients de CCL2, CXCL1, CXCL2,
CXCLS8 ou CCL2 ; les neutrophiles migrent selon I’expression de CCL3, CCL5, CXCL1, CXCL2,CXCLS8
ou la leukotriene B4 (LTB4). D’apres Sokol & Luster, Cold Spring Harb. Perspect. Biol., 2015.
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- Meécanisme de recrutement.

Attirées sur le site de 1’ischémie par le gradient de CK, les cellules vont ensuite €tre recrutées
au sein du tissu 1ésé€ selon le processus de diapédese consistant en trois principales étapes : le
roulement des cellules sur I’endothélium, leur arrét puis la transmigration'? (Figure 19). Les
sélectines sont des glycoprotéines exprimées par les cellules endothéliales dont I’expression
augmente dans des conditions pathologiques. Elles se lient par interactions faibles au PSGL-1
(P-selectin glycoprotein ligand-1) présent a la surface des cellules circulantes, ralentissant ainsi
leur progression dans la circulation et conduisant a leur roulement sur 1’endothélium!®31%4,
L’arrét du roulement se fait par les interactions entre les CK liées aux GAGs extracellulaires et
les récepteurs membranaires, entrainant I’expression des intégrines, protéines se liant aux
récepteurs présents a la surface des cellules endothéliales (ICAM-1, VCAM-1)131%_ e
caractere fort et stable de ces interactions permet 1’adhésion des cellules circulantes sur
I’endothélium. Ces dernieres franchissent finalement 1’endothélium soit en traversant une
cellule endothéliale (transmigration transcellulaire) soit en traversant entre deux cellules
(transmigration paracellulaire). Cette transmigration est en générale facilité par I’expression de
NO, puissant vasodilatateur augmentant la perméabilit¢ de 1’endothélium, induite par

I’adhésion des cellules circulantes!®’.
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Figure 19 Mécanisme de recrutement des cellules circulantes

Le recrutement des cellules circulantes se fait selon 3 principales grandes étapes : la capture et roulement sur
I’endothélium via les interactions selectines-PSGL1 dans un premier temps ; 1’activation des cellules par les
chimiokines et leur récepteurs, 1’arrét du roulement par les intégrines et ’adhésion via ICAM-1 et VCAM-1 dans
un second temps ; enfin la cellule infiltre le tissu par transmigration para- ou transcellulaire. ESAM, endothelial
cell-selective adhesion molecule; ICAM1, intercellular adhesion molecule 1; JAM, junctional adhesion molecule;
LFA1, lymphocyte function-associated antigen 1 (also known as oL 32 -integrin); MACI1, macrophage antigen 1;
MADCAMI, mucosal vascular addressin cell-adhesion molecule 1; PSGL1, P-selectin glycoprotein ligand 1;
PECAM1, platelet/endothelial-cell adhesion molecule 1; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; VCAMI1, vascular cell-
adhesion molecule 1; VLA4, very late antigen 4 (also known as a4 1 -integrin) D'apres Ley et al., Nat. Rev.
Immunol., 2007 .
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Partie III : Les chimiokines et leurs récepteurs dans I’infarctus du myocarde
A. Régulation de I’expression des chimiokines apres I’IM

L’expression d’un grand nombre de CK et de leurs récepteurs est augmentée des le début de la
phase inflammatoire de 1’IM, au sein de nombreux types cellulaires tels que les macrophages,
lymphocytes, cellules endothéliales, fibroblastes ou encore les cardiomyocytes en
hypoxie®-1%819  Rapidement, les cellules nécrotiques vont libérer des DAMPs a ’origine de
I’activation des PRRs et de I’augmentation de I’expression de nombreuses CK?® (Figure 20).
Par exemple, les cardiomyocytes apoptotiques ou nécrotiques représentent la principale source
de HMGBI1 (High Mobility Group Box-1).La sécrétion de HMGBI1 est associée a la production
de CK dans les fibroblastes et les cellules endothéliales via I’activation du récepteur RAGE
(Receptor for Advanced Glycation Endproducts)®!2°2, Les cardiomyocytes en nécrose sécretent
également de I'IL-1a, entrainant I’expression de certaines CK dans les macrophages via une
signalisation dépendante de MyD882%. D’autre part, il y a libération d’ARN extracellulaire et
de microARNSs par les cardiomyocytes en nécrose** ainsi que de la protéine HSP (heat-shock

protein) pouvant €tre associée a I’augmentation de 1’expression des CK dans le cceur infarci’'.

Dans le myocarde, les TLRs (Toll-Like Receptors) représentent la principale famille des PRRs.
Dans des modeles expérimentaux d’IM et chez des patients apres IM, il a été montré
I’expression et ’activation des TLR2, TLR3, TLR4 et TLR7%°52%, L.es TLRs a la surface des
cellules (leucocytes, fibroblastes, cellules endothéliales) reconnaissent les DAMPs, ce qui

conduit a une activation des voies NF-kB et des MAPK avec une éventuelle activation

intermédiaire de MyD88/Irak-12", aboutissant a la translocation nucléaire de NF-xB et a
I’augmentation de I’expression des CK?!°2!!. D’ autre part, le systeme du complément contribue
aussi a I’expression des CK apres I’IM. La libération du contenu cellulaire des cardiomyocytes
en nécrose est associée a ’activation des composants précoces de la cascade du complément
(CI, C2, C3 et C4). Il a été montré in vivo et in vitro que le complément pouvait entrainer
I’expression de CK, via C3a et C5a*22!3, Enfin, ’expression de certaines cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-a ou de I’IL-1f induit celle de certaines CK apres un IM?!4215,
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Figure 20 Régulation de I'expression des chimiokines apres IM

Apres IM, les cardiomyocytes en nécrose liberent des DAMPs tels que HMGB1, HSP, des ARN extracellulaires
ou encore de I’IL-1a.. Ces derniers vont activer des mécanismes de I’immunité innée, conduisant a I’expression de
chimiokines par les macrophages, fibroblastes et cellules endothéliales (EC). De plus, 1’activation de la cascade
du complément, la libération de fragments de matrice extracellulaire ou 1’expression locale de cytokines (telles

que I'IL-1PB ou le TNF-a) entrainent également une synthese de chimiokines. TLR : Toll-like Receptor. ECM:
matrice extracellulaire; EC: cellules endothéliale D’aprés Chen & Frangogiannis, J. of Cardiovasc. Trans. Res.,
2020.

B. Chimiokines et inflammation post-IM

Les CK agissent essentiellement via le recrutement des leucocytes par la formation de gradients,
chaque CK étant associée au recrutement de certains types de cellules. Ainsi, les CK comme
CXCL1, CXCL2 et CXCLS, associées a leurs récepteurs CXCR1 et CXCR2 sont connues pour
mobiliser les neutrophiles et induire un effet pro-angiogénique. C’est le cas de CXCLS
(également connu comme 1’IL-8 ; absent chez la souris), dont I’expression est modulée par la
voie du complément C6 et est nécessaire au recrutement de neutrophiles dans le myocarde
ischémique chez le lapin?'®. Son expression chez les patients est associée a un IM plus
important?'’. Le r6le de CXCR2 est plutét ambivalent. En effet, si son absence est
principalement corrélée a une forte diminution du recrutement de leucocytes inflammatoires

chez la souris, elle est également associée a la perte d’un effet cardioprotecteur?'.
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D’autres CK telles que CXCL9, CXCL10 et CXCLI11 ne sont pas capables de moduler la
migration des neutrophiles et granulocytes, mais peuvent mobiliser les lymphocytes. En
particulier, CXCL10 et sont récepteur CXCR3, dont les expressions sont accrues dans des
modeles murins et canins d’IM2!°, permettent le recrutement de lymphocytes T et des cellules
NK?22, CXCL12 est également impliquée dans le recrutement et la mobilisation des cellules
dans I’IM. Etant donné que les travaux de thése portent sur cet axe, ce dernier sera développé

plus en détails dans la partie I'V.

En ce qui concerne les CK CC, de nombreux membres sont exprimés apres 1’IM, dans le
myocarde et dans la circulation. CCL3, CCL4, CCLS5, CCL7 ou encore CCL21, sont impliquées
dans le recrutement de différents sous-types de monocytes pro-inflammatoires dans la zone
infarcie??!. En particulier, CCL2 et son récepteur CCR2 font partie des membres les plus étudiés
de la famille des CK dans les pathologies ischémiques. Le cceur sain comporte des macrophages
résidents CCR2- d’origine embryonnaire et CCR2* d’origine hématopoiétique. Lors de I'IM,
ces derniers sont activés par les DAMPs, sécretent des CK et sont impliqués dans le recrutement
des leucocytes. Les modeles murins invalidés pour CCR2 présentent une réponse inflammatoire
réduite, ainsi qu’une élimination ralentie des débris cellulaires suggérant une phagocytose
diminuée, ainsi que des perturbations des processus de réparation tissulaire®®. De nombreuses
études sur I’effet des CK CC dans I’IM indiquent un rdle délétere de ces CK, en raison de leur
effet pro-inflammatoire. Ainsi, la neutralisation de CCLS5 atténue les effets déléteres de I'IM
notamment en limitant I’infiltration de monocytes et macrophages??? ; I’invalidation de CCR9,
récepteur unique de CCL25%% ; ou celle de CCR1, récepteur de CCL3, CCL5, CCL7 et
CCL23%* ainsi que I’inhibition de CCL21%%, sont tous associés a une réduction de I’infiltration
de cellules inflammatoires, une fonction cardiaque préservée et un remodelage cardiaque
adéquat aprés un IM. Cependant, les CK contribuent également a la résolution de
I’inflammation ; c’est notamment le cas de CCRS dont 1’absence empéche le recrutement de
lymphocytes T régulateurs et des monocytes anti-inflammatoires, entrainant ainsi une

inflammation non controlée et délétere®.
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Figure 21 Role des chimiokines dans I’infarctus du myocarde

L’induction des chimiokines dans le myocarde infarci joue un role critique dans le recrutement des cellules
inflammatoires mais module également le phénotype de cellules non-immunitaires. Les chimiokines CC et CXC
pro-inflammatoires se lient aux GAGs a la surface de I’endothélium générant des gradients recrutant les cellules
qui expriment les récepteurs associés. Les chimiokines CXCL1, CXCL2 ou CXCL8 modulent le recrutement des
neutrophiles, mais présentent également des effets pro-angiogéniques. CXCL10 agit comme acteur anti-fibrotique
et anti-angiogénique. CXCL12 présente un grand nombre d’effets sur I’angiogenese, les cardiomyocytes mais
aussi sur l’activation des fibroblaste et des macrophages. Enfin, les chimiokines CC sont essentiellement
impliquées dans le recrutement des monocytes et la modulation du phénotype des macrophages. N : neutrophile,
Mo : monocyte, T cell : lymphocyte T. Adaptée de Chen & Frangogiannis, J. of Cardiovasc. Trans. Res., 2020.

C. Actions sur les autres types cellulaires
Le role des CK dans le remodelage du cceur apres IM ne se limite pas a la mobilisation et au
recrutement des cellules inflammatoires. En effet, les CK exercent un certain nombre d’effet
sur les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cardiomyocytes soit directement, soit via

les leucocytes recrutés (Figure 21).

Ainsi, CCR2 peut contribuer a 1’aggravation de la fibrose interstitielle dans le cceur et d’autres
organes en conditions pathologiques et ce de différentes manieres. Celui-ci peut agir
indirectement via le recrutement de macrophages sécrétant des facteurs fibrogéniques tels que
le TGFf ou le FGF (fibroblast growth factor)??® ou de maniere plus directe via le recrutement
de progéniteurs de fibroblastes*?’2?, la stimulation de la prolifération et la différentiation des
myofibroblastes??’, ou la sécrétion accrue de collagene?°. CXCL1 pourrait également participer
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au développement de la fibrose via le recrutement de sous-populations de monocytes

fibrogéniques CXCR2* dans un contexte d’hypertension?!.

De méme, I’effet anti-fibrotique de certaines CK pourrait étre 1ié au recrutement de certaines
populations de leucocytes ou a une action directe sur les fibroblastes cardiaques. CXCL10
montre une action anti-fibrotique en inhibant la migration des fibroblastes de maniere
indépendante de CXCR3, par interaction avec les GAGs’!*32. CXCL10 joue également un role
dans la modulation de la revascularisation, en exercant un effet anti-fibrotique a des temps

précoces afin de permettre 1’élimination des débris cellulaires avant I’angiogenese?*>.

De nombreuses CK et plus particuliecrement CXCLS8, présentent un fort potentiel pro-
angiogénique en ayant simultanément un effet anti-apoptotique en inhibant la voie Capase3 tout

en promouvant la prolifération des cellules**2%.

Enfin, la fractalkine ou CX3CL1 présenterait un caractere délétere dans I'IM. En effet,
I’augmentation de son expression apres IM est associé avec un mauvais pronostic et sa
neutralisation induit des effets bénéfiques en limitant 1’hypertrophie ventriculaire et en
ralentissant la progression de 1’insuffisance cardiaque?®27. Ces effets sont notamment médiés
par le recrutement de lymphocytes T induit par CX3CL2 mais également par la stimulation de

la prolifération des fibroblastes cardiaques et I’augmentation de 1’apoptose des cardiomyocytes.

D. Les chimiokines comme pistes thérapeutiques dans I’'IM ?

Etant donné le role central des CK dans 1’inflammation et le remodelage post-ischémique, de
nombreuses études visant a apporter de maniere exogene certaines CK, a stimuler ou a
neutraliser leur expression ont été réalisées’®. Cependant, cela a abouti a un nombre
relativement réduit d’applications dans le domaine thérapeutique notamment en raison de la
difficulté a cibler une CK en particulier, a déterminer le dosage et la chronologie adaptée, et
enfin en raison de la multiplicité des actions des CK.

Néanmoins, quelques applications ont été approuvées pour des indications liées notamment a
certains cancers. Ainsi, on peut citer le Maraviroc (Celsentri®) qui est un antagoniste de CCRS
utilisé en traitement contre le VIH?? ; le Plerixafor (Mozobil®), antagoniste de CXCR4 est
utilisé pour mobiliser les progéniteurs hématopoiétiques dans le contexte de transplantations
autologues dans le traitement du lymphome non-Hodgkinien ou myélome*’ ; ou encore le
Mogamulizumab (Poteligeo®), un anticorps anti-CCR4 utilisé en traitement contre les

lymphomes et leucémies associées aux lymphocytes T4,
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Il n’y a pour I’heure aucune utilisation approuvée d’un blocage ou d’une activation des CK ou
de leurs récepteurs dans le traitement des maladies cardiovasculaires. Cependant, certaines
approches thérapeutiques sont a I’étude comme le blocage de CCRS qui entraine une réduction
du recrutement des lymphocytes T, monocytes et neutrophiles au cours de I’athérosclérose ou
encore pendant I’ischémie-reperfusion chez la souris*!->$3. La protéine d’origine virale M3 (qui
limite la réponse immunitaire de 1’hote infecté***) permet de limiter la progression de
I’athérosclérose en inhibant 1’activité de CCL2, CCL5 et CX3CL1%%. Les évasines, protéines
immunomodulatrices sécrétées par les tiques®*, permettent également d’inhiber I’activité de
certaines CK. Utilisées dans 1I’IM, ces protéines permettent notamment d’améliorer la survie et
de limiter 1’étendue de la cicatrice post IM chez la souris en limitant le recrutement de
neutrophiles?*”2*8. Un anticorps monoclonal anti-CCR2 (MLN1202) a montré une réduction des
marqueurs d’inflammation chez des patients a risque de maladies cardiovasculaire’®. Enfin,
étant donné le role de CXCR2 dans I’athérosclérose, 1’essai CICADA (CXCR?2 Inhibition — A
Novel Approach to Treating Coronary Heart Disease) étudie l’effet sur les parametres
cardiovasculaires de 1’inhibition de CXCR2 chez des patients souffrant de maladies

coronarienne?9-:1,
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Partie IV : CXCL12-CXCR4-CXCR7
A. CXCL12

(1) CXCL12

La chimiokine CXCL12, également appelée SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor-1) ou PBSF
(Pre B-cell growth Stimulating Factor) a été identifiée pour la premiere fois en 1994 par I’équipe
de Nagasawa dans les cellules stromales de la moelle osseuse?. Bien que la séquence codante
pour CXCL12 ne soit pas située sur le méme chromosome chez I’Homme, la souris et le rat
(respectivement sur les chromosomes 10, 6 et 425323)  celle-ci est extrémement conservée entre
les especes, avec plus de 95% de similitude entre les séquences nucléotidiques humaine et
murine, et d’importantes similitudes avec d’autres especes de vertébrés (poulet, lapin ou encore
xénope).

Chromosome 10q11
Exon3 ™ Exon4 { Exon 5 1 Exon 6 ; Exon 7

Tissue-dependent transcription, differential splicing & translation
Upregulated by e.g. hypoxia
Downregulated by e.g. TGF-3

= Exon1l Exon 2

CXCL12at | Exonl |= =+ Exon2 = = { Exon3

89 AA

CXCL12[5 EXOniI = = REXON 2™ = HEXQIBR™ = = = v oo o o o o o Exon 6

93 AA

CXCL12y |RExonii¥j— — {EExcni2i¥— — fiExensli— ———————1 _Exon 5]

119 AA

CXCL12d Exonl |= =+ Exon2 = =1 Exon3 =+ Exon4

140 AA

CXCL12e [MExcniili— — {HEXCIRM™ — (REXORARI— — = = = = === = = == = i i i
90 AA

CXCL12¢ | Exon1 J=={ Exon2 == { fxon3 m======== === ——-
100 AA

Figure 22 Epissage alternatif de CXCL12 chez ’Homme

Chez I’Homme, on compte 6 isoformes de CXCL12 issues d’un épissage alternatif. Toutes ont en commun les
trois premiers exons et varient dans leur 4¢me et dernier exon. La transcription, 1’épissage alternatif et la traduction
des isoformes de CXCL12 dépend notament du tissu et des conditions tissulaires (inflammation, hypoxie, etc.)
D'apres Janssens et al., Cytokine Growth Factor Rev., 2018.

(2) Les isoformes de CXCL12

Plusieurs isoformes issues d’un épissage alternatif ont ét€ progressivement découvertes. Ainsi,
on compte trois isoformes fonctionnelles de CXCL12 chez la souris (a., f3, Y)**>2% et six chez
I’'Homme (o, B, v, 9, €, 0)'*27 (Figure 22). L’épissage alternatif n’est pas un mécanisme
commun a toutes les CK : CXCL12 est la seule CK a motif CXC a présenter des isoformes.

Parmi les CK a motif CC, CCL4/CCL4L, CCL20, CCL23 et CCL27 présentent aussi un
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épissage alternatif?®. L'isoforme CXCL12a, la plus étudiée, est composée de 68 acides aminés
(AA). Les deux autres isoformes murins CXCL12f3 et CXCL12y partagent les trois premiers
exons du gene incluant donc les 68 AA de CXCL12a mais different au niveau de leur chaine
C-terminale, dans le 4*™ exon. CXCL12f3 a 4 AA supplémentaires formant un second domaine
BBXB de liaison aux HS et CXCL12y a 30 AA supplémentaires qui contiennent 4 domaines
de liaison aux HS?¥ (Figure 23). Dans ce manuscrit je me focaliserai essentiellement sur les

isoformes CXCL12a et CXCL12y.

Ces isoformes de CXCL12 sont capables de se lier aux récepteurs CXCR4 et ACKR3. Elles
possedent également un ou plusieurs domaine(s) de liaison aux GAGs et plus particulierement
avec les HS présents a la membrane cellulaire’®. L'interaction entre les HS et CXCL12 est
permise grace a la présence d'un motif canonique dit domaine « BBXB » ou B représente un
AA basique et X un autre AA. Les résidus basiques chargés positivement permettent 1’adhésion
par contacts électrostatiques de CXCL12a aux HS de la matrice extracellulaire chargée
négativement?!2¢2. Ces sites de liaison aux HS sont bien distincts du domaine de liaison de
CXCL12 a CXCR4%!, Une mutation dans ce domaine supprime la capacité d’adhésion de
CXCL12a aux HS?%. L'injection de CXCL12y qui présente une haute affinité pour les HS due
a la présence de 4 motifs BBXB supplémentaires par rapport a l'isoforme CXCL12a., promeut
I'accumulation intrapéritonéale des leucocytes ainsi que l'angiogenese dans une matrice de
matrigel in vivo de maniere supérieure a l'isoforme CXCL12a. Inversement, 1'injection de
mutants de CXCL12 incapables d'interagir avec les HS échoue a promouvoir le recrutement de
leucocytes dans la cavité péritonéale soulignant I'importance des interactions CXCL12/HS dans
la fonction biologique de CXCL12%¥. L'importance de ces interactions CXCL12/HS a été
démontrée in vivo. Des travaux antérieurs de notre laboratoire ont révélé un role essentiel des
interactions CXCL12/HS dans la croissance et le remodelage vasculaire post-ischémique dans
un modele expérimental d’ischémie critique du membre inférieur chez une souris exprimant
CXCL12 dépourvu de ces sites d’interaction avec les HS (Cxcll2gxmeaem)264 Deux modeles
expérimentaux de lésions musculaires (notexine et lésion par le froid) chez la souris
Cxcl]2#emzazm opnt montré un léger ralentissement de la régénération sans perturbation majeure
dans le modele notexine mais d'importants défauts de régénérescence musculaire chez les souris
mutées ayant subi l'agression musculaire la plus sévere (Iésion par le froid) avec la présence
d'un tissus fibreux cicatriciel et une infiltration d'adipocytes, suggérant un role majeur de ces
interactions dans la réparation tissulaire?s>. Ces dommages ont été associés a une dérégulation

de l'angiogenese qui pourrait s'expliquer par la présence de vaisseaux non stabilisés par des
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cellules murales (cellules musculaires lisses et péricytes)?®S. L'importance des interactions
CXCL12/HS a également été montrée dans le trafic des cellules B lors de la réaction des centres

germinatifs et pour la réponse immunitaire humorale?s¢.

Domaine de liaison . .
aux protéoglycanes (GAG) _Domaine de liaison

aux récepteurs
- =7
- -

CXCL12 o nH2[(BexE] ::] COOH

++ +

CXCL12 8 NH2[]BBX8] [ [ [eexg - COOH
++ + ++ +

+H+  FEF

CXCL12y NH2 [T (BEXE] ::[BBXB]:[BBxﬂBBxﬂBBXBh COOH

Protéoglycan
(Héparan-Sulfate)

Figure 23 Illustration de la structure des isoformes de CXCL12

Représentation schématique des trois isoformes de CXCL12, avec un premier domaine « BBXB » de liaison aux
HS commun aux trois, un domaine de liaison aux récepteurs CXCR4 et ACKR3 ainsi qu’un domaine C-terminal
variant pour les isoformes : CXCL12f3 comporte un domaine BBXB supplémentaire et CXCL12y en possede 4.
Les domaines d’interaction avec les HS et les récepteurs sont spatialement distincts.

(3) Expression de CXCL12

CXCL12 est sécrétée par de nombreux types cellulaires, dont les cellules endothéliales,
fibroblastes, cardiomyocytes ou les plaquettes, et est détectable dans la majorité des tissus.
L’expression des différentes isoformes est tissu-dépendante et varie selon le stade de
développement. Chez la souris, CXCL12a est la forme prédominante, exprimée dans tous les
organes mais soumise a une protéolyse rapide dans le sang. Ainsi, CXCL12a est exprimée dans
la plupart des organes au cours de ’embryogenese. En particulier, CXCL12a est secrétée au
niveau de la moelle osseuse. Les souris invalidées pour Cxcll2 (Cxcli2”) présentent un
phénotype 1étal??’. Si les embryons Cxcll2 ne présentent pas de phénotype particulier jusqu’a
E15.5, 1a moitié d’entre eux sont morts avant E18.5. Des rares animaux vivants a la naissance,
tous meurent dans I’heure malgré une apparence macroscopique normale. Les analyses de ces
souris montrent de nombreux défauts hématopoiétiques au cours du développement.
L’expression de CXCL12 est ainsi requise pour la myélopoiese et lymphopoiese dans la moelle,
la lymphopoiese dans le foie feetal mais elle n’est pas nécessaire dans le développement du

thymus. Enfin, le coeur des animaux Cxcl//2”- présente de nombreuses anomalies de
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développement avec notamment des défauts de formation du septum interventriculaire entre
E13.5 et E18 responsables de la mort périnatale des animaux. D’autres études sur ce modele
montrent des défauts de développement vasculaire au niveau du systeme digestif?$® et au cours
du développement du cerveau et du systeéme nerveux®”. Afin de s’affranchir de ces défauts de
développement et pour étudier le role de CXCL12 a I’4ge adulte, un modele d’invalidation
inductible de Cxcl12 a été réalisé et a montré des altérations de la vascularisation pulmonaire

et de la structure des alvéoles?™.

(4) Modulations de I’expression et de I’activité de CXCL12

CXCL12, comme de nombreuses protéines, est soumise a des modifications post-
traductionnelles et enzymatiques pouvant ou non affecter sa structure, sa stabilité ou encore son
affinité avec ses récepteurs®’!.

Les 8 premiers AA de CXCL12 (Lysl-Pro2-Val3-Ser4-Leu5-Ser6-Tyr7-Arg8), précédant le
motif CXC situé en positions Cys9-Prol0-Cysl11, et plus particulierement les deux premiers,
ainsi que les 6 résidus suivants le motif CXC, Argl2-Phel3-Phel4-Glul5-Ser16-Hisl7
également connu sous le nom de motif RFFESH, jouent un rdle majeur dans son interaction
avec CXCR4. Ainsi, toute enzyme capable de cliver CXCL12 dans sa partie N-terminale aura
un effet délétere sur ’activation de CXCR4 par CXCL12. De tels événements peuvent changer
la spécificité et la nature pharmacologique de CXCL12%72273 11 a été montré que la dipeptidyl-
peptidase IV (DDP4, aussi connue sous le nom de CD26) peut cliver les deux premiers acides
aminés de CXCL12?". La forme ainsi clivée de CXCL12 présente une affinité moindre pour
CXCRA4 et est incapable de I’activer®’>. Le clivage de CXCL12 par DPP4 est en revanche rendu
impossible lorsque CXCL12 est lié¢ aux HS?’®. De nombreuses enzymes membres de la famille
des métalloprotéases matricielles (MMP), les MMP 1, 3,9, 13 et 14 sont capables de cliver les
5 premiers acides aminés de CXCLI12, empéchant ainsi [’activation de CXCR4,
indépendamment d’une éventuelle association aux GAGs?”’. L’élastase, produite par les
neutrophiles et les cellules mononuclées ainsi que la cathepsine G permettent également
d’inactiver CXCL12, en clivant respectivement les trois et cinq premiers acides aminés?’827.
Récemment, il a été montré que ces variants présentent une sélectivité et une activité différente
envers les récepteurs de CXCL 122,

L’activit¢ de CXCL12 peut également étre modifiée au travers de modifications post-
traductionnelles comme la citrullination des résidus arginine et la nitration des résidus tyrosine.
La citrullination, ou déamination, correspond a 1’hydrolyse en cétone d’un groupe imine d'un

résidu Arg, résultant en citrulline (Cit). Bien que I’effet de cette modification soit subtil (perte
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de masse de 1 Da), la conversion de I’arginine en citrulline entraine une perte de charge,
pouvant affecter les interactions avec d’autres protéines. Dans le cas de CXCL12,ily a 5
arginines, pouvant étre citrullinées par la peptidylarginine deiminase 2 (PAD?2). Il a été montré
que la citrullination d’un nombre croissant d’arginine entrainait une diminution progressive de
I’activité de CXCL12, la citrullination de toutes les arginines inactivant totalement 1’activation
des deux récepteurs®!. L autre modification de CXCL12 est la nitration des tyrosines par le
péroxynitrite, un composé oxydant tres réactif produit par les oxyde nitrique synthases (Nitric
Oxyde Synthase, NOS). Cette modification est une réaction chimique aboutissant a 1’insertion
d’un groupe nitro NO, sur les tyrosines, créant ainsi une nitrotyrosine. En fonction des protéines
concernées, cette modification peut ou non avoir un effet biologique. Dans le cas de CXCL12,
la nitration de sa seule tyrosine entraine une diminution de son activité?2.

En ce qui concerne les variations dans la séquence nucléotidique, plusieurs polymorphismes
ont été identifiés, mais il en existe un étudié pour son effet sur la résistance a 1’entrée du VIH
ou encore sa prévalence chez les patients souffrant de sclérose en plaque. Il s’agit du variant
Cxcll2-3A, également connu sous le nom Cxcl/2-A801G ou le A en position 801 est remplacé
par un G2, Etant donné que la mutation se situe dans la zone non traduite, il est supposé qu’elle
joue un role dans la régulation de I’expression en retardant la dégradation de I’ARN messager
codant pour CXCL12, induisant des taux circulants plus élevés de la protéine, et entrainant ainsi
une compétition plus importante avec le VIH, qui a également pour corécepteur CXCR42%4.
Enfin, un peu plus récemment, plusieurs de polymorphismes de Cxcl/2 ont été identifiés et

seraient associés a une susceptibilité accrue aux maladies coronariennes?.

(5) L’isoforme CXCL12y
Peu de données sur 1’étude de CXCL12y sont disponibles. En effet, la majeure partie des
travaux étudiant le role de CXCL12 dans des situations physiologiques ou physiopathologiques

s'est tres souvent focalisée sur le role de l'isoforme CXCL12a.

CXCL12y est I'isoforme de CXCL12 la plus longue. Sur les 98 AA qui composent CXCL12y,
les 68 premiers AA ont une structure tridimensionnelle proche de celle de 1'isoforme .. Les 30
AA supplémentaires constituant l'extrémité C-terminale adoptent une forme non structurée, tres
mobile et riche en résidus basiques?*® (Figure 24). Cette extrémité C-terminale de CXCL12y
comprend 18 résidus basiques, soit 60% d'AA chargés positivement (lysine (K) et arginine (R))
et 4 motifs de liaison au HS (BBXB). Ceci explique 'affinité extrémement élevée de CXCL12y
pour les HS chargés négativement (K; = 1,5 nM versus 200 nM pour CXCL12a et 53 nM pour
CXCL12)%°2%, CXCL12y est ainsi plus retenue a la surface cellulaire par les HS que les autres
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isoformes. Cette spécificité structurelle fait de l'isoforme CXCL 12y une protéine aux propriétés
haptotactiques supérieures a celles de l'isoforme CXCL12a avec un spectre de liaison aux
GAGs élargi. En effet, il a été montré que CXCL12y induit la migration des cellules T
lymphoides exprimant CXCR4 (riches en HS) avec une puissance agoniste beaucoup plus faible
par rapport a l'isoforme CXCL12a, et ce en accord avec l'affinité réduite de CXCL12y pour
CXCR4 comparé a CXCL12a22. En ce qui concerne ACKR3, CXCL12a et CXCL12y se
lient de facon similaire a ce récepteur®”. De maniere intéressante, l'utilisation de mutants de
CXCL12y ayant perdu les motifs BBXB de liaison aux HS, présente une affinité et une
activation augmentée de CXCR4, suggérant le role clé des interactions CXCL12y/HS dans la

fonction biologique de la CK>?°.

Figure 24 Structures de CXCL12a et CXCL12y

Représentation en surface de contacts de (A) CXCL12a
(B) CXCL12y. Les surfaces en rouge représentent les
AA impliqués dans la liaison avec les récepteurs. Les
AA en bleus représentent les sites de liaison aux HS,
incluant les résidus Lys24 et Lys27 communs a
CXCL12a et CXCL12y ainsi que les nombreux résidus
basiques dans le domaine C-terminal, caractéristiques
de CXCL12y. D’apres Connell et al., Sci. Signal. 2016.

Plus récemment, il a été montré que les interactions CXCL12/HS régulent la réponse des
isoformes CXCL12a et CXCLI12y au travers d’une présentation différente au récepteur
CXCR42%%7, Les auteurs ont montré dans des expériences d'association et en utilisant un
récepteur CXCR4 solubilisé que CXCL12y présente une affinité plus élevée que CXCL12a
pour CXCR4 mais une capacité de signalisation et de chimiotaxie réduite. Ceci indique que la
partie C-terminale de CXCL12y interagissant avec l'extrémité N-terminale sulfatée de CXCR4
confere une liaison de haute affinité pour CXCR4 mais non productive en termes d'activité de
signalisation. La présence d'HS interfere avec 1’activation de CXCR4 par CXCL12y mais n’a
aucun effet sur les interactions entre CXCL12a et CXCR4, suggérant que les GAGs contrdlent
de maniere isoforme-spécifique la fonction de la CK (Figure 25). Ceci démontre que la
régulation des CK par les HS va au-dela du simple processus d'immobilisation en modulant

directement la liaison et 'activation du récepteur’.
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/ Figure 25 Présentation de CXCL12a et CXCL12y a
CXCR4 médiée par les HS.

(A) CXCL12a interagit avec les HS par le biais d'un
| groupe de résidus basiques (Lys24/Lys27, point bleu)
& n'interférant pas avec la liaison et l'activation de
| ) CXCR4. Par conséquent, le CXCLI12a libre et le
CXCL12q lié au HS stimulent de maniére similaire la
CXCL12a HS  signalisation du CXCR4. (B) Pour CXCLI2y, en
I'absence des HS, I'extension C-terminale (en bleu) qui
caractérise cette isoforme interagit avec la région N-
terminale de CXCR4, ce qui empéche la formation d'une
association fonctionnelle entre la chimiokine et son
récepteur. Les HS, qui interagissent a la fois avec le
cluster Lys24/Lys27 et l'extrémité C-terminale de la
chimiokine, repositionnent CXCL12y pour promouvoir
une interaction chimiokine-récepteur fonctionnelle et
restaurer le potentiel de signalisation de cette isoforme.

D’apres Connell et al, Sci. Signal. 2016

CXCR4

]
/

CXCL12y

L a0 g

Ceci a été appuyé par des résultats récents ou il a été démontré que les isoformes de CXCL12
présentaient des capacités différentes a promouvoir ’angiogenese et a modifier la perméabilité
vasculaire en fonction de la nature des matrices en GAGs. CXCL12y présente un potentiel pro-
angiogénique supérieur aux isoformes CXCLI12a et CXCLI12f et sur une matrice mixte
collageéne/acide hyaluronique alors que cette capacité s’inverse totalement en présence d’une
matrice de collagene?®®. L'autre propriété unique de CXCL12vy, découle aussi de la particularité
de son extrémité C-terminale qui comprend un signal unique d'export nucléaire, lui permettant
d'étre transporté dans le noyau des cellules au lieu d'étre sécrété dans le milieu extracellulaire.
Cette localisation intranucléaire de CXCL12vy a été observée dans les cardiomyocytes et les
cellules endothéliales cardiaques suggérant une fonction autocrine de CXCL12y dans les
cellules cardiaques?®.

L'ARNm de CXCL12y a été identifié pour la premiere fois dans le cerveau de rats>*®. Au cours
de I'organogenese CXCL12y est exprimé dans la cavité auriculaire. Chez la souris adulte,
CXCL12y est exprimé essentiellement au niveau du coeur puis au niveau des veines et arteres
portes du foie, de I’épithélium intestinal, des alvéoles pulmonaires, du thymus et du
cerveau®’2021  ['expression de CXCL12y est également modulée dans différentes
pathologies®?. Une étude réalisée sur des échantillons de patients souffrant d'arthrite
rhumatoide a montré que CXCL12y s'accumule au niveau de l'endothélium, des cellules

dendritiques, deux interfaces importantes pour le recrutement et 1'activation des lymphocytes

T2, CXCL12y jouerait un role protecteur dans l'auto-immunité du systeéme nerveux central?*.
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En effet, CXCL12y est fortement exprimé apres induction d'une encéphalomyélopathie neuro-
immune chez la souris puis son expression est profondément diminuée a la suite de la neuro-
inflammation I1 a été observé une expression plus forte de CXCL12y dans un modele murin de
résistance a I'encéphalomyélopathie?**. Comme les autres isoformes, CXCL12y est également
capable d'inhiber I’infection par le VIH in vitro avec une meilleure efficacité par rapport aux
autres isoformes*>. CXCL12y est exprimé dans les cancers du sein métastatiques. Il a été
montré que fibroblastes associés aux tumeurs sécrétant CXCL12y favorisent le développement
de métastases et que ceci est associé a une augmentation de la vascularisation et diminution de
I'apoptose dans les tumeurs?*®. Enfin, des travaux antérieurs de notre laboratoire, ont révélé un
role essentiel des interactions CXCL12y/HS dans la croissance et le remodelage vasculaire post-
ischémique dans un modele expérimental d’ischémie critique du membre inférieur chez une
souris exprimant CXCL12 dépourvu de ces sites d’interaction avec les HS (Cxcli2¢%™). Ces
travaux ont également montré que I’isoforme CXCL12y possede une efficacité supérieure a

celle de CXCL12a pour initier le processus de revascularisation post-ischémique?®*.

B. Les récepteurs CXCR4 et ACKR3
(1) CXCR4

Les premiéres mentions de CXCR4 dans la bibliographie datent de 1994, année ou un récepteur
a sept domaines transmembranaires (7-TMR) similaire a CXCR1 et CXCR2, récepteurs de I'IL-
8, a été identifié dans les leucocytes circulants et nommé LESTR (Leukocyte-Derived Seven-
Transmembrane domains Receptor)?*’. Début 1996, un corécepteur d’entrée du VIH (Virus de
I’immunodéficience humaine) a été identifié dans les cellules CD4+ par clonage et nommé
fusin®®. Assez rapidement, il est constaté que LESTR et fusin sont une seule et méme protéine.
En aolit 1996, deux études identifient simultanément et indépendamment CXCL12 comme
ligand pour LESTR capable de bloquer I’entrée du VIH dans les cellules cibles du virus>*3%.
Rapidement LESTR est renommée CXCR4 selon la nomenclature des RCK. Fin 1996,
I’équivalent murin de LESTR est identifié avec plus de 90% d’homologie avec la séquence
humaine et présentant la méme caractéristique de corécepteur d’entrée du VIH?%. Depuis,
d’autres ligands hors CK ont été identifi€s, qu’ils soient en compétition avec CXCL12 comme
I’ubiquitine extracellulaire’!, HBD-3 (Beta-Defensin 3)*2 ou la cytokine MIF-Macrophage
Inhibitory Factor’®. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que HMGBI1 pouvait former des

hétérodimeres avec CXCL12 et interagir avec CXCR4%,
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- Expression de CXCR4

CXCR4 est exprimé dans un grand nombre de tissus, pendant le développement et a 1’age
adulte. En particulier, on retrouve une expression soutenue de CXCR4 dans de nombreuses
cellules hématopoiétiques telles que les neutrophiles, monocytes, lymphocytes B et T ainsi que
leur précurseurs, les cellules progénitrices CD34* de la moelle et du sang*®>. CXCR4 est
également fortement exprimé dans les cellules endothéliales vasculaires’®®, ainsi que les
neurones du systeme nerveux central et périphérique ainsi que dans les astrocytes et cellules
microgliales?07-308

Le rble primordial de I'axe CXCL12/CXCR4 dans le développement embryonnaire,
I’organogénese et I’hématopoiese a €t€ mis en évidence chez des souris invalidées pour Cxcli2
(Cxcll27) et Cxcr4 (Cxcr4”). En effet, ces dernieres présentent une hématopoiese fortement
réduite ainsi que d’importants défauts de développement du systeme digestif et cardiovasculaire
tels qu'une hyperplasie ventriculaire et une communication interventriculaire défectueuse
conduisant a leur déces in utero*®-%. L’analyse de la séquence génomique de Cxcr4 indique la
présence d’un intron interrompant la région codant la partie N-terminale. Une isoforme issue
d’épissage alternatif plus faiblement exprimée et plus longue dans sa partie N-terminale sans
affecter son affinité aux ligands a été identifiée mais ne semble pas exercer de role particulier®®®,
si ce n’est de fournir une redondance en cas de défaut d’expression de la forme principale. Plus
récemment, deux autres isoformes supplémentaires de Cxcr4 ont été identifiées avec des
variations de la longueur de la partie N-terminale, sans fonctionnalité apparente®!°.

- Modifications post-traductionnelles

CXCR4 peut étre soumis a une glycosylation de son site Asnll situé dans le domaine
extracellulaire’!!. Cette glycosylation est importante dans la compétition entre CXCL12 et le
VIH pour I'interaction avec CXCR4. En effet, I’absence de ce site de glycosylation diminue
I’affinité de CXCL12 a CXCR4 tout en augmentant la capacité de CXCR4 a servir de
corécepteur d’entrée pour le VIH?*2313. De plus, CXCR4 possede 3 résidus tyrosines (Tyr7,
Tyr12 et Tyr21) pouvant étre sulfatés par le biais de la tyrosyl-sulfotransferase au niveau de
I’appareil de Golgi. Si la sulfatation de CXCR4 ne modifie pas sont interaction avec le VIH,
celle de la Tyr21 est nécessaire pour conserver 1’affinité a CXCL12, en stabilisant la structure
de la CK lors de l'interaction avec son récepteur®'*315. Enfin CXCR4 subit de nombreuses
phosphorylations dans sa partie C-terminale intracellulaire. Il a été démontré qu’il existait 8
sites de phosphorylation, sensibles a des différentes protéines de signalisation, permettant de

moduler la cinétique et I’amplitude de la réponse cellulaire®'.
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(2) RDC1/CXCR7/ACKR3

- Histoire
Les formes canine et humaine d’un récepteur orphelin a 7 domaines transmembranaires sont
identifiées en 1989°7 et 19913'® et nommées RDC1. La forme murine est identifiée quelques
années plus tard en 19983 et montre une homologie supérieure a 85% avec les formes
humaines et canines. RDC1 présente une homologie de 42% avec CXCR?2. Il perd son statut de
récepteur orphelin lorsqu’on lui découvre CXCL12 comme ligand, jusque-la connu comme le
seul ligand naturel de CXCR4. De plus, RDCI1 présente une affinité 10 fois supérieure a CXCR4
pour CXCLI12a et est capable d’induite la chimiotaxie de lymphocytes en réponse a
CXCL12320321 RDCI est ensuite qualifié de RCK et renommé CXCR7. Une des premieres
fonctions identifiées de CXCR?7 est son activité « scavenger » lui permettant de réguler le
gradient de CXCL12 et ainsi la migration de cellules CXCR4* 322, CXCR7 est également
susceptible de lier d’autres CK comme CXCL11 (ou I-TAC, interferon-inducible T-cell alpha
chemoattractant), MIF*2}, 1’adrénomédulline®?* ainsi que plusieurs peptides dérivés des
opioides’*33%. Plusieurs études ont montré qu'ACKR3 était capable de recruter et d’activer les
voies [-arrestine en réponse a CXCL12, CXCLI11 ou un agoniste synthétique appelé
TC14012182327328  En raison de sa capacité a lier de multiples ligands et a les envoyer vers de
voies de dégradation®*3*% (activité « decoy » ou « scavenger ») et de son incapacité a activer
les voies protéines G-dépendantes*?, CXCR7 est classé parmi les récepteurs atypiques de
chimiokines (Atypical Chemokine receptor, ACKR) et renommé ACKR3!%. Cependant, il est
a noter que l'incapacité d'ACKR3 a coupler les protéines G reste débattue car il a été montré
une signalisation médiée par la protéine G via ACKR3 dans les astrocytes de rongeurs et les
cellules de gliome humain33!232,

- Expression de ACKR3
Pour analyser 1'expression d'’ACKR3, des souris rapportrices génétiquement modifiées dont la
région codante pour ACKR3 a été remplacée soit par la B-galactosidase®* soit par la séquence
de I'EGFP** ou encore une GFP placée sous le contrdle du promoteur d’ ACKR3 (Ackr3-Gfp)3*.
Plusieurs groupes ont aussi recherché la présence de 'ARNm par différentes techniques de
biologie moléculaire. La distribution de I’ARNm codant pour ACKR3 est ubiquitaire, présente
dans de nombreux organes et types cellulaires, mais I’expression de la protéine I’est nettement
moins®'831%, Pour résumer, ACKR3 a été détecté dans les cellules stromales mésenchymateuses,
de nombreuses cellules neuronales (astrocytes, cellules gliales), des cellules du systeme

vasculaire (CML, cellules endothéliales) ainsi que les cellules du systéme immunitaire®*. Son
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expression est également corrélée avec le degré de maturation des lymphocytes B ou celui des
cellules dendritiques®’2*3. L’expression de ACKR3 a également été détectée de fagon tres
transitoire lors du développement embryonnaire ainsi que dans 1’endothélium activé®!. Les
souris invalidées pour Ackr3 (Ackr3”’) ne présentent pas de défauts de développement de la
vascularisation gastrointestinale ou du systéme nerveux central. En revanche, d’importants
défauts de développement du systeme cardiovasculaire sont observés et conduisent a la mort
des animaux, in utero ou peu de temps apreés la naissance sans pour autant qu’il n’y ait de
mortalité particuliere des animaux Ackr3” avant E16.5%333934 [ ’analyse de ces animaux a
montré une hyperplasie cardiaque associée a une hypertrophie des cardiomyocytes, une sténose
des valves aortiques et pulmonaires sans atteinte des valves mitrale et tricuspide ainsi que des
communications interauriculaires et interventriculaires, suggérant un role majeur de ACKR3
dans le développement cardiovasculaire. Des analyses transcriptomiques ont également mis en
évidence une diminution d’expression au niveau des valves semilunaires de certains facteurs
essentiels a la croissance vasculaire, tels que Amd, Chf Vwf ou Col9al. L’essentiel de ces
défauts sont retrouvés chez les souris invalidées pour Ackr3 dans I’endothélium (via un modele
Tie2-CRE). Contrairement a Cxcl12 et Cxcr4, Ackr3 ne semble pas subir d’épissage alternatif

et ne présente pas d’isoforme apres traduction.

- Modifications post-traductionnelles
En ce qui concerne les modifications post-traductionnelles de ACKR3, il a été montré que le
récepteur est constitutivement ubiquitinylé dans sa partie C-terminale ; la liaison a CXCL12
entraine la dé-ubiquitination. L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle
consistant en la fixation de protéines d’ubiquitine sur des résidus lysines accepteurs, et joue
notamment un role dans le transport intracellulaire des protéines. Dans le cas de ACKR3, ce
phénomene d’ubiquitination réversible jouerait un réle majeur dans le trafic intracellulaire et la
capacité d’étre recyclé a la membrane apres internalisation®!342. La partie C-terminale
intracellulaire de ACKR3 comporte 9 résidus sérine ou thréonine susceptibles d’étre
phosphorylés®?. Contrairement a CXCR4, peu de choses sont connues sur 1’état de
phosphorylation de ACKR3 lors de son activation. Il a néanmoins ét¢ démontré que dans les
astrocytes ACKR3 était phosphorylé par GRK2 uniquement, et que la phosphorylation était
nécessaire pour I’activation de ERK et AKT en aval de I’activation de ACKR33#. Plus
récemment, il a ét€ montré que la phosphorylation d’ACKR3 régulait la migration des cellules

neuronales de maniere indépendante des arrestines®*.
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(3) Signalisation associée au trio CXCL12-CXCR4-ACKR3

CXCL12 peut induire une signalisation intracellulaire en se liant a des monomeres et
homodimeres de CXCR4, des monomeres d’ACKR3 ou des hétérodimeres CXCR4-ACKR3
(Figure 25). Plusieurs modes d’actions possibles pour cette signalisation peuvent étre proposés

bien qu’il soit difficile de les distinguer les uns des autres?”! 346 :

A

@ ([ Gy J [ Ga ][ Barestin | [sak/star| [ B-arrestinz | [ -arrestin2 ]\ ST
COTR T =7 ™ ey

MAPK

0 | PLC | Piak/akT || mapk | [ car | | mapk | [ mapk |\ S
I A
| e |

Lysosomal Ca* O
degradation

| Chemotaxis + proliferation |

v

Homing of hematopoietic cells

Hematopoietic development

Angiogenesis

Tumor progression

Figure 26 La signalisation dépendante de CXCL12

CXCL12 peut entrainer une signalisation intracellulaire en se liant a des formes mono- ou dimériques de CXCR4,
des hétérodimeres CXCR4-ACKR3 ou a des monomeres de ACKR3. CXCR4 active une signalisation associée
aux protéines G, régulée négativement par RGS16. ACKR3 fonctionne comme récepteur scavenger de CXCL12
mais peut aussi entrainer une signalisation par la B-arrestine. La formation d’un complexe CXCR4-ACKR3 fait
basculer la signalisation CXCL12-dépendante de la protéine G vers la f—arrestine. L interaction de CXCL12 avec
une forme dimérique de CXCR4 induit la signalisation JAK/STAT. Si CXCR4 est dégradé rapidement apres
internalisation, ACKR3 est en permanence recyclé & la membrane indépendamment de la liaison avec le ligand,
ce qui permet la régulation et la dégradation du CXCL12 extracellulaire. CXCL12 est connu pour induire la
chimiotaxie et la prolifération de certaines cellules, jouant un réle majeur dans certains procédés biologiques tels
que I’angiogenese, le développement hématopoiétique ou la progression des tumeurs. AKT, protein kinase B;
Ca2+, calcium ions; Ga, G protein subunit o; GBy, G protein subunit By; JAK, janus kinase; MAPK, mitogen-
activated protein kinase; PI3K, phosphatidylinositide 3-kinase; PLC, phospholipase C; RGS16, regulator of G
protein signalling 16; STAT, signal transducer and activator of transcription. D’apres Pawig et al., Front.
Immunol., 2015.
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Une signalisation CXCR4-dépendante ; ACKR3 servant de récepteur leurre, permettant la
modulation de 1’activité de CXCR4
L’activation de CXCL12 par CXCR4 conduit a I’activation des voies de signalisation MAPK

et PI3K ainsi qu’a une diminution de la production de I’AMPc3# et & une mobilisation des ions
calcium Ca?* intracellulaires®*. La voie PI3K/PTEN activée par CXCR4 est associée dans la
mobilisation des protéines de remodelage du cytosquelette, permettant ainsi le réarrangement,
la polarisation puis la migration cellulaire en direction du gradient de CK3#°3%°. De maniere plus
générale, la signalisation de CXCR4 dépend de la durée de stimulation avec ses ligands, de
I’efficacité de liaison des protéines associées, ainsi que de la présence d’autre récepteurs avec
lesquels CXCR4 peut s’hétéro-dimériser (tels que CCR2, CCRS5, CXCR4 ou ACKR3) et de
leurs ligands respectifs®!. Il peut aussi y avoir une mobilisation des P-arrestines via I’axe
CXCL12/CXCR4 qui permet a CXCR4 d'étre internalisé puis dégradé. CXCR4 peut former des
dimeres et interagir avec des formes mono ou dimériques de CXCL12, ce qui entraine une
activation de la voie JAK/STAT3 indépendamment des protéines G*>2. ACKR3 peut agir en
tant que scavenger, permettant la régulation du gradient extracellulaire de CXCL12 pour réguler
la biodisponibilité de CXCL12 et la migration de cellules CXCR4+*22 . Dans le cas de cellules
cancéreuses, le controle du gradient de CXCL12 par les cellules ACKR3* permet de
promouvoir la prolifération des cellules CXCR4+%. De méme, ACKR3 permet une régulation
de la concentration de CXCL12 qui forme des dimere en concentration élevée ; la forme
dimérique de CXCL12 inhibant la migration CXCR4-dépendante en contrdlant le gradient®>* ;

Une signalisation propre a ACKR3

Contrairement a CXCR4, ACKR3 n’est pas nécessairement dégradé apres activation. Il cycle
en permanence entre la membrane plasmique et les compartiments intracellulaires sans étre
dégradé, qu’il soit lié ou non a un ligand. C’est ce qui lui a valu sa fonction de « scavenger »*%.
L’internalisation d’ACKR3 est associée au recrutement de la voie P-arrestine qu’elle soit
induite ou non par le ligand!823273553% ] a également été montré que 1’AMD3100, un
antagoniste de CXCR4*>7 avait des propriétés agonistes sur ACKR3 a des doses non
physiologiques supérieures a 10mM, en induisant le recrutement de la -arrestine®®. ACKR3
est capable de lier l'adrénomédulline (Adm), une hormone peptidique critique pour le
développement vasculaire et lymphatique cardiaque®°. Les souris sur-exprimant 1'Adm,
présentent une hypertrophie cardiaque similaire a celle observée chez les animaux Ackr3-. 1l a
d'ailleurs ét¢ montré dans un modele d'invalidation d'Ackr3 et/ou d'Adm, qu'ACKR3 pouvait

moduler la signalisation médiée par 1'Adm au cours du développement, via son activité
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scavenging dans le coeur’?*. Toutefois, l'expression d'ACKR3 dans les vaisseaux lymphatiques
de souris adultes et son activité scavenging ne semble pas jouer un rdle important dans la
lymphangiogenese®°.

Il a ét€ montré que le TC14012, un peptide synthétique, agoniste inverse de CXCR4 et agoniste
d'ACKR3, pouvait recruter la B-arrestine 2327 et activer les voies de signalisation associées aux
MAPK!8235 Par ailleurs, ACKR3 peut interagir avec la Connexin-43 et inhiber les
communications intercellulaires passant par les jonctions communicantes. Cette interaction
nécessite CXCL12 ou CXCL11 mais est indépendante des récepteurs CXCR4 et CXCR3%!,
Récemment, il a été montré que ACKR3 est un régulateur critique de la vasculogenese et de la
spécification artérielle post-natal via la signalisation Notch. Cet effet sur la vasculogenese et la
différentiation endothéliale serait associée a l'activation de l'expression d'ACKR3 sur les
cellules souches mésenchymateuses par le VEGF et le PDGF au travers l'activation des voies
de signalisation PI3K médiées par le récepteur du PDGF?¢!.

Une signalisation basée sur une coopération de CXCR4 et ACKR3, formant des hétérodimeres ;

Les deux récepteurs peuvent former des hétéro-oligomeres CXCR4- ACKR3330339362 Ay sein
de ces hétérodimeres, ACKR3 peut moduler la chimiotaxie des lymphocytes T en agissant d'une
part comme un modulateur allostérique de CXCR4 en modulant la signalisation dépendante des
protéines G en aval de CXCR4, d'autre part via son activité scavenging en régulant le gradient
de CXCL12 3% 1] a également été montré que cet hétérodimere potentialise 1’activation des 3-
arrestines avec une stimulation accrue de la cascade ERK1/2 et une activation de p38, MAPK
et SAPK3%9362,

Une signalisation en parallele CXCR4 et ACKR3, avec certains mécanismes activés via

CXCR4 et d’autres activés via ACKR3

Il est possible d’avoir au sein de cellules exprimant les deux récepteurs une activation
simultanée ou différentielle des deux récepteurs, ayant chacun leur mécanisme d’action
spécifique. Ainsi, la signalisation CXCL12- ACKR3 permet la survie et I’adhésion des CPEs
en culture alors que la signalisation CXCL12-CXCR4 permet leur migration et leur
prolifération®®3. Un effet similaire a été constaté dans des cellules progénitrices rénales*.

Une signalisation redondante par CXCR4 et ACKR3 ayant le méme effet mais passant par

différents mécanismes

Enfin, certains travaux ont montré qu’il pouvait y avoir une activation de CXCR4 et/ou ACKR3
ayant pour finalité les mémes effets biologiques. Ainsi, il peut y avoir une migration cellulaire

[-arrestine-dépendante associée a I’activation de CXCR4 comme ACKR3!82:365366,
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Ainsi, la signalisation CXCL12-CXCR4-ACKR3 est complexe et peut entrainer 1’activation de
nombreux mécanismes cellulaires au sein d’une grande diversité de types cellulaires. Le role

de cet axe a été particulicrement étudié dans le cadre de nombreuses pathologies.

C. L’axe CXCL12-CXCR4/ACKR3 en contexte pathologique

Au-dela de son role dans le développement embryonnaire et le maintien de 1’homéostasie,
CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et ACKR3 sont impliqués dans de nombreuses pathologies.

Cet axe peut présenter un effet bénéfique, délétere ou parfois ambivalent*®’ (Figure 26).

Cancer Homeostasis Systemic diseases

CXCR4 & ACKR3 Systemic lupus WHIM syndrome

Angiogenesis erythematosus

Hematopoiesis * Increased CXCR4 activity

No consensus _*_ Impaired CXCR4 desensitization

* Upregulated by hypoxia Neurogenesis| | -cUKccyte hioming * AMD3100 succesful in clinical trials
*  Tumor growth for treatment
¢ Tumor vascularization )
«  Metastasis Embryogenesis
+ AMD3100 FDA approved for stem Ocular diseases
cell mobilization in patients with Uveitis No consensus regarding expression levels
non-Hodgkin’s lymphoma and
multiple myeloma Diabetic Essential for neovascularization

retinopathy
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Figure 27 Les roles de CXCL12 en contexte pathologique

Synthese des implications de CXCL12, CXCR4 et ACKR3 dans différentes pathologies. La couleur rouge indique
un effet délétere ; le vert indique un effet protecteur dans la maladie. La couleur orange indique une dualité de
I’effet ou une absence de consensus vis-a-vis de la contribution de CXCL12. La structure 3D de CXCL12 présentée
ici est disponible sur PDB avec le numéro 2KEC (Veldkamp et al., Protein Sci., 2009.). D’apres Janssens et al.,
Cytokine Growth Factor Rev., 2018.

(1) Infections virales

A T’origine, CXCR4 a été principalement étudié en tant que co-récepteur d’entrée du VIH dans
les cellules CD4* en raison de sa capacité de liaison avec les gp120°¢8. Avec CCRS5 comme
second co-récepteur d’entrée du VIH?*®, cela a abouti a la classification des souches du VIH en
fonction du tropisme du virus aux récepteurs (R5, X4 et R5/X4)%°. Si les souches R5 sont
fréquentes peu de temps apres I’infection, les souches X4 sont de plus en plus fréquentes a un
stade avancé et sont associées a une progression vers le syndrome d’immunodéficience acquise
(SIDA). Ce changement de tropisme pourrait étre 1ié a une surexpression de CXCR4 provoquée
par I’Tl-4 ou I’'IL-7°"!372 ou bien la dexaméthasone, utilisée comme immunosuppresseur dans un
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grand nombre de pathologies®”. La contribution de CXCL12 dans ce contexte est double : d’une
part il y a compétition directe entre CXCL12 et gp120 pour la liaison avec CXCR4 et d’autre
part la liaison de CXCL12 a CXCR4 entraine I’internalisation de ce dernier et promeut une
diminution de la disponibilit¢é membranaire du récepteur. En particulier, il a ét€ montré que

I’isoforme CXCL12y permet la meilleure inhibition d’infection VIH in vitro®*.

Ce n’est pas la seule infection virale ou CXCL12 et ses récepteurs sont impliqués. Ainsi,
I’herpesvirus humain de type 8 (HHV®8) contient un géne codant pour une protéine similaire a
une CK appelée vMIP-II (viral macrophage inflammatory protein II) puissant antagoniste de
CXCR4%7, Par ailleurs, une augmentation de I'expression de ACKR3 et de CXCL12 dans un
certain nombre de cancers provoqués par des virus tels que HHV-8, le papillomavirus humain
(HPV) ou le virus d’Epstein-Barr (EBV) a été associée a la promotion de la survie, la

prolifération et I'adhésion cellulaire¥’3376.

(2) Syndrome WHIM

Le syndrome WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections, Myelokathexis) est une
maladie génétique héréditaire a transmission autosomique dominante liée a une mutation dans
la séquence de Cxcr4 associée a une troncation de la partie C-terminale du récepteur entrainant
ainsi un gain de fonction de CXCR4 en réponse a CXCL12%7. Ce syndrome est caractérisé par
une susceptibilité sélective et chronique a I’infection par le Papillomavirus (W, “Warts”), une
hypogammaglobulinémie (H), des infections bactériennes a répétition (I) et une neutropénie
associée a une rétention anormale de neutrophiles matures dans la moelle osseuse (M,
“Myelokathexis”). Ce syndrome est hétérogene par ses manifestations cliniques et ses bases
génétiques. En effet, il existe deux formes de ce syndrome : une premicre, présentant une
mutation dans un allele de Cxcr4 qui aboutit a une délétion du domaine C-terminal de la
protéine (Cxcr4*V1°13) associée a la perte des sites de phosphorylation entrainant ainsi une
diminution de la désensibilisation de CXCR4%73-3%; et une seconde, caractérisée par un génotype
sauvage de Cxcr4 (Cxcr4¥v™) 3! Malgré cette hétérogénéité génétique, il a été observé dans les
cellules des patients un gain de fonction de CXCR4 qui se manifeste par une activation accrue
et soutenue du récepteur qui se traduit par un défaut de désensibilisation et d'internalisation de
CXCRA4. Chez les patients porteurs d'une mutation de CXCR4 (Cxcr4*V1°13) ces défauts sont
associés a une augmentation de ’activité de la protéine Gai et de la signalisation 3-arrestine’?.
Un défaut d’expression de la kinase GRK3 pouvant expliquer la perte de phosphorylation et le
défaut de désensibilisation de CXCR4 a été mis en évidence les patients présentant un génotype

sauvage de Cxcr4 (Cxcr4*")3% Les anomalies observées chez les patients ont été retrouvées

71

Vincent Duval



Partie IV : CXCLI12-CXCR4-CXCR7

chez les souris Cxcr4+193 modélisant la pathologie, associées a une altération de la thymopoicse

et du développement des lymphocytes B3%3.

(3) CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans le cancer

En raison de son expression dans de nombreux type de cellules cancéreuses, le role de I’axe
CXCL12-CXCR4/CXCR?7 dans différents cancers a été étudié de pres*?!734. Ainsi, I’activation
de cet axe permet la régulation de la migration, prolifération des cellules mais également
I’angiogenese tumorale et 1’induction de métastases. L’expression de CXCL12 et plus
particulierement de CXCL12y est liée a une augmentation de la dissémination métastatique vers
la moelle et la cavité pleurale dans le cancer du sein?°. L expression de ACKR3 et CXCR4 est
augmentée dans les cancers du foie, du colon, du sein, du pancréas, de la prostate ou des
ovaires ; cette augmentation est bien souvent associée a une forme agressive de cancer et est
corrélée avec la taille de la tumeur, 1’état de dissémination métastatique et le mauvais pronostic
de survie du patient*¢?385-387_ En particulier, I’expression de ACKR3 et/ou CXCR4 entraine une
augmentation de la mobilité des cellules tumorales via une induction d’expression de ’EGFR
et la MMP9%83% L a régulation de ACKR3 par I’IL-8 promeut la prolifération cellulaire et la
croissance des tumeurs via la signalisation EGFR3*.Cette expression contribue aussi
directement a la résistance des cellules, en limitant leur apoptose par I’expression de BCL-2 via

I’activation de ERK en aval de CXCR4 et ACKR33!,

Inversement, 1’inhibition de CXCR4 ou ACKR3 permet de renforcer 1’effet du traitement par
chimiothérapie dans certains cancer, suggérant que CXCR4 et ACKR3 participent a la
résistance aux traitements**>*%3. Enfin, I’expression différentielle ou concomitante de CXCR4
et ACKR3 peut informer sur les sites de progression métastatique de certaines tumeurs
cérébrales. Une expression de CXCR4 favorisera une diffusion de neuroblastome vers le foie
ou les poumons, ACKR3 entrainera une diffusion vers le foie ou les glandes surrénales tandis
qu’une expression concomitante de CXCR4 et ACKR3 entrainera plutot une invasion de la

moelle®*,

Dans le cancer colorectal, CXCL12, CXCR4 et ACKR3 sont impliqués dans 1’angiogenese
tumorale mais ont des effets potentiellement contradictoires. En effet, si le blocage de CXCL12
augmente 1’angiogenese tumorale lors de métastase vers le foie, le blocage de CXCR4 ou
ACKR3 réduit la croissance tumorale, suggérant une contribution des autres ligands de CXCR4

et ACKR3*5.
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Par ailleurs, CXCR4 et ACKR3 agissent directement sur I’environnement de la tumeur (Figure
27).1ls contribuent a la régulation de 1’inflammation en recrutant des lymphocytes T régulateurs
anti-inflammatoires 3*® ou des macrophages aux propriétés pro-angiogéniques *°. CXCR4
améliore la survie des cellules myéloides suppressives entrainant un effet immunomodulateur

notamment en régulant les populations de lymphocytes T cytotoxiques *7.
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Figure 28 L’axe CXCL12/CXCR4-ACKR3 dans le microenvironnement tumoral.

CXCL12 est responsable du recrutement de populations de cellules suppressives au sein de la tumeur. CXCL12
induit des changements de perméabilité vasculaire et améliore la migration intra tumorale. L’expression de
ACKR3 par certaines cellules endothéliales promeut I’angiogenese via la sécrétion de facteurs angiogéniques tels
que le VEGF. CXCR4 et ACKR3 induisent la migration et survie des cellules myéloides suppressives (MDSCs).
CXCRA4 permet le recrutement de lymphocytes B et T régulateurs et ACKR3 est nécessaire a la différentiation des
lymphocytes B. Les cellules dendritiques expriment également CXCR4 et ACKR3, leur permettant de stimuler les
lymphocytes T. D’apres Santagata et al., Front. Oncol., 2021.

L’axe CXCL12-CXCR4/ACKR3 intervient donc a de nombreux niveaux du développement
tumoral, qu’il s’agisse du développement de la tumeur directement, de la modulation de
I’inflammation environnante ou de I’architecture de la vascularisation autour de la tumeur. Le
role de ACKR3 dans le développement tumoral semble clair, bien que les mécanismes d’actions
restent partiellement inconnus au niveau moléculaire. Il en va de méme pour le rdle qu’occupe

ACKR3 au niveau de la domiciliation et de la mobilisation des cellules souches cancéreuses?s.

(4) Maladies inflammatoires

Il a été démontré que les taux de CXCL12 dans le liquide synovial étaient directement liés a la
sévérité de 1’atteinte structurelle chez les patients souffrant d’ostéoarthrite du genou*. De plus,
CXCL12 induit la synthese de collagene de type I et la prolifération des ostéoblastes issus de

patients souffrant d’ostéoarthrite. Il apparait également que 1’expression de CXCL13 est

73

Vincent Duval



Partie IV : CXCLI12-CXCR4-CXCR7

augmentée dans ces cellules, et que celle de CXCR4 est diminuée*®. CXCL12 est également
impliqué dans 1’arthrite rhumatoide ou une augmentation de sécrétion de CXCLI12 et
notamment de I’isoforme CXCL12y par les synoviocytes au niveau de I’endothélium atteint
entraine une angiogenese et une inflammation soutenue notamment en contribuant a
I’accumulation de lymphocytes T CD4*CXCR4* dans le liquide synovial*'=%. En particulier,
CXCL12 participe a I'inflammation pulmonaire dans le cadre d’hyperréactivité des voies
respiratoires telles que 1’asthme ou les allergies affectant les voies respiratoires. L’expression
pulmonaire de CXCL12 est augmentée dans des modeles d’atteinte pulmonaire (pneumopathie
induite par LPS ou par instillation d’ovalbumine) et est associée au recrutement de neutrophiles

et éosinophiles au niveau des 1€sions**4405,

Les maladies inflammatoires chroniques de !’intestin, essentiellement représentées par la
maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique (RCH) sont liées a un déséquilibre de
recrutement des cellules immunitaires**®. Dans ce contexte, il a été rapporté une augmentation
de I’expression de CXCL12f au niveau de 1’épithélium endommagé sans changement
d’expression des autres isoformes, une augmentation d’expression de CXCR4 dans 1’épithélium
et au niveau des lymphocytes T infiltrant le tissus et enfin une augmentation de ACKR3 dans

les lymphocytes T circulants uniquement*74%8,

(5) Pathologies fibrotiques

Dans un modele de fibrose pulmonaire induite par administration de bléomycine, CXCL12 et
CXCR4 apparaissent nécessaires au recrutement de fibrocytes CD45*CXCR4+Coll* 4. De
plus, CXCL12 promeut la prolifération et la migration de fibroblastes pulmonaires primaires
humains en culture*', et I’inhibition de CXCR4 par I’AMD3100 atténue les effets déléteres
associés. Enfin, les patients souffrant de fibrose pulmonaire idiopathique présentent une
infiltration augmentée de cellules CXCR4* mais il s’agit de cellules épithéliales et non de
cellules immunitaires*''. Cela suggere une contribution de CXCL12 et CXCR4 via les
fibroblastes et fibrocytes plutdt qu’une contribution inflammatoire dans ce contexte. De plus,
ACKR3 aurait un effet plutot protecteur dans ce contexte, en limitant la transition des cellules
endothéliales en cellules mésenchymateuses induite par le TGFf3 et limitant ainsi le dépot de
collagene dans le tissu*'2. ACKR3 est également exprimé a la surface des cellules endothéliales
pulmonaires dans des conditions d’homéostasie et son expression diminue en condition
pathologique. L’administration d’un agoniste de ACKR3, le TC14012, limite la fibrose

pulmonaire et augmente la réparation*!3.
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CXCL12 est également impliqué dans la fibrose hépatique. Les cellules étoilées du foie sont
des cellules périvasculaires et précurseurs des myofibroblastes. Elles contribuent au
développement de la fibrose hépatique et sont partiellement responsables de I’infiltration et
I’activation de macrophages ainsi que de 1’angiogenese pathologique a travers leur sécrétion de
CXCL12*4, Elles peuvent également se contracter en réponse a une sécrétion de CXCL12,
contribuant ainsi au développement de la fibrose hépatique et de I’hypertension portale
associée*!®. Par ailleurs, des travaux de Rafii et coll. indiquent une expression différentielle de
ACKR3 et CXCR4. En effet, l'expression augmentée d'ACKR3 est inversement proportionnelle
a celle de CXCR4 dans les cellules endothéliales sinusoidales du foie (LSECs) apres injection
de CCL, ou ligature de la voie biliaire, deux modeles d’atteintes hépatiques séveres*!®. Il existe
une coopération entre CXCR4 et ACKR3 dans les LSECs. Apres une 1ésion hépatique aigué,
l'activation de la voie ACKR3-Id1 dans les LSEC stimule la production de facteurs angiocrines.
En revanche, les blessures chroniques provoquent la suractivation de FGFR1 dans les LSEC
qui perturbe la voie CXCR7-Id1 et favorise une réponse angiocrine pro-fibrotique induite par

CXCR4, provoquant ainsi la fibrose du foie*!®.

CXCL12 est fortement exprimé par les fibroblastes, en particulier les fibroblastes dermiques.
Ainsi, dans un contexte de brilure cutanée, I’expression de CXCL12 est fortement augmentée
dans les fibroblastes, ce qui conduit au recrutement dans le tissu 1ésé de progéniteurs
CD14*CXCR4* qui vont se différencier en fibrocytes et myofibroblastes, contribuant a la
formation et au développement d’une cicatrice hypertrophique*'’. Les mémes observations ont
été faites dans des lésions cutanées induites par les radiations, ou un blocage de CXCR4 par
I’AMD?3100 présente des effets bénéfiques et limite la fibrose*'®. Une étude récente comparant
des fibroblastes primaires humains issus de cicatrice hypertrophique (HTS) et de sténose
laryngotrachéale (LTS) montre qu’ ACKR3 est plus exprimé dans les fibroblastes LTS, et que
ces derniers proliferent et migrent plus rapidement que les fibroblastes HTS*". Enfin,
I’expression de ACKR3 est positivement corrélée avec la présence et la sévérité des 1ésions

cutanées associées aux carcinome spinocellulaire et au sarcome de Kaposi*042!,

(6) Pathologies d’origine ischémiques
L’expression de CXCL12 est augmentée en conditions hypoxiques, qu’il s’agisse d’une
ischémie tumorale liée au développement de la tumeur ou d’une ischémique pathologique liée
a une obstruction vasculaire. Sur le plan mécanistique, I’expression de CXCL12 est régulée par
le facteur de transcription HIF-1 et est liée a la sévérité de I’ischémie*??. Ainsi, la contribution

de CXCL12 a été étudiée dans le cadre de I’atteinte ischémique de différents tissus et organes.
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- L’accident vasculaire cérébral
L’ischémie cérébrale ou AVC entraine le recrutement d’un grand nombre de types cellulaires
sur le site de I’ischémie. CXCL12 est exprimé par la majorité des cellules du systéme nerveux
central et son expression est augmentée a la suite d’'un AVC en périphérie de la zone atteinte.
CXCL12 permet notamment le recrutement au sein de la zone ischémique de cellules
progénitrices de la moelle via CXCR4, contribuant ainsi a I’inflammation et a I’angiogenese*>*-

425 En particulier, I’expression des isoformes CXCL12a et CXCL12[ permet le recrutement de

populations différentes, CXCL12a interagissant plutét avec les neurones et CXCL12[3
permettant le recrutement leucocytaire*?*. La surexpression de CXCL12 par thérapie génique
présente des effets protecteurs et améliore la réparation*”’. Suite a ’ischémie, ACKR3 est
également plus exprimé en bordure de la zone atteinte chez I’Homme comme la souris mais
CXCL12 module la migration via CXCR4 et controle des fonctions neuronales et vasculaires
via ACKR3%#49  Les différentes expressions spatiales peuvent aussi s’expliquer I'impact
qu’exerce ACKR3 sur la régulation du gradient de CXCL12 pour permettre le recrutement

adéquat des progéniteurs CXCR4* au bon endroit.

- Ischémie des membres inférieurs
En raison de son implication dans le maintien et la mobilisation des cellules progénitrices
endothéliales, CXCL12 a également été étudié dans des modeles ischémie du membre inférieur,
modele entre autres utilisé pour étudier 1’angiogenese et la revascularisation. Chez des patients
souffrant d’ischémie du membre inférieur, il a été montré que 1’ischémie aigué est associée a
une augmentation de I’expression de CXCL12, VEGF et CXCR4 alors qu’une ischémie
chronique est associée a leur diminution**. L’augmentation d’expression de CXCL12 par
1’utilisation d’un plasmide ou I’injection de fibroblastes surexprimant CXCL12 au niveau de la
patte ischémique apres ligature de I’artere fémorale chez la souris induit une amélioration de la
néovascularisation associée au recrutement accru de cellules progénitrices endothéliales (CPEs)
ainsi que la production de NO. Ces effets sont médiés par les voies VEGF et eNOS#!432,
L’utilisation de CPEs prétraitées avec CXCL12 potentialise d’autant plus leur capacités a

promouvoir 1’angiogenese**.

Le blocage de CXCR4 par ’AMD3100 permet une revascularisation plus rapide du membre
ischémique en facilitant la mobilisation des CPEs de la moelle osseuse***. Les CPEs de souris
diabétiques présentent une expression de ACKR3 diminuée et une capacité de formation de
tubes vasculaires réduite. Cette perte de fonction est récupérée par la surexpression de ACKR3

dans ces mémes cellules. Ainsi, ’expression de ACKR3 et la signalisation ACKR3/CXCL12
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permet aux CPEs de mieux résister au stress oxydatif et d'améliorer leur potentiel angiogénique
dans le contexte de 1’ischémie du membre inférieur liée au diabete*?>. De méme, 1’absence
d’ACKR3 au niveau des cellules endothéliales diminue la revascularisation post-ischémique*®.
Enfin, des travaux antérieurs du laboratoire ont permis de montrer le role essentiel des
interactions CXCL12/HS dans un modele expérimental d'ischémie des membres inférieurs. Il a
été montré dans un modele murin de CXCL12 incapable d'interagir avec les HS, le rOle critique
des interactions CXCL12/HS dans la revascularisation post-ischémique. De plus, cette étude
montre que l'injection de CXCL12y dans le muscle ischémique permet une revascularisation

plus importante que celle induite par CXCL12a2%,
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CXCL12, CXCR4 et ACKR3, fortement impliqués dans un certain nombre de pathologies
ischémiques, sont exprimés au sein d’une grande variété de cellules cardiaques. CXCL12a et
CXCL12y sont exprimés dans les cardiomyocytes, fibroblastes et cellules endothéliales*30437438,
A la suite d'un IM, il y a une augmentation massive de CXCL12a dans le myocarde infarci da
a I'hypoxie. De plus, de nombreuses études d'association de polymorphisme (GWAS) et de
risque d'IM chez I'Homme soulignent le réle important de I'axe CXCL120/CXCR4 dans I'TM**.
Les souris dont les genes Cxcll12, Cxcr4 et Ackr3 ont été invalidés (Cxcll2”, Cxcr4”- et Ackr3
") présentent toutes un phénotype 1étal avec des défauts majeurs du développement du systeme
cardio-vasculaire?*’2%339_ Ainsi, tous ces éléments témoignent de rdle important de cette CK et

de ses récepteurs dans 1'IM.

A. Mobilisation et recrutement des cellules inflammatoires et progénitrices

Il est connu que le recrutement des cellules de la moelle osseuse participe a la réparation du
tissu cardiaque a la suite d’un IM*°. CXCL12 est nécessaire et permet la chimioattraction et
mobilisation des cellules progénitrices CD34* chez ’'Homme**! et les interactions CXCL12-
CXCR4 sont cruciales dans le maintien des cellules progénitrices CXCR4* dans la moelle

osseuse et leur libération vers la circulation!s®,

Il est avéré que I’expression de CXCL12 augmente apres I’IM, avec une augmentation du taux
plasmatique circulant chez des patients avec un IM*' comme chez la souris, mais également
une augmentation de 1’expression au niveau du tissu cardiaque**?. L’expression augmentée de
CXCL12 dans le myocarde infarci induit donc le recrutement, la survie et la prolifération de

cellules souches contribuant ainsi a la réparation cardiaque**.

L’injection de CXCL12a présente des effets bénéfiques : amélioration de la fonction cardiaque,
réduction de la taille d’IM, promotion de 1’angiogenese. L’ effet de CXCL12a passe autant par
le recrutement de nouveaux progéniteurs que par la protection du tissu***. En culture, la
stimulation par CXCL12a de cellules endothéliales ou cardiomyocytes entraine une activation
de la voie AKT et une sécrétion de VEGF, mais il n’y a pas d’effet sur les fibroblastes*".
Inversement, le blocage de CXCLI12 inhibe 1’angiogencse et le processus de réparation
tissulaire**. De méme, CXCL12 qui est positivement régulé par 1’apoptose dans les plaques

d’athérosclérose, se lie au plaquettes et permet également le recrutement de cellules
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progénitrices des CMLs CXCR4*, ayant également un role protecteur en limitant le

développement des 1ésions**.

B. Effet direct sur les cardiomyocytes
S’il présente un effet protecteur a faible et moyenne dose, CXCL12a induit 1’apoptose des
cardiomyocytes selon un mécanisme médié par TNF-a et indépendant du stress oxydatif
lorsqu’il est exprimé a tres forte dose**’. Cela pourrait faire le lien avec 1’apoptose constatée
dans I’hypoxie, contexte ou CXCL12 est fortement augmenté. Il a également été montré que
seule la forme monomérique présentait un caractere de cardioprotection, expliquant

probablement les résultat obtenus décrits plus haut*.

Par ailleurs, I’invalidation de CXCL12 dans les cardiomyocytes n’impacte pas la fonction
cardiaque basale, mais présente un effet protecteur en limitant la dilatation ventriculaire apres
I’IM*8, L’effet inverse est observé dans un modele de rat transgénique présentant une
surexpression de CXCL12 dans les cardiomyocytes. La surexpression de CXCL12 dans les
cardiomyocytes correle avec l'intensité de la fibrose interstitielle et du recrutement des
lymphocytes T auxiliaires CD4* Th1, connus pour contribuer a I’aggravation de I’inflammation
et a I’augmentation de la fibrose via I’inhibition des métalloprotéinases***4%. Ainsi, I’expression
de CXCL12 par les cardiomyocytes pourrait contribuer a la régulation de la migration de ces

lymphocytes dans le myocarde ischémique.

CXCR4 et ACKR3 jouent également un rdle dans le recrutement ou la différenciation des
progéniteurs cardiaques (CSCs, cardiac stem cells) et des hiPSC-CM (cardiomyocytes humains
dérivés de cellules souches pluripotentes induites). Les CSCs expriment CXCR4 et ACKR3 et
leur expression et coopération est nécessaire a la régulation de la migration des cellules. La
stimulation par CXCL12 induit I’activation de CXCR4 et ACKR3 en activant respectivement
les voies Mek/Erk et PI3K/Akt, avec des interactions entre les deux voies de signalisation. En
particulier une induction de Raf-1 par phospho-AKT, entraine un blocage de la voie ERK
associée a CXCR4 et donc une inhibition de la migration*!. Par ailleurs, CXCR4 et ACKR3
sont exprimés au cours de la différenciation des hiPSC en cardiomyocytes. L’extinction de
Cxcr4 abolit I’expression membranaire d’ACKR3 suggérant une contribution de CXCR4 dans
le trafficking membranaire de ACKR3. Tandis que I’extinction de Cxcr4 retarde le début de la
contraction spontanée des cellules, celle d’Ackr3 augmente la force de contraction. L’extinction

de ’un ou I’autre entraine des retards de différenciation ainsi que des altérations de transport
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du calcium et de réponse béta-adrénergique. Cela suggere deux rdles différents mais nécessaire

de CXCR4 et ACKR3 au cours de la cardiogenese*.

C. La dualité de la contribution de CXCR4

A ce jour, les études analysant le role de I'axe CXCL12/CXCR4 dans 1'IM ont fait état d'un rdle
cardioprotecteur mais aussi délétere de CXCR4 sur la fonction et le remodelage cardiaque post-
ischémique*’. L’expression de CXCR4 dans les cardiomyocytes ne contribue ni au remodelage
ni au recrutement des CSMs, mais 1’expression ventriculaire de CXCL12 semblerait corrélée a
I’expression de CXCR4 dans les cardiomyocytes*?. Dans un modele d’expression diminuée de
CXCR4, les souris hétérozygotes Cxcr4*-, la structure cardiaque est préservée avec une
limitation de la nécrose et de la désorganisation structurelle des cardiomyocytes. Néanmoins,
ces animaux Cxcr4*" présentent des défauts de vascularisation a 1’état basal et apres 1’IM*4.
Ces animaux présentent une inflammation plus réduite, avec un enrichissement des cellules
GR-1" (anti-inflammatoires, réparateur et associé a la sécrétion de collagéne) par rapport au
GR-1" (pro-inflammatoires et déléteres) ainsi qu'une accumulation de lipides et plus
particulierement de phosphatidylsérine pour lesquels il a été démontré un effet protecteur sur
les cardiomyocytes*>. Cela suggere un role double de CXCR4, avec une contribution nécessaire
au bon développement vasculaire mais également un effet dans le recrutement de cellules

immunitaires pro-inflammatoires.

Le blocage de CXCR4 par ’AMD3100 présente aussi un effet ambivalent. En effet, une
administration aigue d’AMD3100 présente des effets bénéfiques mais une infusion continue est
délétere, avec une hypertrophie ventriculaire exacerbée et une forte diminution du recrutement
des progéniteurs endothéliaux*°. Dans le cas d’un blocage aigu de CXCR4, on constate une
préservation de la fonction cardiaque, une limitation de 1’apoptose et de la fibrose. L’AMD3100
permet également d’améliorer la mobilisation et le recrutement de cellules CXCR4+* et de CPEs
depuis la moelle osseuse apres IM mais n’est pas suffisant pour induire leur mobilisation a I’état
basal, suggérant 1’intervention d’autres facteurs*’. Une étude plus détaillée indique que
I’inhibition de CXCR4 induit une expression de eNOS dans la moelle osseuse. Cette expression
est nécessaire au recrutement dans le coeur de cellules progénitrices endothéliales exprimant
eNOS mais ne module pas le recrutement des cellules CXCR4*. Si I’expression de eNOS par
ces CPEs n’influe pas sur leur recrutement dans le tissu cardiaque, elle est nécessaire pour la
réparation cardiaque**. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que le blocage de CXCR4 par un autre

antagoniste de CXCR4, POL5551, améliore la fonction cardiaque en stimulant I'angiogenése et
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réduisant la taille de 1'IM via la mobilisation et l'activation des lymphocytes T régulateurs
d’origine splénique** Enfin, une surexpression totale de CXCR4 par 1’utilisation d’adénovirus
est délétere et associée a une apoptose accrue, une hypertrophie ventriculaire et une

inflammation plus importante. Ces effets sont abolis par I’AMD31004%.

D. Contributions d’ACKR3

Au niveau du coeur, ACKR3 est le récepteur a 7 domaines transmembranaires le plus exprimé,
avec une expression dans les cardiomyocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les

CMLs ainsi que certaines cellules inflammatoires*!.

L’ablation constitutive de ACKR3 dans 1'endothélium (modele Tie2-CRE-Ackr3) est délétere
avec une mortalité périnatale importante et des défauts de développement du systeme
cardiovasculaire similaires a ceux observés dans les modeles Ackr3-/- totaux*. Dans un autre
modele d'invalidation d'ACKR3 inductible dans 1'endothélium (modele Cxcr7f Cdh5-Cre), on
observe apres IM une surmortalité, une fonction cardiaque dégradée associée a une taille d'IM
augmentée et une angiogenese réduite. Inversement, la surexpression d'’ACKR3 via un
adénovirus offre une protection cardiaque en préservant la fonction cardiaque et en réduisant la
taille d’IM. L’activation de ACKR3 par l'agoniste TC14012 in vivo réduit elle aussi la taille
d'IM suggérant un role de l'activation d' ACKR3 dans ces processus**. Ces effets observés in
vivo sont compatibles avec ceux observés in vitro concernant l'activation d'ACKR3 et ses
conséquences fonctionnelles sur I'angiogenese. En effet, I'activation d'ACKR3 par CXCL12 ou
le TC14012 promeut la prolifération et ’angiogenese de cellules endothéliales murines via
I’activation des voies ERK et PI3K/Akt*¢. Ces résultats sur le role pivot d'ACKR3 dans
I'angiogenese sont également confortés par des résultats montrant que CXCL12 et le TC14012
stimulent 1'angiogenese de maniere ACKR3-dépendante in vitro et in vivo via I’activation des
PI3K/Akt et inhibent l'apoptose des cellules endothéliales*%2463. De plus, il a été montré que
l'activation d'ACKR3 in vivo via l'injection du TC14012 apres I'IM, préserve la fonction

cardiaque, en stimulant 1'angiogenése et en limitant la taille d’IM?3,
q g1og

Dans un modele expérimental d’IM chez des souris invalidées pour CxclI2 dans les CMLs
(SM22CRE-Cxcl12™"¥fex) - on observe des retards de croissance ainsi que des défauts de
développement du systeme cardiovasculaire similaires a ceux décrits dans les modeles Cxcli2-
464 Les animaux développent une altération de la fonction cardiaque associée a une
hypertrophie cardiaque progressive avec une fibrose cardiaque interstitielle et périvasculaire

augmentée. Une altération de la structure des arteres, avec des arteres dilatées aux parois plus
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fines, est aussi observée. L’analyse transcriptomique a révélé I’activation de mécanismes
associés a 1’hypertrophie cardiaque comme la syntheése de collagene et la réorganisation de la
matrice extracellulaire. Contrairement a CXCR4, il a été observé une diminution de l'expression
d'ACKR3 dans les cellules endothéliales des arteres coronaires ainsi qu'une diminution des
voies de signalisation AKT et ERK1/2 dans ce modele. De maniere intéressante, il a été montré
que l'activation d'ACKR3 dans ce modele SM22CRE-Cxcl2/¥fex atténuait les effets déléteres
observés et restaurait une activation des voies ERK, suggérant que l'activation d’ACKR3
permet d'atténuer la progression de l'hypertrophie cardiaque via l'activation des voies de

signalisation ERK*64.

Il a été démontré que ACKR3 est exprimé par les macrophages de type M1 mais pas M2 sans
modulation d’expression de CXCR3 ou CXCR4 au cours de leur différenciation a la fois dans
des modeles de différentiation in vitro ou in situ*%34%. Dans ces macrophages, la chimiotaxie et
production d’IL-1f et II-6 est ACKR3-dépendante. Il y a une activation des voies ACKR3-
dépendantes (ERK) mais pas CXCR4-dépendantes (pas de MAPK ou JNK). In vivo, I’ inhibition
d’ACKR3 par I'utilisation d’un adénovirus codant pour un shARN dirigé contre ACKR3
préserve la fonction cardiaque. Cet effet bénéfique est associé a une diminution de la taille d’IM
et du recrutement de macrophages de type M1 dans le coeur avec une réduction d’expression de

I'IL-1B et de I'TL-6%5.

D’autre part, la délétion spécifique de ACKR3 dans les cardiomyocytes entraine une dilatation
excessive du cceur et une dysfonction systolique majeure apres IM. En revanche, il semblerait
que la délétion de ACKR3 dans les fibroblastes (modele Colla2-CreERT2 x Cxcr7flox/flox)
n’entraine pas d’effet majeur sur la fonction cardiaque apres IM sans que 1’on n’ait de données

précises sur les éléments histologiques associés*®!.

Certaines études peuvent parfois indiquer des résultats différents, voire contradictoires. Cela
peut en partie s’expliquer par la multitude de réponse des différents types cellulaires a CXCL12,

I’existence de plusieurs isoformes et 1I’importance des facteurs dose et temps.

E. Le potentiel thérapeutique de I’axe CXCL12-CXCR4/ACKR3 dans
P’infarctus du myocarde

En raison du role central de CXCL12 et ses récepteurs dans le développement cardiaque et le
remodelage post-IM, de nombreuses études ont été réalisées pour déterminer son potentiel

thérapeutique dans I’IM.
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(1) Approches expérimentales

Tous les travaux visant a augmenter I’expression de CXCL12a par un apport exogene ou en
stimulant la sécrétion endogene de CXCL12a, qu’il s’agisse de protéine recombinante, de
vecteur viral, de plasmide ou de stratégies cellulaires basées sur la modulation de la sécrétion
de CXCL12 par certaines cellules, indiquent un effet bénéfique avec une fonction cardiaque
préservée, une angiogenese accrue et une limitation de 1’apoptose et de la fibrose. Inversement,

une neutralisation de CXCL12a via un anticorps neutralisant présente les effets inverses*®.

Ainsi, une administration systémique, intra-cardiaque ou continue via un hydrogel, avant ou
apres IM, limite 1’étendue de la cicatrice, protege les cardiomyocytes de 1’apoptose, augmente
I’angiogenese, préserve la fonction cardiaque, et atténue I’hypertrophie et la dilatation
cardiaque dans des modeles expérimentaux d’IM chez la souris, le rat et le mouton*¥7467468_ De
méme, |’administration intra-cardiaque de particules adénovirales pour surexprimer CXCL12a
entraine un recrutement de cellules souches depuis la moelle et préserve la fonction cardiaque
tout en limitant la fibrose*’4%. Une derniere approche est I’injection systémique ou tissulaire
de cellules modifiées pour surexprimer CXCL12o a l'aide de lentivirus, plasmides ou
adénovirus. Ainsi, I’injection systémique de cellules souches mésenchymateuses surexprimant
CXCL12a permet de limiter les dommages cardiaques tout en améliorant la
revascularisation?®’. L’injection en bordure de 1I’'IM de fibroblastes cardiaques ou de myoblastes
squelettiques chacun sur-exprimant CXCL12o améliore la fonction cardiaque et d’améliorer le

remodelage post-IM chez le rat*047!,

D’autres études s’intéressent plus a des modulations d’expression ou d’activité du récepteur
plutdt que du ligand, Les études se sont toutes focalisées sur CXCR4. Ainsi la surexpression de
CXCR4 présente des effets déléteres associés a une inflammation et une apoptose non
contrdlées conduisant a une cicatrice plus importante et une fonction cardiaque fortement
diminuée*®®. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus chez les souris Cxcr4*- qui
présentent une fonction et un remodelage cardiaque post-IM améliorés**. En revanche,
I’inhibition pharmacologique de CXCR4 par I'utilisation de I’antagoniste AMD3100 présente
des effets contradictoires en fonction de la cinétique d’inhibition ponctuelle ou chronique.
Ainsi, une administration chronique ou une diffusion continue d’AMD3100 présente des effets
déléteres avec une fibrose augmentée, une dysfonction cardiaque et une réduction de

recrutement de CPEs. Inversement, une injection unique d’AMD3100 peu de temps apres I'IM
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améliore la survie des animaux ainsi que la fonction cardiaque, limite le développement de la

cicatrice et de la fibrose et améliore le recrutement des CPEs*0472473

(2) Approches thérapeutiques cliniques

Etant donné les effets bénéfiques majoritaires relevés dans les différents protocoles
expérimentaux, la modulation de la voie CXCL12-CXCR4 a été mise en ceuvre dans le cadre

d’essais cliniques.

L’utilisation d’un plasmide codant pour CXCL12 (JVS-100 ou ACRX-100) par voie endo-
myocardique a validé les criteres d’efficacité et d’innocuité en présentant une amélioration de
la qualité de vie et du test de marche en six minutes (6MWT) chez des patients ayant souffert
d’un IM (NCT01082094)**. L’essai randomisé¢ controlé de phase II STOP-HF
(NCTO01643590), incluant des patients souffrant d’insuffisance cardiaque consécutive a un IM
et présentant une fraction d’éjection inférieur a 40%, n’a pas montré d’effet significatif global
en comparant les patients traités avec le JVS-100 et ceux ayant recus le placebo. Cependant,
une amélioration de la fonction cardiaque chez les patients traités, lorsque 1’on ne s’intéresse
qu’au tiers présentant initialement la fraction d’éjection la plus basse (LVEF <26%), souligne

le potentiel thérapeutique de CXCL12 dans I’IM et I’insuffisance cardiaque qui s’en suit*’>.

L’essai SITAGRAMI (Sitagliptin Plus Granulocyte-colony Stimulating Factor in Acute
Myocardial Infarction, NCT00650143) utilisant le G-CSF ainsi qu’un inhibiteur de DPPIV
(Sitagliptin) afin de stimuler le recrutement de cellules souches au sein du cceur comme cela a
été€ montré dans des modeles animaux*’®. Malheureusement, si les résultats de 1’études montrent
une faisabilité et une sécurité satisfaisante*’’, le traitement se révele sans effet a 12 mois*’® et a

plus long terme*”.

L’essai de phase II CATCH-AMI (CXCR4 AnTagonism for Cell mobilization and Healing in
Acute Myocardial Infarction, NCT01905475) a commencé en 2012. L’objectif était d’utiliser
le Balixafortide (POL6326) un antagoniste de CXCR4, déja employé dans des études pour
traiter les formes métastatiques de cancer du sein*, pour stimuler le recrutement de cellules
souches au niveau du cceur pour en améliorer la fonction. Cette étude a été€ arrétée en cours en
raison de 1’absence d’amélioration significative suffisamment importante par rapport aux

standards initialement fixés.
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2.Hypothese et objectifs

L'axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 joue un rdle essentiel dans le développement du systeme
cardiovasculaire et module des processus physiopathologiques majeurs tels que I'inflammation,
l'angiogenese ou la fibrose, en particulier dans un contexte d’ischémie tissulaire**. Chez la
souris, 3 isoformes de CXCL12 (a, P et v) ont été identifiées. En plus de la liaison a ses
récepteurs, CXCL12 interagit avec les HS de la matrice extracellulaire. Ces interactions
CXCL12/HS, contribuent a 'activité biologique de CXCL12 en dictant notamment I'amplitude
et 'efficacité de la réponse a la CK*°?¥7, Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont révélé
un role essentiel des interactions CXCL12/HS dans la croissance et le remodelage vasculaire
post-ischémique dans un modele expérimental d’ischémie critique du membre inférieur chez
une souris exprimant CXCL12 dépourvu de ces sites d’interaction avec les HS (Cxcl]2getmeagim)
De plus, nous avons montré également que I’isoforme CXCL12y, qui présente une affinité
accrue pour les HS, possede une efficacité supérieure a celle de CXCL12a pour initier le
processus de revascularisation post-ischémique?®*. Au cours de I’'IM, I’axe CXCL120/CXCR4
est rapidement activé et ses effets ont été particulierement décrits. Ainsi, I’isoforme CXCL12a.
via CXCR4 régule, en particulier, la survie des cardiomyocytes, I'angiogenese et le recrutement
des cellules inflammatoires. A 1’inverse, le role de I’isoforme CXCL12y reste totalement
méconnu.
Ainsi I'ensemble de ces résultats, nous ont amené a penser que CXCL12y, isoforme le plus affin
pour les HS en raison de sa tres longue extrémité C-terminale comportant 4 motifs de liaisons
aux HS supplémentaires par rapport a l'isoforme o, pourrait jouer un role majeur dans la
fonction et le remodelage cardiaque post-IM.
Mon projet de these s'est articulé autour de 3 axes principaux :

- évaluer l'importance des interactions CXCL12/HS dans la fonction et remodelage

cardiaque post-ischémique.

- déterminer plus spécifiquement le role de CXCL12y

- analyser la contribution des récepteurs CXCR4 et ACKR3 dans les effets médiés par

CXCL12y.
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CXCL12y isoform controls cardiac remodeling and function after acute

myocardial infarction

CXCL12 est la seule CK CXC a subir un épissage alternatif, aboutissant a la formation de 3
isoformes fonctionnelles (., 3,y) chez la souris'>*. CXCL12 participe a de nombreux processus
physiologiques tels que la mobilisation et le recrutement des cellules hématopoiétiques depuis
la moelle osseuse*!!, la chemoattraction, le trafic et la transmigration des leucocytes*8!482,
CXCL12 est également impliquée dans de nombreuses cancers, infection virale, maladies
inflammatoires, ainsi que les maladies cardiovasculaires*®*. CXCL12 exerce ses fonctions par
sa liaison aux récepteurs CXCR4 et ACKR3%%320 et a également la capacité d’interagir avec les
GAG:s et en particulier les HS'>*. Ces derniers sont des régulateurs critiques de 1’activité de
CXCL12. Les isoformes de CXCL12 présentent une capacité distincte a interagir avec les HS
via leur motif canonique BBXB?¥286287 CXCL12y est I'isoforme qui présente 1’affinité la plus
élevée pour les HS, en raison de la présence de 4 domaines BBXB supplémentaires situés dans
sa longue extrémité C-terminale®®2%. Des mutations dans ces domaines affectent les
interactions CXCL12/HS sans modifier la structure 3D de la CK et ses interactions avec le
récepteur?”2°!. La capacité haptotactique de CXCL12 est d’ailleurs déterminée plutot par sa
capacité d’interaction avec les GAGs*4. Il a d’ailleurs été montré que CXCL 12y permettait un
meilleur recrutement in vitro de cellules CXCR4* par rapport a CXCL1202%26. Nous avons
précédemment révélé un rdle essentiel des interactions CXCLI12/HS dans le remodelage
vasculaire post-ischémique dans un modele expérimental d'ischémie critique du membre
inférieur chez une souris exprimant CXCL12 dépourvue de ces sites d’interaction avec les HS
(Cxcll2sasmzasimy De plus, nous avons montré que 1'isoforme CXCL12y présentait une capacité
pro-angiogénique supérieure a 1’isoforme CXCLI120?%. Plus récemment, dans un modele
sévere de 1ésion du muscle squelettique, 1’absence de liaison CXCL12/HS est associée a une
persistance de dommages, une augmentation de la fibrose et a I’infiltration de lipides, suggérant

un rdle majeur de ces interactions dans la réparation tissulaire?>.

Des études sur des modeles expérimentaux d'IM ont montré I’implication de 1’axe
CXCL120/CXCR4/ACKR3 dans la réponse a I'IM*°. Ces études ont révélé un role
cardioprotecteur mais aussi délétere de CXCL12 dans le remodelage cardiaque post-ischémique
et se sont concentrées uniquement sur les effets de 1’isoforme CXCL12a. Le rdle des

interactions CXCL12/HS et de I'isoforme CXCL12y dans la réponse a I’'IM était inconnu. Nous
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avons donc émis I’hypothese que les interactions CXCL12/HS et CXCL12vy pourraient jouer

un role essentiel dans le remodelage cardiaque post-ischémique.

e Les ARNm de Cxcli2 et d'Ackr3 sont abondamment exprimés dans le ceeur de la souris
et augmentés de maniere transitoire et précoce apres IM.
Dans un premier temps, nous avons analysé€ les niveaux d'expression des isoformes de Cxcl12
et de ses récepteurs Cxcr4 et Ackr3 dans le cceur avant et apres induction d’un IM par ligature
permanente de l'artere descendante antérieure gauche. Nous avons observé que les ARNm de
Cxcll2yet Ackr3 étaient abondamment exprimés dans le cceur sain de la souris. L'IM induit une
augmentation transitoire et différentielle des niveaux d'ARNm des isoformes de Cxcli2 et des
récepteurs dans le cceur. L'expression concomitante de Cxcll2y et d'Ackr3 des le premier jour

apres I'IM suggere un role majeur de 'axe CXCL12y/ACKR3 dans le myocarde infarci.

e Les interactions CXCL12y/HS jouent un role déterminant dans la régulation de la
fonction cardiaque et la revascularisation post-ischémique apres IM.
Dans un deuxieme temps, nous avons montré chez les souris Cxcl]2se™sasim que la perturbation
des interactions CXCL12/HS engendrait une réduction significative de la fonction cardiaque
associée a une augmentation de la taille de l'infarctus, une réduction significative de la fibrose
et de la vascularisation post-ischémique. Dans un deuxieéme temps, afin d'analyser la fonction
spécifique de CXCL12y dans I’IM, nous avons généré un modele de souris dans lequel le gene
Cxcll2y est dépourvu de ses domaines de liaison aux HS dans sa partie C-terminale
(Cxcll2y 44, Nous avons observé un phénotype identique a celui des souris Cxcl]2sesm/sasm,
A P’inverse, dans un modele « gain de fonction » basé sur I’administration sous guidage écho-
cardiographique d’un adénovirus codant pour CXCL12y, nous avons montré que 1’expression
de CXCL12vy dans le coeur infarci de souris sauvages améliore la fonction cardiaque et promeut
I’angiogenese, et ce de maniere HS-dépendant. Enfin, nous avons montré que 1’expression
exogene de CXCL12y dans les souris Cxcll2ssm/sasm et Cxcll2y 44 corrigeait le phénotype
cardiaque délétere observé chez ces souris, démontrant ainsi le rdle critique des interactions

CXCL12y/HS dans la fonction et le remodelage cardiaque post-IM.
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e L'action de CXCL12y dans la revascularisation est indépendante de la réponse
immunitaire.
L’expression augmentée, simultanée et précoce de CXCL12y et ACKR3 apres induction de
I’IM, suggérait un role important de cet axe dans la réponse a I’IM. Nous avons ensuite montré
que l’activation d’ACKR3 in vivo, contrairement a celle de CXCR4, réduisait de maniere
significative les lésions cardiaques post-ischémiques via une augmentation de la vascularisation
post-ischémique, en miroir des phénotype observés chez nos souris mutantes renfor¢ant ainsi
notre hypothese sur le role de ’axe CXCL12y/ ACKR3 dans la réponse a I’'IM. Il a été montré
que CXCL12 pouvait favoriser la revascularisation post-ischémique via son effet sur la
mobilisation et le recrutement de cellules progénitrices et inflammatoires dans le myocarde
infarci?®*#74% [ .’analyse du profil inflammatoire dans le myocarde infarci des souris
Cxcll2sesmisasim et Cxcll2y 4, nous a permis d’exclure un rdle des cellules inflammatoires et

nous a amené a étudier la contribution des cellules cardiaques résidentes dans les effets médiés

par CXCL12y.

e L'activation par CXCL12y des fibroblastes cardiaques exprimant ACKR3 induit des

effets pro-angiogéniques.

L’analyse des données de SingleCell-RNAseq de la fraction non-cardiomyocytaire de cceurs
ischémiques murins nous a permis d’identifier une sous-population de fibroblastes exprimant
Ackr3 et présentant une signature « angiogénique ». Les fibroblastes cardiaques présentent une
grande plasticité phénotypique au cours des phases consécutives a I’IM et dirigent la réponse
réparatrice notamment en adoptant un phénotype « angiogénique »*3. Nous avons émis
I’hypothese que CXCL12y pouvait promouvoir la revascularisation post-ischémique au travers
I’activation d’ACKR3 dans les fibroblastes cardiaques. L’analyse des milieux conditionnés de
fibroblastes cardiaques primaires stimulés avec CXCL12a ou CXCL12y nous a permis de
montrer que seule la stimulation avec CXCL12y promeut I’angiogenese in vitro. De maniere
intéressante, I’inhibition d”’ACKR3 mais pas celle de CXCR4 abolit les effets induits par le
sécrétome des fibroblastes stimulés par CXCL12y montrant le role de I’axe CXCL12y/ACKR3
dans les effets pro-angiogéniques médiés par ces fibroblastes. Enfin, 1’analyse détaillée du
sécrétome indique que la stimulation par CXCL 12y module I’expression de plusieurs facteurs

pro-angiogéniques.
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Abstract

The chemokine CXCL12 plays a prominent role in the regulation of cardiac function and
remodeling following myocardial infarction. Heparan sulfate (HS) proteoglycans are
instrumental components of chemokine-related activities. However, the impact of CXCL12/HS
interactions on the healing response within the ischemic myocardium remains unexplored.
Here, we show that CXCL12/HS interactions control CXCL12-dependent effect on post-
ischemic cardiac function and remodelling. The disruption of these interactions leads to
reduction of vascularization and deterioration of cardiac function. The CXCL12y isoform
harbors an unchallenged affinity for HS due to the presence of four additional HS-binding
motifs in the carboxy-terminal domain. Of note, mutant mice, in which the Cxc/12y gene lacks
the supplementary HS binding domains, also show cardiac dysfunction and reduced angiogenic
process. Administration of adenovirus expressing CXCL12y restores the defective cardiac
phenotype. Finally, we reveal that CXCL12y directs the pro-angiogenic potential of ACKR3
receptor expressing cardiac fibroblasts. Hence, CXCL12y/HS interactions are instrumental in

the control of post-ischemic cardiac angiogenesis and function.
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Introduction

CXCL12, also known as SDF-1 (Stromal cell Derived Factor-1), is a chemotactic cytokine,
belonging to the CXC subgroup of chemokines. CXCL12 is the only CXC chemokine with
differential mRNA splicing and six distinct splice variants have been identified in humans
(CXCL12a to ¢) and three (CXCL12a to y) in mice ' 2. In addition, CXCL12 is highly
conserved with around 90% homology between mice and human at both mRNA and protein
levels 2. Although several isoforms of CXCL12 have been described, most studies focus solely
on the effect of CXCL12a isoform. CXCL12 plays a major role in numerous physiological
processes such as the homing and egress of hematopoietic cells towards and from the bone
marrow 3, the chemoattraction, trafficking and transmigration of leukocytes * 5, and
organogenesis *’. The functions of CXCL12 extend beyond homeostasis, as it is also implicated
in tumorigenesis and metastatic spreading in various types of cancer ®. CXCL12 is entailed in
systemic inflammatory diseases such as multiple sclerosis °, rheumatoid arthritis where it has
pro-inflammatory and pro-angiogenic effects ! as well as in airway hyper-reactivity through
attraction of leukocytes and stimulation of fibrosis and angiogenesis '!. CXCL12 is also
instrumental in the regulation of tissue remodelling specifically in a context of ischemic tissue
injury, including hindlimb, brain or heart !5, CXCL12 fulfils its biological functions by
binding to its cognate receptors CXCR4 and CXCR?7 6:17. CXCR4 and CXCR7 are expressed
on many cell types, including hematopoietic cells, inflammatory cells, endothelial cells, and
their expression are up-regulated in a variety of pathologic conditions related to inflammation
or ischemia 3. In contrast to CXCR4, CXCR7 does not activate heterotrimeric G-proteins.
Instead, CXCR?7 has been shown to trigger the B-arrestin pathway '°, can act as a scavenger
receptor for CXCL12 2°:2! and modulate CXCR4-related functions 2. This uncommon signaling
explains why CXCR7 was renamed atypical chemokine receptor (ACKR) 3 %.

Mice lacking Cxcli2 and Cxcr4 show mild to severe hematopoietic defects, defective
neurogenesis and subsequently lethal phenotype 7-2¢. Animal models with Cxcl12, Cxcr4 or
Ackr3 deficiency also exhibit abnormal vascular and cardiac development underlining the value
of the CXCL12/CXCR4/ACKR3 system in cardiogenesis 72528, Of note, CXCR4 and ACKR3
are also essential for the regulation of cardiac remodelling, notably after myocardial infarction
29_31.

Important interaction partners for CXCL12, other than their receptors, are glycosaminoglycans
(GAGs) such as heparin and heparan sulfate (HS). GAGs are critical components of the

haptotactic activity of chemokines because the chemokine—GAG interaction is indispensable in
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the formation of chemokine gradients 32. Very often, the spatial proximity or overlapping of
both receptor-binding and GAG-binding domain confuse the specific contribution of each
domains. Nevertheless, for CXCL12, the clear separation between the receptor-binding domain
and the HS-binding site structure allows the determination of their specific contribution to the
chemokine-related effects®. In this line of reasoning, CXCL12 isoforms display distinct ability
to interact with GAG which promotes biological effects of different magnitude 3* .
Specifically, CXCL12f and CXCLI12y encompass the entire 68 amino acid sequence of
CXCL12aq, including the receptor-binding domain and the core HS-binding BBXB domain,
which is supplemented with an additional 4 and 30 amino acid C-terminal tail encoding 1 and
4 supplementary BBXB motifs, respectively *. Consequently, while CXCL12a and CXCL12f3
display similar affinities for HS or heparin in the same range of magnitude, the synergistic
contribution of the core HS-binding BBXB domain and the 4 additional C-terminal BBXB
domain increases CXCL 12y affinity to HS by around 10-fold 37-3. It was previously reported
that charge neutralization within both the core and C-terminal BBXB domains greatly impeded
HS-binding ability of CXCL12 without changing neither the 3D structure of the protein nor its
receptor-binding affinity *-4°. Hence, the haptotactic ability of CXCL12 is rather determined
by its ability to interact with HS than by downstream receptor-associated signalling #'. On the
same note, we previously reported that CXCLI12 ability to bind GAG was required for
activation of post-ischemic revascularization in experimental model of hindlimb ischemia, and
that the CXCL12y isoform showed higher pro-angiogenic potential when compared to other
CXCL12 isoforms .

However, the role of CXCL12/HS interactions and that of CXCL12y in the regulation of the
healing response after myocardial infarction remains unexplored. In the present study, we
therefore examined the effects of CXCL12/HS interactions and CXCL12vy in the ischemic
myocardium. We show, for the first time, that CXCL12y is a major determinant of HS-
dependent effects of CXCL12 and that CXCL12y/HS interactions regulate cardiac function and
remodelling. We also reveal that CXCL12vy, likely through ACKR3-related activation of
cardiac fibroblasts, fosters angiogenesis, limits adverse ventricular remodelling and improves

cardiac function following MI.
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Results

Cxcll2y and Ackr3 mRNA levels are abundantly expressed in the murine heart and are
up-regulated after acute myocardial infarction.

In order to evaluate the role of Cxcl12 isoforms in cardiac homeostasis, we determined mRNA
levels of Cxcl12 «, fand yand their receptors, Cxcr4 and Ackr3, in the cardiac tissue of sham-
operated animals or mice challenged with permanent ligation of the left anterior descending
artery to induce acute myocardial infarction (AMI). Cxcli2y mRNA was the most abundant
Cxcl12 mRNA isoform in the healthy heart, Cxcl/2y mRNA content being 10- and 100-fold
higher than that of Cxcli2a and Cxcli2p, respectively (Fig. 1a). AMI induced a transient,
differential and time-dependent up-regulation of Cxcl//2 isoforms in the infarcted heart. In
contrast to CxcllI2a and Cxcll2f3 mRNA levels which peaked at day 5 after the onset of
ischemia, Cxcl/12y mRNA levels were up-regulated as early as day 1 after AMI and returned to
basal levels by day 3 (Fig. 1b-d). Using RNA in situ hybridization assay, we confirmed the
upregulation of Cxc/12y and Cxcll2a mRNA levels in the infarcted myocardium at day 1 and
5 after the induction of AMI, respectively (Fig. le).

Regarding Cxcl12 receptors, Ackr3 expression was superior to that of Cxcr4 in murine heart as
Ackr3 mRNA levels were 15-fold higher when compared to Cxcr4 mRNA levels in the cardiac
tissue at steady state (Fig. 1f). After AMI, Cxcr4 mRNA levels were up-regulated by 8.0-, 6.0-
and 6.5-fold at 5, 7 and 10 days, respectively (Fig. 1g). In contrast, Ackr3 mRNA levels were
increased by 2.5-fold at day 1 after AMI (Fig. 1h). Together, these results indicate that CxclI2y
and Ackr3 mRNA levels are pre-eminent in the healthy heart and are up-regulated as early as

day 1 after AMI suggesting a major role for CXCL12y/ACKR3 axis in the injured cardiac tissue.

Suppression of CXCL12/HS interactions impairs cardiac function and remodelling after
acute myocardial infarction.

We first addressed the role of CXCL12/HS interactions in cardiac function and remodelling
after AMI. We used mice carrying Cxcll2 gene mutations that preclude interactions of all the
CXCL12 isoforms with HS (Cxcl12sesmsasim) 15 Baseline cardiac function as well as collagen
content, capillary density, and cardiomyocyte size were similar in Cxcl12s%™s%™mice and their
wild-type (WT) littermates (Supplementary Fig.1 a-d). CXCL12/HS disruption did not impact

mice survival following AMI compared to littermate controls (Fig. 2a). Whereas cardiac
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function was comparable in sham-operated animals, Cxcl]2ss™/sss™ mice showed a significant
reduction in left ventricle ejection fraction after AMI when compared to WT animals (Fig. 2b).
These effects were associated with an increase in infarct size (Fig. 2c), a significant reduction
in interstitial fibrosis (Fig. 2d) and capillary density (Fig. 2e) without any modifications in
cardiomyocyte size (Fig. 2f). Hence, CXCL12/HS interactions play a critical role in cardiac

remodeling and function after AMI.

Cxcl12y isoform is instrumental in the regulation of cardiac function and remodelling
after acute myocardial infarction.

The predominant expression of Cxcl/12vy in the heart as well as the critical role of CXCL12/HS
interaction in post-ischemic cardiac remodelling prompted us to analyse the specific function
of CXCL12Y in the infarcted myocardium. Indeed, CXCL12y is formed by a protein core shared
by all CXCLI12 isoforms, extended by a highly cationic carboxy-terminal domain that
encompass four additional BBXB HS-binding motifs 3¢. As a consequence, CXCL12y displays
unchallenged potential to interact with HS *. To specifically determine the contribution of
CXCL12y/HS interactions, we have engineered a new mouse model in which the Cxcli2y gene
lacks the additional HS binding domains within the C-terminal tail (Cxcl12y*'* mice) (Fig. 3a-
b). Cxcl12y** mice or littermate controls were then challenged with AMI. In sham-operated
Cxcl12p** mice, cardiac function, interstitial fibrosis and capillary density were similar to that
of WT littermates (Supplementary Fig.l e-h). The survival rate of the infarcted
Cxcl12p** mice was not significantly reduced compared to their WT counterparts (Fig. 3c).
In the surviving animals, left ventricle ejection fraction was decreased in Cxcll2y*'* animals
when compared to their WT littermates (Fig. 3d). Additionally, histological analysis revealed
reduced interstitial collagen content (Fig. 3f) and capillary density (Fig. 3g) while infarct size
(Fig. 3e) and cardiomyocyte size (Fig. 3h) remained unchanged. Together, these results indicate
that CXCL12y plays a critical role in the regulation of post-ischemic cardiac function and
remodelling.

To further substantiate the role of CXCL12y in cardiac remodelling, WT mice were injected
with adenoviral particles carrying cDNA encoding Cxcli2a (AAV2/9-Cxcll2a), Cxcli2y
(AAV2/9-Cxcl12y), or a control AAV2/9-GFP vector into the myocardium under
echocardiographic guidance, two weeks prior the onset of MI (Fig. 4a). To confirm whether
viral particles were effectively delivered into the myocardium, we performed

immunohistochemical analysis using anti-GFP antibody. Histological analysis indicated the
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successful infection of the myocardium with viral particles (Supplementary Fig. 2a). Injection
of AAV2/9-Cxcll12a or AAV?2/9-Cxcl12y did not impact mice survival following MI compared
to that of control mice injected with the AAV2/9-GFP vector (Fig. 4b). Interestingly,
overexpression of both Cxcl12 variants increased cardiac function (Fig. 4c), reduced infarct size
(Fig. 4d), interstitial fibrosis (Fig. 4e) and cardiomyocyte size (Fig. 4g). Of note, administration
of adenovirus expressing CXCL12y improved cardiac capillary density when compared to mice
injected with control or CXCLI12a-expressing vectors (Fig. 4f). To support the role of
CXCL12y/HS interactions, WT mice were also treated with adenoviral particles carrying cDNA
encoding Cxc/l2y with mutated HS binding sequences (AAV2/9-Cxcll2ymut) (Fig4a).
Injection with AAV2/9-Cxcl12ymut reduced cardiac function and angiogenesis when compared
to that of AAV2/9-Cxcl12y (Figdc-g).

To unravel the link between disruption of CXCL12y/HS related signalling and the defective
cardiac repair in Cxcl[2s%msasmand Cxcll2 y**'* animals, we performed rescue experiments and
injected AAV2/9-Cxcl12y or AAV2/9-GFP control vector in these mice (Fig. 5a). Injection of
AAV?2/9-Cxcl12y did not significantly impact Cxcl]2s#m/sasmor Cxcll2 y*'* survival following
AMI (Fig. 5b and 5h). Interestingly, AAV?2/9-Cxcl12y injection enhanced left ventricle ejection
fraction after AMI in both Cxcll2¢m'zesm and Cxcl12y*** animals compared to mutant mice
injected with AAV?2/9-GFP control vector (Fig. Sc and 51). These effects were associated with
a reduction in infarct size (Fig. 5d and 5j) and an increase in capillary density (Fig. 5f and 5I).
In contrast to Cxcll2¢¢mzm mice, only Cxcll2y** mice exhibited a significant reduction in
collagen content following AAV2/9-Cxcll12y injection (Fig. 5e and 5k). AAV2/9-Cxcll2y
reduced cardiomyocyte size in Cxcll2¢*msasmbut not in Cxcll2y*** animals (Fig. 5g and 5m).
To reveal the role of the specific receptor involved in the effect of CXCL12y, it was assumed
that activation of this receptor should reproduce identical effects on cardiac remodelling and
function in our experimental conditions. To underscore the putative involvement of CXCR4
activation, we used Cxcr4'°3"'mice with sustained activation of CXCR4 upon CXCL12 binding
42 and their WT littermates. Nevertheless, CXCR4 gain of function did not impact cardiac
function after AMI (Fig. 6a-f). To explore the distinct outcome of ACKR3 activation, WT mice
were treated with TC14012, an ACKR3 agonist +* (Fig. 6g). TC14012 treatment did not affect
mice survival but induced an increase in left ventricle ejection fraction after AMI (Fig. 6h and
61). This improvement of cardiac function was mainly associated with a significant increase in

capillary density (Fig. 6j-m). Hence, activation of ACKR3 significantly reduces post-ischemic
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heart injury and prevents adverse left ventricle remodelling. Altogether, these results underline
that CXCL12y/HS interactions promote beneficial effects on cardiac remodelling likely through

modulation of ACKR3 signalling in the infarcted heart.

CXCL12y/HS interactions do not affect post-ischemic inflammatory reaction.

We then aimed to decipher the cellular mechanisms involved in CXCL12y/ACKR3 interactions
in the infarcted myocardium. The chemokine CXCLI12 has been implicated in cardiac
protection after MI through the mobilization and recruitment of inflammatory cells in the
ischemic tissue '* 5. We thus hypothesized that CXCL12/HS disruption could shape
inflammatory reaction into the ischemic heart. Therefore, we evaluated the inflammatory cell
profile within the infarcted myocardium of WT and mutant mice at different time points after
MI. Before the onset of ischemia, inflammatory cell numbers were similar in both
Cxcl]2sesmisagm— and — Cxcll2y** animals when compared to their WT littermates
(Supplementary Fig. 3). The number of T lymphocytes, B lymphocytes, monocytes and
macrophages was unaffected in the infarcted heart of both Cxcll2 sasmisasm  and
Cxcl12p** animals in reference to their respective controls (Supplementary Fig. 3). After
induction of MI, Cxcli2sm™/sssm mice exhibited a delayed neutrophil recruitment into the
ischemic heart (Supplementary Fig. 3a). Analysis of infiltrating cells within ischemic heart of
Cxcl12p** mice also showed reduced neutrophil number at day 3 after MI (Supplementary
Fig. 3b). Hence, both Cxcll2¢em'zem and Cxcll2y*'* mice exhibited transient dysregulation of
neutrophil infiltration suggesting that CXCL12y/ACKR3 interaction could participate to
neutrophil-dependent inflammatory reaction. To test this hypothesis, we used Ackr3-GFP
reporter mice, and showed that the number of CD45*Ackr3GFP* inflammatory cells in the heart
peaked at day 1 and 3 after MI (Supplementary Fig. 4a-c). Interestingly, the vast of majority of
the CD45*Ackr3GFP+ cells were neutrophils (Supplementary Fig. 3d). To analyze directly the
putative impact of CXCL12y and ACKR3 on neutrophil migratory properties, we evaluated
neutrophil recruitment to the peritoneal cavity of Ackr3-GFP mice after zymosan application.
Zymosan injection led to a major recruitment of CD45* and neutrophils to the peritoneal cavity
at 4h and 24h post-injection (Supplementary Fig. 4e-g). The number of Ackr3GFP* neutrophils
being higher at 24h after zymosan administration (Supplementary Fig. 4h-1), we evaluated
neutrophil number in WT and CxclI2y**mice at this specific time point. Neutrophil
recruitment to the peritoneal cavity was similar in WT and Cxcl12)** mice at 24 h after
zymosan application (Supplementary Fig. 4i-j). Overall, these results showed that
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CXCL12y/ACKR3-related effects are unlikely mediated by modulation of inflammatory cell

recruitment within the infarcted heart.

Identification and characterization of Ackr3-expressing cardiac fibroblast.

To identify ACKR3 expressing cells targeted by CXCL12y, we analyzed single cell-RNA
sequencing datasets of the non-cardiomyocyte fraction from murine ischemic hearts and
investigated the expression profile of CXCL12 receptors *. Using cell-type specific markers
genes, we defined different cell lineages including macrophages (Macro: Cd68, Lyz2),
fibroblast (Fibro: Collal, Col3al), endothelial cell (EC: Kdr, Cdh5), B cells (Cd79a, Cd79b),
T cells (Cd3d, Cd3g), antigen presenting cells (APC: H2-Abl, Cd209a), pericytes (Pdgfrb,
Colecll), neutrophils (Neutro: $700a8, S100a9), natural killer cells (NK: Nkg7, Ncrl) and
Schwann cells (Kcnal, Plpl)(Fig. 7a-b). Of great interest, Ackr3 expression was detected in
macrophages, endothelial cells but mostly in fibroblasts (Fig. 7c). In contrast, CXCR4
expression was mainly restricted to macrophages and was weakly expressed in cardiac
fibroblasts (Fig. 7d). RNA fluorescence in situ hybridization of cardiac section also revealed
that Ackr3 was expressed in fibroblasts and endothelial cells in the infarcted heart
(Supplementary Fig. 5a). Within the fibroblast lineage, we identified six sub-populations named
F1 to F6 (Fig. 7e). Each population was differentially regulated over time after MI (Fig. 7f) and
associated with a specific gene expression profile (Fig. 7g). Ackr3 expression was restricted to
three sub-populations of cardiac fibroblast noted F1, F2 and F3 (Fig. 7h). Interestingly, Ackr3
is more abundantly expressed in the F3 sub-population which exhibited strong expression of a
subset of genes such as Cd248 and Ly6a (Fig. 7g). We then confirmed that ACKR3 was mainly
present in cardiac fibroblasts, using flow cytometry analysis on cardiac tissue from non-
operated animals (Fig. 8a). Cardiac fibroblasts, defined as CD90* Sca-1* MEFSK4+ cells +,
accounted for up to 10% of the non-cardiomyocyte cells, whereas leukocytes and endothelial
cells represented 12% and 65%, respectively (Fig. 8b). Over 70% of cardiac fibroblasts
expressed ACKR3 at steady state whereas only around 40% of endothelial cells and 30% of
leukocytes were positive for this receptor (Fig. 8c). We also determined the expression of
CD248 whose gene expression levels were specifically enriched in the F3 sub-population of
fibroblasts in the single cell-RNA sequencing analysis (Fig.7g). Around 40% of ACKR3*
cardiac fibroblasts expressed CD248 (Fig. 8 d, e). We then analyzed the time-dependent
regulation of ACKR3* cardiac fibroblast number in ischemic heart. In line with the single cell-

RNA sequencing analysis regarding the F3 sub-population of cardiac fibroblasts, the proportion
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of ACKR3*and ACKR3*CD248* cardiac fibroblasts remained stable over time after AMI (Figs.
8 f-g).

CXCL12y activation of ACKR3-expressing cardiac fibroblasts induces pro-angiogenic
effects.

We first hypothesized that CXCL12y could modulate the number of ACKR3* cardiac
fibroblasts in the infarcted heart. However, the amount of ACKR3* cardiac fibroblasts was
similar in Cxcl]2semisasm — Cxcll2y** mice and WT littermates (Supplementary Fig. 6)
suggesting that CXCL12/HS interactions and CXCL12y did not control ACKR3* cardiac
fibroblast content.

Pathway analysis of all genes significantly enriched within the F3 sub-population revealed a
specific enrichment of genes involved in pro-angiogenic pathways (Fig. 9a), suggesting that
cardiac ACKR3* fibroblasts could exhibit strong pro-angiogenic potential. Furthermore,
Cxcl12 ' and Cxcll2ses™'s«zm displayed reduced capillary density whereas overexpression of
CXCL12y increased capillary number in WT, Cxcll2p** and Cxcl12s*m/sasm animals (Figs.1-
5). Similarly, TC14012-induced ACKR3 activation markedly increased capillary density
(Fig.6). Thus, the modulation of the angiogenic process appears to be a prominent hallmark of
CXCL12y/ACKR3 signalling. We therefore speculated that CXCL12y pro-angiogenic effects
could depend on ACKR3 activation on cardiac fibroblasts. To support this hypothesis, we
generated conditioned media (CM) from primary cardiac fibroblasts isolated from healthy
hearts stimulated or not with CXCL12a (CM-CXCL12a) or CXCL12y (CM-CXCL12y) and
assessed their effects on murine endothelial cells (SVEC) proliferation, migration and vascular
tube formation, three distinct steps of the angiogenic process. Using flow cytometry, we showed
that ACKR3 and CXCR4 were expressed in cultured cardiac CD90+MEFSK4+ fibroblasts in
our experimental conditions (Supplementary Fig. 7a-b). CM-CXCL12y significantly increased
SVEC proliferation when compared with CM (Fig. 9b). CM-CXCL12y reduced wound closure
when compared to CM-CXCL12a or CM alone at 8 and 10 hours after scratching (Fig. 9c).
Vascular structure formation was higher when SVEC were incubated with CM-
CXCL12y compared to control CM (Fig. 9d). Of note, CM-CXCL12a did not modulate the
angiogenic phenotype in our experimental conditions (Fig. 9b-d). Hence, the secretome from
cardiac fibroblasts stimulated with CXCL12y promotes endothelial cell proliferation and their
ability to form vascular-like structure. To determine the role of ACKR3 receptor in these
specific steps of the angiogenic process, we tested the impact of ACKR3 inhibition. Cardiac
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fibroblasts were pre-treated with ACKR3 neutralizing antibodies (9C4 or 11G8 clones) or the
CXCR4 antagonist (AMD3100) and then stimulated with CXCL12y. Inhibition of ACKR3
significantly reduced CM-CXCL12y-induced SVEC proliferation and vascular structure
formation (Figs. 9e-f). However, the CXCR4 antagonist did not impact CM-CXCL12y related
effects on SVEC proliferation (Fig. 9¢) and endothelial tube formation (Fig. 9f). In addition,
inhibition of ACKR3 or CXCR4 did not modulate CM-CXCLI12a related effects on
proliferation, migration and vascular tube formation (Supplementary Fig. 7c-e). To further
substantiate the pro-angiogenic potential of CXCL12y-treated ACKR3* cardiac fibroblasts, we
used a multiplex panel of mouse angiogenesis proteome profiler antibody array to measure 53
angiogenic factors from cardiac fibroblast conditioned media. Twenty-one angiogenic factors
were detected, from which 7 were increased in CXCL12y-treated cardiac fibroblasts, including
CCL2, endothelin-1, MMP3, Osteopontin and Placenta Growth Factor 2 (Fig. 9g-h).

Altogether, our results reveal a crucial role for the CXCL12y/ACKR3 axis in cardiac fibroblast-

induced pro-angiogenic effects.
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Discussion

CXCL12y is the most abundant isoform in the heart !-*¢ with higher affinity for HS *. However,
the role of CXCL12y in post-ischemic injury was unknown. Our results unravel a major role of
CXCL12y in the regulation of the cardiac healing response after AMI likely through its ability

to interact with ACKR3 expressing cardiac fibroblast.

In order to study the specific contribution of CXCL12y/HS, we have engineered a new mouse
model in which the Cxcli2y gene lacks the supplementary HS binding domains. Cxcli2",
Cxcr4”- and Ackr3” mice exhibit perinatal death, abnormal organogenesis and defective
vascular and cardiac development 6-7-242628 n contrast, Cxcl127*** animals do not present
dysfunctional cardiogenesis and show normal cardiac function and structure in the adult state.
This is probably due to the presence of other CXCL12 isoforms, undisrupted receptor signalling
or the absence of specific ligand-binding pattern on HS structure during embryogenesis.
Combining "loss of function" using Cxcl127** mice with "gain of function" strategy-based on
CXCL12 overexpression, we showed that CXCL12y is a crucial actor in cardiac remodelling
and particularly in post-MI vascularization. We previously showed that the sustained binding
of CXCL12y to HS fostered angiogenesis with much higher efficiency than CXCL12a . HS
has also been shown to control CXCL12 activity in an isoform-specific manner . On the same
note, recent studies unraveled that CXCL12y significantly increased metastasis to distant sites
compared to the other isoforms and have highlighted a major role for GAGs in these
experimental settings - . CXCL12/GAG interactions are essential to form chemokine
concentration gradient allowing migration or local retention of cells. These interactions are also
critical to protect the chemokine from degradation and to facilitate chemokine/receptor
interaction 3% %, Of note, cardiac dysfunction was observed in both Cxcl]2sem/sas and
Cxcl12p** animals. In the Cxcll2¢e™'sesm mice, the ability of all the isoforms to interact with
HS was blunted whereas only that of CXCL12y was affected in Cxcl//2 ;/A“/ & animals. Hence,
CXCL12y isoform is a major determinant of the HS-dependent activities of CXCL12.

Cxcl12y and Ackr3 mRNA were simultaneously up-regulated in WT mice at day 1 post-MI,
contrary to the other CXCL12 isoforms and CXCR4, suggesting that CXCL12y and ACKR3

might have a mutual and concomitant role in post-ischemic cardiac remodeling. The lack of
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major modulation in the immune response within the ischemic heart in both mutant mice models
led us to consider the contribution of resident cardiac cells in CXCL12y/ACKR3 related effects.
Single-cell RNA-sequencing analysis allowed us to identify ACKR3-expressing cardiac
fibroblasts as a fibroblast subtype with a distinct angiogenic signature. Of note, 40% of
ACKR3* cardiac fibroblasts also express CD248+. CD248 can act as modulator of angiogenesis
0 and CD248-deficient mice displayed a specific defect of angiogenesis during muscle
remodeling °'. Fibroblasts are a heterogenous population of cells exhibiting various
phenotypical and functional characteristics that are influenced by the type of tissue, disease
progression and pathological settings 2. Cardiac fibroblasts present proliferative, pro-fibrotic
or pro-angiogenic signatures over the course of AMI 33. We therefore hypothesized that ACKR3
expressing-cardiac fibroblasts might contribute to CXCL12y-mediated angiogenesis. Indeed,
ACKR3 plays a key role in physiological and pathological angiogenesis ?’-3*. Notably, after
AMI, endothelial deletion of Ackr3 impaired heart function and cardiac remodelling through a
decrease of vascularization 2. ACKR3 activation with TC14012 promotes endothelial cell
proliferation and angiogenesis in vitro 2°-3°. On the same note, we showed that TC14012
improved capillary density, suggesting an important role of ACKR3 activation in ischemia
induced-angiogenic response. ACKR3 expression has been reported to contribute to tumor
angiogenesis through the secretion of angiogenic factors . Additionally, gene profiling of
Ackr3” mice identified defects in the expression of angiogenic factors essential for vessel
protection as well as endothelial cell growth and survival . We added another cellular target
to ACKR3-related pathways by demonstrating that conditioned media from cardiac fibroblast
stimulated with CXCL12y promoted endothelial cell proliferation and vascular tube formation
and that these effects were hampered by ACKR3 inhibition. Therefore, our results indicate that
CXCL12y can act via ACKR3-expressing cardiac fibroblasts to promote post-ischemic
vascularization. Future studies are required to decipher the signaling mechanisms induced by
CXCL12y binding to ACKR3 in cardiac fibroblasts.

In conclusion, our findings unravel the contribution of CXCL12/HS interactions in post-
ischemic cardiac remodelling and identify the pivotal role of CXCL12y isoform in this context.
Our study also demonstrates that ACKR3* cardiac fibroblasts are an instrumental component
of CXCL12y pro-angiogenic potential. Our findings pave the way for further investigations
about the specific contribution of CXCLI12y in cardiovascular diseases and open new

therapeutic perspectives for the healing response after MI.
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Methods

Experimental procedures

All experiments were conducted according to the directive 2010/63/EU on the protection of
animals used for scientific purposes and approved by the University of Paris ethics committee
for animal use (CEEA-34) and the National Charter on the ethics on animal experimentation
from the French Minister of High Education and Research under the reference APAFIS#25961-
201909121613546v3 - MESR No. 25961.03. Mice were maintained under identical standard
conditions including housing, regular care, and normal chow diet in the same animal facility

throughout the duration of the experiments.

Mouse models

C57BL/6J mice were obtained from Janvier (France). Cxcl12¢m=xm mice, in which the Cxcl12
gene has been selectively mutated in critical HS binding sites, and Ackr3-GFP mice have been
previously described !° 2'. Cxcr4'°™T mice harbor heterozygous CXCR4 S338X mutation
causing a distal truncation of the last 15 residues of the C-tail domain leading to a gain of
receptor function upon CXCLI12 engagement, as previously described #.To generate
Cxcl12mexe2n mice (thereafter called Cxcll2y***) an early stop codon was inserted in exon 4
of the Cxcll2 gene by targeted knock-in mutation to selectively prevent translation of the last
30 amino acids of CXCL12y protein. For this purpose, a 14.5 kb genomic DNA was used to
construct the targeting vector (iTL, Fresh Meadows, USA). The stop codon insertion in exon 4
was generated by polymerase chain reaction (PCR) mutagenesis. The PCR fragment carrying
the mutation was then employed to replace the WT sequence using conventional sub-cloning
methods. The LoxP/FRT-Neo cassette was inserted around 2.3 kb upstream of the stop codon
in exon 4. The targeting vector (2.4 kb pSP72-based vector) was validated by restriction
analysis and sequencing after each modification. Targeting vector was linearized by Clal
digestion and then transfected by electroporation in BA1l hybrid embryonic stem cells
(C57BL/6x129/SvEv). After selection with G418 antibiotic, surviving clones were expanded
for PCR analysis to identify recombinant embryonic stem cell clones. Positive clones were
confirmed by Southern blot analysis. Targeted BA1 (C57BL/6x129/SvEv) hybrid embryonic
stem cells were microinjected into C57BL/6 blastocysts. Resulting chimeras were mated with

WT C57BL/6 mice to generate F1 Cxcl12*WToffspring. Tail DNA was analysed by PCR to

confirm the integration of the desired sequences. CxclI2)**VT mice were then bred with
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transgenic 129sv PGK-Cre to induced LoxP/FRT-Neo cassette excision. The offspring, that did
not inherit PGK-CRE but showed deletion of the LoxP/FRT-Neo cassette, were selected, and
the colony was amplified. Genotyping was performed using 5’ -cccaaaggacttagtagaccc-3’
(forward) and 5’ -gatgaggatgaggagaatggggatgaag-3’ (reverse) primers. Amplicons of 299 bp
and 477 bp were obtained for Cxcl12V™WT and Cxcl12)*** animals, respectively.

All experiments were performed with 10 to 25 week-old male and female mice, constituting
age- and littermate-matched groups without randomization. All strains were on a C57BL/6
genetic background except for Ackr3-GFP mice, which were maintained heterozygous on a

CD-1 background.

Single-cell RNA-sequencing analysis

Author-provided gene expression matrices of single cell RNA-sequencing data from cardiac
interstitial cells in sham and infarcted mice at day 3 and 7 post-infarction (Array Express E-
MTAB-7376 *) were loaded in the Seurat v3.1.1 package in R (version 3.6.1). Briefly, cells
with >5% mitochondrial transcripts or with outlier amounts of detected transcripts were
considered as dead cells or multiplets, respectively, and excluded, leaving a final number of
14,401 high quality cells for analysis. Data were normalized using the “NormalizeData”
function, 2000 variably expressed genes were identified using the “vst” method, and data scaled
using the “ScaleData” function with default parameters. Principal component analysis was
performed, and 20 principal components were employed to perform Uniform Manifold
Approximation and Projection (UMAP) and Louvain clustering. Louvain clustering was first
performed using a 0.2 resolution to identify major cell populations, and cellular lineages were
identified based on the expression of canonical markers as indicated in Figure 7. Note that some
clusters were grouped together within cell lineages to facilitate data visualization (e.g.,
macrophage sub-populations). To identify sub-clusters of fibroblasts, clustering was performed
with a 0.6 resolution. Fibroblast populations were subset in a new Seurat object, and marker
genes of fibroblast sub-populations were identified using the “FindAllMarkers” function in
Seurat with default parameters. The top 5 enriched genes per cluster (ranked by log fold change)
were used to generate the plot shown in Figure 7g. Pathway analysis was also performed using

the online tool metascape.org.
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Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Prism (v7, GraphPad Software Inc.). Mann-Whitney
Test was used to compare two groups. Kruskal-Wallis one-way analysis of variance was used
to compare each measure from three or more independent groups. Comparisons between groups
were then performed using Dunn’s multiple comparisons test when the analysis of variance test
was statistically significant. Matched groups were compared with either Repeated measures
One-way ANOVA with Tukey correction or Wilcoxon test if samples did not pass normality
tests. Two-way ANOVA test with Bonferroni correction was used when required. The log-rank
(Mantel-Cox) test was used to compare survival rate. Results were expressed as mean + SEM.
A P value <0.05 was considered significant. Sample size was not pre-determined by statistical
method. Mice dying within 24 hours after coronary artery ligation surgery (<10% in all
genotypes studied) were considered as purely technical failures and excluded from subsequent

analysis.
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Figure 1. Cxcl12yand Ackr3 mRNA levels are up-regulated in the infarcted heart. a)
mRNA levels of Cxcl12 and Cxcl12y normalized to that of Cxc/12« in healthy cardiac tissue
of wild-type (WT) mice (n=9). ***P<0.001. b-d) Cardiac Cxcl12« (b), Cxcli2f (c) and
Cxcl12y(d) mRNA levels at different time-points after the onset of acute MI. Data represented
as mean = SEM. **P<0.01, ***P<0.001 for sham-operated versus acute MI (n =9 at DO and
n=5 thereafter). €) RNA Fluorescent /n Situ Hybridization for Cxcl12 ¢ (red dots) and CxclI2y
(green dot) mRNA. Each dot indicates a Cxcl12 mRNA molecule. 40x magnification, Scale bar
30 pm. f) mRNA levels of Ackr3 receptor were normalized to that of Cxcr4 in heathy cardiac
tissue of WT mice (n=8). **P<0.01. g-h) Time dependent regulation of Cxcr4 (g) and Ackr3
(h) mRNA levels after AMI in WT mice. Data are represented as mean + SEM. ***P<(0.001
for sham-operated versus MI at different time points (n =9 at DO and n=5 thereafter). P values
were calculated using Repeated measures-One-way ANOVA with Tukey correction, Wilcoxon
test or Two-Way ANOVA with Bonferroni correction. WT, Wild-Type; MI, myocardial

infarction.
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Figure 2

a b

100 604 [ Cxcli2wtwt
\ O cxcl1292gtm/gagtm
80 50+ °
;\? 404 [}
< 601 = o
S £ oo
€ a0{ Cxcl12e9mgagtm, &
(7] 204
20 & - CXC"?'W 104
== Cxcl12929tm/gagtm
b T T 1 0 |
0 10 20 30 Sham
Days post-Mi
(o] Cxcl12wtwt d Cxcl12wtht

e
¥ Lo
: a .0 A1) A7)
Qo 5 4
N ® 3 f 5
» € 5 { /
33 g,
85 ®
< 3
£9 £,
S o
2 Q
e £ 14
0
Cxcll. zwt/wt Cxell zgagtm/gagtm
Cxcl1zmstnigagim
3.0 1x10737
< °
°
~ dkk E
28 £ 8x10" °
P = 8.1 o
820 mam® g e
22 ] a0 o 610 .
2
5 E 1.57 £ A
=2 g -4
a3 | 9. 4x10
T 5 1.0 £
e -]
o -4
0.5 B 2x10
o

Cxcl12""™t Cxcl12929tm/oagtm Cxcl12""! Cxcl12929tm/gagtm

Cxcl1290atmlgagm

109

Vincent Duval



CXCLI2yisoform controls cardiac remodeling and function after acute myocardial infarction

Figure 2. CXCL12/HS interaction regulates cardiac function and remodeling after acute
myocardial infarction. a) Survival rate in Cxcll2s™/se¢™ mice and their WT littermates
(Cxcl12v™) after MI (n=11). b) Quantitative evaluation of left ventricular ejection fraction (EF)
in Cxcl12swm'sasm mice and control littermates (Cxcll2""*") either sham-operated (n=4 per
group) or challenged with MI (n=11 per group). *P<0.05. ¢) Quantitative analysis of infarct
size evaluated by Masson trichrome staining (left) and representative photomicrographs (right)
in Cxcll2ssmisasm and Cxcll12¥™" mice (n=11/group). ¥*P<0.05. Scale bar, 2 mm. d) Interstitial
fibrosis evaluated by Sirius Red staining (left) and representative images (right) in
Cxcl2sasmigasim and Cxcll2"™ mice (n=11/group). **P<0.01. Scale bar, 100 ym. e) Capillary
density quantification evaluated by lectin staining (left) and representative images (right) in
Cxcll2sesmisasim and  Cxcll2"™ mice (n=11/group). ***P<0.001. Scale bar, 30 pm. f)
Cardiomyocytes size in the 2 group of mice (n=11/group). P values were calculated using

Kruskal-Wallis test or two-tailed Mann-Whitney test.
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Figure 3
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Figure 3. CXCL12y controls cardiac function and angiogenesis after myocardial
infarction. a) Generation of Cxcl12y*** mice. Schematic representation of the wild-type
Cxcli2 locus, the targeted allele, and the recombined Cxcl12y locus. Exons 1 through 4 are
represented by grey boxes. Mutations incorporating a stop codon in the fourth exon are
indicated by a red star. Yellow triangles indicate LoxP sites; green box indicates FRT site; blue
box indicates the neomycin-resistance gene cassette (neo); arrowhead indicates primer sites
used for genotyping. b) PCR analysis of genomic DNA from wild-type (WT/WT), homozygous
(AM4/M4) or heterozygous (WT/A4) animals. The 299 bp and the 477 bp amplicons characterize
WT and mutant animals, respectively. ¢) Survival rate in CxclI2)*** mice and their WT
littermates (CxclI2*) after MI (n=11/Cxcl12*™ and n=9/CxclI2)**). *P<0.05. d)
Quantitative evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) in Cxcll2*** and Cxcll2""
animals either sham-operated (n=4 per group) or challenged with MI (n=11/Cxcl12¥"" and
n=9/Cxcl12 ), ¥*P<0.05. e) Infarct size evaluation (left) and representative images (right) in
the 2 groups of mice (n=11/Cxcl12""" and n=9/Cxcl12***). Scale bar 2 mm. f) Interstitial
fibrosis quantification (left) and representative images in Cxcl12*"* and Cxcl12*" animals
(n=11/Cxcl12""" and n=9/Cxcll2 ), **%P<0.001. Scale bar 100 ym. g) Capillary density
quantification (left) and representative images (right) in the 2 groups of mice (n=11/Cxcl12"""
and n=9/Cxcl12y*'*), ¥P<0.05. Scale bar 30 um. h) cardiomyocyte size in Cxcl12"" (n=11)
and Cxcl12y** mice (n=9). P values were calculated using Kruskal-Wallis test or two-tailed

Mann-Whitney test.
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Figure 4
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Figure 4. CXCL12y overexpression improves cardiac function and angiogenesis after MI.
a) Echocardiography-guided intramyocardial injections were performed in WT mice, 14 days
before MI to deliver AAV expressing Cxcll2a (AAV2/9-Cxcll2a) or Cxcl12y (AAV2/9-
Cxcl12y) or Cxcll2y with mutated HS binding sequences (AAV2/9-Cxcl12ymut) and Green
Fluorescent Protein (AAV2/9-GFP) as control. b) Survival rate in AAV2/9-Cxcl12a or
AAV2/9-Cxcll2y or AAV2/9-Cxcl12ymut or AAV2/9-GFP treated animals after MI. c)
Quantitative evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) in injected mice (AAV2/9-
GFP, n=8; AAV2/9-Cxcl12a, n=12; AAV2/9-Cxcl12y, n=12; AAV2/9-Cxcl12ymut n= 8). d-
g) Infarct size (d), interstitial fibrosis (e), cardiomyocyte size (f) and capillary density (g) were
evaluated in each group of mice (AAV2/9-GFP, n=8; AAV2/9-Cxcl12a, n=12; AAV2/9-
Cxcl12y, n=12; AAV2/9-Cxcl12ymut n= 8). AAV indicates adeno-associated virus. P values
were calculated using Kruskal-Wallis test. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. $P<0.05;
$$$P<0.001
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Figure 5
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Figure 5. CXCL12y overexpression rescues the defective cardiac phenotype in mutant
mice. a) Protocol of AAV injection in CxclI12y¥** and Cxcl2sem'sem mice. b-¢) Rate of
survival (b) and evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) (c) in Cxcll2 sasimisasim
injected with AAV2/9-Cxcl12y (n=21) and control vector AAV2/9-GFP (n=12) at day 28 post-
MI. *P<0.05, **P<0.01 vs AAV2/9-GFP. d-g) Evaluation of infarct size (d), interstitial fibrosis
(e), capillary density (f) and cardiomyocyte size (g) in infarcted Cxcll2 ss™ss™ mice injected
with AAV2/9-Cxcll12y (n=21) or AAV2/9-GFP (n=12) at day 28 post-MI. *P<0.05, **P<0.01
vs AAV2/9-GFP. h-i) Rate of survival (h) and evaluation of left ventricular ejection fraction
(EF) (i) in Cxcl12*** injected with AAV2/9-Cxcl12y (n=9) and control vector AAV2/9-GFP
(n=8) at day 28 post-MI. *P<0.05 vs AAV2/9-GFP. j-m) Evaluation of infarct size (j),
interstitial fibrosis (k), capillary density (I) and cardiomyocyte size (m) in infarcted
Cxcl12p** mice injected with AAV2/9-Cxcl12y (n=9,) or AAV2/9-GFP (n=8) at day 28 post-
MI. ¥P<0.05, ***P<0.001 vs AAV2/9-GFP. P values were calculated using two-tailed Mann-

Whitney test. AAV indicates adeno-associated virus.
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Figure 6
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Figure 6. ACKR3 activation enhances cardiac function and angiogenesis in infarcted
mice. Rate of survival (a) and evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) (b) in
Cxcr4'93"WT and their WT Cxcr4"""T littermates after AMI (Cxcr4"""T, n= 7 ; Cxcr4'03/VT,
n=10). Evaluation of infarct size (c), interstitial fibrosis (d), capillary density (e) and
cardiomyocyte size (f) in Cxcr4/°"T and their WT Cxcr4"TWT littermates at day 28 post-
MI (Cxcr4W'WI n=T; Cxcrd!93"T n=10). ¥*P<0.05. P values were calculated using two-tailed
Mann-Whitney test. g) WT mice were treated with ACKR3 agonist, TC14012, at different time
points after the onset of ischemia (PBS, n=7; TC14012, n=8). Rate of survival (h) and
evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) (i) in TC14012 treated and untreated (PBS)
WT animals after AMI (PBS, n=7; TC14012, n=8). Evaluation of infarct size (j), interstitial
fibrosis (k), capillary density (1) and cardiomyocyte size (m) in TC14012 treated and untreated
(PBS) WT animals at day 28 after MI (PBS, n=7; TC14012, n=8). *P<0.05, **P<0.01,

*#%P<0.001. P values were calculated using two-tailed Mann-Whitney test.
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Figure 7
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Figure. 7 Ackr3 expression features pro-angiogenic cardiac fibroblasts.

a) UMAP representation of scRNA-seq data of 14041 non-myocyte cardiac cells in the heart of
sham-operated animals and of infarcted mice for 3 and 7 days. b) Expression level of the
indicated transcripts used to identify cellular lineages. ¢-d) Violin plot showing log transformed
expression of Ackr3 (c) and Cxcr4 (d) in each lineage. e) Color-coded fibroblast clusters on the
UMAP plot. f) Proportion of fibroblast clusters according to post-MI time point. g) Top 5
marker genes expression dot-plot for fibroblast clusters. h) Violin plot showing log transformed

expression of Ackr3 in fibroblast clusters.
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Figure 8
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Figure 8. ACKR3 is mainly expressed in cardiac fibroblasts. a) Representative flow
cytometry gating strategy used for isolation of cardiac fibroblasts from left ventricle of murine
heart. b) Analysis of endothelial cells (CD31%), inflammatory cells (CD45*%) and fibroblasts
(CD90*Sca-1"MEFSK4+*) proportion within the non-cardiomyocyte Terl119- cell fraction.
"Other" indicates Ter119-CD45-CD31-Sca-1- cells. Data are expressed as percentage and are
representative of 3 independent experiments. ¢) Percentage of ACKR3* cells within the
endothelial cells, inflammatory cells and cardiac fibroblasts. d-e) Representative dot plot of
ACKR3*CD248* cardiac fibroblasts within the MEFSK4+*Sca-1* population (d) and analysis of
CD248* cell proportion in ACKR3+* cardiac fibroblasts (e). f-g) Time-dependent regulation of
ACKR3* (f) and ACKR3*CD248* (g) cardiac fibroblast number in response to MI, n=5/group.

Data are represented as mean + SEM and are representative of 5 independent experiments.
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Figure 9
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Figure 9. CXCL12y activates ACKR3-expressing cardiac fibroblasts to promote a pro-
angiogenic response. a) Pathway analysis in cardiac fibroblast clusters (F1-F3). b) Cell density
assay using DAPI staining was performed on SVEC in response to conditioned media collected
from murine healthy cardiac fibroblasts (CM) or CM from cardiac fibroblasts treated with
CXCL12a (CM-CXCL12a) or CXCL12y (CM-CXCL12y) recombinant proteins. n = 5 per
condition, from five independent experiments performed in duplicate. **P<0.01. ¢) Effect of
CM, CM-CXCL12a or CM-CXCL12y on wound healing of scratched SVEC monolayers. Data
were expressed as percent of wound area and were representative of 5 independent experiments
performed in duplicate. *P<0.05, **P<0.01 versus CM and $P<0.05, $$$P<0.001 versus CM-
CXCL12a. d) Left, quantification of tube formation based on the total segment length
measurement per field in SVEC treated with CM, CM-CXCL12a or CM-CXCL12y. Data
represent an average of SVEC cell assembly from n = 5 per condition from five independent
experiments performed in duplicate. Right, representative bright field images from an
endothelial cell assembly assay in the different experimental conditions. *P<0.05. e-f) Effect
of ACKR3 neutralizing antibody clones 9C4 or 11G8, or CXCR4 antagonist AMD3100
on CM-CXCL12y—induced increase in cellular density (e) and vascular tube formation (f). Data
are represented as mean + SEM and are representative from 5 independent experiments
performed in duplicate. ¥*P<0.05, **P<0.01. g) Heat map from angiogenesis proteome profiler
array representing magnitude of protein level variations in cultured cardiac fibroblasts treated
with CM or CM-CXCL12y. h) Semi-quantitative evaluation of selected angiogenic proteins in
CM or CM-CXCL12y-treated fibroblast lysates identified using mouse angiogenesis proteome
profiler array. ET-1 indicates endothelin-1, ns: not significant. Data are represented as mean +
SEM and are representative from 2 independent experiments performed in duplicate. *P<0.05.
P values were calculated using Kruskal-Wallis test or Two-Way ANOVA with Bonferroni

correction.
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Supplementary information

Supplementary methods

Myocardial infarction

Myocardial infarction was induced by ligation of the left anterior descending artery, as
previously described '. Mice were anesthetized by peritoneal injection of ketamine (100 mg per
kg body weight; Ketamine 1000, Vibrac) and Xylazine (10 mg per kg body weight; Xylazine
2%, Bayer) and intubated and ventilated with air using a small animal respirator (SAR 830/AP
Ventilator, CWE Incorporated, Ardmore, USA). Body temperature was maintained to 37°C
using a homeothermic blanket system (Harvard Apparatus). The chest wall was shaved and a
thoracotomy was performed in the fourth left intercostal space. The left ventricle was localized
and the pericardial sac was opened. The left anterior descending artery was permanently ligated
using a 7/0 PVDF monofilament suture (Peters surgical, France) 5 mm below the site of its
emergence from the left atrium. Permanent whitening of the myocardium below the ligation
was considered indicative of a successful coronary occlusion. The thorax and the skin were
closed with 6/0 PVDF monofilament sutures (Peters surgical, France), with local application of
lidocaine (Lidocaine 20 mg/mL, Aguettant). The same procedure was performed on sham-
operated control mice except that the ligation around the coronary artery was not tightened. The
endotracheal tube was removed once spontaneous respiration resumed, and mice were placed
on a warm pad maintained at 37°C until completely vigil. To reduce pain, Buprenorphine (0.1
mg/kg) was injected before and 6 hours after the onset of surgery.

To investigate ACKR3 activation in vivo, C57B6/J mice received intra-peritoneal
administration of TC14012 (Tocris Biosciences, Bristol, UK), a chemical ACKR3 agonist, at a

dose of 10 mg/kg every 6 days for 28 days following MI.

Adeno-associated virus engineering and delivery

AAV?2/9 vectors encoding Cxcl12 isoforms were generated from a pcDNA3.1 expression vector
containing the reading frames (ORF) for mouse CxclI12a (AAV2/9-CMV- Cxcl12a), Cxcll2y
(AAV2/9-CMV- Cxcli2y) or mouse Cxcli2y lacking the specific sequences for canonical
heparan-sulfate binding motifs (AAV2/9-Cxcl12ymut). AAV2/9-CMV-GFP was used as
control (Centre de production des vecteurs viraux, Nantes, France). Vector preparations were

determined as viral genome per milliliter (vg/ml). Two weeks prior the induction of MI, AAV
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were delivered by transcutaneous echocardiography-guided intra-myocardial injections.
Briefly, animals were anesthetized with isoflurane inhalation and fixed in a supine position on
a heating pad. Four injections (10 gL each) were carried out at four different points of the
anterior wall of the left ventricle for a total of 1.5 x 10" vg injected. Injection were performed
with a syringe fitted with a 27-gauge BD Eclipse needle (aBecton Dickinson, USA) using a

micromanipulator system (VisualSonics, Canada), as previously described 2.

Echocardiography

Cardiac function was assessed 28 days after MI. Briefly, upon anaesthesia with isoflurane,
cardiac function was recorded using a VEVO 2100 Imaging System and a MS400 transducer
appropriate for mouse cardiovascular imaging (18-38 MHz) (VisualSonics, Canada). Data
were analysed using the cardiac package in VEVO-Lab (VisualSonics, Canada). Left
ventricular end-diastolic volume (EDV) and end-systolic volume (ESV) were calculated on
cine-loops using the 2-dimensional area-length method, allowing the calculation of left

ventricular ejection fraction (EF) as EF (%) = [(EDV - ESV)/ EDV] x100.

Immunohistochemistry

For evaluation of cardiac remodelling, left ventricles were isolated, rinsed in Phosphate Buffer
Solution (PBS), embedded in Optimal Cutting Temperature compound (Tissue-Tek, Sakura
Finetek, Netherlands), and frozen in liquid nitrogen-cooled isopentane. Tissues were sectioned
using cryostat (CM 3050S, Leica) at 8 um thickness. Every 500 um, 8 to 10 sections were
obtained for each left ventricle. Masson's trichrome and Sirius Red staining were performed to
assess infarct size and interstitial fibrosis, respectively. Infarct size was calculated as the ratio
of infarcted surface over the total surface of the left ventricle. Interstitial fibrosis was calculated
as the ratio of the total areas of interstitial fibrosis to the total area of the left ventricular section.
Bright-field images were acquired using a Nanozoomer 2.0HT Digital slide scanner and
processed using NDP.view2 viewing software (Hamamatsu Photonics, Japan). Capillary
density per field was calculated as the ratio of capillary (endothelial cells stained with Dylight
594-conjugated Griffonia simplicifolia Isolectin B4, Agglutin, Vector, 1/100) to cardiomyocyte
(stained with FITC-conjugated Wheat Germ Agglutinin, Vector, 1/200). Eight images analysed
per mouse. Cardiomyocyte hypertrophy was evaluated by measuring individual cardiomyocyte

circumference and surface.
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In corresponding experiments, heart cryo-sections were fixed with 4% paraformaldehyde (30
min, room temperature), permeabilized (PBS 0.1% saponin, 30 min at room temperature), then
blocked (PBS 0.2% saponin, 5% donkey serum, 1h at room temperature). Sections were then
incubated overnight at 4°C with an anti-GFP chicken polyclonal antibody (Thermo-Scientific,
#A10262, 1/1000 dilution in PBS 1% donkey serum, 0.2% saponin). Sections were washed 3
times with PBS and incubated 1h at room temperature with an anti-chicken secondary antibody
conjugated to Alexa Fluor 647 (1/500 dilution in PBS 1% donkey serum, 0.2% saponin). After
3 washes, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was used to stain cell nuclei. Slides were then
mounted (Mowiol 4-88, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and images acquired on a confocal

microscope (Leica TCS SP8, LAS X software, Leica microsystems, Germany).

RNA isolation and quantitative real-time PCR

Total RNAs were purified using TRizol (Life technologies) and reverse transcribed with
random hexamer using the QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Germany).
Quantitative PCR was performed using SYBR Green detection (SensiFAST SYBR No-ROX
Kit, Bioline) with a Step-One Plus Real-Time PCR system (Applied Biosystems). PCR primers
were listed in the supplementary Table 1. Expression levels were normalized to that of the

control group.

RNA in situ hybridization assay

Semi-quantitative in-situ detection of RNA was performed on 8 ym-thick frozen heart section
using the RNAScope Multiplex Fluorescent V2 assay (#32087, Advanced Cell Diagnostics).
Briefly, frozen heart sections were fixed using 4% paraformaldehyde, hydrogen peroxide and
protease 1V, at room temperature. Hybridization and amplification steps were then performed
at 40°C in HybEZ hybridization system with RNAscope probes for mouse Cxcl/12 a (#460921),
Cxcll12y (#580221-C3) or AckR3 (#482561). Positive (#320881) and negative control probes
(#320871) were also used. In a specific set of experiments, slides were washed (Tris-Buffered
Saline 0.1% Tween 20, TBST) and blocked (TBST 5% donkey serum, overnight, 4°C). Slides
were then incubated with primary antibodies directed against PDGFRo (#AF1062, R&D) or
VE-cadherin (#AF1002,R&D) (1/100) in TBST, 1% donkey serum for 2h at room temperature.
Sections were then washed with TBST and incubated with Alexa Fluor 555-conjugated anti-
goat antibody (Thermo Fisher Scientific, 1/250, 30 min, room temperature). After PBS washes,

DAPI was used to stain cell nuclei. Slides were then mounted with ProLong Diamond Antifade

132

Vincent Duval



CXCLI2yisoform controls cardiac remodeling and function after acute myocardial infarction

Mountant (Thermo Fisher Scientific), images acquired on confocal microscope (Leica TCS

SP8, LAS X software, Leica microsystems, Germany) and analysed with ImagelJ.

Isolation of cardiac fibroblasts

Cardiac fibroblasts were isolated and cultured using a modified version of a previously
published protocol 3. Briefly, the left ventricle was flushed with an EDTA buffer (5 mM EDTA,
130 mM NaCl, 5 mM KCI, 500 nM NaH2PO4, 10 mM HEPES, 10 mM Glucose, 10 mM 2,3-
Butanedione 2-monoxime, and 10 mM Taurine, pH 7.8) and the right ventricle was flushed
with a perfusion buffer (1 mM MgCl2, 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 500 nM NaH2PO4, 10 mM
HEPES, 10 mM Glucose, 10 mM 2,3-Butanedione 2-monoxime, and 10 mM Taurine, pH 7.8).
The heart was then minced with a scalpel blade before digestion (Collagenase II and IV
(Worthington) at 1 mg/mL, protease XIV (Sigma) at 0.1 mg/mL diluted in perfusion buffer,30
min, 37°C). Digestion was stopped with perfusion buffer supplemented with 10% Fetal Bovine
Serum (FBS). The cell suspension was filtered on a 100 ym strainer before a step of gravity
settling for 20 min. Supernatant containing non-cardiomyocyte cells was collected, washed
twice, and suspended in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10%
FBS. For fibroblast isolation, TER119-CD45-CD31-CD90+*Sca-1*MEFSK4+ cells were sorted
by flow cytometry. For cell culture, the cells were seeded into 24 well-plate for 24h to allow
selective fibroblast adhesion. After 24 hours, unattached and dead cells were removed and fresh

medium was added and changed every 48 hours.

Preparation of conditioned media and cell cultures

Mouse endothelial cells (SVEC4-10, CRL-2181, ATCC, USA) were grown in complete
medium (DMEM, 30-2002, ATCC,) supplemented with 10% FBS and 1%
penicillin/streptomycin (ThermoFisher Scientific). Cells were incubated at 37°C in a 5% CO2
humidified atmosphere.

Cardiac fibroblasts were seeded in 24-well plate in complete medium and incubated at 37°C in
a 5% CO2 humidified atmosphere. Upon 80% confluence (4 to 6 days after plating), cells were
washed with FBS-Free DMEM and pre-treated with or without 1 xM AMD3100 (Sigma, USA)
or 10 pg/mL neutralizing ACKR3 antibody clones 11G8 (R&D Systems) and 9C4 (Creative
Biolabs). Cells were then stimulated with FBS-free DMEM with or without 100 nM CXCL12a.
or CXCL12y mouse recombinant proteins (R&D systems) for 48 hours. At the end of the

incubation, conditioned media (CM) were collected and stored at -80°C.
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Flow cytometry

The left ventricles were collected, minced with fine scissors, and gently pushed through the
Bel-Art Scienceware 12-Well Tissue Disaggregator (ThermoFisher Scientific). Cells were then
passed through a 40 um nylon mesh and washed with PBS 1% FBS. Red blood cell lysis was
performed with Red Blood Cell Lysis Buffer (Sigma, USA). Cells were counted and used for
FACS sorting or analyser, as previously described *. Single-cell suspensions were stained with
fluorophore-conjugated antibodies in phosphate buffered saline at 4°C. FACS antibodies are
listed in supplementary Table 2. The total number of cells was then normalized to left ventricle
weight. Samples were analysed using a flow cytometer (LSR Fortessa-X20, BD Biosciences)

and FlowJo software (BD Biosciences).

Vascular tube formation assay

SVEC4-10 cells were serum starved in FBS-free DMEM for 12 hours. Forty eight-well plates
were coated with 100 pl of growth factor-reduced Matrigel (356231, Corning, NY, USA) for 1
hour at 37°C. SVEC4-10 cells were seeded (1x10* cells per well) and incubated with CM for 4
hours. The tubular branches were then imaged under EVOS bright field microscope
(Thermofisher). Vascular tube formation was assessed by counting the total length of tubular

branches in 3 fields per well using ImageJ software (NIH, USA).

Cell proliferation assay

Cell proliferation was measured using DAPI (Thermofisher). Briefly, 2,500 cells were seeded
per well of a 96-well plate and incubated at 37°C for 24 hours. Cells were then starved for 2h
in FBS-free DMEM and incubated with CM for 2 hours. Cells were washed (PBS), fixed (4%
paraformaldehyde) and stained with DAPI. Cells were imaged (EVOS fluorescence
microscope, Thermofisher) and cell density was assessed by counting the number of nuclei per

field (3 fields per well) using ImageJ software (NIH, USA).

Scratch wound assay

SVEC4-10 cells (2.1x10*cells) were seeded into each chamber of 24-well plate containing 2-
well culture inserts (Ibidi GmbH, Germany) and grown in DMEM 10% FBS 1%
penicillin/streptomycin. Upon confluence, cells were serum-starved for 2 hours and the insert

was removed. Cells were rinsed and incubated with CM.
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To evaluate cell migration, the surface of the acellular gap was evaluated immediately after
removing the inserts and then every 2 hours. Images were collected on an EVOS microscope

(Thermofisher) and quantifications performed with ImageJ (NIH, USA).

Angiogenesis protein array

The Proteome Profiler Mouse Angiogenesis Array Kit (#ARYO015, R&D) was used to assess
53 mouse angiogenesis-related proteins levels within cardiac fibroblast conditioned media
(CM). Briefly, a cocktail of biotinylated detection antibodies was mixed with CM overnight at
4°C before incubation with the array membranes overnight at 4 °C. The array membranes are
spotted with capture antibodies specific to target proteins. The membranes were then washed,
incubated with streptavidin-HRP for 30 min at room temperature and the captured proteins

visualized using chemiluminescence after 2 or 10 min exposition.

Zymosan-induced peritonitis in mice

Sterile peritonitis was induced by intraperitoneal injection of 1 mg of zymosan A
from Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, USA). The peritoneal cavity was washed with
1 ml of PBS at 0, 4 and 24 h post-injection and lavage fluid collected. Cells were recovered by

centrifugation (1500 rpm, 5 min), counted, and subsequently used for flow cytometry analysis.
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Supplementary Figures
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Evaluation of cardiac function and remodelling in
Cxcll2sssmizasm and Cxcll2y */* mice at steady state.

a) Evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) in Cxcll2s™/sas™ mice (n=10) and
littermate WT control (CxclI2"" n=11) at steady state. b) Quantitative analysis of collagen
content (Cxcll2""™ n=5; Cxcll2ssm™'sasm n=T). ¢) Capillary density quantification (Cxcll2"""
n=5; Cxcll2smisasim n=T) d) Cardiomyocyte size measurement (Cxcll2""™" n=5; Cxcl2ssim/sagim
n=7). e) Evaluation of left ventricular ejection fraction (EF) in Cxcl127*** mice (n=13) and
littermate WT control (Cxcli2p" n=12) at steady state. f) Quantitative analysis of collagen
content (CxclI2py"™ n=4; CxclI2y***n=5) g) Capillary density quantification (CxclI2y"™
n=4; CxclI2y®*n=5) h) Cardiomyocyte size measurements (CxclI2p"™ n=4;

Cxcl12pA™ n=5).
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Supplementary Figure 2

Secondary antibody Anti-GFP
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PBS
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Supplementary Figure 2. Validation of adeno-associated virus administration in infarcted
hearts.

a) At day 28 after MI, ischemic heart tissue sections were stained either with donkey anti-
chicken secondary antibody coupled to AF647 or with anti-GFP polyclonal antibody (Anti-
GFP). No staining was detected with secondary antibody whereas cells infected with AAV2/9-
GFP (red) were detected using anti-GFP. 40x magnification; Scale bar: 30 pm. Nuclei were

stained with DAPI and capillaries with fluorescent wheat germ agglutinin (WGA) lectin.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. Effects of CXCL12/HS interactions and CXCL12y on
inflammatory cell recruitment in infarcted heart.

Quantitative evaluation of cardiac inflammatory cells at different time points after the onset of
ischemia in a) Cxcll2ses™/sism and their WT littermates mice or b) Cxcl12y*"* and their WT
littermates. n=6~8 for each group, *P<0.05, **P<0.01. P values were calculated using Two-

Way ANOVA with Bonferroni correction.
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4. CXCL12y does not modulate neutrophil recruitment.

a) Ackr3-GFP mice were challenged with acute MI for 1 or 3 days. b-¢) Quantitative evaluation
of the number of inflammatory CD45* (b) and CD45*ACKR3GFP+ cells (¢) in the cardiac tissue
at 0, 1 and 3 days after MI. *P<0.05, ***P<0.01. d) Percentage (%) of B lymphocyte (B220*),
CD4* T lymphocytes (CD4*), CD8* T lymphocytes (CD8*), macrophages (Macro), monocytes
(Mono) and neutrophils (Neutro) within CD45* Ackr3GFP+ cells at day 1 after MI. e-h)
Quantitative evaluation of the number of CD45* cells (e), neutrophils (f), CD45* Ackr3GFP+
cells (g) and Ackr3GFP* neutrophils (h) in the peritoneal cavity of WT mice treated for 0, 4 or
24 hours with zymosan. ¥*P<0.05. i-j) Quantitative evaluation of the number of CD45* cells (i)
and neutrophils (j) in the peritoneal cavity of WT and CxclI2*'* mice treated for O and 24

hours with zymosan. P values were calculated using Kruskal-Wallis test.
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Supplementary Figure 5

a DAPI / Ackr3
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Supplementary Figure 5. Ackr3 is expressed in cardiac fibroblasts and endothelial cells
after MI.

Representative photomicrographs showing PDGFRa (grey) or VE-Cadherin (grey) expression
to identify vascular smooth muscle cells and endothelial cells, respectively. Fluorescent RNA
in situ hybridization revealing Ackr3 mRNA contents (green channel) in heart section. Cell

nuclei were stained with DAPI. 40x magnification, Scale bar: 30 ym.
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Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure 6. Cardiac fibroblast number in Cxcll2sm/izsstm  and
Cxcll2 y* % mice.

a-b) Quantification of cardiac fibroblast number identified as CD90*Sca-1"MEFSK4+*ACKR3+
(a) or CD90*Sca-1"MEFSK4*ACKR3+*CD248* (b) in Cxcll2smsasim (n=8) and their WT
littermates (n=6-7/group). c-d) Quantification of cardiac fibroblast number identified as
CD90*Sca-1*"MEFSK4*ACKR3* (c¢) or CD90*Sca-1"MEFSK4*ACKR3*CD248* (d) in
Cxcl12p** (n=T) and their WT littermates (n=6 to 7 per group).
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Supplementary Figure 7
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Supplementary Figure 7. Cultured cardiac fibroblasts and angiogenesis assays.

a) Cell surface expression levels of CXCR4, ACKR3, MEFSK4 and CD90 in cultured cardiac
fibroblasts determined by flow cytometry. Grey histogram corresponds to isotype-stained cells.
b) Experimental protocol to evaluate the pro-angiogenic effects of conditioned-media derived
from murine cardiac fibroblast. c-e) Effect of ACKR3 neutralizing antibodies (clones 9C4 or
11G8) or CXCR4 antagonist AMD3100 on cellular density (c), migration (d) and vascular tube
formation (e) after CM-CXCL12a treatment. Data are represented as mean + SEM and are

representative from 5 independent experiments performed in duplicate.
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Supplementary Table 1. Primer sequences used for quantitative real-time PCR.

Gene

Forward primer

Reverse primer

Gapdh

5-CGTCCCGTAGACAAAATGGTGAA-3

5-GCCGTGAGTGGAGTCATACTGGAACA-3

Cxcll2a

5-GCTGGCCGCGCTCTGCATCAGTGA-3

5-GCACGGGCGAGGGCAGGGATGAAT-3

Cxcll2p

5-TGCACGGCTGAAGAACAACAACAG-3

5-GGGCGTCTGACTCACACCTCTCAC-3

Cxcll2y

5-TGTGCATTGACCCGAAATTAAAGT-3

5-CTTTTCTGGGCAGCCTTTCTCTTC-3

Cxcr4

5-CTGAGGCGTTTGGTGCTCCGGTAA-3

5-ATCCCGGAAGCAGGGTTCCTTGT-3

Ackr3

5-AGGCAAACCACAGCCCAGGAA-3

5-AGTTGCCAGGCTCTGCATAGTCA-3

Vincent Duval
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Supplementary Table 2. Antibodies used for FACS analysis.

Antigen Dye Clone Supplier References
CD45 Alexa Fluor 700 | 30 F11 BD Biosciences 560510
CDl11b BV605 M1/70 BD Biosciences 563015
CD45R/B200 PE RA3-6B2 BD Biosciences 553090
CD45R/B200 BUV496 RA3-6B2 BD Biosciences 564562

IeM APC 11/41 BD Biosciences 562032

IgM BV785 11/41 BD Biosciences 743328

CD3 BV421 145-2C11 BD Biosciences 562600

CD3 PE-Cy7 145-2C11 BD Biosciences 552774

CD4 BV650 RM4-5 BD Biosciences 740446

CD8 Percp-Cy5.,5 53-6.7 BD Biosciences 551162
Ly6C APC-Cy7 AL-21 BD Biosciences 560596
Ly6G BUV395 1A8 BD Biosciences 563978
CD64 BV421 X54-5/7.1 Biolegend 139309
F4/80 APC CI:A3-1 Bio-RAD MCA497ACPT
CXCR4 BV711 2B11 BD Biosciences 740734
CXCR7/ACKR3 | PE 8F11 Biolegend 391101
CXCR7/ACKR3 | PE 10D1 Biolegend 391404
CD31 PerCP-Cy5.5 MECI13.3 Biolegend 102522
TER119 BV510 TER119 BD Biosciences 116237
SCA-1 BUV395 E13-161.7 BD Biosciences 744328
MEFSK4 APC mEF-SK4 Miltenyi 130-120-802
CD248 Alexa Fluor 594 | Polyclonal BIOSS Bs-2101R-594
CD90.2 BV711 30-H2 Biolegend 105349
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Discussion

CXCL12 joue un role complexe dans 1'IM. Plusieurs études ont montré des effets protecteurs
mais aussi déléteres de CXCL12 dans le remodelage cardiaque post-ischémique*®. Ces
observations refletent probablement les effets pléiotropes de la signalisation de CXCL12,
I’existence de plusieurs isoformes et le contexte dépendant du type cellulaire. La plupart des
études se concentrent sur le role de 1'axe CXCL120/CXCR4. Pourtant, CXCL12y est I’isoforme
la plus exprimée dans le coeur®’2* et présente une forte affinité pour les HS?°. Son role dans
les 1ésions post-ischémiques est inconnu. Dans ce travail, nous avons mis en évidence un role
crucial de CXCL12y dans la régulation de la réponse réparatrice apres un IM par le biais de ses
interactions avec les HS et de 1’activation de son récepteur ACKR3 exprimé par les fibroblastes

cardiaques.

Afin d'étudier la contribution des interactions CXCL12/HS et plus particulierement le role
spécifique de CXCL12y, nous avons utilis€ les souris Cxcll2swsm/sasm  exprimant Cxcll2
dépourvu de tous ces sites d’interaction avec les HS et les souris Cxcl12y4*, dans lesquelles
le gene Cxcll2y est dépourvu de ces domaines de liaison aux HS dans sa partie C-terminale.
Contrairement aux souris Cxcli2", Cxcr4" et Ackr3” qui présentent une mort périnatale, une
organogenese anormale et un développement vasculaire et cardiaque défectueux?3326°333 Jes
souris Cxcl]2sasimsasm et Cxcll2y** atteignent 1’dge adulte, sont fertiles et présentent une
fonction et une morphologie cardiaques normales. Cette absence de phénotype délétere pourrait
s'expliquer par la capacité non altérée des CK a induire une signalisation comme cela 1’a été
montré pour d’autres CK mutées, telle que CCL21%%, par 'absence de motif de liaison de
CXCL12 sur la structure des HS au cours de I'embryogenése ou encore par la compensation par

la présence des autres isoformes pour le modele Cxcli2 2444,

Dans un modele expérimental d'IM chez la souris Cxcll2ssmswsim pous avons montré que la
perturbation des interactions CXCL12/HS entraine une diminution de la fonction cardiaque
associée a une augmentation de la taille de l'infarctus et a une réduction significative de la
fibrose interstitielle et de 1'angiogenese dans le cceur ischémique. Ces résultats montrent pour
la premiere fois le role critique des interactions CXCL12/HS dans le remodelage et la fonction
cardiaque apres un IM. L'expression prédominante de Cxcl/2y dans le cceur ainsi que sa forte
affinité avec les HS, nous ont incité a analyser la fonction spécifique de CXCL12y dans la
réponse a I’IM. L analyse du phénotype des souris Cxcll2 4 apres IM,a révélé un phénotype

cardiaque similaire a celui des souris Cxcl2sesim/sasm En utilisant une stratégie de « gain de

155

Vincent Duval



Discussion, perspectives et conclusion

fonction » basée sur 1’administration de particules adénovirales codant pour CXCL12a ou
CXCL12y, nous avons montré que les deux isoformes induisent des effets bénéfiques sur le
remodelage cardiaque en diminuant la taille de l'infarctus, la fibrose et 1’hypertrophie. De
maniere intéressante, CXCL12y favorise 1'angiogenese par rapport a CXCL12a. L'utilisation
d'un adénovirus exprimant un mutant de CXCL12y dépourvu de ses sites de liaison aux HS
(AAV-Cxcli2ym™) abolit l'effet sur 1'angiogenese, suggérant un rdle critique des interactions
CXCL12y/HS dans ce processus. Enfin, I’expression exogene de CXCL12y dans les souris
Cuxcll2sesmisasim et Cxcl 12y 44 corrige le phénotype cardiaque délétere observé chez ces souris,
confirmant ainsi le role protecteur des interactions CXCL12y/HS dans la fonction et le
remodelage cardiaque post-ischémique. L'effet sur la fibrose observé dans nos modeles murins
mutés pour Cxcll2 ou dans les modeles de surexpression peut s'expliquer de plusieurs manieres.
Plusieurs études ont montré 1'implication de CXCL12 dans la fibrose. En effet, il a ét€ démontré
que CXCL12 pouvait stimuler la prolifération, I’hypertrophie et la production de collagéne par
les fibroblastes cardiaques de maniere CXCR4 dépendante*®’. De méme, dans les maladies
inflammatoires et cardiovasculaires, CXCL12 peut contribuer au développement de la fibrose
en favorisant une réponse angiocrine pro-fibrotique des fibroblastes ou des cellules
endothéliales*!*#1¢, Les HS contrdlent 1'activité de CXCL12 de maniere isoforme-dépendante
en modulant directement la liaison et I'activation du récepteur®®’. Ainsi, la réduction de la fibrose
interstitielle observée dans nos modeles murins pourrait s'expliquer par une présentation au
récepteur de l'isoforme CXCL12y qui serait différente de celle de 1'isoforme CXCL12a dans
les fibroblastes ou les cellules endothéliales. Cette présentation de la CK au récepteur pourrait
induire des changements conformationnels spécifiques au niveau des récepteurs, liés a

l'activation de voie de signalisation pro-fibrotique.

Pour déterminer les mécanismes cellulaires impliqués dans les effets médiés par CXCL12y sur
la vascularisation cardiaque post-ischémique, nous avons analysé des données de SingleCell-
RNAseq et observé une forte expression d’ACKR3 dans les fibroblastes cardiaques. Ces
résultats ont été corroborés par d’autres analyses montrant également une expression abondante
d'Ackr3 dans les fibroblastes cardiaques*®!“#. Nous avons identifié six sous-populations (F1 a
F6) de fibroblastes cardiaques dont une exprimant fortement Ackr3 et présentant une signature
« angiogénique » (F3). Par cytométrie de flux, ACKR3 est exprimé majoritairement au sein des
fibroblastes, puis dans les cellules endothéliales et leucocytes. ACKR3 joue un role clé dans
l'angiogenese physiologique et pathologique®!3*3%. L'expression d'’ACKR3 contribue a

l'angiogenese tumorale par la sécrétion de facteurs angiogéniques®*>#%. De plus, une étude
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transcriptomique chez les souris Ackr3” a identifié des défauts d'expression de facteurs
angiogéniques essentiels a la protection des vaisseaux, ou a la croissance et a la survie des
cellules endothéliales®®. Par ailleurs, la moitié des fibroblastes ACKR3* sont CD248*, autre
marqueur identifié comme spécifique de cette sous-population de fibroblastes pro-
angiogénique. CD248, ou endosialine, est un marqueur exprimé de facon prédominante sur
divers fibroblastes et peut agir comme modulateur de l'angiogenese*®. Les souris invalidées
pour Cd248 montrent des défauts de remodelage vasculaire lors de la régénération
musculaire*!, renforcant le phénotype « angiogénique » de ces fibroblastes. D'autres études
seraient intéressantes a mener pour identifier les caractéristiques phénotypiques des fibroblastes
cardiaques ACKR3+CD248-. Les fibroblastes sont une population de cellules présentant des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes et qui dépendent du temps, du tissu
et du contexte de la blessure*?. Les fibroblastes cardiaques présentent des signatures
prolifératives, pro-fibrotiques et pro-angiogéniques au cours de 'TM*>4%3, Ainsi, I’ensemble de
ces résultats suggerent que les fibroblastes cardiaques exprimant ACKR3 pourraient contribuer

a l'angiogenese médiée par CXCL12y.

L'activation d'ACKR3 par le TC14012, un agoniste spécifique d'ACKR3 qui déclenche les
voies de la B-arrestine, favorise la prolifération des cellules endothéliales et I'angiogenese in
vitro*64624%_ Nous avons montré que I'activation d'ACKR3 apres IM in vivo avec le TC14012
améliore la fonction cardiaque, réduit la taille de I'IM et augmente la fibrose et la densité
capillaire, suggérant un role important de 1'activation d'ACKR3 dans la réponse angiogénique
induite par l'ischémie, en accord avec la littérature*®. De méme, CXCL12y augmente
significativement la dissémination des métastases vers des sites distants par rapport aux autres
isoformes?®-2°6. Par conséquent, nous avons supposé que la liaison de CXCL12y a ACKR3 dans
les fibroblastes cardiaques pourrait activer la réponse angiogénique apres un IM. Nous avons
démontré in vitro que 1'effet pro-angiogénique des milieux conditionnés issus de fibroblastes
cardiaques ACKR3* stimulés avec CXCL12y était plus puissant que celui induit par des

fibroblastes stimulés avec CXCL12a..

L'expression d'ACKR3 contribue a l'angiogenese tumorale par la sécrétion de facteurs
angiogéniques®*>#*. De plus, plusieurs études rapportent que les fibroblastes sont capables de
promouvoir 1'angiogenese par la sécrétion de facteurs de croissance et de stimuler la réparation
tissulaire*++%. Enfin, nous avons montré que ces effets dépendaient de l'activation d'ACKR3

mais pas de CXCR4 en utilisant des anticorps neutralisant ACKR3 et un antagoniste de
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CXCR4. Ainsi, nos résultats indiquent que CXCL12 sécrété de maniere autocrine/paracrine
dans le cceur infarci agit également par le biais des fibroblastes cardiaques exprimant ACKR3
pour promouvoir la vascularisation post-ischémique. En contradiction avec cette hypothese,
I’étude récente de Ishizuka et coll. montre 1'absence de phénotype cardiaque chez des souris
invalidées pour ACKR3 dans les fibroblastes comparé aux souris témoins apres un IM*!'. Une
raison potentielle de cette divergence pourrait étre due a un mécanisme compensatoire des
cardiomyocytes et des cellules endothéliales exprimant ACKR3. En effet, il a ét€¢ montré que
ACKR3 est exprimé préférentiellement dans les cardiomyocytes, suivis par les
fibroblastes**! 488 Ainsi, le réle exercé par les fibroblastes pourrait &tre masqué par celui des

cardiomyocytes.

Bien que nous ayons montré un réle de I'axe CXCL12y/ACKR3 dans les fibroblastes cardiaques
pour la vascularisation post-ischémique, les voies de signalisation impliquées dans ce processus
sont inconnues. Cependant, il a été montré que CXCL12y recrute activement la 3-arrestine 2
avec une efficacité supérieure a CXCL12a et CXCL12[>°. De méme, les effets biologiques
médiés par ACKR3 impliquent souvent la [-arrestine 2. On peut supposer que cette voie

pourrait étre activée lors de la liaison de CXCL12y a ACKR3 dans les fibroblastes cardiaques.
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Perspectives

Les progres dans la prise en charge des patients présentant un IM ont permis de fortement
réduire la mortalité. Le nombre de patients évoluant vers une insuffisance cardiaque
augmentant, le défi des nouvelles stratégies thérapeutiques est alors de prévenir les 1ésions
tissulaires de maniere a préserver la fonction cardiaque et éviter ou retarder le développement
de linsuffisance cardiaque. Les résultats concernant le réle critique des interactions
CXCL12/HS et celui de I’axe CXCL12y-ACKR3 dans le remodelage post-ischémique obtenus
au cours de ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives a moyen et long terme. Certaines
pistes sont en cours d'exploration pour appréhender les mécanismes moléculaires impliqués

dans les effets observés dans la réponse a I'IlM

- FEtude des mécanismes moléculaires régulant I’angiogenése médiée par CXCL12y
L’isoforme CXCL12y promeut la revascularisation post-ischémique in vivo et I’angiogenese in
vitro avec une meilleure efficacité que CXCL12a. Cependant les mécanismes moléculaires
sous-tendant les effets différentiels observés pour ces deux isoformes sont inconnus. Pour
éclaircir ce point, nous avons débuté une analyse comparative par RNAseq de fibroblastes
stimulés ou non avec CXCL12a ou CXCL12y, afin de déterminer les genes et les voies de
signalisation différentiellement modulées dans ces cellules. L'analyse des ARN issus de
fibroblastes prétraités par des inhibiteurs de CXCR4 ou ACKR3 nous permettra d’analyser la
contribution spécifique de chaque récepteur dans les modulations observées. Nous avons
identifié certains facteurs préférentiellement sécrétés par les fibroblastes stimulés avec
CXCL12y tels que CCL2, MMP3, PIGF2, ET-1, OPN ou IGFBP?2 et certains facteurs diminués
tels que TSP-2 et PEDF/SerpinF1. En fonction des voies identifiées par ces analyses, nous
pourrions agir sur ces dernieres via des approches in vivo et in vitro de blocage, stimulation et
invalidation pour confirmer leur implication dans 1’angiogenese médiée par CXCL12y et

ACKR3.

- Etude du rdle de ACKR3 dans les cardiomyocytes et les fibroblastes
Nos données ainsi que celles d'autres équipes ont relevé I’expression d'ACKR3 dans les
cardiomyocytes, le type cellulaire majoritaire dans le coeur. Afin d'évaluer le role d'ACKR3
dans les cardiomyocytes, nous avons généré une souris invalidée spécifiquement pour Ackr3
dans les cardiomyocytes (Cxcr7"*fexxMyh6Cre*). Les résultats préliminaires obtenus montrent

une forte diminution de la fonction cardiaque dans les animaux mutants, associée a une
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dilatation ventriculaire massive. Les effets concernant la fonction cardiaque sont cohérents avec
ceux publiées récemment par Ishizuka et Coll*$'. Par ailleurs, nous montrons une réduction

importante de I’angiogenese (Figure 29).
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Figure 29 Fonction cardiaque et remodelage aprés IM dans un modele Cxcr78o¥/1oxxMyh6Cre*
Etude de la fonction cardiaque (fraction d’éjection) et mesure de la densité capillaire dans le cceur d’animaux
Cxcr7ioxloxy Myh6Cre* et leur contrdles 28 jours apres IM. (* P<0.05)

Ces résultats indiquent un effet protecteur de ACKR3 dans les cardiomyocytes apres I'IM et
soulignent une fois de plus le role majeur de ACKR3 dans le remodelage cardiaque post-
ischémique. Récemment, il a été décrit des interactions fonctionnelles entre ACKR3 et la
Connexine 43 (Cx43) dans les astrocytes participant a la régulation de l'activité électrique
neuronale®*'. La Cx43 est une protéine de jonction communicante, treés exprimée a la membrane
cellulaire des cardiomyocytes comme au niveau des mitochondries. Il a été montré que la Cx43
est impliquée dans la protection cellulaire face a I’ischémie**, et que l’altération de son
expression provoque des effets déléteres*”’. Par ailleurs, des travaux plus récents indiquent une
contribution de la Cx43 dans les interactions entre les cardiomyocytes et les myofibroblastes*®.
Il serait intéressant d’étudier la facon dont ACKR3 et la Cx43 peuvent interagir au sein des

cardiomyocytes, et si ces interactions ont un role bénéfique ou délétere dans le contexte de I'IM.

- Effet de CXCL12y dans la régénération cardiaque
En parallele, de I'étude de 'axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans 1'IM chez la souris adulte, j'ai
recherché le role des interactions CXCL12/HS et celui de CXCL12y dans la régénération
cardiaque. La souris adulte possede une tres faible capacité de régénération cardiaque. Nous
avons donc développé un modele de régénération cardiaque chez les nouveaux nés induite par
une atteinte cardiaque consécutive a une ligature permanente de 1’artére coronaire a P1 (soit
environ 24 a 36 heures apres la naissance) avec 1’aide de Paul Alayrac, doctorant dans I’équipe.

En effet, le coeur de souriceau affiche un potentiel de régénération transitoire.
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Dans nos modeles Cxcl2sem/sasim et Cxcll2 22, I’'IM chez le souriceau entraine une cicatrice
plus importante comparée a leurs controles WT respectifs, indiquant que CXCL12y et les
interactions avec les HS jouent un role important dans la régénération cardiaque (Figure 30).
Par ailleurs, il a été démontré 1’implication de CXCL12 et CXCR4 dans la régénération
cardiaque et plus particuliecrement dans la collatéralisation artérielle apres IM chez le
souriceau*”. L’étude du rdle d'ACKR3 dans la régénération cardiaque est en cours. Ainsi, la
compréhension de ces mécanismes dans la régénération cardiaque chez le nouveau-né peut nous
aider a identifier des mécanismes de réparation pouvant étre transposés a I’adulte et ouvrir ainsi

la voie a de nouvelles approches.
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Figure 30 Implication de CXCL 12y dans la régénération cardiaque
(Haut) Schéma expérimental : un IM est réalisé chez des souriceaux a P1 soit 24h apres la naissance par ligature
de I’artere coronaie. Les animaux sont sacrifiés 7 jours plus tard. (Bas) Quantification de la taille de la cicatrice 7

jours apres 'infarctus chez des animaux Cxcl]2swsm/sasimet Cxcll2 M et leurs contrdles respectifs. * P<0.05.

- GAGs et remodelage post IM
Etant donné le rdle majeur des GAGs et des HS dans la régulation de la fonction des CK et en
particulier CXCL12, on peut se demander comment les modulations des GAGs peuvent
influencer le remodelage cardiaque post-ischémique. Les syndecans, une famille de GAGs

membranaires composés d’un domaine extracellulaire sur lequel sont liées plusieurs chaines
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d’HS ont été particulicrement étudiés dans ce contexte. Apres I’IM, il y a une augmentation
d’expression de ces syndecans, capables de lier les CK mais également de nombreux autres
facteurs. Ainsi, il a été démontré une contribution des syndecans dans le développement de la
fibrose cardiaque a travers notamment une action directe sur les fibroblastes>->%. En raison de
leur participation a de nombreuses voies de signalisation, la contribution des GAGs dans le
remodelage cardiaque post-IM va bien au-dela de leur simple rdle « d’ancrage » des

chimiokines .

- Autres ligands et interactions de ACKR3
ACKR3 possede une multitude de ligands comme CXCLI11, MIF, l'adrénomédulline, des
peptides dérivés d'opioides. ACKR3 est capable de réguler les concentrations de ces molécules
par son activité scavenging. De la méme maniere que pour CXCL12%*%, cela a été démontré
pour CXCLI11 avec des modulations dans la signalisation CXCR3-CXCL115%. Ainsi, la
séquestration de CXCLI11 par ACKR3 pourrait limiter la signalisation pro-inflammatoire
dépendante de CXCR3. ACKR3 peut également lier MIF (macrophage migration inhibitory
Factor), une cytokine présentant des effets pro-inflammatoires’*3-%%7. Les modeles Mif’ ne
montrent pas de défaut de développement mais sont associés au développement d’une
hypertrophie ventriculaire et d’une fibrose cardiaque progressive avec 1’age’. Cela suggere
une contribution de MIF dans le remodelage cardiaque. Dans I’'IM, I’expression de MIF par les
cellules cardiaques résidentes est associée a une stimulation d’expression de facteurs pro-
fibrotiques par les fibroblastes cardiaques et une promotion de la survie des cardiomyocytes>®.
En revanche, lors d’une ischémie prolongée, la contribution de MIF est délétere en soutenant
une inflammation élévée’'?. L’étude des interactions entre ACKR3 et ses autres ligands pourrait

permettre de mieux comprendre son role de récepteur de chimiokines dans la réponse a I'IM.

- Le potentiel thérapeutique de CXCL12y
Les résultats obtenus au cours de ces travaux indiquent que CXCL12y présente un potentiel
angiogénique supérieur a CXCL12a et permet un meilleur remodelage cardiaque post-
ischémique. Il est important de noter que la plupart des études faites sur CXCL12 ne prennent
pas en compte l’existence des différentes isoformes ou ne considérent que 1’isoforme
CXCL12a. En effet, grace a son long domaine C-terminal, CXCL12y est moins exposé a la
dégradation par les MMPs et, en raison de sa grande capacité a se lier aux HS, est moins diffus

dans la circulation ; ceci augmente donc sa demi-vie et renforce son efficacité?*¢. Dans nos
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expériences de surexpression via l’injection de particules adénovirales, celles-ci ont été
administrées deux semaines précédant I'IM afin de permettre 1'expression du transgene.
Cependant, des expériences préliminaires d'injection intra-myocardique de particules virales en
périphérie de la zone ischémique, immédiatement apres la ligature, nous ont également permis
de révéler une amélioration de la fonction cardiaque, une réduction de la taille d’infarctus et
une augmentation de 1’angiogeneése dans les animaux injectés avec les AAV2/9-CXCL12y
comparé aux animaux injectés avec AAV2/9-GFP ou AAV2/9-CXCL12a. (Figure 31). Ces
résultats sont prometteurs car ils t€émoignent d'un effet thérapeutique de CXCL12y. Il faudrait
les répéter, analyser plus en détail le remodelage et évaluer les effets a long terme de 1’ utilisation

de CXCL12y pour améliorer le remodelage cardiaque post-IM..
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Figure 31 Potentiel thérapeutique de la surexpression de CXCL12y

Schéma expérimental : les animaux sont injectés avec des vecteurs viraux contenant CXCL12a, CXCL12y ou un
controle GFP immédiatement apres 1’IM, en bordure de la zone ischémique. 14 jours plus tard, une échographie
cardiaque est réalisée et les animaux sont sacrifi€és pour histologie.
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Conclusion

Les interactions entre CXCL12 et les héparanes-sulfates de la matrice extracellulaire jouent un
role crucial dans le remodelage cardiaque post-ischémique. Nous avons montré que CXCL12y,
I’isoforme présentant 1’affinité pour les HS la plus forte, est essentielle pour la revascularisation
post-ischémique du myocarde infarci et que cet effet est dépendant des interactions
CXCL12y/HS. De maniere intéressante, nous révélons le role essentiel des fibroblastes et de
l'axe CXCL12y/ACKR3 dans la réponse a I'IM. En effet, nous montrons qu'’ACKR3 exprimé
dans les fibroblastes cardiaques et activé par l'isoforme CXCL12y est capable de réguler la
sécrétion de divers facteurs pro-angiogéniques soulignant ainsi le potentiel réparateur de 1'axe
CXCL12y/ACKR3. Ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles recherches sur la contribution

spécifique de CXCL12y dans les maladies cardiovasculaires.

Sur le plan thérapeutique, CXCL12y pourrait surmonter les limitations observées lors des
essais précliniques utilisant CXCL12a en raison de sa plus grande efficacité a promouvoir la
vascularisation dans le myocarde infarci, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques

pour promouvoir la réparation tissulaire du myocarde apres un IM.
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In response to pathophysiological stress, the cardiac tissue undergoes profound
remodeling process that incorporates the elimination of dying resident cells,
compensatory hypertrophy of functional cardiomyocytes, growth and remodeling of
the vascular compartment and formation of a fibrotic scar. Accumulating evidences
indicate that cardiac remodeling is, at least in part, controlled by a complex crosstalk
between cardiomyocytes and macrophages. The strategic location of abundant
macrophages to the proximity of cardiomyocytes suggest that they could regulate
the fate of cardiomyocytes in the injured heart. As such, macrophages appear as
critical support cells for cardiomyocytes and play central roles in cardiac hypertrophy,
fibrosis and remodeling. Notably, the cardiac tissue expands heterogeneous population
of cardiac macrophages through local proliferation of resident macrophage as well as
recruitment and differentiation of blood-derived monocytes. It has also been suggested
that cardiac-resident macrophages display distinct functional properties from that of
monocyte-derived macrophages in cardiac tissue. Furthermore, macrophages are an
overflowing source of biological entities with non-canonical roles on cardiac conduction
or cardiomyocyte proliferation by regulating action potential diffusion or cardiac cell
cycle reentry. Alternatively, stressed cardiomyocytes can trigger the release of a
broad repertoire of instructive signals that can regulate macrophage number, skew
their phenotype and therefore direct their beneficial or deleterious actions. In this
review, we highlight recent discoveries describing how the intricate dialogue between
cardiomyocytes and macrophages can shape the deleterious or healing signaling
mechanisms in the injured cardiac tissue.

Keywords: heart, inflammation, macrophages, heart failure, myocardial infarction

Pathological conditions (hypertension, heart valve disease, myocardial infarction, cardiomyopathy)
result in cardiomyocyte hypertrophy and cardiac remodeling progression associated with
systolic and diastolic dysfunction. This adverse ventricular remodeling precipitates the
occurrence of heart failure, arrhythmia, or sudden death. Hypoxia, neuro-humoral activation,
and mechanical stress initiate multiple signaling pathways leading to cardiomyocyte death
and hypertrophic growth of surviving cardiomyocytes. Nevertheless, the heart also entails
different types of non-myocyte cells, including vascular cells, fibroblasts and inflammatory
cells. Notably, emerging evidences indicate that cardiac remodeling is regulated by direct
and indirect communications between cardiomyocytes and inflammatory cells. In response to
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pathophysiological stress, the abundance of inflammatory cells
and particularly, that of macrophages, and their proximity
to cardiomyocytes, position them to critically regulate
cardiomyocyte homeostasis in the injured heart. As such,
macrophages appear as critical support cells for cardiomyocytes
and play central roles in cardiac hypertrophy, fibrosis and
remodeling. In this review, we highlight recent advances, mainly
related to experimental observations, in our understanding
of the decisive interaction between macrophages and
cardiomyocytes.

ORIGIN OF CARDIAC MACROPHAGES

During early gestation, around embryonic day 7, primitive
hematopoiesis occurs and macrophages expand in the extra-
embryonic yolk sac. Subsequently, erythromyeloid precursors
emerge from the yolk sac, and generate fetal macrophages. The
onset of vascularization is associated with erythromyeloid
precursors migration to the fetal liver. Concomitantly,
hematopoietic stem cells (HSCs) arise from the aorta-gonad-
mesonephros and migrate to the fetal liver. In the perinatal
period, bone marrow serves as a major reservoir of HSCs and
synthesizes the complete repertoire of immune cells (1).

The development of genetic fate-mapping techniques allows
to classify and track distinct macrophage subsets, and when
associated with parabiotic and adoptive-transplant studies,
permits to discern the origin of tissue macrophages. Using
this combination of methods, it has become obvious that most
of cardiac macrophages derives from precursor of embryonic
origin, but not from circulating monocytes after birth (2).
Murine cardiac macrophages (CD457CD11b*F4/807CD64% or
CD68") are further categorized by expression of CCR2 (C-C
chemokine receptor type 2), MHC-II (major histocompatibility
complex 1II), and the lymphocyte antigen 6 complex (Ly6C).
High and low expression of Ly6C can be used to discriminate
inflammatory and reparative macrophages but the use of both
CCR2 and MHC-II is useful to distinguish three separate and
discrete cardiac macrophages pools from different origins. In
steady state, the adult heart contained two resident macrophages
subsets, MHC-IT®*CCR2~ and MHC-IIM8"CCR2™ cells. These
macrophages are separate from the blood monocyte pool and
originate mainly from yolk sac- and fetal liver- embryonic
progenitors (2, 3). The third macrophage pool expresses
CCR2 (MHC-11Mg"CCR21) but is smaller numerically and is
derived entirely from blood monocytes (2, 3). In the steady
state, tissue-resident macrophages constitute the main subset
of cardiac macrophages and are preserved through tissue
proliferation (2). Nevertheless, it has been suggested that self-
renewal of cardiac-resident macrophages declines with aging
and that a substantial pool of cardiac resident macrophages
is replenished by monocyte-derived macrophages, even in the
lack of pathological triggers and inflammation (4). Indeed,
using alternative gating strategy based on MHC-II and CX3CR1
expression, it has been shown that the proliferation capacity of
embryo-derived cardiac macrophages is progressively reduced
from the peri-natal period (4).

Of note, comprehensive transcriptional analysis of resident
macrophages suggests that resident macrophages isolated
from various organs are transcriptionally different from each
other (5, 6). It is therefore likely that the tissue niche provides
instructive signals coordinating macrophage phenotype and
that the cardiac environment shapes the gene repertoire
and controls macrophage-related functions. Furthermore,
alteration of this cardiac niche is expected to affect the
transcriptional network of cardiac macrophages resulting
in a continuum of polarization states in the pathological
heart.

Physiological and pathological settings adjust the number
of each cardiac macrophage pools. Macrophage number
could depend on local expansion of resident macrophage or
recruitment and differentiation of blood-derived monocytes.
In the absence of circulating monocytes, such as in CCR2
deficient mice, resident cells can repopulate the pool of
cardiac macrophages. After transient depletion of macrophages
with clodronate liposomes, circulating monocytes infiltrate
the myocardium and are able to differentiate into long
lasting populations of cardiac macrophages. Furthermore,
CCR2- macrophages disappeared after a cardiac insult and
blood monocytes fully replenish heart macrophages (2, 7).
Hence, after a cardiac insult, it is likely that bone marrow-
derived monocyte populations represent the major cardiac
macrophage substitute. Notably, in the bone marrow, a
CCR2+*CD1507CD48~ Lineage™ Sca-1"c-Kitt hematopoietic
subset has been identified as the main precursor of myeloid
cells after ischemic insult (8). The cardiac tissue produces
mobilizing factors such as granulocyte/macrophage colony-
stimulating factor or CCL (CC motif chemokine ligand)2 and
CCL7 that act distally to foster monocyte mobilization from
the bone marrow to the blood (9-11). Bone marrow-derived
HSCs lead to the emergence of two principle monocyte subsets
depicted by the expression Ly6C. Classical Ly6C8" monocytes
appear to originate from Ly6C" monocyte progenitors, and
non-classical Ly6c!®" monocytes, which likely differentiate from
Ly6CPi8" monocytes, through a Nr4al-dependent transcriptional
program (12-14). Bone marrow derived Ly6C monocytes are
recruited into the injured cardiac tissue and differentiate to
macrophages. In addition to the bone marrow, the spleen also
acts as a reservoir for LyGChigh monocytes and participates
to cardiac macrophage repopulation [(15); Figure 1]. One can
also speculate that additional compartment could participate
to the inflammatory cell influx within the cardiac tissue.
In this line of reasoning, the pericardial adipose tissue has
been shown to contain a high density of lymphoid clusters
(16). The white adipose tissue has also been identified as
a reservoir of mast cell progenitors, that do not originate
from the bone marrow, and are able to home to cardiac
tissue through a stem cell factor dependent signaling (17). The
putative contribution of adipose tissue to the monocyte and/or
macrophage pool remains to be defined. Altogether, these results
indicate that, following the disruption of homeostasis; multiple
complementary pathways could participate to the dynamic
regulation of the heterogeneous population of cardiac resident
macrophages.
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FIGURE 1 | Life cycle of macrophages during cardiac stress. In pathological settings, the stressed cardiac tissue sends mobilizing factors to monocyte reservoirs
including bone marrow and spleen, leading to the emergence of two principle monocyte subsets depicted by the expression of Ly6C (Ly6C High or Low). Circulating
Ly6C positive monocytes are then recruited into the injured cardiac tissue and differentiate to macrophages. Local proliferation of cardiac resident macrophages also
participates to the expansion of cardiac macrophage population. Cardiac-resident macrophages and monocyte-derived macrophages are expected to display distinct
functional properties precipitating or preventing adverse ventricular remodeling. CSF, colony-stimulating factors; GM-CSF, granulocyte macrophage colony stimulating

In macrophage-depleted mice, infarct healing is impaired, and
myocardial rupture occurs suggesting a net beneficial role of
the heterogeneous population of cardiac macrophages in cardiac
repair (18-20). Resident macrophages are expected to display
functional properties distinct from that of monocyte-derived
macrophages. Transcriptional analysis revealed that monocyte-
derived macrophages synchronize cardiac inflammation, but are
less efficient in antigen processing and clearance of dying cells (2).
In particular, CCR2" macrophages contain distinct components
of the NLRP3 inflammasome and are instrumental in IL-1§
release (2). On the same note, chemoattractants CXCL (C-X-
C motif chemokine ligand)2 and CXCL5 produced by CCR2"
resident macrophages have been shown to specifically contribute
to the initial neutrophil extravasation into the ischemic area
(21). Inhibition of monocyte and monocyte-derived macrophage
recruitment improves outcome after acute MI and myocardial
infarction-induced heart failure. Conversely, cardiac-resident
macrophages (MHC-II"WCCR2~ and MHC-II"8"CCR2™) seem
to display robust proangiogenic and mitogenic properties,
suggesting a reparative potential for these macrophage subsets
[(22); Figure 1].

Nevertheless, it must be acknowledged that there is no
consensus to harmonize the phenotypic classification of
macrophages, which induces uncertainty in the characterization
as well as function of the distinct sub-populations of cardiac
macrophages. An ambiguity amplified by the use of enzymatic
digestion methods designed to isolate cardiac inflammatory cells
that alter the levels of cell-surface markers and by the shared
expression of some markers such as CD11b, Ly6C or F4/80 on
dendritic cells or myeloid derived suppressor cells (23).

Although macrophages are clearly present in human
heart (24), information regarding their function, origin and
heterogeneity in steady state and pathological conditions are
lacking. Nevertheless, two distinct populations of macrophages
have been identified in left ventricular myocardial specimens
from patients with dilated and ischemic cardiomyopathies
(25). CCR2+ and HLA-DR High (the human homolog of
MHC II) macrophages are monocyte-derived cells with specific
pro-inflammatory potential whereas CCR2- and HLA-DR High
macrophages are resident cells with reparative properties [(25);
Table 1].

MACROPHAGES AND OUTSIDE-IN
SIGNALING WITHIN CARDIOMYOCYTES

Canonical Role of Macrophages

The interaction between macrophages and cardiomyocytes
hypertrophy and survival has been studied in experimental
model of acute injury (mainly acute myocardial infarction) or
heart failure following pressure overload, hypertensive treatment,
or myocardial infarction. Whatever the incentive stimulus, the
failing heart contains increased number of macrophages that
expand by both local proliferation of resident macrophage and
further recruitment and differentiation of circulating monocyte
(2, 7, 26, 27). Interactions of cardiac macrophages with other
non-myocyte cells including inflammatory cells, vascular cells
and fibroblasts shape the dysfunctional heart. These cardiac
macrophages also secrete factors that directly or indirectly
alter the cardiac extracellular matrix network. Hence, the net
impact of cardiac macrophages on cardiomyocyte likely relies
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TABLE 1 | Immunophenotypic properties of different subsets of embryo- and monocyte-derived cardiac macrophages.

Origin of cardiac Mg

Inflammatory cell signature markers

Mg signature markers Specific signature markers

Mice Gating strategy 1 Embryo-derived Mg

Monocyte-derived Mg

CD45+, CD11b+, Auto+, Ly6C—
CD45+, CD11b+, Auto+, Ly6C—

CD64+, Mertk+, F4/80+
CD64+, Mertk+, F4/80+

MHCII High/Low and CCR2-
MHCII High and CCR2+

Gating strategy 2 ~ Embryo-derived Mg

Monocyte-derived Mg

CD11b+, Ly6C Low, CD11c Low-Int
CD11b+, Ly6C Low, CD11c Low-Int

CX3CR1+ and MHCII-
CX3CR1+ and MHCII+

CD14+, CD64+, F4/80+, Mertk+
CD14+, CD64+, F4/80+, Mertk+

CD45+
CD45+

Human  Gating strategy 3 Resident Mg

Monocyte-derived Mg

CD14+, CD64+, Mertk+, CD68+
CD14+4, CDB4+, Mertk+-, CD68+-

CCR2- and HLA-DR High
CCR2+ and HLA-DR High

Gating strategy 1, 2, and 3 from Epelman et al. (2), Molawi et al. (4), and Bajpai et al. (25), respectively. M indicates macrophages; Auto, auto-fluorescence; int, intermediate.

on pleiotropic effects involving regulation of distinct and
complementary processes. Furthermore, the molecular cascades
involved in macrophage specific effects on cardiomyocytes
are poorly understood. Nevertheless, the cardiac influx of
macrophages on pressure overload, for example, precedes
signs of hypertrophy and heart failure, suggesting a direct
contribution to cardiomyocyte hypertrophy and survival [(28);
Figure 2].

Considering their abundance, diversity, and phenotypic
plasticity, macrophages represent a major reservoir of cytokines.
Inflammatory signals induce interleukin(IL)6 release by
macrophages and neutralizing IL-6 reduces cardiomyocyte
hypertrophy (29, 30). Acutely, IL-6 also prevents cardiomyocytes
against oxidative stress-induced cellular damages. IL-6 receptor
cooperates with at least one subunit of the signal-transducing
protein gp130. Of note, complete loss of gp130 results in massive
induction of myocyte apoptosis and dilated cardiomyopathy in
response to pressure-overload (31). Alternatively, in chronically
exposed myocytes, IL-6 family signaling reduces the basal
contractility and the beta-adrenergic responsiveness of the
myocytes (32).

Specific subtype of pro-inflammatory CCR2 positive
macrophages is a major purveyor of IL-18 (2). Interestingly, in
a phase 3 trial, the use of canakinumab, an IL-1 B neutralizing
antibody, has been shown to decrease the incidence of repetitive
atherothrombotic event in patients with myocardial infarction
already on state of the art treatment (33). Inflammatory
macrophages also release IL-18, another member of the IL-1
family (34, 35). IL-18 enhances cardiomyocyte hypertrophy
and exacerbates cardiac dysfunction as well as fibrosis in
infarcted and non-infarcted heart (36, 37). IL-18 could also
precipitate adverse ventricular remodeling by reducing capillary
density in the ischemic tissue (38). Toll-like receptor activation
induces the production of tumor necrosis factor (TNFa) from
macrophages. In a genetic heart failure model, TNF-a has
been shown to confer cardioprotection by maintaining normal
intercalated disc structure and mitochondrial integrity as well
as cardiomyocyte function (39). Transforming growth factor
(TGF)p produced by cardiac macrophages triggers extracellular
matrix deposition (40) but is also a direct mediator of the
hypertrophic growth response of the heart (41). Myeloid-derived
growth factor is secreted by macrophages and stimulates

cardiomyocyte survival (42). In addition, macrophages
synthesize IL-10 and leukemia inhibitory factor, which
subsequently abrogate apoptosis of hypoxic cardiomyocytes
(43).

Beyond cytokine production, macrophages are an overflowing
source of biological entities with pro-hypertrophic and
survival potential. For example, Galectin-3, a macrophage-
derived mediator, contributes to cardiac hypertrophy (44).
Removal of micro(mi)RNA-155 in macrophages reduces
cardiac hypertrophy and cardiac dysfunction following
pressure overload (28). Mineralocorticoid receptor deletion
in macrophages abrogates cardiac hypertrophy after aortic
constriction (45) or in the setting of hypertension (46, 47).
Mice with macrophage harboring prolyl hydroxylase
domain protein 2 deficiency display attenuated cardiac
hypertrophy and contractile dysfunction after hypertensive
treatment (48).

Non-canonical Role of Macrophages
Cardiac Conduction

Recent work also reveals that resident cardiac macrophages
establish direct connections to cardiomyocytes via connexin 43
gap junctions in the atrioventricular node. In vitro, neonatal
cardiomyocytes cause rhythmic depolarizations in macrophages,
which in turn, alters the electrophysiological properties of
cardiomyocytes. Since macrophages are poorly polarized
cells, their coupling with cardiomyocytes depolarizes them.
While in the “working” cardiomyocytes an increase of the
resting potential inactivates the sodium channels and slows
the conduction, the depolarization of the atrioventricular node
cardiomyocyte depends on the calcium channels, whose voltage-
dependent inactivation is shifted toward higher positive voltages.
Activation of a rhodopsin 2 channel specifically expressed
in macrophages causes sodium entry and depolarization,
improving nodal conduction. Conversely, inactivation of
connexin 43 specifically in macrophages, or the congenital
deficiency of macrophages, affect the propagation of cardiac
electrical impulses, attesting to the existence of a functional
connection between resident macrophages and specialized
cardiomyocytes within the nodal tissue (24). Macrophages
could also regulate conduction abnormalities beyond the
atrioventricular node, including the course of atrial fibrillation
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FIGURE 2 | The cardiomyocyte and macrophage cross-talk in cardiac tissue. The expanded cardiac macrophage population plays an important role in the regulation
of cardiac dysfunction by secreting factors that directly or indirectly alter cardiomyocyte homeostasis. Notably, considering their abundance, diversity, and phenotypic
plasticity, macrophages represent a major reservoir of factors controlling cardiomyocyte hypertrophy, survival and contractility. Furthermore, cardiac macrophages
exert non-canonical roles on cardiac conduction or cardiomyocyte proliferation by regulating action potential diffusion or cardiac cell cycle reentry. Nevertheless, the
communication between cardiomyocytes and macrophages operates in both directions and cardiomyocytes dialogue toward cardiac macrophages to drive their
number, function and phenotype through the release of a broad catalog of macrophage regulating factors. MYDG, myeloid derived growth factor; PS, phosphatidy!
serine; ROS, reactive oxygen species; DNA, deoxyribonucleic acid; REG3B, regenerating islet-derived protein 3-beta.

or ventricular arrhythmias induced by ischemia. Clinically,
atrioventricular block is a common indication for implantation
of cardiac pacemakers, but many cases of atrioventricular
block occur for unknown reasons. Macrophage phenotype
and number are modified after acute myocardial infarction
and heart failure, conditions associated with sudden cardiac
death and ventricular arrhythmias. In this regard, recent
work has shown that diabetic inflammation causes secretion

by resident macrophages of IL-1B, which destabilizes the
electrical activity of cardiomyocytes potentially promoting
the occurrence of ventricular arrhythmias (49). Other cardiac
inflammatory diseases, including Chagas disease, Lyme
disease, and myocarditis, initiate conduction defects. In
these pathological conditions, cardiac macrophages could
also participate to the development of atrioventricular block
in addition to cardiomyocytes and specialized conductive
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tissue deregulations. Conduction system development or
genetic abnormalities could also be dependent of cardiac
macrophage-related actions.

Cardiomyocyte Regeneration

Change in monocyte/macrophage gene expression is associated
with decrease in cardiomyocyte proliferation with aging (50).
In the neonatal heart, clodronate liposome-induced phagocytic
cell depletion abrogates heart regeneration. Human fetal and
adult mononuclear phagocytes show distinct pro-inflammatory
features after LPS stimulation (2). Furthermore, it has been
shown that in response to injury, resident CCR2- reparative
cardiac macrophages dominate in the neonatal cardiac tissue and
directly foster cardiomyocyte proliferation (22). Comparative
analyses have been performed in many species revealing
that the regenerative capacity of the cardiac tissue sparsely
exists across the animal kingdom, and seems to correlate
with immature immune system. As an example, zebrafish
exhibits unchallenged ability to regenerate cardiac tissue.
Interestingly, another teleost, the medaka, does not share
this capacity. Comparative transcriptomic analyses following
cardiac cryoinjury in Zebrafish and medaka point to major
differences in immune cell dynamics between these two
models. Delayed macrophage recruitment in zebrafish hampers
cardiomyocyte proliferation and scar resolution. Delayed and
reduced macrophage recruitment is observed in medaka,
along with inefficient cardiac regeneration. Stimulating Toll-
like receptor signaling in medaka activates immune cell
dynamics and galvanizes cardiomyocyte proliferation and scar
resolution (51). During the regenerative process, cardiomyocytes
undergo a transcriptional reversal of cell differentiation program
characterized, at least in part, by recrudescence of embryonic
gene expression. Interestingly, IL-13 has been identified as
a potential upstream regulator of the core network, which
induced cardiomyocyte cell cycle entry, in part by the STAT3
pathway (52). Altogether, these studies provide further insight
into the complex role of the immune response during
cardiac repair, and suggest that macrophage could serve as a
platform to release cytokines and growth factors, promoting
cardiomyocyte proliferation, at least in neonatal mammalian
heart.

CARDIOMYOCYTES AND OUTSIDE-IN
SIGNALING WITHIN CARDIAC
MACROPHAGES

The communication between cardiomyocytes and macrophages
operates in both directions and cardiomyocytes dialogue toward
cardiac macrophages using different languages (Figure 2).

First, dying cardiomyocytes send some “eat me” signals
to stimulate clearance of dying cells and prevent collateral
myocyte loss and infarct expansion. Efficient phagocytic
clearance of cardiac apoptotic cells by macrophages involved
the coordinated role of 2 major mediators of efferocytosis,
the myeloid-epithelial-reproductive protein tyrosine kinase
(MerTK) and the milk fat globule epidermal growth factor

8 (MFG-E8). Macrophage defective for efferocytosis leads
to cardiac dysfunction (53, 54). Interestingly in ischemic
heart, dying cardiomyocytes send unappropriated signals,
such as upregulation of integrin-associated protein CD47
or shedding of macrophage MerTK, that impair phagocytic
removal by cardiac macrophages (55, 56). Notably, resident
MHCII®VCCR2™ cells are characterized by elevated expression
of MerTK and, release pro-reparative cytokines, such as TGF-
B, in response to apoptotic cell engulfment (57). Of interest,
non-professional phagocytes including cardiac myofibroblasts,
have also been shown to efficiently engulf dead cells in the
infarcted heart. These cardiac myofibroblasts secrete MFG-E8
promoting efferocytosis and acquisition of anti-inflammatory
properties (58). Communication between professional and non-
professional phagocytes likely coordinates phagocytosis of dying
cells in the vicinity of the damage (59). As a prototypic
example, in epithelial tissue, following clearance of apoptotic
cells, macrophages release soluble growth factors, such as insulin-
like growth factor 1, which redirect the phagocytosis of neighbor
epithelial cells toward uptake of smaller vesicular components
(60). Nevertheless, the existence of this crosstalk between
macrophages and non-professional phagocytes remains to be
detailed in the pathological cardiac tissue.

Second, in pathological conditions, activated cardiomyocytes
can release a broad panel of instructive signals that could
control macrophage number and skew their phenotype. For
example, neutrophils and macrophages produce the cytokine
oncostatin M, which galvanizes the cardiomyocytes to produce
the regenerating islet-derived protein 3-p. Subsequently,
regenerating islet-derived protein 3-f improves monocyte-
derived macrophage number in the cardiac tissue (61). Other
molecular entities delivered by hypoxic cardiomyocytes such
as inhibitors of the WNT pathway, radical oxygen species or
the release of cytosolic nucleic acid also modulate the number
and phenotype of cardiac macrophages (62-64). In hypertensive
heart failure model, microarray and immunohistochemistry
analysis revealed a cardiomyocyte specific upregulation of 12/15-
lipoxygenase, a major enzyme metabolizing arachidonic acid into
hydroxy-eicosatetraenoic acids. Cardiomyocyte overexpression
of 12/15-lipoxygenase increases cardiac CCL2 contents leading
to accumulation of inflaimmatory macrophages and systolic
dysfunction (65). Extensive amount of evidences highlights that
cell-to-cell communication involves extracellular vesicles (EVs).
EVs regulate major biological functions, including inflammation.
Presence of EVs in cardiomyocyte cytoplasm has been revealed
in human hearts. Culture cardiomyocytes are also able to release
EVs in vitro (66). Acute myocardial infarction in mice transiently
enhances EV levels in the left ventricle. Both large (252 + 18 nm)
and small (118 & 4nm) EVs are produced and mainly emerge
from cardiomyocytes. Of note, large EVs, but not small EVs,
are able to control IL-6, CCL2, and CCL7 release from cardiac
monocytes (67). Hypoxic cardiomyocytes have also been shown
to release high rate of small EVs (mainly exosomes) containing
excessive expression of TNF-a (68). Mixt EV population or
small EVs (mainly exosomes) have emerged as critical agents
of cardiac repair triggered by different type of cell therapy
(69-71). EV-related effects could be mediated by cell-surface
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receptor activation or delivery of multiple components within
the targeted cells. Notably, small EV isolated from cardiosphere-
derived cells are enriched in several miRNAs, such as miR-181b,
and have been shown to specifically target CD68-positive
cardiac macrophages switching their phenotype toward a
reparative state (72). Cardiac EVs have also been identified
in fragments of the interventricular septum obtained from
patients undergoing extracorporeal circulation for aortic valve
replacement suggesting that cardiomyocyte-derived EVs could
constitute a major component of the cardiomyocyte/macrophage
crosstalk (67). One can also speculate that these cardiac EVs
could reach the bone marrow and/or the spleen, where they
could stimulate a distinct myeloid-biased progenitor subset
or monocyte mobilization. Nevertheless, the specific role of
large or small cardiac EVs on different subset of inflammatory
compounds as well as characterization of their core signaling
mediator need to be further explored. Finally, the mechanical
deformation of cardiomyocytes by pathways dependent on
Mitogen Activated Protein Kinases is sufficient to increase the
population of macrophages in the healthy myocardium (26).

FUTURE DIRECTIONS

Hence, cardiomyocytes and macrophages form an interspersed
network and dialogue with each other to profile the multiple
processes shaping the cardiac tissue. In pathological settings, the
exact roles of resident embryonically derived- and monocyte-
derived macrophage subsets on cardiomyocyte homeostasis
remain to be fully defined. Of note, the use of strategies
designed to inhibit CCR2 signaling or endothelial cell-
dependent adhesion is of interest to abrogate monocyte-derived
macrophages upregulation but likely induces non-specific effects
on other inflammatory cell subtypes and, more importantly,
hampers the direct impact of monocytes on cardiac remodeling.
Such side effects may lead to confounding outcomes and
misinterpretation of cardiac macrophages related-actions. For
example, monocyte-derived macrophages likely display both
positive and negative potential on cardiomyocyte and cardiac
tissue. As such, CD2067F4/80"CD11b" macrophages exhibit
strengthened reparative abilities after myocardial infarction. This
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death. Here, we show that following acute myocardial infarction in mice, CD8* T lympho-
cytes are recruited and activated in the ischemic heart tissue and release Granzyme B,
leading to cardiomyocyte apoptosis, adverse ventricular remodeling and deterioration of
myocardial function. Depletion of CD8% T lymphocytes decreases apoptosis within the
ischemic myocardium, hampers inflammatory response, limits myocardial injury and
improves heart function. These effects are recapitulated in mice with Granzyme B-deficient
CD8T T cells. The protective effect of CD8 depletion on heart function is confirmed by using
a model of ischemia/reperfusion in pigs. Finally, we reveal that elevated circulating levels of
GRANZYME B in patients with acute myocardial infarction predict increased risk of death at
1-year follow-up. Our work unravels a deleterious role of CD8* T lymphocytes following
acute ischemia, and suggests potential therapeutic strategies targeting pathogenic CD8+ T
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cute coronary syndrome including myocardial infarction

(MI) is the most prevalent manifestation of cardiovascular

diseases and is associated with high mortality and mor-
bidity. Nevertheless, considerable advances have been achieved in
the early management of acute coronary thrombotic occlusion,
including rapid mechanical restoration of coronary artery blood
flow and anti-platelet therapies!. Consequently, early mortality of
patients with MI has declined over the last decades in the United
States? and Europe?. However, long-term effects of ischemia-
related cardiac damage continue to be a clinical and social bur-
den, due to increased risk of arrhythmias, heart failure, and
repetitive hospitalizations®. Therefore, more efforts have to be
deployed toward the development of therapeutic approaches
targeting pathophysiological pathways involved in post-ischemic
cardiac remodeling.

There is a large body of human and experimental evidence
showing that the immune response is involved in the long-term
cardiac complications of coronary occlusion®. In human and
experimental MI, interruption of blood supply leads to rapid
death of cardiac myocytes in the ischemic heart. Thereafter,
inflammatory signals trigger the recruitment and proliferation of
immune/inflammatory cells, which contribute to left ventricle
(LV) remodeling, at least in part, by modulating the production
and degradation of extracellular matrix proteins, as well as the
clearance of dead cardiac myocytes and their debris. Among
several immune cell types that populate the infarcted myo-
cardium, CD4™ T cells have been shown to infiltrate heart tissue
within the first week following acute MI°. Re-supplementation
experiments showed that CD4™ T cells contribute to myocardial
ischemia-reperfusion injury through IFN-y production. Con-
versely, natural regulatory T cells (Tregs) have been found to
protect against deleterious inflammatory remodeling following
MI7:8. Treg depletion using an anti-CD25 antibody impaired left
ventricular dilation and survival, whereas expanding Tregs in vivo
attenuated myocardial pro-inflammatory cytokine expression and
leukocyte recruitment”8. T cell receptor (TCR)-independent® and
-dependent mechanisms!® are involved in CD41 T cell-related
effects following myocardial ischemia-reperfusion.

However, the role of cytotoxic CD8% T lymphocytes, another
subset of T cells that orchestrate immune responses against
viruses and tumors, remains unclear in the context of acute heart
ischemia. Although CD8* T cells have been detected in the heart
following coronary artery occlusion!! in rodents, some authors
suggested that CD8™ T cells had no pathogenic role!?, whereas
others have reported that a subset of CD87 T cells expressing the
type 2 angiotensin II receptor may be protectivel3. In a human
observational study, an acute reduction in blood CD8% T lym-
phocyte count has been reported within 1 h after coronary artery
reperfusion, the drop of CD8' T cells being more important in
patients who developed heart microvascular obstruction!4.

Here, we showed that, following acute MI in mice, CD8T T
lymphocytes are recruited in the ischemic heart and foster car-
diomyocyte death through the local release of Granzyme B,
leading to enhanced myocardial inflammation, tissue injury, and
deterioration of myocardial function. We also unraveled that
immunotherapy based on the administration of neutralizing
antibody directed against CD8T T cells promotes cardiac repair
in a mouse model of MI as well as in a pig model of cardiac
ischemia-reperfusion.

Results

Cytotoxic CD8' T lymphocytes are recruited and activated in
the ischemic heart tissue after MI. First, we characterized the
kinetics of inflammatory cell recruitment within the injured
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myocardium. We used an experimental model of acute MI in
C57BL/6] mice induced by permanent coronary artery ligation
and we analyzed cell suspensions of digested hearts at different
time points after the onset of ischemia, by flow cytometry. We
found that CD3TCD8" T (Fig. 1A-C) and CD37CD4" T lym-
phocytes accumulated in the injured myocardium as early as day
1 and peaked at day 3 after MI. Infiltration of CD4™ T cell was 2-
fold higher than that of CD8" T cells (Fig. 1D). Immunohisto-
logical analyses confirmed the increased accumulation of CD3+
CD8™ T lymphocytes in both peri-infarct and infarct areas after
MI compared to sham-operated animals (Fig. 1C and Supple-
mentary Figs. 1-3). At day 1, infiltrating CD8% T cells were
mostly naive and the proportion of CD44TCCR7high central
memory and CD44+tCCR7'°% effector memory CD8T T cells
increased over time (Fig. 1E and Supplementary Fig. 4). Flow
cytometry analyses showed that the proportion of CD81 T cells
expressing CD69 and CD107a increased during the first week
after MI in the heart (Fig. 1F), as well as in the draining med-
iastinal lymph nodes (Supplementary Fig. 5). Local activation and
degranulation of recruited cytotoxic CD8* T cells were confirmed
by the detection of Granzyme B within the ischemic heart tissue
at day 1 after MI at both protein (Fig. 1G) and mRNA levels
(Fig. 1H). Immunofluorescence staining showed colocalization of
Granzyme B and CD8™ T cells. Of note, Granzyme B was mainly
detected in the cytoplasm of T cells in non-ischemic areas, and
around CD87 T cells in ischemic areas, suggesting active CD8F T
cell degranulation in the infarcted myocardium (Fig. 1G and
Supplementary Fig. 6).

Previous studies suggest that CD4T T cells may orchestrate
myeloid and lymphoid cell recruitment!>16. We quantified T
subsets at day 1 and day 3 after MI in mice treated with anti-CD4
depleting monoclonal antibody or isotype control. At day 1,
CD8T T cell number was decreased in blood (Supplementary
Fig. 7a), but increased in spleen after CD4" T cell depletion
(Supplementary Fig. 7b, c). At day 3, we observed that CD4T T
cell depletion (Fig. 11) led to a 50% reduction in infiltrating CD8*
T cells in heart tissue (P < 0.01) (Fig. 1], K), indicating that CD4"
T cells partly controlled CD8T T cell mobilization from spleen
into peripheral blood and ultimately their infiltration into the
infarcted heart.

These findings indicate that circulating CD8%" T cells are
recruited into the myocardium following MI, are activated and
release Granzyme B, suggesting a potential role of CD8F T cell-
mediated immune response in this setting.

CD8" T lymphocyte depletion prevents adverse ventricular
remodeling and improves cardiac function after acute MI in
mice. To directly assess the role of CD8" T lymphocytes in car-
diac remodeling after acute M1, we depleted CD8F T lymphocytes
using a CD8-specific monoclonal antibody (CD8 mAb)!7 1 h after
coronary ligation. CD8 mAb treatment rapidly depleted CD8™
T cells (>98%) within 6h after mAb injection (Supplementary
Fig. 8) in the peripheral blood (Fig. 2A and Supplementary Fig. 9),
the cardiac tissue (Fig. 2B), and the spleen (Supplementary
Fig. 10). Complete CD8" T cell depletion was confirmed by
immunofluorescence in ischemic heart tissue (Fig. 2C and Sup-
plementary Fig. 8). CD8% T cell depletion did not significantly
impact survival following MI (at day 21, 76% in control group
versus 92% in CD8-depleted group, P =0.28). We next assessed
cardiac function by echocardiography 9 and 28 days after ML
CD8 mAb-induced T cell depletion led to smaller end-systolic
(P<0.01) and end-diastolic left ventricular volumes (P < 0.05)
(Fig. 2D), and to a significant improvement in left ventricular
fractional shortening (Fig. 2D and Supplementary Fig. 11)
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and CD8* T cell staining in the heart of C57BL/6J mice following coronary ligation (MI) or sham surgery. B Kinetic of CD8* T cell infiltration in the

myocardium, performed at days O, 1, 3, 7, and 14 after surgery in MI (white circle, n=9/12/12/5, respectively, at day 1/3/7/14) and sham-operated mice
(black box, n = 6/time point); data are presented as mean * SEM. € Immunostaining in the ischemic myocardium at day 3 after M| or sham showing CD8+ T
infiltration (green) in the ischemic heart tissue, scale bar 40 pm. D Kinetic of CD4 T cell infiltration in the myocardium, performed at days O, 1, 3, 7, and 14
after surgery in MI (white circle, n=10/9/12/5, respectively, at day 1/3/7/14) and sham-operated mice (black box, n = 6/time point); data are presented
as mean * SEM. E Flow cytometry characterization of CD8% T cell subsets in the ischemic heart at days 1, 3, and 7 after Ml including naive (CD3+CD8+
CCR7HighCD44-), effector memory (CD3TCD8+CCR7LOWCD44+), and central memory (CD3+CD8+CCR7HIENCD44+) subsets. F Representative examples
and quantitative analysis of CD8T T cells expressing CD69 or CD107a within the ischemic heart tissue in MI (white circle, n = 6/9/12, respectively, at day 1/
3/7) and sham-operated mice (black box, n= 6/time point); data are presented as mean = SEM. G Immunostaining in the ischemic myocardium at day 3
after M| showing CD8* T cells (green), and Granzyme B (Red) and merged area (Yellow), Inf for infarct area; scale bar 40 pm. H mRNA levels of Granzyme
B within the injured myocardium on days 1, 3, and 7 after coronary ligation (gray, n=15/4/5 at day 1/3/7) or sham (white, n=4/8/6 at day 1/3/7).

1 C57BI6 WT mice received intraperitoneal injection of isotype control (CTR, blue borderline, n = 4/time point) or anti-CD4 depleting monoclonal antibody
(blue filled, n = 5/time point) (150 pg/mice) 1 day before coronary occlusion. CD4* T cell depletion was confirmed in the heart by flow cytometry at day 1
and day 3 following M. J, K Quantification and representative example of CD8* T cell count in the heart of control (n = 4/time point) or CD4-depleted (n =
5/time point) mice at day 1 and day 3 after MI. P values were calculated using two-tailed Mann-Whitney test (B, D, F, H, I, J). Inf, infarct; MI, myocardial

infarction; FMO, fluorescent minus one.

compared to isotype-treated control mice at both time points. At
day 28, left ventricular pressures were measured using an intra-
cardiac probe, confirming that CD8 depletion preserved both
diastolic and systolic LV functions (Fig. 2E). Of interest, left
ventricular myocardial contractility was also improved by CD8 T
cell depletion (P <0.001) (Fig. 2F).

CD8 mAb-induced improvement in cardiac function was
associated with abrogation of adverse LV remodeling. Infarct size
(Fig. 2G and Supplementary Fig. 12) (P <0.001) and interstitial
fibrosis (P < 0.05) assessed by collagen content, were reduced in
CD8 mAb-treated mice compared to isotype-treated control
animals, at day 21 post-MI (Fig. 2H). The protective effect of CD8
T cell depletion was also confirmed on female C57BL/6 mice
(Supplementary Fig. 13). CD8 T cell depletion decreased collagen
synthesis as revealed by the reduction of Collal and Colla3
mRNA levels (Supplementary Fig. 14). Such protective effect of
CD8 depletion was maintained at day 56 following MI
(Supplementary Fig. 15). In summary, these results show that
systemic CD8T T cell depletion significantly reduces post-
ischemic heart injury, prevents adverse ventricular remodeling,
and improves cardiac function after acute ML
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CD8T T cells’ pathogenic activity requires TCR engagement.
To assess the putative role of antigen recognition by CD8*
T cells, we used OT-I mice, in which the majority of CD8% T cells
exclusively recognize an irrelevant ovalbumin-derived peptide via
their TCR. In a first set of experiments, coronary artery ligation
was performed in male OT-I mice and 1h later, animals were
injected either with an isotype control or an anti-CD8-depleting
antibody (Fig. 3A). In this setting, CD8 T cell depletion (Fig. 3B)
did not impact infarct size at day 21 post-MI (Fig. 3C, D). To
further substantiate the role of TCR-mediated pathogenic activity
of CD8* T cells, we injected Ragl—/~ mice with CD8F T cell-
depleted splenocytes, re-supplemented with wild-type (WT) or
OT-1 CD8* T lymphocytes (Fig. 3E). Survival at day 21 was not
statistically different between groups despite a trend toward a
better survival in OT-I CD8T T cell-supplemented group
(Fig. 3F). Animals re-supplemented with OT-I CD8% T cells
displayed less cardiac damage with a reduction in the infarct size
(Fig. 3G) (P =0.054) and a better cardiac function (Fig. 3H) (P <
0.01) than animals re-supplemented with WT CD8% T cells.
Finally, we employed a third approach to address the importance
of CD8" T antigen-specific response using CMy-mOva mice.
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CMy-mOva mice is a transgenic mouse line that expresses cardiac  heart tissue at both mRNA (Fig. 4A) and protein levels (Fig. 4B).
myocyte restricted membrane-bound ovalbumin!® that can be Such decrease in cardiac Granzyme B content was associated with
recognized by OT-I CD8T T cells. Three days before MI, CMy- a significant reduction of TUNEL+ apoptotic myocardial cells
mOva mice were injected either with WT or OT-I purified CD8T T  (Fig. 4C and Supplementary Fig. 23) and a diminution of infarct
lymphocytes (Fig. 3I). The injection of OT-1 CD8% T lymphocytes area 3 days after MI (Supplementary Fig. 24). Treatment with
enhanced Granzyme B mRNA content in the ischemic heart 2 days  CD8 mAb also reduced local pro-inflammatory cytokine levels at
after MI when compared to control group (Fig. 3]). In addition, the  day 7 after MI. Of note, Tnf-a, II-1f, and II-6 mRNA levels were
injection of OT-I CD8" T lymphocytes increased mortality rate significantly lower (P<0.05) in infarct hearts of CD8-depleted
(85% versus 40%, P <0.01) (Fig. 3K) and infarct size among rare mice compared to the control group (Fig. 4D). In addition, we
survivors (Fig. 3L) when compared to animals receiving WT CD8"  found a marked decrease of Mmp9 gene expression (Fig. 4E) and
T cells. a substantially lower metalloproteinase activity (Fig. 4F) in the
heart of mice treated with anti-CD8-depleting antibody. Such
alteration in the inflammatory landscape without any difference
CD8' T lymphocyte depletion reduces cardiomyocyte apop- in the number of infiltrating leukocyte subsets suggests a mAb
tosis and pro-inflammatory responses after acute MI. We next ~CD8-mediated immune phenotypic switch toward an anti-
assessed the potential mechanisms involved in CD8t T cell- inflammatory profile. As such, cardiac macrophages displayed a
mediated effects on cardiac remodeling and function. We first ~reparative anti-inflammatory signature as revealed by the
assessed the effect of CD8* T cell deficiency on other actors of the ~ reduction of II-18, Tnf-a, and iNos mRNA levels in macrophages
inflammatory reaction. As shown in Supplementary Figs. 16-21, of anti-CD8-treated mice (Supplementary Fig. 25). On the same
CD8% T cell depletion had no impact on the number of CD4t  note, the number of reparative macrophage expressing CD206
T cells, B cells, NK, NKT, classical monocytes, neutrophils, Wwas increased in the heart of CD8-depleted animals at day 7
macrophages, and dendritic cells in the ischemic heart tissue. (Supplementary Fig. 26).
Cytotoxic activity of CD8T T cells in the context of cancer!® or
virus infection?® is mainly mediated by the release of Perforin/
Granzyme B2, Of note, Granzyme B colocalized with apoptotic ~ Global Granzyme B deficiency limits cardiac damage after
cells in the ischemic heart tissue (Supplementary Fig. 22). CD8T acute MI. These findings prompted us to investigate the direct
T cell depletion reduced Granzyme B content in the ischemic cytotoxic role of Granzyme B in post-ischemic cardiac

4 | (2021)12:1483 | https://doi.org/10.1038/s41467-021-21737-9 | www.nature.com/naturecommunications

213

Vincent Duval



Cytotoxic CD8 + T cells promote granzyme B-dependent adverse post-ischemic cardiac remodeling

NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-021-21737-9

ARTICLE

A B g

'C& Isotype control

CTR

i-CD8 9
9-week old CD8 depleted
Male OT-I mice A A A v
Antibody injection Day 21 ol v . = .
Day 0 & Day 10 Sacrifice CSé o w? 10t 10
_—
E F
Survival
100
,_c& WT ]| 21 21 |-|
Days Days IS
6-weekold | OT-1 ~ 50 e
male Rag1” - T cells
A A A e,
CD8 T cell Myocardial Echography
transfer Infarction Sacrifice 0 T T J
0 7 14 21
Days
| J Granzyme B mRNA (Heart) K
12 0.028 10
&)
~ ; A [ wr H
3 21 ° .
9-week old Days Days ° & 5
male CMy-mOva oT-1 E ...
¢ | o
A A A ¢
CD8 T cell Myocardial Echography o WTCD8 OT-1CD8

C Infarct size (OT-I mice) D
50:
o (@)
40-
oo ©
301 Q0
ES
20
10
0
CTR  CD8 Depleted
Infarct size Shortening fraction
Resupplemented Rag1- mice Resupplemented Rag1-- mice
8 40- <0.001
P=0.054
6 00 30 e _©
050 g0
NS o ] @
] R4 i ) s0l OF o
00 @ o) uo
2 ° o
) 10
WT CD8+ T cells OT-1 CD8+ T cells WT CD8+ T cells OT-1 CD8+ T cells
Survival L
— WTCD8*T

-+ OT-1CD8" T

0.009

+WT CD8T cells

transfer Infarction  Sacrifice

+OT-1CD8*T cells

Days

Fig. 3 CD8* T cells pathogenic activity requires antigen-specific stimulation. A Male 9-week-old OT-I mice were treated with isotype control (CTR,
white) or the CD8 mAb (CD8 depleted, gray). B CD8 depletion (red) was confirmed in the spleen at day 21 using flow cytometry. C, D Representative
photomicrographs and quantitative analysis of infarct size evaluation using Masson trichrome staining, in the 2 groups of OT-I mice (CTR n=10 and CD8
depleted n = 9). E Ragl~”~ mice injected with CD8-depleted splenocytes re-supplemented with WT (white) or OT-I (pink) CD8* T cells, 3 weeks before
MI. F Survival rate following MI (from 2 experiments, WT n =16 and OT-I n=13). G Quantitative analysis of infarct size evaluation assessed by Masson
trichrome staining in the 2 groups of mice (WT n=28 and OT-I n=7). H Echocardiography analysis 21 days after M| and assessment of LV shortening
fraction (SF) in the 2 groups of re-supplemented mice (WT n=8 and OT-I n= 7). 1 CMy-mOva mice were injected with WT (white) or OT-| (pink) CD8*
T cells, 3 days before MI. J Granzyme B mRNA expression in the ischemic heart at day 2 after Ml in CMy-mOva mice injected with WT or OT-I CD8%
T cells (n=4/group). K Survival rate following Ml (pooled 2 experiments, WT n=10 and OT-I n=12). L Representative examples of infarct size after
Masson trichrome staining. P values were calculated using two-tailed Mann-Whitney test (C, G, H, J). Difference in survival was evaluated using log-rank

test (F, K).

remodeling. First, MI was induced in C57bi6 WT and Granzyme
B-deficient (GzmB—/~) adult mice. Granzyme B deficiency was
confirmed by immunostaining in the spleen of GzmB~/~ mice as
well as in the heart (Supplementary Fig. 27). Following acute MI,
CD8* T cell infiltration was observed in the ischemic heart of
C57bl6 and GzmB~/~ mice (Supplementary Fig. 28). A significant
reduction of TUNEL+ apoptotic cells was found within the
injured myocardium (P<0.001) (Fig. 4G), as well as a local
reduction of II-1B, II-6, Tnf-a, and Mmp9 mRNA levels (P < 0.01)
in GzmB~/~ mice compared to WT control group (Fig. 4H and
Supplementary Fig. 29). Finally, at day 21 following MI, the
infarct size was markedly reduced in Granzyme B deficient ani-
mals (—55%, P<0.05) (Fig. 4I), and overall survival trended
toward improvement (88% vs 64%, P=0.12) (Supplementary
Fig. 30). These experiments suggest that Granzyme B per se may
have direct cytotoxic activity on cardiomyocytes. To test this
hypothesis, mouse cardiomyocytes were co-cultured in vitro with
purified WT or GzmB~—/~ splenic CD8' T cells. After 24h,
T cells were removed and cardiomyocyte apoptosis was mon-
itored for an additional 24-h period using caspase-3 fluorescent
dye. CD8™ T cell activation was achieved using dynabeads mouse
T activator CD3/CD28 (Supplementary Fig. 31). Pre-incubation
with activated CD8T T cells did not increase cardiomyocyte
apoptosis when compared to pre-incubation with non-activated
CD8™ T cells at low concentrations (Cardiomyocyte/CDS8 ratio 1/
1 and 1/3) (Fig. 4]). However, at higher concentrations (ratio 1/5
and 1/10), activated CD8T T cells strongly promoted

cardiomyocyte apoptosis measured as Caspase 3/7+ cells
(Fig. 4]). Cytotoxicity of CD8% T cells was abolished in case of
Granzyme B deficiency (Fig. 4K). We also hypothesized that the
effect of CD8 T lymphocytes expressing Granzyme B exceeds a
simple cytotoxic action and could impair cardiomyocyte function.
For this purpose, cardiomyocytes isolated from adult C57Bl/6]
mice were co-cultured overnight with purified WT or GzmB~/~
spleen CD8T T cells at low concentrations, i.e., 1/3 ratio. Cardi-
omyocyte contractility was evaluated using computer-assisted
sarcomere shortening measurements. Interestingly, decreased
sarcomere shortening was observed in cardiomyocytes co-
cultured with activated WT CD8T T cells, compared with car-
diomyocytes co-cultured with control WT CD8T T cells or
activated GzmB~/~ CD8*1 T lymphocytes (Fig. 4L). Altogether,
our results suggest that low number of CD8T T cells curb car-
diomyocyte contractility, and that high number of CD8 T cells
precipitates cardiomyocyte death.

Granzyme B-deficient CD8% T lymphocytes fail to affect car-
diac remodeling and function after acute MI. To further sub-
stantiate the role of CD87 T cell-derived Granzyme B, we injected
Ragl~/~ mice either with CD8F T cell-depleted splenocytes,
CD8* T-depleted splenocytes re-supplemented with WT or
GzmB~/— CD8* T lymphocytes (Fig. 5A). The purity of the
CD8* T lymphocytes is shown in Supplementary Fig. 32. We first
verified that re-supplementation with WT or GzmB~/~ CD8*+ T
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Fig. 4 CD8" T lymphocyte depletion or Granzyme B global deficiency reduces cardiomyocyte apoptosis and pro-inflammatory responses within the
ischemic heart tissue. A Representative histograms of mRNA levels of Granzyme B within the injured myocardium on day 3 after Ml in CTR (white) and
CD8-depleted (gray) mice (n=5/group). B Representative examples (right) and quantitative analysis (left) of Granzyme B staining in the ischemic heart
of C57BL/6J mice with or without CD8 depletion (n=5/group); scale bars 50 and 25 pm. € Representative examples (right) and quantitative analysis
(left) of TUNEL+ cells (Red) in the peri-infarct area of C57BL/6J mice (n=5/group); scale bars 50 and 25 pm. D Representative histograms of mRNA
levels of II-1B, I-6, Tnf-a, and 1I-10 within the injured myocardium on day 7 after M| (n = 5/group). E Representative histograms of mRNA levels of Mmp9
within the injured myocardium on day 7 after MI (n=5/group). F Quantification (left) and representative photomicrographs (right) of matrix
metalloproteinase (MMP)-sense 680 activity in the ischemic heart measured by ex vivo reflectance epifluorescence imaging at day 7 (CTR n=5 and CD8
depleted n= 6), scale bar 2.5 mm. G Acute M| was induced on C57bl6 wild-type (WT, white) mice or Granzyme B deficient (GzmB~/~, green) mice.
Representative examples (right) and quantitative analysis (left) of TUNEL+ cells in the peri-infarct area of WT C57BL/6J or GzmB~/~ mice at day 3 after
MI (WT n= 8 and GzmB—/— n = 9); scale bars 50 and 25 pm. H 1I-1B, 11-6, Tnf-a, and 1I-10 mMRNA levels measured by gPCR in infarcted heart at day 3 after
MI (n = 9/group). | Representative photomicrographs (left) and quantitative analysis (right) of infarct size evaluation using Masson trichrome staining, in
the 2 groups of mice (n=7/group); scale bar 2.5 mm. J Purified non-activated or activated WT CD8* T cells were co-cultured with cardiomyocytes at
different ratios (Cardiomyocyte/CD87 T cells) for 24 h before their removal. Apoptotic cardiomyocytes labeled with an active caspase-3 fluorescent dye
was monitored for 24 h (n = 4-5/conditions), Data are presented as mean + SEM, #P < 0.001 for activated CD8* T cells 1/5 versus non-activated CD8+
T cells or activated CD8% T cells 1/1 or activated CD8* T cells 1/3; #P < 0.001 for activated CD8* T cells 1/10 versus non-activated CD8% T cells or
activated CD8 T cells 1/1 or activated CD8+ T cells 1/3. K WT or GzmB~/~ CD8* T cells were co-cultured with cardiomyocytes for 24 h at 1/5 and 1/10
ratio and cardiomyocyte apoptosis using an active caspase-3 fluorescent dye was quantified. Cardiomyocyte and non-activated CD8* T cells co-culture
was named CTR condition (n = 4/condition) ***P < 0.001. L Isolated cardiomyocytes were co-cultured overnight with CD87 T cells isolated from WT or
GzmB~/~ mice and cardiomyocyte sarcomere shortening was measured (non-activated n =14, activated n=17 and GzmB~~ n=10) at a ratio 1/3. P
values were calculated using two-tailed Mann-Whitney test (A, B, C, D, E, F, G, H, |, J) or Kruskal-Wallis test (K, L). TUNEL, terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP Nick End Labeling; MMP, matrix metalloprotease.

lymphocytes significantly increased CD8" T cell numbers in
spleens and hearts of Ragl~/~ mice compared to mice injected
with CD8T T cell-depleted splenocytes only (Supplementary
Fig. 33).

We then examined the consequences of Granzyme B deficiency
in CD8" T lymphocytes on post-ischemic cardiac remodeling.
Transfer of WT CD8* T cells into Ragl '~ mice reduced survival
(Fig. 5A, B) and left ventricular shortening fraction (Fig. 5E) (P <
0.05) after MI compared to the transfer of CD8-depleted
splenocytes. In our re-supplementation experiment, we observed
a significant negative correlation between WT CD8T T cell
number and cardiac function (Fig. 5F). This pathogenic effect on
mortality and LV systolic function was abrogated after re-
supplementation with GzmB~/~ CD8t T lymphocytes
(Fig. 5B-E). CD8* T cell supplementation also increased infarct
size (P = 0.04; Fig. 5C) and collagen content (Fig. 5D), which was
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prevented by re-supplementation with GzmB~/~ CD8T T
lymphocytes (Fig. 5C, D).

CD8* T lymphocyte depletion is protective in a pig model of
coronary ischemia /reperfusion. To confirm the pathogenic role
of CD8* T cells in MI and to substantiate the therapeutic interest
of CD8-depleting antibody, we used a model of cardiac ischemia-
reperfusion in pigs. To achieve CD8F T depletion, we used an
IgG2a mouse anti-swine monoclonal anti-CD8 antibody (clone
76-2-11) with known in vitro?? and in vivo activity against por-
cine CD8* T cells?>?%. As shown in supplementary Fig. 34, pig
anti-CD8 mAb treatment was efficient but induced delayed CD8™
T cell depletion when compared to mouse anti-CD8 mAb.
Indeed, full CD8 depletion was obtained at day 3 after pig anti-
CD8 mAb injection, whereas complete CD81 T cell depletion was
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obtained as early as 6h following mAb injection in mice (Sup-
plementary Fig. 8). Based on this observation, we designed a
protocol (Supplementary Fig. 35) including 1 control group and 2
CD8-depleted groups receiving anti-CD8 antibody at 2 different
time points to obtain either High depletion (>95% depletion at
day 1 after MI) or low depletion (60% depletion at day 1 after MI)

T T T i b T T T 1
0 2x10%4x1036x10°8x1031x10* 2x10% 3x10* 4x10* 5x10%

CD8 T cell number/mg spleen

O wrcp8*Tcells @ GzmB”/-CD8* T cells

(Fig. 6A, B). As previously validated by our group?®, coronary
occlusion was maintained for 40 min (Supplementary Fig. 35)
leading to transmural myocardial infarct. At day 14, we observed
no difference in the infarct size between low CD8 depletion and
control groups but we found a significant reduction of infarct
size in high-CD8-depletion group (—60% vs control, P <0.01)
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Fig. 5 CD8" T lymphocytes trigger adverse ventricular remodeling and alter heart function through the production of Granzyme B. A Rag7~”~ mice
injected with either CD8-depleted splenocytes (White) or CD8 cell-depleted splenocytes re-supplemented with WT (gray) or GzmB—~— CD8* T cells
(green), 3 weeks before MI. B Survival curves following MI (from 3 experiments, No CD8 n=15, WT CD8 n=18, and GzmB~~ CD8 n=8).

C Representative photomicrographs and quantitative analysis of infarct size. D Collagen content in the peri-infarct area in the 3 groups of mice, scale bar
100 pm. Results are pooled from three independent experiments including surviving mice (no CD8 n=9, WT CD8 n=7, and GzmB~/~ CD8 n=7).

E Echocardiography analysis after 21 days of Ml and assessment of LV shortening fraction (SF) in the 3 groups of mice (no CD8 n=9, WT CD8 n=7, and
GzmB~/~ CD8 n=7). F Correlation between CD8 T cell number in the spleen at day 21 and LV shortening fraction. Data from CD8-depleted splenocytes
or CD8 cell-depleted splenocytes re-supplemented with WT CD8* T cells have been included (n = 16). P values were calculated using two-tailed Kruskal-
Wallis test (C, D, E). Difference in survival was evaluated using log-rank test (B) and correlation was studied using Spearman'’s test (F).
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Fig. 6 Pathogenic role of CD8* T cells in a model of myocardial ischemia/reperfusion in pig and relevance to the human disease. A Flow cytometry
analysis of blood CD4+ T and CD8%1 T subsets at day 1 after Ml in control (PBS, CTR, n=6), low (light gray, n=>5), and high (dark gray, n=5)
CD8-depleted groups. B Quantification of CD8* T cell count in the blood at baseline, day 0, day 1, and day 3 after MI. C Representative picture and
quantification of infarct size at day 14 in control, low, and high CD8-depleted groups. D Quantitative evaluation of left ventricle ejection fraction (Simpson)
of CTR or CD8-depleted pigs. E, F Detection of CD8% T cells (brown) in human heart biopsy of MI patients, using immunohistochemistry at day 3

(E, upper) and day 8 (F, lower) after MI, scale bar 50 pm. G Detection of GRANZYME B+ cells (brown) in human heart biopsy of Ml patients,

using immunohistochemistry, scale bar 20 pm. H Quantification of GRANZYME B+ cells (brown) in human heart biopsy of MI patients, using
immunohistochemistry at different time points (n=9 day < 7, n=28 day > 8). I Survival according to baseline circulating GRANZYME B level (< or >
median value) in patients with acute MI (n =1046). High level of GRANZYME B at the admission for acute MI were independently predictive of death after
1 year of follow-up after multiple adjustments (see Methods and Supplementary Table 3). HR = hazard ratio. P values were calculated using two-tailed

Mann-Whitney test (H) or Kruskal-Wallis test (B-D).

(Fig. 6C). Finally, both high and low CD8 depletion significantly
improved the LV systolic function but the beneficial impact of
CD8 depletion was more important in high-depletion group
(Fig. 6D and Supplementary Figs. 36 and 37). In addition, CD8
depletion led to decreased Granzyme B plasma levels (Supple-
mentary Fig. 38). Taken together, these results confirmed the
pathogenic role of CD8™ T cells in reperfused acute MI in a large
animal model.

Granzyme B and CD8™" T cells in human MI. In human heart
biopsies obtained from acute MI patients (Supplementary
Table 1), we detected CD8*" T cell infiltration in the ischemic
heart tissue at day 3 (Fig. 6E) and day 8 after MI (Fig. 6F).
GRANZYME B+ cells were mainly detected in the infarct area

within the first week of MI, but predominated in the peri-infarct
region after day 7 (Fig. 6G, H).

Finally, we addressed the relevance of these findings to the
human disease by assessing the relationship between circulating
GRANZYME B levels and clinical outcomes among those 1046
patients (Supplementary Table 2) who contributed to a serum
bank in FAST-MI, a nationwide cohort of consecutive adults with
ST-segment-elevation or non-ST-segment-elevation MI hospita-
lized at intensive care unit with symptom onset <48h, in 213
centers representing 76% of French centers managing acute MI
patients (NCT01237418). Interestingly, we found that acute MI
patients with high circulating levels of GRANZYME B (>median
8.9 pg/mL) at their admission were at higher risk of death after 1
year of follow-up compared to patients with low levels even after
adjustment for several multivariable risk factors (Supplementary
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Table 3) (adjusted hazard ratio, HR = 2.26, 95% CI = 1.22-4.18,
P =10.009) (Fig. 61).

Discussion

CD8% T cells play a critical role in anti-viral?? and anti-tumor
immune responses. Recently, studies identified novel roles for
CD8* T lymphocytes in sterile chronic low-grade inflammation
such as atherosclerosis?®. However, the contribution of CD8*
T cells to the inflammatory response secondary to other forms of
acute injury, particularly post-ischemic injury is still poorly
defined. Our results unravel a critical role for CD8* T cell-
dependent Granzyme B production in the pathogenic response to
acute MI injury.

In a mouse model of MI with permanent coronary ligation, we
showed that activated CD8T T cells expressing CD69 and
CD107a markers were recruited within the ischemic myo-
cardium. Such CD8% T cell infiltration in the heart has also been
observed in experimental transient ischemia2’. In humans, CD8*
T cells were identified in the ischemic heart tissue at an early stage
after MI, but predominated in the peri-infarct region 1 week after
MI. We also observed that CD8T T cell recruitment in cardiac
muscle was partially mediated by CD4+ T lymphocytes. Similarly,
in the context of myocarditis, CD4" T cells have been shown to
drive CD87 T cell trafficking through the release of IL-211°.

Combining “loss of function” using CD8 cell-depleting treat-
ment with anti-CD8 mAb and “gain of function” strategy based
on CD8* T cell supplementation in Ragl~/~ mice, we showed
that CD8F T cells promoted deleterious post-ischemic cardiac
remodeling at early (day 21) and late stages (day 56) in a murine
model of permanent coronary occlusion, as well as in a pig model
of coronary ischemia-reperfusion. In mice, CD8% T cells fostered
adverse ventricular remodeling through their pro-apoptotic
effects. On the same note, CD8% T cells can trigger neuron cell
death in vitro and CD8T T cell depletion limited brain apoptotic
area in a mouse model of stroke?8. Effector mechanisms likely
involved in CD8' T cell-mediated cell death include Perforin/
Granzyme pathway, two death receptor molecules of the TNF
receptor family, such as Fas and pro-inflammatory cytokines,
including Interferon-y. We focused here on the role of Granzyme
B, a serine protease released by cytotoxic T cells activating
apoptosis pathways and triggering caspase activation indirectly.
This protease was detected in the peri-infarct area at early time
points following coronary occlusion and co-localized with both
infiltrating CD8% T cells and TUNEL+ cells. Interestingly, we
found that Granzyme B was detected in T cell cytoplasm in non-
ischemic area, whereas Granzyme B was found around CD8*
T cells in the peri-infarct area, suggesting a mechanism of local
degranulation. Granzyme B has been previously identified as a
major toxic protein in auto-immune diseases such as diabetes??,
as well as in cardiovascular diseases such as stroke28, In our study,
Granzyme B mediated the deleterious effect of CD8" T cells after
ML In vitro, we showed that activated purified CD8% T cell
induced cardiomyocyte apoptosis, and cell death was abolished
when CD8*1 T cells where isolated from GzmB~/~ mice. Fur-
thermore, the deleterious cardiac effects of CD8F T cell recon-
stitution in Ragl—/~ mice were blunted when animals were
repopulated with GzmB~/~ CD8% T cells. Importantly, GRAN-
ZYME B-expressing T cells were detected in human heart tissue
of MI patients, and we found that high plasma levels of Granzyme
B within 48 h of admission for acute MI was associated with
increased risk of 1-year mortality. On the same note, the number
of circulating CD8% CD28% T cell was associated with more
severe ischemic heart dysfunction in a small cohort of MI
patients30. Hence, one can speculate that GRANZYME B plasma
levels could be used as a biomarker to select patients who may

19

benefit from anti-CD8-depleting antibody in acute MI. Such
personalized approach should be tested in the future when
human anti-CD8 mAb treatment will be available.

CD8* T cell depletion led to a switch of the immune response
within the ischemic heart toward a less inflammatory profile.
Local reduction of pro-inflammatory cytokines was unlikely due
to decreased leukocyte recruitment, since NK, NKT, neutrophil,
classical monocyte, B cell as well as CD4" T cell counts were
similar in the infarcted heart of control and CD8-depleted groups.
Local deviation of the immune response following CD8 treatment
was probably due to a switch of the macrophage profile toward an
anti-inflammatory phenotype. Inflammatory macrophages in a
classic activation mode, dominated at days 1-3 post-MI, whereas
reparative macrophages in an alternative activation mode were
the major subsets at days 5-7 post-MI in mouse heart. Pro-
inflammatory macrophages secrete cytokines, chemokines,
growth, and matrix metalloproteinase (MMPs), whereas anti-
inflammatory macrophages are pro-reparative3!. Local reduction
of cardiomyocyte apoptosis and consecutive DAMPs release fol-
lowing CD8 depletion may explain such deviation of macrophage
phenotype toward an anti-inflammatory profile32. Of note, in
Cdgatmlimak mice, a genetically modified mouse model char-
acterized by CD8 T cell deficiency, CD8T T cells have been shown
to play a dual and contradictory role. Indeed, animals lacking
functional CD8* T cells had increased cardiac rupture despite
having better overall survival after MI33. These results should be
analyzed with caution since an effect of Cd8a gene mutation on
other immune cells, as well as confusing genetic compensation,
could not be ruled out in this mouse model®4. In this line of
reasoning, an increased Thl responses and an impaired B cell
humoral activity have already been reported in Cdgatmlmak
mice?®. In our study, conclusions are supported by different
complementary approaches including a very specific monoclonal-
targeted strategy with selective CD8% T cell depletion in immu-
nocompetent adult mice.

Decreased apoptosis and generation of secondary necrotic cells
most likely accounted for the low inflammatory profile observed
in infarcted hearts of CD8-depleted mice. Similarly, GzmB—/~
mice exhibited reduced apoptosis and pro-inflammatory cytokine
expression. Finally, we showed that TCR engagement was critical
for CD8T T cell cytotoxic activity. CD8 depletion in OT-I mice
had no effect on post-ischemic cardiac remodeling. Repopulation
of Ragl~/~ mice with purified OT-I CD8% T cells had less
deleterious consequences than those of WT CD8T T cells, in
terms of infarct size and LV systolic function. In line with these
findings, transfer of OT-I CD8" T cells in CMy-mOva mice
expressing membrane-bound ovalbumin specifically on cardio-
myocytes led to elevated Granzyme B content in the ischemic
heart, high mortality rate, and pronounced deleterious cardiac
remodeling in survivors after MI. Hence, our results indicate that,
in acute MI, CD87 T cells are activated by autoantigens presented
by MHC class I molecules. Further studies are required to identify
the specific peptides recognized by CD8T T cells. Cardiac con-
tractile proteins may represent such candidates. Previous works
have shown that a-myosin heavy chain is a pathogenic auto-
antigen for CD4+ T cells in a mouse model of spontaneous
myocarditis®°.

Our study delineates an important contributory role for CD8*
T cells during the immune-inflammatory responses that lead to
tissue damage following acute MI. Conversely to B cells or CD4™
T cells, CD8% T cells have no major role in regulating immune
cell recruitment within the site of injury. CD8F T cells are quickly
recruited within the ischemic heart tissue and are activated in an
antigen-specific manner. Activated CD8% T cells release Gran-
zyme B that has cytotoxic activity in the heart promoting cardi-
omyocyte death and a sterile pro-inflammatory immune
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response. As a consequence, CD8% T cell depletion substantially
limits heart cell apoptosis, myocardial inflammation, infarct size,
and finally improves myocardial function. The positive associa-
tion of GRANZYME B circulating levels with poor outcome in
patients with acute MI strongly supports the clinical relevance of
our findings to the human disease.

Experiments in female pigs were performed to confirm the
pathogenic role of CD8T T cells in a large model of heart
ischemia-reperfusion, mimicking percutaneous transluminal
coronary angioplasty during human acute MI. We found bene-
ficial effect of CD8%1 depletion in this pig model but the
mechanism of protection was probably different between high-
and low-CD8-depletion groups. High CD8 depletion may be
protective through a reduction of cardiomyocyte apoptosis and
infarct size, a mechanism that we previously found in mouse
models of permanent coronary artery occlusion. Beneficial effect
of low CD8 was unlikely due to decreased cardiac cell apoptosis
but may be due to a protective effect on cardiomyocyte function.
Such a hypothesis was supported by in vitro experiments showing
that low number of activated CD8*1 T cells are able to impair
cardiomyocyte contractility in a Granzyme B-dependent manner
without inducing cell death. Balloon occluder implantation to
induce transient coronary artery occlusion in pig was done sur-
gically 14 days before heart ischemia and long-term surgery-
induced inflammation could not be ruled out.

We believe that the present study paves the way for the
development of therapeutic approaches based on the adminis-
tration of humanized CD8-depleting antibodies during the acute
phase of MI. Because of pharmacodynamic characteristics of anti-
swine monoclonal anti-CD8 antibody, anti-CD8 mAb has to be
injected before ischemia-reperfusion procedure to induce high
CD8 depletion. Obviously, such a therapeutic strategy could not
be used in human MI to limit deleterious post-ischemic cardiac
remodeling, but underscores the need for developing an anti-
human anti-CD8 mAb that induces full and rapid CD8F T cell
depletion to translate cardiac benefit from animal to human.

Methods

Mice models. All experiments were conducted according to the French veterinary
guidelines and those formulated by the European Community for experimental
animal use and were approved by the Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale. The protocol was approved by the ethical committee CEEA34
Université de Paris (APAFIS #10554-2017041016471398). All the animals were
maintained under identical standard conditions (housing, regular care and normal
chow). Mice were maintained in isolated ventilated cages under specific pathogen-
free conditions.

Myocardial infarction. All mice were on full C57Bl/6] background. C57BL/6
(Janvier, France), GzmB~/~, Ragl ~/=, and OT-I mice (Jackson, USA) as well as
CMy-mOva mice (A. Lichtman’s lab, USA)!® were 9-week-old at the time of ML
Myocardial infarction was induced by left anterior descending coronary artery
ligation3’. Mice were anesthetized using ketamine (100 mg/kg) and xylazine

(10 mg/kg) via intraperitoneal (i.p.) injection, then intubated and ventilated using a
small animal respirator. The chest wall was shaved and a thoracotomy was per-
formed in the fourth left intercostal space. The LV was visualized, the pericardial
sac was then removed, and the left anterior descending artery was permanently
ligated using a 7/0 non-absorbable monofilament suture (Peters surgical, France) at
the site of its emergence under the left atrium. Significant color changes at the
ischemic area were considered indicative of successful coronary occlusion. The
thoracotomy was closed with 6/0 non-absorbable monofilament sutures (Peters
surgical, France). The same procedure was performed for sham-operated control
animals except that the ligature was left untied. The endotracheal tube was
removed once spontaneous respiration resumed, and animals were placed on a
warm pad maintained at 37 °C until the mice were completely awake.

To determine the recruitment and activation of CD8 T+ lymphocytes in the
ischemic heart muscle after MI, C57bl6 WT mice were subjected to permanent
coronary ligation; sham C57bl6 WT mice were used as control in this set of
experiments (the same MI procedure was performed for the sham-operated mice
except that the coronary ligation was not tied). Mice were sacrificed at different
time points for flow cytometry and histological analysis. In order to assess the role
of CD4T T cells in the recruitment of CD8 T cells in ischemic cardiac muscle,
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C57bl6 WT mice were injected i.p. with a depleting rat anti-mouse CD4
monoclonal antibody (100 pg/mouse, Biotem Clone YTS 169.4)3 or with a rat
IgG2b isotype control (R&D Systems; Abingdon, UK) 24 h before MI. These mice
were sacrificed 1 day or 3 days after the surgery for flow cytometry analysis.

To evaluate the role of CD87 T cells in post-ischemic cardiac remodeling,
C57bl6 WT mice were injected i.p. with a depleting rat anti-mouse CD8
monoclonal antibody (100 pg/mouse, Biotem Clone YTS 169.4)% or with a rat
IgG2b isotype control (R&D Systems; Abingdon, UK) 1h after coronary artery
ligation. In order to maintain cell depletion for an extended period, mice were re-
injected at day 7 and day 14 after MI. Animals were sacrificed 24 h, 3 days, 7 days,
and 14 days after surgery for flow cytometry and histological analysis.

To investigate if TCR engagement aggravates CD8 cardiac cytotoxicity, we used

two genetically modified mice models: (1) C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/]
mouse is also known as OT-I (Charles River). The transgenic T cell receptor of OT-
1 mouse was designed to recognize ovalbumin peptide residues in the context of
H2Kb (CD8 co-receptor interaction with MHC class I). This results in MHC class
I-restricted, ovalbumin-specific. The CD8 T cells of OT-I mouse primarily
recognize OVA peptide when presented by the MHC I molecule; (2) CMy-mOva
mouse is a transgenic mouse line with cardiomyocyte restricted membrane-bound
ovalbumin expression!8. OT-I mice were injected i.p. with a rat anti-mouse CD8
monoclonal antibody (100 pg/mouse, Biotem Clone YTS 169.4)% or with a rat
IgG2b isotype control (R&D Systems; Abingdon, UK) 1h after MI. In order to
maintain cell depletion for an extended period, mice were re-injected at day 7 and
day 14 after MI. Next, 6-week-old immunodeficient Ragl~/~ mice were used as
recipients for CD8T T cell repopulation studies 21 days prior MI. Purified WT
CD87 T cells or OT-1 CD8" T cells were obtained from C57bl6 WT mice or OT-I
mice, respectively. Cells were resuspended in phosphate-buffered saline (6 x 106
cells/200 pL/ mouse) and transferred to Ragl~/~ mice by i.v. injection. Finally,
8 weeks old CMy-mOva mice received either 6 x 10° WT CD8* T lymphocytes or
6 x 106 OT-1 CD8™ T lymphocytes 3 days before ML In all these experiments, OT-
I, Ragl~/~, and CMy-mOva mice were sacrificed 21 days after MI for histological
analysis.

In order to show that Granzyme B specifically released by CD8 T cells mediates
cardiac cytotoxicity, immunodeficient Ragl—/~ mice received either 4 x 105 CD8+ T
cell-depleted splenocytes (Including all spleen leukocyte subsets except CD8+
T cells), CD8* T cell-depleted splenocytes re-supplemented with 6 x 106 WT
purified CD8* T lymphocytes, or 6 x 106 purified GemB~/~ CD8* T lymphocytes.
Mice were then allowed to recover for 3 weeks before they were challenged with ML
Repopulation was checked at day 3 following MI in the spleen and the heart.
Recipient Ragl—/~ mice were sacrificed 21 days after surgery for histological
analysis.

Echocardiographic measurements. Transthoracic echocardiography was per-
formed at 9, 21, and 28 days after surgery using an echocardiograph (ACUSON
$3000™ ultrasound, Siemens AG, Erlangen Germany) equipped with a 14-MHz
linear transducer (1415SP). The investigator was blinded to group assignment.
Animals were anesthetized by isoflurane inhalation. Two-dimensional parasternal
long-axis views of the LV were obtained for guided M-mode measurements of the
LV internal diameter at end diastole (LVDD) and end systole (LVDS), as well as
the interventricular septal wall thickness, and posterior wall thickness at the same
points. Fractional shortening percentage (%FS) was calculated by the following
formula: %FS = [(LVDD — LVDS)/LVDD] x 100. Invasive left ventricular hemo-
dynamic indices were measured in anesthetized mice with a 2F dual-field combi-
nation pressure-conductance catheter (model SPR-819, Millar Instruments) as
previously described®.

CD8* T cell purification and transplantation. CD8" T cells were isolated from
C57BL/6], GzmB~/—, or OT-I spleens and purified using a CD8* T cell isolation kit
(Miltenyi Biotec, Paris, France) according to the manufacturer’s protocol. In brief,
CD8* T cells were negatively selected using a cocktail of antibody-coated magnetic
beads (CD4, CD11b, CD11c, CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-
MHC-class II, Ter-119, and TCRy/d) followed by cell separation using LS magnetic
columns (Miltenyi Biotec; Paris, France), yielding CD8T T cells with >95% purity.
Then cells were: (a) intravenously injected 21 days prior MI in Ragl~/~ mice or
3 days before MI in CMy-mOva mice and (b) cultured for in vitro experiments.

CD8™ T cell activation. CD8™ T cells were isolated as described above and cul-
tured in activation medium containing RPMI-1640 supplemented with 10% fetal
bovine serum, 100 U/mL penicillin, 100 U/mL streptomycin (Gibco, Thermo-
Fisher), 50 U/mL IL2, 10 ng/mL IL12 (R&D Systems; Abingdon, UK), and dyna-
beads mouse T activator CD3/CD28 (Gibco, ThermoFisher) in a ratio of 1:1 with
respect to CD8* T cell count.

HL1 cardiomyocytes culture. Cells were seeded into 24-well plates (coated with
gelatin-fibronectin (Sigma-Aldrich) overnight, 37 °C) at a density of 20 x 103 cells/
mL/well and maintained for 2 days in Growth Medium containing Claycomb
Medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL
penicillin, 100 U/mL streptomycin (Gibco, ThermoFisher), 1% norepinephrine
10 mM (Sigma-Aldrich), and 1% L-Glutamine 100X (Sigma-Aldrich).
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Co-culture and apoptosis experiment. Activated CD8* T cells were co-cultured
with HL1 cardiomyocytes in different ratios (1:1, 1:5, and 1:10) with respect to
cardiomyocyte count. Following co-culture for 24 h, CD8% T cells were removed
and HL1 cardiomyocytes were labeled with the addition of 5uM Caspase-3/7
Green Apoptosis Reagent (Incucyte, Welwyn Garden, UK) to the growth medium.
After 30 min at 37 °C in dark, apoptosis in real-time was evaluated with a
microscope Nikon Eclipse, Ti. Time-lapse images were captured at 10 min
intervals.

Co-culture and cardiomyocyte contractility. Cardiomyocytes were isolated using a
simplified Langendorff-free method as previously reported’ with minor modifica-
tions. Briefly, C57/BL6] mice aged 10-12 weeks were anesthetized, their chests were
washed with 70% ethanol and opened to expose the heart. The descending aorta was
cut and 7 mL of EDTA buffer (130 mmol/L of NaCl; 5 mmol/L of KCI; 0,5 mmol/L of
Monosodium Phosphate; 10 mmol/L of HEPES, 10 mmol/L of Glucose, 10 mmol/L of
2,3-Butanedione 2-monoxime, 10 mmol/L of Taurine, 5 mmol/L of EDTA) was
injected into the right ventricle. Ascending aorta was then clamped using atraumatic
forceps and the heart was transferred to a 60-mm dish containing fresh EDTA buffer.
The petri dish was fixed on a heating block to reach a temperature of 37 °C. The heart
was then perfused in the LV with a set up using a 26 G needle connected to a line and
a syringe and then subjected to sequential injections of 10 mL of EDTA buffer, 10 mL
of perfusion buffer (130 mmol/L of NaCl; 5 mmol/L of KCl; 0,5 mmol/L of Mono-
sodium Phosphate; 10 mmol/L of HEPES, 10 mmol/L of Glucose, 10 mmol/L of 2,3-
Butanedione 2-monoxime, 10 mmol/L of Taurine, 1 mmol/L of MgCl,), and 45 mL of
collagenase buffer (105 U/mL of Collagenase II; 130 U/mL of Collagenase IV; 10 U/mL
of Protease XIV; diluted in perfusion buffer) using a syringe pump fixed at a steady
rate of 80 mL/h. At the end of the digestion, the atria and remaining aorta were excised
and discarded. Cellular dissociation was completed by gentle mechanical trituration,
and enzyme activity was stopped by adding 5 mL of stop buffer (10% FBS; 100 mmol/L
of CaCl,; diluted in perfusion buffer). Cell suspension was passed through a 100-um
filter to remove non-digested tissue. Calcium concentration in the cardiomyocytes was
gradually restored to physiological levels by adding an increased quantity of calcium
buffer 5 times every 4 min. Concentration of viable rod-shaped cardiomyocytes were
quantified using a hemocytometer. The cardiomyocytes were then resuspended in
prewarmed plating media (M199, Gibco; 5% FBS; 10 mmol/L of 2,3-Butanedione 2-
monoxime, Sigma Aldrich) and plated at a density of 20,000 cardiomyocytes/well, onto
laminin (50 ug/mL) precoated 25 mm x 25 mm glass coverslips in a humidified tissue
culture incubator (37 °C, 5% CO,). After 2 h, media was changed to fresh, prewarmed
culture media (M199, Gibco; 5% BSA; 1X ITS supplement, Sigma Aldrich; 10 mmol/L
of 2,3-Butanedione 2-monoxime, Sigma Aldrich. 1X CD lipid. Chemically Defined
Lipid Concentrate, Thermo Scientific). Activated WT or GzmB~/~ purified spleen
CD8T T lymphocytes were co-cultured with cardiomyocytes in 1:3 ratio with respect
to cardiomyocyte count. Following co-culture for 12h, CD8* T cells were discarded
and the medium replaced with prewarmed culture media. Sarcomere shortening was
measured on myocytes incubated in fresh prewarmed culture media and field sti-
mulated at 1 Hz (20 V, 1 ms). Data were recorded at room temperature (20 °C) using
Tonoptix Imaging System coupled to a microscope (x40; ZEISS) and analyzed using
SarcLen software (IonWizard 6 Software; Ionoptix, Milton, MA, USA).

Histopathological and immunofluorescence analyses. Cardiac healing following
MI was assessed at different time points. Hearts were excised, rinsed in PBS, and
frozen in liquid nitrogen. For tissue morphology analysis after MI, hearts were cut
along their length into 7-um thick cardiac muscle cryosections (CM 30508, Leica).
Serial sections were mounted on microscope slides (1 = 10), each section being
spaced from the next one by 550 um. In this way, 6-7 cuts/heart (site where the
suture was observed), allowed entire heart tissue analysis. Masson’s trichrome and
Sirius Red stainings were performed for infarct size and interstitial fibrosis eva-
luation, respectively. Infarct size was calculated as a percentage of infarct area to
total LV circumference. The collagen volume fraction was calculated as the ratio of
the total area of interstitial fibrosis to the myocyte area in the entire visual field of
the section.

Heart sections for immunofluorescence analysis were fixed with
paraformaldehyde 4%, permeabilized using 0.2% Triton X100 in Phosphate Buffer
Solution (PBS) 30 min at room temperature, blocked with PBS-T (0.2% Triton
X100, 10% goat serum, 0.2% BSA in PBS) for 1h, and incubated with primary
antibodies diluted in PBS-T overnight at 4 °C: CD8 T lymphocyte infiltration was
detected using an anti-CD8 antibody (Abcam, 1:200); Granzyme B detection in
ischemic heart tissue was performed using an anti-Granzyme B antibody (R&D
Systems 1:100); Sections were washed with PBS and incubated with a mixture of
appropriate secondary antibodies for 1h at room temperature: Cyanine 3 Goat
anti-rat and Cyanine 5 Donkey anti-goat, respectively (Jackson Immunoresearch).
4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was used to counterstain cell nuclei. To
evaluate cell apoptosis (day 3 post-MI), immunofluorescence analyses were
performed using a TUNEL assay kit (Roche Diagnostics, Meylan, France)
according to manufacturer’s instructions. The digital images of
immunofluorescence were acquired with a Zeiss Axioimager Z2 Apotome. Two
microscopic fields in the infarcted area (in the case of CD8% T cells and Granzyme
B staining) and in both sides of peri-infarct area (in the case of TUNEL staining)
from each heart were examined using ImageJ64. All illustrative stainings were
repeated once (totally two independent experiments, n = 5/group/experiment).

TTC staining. To evaluate infarct size at early time points (3 days after MI), 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) was used. TTC staining identifies metaboli-
cally active tissue and is helpful to measure tissue viability. Hearts were removed
and sectioned into 2 mm thick slices in a semi frozen state. The slices were then
immersed for 40 min in 1% TTC solution at 37 °C. Once the color had been
established, slices were fixed in 4% PAF overnight at room temperature. Slices were
photographed and infarcted heart tissue areas were calculated using ImageJ64
blindly.

Ex vivo reflectance epifluorescence imaging. Mice were anaesthetized with
isoflurane and received intravenously 150 pL of a fluorescent imaging probe MMP-
sense 680 (NEV 10126, PerkinElmer) 24 h before sacrifice. This agent is optically
silent in its un-activated state and becomes highly fluorescent following activation
by MMPs including MMP-2, —3, —9, and —13. Images of ischemic hearts were
acquired using a fluorescence molecular imaging system (FMT 2500TM, VisEn
Medical)41.

Cell suspension preparation for flow cytometry. Mice were sacrificed at 12 h and
on days 1, 3, 5, 7, 14, and 21 post-MI (n = 5-10 mice per time point). Peripheral
blood was drawn via inferior vena cava puncture using a syringe primed with
heparin solution. For blood staining, erythrocytes were lysed using BD FACS lysis
solution (BD Biosciences). Spleens were surgically removed and dissociated,
obtaining a single cell suspension that was filtered through 40-pm nylon mesh (BD
Biosciences). Cell suspensions were centrifuged at 400g for 15 min at 4 °C. Red
blood cells were removed using a red blood lysis buffer (Sigma-Aldrich) and
splenocytes were washed with PBS supplemented with 3% FBS. LV of infarcted and
control mice were harvested, minced with fine scissors, and gently passed through a
Bel-Art Scienceware 12-Well Tissue Disaggregator (Fisher Scientific). Cells were
collected, filtered through 40-pum nylon mesh (BD Biosciences), and centrifuged at
400g for 15 min. Red blood cells were removed by incubation in red blood cell lysis
buffer (Sigma-Aldrich) and single cell suspension were washed with PBS supple-
mented with 1% fetal bovine serum.

Flow cytometry. General characteristics of antibodies are summarized in Sup-
plementary Tables 4 and 5. Surface stainings were performed before permeabili-
zation when intracellular labeling were necessary. Cells were incubated in Fixation/
Permeabilization buffer (eBiosciences) for 45 min, washed with permeabilization
buffer (eBiosciences), and stained with the appropriate marker for intracellular
stainings. Forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) parameters were used to
gate live cells excluding red blood cells, debris, and cell aggregates in total sple-
nocytes. Cells were analyzed using a BD Cantoll or BD LSRII flow cytometer (BD
Biosciences).

Quantitative real-time PCR. Quantitative real-time PCR was performed on a
Step-one Plus (Applied Biosystems) qPCR machine. GAPDH was used to nor-
malize gene expression. The primer sequences are described in Supplementary
Table 6.

Myocardial infarction in pigs. The studies were conducting according to relevant
ethical guidelines and the protocol was approved by the ethical committee ComEth
Anses/EnvA/UPEC (APAFIS #3841-2016012815406796). Pigs (Land race White
crossed, Lebeau, Gamblais France) were pretreated with azaperon (8 mg/kg IM) and
atropine (50 pg/kg). After administration of ketamine (20 mg/kg i.v.), anesthesia was
induced and maintained by isoflurane (2.5%). Animals also received morphine

(2 mg/kg) intravenously. After administration of rocuronium (2,5 mg/kg), fluid-
filled Tygon catheters was implanted in the descending thoracic aorta, left atrium,
and pulmonary artery for the measurement of arterial blood pressures, adminis-
tration of lidocaine in case of arrhythmias, and drug administration, respectively. A
balloon occluder was inserted around the left descending coronary artery to induce
its occlusion and reperfusion. Catheters were exteriorized between the scapulae.
Chest was closed in layers. For postoperative care, animals were treated with fen-
tanyl (patch, 100 pg/h for 2 days) and long-acting amoxicillin (15 mg/kg every

2 days for 10 days). Two weeks after surgery, animals were sedated with tiletamine
and zolazepam (both 10 mg/kg) and then anesthetized with thiopental (50 mg/kg/h
for 25 min). The animals were intubated and properly ventilated and the balloon
occluder was inflated for 40 min to occlude the left descending coronary artery
followed by reperfusion. PBS or depleting anti-CD8 monoclonal antibody (76-2-11,
IgG2a mouse anti-swine, 15 mg/kg)?* was administered intravenously either 3 days
before coronary occlusion (high CD8 depletion) or 60 min after reperfusion (low
CD8 depletion) (Supplementary Fig. 32). The animals returned to their cage for
14 days. At day 14 after MI, animals underwent echocardiographic examination.
This was performed and analyzed by the same sonographer blinded to treatment
information. Using a Vivid 7 ultrasound unit (General Electric Medical System,
Horten, Norway) under ECG monitoring, echocardiographic images were acquired
in pigs placed in standing position in a sling and sedated with propofol (induction
dose: 2 mg/kg, i.v.; maintenance dose: 5 mg/kg/h), using a 4.3-MHz transducer.
Echocardiographic images at apical 4-chamber and 2-chamber vies were acquired
blindly. For each image, three consecutive cardiac cycles were stored digitally for
offline analysis (EchoPac 6.0, GE Healthcare). Left ventricular (LV) ejection fraction
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was calculated by the biplane Simpson method using both the apical 4-chamber and
2-chamber views. At sacrifice, pigs were re-anesthetized and the balloon occluder
was inflated again. Crystal violet solution (0.8%) was administered intravenously to
delineate the previously occluded vascular bed (area at risk, AAR). The heart was
excised, and the LV was cut into slices that were weighed and incubated in 1% TTC,
37°C) to detect ML Slices were overnight fixed in 5% formaldehyde and then
photographed. Using a computerized planimetric program (Image], NIH, Bethesda,
MD, USA), the AAR, the infarcted and salvaged zones were delimitated and
quantitated blindly. The AAR was identified as the non-violet region and was
expressed as a percentage of the LV weight. Infarcted area was identified as the
TTC-negative zone and was expressed either as a percentage of AAR. The viable
tissue or salvaged area was expressed as percentage of AAR.

Immunostaining on human ischemic heart tissue. All the patients gave informed
consents for the surgical procedure. All the patients had LV assist device (Heart-
Mate II or HeartWare) implantation for severe cardiac failure. For implantation of
the device, the apex of the LV was opened and tissue samples were excised. Tissues
were fixed in formalin and paraffin embedded. The tissue sections were stained
with H&E for pathological diagnostic procedure allowing dating of MI in addition
to clinical dating. On remnant sections, immunohistochemistry was performed
with anti-CD8 (clone SP239, Abcam) diluted at 1:500 and anti-GRANZYME B
(clone GrB-7, Dako) diluted at 1:150 using an automated system (Roche Diag-
nostics France, Meylan, France). Quantification of GRANZYME B labeling: Given
the very small granule pattern of GRANZYME B labeling, the immunostained
sections were scanned at X40 magnification and individual labeled cells were
numbered. All the fields of the paraffin sections were assessed and the number of
positive cells was counted in the infarct and peri-infarct areas at two different
stages (<7 days; >7 days).

Population of patients with acute MI. The population selection methods of the
French registry of Acute ST-elevation and non-ST-elevation Myocardial Infarction
(FAST-MI) have been described in detail in previous publications?>43. Briefly, all
patients >18 years of age were included in the registry if they had elevated serum
markers of myocardial necrosis higher than twice the upper limit of normal for
creatine kinase, creatine kinase-MB, or elevated troponins, and either symptoms
compatible with acute MI and/or electrocardiographic changes on at least two
contiguous leads with pathologic Q waves (20.04 s) and/or persisting ST elevation
or depression >0.1 mV. The time from symptom onset to intensive care unit
admission had to be <48 h. Patients were managed according to usual practice;
treatment was not affected by participation in the registry. Of the 374 centers in
France that treated patients with acute MI at that time, 223 (60%) participated in
the registry. Among these, 100 centers recruited 1029 patients who contributed to a
serum bank. For the present study, 1046 samples were available for GRANZYME B
measurement. Their baseline characteristics were comparable to the overall
population of the registry. More than 99% of patients were Caucasians. Follow-up
data were collected by contacting the patients’ physicians, the patients themselves,
or their family, and registry offices of their birthplace. Data obtained from 1-year
follow-up were >99% complete. We have complied with all relevant ethical reg-
ulations. Written informed consent was provided by each patient. The study was
approved by the Committee for the Protection of Human Subjects in Biomedical
Research of Saint Antoine University Hospital (Ethical Committee) and the data
file was declared to the Commission Nationale Informatique et Liberté (Clin-
icalTrials.gov NCT01237418). Human Granzyme B analysis was carried out using
the Granzyme B Human ELISA Kit (Invitrogen, ThermoFisher), following the
manufacturer’s instructions.

Statistical analysis. Values are expressed as mean + SEM. Differences between
values were examined using the non-parametric Mann-Whitney test or Kruskal-
Wallis test and were considered significant at P < 0.05. Shapiro-Wilk test was used
for assessment of normality. Kaplan-Meier survival curves were constructed and
analyzed using log-rank (Mantel-Cox) test. An outcome event was defined as all-
cause death during the 1-year follow-up period. The primary endpoint was defined
as all-cause death and was adjudicated by a committee whose members were
unaware of patients’ medications and blood measurements. Continuous variables
are described as mean + SD or median, QI, Q3, and categorical variables as fre-
quencies or percentages. Baseline demographic and clinical characteristics, treat-
ment factors, and therapeutic management during hospitalization were compared
among patients inferior or superior to the Granzyme B median level (8.9 pg/mL)
using chi-square or Fisher’s exact tests for discrete variables and by unpaired t-tests
or Wilcoxon sign-rank tests for continuous variables. Survival curves according to
the GRANZYME B median level are estimated using the Kaplan-Meier estimator.
We used a multivariable Cox proportional-hazards model to assess the indepen-
dent prognostic value of variables with the primary endpoint during the 1-year
follow-up period. The multivariable model comprised sex, age, body mass index,
current smoking, family history of coronary disease, history of hypertension,
hypercholesterolemia, previous MI, previous stroke or transient ischemic attack
(TTA), previous cancer, CPK peak, heart failure, renal failure, diabetes, Killip class,
left ventricular ejection fraction, STEMI or reperfusion, and hospital management
(including reperfusion therapy, coronary artery bypass surgery, statins, beta
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blockers, clopidogrel, diuretics, low-molecular-weight heparin, GPIIb/IIla inhibi-
tors) (See Supplemental Table 3). Results are expressed as hazard ratios for Cox
models with 95% confidence intervals (CIs). All statistical tests were two-sided and
performed using SAS software version 9.4.

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
The data that support the findings of this study are available from the corresponding
author on reasonable request. Source data are provided with this paper.
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