N

N

Modulation de TREM-1 au cours du 'infarctus du
myocarde

Jérémie Lemarié

» To cite this version:

Jérémie Lemarié. Modulation de TREM-1 au cours du l'infarctus du myocarde. Médecine humaine
et pathologie. Université de Lorraine, 2016. Francais. NNT: 2016LORR0005 . tel-01754496

HAL Id: tel-01754496
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01754496
Submitted on 30 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01754496
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




UNIVERSITE
DE LORRAINE

Ecole Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement)

Theése

Présentée et soutenue publiquement pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE PUNIVERSITE DE LORRAINE
Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé »

Par Jérémie LEMARIE

Modulation de TREM-1 au cours de I“infarctus du myocarde

Soutenue le 22 janvier 2016

Membres du jury :
Rapporteurs : Pr Laurent ARGAUD PU-PH, HDR, UMR INSERM U1060 —
CarMeN, Lyon
Pr Frédéric PENE PU-PH, HDR, Université PARIS 5 (René
Descartes), Paris
Examinateur : Pr Edoardo CAMENZIND PU-PH, HDR, Université de Lorraine, Nancy
Directeur de thése : Pr Sébastien GIBOT PU-PH, HDR, Université de Lorraine, Nancy

Equipe TREM - U1116
Faculté de Médecine de Nancy — 9, avenue de la forét de Haye — BP184
54505 Vandoeuvre-lés-Nancy Cedex



Remerciements

J adresse mes plus sincéres remerciements aux Professeurs Laurent Argaud et
Frédéric Péne pour m“avoir fait I“honneur d“€tre rapporteurs de ce travail de these, ainsi qu“au

Professeur Edoardo Camenzind pour avoir accepté d“en étre examinateur.

Merci a toute 1“équipe d“Inotrem, notamment Amir, Marc, Lucie et Kevin, pour

I“ambiance chaleureuse que vous y faites régner.

Merci a tous les membres du PARCC pour m“avoir si bien accueilli pendant une

année, et de continuer & m"y accueillir si chaleureusement.

Je remercie vivement le Professeur Hafid Ait-Oufella pour sa gentillesse, sa
disponibilité, sa motivation, son énergie communicative. Je suis trés honoré de pouvoir

continuer a travailler a tes cOtés.

Ce travail n“aurait pas vu le jour sans la détermination sans faille de mon directeur de
theése, Professeur Sébastien Gibot. Sébastien, j“espere que tu trouveras dans ces quelques
lignes le reflet de 1“estime et de la reconnaissance que j“ai pour toi. Au cours de ces trois
derniéres années, et méme depuis bien plus longtemps, tu as su m“aider a prendre les bonnes
décisions, tu as su guider mes choix sans me les imposer, discrétement mais toujours au bon
moment. J“espére pouvoir longtemps continuer a étre déconcerté face a [“&endue de ton

savoir.

Merci Camille pour ce que tu m*“as offert et m“offres encore. Ton amour, ta confiance,

notre famille... Merci de m“avoir soutenu dans ces projets accaparants.



Table des matiéres

Introduction 4
1. Le Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1.........cccooiiiiiiniiniiiiiiiiieeeseesieee 5
1.1 TOI-LAKE RECEPLOTS.....eviiiiiiieiiieeiiiecieeeiee ettt e ette st e e et e e seveesabeeetbeesebaeetaeesssaeenseaessseeas 5
1.2 Structure et fonction de TREM-1 ......cocuiiiiiiiiiiiiieiee et 6
1.3 LR12, un inhibiteur de TREM-1 .......ccoooiiiiiiiiiiiieeie e 7

2. Infarctus du myocarde et inflammation.............cooeerieriiiiiiiii e 9
2.1 GENETALIEES ...ttt ettt ettt e b e ae e sat e et e e bt e bt e bt e sneeeateeatean 9
2.2 Lésions de reperfusion MyoCardiqUe...........cveeveerriereereereesiseesreesseeseeseessesseeseesseesseessns 10
221 DEFINILION. ...ttt sttt ettt 10
222 Acteurs physiopathOlOGIQUES.........ceviiiiiriiiiiieieee ettt 10

2.3 Remodelage VeNtriCULAITE........c.cccviirieiieciieie ettt s aessreesreesreesraesene e 11
231 LD 0112 ) TSRS 11
232 Remodelage de la matrice extra-cellulaire ...........ccoeceeiieiieiiiiiiiiicceeeeseeee 14
233 Role des systémes NeUrohOrMONAUX ........c.eeveeriierierieeieeieesieesite st eee e seeesiee e 16

2.4 RéEPONSE IMMUNILAITE.......eeeivieiieriierierreereeteeteesteesseesaesesesseesseesseesseesseesssesssessseesseesseesns 18
24.1 Initiation de la réponse IMMUNILAITE .........c.eeveeriierierieeieeieeeeseee st e e 18
242 Les effecteurs cellulaires de la réponse inflammatoire post-infarctus....................... 20
243 Résolution de la réponse inflammatoire ..........cccveeveeveeerierieereeseeneeereereeseeseesneens 28

3. Justification de 1“¢tude de TREM-1 au cours de 1“Infarctus ..........cccceeeeriieeseniecenceceeeee, 29
3.1 Echecs des thérapeutiques anti-inflammatoires................ccooovoeveverereueeeeeeeeeeeesssseseen 29
3.2 Similitudes entre I“infarctus du myocarde et le choc septique ..........ccveveevierveniecreennen, 31
Publications 33

1. TREM-1 mediates inflammatory injury and cardiac remodeling following myocardial infarction. 34

2. Pharmacological inhibition of TREM-1 limits reperfusion injury in a porcine model of myocardial

101 221 (011 T0) o PO OO U U TP 65
Conclusion 81
Perspectives 83
Références 85




Introduction



1. LE TRIGGERING RECEPTOR EXPRESSED ON MYELOID CELLS-1

1.1 ToLL-LIKE RECEPTORS

L“immunité innée constitue la premicre ligne de défense de 1“organisme contre les
agents pathogeénes. Elle implique un certain nombre d“acteurs cellulaires tels que les
neutrophiles ou les monocytes/macrophages. Ces cellules expriment a leur surface des
récepteurs cellulaires nommés PRRs (Pattern Recognition Receptors) chargés de la
reconnaissance de motifs microbiens conservés, connus sous le nom de PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns).! Ce sont par exemple le LPS (LipoPolySaccharide), le
peptidoglycane, 1“acide lipotéichoique. Les interactions entre PAMPs et PRRs vont
enclencher des cascades de signaux intracellulaires dans les cellules immunitaires, mais
¢galement dans les cellules ¢pithéliales et endothéliales, ainsi que le systeme

neuroendocrinien, initiant ainsi la réponse inflammatoire a [“infection.

Parmi les PRRs, les TLRs (Toll-Like Receptors) occupent une place centrale.” La
protéine Toll, qui signifie « superbe » ou « merveilleux » en allemand, a ét¢ découverte en
1985 lors de 1“&ude du développement embryonnaire de la drosophile.” Son implication dans
la réponse immunitaire aux bactéries et aux champignons, toujours chez la drosophile, a été
découverte une décennie plus tard.* En 1997, une protéine transmembranaire partageant de
nombreuses homologies de séquence a été identifiée chez 1"Homme ; la création d"un mutant
constitutionnellement actif de cette « Toll-like » protéine entrainait 1*activation de la voie de
NF-kB et I“expression de cytokines pro-inflammatoires.” Dix TLRs ont depuis été découverts
chez 1"Homme, chacun montrant un degré de spécificité pour la reconnaissance de PAMPs.
Les TLRs sont également capables de reconnaitre des signaux endogenes indicateurs de
dommages cellulaires : les DAMPs (Dammage-Associated Molecular Patterns).° Les DAMPs
sont des facteurs endogénes situés le plus souvent dans le noyau ou le cytoplasme des cellules
en situation physiologique. En cas de stress ou de Iésions cellulaires d“origine septique ou
stérile et induisant une nécrose, ces facteurs sont libérés dans le milieu extracellulaire et
peuvent induire une réponse inflammatoire. D“autres DAMPs sont d“onigine extracellulaire,
notamment certaines protéines de la matrice extracellulaire dont 1“intégrité est 1ésée, comme
les produits de dégradation de 1“acide hyaluronique libérés en cas de dommage vasculaire. Il

est aujourd“hui clairement admis que [“activation des TLR-2 et -4 par ces DAMPs est




impliquée dans la genése d“une réponse inflammatoire stérile, comme par exemple au cours

de phénomeéne d“ischémie/reperfusion.’

La rencontre entre des PAMPs/DAMPs et leurs TLRs respectifs a pour conséquence
d“initier une réponse inflammatoire. Parallelement a ce phénomene, il existe des mécanismes
de modulation de cette réponse au niveau protéique. Certains récepteurs sont en effet capables
d“amplifier 1“activation leucocytaire parallélement a la reconnaissance des signaux de danger.
DAP12 (DNA activating portein 12) est une protéine accessoire trés impliquée dans ces
mécanismes de modulation. Parmi les partenaires de DAP12, le mieux caractérisé est TREM-
1 (triggering receptor expressed on myeloid cells-1), récepteur capable d“amplifier la réponse

inflammatoire induite par les TLR-2 et -4.

1.2 STRUCTURE ET FONCTION DE TREM-1

TREM-1 est un récepteur activateur appartenant a une famille de récepteurs de type
immunoglobuline (Ig) récemment identifiée : la famille des TREM. Au sein de cette famille,
au moins un autre récepteur activateur a ét€¢ mis en évidence chez 1“Homme, TREM-2, ainsi
quun récepteur exprimé par les plaquettes, TLT-1 (Trem-Like Transcript-1).* Les genes de la
famille TREM sont clustérisés sur le chromosome 6p21.° TREM-1 consiste en une région
extracellulaire de 194 acides aminés, une région transmembranaire de 29 acides aminés et une
courte portion intra-cytoplasmique de 5 acides aminés. La portion extracellulaire comporte un
domaine de type Ig V. Cette portion est connectée a la région transmembranaire par un
fragment de 60 acides aminés qui comporte trois sites de N-glycosylation. La partie
transmembranaire contient un résidu lysine qui s“associe a un résidu aspartique appartenant a
DAPI2 : c*est ainsi qu“est formé le partenariat entre TREM-1 et sa protéine adaptatrice.'
L“activation de TREM-1 induit une signalisation complexe qui conduit a une mobilisation
calcique intracellulaire, a un réarrangement du cytosquelette et a 1“activation de facteurs
transcriptionnels tels que NF-kB. Tout cela résulte en une production de métalloprotéases, de
cytokines pro-inflammatoires et de nombreuses chimiokines dont les interleukines (IL) IL-1,

IL-6, IL-8, TNF-a, et d““une dégranulation des neutrophiles.'’

Le role amplificateur de la réponse inflammatoire rempli par TREM-1 a été confirmé
par plusieurs études. Lorsque TREM-1 est activé en présence d“un ligand pour les TLR-2 ou -
4, une nette surproduction de cytokines pro-inflammatoires (TNF-o, IL-1p) est induite.

Parallélement, I“engagement des TLRs induit une surexpression de TREM-1." Tout ceci




plaide en faveur d“une collaboration étroite entre les TLRs et TREM-1 dans la genese de la
réponse inflammatoire avec, a I“évidence, une majoration de cette réponse en cas

d“engagement de TREM-1.

1.3 LRI12, UNINHIBITEUR DE TREM-1

Malgreé toutes les recherches effectuées sur TREM-1, son ligand naturel n“est toujours
pas connu, bien que les sites de reconnaissance soient prédits par les analyses
cristallographiques.'* Aux c6tés d“une forme membranaire, un fragment soluble de TREM-1
(sSTREM-1) est libéré par clivage du domaine extracellulaire. Cette forme soluble agit comme
un leurre pour le ligand naturel de TREM-1 qui existe également sous forme soluble, au
moins chez les patients septiques, et s“oppose ainsi a 1“activation de TREM-1."° Cette forme

soluble est donc un biomarqueur reflétant 1*activation de TREM-1.

TLT-1 (Trem like transcript-1) est un autre membre de la famille TREM, exprimé
uniquement par les mégacaryocytes et les plaquettes. Il est présent au sein des granules alpha
des plaquettes non activées, et a leur surface membranaire apres activation. Il est notamment
impliqué dans 1*agrégation plaquettaire. Il a été retrouvé de fagon inattendue un effet anti-
inflammatoire de la portion extracellulaire soluble de TLT-1, similaire a celui observé avec
sSTREM-1."° Or, TREM-1 et TLT-1 partagent une grande homologie de séquence au niveau

génique.

Plusieurs peptides ont alors été synthétisés, dont un, LR12, a rempli 1“ensemble du

cahier des charges, a savoir :

- posséder une forte homologie entre les séquences humaine et murine de TREM-1

et TLT-1,

- comprendre les sites de reconnaissance prédits par cristallographie (boucles de

type CDR (complementary determining regions),

- interagir directement avec le ligand de TREM-1 (figure 1)."”




A %

60

1 I
msTLT-1 locXER- LL!LGLIGQGSIISIP viQAPVESss I LEQBHYREQDEVRALRBVEcArFLQENCHBL 63
hsTLT-1 MGLETER- -BELLLLGLEGQG INGsLPEvLQAPVESS I LEQBHYRLQDEVKAG RFLPEMcCABL 62
msTREM-1 MRKAG CVEFVSEVKAARVLEEERYDLVEBQTLTEKEBPENIMKYANSQNAN - QRLPDBKERL 65
hsTREM-1 MRKTR MLFVSELRAATKLTEBKYELKEBQTLDEKHEDYTLEKFASSQNAN-Q1 IRDBEMBK 65

O
L ———— CDR3

msTLT-1 VTSAVDERAPGNEE -EEGRIFETDOLGGEGLEG Eg T GHRVYV - EGAAGHQTHE - HRVsSH 121
hsTLT-1 VSSAVDERAPAGE: -EERRTFETDLGGEGLEG EEBA GEMV -DGARGHQIE-HRVSH 120
msTREM-1 TLVVTQRPFTRPSEVHMGKF TEKHDPSEAMEQ vils REV I YHPPNDBYV FﬂEﬁR 131
hsTREM-1 TLACTENPSKNSHPVAVGR ! | eBYHDIBI! VENs ilvlppls MEFDRIRE 131

140

|
msTLT-1 LELPPIIlllEGlIlEI!IEIIR|GIISLLEDIIL0 IISAIPHEFRIIENICQIQGI =
hsTLT-1 NILPPRERER . -SSR EEEEETHK IGESSLAENAESDBAGSANPLEPS@DE-F - -Eks I B=

180

FEEERR
HEREER 162
msTREM-1 VMTKGSSEEESOVMETPVINPITRLTERPILITEKYSHEE -SDTTTTRSEPKRTANVSSHGEGV TN 190
hsTREM-1 VMTKGESEESSGTPGSNENSTANVYKIPPTTTKALCHBEYTSPRTVTQAPPKSTADVSTRDSEINLT 193
200
|
msTLT-1 -H- -BEEEEE 150 ~ Conservation
B BB
msTREM-1 NGTDADSVST 200 o 0%
hsTREM-1 NMTDEEENIR 200
C TREM-1
B

human-LR12 LQEEDAGEYGCM 12
monkey-LR12 LQEEDAGEYGCM 12
porcine-LR12 LQEEDAGEYGCL 12
murine-LR12 LQEEDTGEYGCV 12

100%
consenasor |11 (e
0%

Figure 1 : genése d’un inhibiteur de TREM-1 (adapté de Kelker et al, 2004)"

A : illustration de ["homologie des séquences des portions extracellulaires des protéines murines (ms) et humaines (hs) TLT-1 et TREM-1,
avec emplacements des CDR-2 et -3 (complementary determining region) ainsi que de la séquence LR12. B : conservation de la séquence
LR12 entre différentes especes (humaine, primate, porcine et murine). C : illustration tridimensionnelle des protéines TLT-1 et TREM-1
murines mettant en évidence leurs similitudes structurelles.



2. INFARCTUS DU MYOCARDE ET INFLAMMATION

2.1 GENERALITES

L“infarctus du myocarde est une nécrose ischémique systématisée du muscle
cardiaque, le plus souvent due a une thrombose occlusive brutale d“une artére coronaire. Cette
occlusion coronaire aigu€ par un thrombus survient en régle générale sur une plaque
d“athérome devenue instable a la suite d“une érosion, d“une ulcération, d“une fissuration ou

d“une rupture.

L“infarctus du myocarde constitue une urgence cardiologique. Selon des données
OMS, sur 50 millions de décés annuels dans le monde, les cardiopathies ischémiques sont la
premicre cause de déces avec 7,2 millions de déces d“origine coronaire, dont 1,8 millions en
Europe.'® En France, son incidence reste encore élevée 120 000 cas par an et est responsable

de 10 a 12% de la mortalité totale annuelle chez 1“adulte.

La corrélation qui existe entre la durée de la période d“ischémie myocardique, la taille
de la zone infarcie et le pronostic est connue depuis le début des années 1970," ce qui a
conduit au développement des stratégies actuelles de prise en charge basées sur la rapidité de
mise en ceuvre des stratégies de reperfusion coronaire. La généralisation de 1“angioplastie
coronaire, des traitements fibrinolytiques et antithrombotiques a permis une baisse
significative de la mortalité précoce de 65% au cours des 15 dernieres années, qui se situe
actuellement aux alentours de 4 a 6% dans les grands essais randomisés.”” Mais ces chiffres
encourageants ne doivent pas occulter 1“incidence de 1“insuffisance cardiaque post-infarctus
qui reste élevée.”! Aujourd“hui, la diminution de la durée d“ischémie myocardique se heurte &
de nombreux obstacles (éducation de la population, durée de transport en salle de
cathétérisme cardiaque, contraintes geéographiques...), rendant peu probable une réduction
significative des délais de reperfusion. Les améliorations thérapeutiques doivent donc
désormais se focaliser sur les phases qui succedent a 1“ischémie, soit immédiatement apres
celle-ci, lors de la reperfusion, soit plus a distance, lors du remodelage ventriculaire. Au cours
de la derniére décennie, de nombreuses avancées ont été réalisées dans la compréhension des

mécanismes physiopathologiques mis en jeu lors la cicatrisation myocardique.




2.2 LESIONS DE REPERFUSION MYOCARDIQUE

2.2.1 Définition

A la phase aigué d“un infarctus du myocarde, une reperfusion précoce est la stratégie
la plus efficace pour réduire la taille de la zone infarcie. Mais la restauration du flux sanguin
dans le myocarde ischémique peut, en elle-méme induire des Iésions. Depuis leur description
initiale par Jennings et al en 1960, des études animales ont confirmé que les 1ésions de
reperfusion myocardique pouvaient représenter jusqua 50% de la taille finale de
I“infarctus.”*** La nécrose est le mécanisme majoritaire de mort des cardiomyocytes durant la
phase d“ischémie, conséquence directe d“une privation en oxygene. Néanmoins, un
pourcentage non négligeable de cardiomyocytes disparait secondairement a des phénoménes
d“apoptose.”* La preuve définitive du « paradoxe de la reperfusion » a été apportée
récemment en mettant en évidence que des interventions dites de post-conditionnement, qui
n‘ont lieu qu“au moment de la désobstruction coronaire, sont capables de réduire
significativement la taille de 1“infarctus final, aussi bien chez 1“animal que chez I“Homme?
La reperfusion est responsable de quatre types de dysfonction myocardique : la sidération
myocardique, les arythmies de reperfusion, le phénomene de « no-reflow » par lequel des
altérations de la microcirculation compromettent la restauration du flux sanguin, et les 1ésions
de reperfusion létales entrainant une mort cellulaire. La pathogénie de ces derniéres refléte la
mise en place de nombreux processus biochimiques et cellulaires comme les espéces
radicalaires de 1"oxygeéne, les canaux ioniques, la dysfonction mitochondriale et

I“inflammation.

2.2.2 Acteurs physiopathologiques

La transition de perméabilité mitochondriale caractérise la perte de 1“imperméabilité
constitutionnelle de la membrane mitochondriale interne, a 1“ongine de la perte du gradient
¢lectrochimique (ou force protomotrice) indispensable a son rdle énergétique. Durant la
reperfusion, ce phénomene de perméabilisation se produit, résultat de 1“ouverture d“un canal
non sélectif appelé «pore de transition de perméabilité » (mitochondrial permeability
transition pore), mPTP. L“ouverture du mPTP entraine un découplage de la chaine
respiratoire, et la libération dans le cytosol de nombreuses molécules pro-apoptotiques par le
biais de 1*activation des caspases. Lors de la reperfusion, de nombreux facteurs concourent a

son ouverture :
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- les espéces radicalaires de 1“oxygéne (ERQO) et de [“azote (ERN). Les études

expérimentales ont établi que la reperfusion générait un stress oxydatif intense et
néfaste dans le myocarde ischémique.® 1l se crée rapidement un déséquilibre entre la
production d“ERO et les mécanismes endogeénes antioxydants. Les nombreuses
dénaturations lipidiques et protéiques induites contribuent au déclenchement de

1“apoptose 7,

- la surcharge calcique. Parmi les anomalies ioniques constatées durant la reperfusion —

surcharges potassique, sodique et calcique — cette derni¢re semble la plus sévere, tant
au niveau cytosolique qu“an niveau intra-mitochondrial. Cette surcharge est
secondaire aux lésions de la membrane sarcolemmale ainsi qu“a la dysfonction du
réticulum sarcoplasmique. L“augmentation de la concentration calcique entretient le
cercle vicieux des lésions de reperfusion en facilitant 1“ouverture du mPTP, en
favorisant 1“activation de nombreuses enzymes productrices d“ERO (NO synthases
notamment) et en entralnant une hypercontractilité des myofibrilles avec déplétion en

ATP et aspect de sidération myocatrdique.28

2.3 REMODELAGE VENTRICULAIRE

2.3.1 Définition

Le remodelage ventriculaire est un processus progressif qui débute trés précocement
aprés 1“infarctus, bien que ses conséquences cliniques ne soient souvent visibles qu“apres
plusieurs mois voire années. Il est défini comme « [“expression génomique de modifications
moléculaires, cellulaires et interstitielles, qui se manifestent cliniquement par un changement
de taille, de morphologie et de forme du ventricule ».** Ce remodelage ne concerne pas
uniquement la zone infarcie qui a tendance a s“étendre et a s“affiner, mais également les
segments myocardiques sains qui s“hypertrophient dans un premier temps, puis s“affinent et
se dilatent par apoptose et dysjonction des cardiomycytes en raison de la perte des connexions
intercellulaires (« myocyte slippage »).>" Ce remodelage cardiaque, qui concerne tous les
aspects structuraux et fonctionnels du cceur, de la géométrie ventriculaire aux molécules
constitutives des cardiomyocytes et autres cellules du myocarde, peut parfois étre nécessaire
afin de maintenir un débit cardiaque suffisant, mais fait également souvent le lit de
I“insuffisance cardiaque.”’ La frontiére entre remodelage adaptatif et maladaptatif reste

malheureusement floue et extrémement variable d*“un individu a 1“autre.
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Chez les mammiféres adultes, le cceur a des capacités régénératives négligeables. La
nécrose d“une partie du myocarde va activer une réponse réparatrice qui aboutit au
remplacement du tissu nécrotique par un tissu cicatriciel.’> Ce processus de cicatrisation peut
étre divisé en 4 phases distinctes mais qui se chevauchent spatialement et temporellement
(figure 2)* La premiére phase est caractérisée par la mort de nombreuses cellules par nécrose
et apoptose. Apres 15 a 20 minutes d“ischémie, les cardiomyocytes subissent des altérations
irréversibles qui aboutissent a la mort cellulaire. Les cardiomyoctes situés au niveau sous-
endocardique sont plus sensibles a [“ischémie. Progressivement, un front de nécrose s“é&end
des couches sous-endocardiques vers les couches sous-péricardiques. Rapidement, la phase
inflammatoire débute. L*“activation de signaux de I“immunité innée (systéme du complément
et libération de nombreuses cytokines) entraine le recrutement massif de neutrophiles et de
monocytes pro-inflammatoires qui vont participer a la détersion du foyer de nécrose (débris
cellulaires et matriciels). L“apoptose des neutrophiles et la maturation des monocytes en
macrophages marquent la transition vers la phase proliférative. Au cours de cette troisiéme
phase marquée par la formation d“un tissu de granulation en périphérie de la zone infarcie,
“inhibition de [“environnement pro-inflammatoire et la modification de 1“infiltrat leucocytaire
au profit de macrophages aux phénotypes angiogéniques et fibrogéniques va favoriser la
différentiation et la croissance de myofibroblastes et de cellules endothéliales. Ces éléments
participent au développement de nouveaux vaisseaux sanguins et a la syntheése de nouvelles
protéines de la matrice extra-cellulaire (fibrine, fibronectine puis collagénes).34 Parall¢lement
a cette néosynthese, la dégradation de la matrice extra-cellulaire pré-existante se poursuit,
permettant la migration des cellules vers la zone infarcie.”> Le déploiement de
myofibroblastes aux propriétés contractiles au sein de la zone infarcie participe au maintien
de la zone ischémique et permet de faire face aux forces d“étirement engendrées par le
fonctionnement cardiaque.®® La quatriéme et derniére phase du remodelage correspond 4 la
maturation de la cicatrice. Au cours cette phase, le nombre de cellules au sein du tissu de
granulation décroit par le biais de phénomenes apoptotiques, et le réseau collagene se densifie

et s“organise (« cross-linking »).)
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Figure 2 : Les différentes phases du remodelage ventriculaire post-infarctus (d“aprés Blankesteijn et al)**
La premicre phase correspond a la mort cellulaire (principalement des cardiomyocytes) par nécrose ischémique
ou apoptose. La deuxiéme phase, inflammatoire, est caractérisée par la dégradation de la matrice extra-cellulaire
(ECM) et par le recrutement de cellules inflammatoires, essentiellement des neutrophiles (PMN) et des
monocytes. La troisiéme phase, proliférative, voit se mettre en place un tissu de granulation en périphérie de la
zone infarcie, composé de nouveaux capillaires, de macrophages et de myofibroblastes. Ce tissu s“étend
progressivement vers le centre de la zone infarcie. Au cours de la quatrieme phase dite de maturation, le tissu de
granulation se transforme en cicatrice fibreuse pauci-cellulaire, a 1“exception des myofibroblastes qui y
persistent plusieurs années.
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2.3.2 Remodelage de la matrice extra-cellulaire

Les changements dynamiques qui se produisent au sein du tissu de soutien
myocardique contribuent directement au remodelage ventriculaire. La matrice extra-cellulaire
myocardique est en effet une entité dynamique dont la composition et le turn-over sont
profondément modifiés aprés un infarctus. Plus que pour n“importe quel autre organe, la
matrice myocardique joue un role majeur en termes de soutien et d“organisation des ¢léments
cellulaires. En effet, 1“onentation des cardiomyocytes et des fibres myocardiques est
hautement organisée. Un réseau protéique matriciel parfaitement agencé, composé
principalement de collageénes de type I et III, oriente les cardiomyocytes et orchestre leur
contraction, permettant au final d“assurer la fonction « pompe » du cceur. En plus de ce réseau
de collagéne fibrillaire, la matrice extra-cellulaire est un large réservoir de molécules bio-
actives telles que 1“angiotensine II, [“endothéline-1, le TNF-a ou le TGF-B.*® Aprés un
infarctus, des altérations significatives se produisent au sein de la matrice myocardique en
termes de composition et de structure. Trés précocement lors de la phase inflammatoire, la
matrice au niveau du foyer de nécrose subit une dégradation, ce qui va faciliter la pénétration
des ¢léments cellulaires nécessaires a la constitution d“une cicatrice. Parmi les effecteurs
moléculaires de cette protéolyse, les métalloprotéinases (MMPs) et leurs inhibiteurs (TIMPs)
occupent une place prépondérante. Il existe de nombreuses isoformes de MMPs, que 1“on peut
classer en fonction de leur affinité pour différents substrats. Ainsi, au sein du myocarde, les
MMP-1, -8 et -13 possédent une haute affinité pour le collagene fibrillaire, alors que les
MMP-2 et -9 sont actives sur le collagéne fibrillaire dénaturé et sur les protéines des
membranes basales (collagéne de type IV, laminine, fibronectine). La transcription des
différents genes codant pour les MMPs est sous la dépendance de plusieurs facteurs
transcriptionnels comme NF-kB ou AP-1, notamment activés par les voies de signalisation du
TNF-a et de 1“IL-1B, prototypes des cytokines pro-inflammatoires.’”* Dautres facteurs
peuvent accroitre la transcription des genes codants pour les MMPs, tels qu™un stress
mécanique ou certaines molécules bioactives (ostéopontine, thrombospondine).* ™ Certains
facteurs de croissance comme TGF-B1 peuvent au contraire inhiber leur transcription

(figure 3).**
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Figure 3 : Régulation transcriptionnelle des MMPs myocardiques (d“aprés Spinale, 2007)

Plusieurs facteurs transcriptionnels (AP-1, ETS, Sp1) se lient a des promoteurs des genes des MMPs. La formation de ces facteurs transcriptionnels au sein des
cellules myocardiques est sous la dépendance de stimulus extracellulaires (cytokines, molécules bioactives) et de signaux mécaniques. Cependant, certains
facteurs peuvent inhiber leur transcription, comme TGF-1 via SMAD.



Les MMPs peuvent subir une autodigestion, mais c“est un phénomene de rétrocontrole
négligeable en comparaison a leur inhibition par les TIMPs (tissue inhibitors of MMPs), une
famille de protéines comprenant 4 représentants.’® La balance MMPs/TIMPs est un
déterminant critique du turn-over de la matrice extra-cellulaire. Par ailleurs, certains TIMPs

possédent une activité anti-apoptotique indépendante de leur action d“inhibition des MMPs.*

Lors d“études post-mortem précoces apreés un infarctus du myocarde, il a été retrouvé
une augmentation nette de 1activité des MMP-2 et -9 au sein du myocarde infarci.*® De
nombreuses études animales ont confirmé 1“augmentation de ces MMP au cours de la
premiere semaine post-infarctus, ainsi qu“une diminution de TIMP-1, en faveur d“une
dégradation importante des composants matriciels.*’ Chez différentes espéces animales, la
mise en évidence d“une relation entre activité protéolytique et remodelage ventriculaire a
conduit & 1“essai de différents inhibiteurs de MMPs.*° Un premier essai clinique (the
PREMIER study) n“a cependant pas retrouvé deffet bénéfique de 1“inhibition non sélective
des MMPs sur une période de 6 mois aprés un infarctus du myocarde.51 Les recherches se
concentrent désormais sur des inhibiteurs plus sélectifs ou sur la doxycycline qui possede,

outre ses propriétés antibiotiques, un effet inhibiteur des MMPs.>

2.3.3 Role des systémes neurohormonaux

Les systemes béta-adrénergiques et rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) sont
particulierement impliqués dans les nombreux événements qui surviennent au niveau des
cardiomyocytes et du compartiment extracellulaire pour aboutir aux changements structurels
et géométriques du remodelage ventriculaire. La stimulation chronique des récepteurs -
adrénergiques est a 1”ongine d“effets déléteres au niveau myocardique, notamment en activant
de nombreux geénes impliqués dans le développement d“une hypertrophie cardiomyocytaire,
d“un état pro-fibrosant et également pro-apoptotique. Cinq principaux mécanismes d“action
de la stimulation B-adrénergique ont a ce jour été mis en cause : 1“activation de la voie de
signalisation des MAPK, la voie de signalisation « protéine Gs — adénylate cyclase —~AMP
cyclique », la voie de signalisation « Ca®" - calcineurin — NFAT / CaMKII — HDACs, la voie
de signalisation de PI3K et la voie de signalisation dépendante du récepteur f3-adrénergique
(figure 4).>° Par ailleurs, il a été retrouvé que la stimulation excessive du systéme P-
adrénergique myocardique augmente la production locale d“angiotensine II et d“enzyme de

. . . 54 , .. ’ ror
conversion de 1“angiotensine.”” De nombreuses études cliniques ont confirmé le bénéfice en
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termes de mortalité mais également en termes de limitation du remodelage de 1“inhibition

chronique du systéme p-adrénergique par des traitements béta-bloquants.’>°
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Figure 4: voies de signalisation du systéme p-adrénergique au cours du remodelage
ventriculaire post- infarctus (d“aprés Yang et al, 2014)>

Le SRAA, principalement par 1“intermédiaire de ses effecteurs finaux, 1“angiotensine
IT et I“aldostérone, exerce de nombreux effets au niveau myocardique. L“angiotensine II
posseéde de multiples effets cytotoxiques directs sur les cardiomyocytes : induction de
1“apoptose, stimulation de 1“hypertrophie et de la fibrose, par [“intermédiaire de son récepteur
de type 1.*' Lvadostérone joue également un role dans le remodelage ventriculaire en
favorisant la fibrose myocardique, par une stimulation de la synthése de collagéne.”’ De
méme que pour le S-BA, le blocage du SRAA est bénéfique en termes de mortalité et de

remodelage ventriculaire en post-IDM, et ce quel que soit le niveau de blocage : inhibiteurs de
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I“enzyme de conversion de [“angiotensine, antagonistes des récepteurs de 1“angiotensine II,
anti-aldostérone.”® *° Le blocage pharmacologique de ces deux systémes neurohormonaux fait
donc actuellement partie du traitement recommandé chez les patients souffrant d“insuffisance

cardiaque et a fortiori d“origine ischémique.®’

2.4 REPONSE IMMUNITAIRE

Dé¢s la phase initiale de 1“infarctus, la nécrose massive de cardiomyocytes initie une
réponse inflammatoire intense mettant en jeu au premier plan le systéme immunitaire inné,
mais également les cellules de la réponse adaptative. Au cours des 30 derniéres années, un
nombre considérable de travaux expérimentaux suggerent que cette réponse immunitaire, bien
que nécessaire a la détersion du foyer de nécrose et a la constitution d“une cicatrice fibreuse,
va ¢également aggraver 1“&endue des Iésions et accentuer le remodelage ventriculaire

maladaptatif.**

2.4.1 Initiation de la réponse immunitaire

La nécrose cellulaire et la fragmentation de la matrice va générer de nombreux
signaux de danger qui activent la réponse immunitaire innée. Parmi les DAMPs libérés,
HMGBI1 (High mobility group box-1) joue un role crucial dans 1“initiation de la réponse
inflammatoire via sa reconnaissance par des TLRs et le récepteur RAGE (receptor for
advanced glycation endproducts).63 Les HSPs (heat shock proteins) et les fragments de
matrice (comme les fragments d“acide hyaluronique ou de fibronectine) servent également de

. . , . . 4
signaux de danger activant la réponse immunitaire.°

Les TLRs participent a “initiation et a “entretien de la réponse inflammatoire post-
infarctus. Les TLR-2 et -4 ont été les plus étudiés au cours de cette pathologie (cf. infra,

chapitre 3 : justification de 1“é¢ude de TREM au cours de 1“infarctus du myocarde).

Les DAMPs activent aussi une autre cascade de la réponse immunitaire innée, le
systeme du complément. Les trois voies du complément (voie classique, voie alterne et voie
des lectines) sont impliquées au cours de 1“infarctus du myocarde, mais les études les plus
récentes concluent 4 1“importance particuliére de la voie des lectines.” Le complément
participe au recrutement des cellules inflammatoires dans le myocarde, et son inhibition limite

I“infiltrat cellulaire post-infarctus.®
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La production d“ERO participe a 1“activation des cellules immunitaires au sein de la
zone infarcie. Les ERO accentuent le chimiotactisme leucocytaire en activant le complément,
en stimulant 1“expression de molécules d“adhésion (P-selectin) et en up-régulant la synthése
de cytokines et de chimiokines par la voie de signalisation de NF-kB.®” Parallélement a ces
effets pro-inflammatoires potentiellement déléteres, les ERO contribuent a la réparation

. . yooa 8
cardiaque en promouvant 1“angiogénése.’

Au sein du myocarde infarci, les voies de signalisation médiées par les TLRs, activées
par le complément ou induites par les ERO, convergent toutes vers 1“activation de NF-«xB et
induisent 1“expression de molécules d“adhésion par les cellules endothéliales et la production
de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires par les fibroblastes, les leucocytes et les
cellules vasculaires.”” L“IL-1 participe a la synthése de médiateurs chimiotactiques au sein de
la zone infarcie et stimule le recrutement leucocytaire. La formation d*IL-1f au sein de tissus
inflammés nécessite la formation d“un complexe protéique spécialisé, 1“« inflammasome ».
En 2011, deux études ont éclairci le role de 1*inflammasome au sein du myocarde infarci.”"”!
L*activation de 1“inflammasome au sein de [“infarctus est localisée dans les leucocytes, dans

les fibroblastes résidents ainsi que dans les cardiomyocytes situés en périphérie de la zone

ischémique.

La cytokine pro-inflammatoire TNF-a est également produite et sécrétée en grande
quantit¢ dans le myocarde infarci, et stimule la syntheése de cytokines par les mastocytes
résidents.”” Cependant, TNF-o posséde aussi des effets cytoprotecteurs par le biais de son
interaction avec son récepteur TNFR2, aboutissant a une diminution de [“activation de NF-

73
kB.

L*“IL-6 et les autres représentants de cette famille de cytokines (cardiotrophin-1,
oncostatin-M, leukemia inhibitory factor) sont up-régulés dans les modéles d“infarctus
expérimental, et participent a la modulation des phases inflammatoires et réparatrices par le
biais de voies de signalisation communes passant par la glycoprotéine transmembranaire
gp130.”* L activation rapide puis la suppression en temps opportun de la voie de signalisation
de gp130 joue un réle important dans la régulation du remodelage post-infarctus. En effet,
I“absence d“extinction de la voie de signalisation gp130/STAT3 résulte en une inflammation

prolongée prédisposant au risque de rupture cardiaque.”

Plusieurs membres de la famille des chimiokines sont impliqués dans la phase

inflammatoire post-infarctus et agissent comme des médiateurs majeurs pour le recrutement
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des différentes populations leucocytaires. Les chimiokines CC attirent principalement les
monocytes, les chimiokines CXC avec motif tripeptidique ELR (glutamate — leucine —
arginine) participent a 1“attraction des neutrophiles et les chimiokines CXC non-ELR
recrutent les lymphocytes. Leur action chimiotactique est dépendante de leur immobilisation
sur les glycosaminoglycanes présents a la surface endothéliale ou au sein de la matrice extra-

cellulaire (figure 5).

2.4.2 Les effecteurs cellulaires de la réponse inflammatoire post-infarctus

Les neutrophiles sont la premicre sous-population leucocytaire a massivement

infiltrer le myocarde aprés infarctus. Deux étapes régulent la diapédése des neutrophiles
depuis le vaisseau vers le myocarde. En premier lieu, les neutrophiles roulent a la surface des
cellules endothéliales par le biais d“interactions entre des protéines de la famille des sélectines
exprimées par les neutrophiles, et des molécules d“adhésion de type VCAM (vascular cell
adhesion molecules) exprimées a la surface des cellules endothéliales activées (phase de
«rolling »). Dans un deuxi¢me temps, les neutrophiles s“arrétent a la surface de 1“endothélium
(phase de « firm adhesion »). Cet arrét est dépendant de 1“interaction entre des intégrines
exprimées a la surface des neutrophiles, principalement le complexe CD18/CD11b, et des
molécules d“adhésion exprimées par les cellules endothéliales (ICAM, intercellular adhesion
molecules) (figure 5).”° Les neutrophiles produisent de grandes quantités d“ERO, dont nous
avons vu précédemment quelles participaient a la genese dun environnement pro-
inflammatoire en activant la voie de NF-«B. Les molécules contenues dans les granules des
neutrophiles peuvent aussi étre nocives pour le tissu myocardique. Ainsi, les taux de
my¢loperoxydase (MPO), protéinase 3 et NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin)
sont associés a une évolution défavorable chez les patients ayant subi un infarctus du
myocarde.””””® Les neutrophiles peuvent aussi relarguer des MMPs, essentiellement MMP-8 et
-9, qui participent a la dégradation de la matrice extra-cellulaire et intensifient la réaction

inflammatoire a la phase précoce post-infarctus.
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Figure 5 : Invasion du myocarde par les neutrophiles et les mécanismes pouvant induire des lésions cardiomyocytaires (d“aprés Frangogiannis, 2014).”
Le passage des neutrophiles de la circulation sanguine vers le myocarde se déroule en plusieurs étapes. Ils sont tout d“abord « capturés » par les cellules
endothéliales activées (1) puis ils roulent a leur surface par interaction de sélectines (2) avec des molécules d“adhésion exprimées par les cellules endothéliales
(VCAM). La présence de chimiokines (comme IL-8) induit 1“expression d“intégrines par les neutrophiles qui permettent leur immobilisation a la surface
vasculaire par interaction avec des molécules d“adhésion de type ICAM (3). Puis ils migrent a travers la couche endothéliale par extravasation (4), cette étape
nécessitant 1“expression de molécules d“adhésion comme VE-cadhérine, des molécules de la famille JAM ou ICAM. Une fois dans le myocarde, les
neutrophiles relarguent des enzymes protéolytiques et produisent des ERO en grandes quantités.
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La NETose est une forme de mort cellulaire du neutrophile, différente de 1“apoptose,
correspondant a la formation de NETs (neutrophil extracellular traps). Les neutrophiles
relarguent des filets de chromatine décondensée avec des histones et des protéases. Ces NETs
sont d“efficaces pieges a bactéries et limitent 1“extension d“un foyer infectieux localisé.
Cependant, ces NETs sont également thrombogéniques et cytotoxiques pour le tissu hote. La
présentation d“HMGB-1 par les plaquettes activées aux récepteurs de type RAGE des
neutrophiles entraine la formation de NETs, ce qui participe aux dommages myocardiques

post-infarctus, notamment au cours des 1ésions d““ischémie-reperfusion.”

Les neutrophiles participent au recrutement de la deuxieme vague de cellules infiltrant
le myocarde infarci : les monocytes/macrophages. Certaines molécules relarguées depuis les
granules des neutrophiles (azurocidin, cathelicidin antimicrobial peptide, cathepsin G)
facilitent le recrutement de cette population leucocytaire.®' Les neutrophiles produisent aussi
de I"IL-6R soluble qui active 1“expression de la chimiokine CCL2 et de VCAMI par les

- . . . 82
cellules endothéliales, ce qui favorise le recrutement des monocytes circulants.

Les monocytes se différencient en macrophages aprés avoir migré des vaisseaux vers

les tissus. Bien que les neutrophiles soient la premicre population leucocytaire a massivement

infiltrer le myocarde, le recrutement des monocytes/macrophages commence bien plus
précocement, dés les premiéres minutes d‘ischémie.”> Deux sous-populations monocytaires
sont présentes chez la souris: une sous-population a phénotype pro-inflammatoire
(monocytes Ly-6C"" exprimant également Gr1™®", CCR2 et CX3CR1"Y) et une sous-
population a phénotype anti-inflammatoire (monocytes Ly—6C1°W, exprimant également Gr1'"
et CX3CR1MeM), également appelés monocytes « patrouilleurs ». Les monocytes Ly-6C"€" et
Ly-6Cl°W correspondent respectivement aux monocytes CDI14'CDI16 et CD14'CDI16"
humains. Une étude récente utilisant une technique de microscopie intravitale au niveau du
myocarde infarci chez des souris génétiquement modifiées exprimant la GFP (green
fluorescent protein) soit au niveau du gene Cx3crl(monocytes patrouilleurs) soit au niveau de
LysM (neutrophiles) a permis de montrer que les monocytes patrouilleurs infiltraient la zone
bordante et le myocarde infarci des la premiere demi-heure, en nombre plus important que les

neutrophiles.*

Cependant, la premicre phase d“infiltration massive monocytaire est composée de la
sous-population pro-inflammatoire Ly-6C™¢", avec un pic numérique autour du 3™ jour post-
infarctus. Ces monocytes Ly-6C™" essentiellement recrutés via I“interaction entre leur
récepteur membranaire CCR-2 et la chimiokine CCL-2, expriment des cytokines pro-
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inflammatoires (TNF-a, IL-1B, myéloperoxydase, MMPs) et des médiateurs protéolytiques
(cathepsin, plasminogen activator urokinase) participant a la digestion du tissu infarci et au
nettoyage des débris nécrotiques.® La deuxiéme phase d“infiltration monocytaire correspond
au recrutement de monocytes Ly-6C10w en grand nombre avec un maximum numérique atteint
entre les 4™ et 7°™ jours. Ces monocytes Ly-6C'" expriment des cytokines anti-
inflammatoires (IL-10, TGF-B) et des facteurs de croissance comme le VEGF (vascular
endothelial growth factor), et participent a [“accumulation de myofibroblastes, au
développement d“un environnement pro-angiogénique et au dépdt de collageéne, nécessaires a

la phase de résolution de 1“inflammation.*

Les monocytes qui infiltrent le myocarde proviennent essentiellement de deux
réservoirs, spléniques et médullaires (figure 6).** Un nombre substantiel des monocytes
initialement recrutés provient de la pulpe rouge splénique, ou de fortes concentrations
d“angiotensine-II déclenchent leur mobilisation dans les heures qui suivent I“infarctus.*® Au
cours des premiers jours qui suivent |“infarctus, la production de progéniteurs médullaires
augmente afin de répondre au recrutement leucocytaire massif constaté au sein du myocarde.
L“activation du systéme sympathique participe a cet « effort de production », en activant des
synapses neuro-immunes. En effet, la noradrénaline se lie aux récepteurs -adrénergiques de
type 3 exprimés par les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) présentes dans la moelle
osseuse, et diminue la production de CXCLI12, ce qui libere les cellules souches
hématopoiétiques dans la circulation sanguine et favorise le développement d“une
myélopoiése extra-médullaire, essentiellement au niveau splénique.”’ La prolifération et la
différentiation des cellules souches hématopoiétiques au sein de la moelle osseuse est
¢galement sous la dépendance de nombreux facteurs de croissance comme G-CSF
(granulocyte colony — stimulating factor) ou SCF (stem cell factor). Des données récentes
suggerent que ces progéniteurs hématopoiétiques peuvent percevoir directement les signaux

de dangers via I“expression de TLRs.™
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Figure 6 : origine des monocytes recrutés au sein du myocarde aprés infarctus (d“aprés Swirski et Nahrendorf, 2013)*

Aprés infarctus du myocarde, 1“activation du systéme sympathique et la présence d“alarmines entraine une prolifération des cellules souches
hématopoictiques (HSC) et le passage dans la circulation de progéniteurs hématopoiétiques (HSPC) a 1"origine d“une myélopoi¢se extra-médullaire,
notamment splénique.
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Les macrophages possedent un nombre pléthorique de fonctions divergentes, et sont
classés en différentes sous-populations en fonction de leur profil d“expression de certaines
molécules, bien que les frontiéres entre ces différentes sous-populations soient souvent mal
délimitées. Les macrophages de phénotype M1 correspondent aux macrophages cytotoxiques,
capables de phagocytose, sécrétant de nombreuses protéases et des molécules oxydantes. Les
M1 sont également appelés macrophages « inflammatoires ». Les macrophages de phénotype
M2, ou macrophages « réparateurs », expriment un répertoire proche des monocytes Ly-
6C"". Le tissu myocardique sain est riche en macrophages résidents de type M2, qui se
renouvellent par prolifération locale, sans recrutement de monocytes sanguins.®’ Aprés
infarctus du myocarde, ces macrophages résidents sont numériquement dépassés par des
macrophages de phénotype M1 au cours de la premicre semaine, puis par d“autres
macrophages de phénotype M2. Cette infiltration biphasique rappelle bien évidemment
I“infiltration monocytaire également biphasique, mais 1“ongine « généalogique » des sous-
populations macrophagiques n“est pas encore parfaitement élucidée a ce jour.* En effet, les
macrophages M1 ne semblent pas uniquement dériver des monocytes Ly—6Chigh, et il en est de
méme pour les macrophages M2 et les monocytes Ly—6C1°W, bien que cette vision trop
simpliste ait été longtemps acceptée.” En fait, il a récemment été montré que les monocytes
Ly-6C"€" se transformaient en macrophages de phénotype soit M1 soit M2, sous 1“influence

190

de différentes molécules dont NR4a Dans ce méme travail, il était retrouvé une capacité

de prolifération locale des macrophages au sein du tissu myocardique infarci (figure 7).
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Figure 7 : Evolution temporelle de I’infiltrat inflammatoire au sein du myocarde aprés infarctus (d“aprés Frantz, 2015)*

Les monocytes patrouilleurs (Ly-6C'Y) infiltrent le myocarde dés les premiéres minutes d“ischémie et favorisent une premiére vague massive d“infiltration
leucocytaire avec le recrutement des neutrophiles. Les neutrophiles participent ensuite au recrutement d“une deuxiéme vague leucocytaire composée de
monocytes inflammatoires Ly-6C"™" qui se transforment au sein du tissu myocardique en macrophages de phénotype inflammatoire M1. La présence de
signaux « STOP » cellulaires (lymphocytes T régulateurs) et moléculaires (efferocytose) permettent une suppression de la réponse inflammatoire avec
recrutement de monocytes Ly-6C'" et 1“¢volution des deux sous-populations monocytaires en macrophages de phénotype réparateur M2.
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Les mastocytes sont des cellules résidentes du cceur sain, et sont préférentiellement
localisées a proximité des vaisseaux sanguins. Les mastocytes résidents sont parmi les
premiceres cellules a répondre a [“ischémie, et peuvent dégranuler d“importantes quantités de
médiateurs pro-inflammatoires préformés comme le TNF-o ou [“histamine.”” Leur role aprés

infarctus du myocarde est actuellement mal élucidé et probablement sous-estimé.

Bien que les cellules de 1“immunité innée jouent le role principal au cours de la
réponse immunitaire qui s“orchestre aprés infarctus, des travaux récents concluent a

I“implication importante des cellules de 1“immunité adaptative.”!

Les lymphocytes B participent au recrutement de monocytes inflammatoires Ly-

6C"" depuis la moelle osseuse par un mécanisme dépendant de la chimiokine CCL7.°* Dans
un modele expérimental murin, la déplétion en lymphocytes B par un traitement anti-CD20
permettait une réduction de la taille de 1“infarctus. Par contre, le role potentiel de la synthese
d“auto-anticorps dirigés contre des épitopes myocardiques n“a pas encore été étudié dans cette

pathologie.

Les lymphocytes T CD4+ contribuent aux Iésions de reperfusion au cours de

I“infarctus du myocarde par le biais de la production d“IFN-y.”* Le mécanisme déclencheur de
cette action délétere des lymphocytes T CD4+ n“est pas encore complétement élucidé puisque
I“on ne sait pas s“il requiert une activation classique par reconnaissance d“un auto-antigene
via le TCR ou s"il s*agit d“une activation non-classique « directe ». La rapidité de mise en
ceuvre plaide plutdt en faveur de cette deuxiéme option, par exemple par 1“activation de
récepteurs TLRs lymphocytaires par des molécules de danger libérées a la phase de nécrose.”’
Au cours de la phase réparatrice, les lymphocytes T CD4+ semblent par contre participer a la
résolution de 1“inflammation (transition vers un phénotype macrophagique M2), au
développement dune néovascularisation et au dépot de collagéne.”® Ce réle bénéfique est
vraisemblablement dépendant d“une sous-population minoritaire de lymphocytes T CD4+. A
coté des lymphocytes conventionnels effecteurs, il existe une sous-population aux propriétés
anti-inflammatoires puissantes, les lymphocytes T régulateurs (Treg) qui expriment
notamment le CD25 et FOXP3. La déplétion sélective de cette sous-population entraine une
disparition des effets bénéfiques des lymphocytes T CD4+ en termes de résolution de

I*“inflammation et de réparation myocardique.”

Les lymphocytes T CD8+ ont trées peu été étudiés au cours de 1 infarctus du

myocarde, bien qu“ils possedent tout [“arsenal nécessaire a une action délétére, notamment par
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le biais de la libération de granzymes, impliquées dans 1“apoptose et la dégradation de la
matrice extra-cellulaire.”® L“augmentation du taux circulant de granzyme B est d“ailleurs
associ¢ a la survenue d“un remodelage ventriculaire maladaptatif aprés infarctus chez
I"Homme.”” Un mécanisme de cytotoxicité liée & la reconnaissance antigénique et dirigée

. " 9
contre les cardiomyocytes a été retrouvée in vitro.”®

2.4.3 Résolution de la réponse inflammatoire

La réparation tissulaire optimale nécessite 1“activation de signaux endogenes qui
freinent la cascade inflammatoire et stimulent des voies réparatrices, angiogéniques et
fibrogéniques. Ces signaux « STOP » sont particulierement importants dans le contexte de
lésion myocardique. Une réponse inflammatoire non contenue dans le temps et 1“espace peut
avoir des conséquences catastrophiques, aboutissant a une dégradation matricielle extensive,
un remodelage ventriculaire maladaptatif et 1“installation progressive d“une insuffisance
cardiaque.®” Un des principaux signaux STOP est la mort cellulaire par apoptose, notamment
des neutrophiles, et la clairance de ces cellules mortes par les phagocytes (mécanisme
d“efferocytose), qui enclenche un programme inhibiteur permettant la résolution de la cascade
pro-inflammatoire. Il a par exemple été retrouvé une prolongation de la phase pro-
inflammatoire lorsque I“efferocytose des cardiomyocytes morts est perturbée.” Comme vu
précédemment, les lymphocytes Treg sont impliqués dans cette phase de résolution
inflammatoire en orientant la différentiation macrophagique vers un phénotype anti-

inflammatoire et en modulant la synthése de protéases par les fibroblastes myocardiques.”'*

Au niveau moléculaire, la suppression de 1“inflammation post-infarctus nécessite
I“activation d“un réseau complexe de signaux STOP endogenes. L“IL-10 limite la synthése de
cytokines pro-inflammatoires et contribue a la stabilisation de la matrice extra-cellulaire en
induisant la synthese de TIMPs. Le TGF- possede des effets pléiotropes et participe a la
suppression de la réponse immunitaire en orchestrant la transition de la phase inflammatoire
vers la phase réparatrice avec dépét de tissu fibreux.'”’ GDF-15 (Growth Differentiation
Factor-15) est un membre de la superfamille de TGF-B qui a récemment été identifi¢ comme
une molécule inhibitrice de 1“activation conformationnelle des intégrines exprimées par les
neutrophiles, limitant leur adhésion a [“endothélium et leur recrutement au sein du myocarde.
La perte de 1"effet anti-inflammatoire médi¢ par GDF-15 entraine une surmortalité nette par
rupture cardiaque post-infarctus.'” D*autres mécanismes anti-inflammatoires ont été décrits

au niveau moléculaire, tels que 1“expression de récepteurs leurres agissant comme des pieges
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a cytokines (decoy receptors), 1“activation de voies de signalisation intra-cellulaire inhibitrices
comme celle d'TRAK-M (Interleukin Receptor-Associated Protein-M), ou |“upregulation de
protéines matricellulaires en périphérie de la zone infarcie (thrombospondin, osteonectin,

osteopontin).**!%%1%4

3. JUSTIFICATION DE L‘ETUDE DE TREM-1 AU COURS DE
L“INFARCTUS

3.1 ECHECS DES THERAPEUTIQUES ANTI-INFLAMMATOIRES

Les nombreux résultats expérimentaux trés encourageants des thérapeutiques visant a
inhiber la réponse inflammatoire dans le myocarde infarci ont conduit a la réalisation de
nombreux essais cliniques, qui se sont révélés soit déléteres soit équivoques. Ces stratégies
anti-inflammatoires post-infarctus visant a limiter le remodelage ventriculaire ont récemment
fait 1“objet d“une revue de la littérature par Seropian ef al.'® Les molécules ayant fait 1“objet
d“essais thérapeutiques sont les corticoides, les anti-inflammatoires non stéroidiens et des
inhibiteurs ciblant la cascade du complément, des molécules d“adhésion impliquées dans le
recrutement leucocytaire, des cytokines pro-inflammatoires variées et les MMPs (figure 8).
Par exemple, en 2001, 1“¢tude LIMIT AMI n"a retrouvé aucun bénéfice du traitement par un
anticorps anti CD18, inhibant 1“adhésion leucocytaire et empéchant donc sa migration vers la
zone infarcie.'”® Les mémes résultats décevants ont été constatés avec |“utilisation d“un
anticorps anti CD11b/CD18 (étude HALT MI)."” L-inhibition du complément n“a également
retrouvé aucun effet favorable : trois études cliniques évaluant 1“efficacité du Pexelizumab, un
anticorps anti C5, se sont avérées négative, lors d'IDM thrombolysés'® ou avant angioplastie
[0910 genle I“utilisation d*adénosine s“est révélée bénéfique dans 1“4ude AMISTAD-II, avec
une réduction de la taille de 1“infarctus de 11% et une amélioration de la morbimortalité dans

. r 7 111,112
le sous-groupe des patients reperfusés les plus précocement. >

L*adénosine possede un
role de modulation de 1“inflammation en limitant 1*“adhésion des polynucléaires neutrophiles a
I“endothélium et leur migration dans le myocarde, en diminuant le relargage de cytokines et

113

I“apoptose des cardiomyocytes. ° L“adénosine est également impliquée dans 1“action des

lymphocytes T CD4+ lors de la reperfusion.”
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Figure 8 : Les stratégies anti-inflammatoires au cours du remodelage cardiaque aprés infarctus
du myocarde (d“aprés Seropian e al, 2014)'%

De nombreuses stratégies anti-inflammatoires ont été étudiées afin de limiter la réponse immunitaire
post-infarctus : A/ corticoides ; B/ anti-inflammatoires non stéroidiens ; C/ inhibiteurs de molécules
d“adhésion (intégrines, sélectines) ; D/ inhibiteurs de la cascade du complément ; E/ inhibiteurs de
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires ; F/ inhibiteurs des MMPs.
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La réponse inflammatoire étant indispensable a 1“obtention d“une cicatrisation du
myocarde 1ésé, ces résultats décevants ne sont pas totalement surprenants. Comme suggéré
par Frangogiannis, une nouvelle approche plus ciblée visant a moduler la réponse
immunitaire, en inhibant les processus inflammatoires délabrant, en préservant les processus
réparateurs, et en favorisant une transition rapide de la phase inflammatoire vers la phase
réparatrice semble nécessaire.''® Ceci est dailleurs illustré par le caractére souvent
ambivalent de nombreuses voies de signalisation de I“inflammation ou des effecteurs
cellulaires de cette réponse immunitaire. Par exemple, la reconnaissance de signaux de danger
par les TLR-2 et -4 et 1“initiation de la réponse immunitaire qui en dépend au cours de
I“infarctus s“aveére délétére, tant lors de la reperfusion que lors du remodelage
ventriculaire.">''® Cependant, [“activation de ces voies n“est pas uniquement néfaste
puisqu-elles sont également impliquées dans le préconditionnement myocardique, c*“est-a-dire
que leur activation confére une réponse cytoprotectrice a 1“ischémie. De la méme fagon, nous
avons discuté précédemment 1“implication des monocytes lors de la phase post-infarctus. Or,
leur déplétion par administration de clodronate sous forme liposomale au cours de la premiére
semaine (phase inflammatoire) entraine un défaut de clairance des débris nécrotiques, tandis
que leur déplétion plus tardive (phase réparatrice) diminue la formation de tissu fibreux et

I“angiogénése.™

Ces exemples apportent une explication a I“échec des thérapies inhibant
I“inflammation, et encourage la recherche de voies thérapeutiques permettant une modulation
de cette réponse immunitaire en limitant la phase inflammatoire et en favorisant la transition

vers la phase de réparation myocardique.

3.2 SIMILITUDES ENTRE L“INFARCTUS DU MYOCARDE ET LE CHOC SEPTIQUE

Le choc septique est I“illustration la plus caricaturale des conséquences néfastes que
peut entrainer le développement d“une réponse inflammatoire dérégulée. De nombreuses
inhibitions expérimentales pharmacologiques de la réponse immunitaire innée au cours du
choc septique se sont révélées bénéfiques, et ont conduit a la mise en place d“études cliniques
de grande ampleur étudiant 1“efficacité de molécules anti-inflammatoires, dont certaines ont
¢galement été évaluées au cours de 1“infarctus du myocarde : corticostéroides, anti-TNFa,
antagonistes du récepteur & 1“interleukine-1."""""" Aucune efficacité significative n“a pu étre
démontrée en termes de mortalité. De méme, étant donné 1“importance de TLR-4 dans la

reconnaissance du LPS, des inhibiteurs spécifiques ont été développés, tel 1“Entoran, dont les
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résultats peu encourageants d“une étude clinique de phase II se sont confirmés lors de 1“&ude
de phase III ACCESS.'"™ L%¢chec global de telles stratégies chez 1“Homme s“explique
partiellement par le c6té nécessaire et bénéfique de la réponse inflammatoire, que 1*“agression
soit stérile ou infectieuse. Eichacker ef al ont d“ailleurs retrouvé un bénéfice souvent net de
ces thérapeutiques chez les patients avec le plus fort risque de mortalité, a contrebalancer par
un effet dangereux de ces mémes molécules chez ceux présentant un tableau de moindre
sévérité clinique.'?' L-inhibition totale de ces médiateurs inflammatoires na, semble-t-il, pas
d“intérét thérapeutique aujourd hui, puisque la réponse immunitaire apparait, chez un nombre

conséquent de patients, soit adaptée, soit préférable a une absence de réponse.

Nous avons vu précédemment que TREM-1 semblait posséder un role de senseur pour
différents signaux de danger, avec comme résultante [“amplification de la réponse
inflammatoire. La modulation pharmacologique de TREM-1 apparait donc prometteuse en ce
sens qu“elle ne s“accompagne pas d“une inhibition compléte de la réponse inflammatoire. Des
résultats dans le choc septique, certes expérimental, confirment 1“efficacité de cette
approche.''*? Compte tenu des similitudes précédemment exposées existant entre 1“infarctus
du myocarde et le sepsis, dans leur composante inflammatoire néfaste, nous avons voulu
étudier [“efficacité d“un inhibiteur de TREM-1 au cours de 1“infarctus du myocarde

expérimental.
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1. TREM-1 MEDIATES INFLAMMATORY INJURY AND CARDIAC
REMODELING FOLLOWING MYOCARDIAL INFARCTION

Circulation Research.2015:116:1722-1782

Au cours de ce travail, nous avons évalu¢ le role de TREM-1 et 1“intérét thérapeutique
potentiel de sa modulation avec plusieurs approches expérimentales complémentaires. Tout
d“abord, nous avons confirmé 1“expression au niveau génique et protéique de TREM-1 au sein
du myocarde apres infarctus, par le biais d“un modele murin (souris de souche C57BI6/J)
d“occlusion coronaire permanente par ligature chirurgicale. Nous avons ensuite mis en
évidence un bénéfice en termes de survie chez les souris soit traitées par LRI12 soit
génétiquement invalidées pour le géne Trem-1. Cet effet bénéfique s“explique par différents

mécanismes :

- diminution du recrutement leucocytaire pro-inflammatoire (essentiellement
neutrophiles et monocytes Ly-6C"") sans effet sur le recrutement des populations

: low 4 : s
monocytaires Ly-6C°", évalué par cytométrie en flux,

- diminution de la taille de 1“infarctus, de la réaction fibreuse en périphérie de la zone

infarcie et de 1“apoptose, toutes évaluées par histologie,
- amélioration de la contractilité cardiaque, évaluée par échocardiographie,

- modification du profil cytokinique en faveur d“un environnement moins

inflammatoire.
- diminution de 1“activité des MMPs, évaluée par zymographie.

Nous avons mis en évidence que 1“effet principal de TREM-1 au cours de |“infarctus
s“exerce par le biais du recrutement myocardique neutrophilique. En effet, la répétition des
expériences apres déplétion spécifique en neutrophiles retrouve un profil de recrutement
myocardique en monocytes Ly-6C™&" trés diminué par rapport au groupe non déplété en
neutrophiles, comparable aux données obtenues apres invalidation génétique ou inhibition
pharmacologique de TREM-1. La diminution de 1“expression de la chimiokine CCL-2 / MCP-
1 est un des €éléments principaux a [“ongine de ces différences d“infiltrat monocytaire pro-

inflammatoire.
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Afin d“analyser [“impact de TREM-1 sur la fonction cardiaque in vivo apres infarctus
du myocarde, nous avons utilis¢ un deuxiéme modéle expérimental animal. Nous avons
réalisé des infarctus par occlusion permanente ou transitoire, ce qui se rapproche plus de la
pathologie humaine, chez des rats (souche Wistar). La fonction cardiaque a été évaluée de
facon non invasive par PETscanner a J1 et aprés 6 semaines d“€volution, ainsi que de fagon
invasive par 1“analyse de courbes pression-volume ventriculaires gauches a 6 semaines.
L“inhibition pharmacologique par LR12 apporte un bénéfice en termes de contractilité

myocardique et limite le remodelage ventriculaire.

Enfin, sSTREM-1 est un biomarqueur reflétant 1“activation de TREM-1. Nous avons
mesuré les taux plasmatiques de STREM-1 par ELISA chez plus de 1000 patients ayant
présenté un infarctus du myocarde, inclus dans la cohorte FAST-MI. Nous avons retrouvé une
association forte entre 1“élévation plasmatique de STREM-1 et la survenue d“un déces dans les

2 ans suivant 1“infarctus du myocarde.
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INTRODUCTION

Acute myocardial ischemia induces an intense activation of the immune system

85,123

leading to cytokines and chemokines production, and to the recruitment of neutrophils

: ) 84,92
and mononuclear cells in the infarcted area.®*’

Early pro-inflammatory signals are crucial in
mediating the response to injury, regulating clearance of dead cardiac myocytes and initiating
the cellular events necessary for wound healing. However, optimal healing requires activation
of inhibitory mechanisms that suppress cytokine and chemokine synthesis and mediate

resolution of the inflammatory infiltrate.'**

Therefore, limiting the inflammatory response amplification appears to be important

for containment of injury and optimal infarct healing.

TREM-1 is an immune-receptor expressed by neutrophils, macrophages, and mature
monocytes that acts as an amplifier of the innate immune response.'? It has been shown that
blockade of TREM-1 activation by short inhibitory peptides or fusion protein protected from
hyper-responsiveness and death in various models of severe infections.'”'**'*"12% Whether
targeting the TREM-1-mediated immune response would be beneficial in acute myocardial

infarction is still unknown.

In this study, we examined the role of TREM-1 in orchestrating the inflammatory
response that follows myocardial infarction. We show that Trem-1 genetic invalidation or
pharmacological inhibition dampens myocardial inflammation, limits leukocytes recruitment,
and improves heart function. Moreover, the soluble form of TREM-1 (sTREM-1) is found in
the plasma of patients suffering from an acute myocardial infarction and its concentration is

an independent predictor of death.
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METHODS

Animals. Trem-1, Rag-1 knockout adult male C57BL/6 (6-8 weeks) and wild-type
littermates, as well as adult male Wistar rats (Charles River, Lyon, France) were used. Trem-
17" mice have recently been described in details by Weber et al.'?’ Experiments were

approved by our institutional Animal Care and Use Committee.

Surgical procedures. MI was induced in mice by permanent coronary ligation as
described previously.’” In brief, mice were anesthetized with Isoflurane (2%/2 liters O,/min),
intubated, and ventilated with an Inspira Advanced Safety Single Animal Pressure/Volume
Controlled Ventilator (Harvard Apparatus). The chest wall was shaved and a left thoracotomy
was performed in the fourth left intercostal space. The left ventricle was visualized and the
left coronary artery was permanently ligated with monofilament nylon 8—0 sutures (Ethicon)
at the site of its emergence from under the left atrium. The chest wall was closed with 7-0
nylon sutures and the skin was closed with 6-0 nylon sutures. A similar procedure was
performed for permanent coronary artery ligation in rats. Ischemia-reperfusion model was
achieved in rats through a transient (1 hour) coronary artery ligation. The sham-operated

control mice underwent the same intervention except that the ligature was left untied.

TREM-1 inhibitory peptide. LR12 (LQEEDAGEYGCM) and LR12-scramble
(which is the inactive control peptide) were chemically synthesized (Pepscan Presto BV,
Lelystad, The Netherlands) as COOH terminally amidated peptides. The correct peptides
were obtained with >99% yields and were homogeneous after preparative purification, as
confirmed by mass spectrometry and analytic reversed-phase high-performance liquid
chromatography. These peptides were free of endotoxin. Animals were blindly randomized 2h
after coronary ligation to receive Smg/kg LR12, or LR12-scramble peptides intra-peritoneally

(i.p.) once a day for 5 days.

Histology. Left ventricles were sectioned into transverse slices from apex to base and
were embedded in OCT compound (Tissue-Tek) for immunohistochemistry. We stained 5-
um-—thick sections with a rat monoclonal antibody to MPO, CD68, or CD163 (Serotec), or a
goat polyclonal antibody to TREM-1 (catalog number AF1278, R&D Systems). We identified
PMNs as MPO" cells with a typical multinucleated morphology, and monocytes and
macrophages as CD68/CD163" mononucleated cells. We detected MMP9 with a goat
antibody to mouse MMP9 (catalog number AF911, R&D Systems). Cardiac healing after
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myocardial infarction was assessed at day 1,14, and 42. Hearts were excised, rinsed in PBS
and frozen in liquid nitrogen. Hearts were cut by a cryostat (CM 3050S, Leica) into 7-pm-
thick sections. Masson‘s trichrome and Sirius red stainings were performed for infarct size

and myocardial fibrosis evaluation.

Flow cytometry. To prepare single-cell suspensions from infarcted tissues, hearts
were harvested; minced with fine scissors; placed into a cocktail of collagenase I, collagenase
XI, DNase I, and hyaluronidase (Sigma-Aldrich); and shaken at 37°C for 1 h. Cells were then
triturated and centrifuged (15 min, 500g, 4°C). Spleens were removed, triturated in HBSS at
4°C with the end of a 3-ml syringe, and filtered through 70-pm nylon filters (BD). The cell
suspension was centrifuged at 300g for 10 min at 4°C. Red blood cells were lysed (Red Blood
Cells Lysis solution, Miltenyi), and the splenocytes were washed with HBSS and resuspended
in HBSS supplemented with 0.2% (wt/vol) BSA. Peripheral blood was drawn via cardiac
puncture with citrate solution as anticoagulant, and red blood cells were lysed. Finally, bone-
marrow single-cell suspensions were obtained from femurs after flushing them with 1mL
HBSS, filtration through 70-um nylon filters and centrifugation at 300g for 10 min at 4°C.
Total viable cell numbers were determined from aliquots using a hemacytometer with Trypan

blue (BioRad).

Cell suspensions were incubated in a cocktail of mAbs against CD4" or CD8" T cells
(CD4- or CD8-APC, CD3e-PE, CD45-FITC), B cells (CD19-PE, CD45-FITC), granulocytes
(CD11b-PB, CD45-PerCP, Ly-6G-PE), monocytes subsets (Ly-6C-FITC, F4/80-APC), all
antibodies from Miltenyi Biotech. Reported cell numbers were calculated as the product of
total living cells (total viable leukocytes per ml) and percentage of cells within selected gate,
and reported per mg of tissue (heart), per organ (femur and spleen), or per mL (blood). Data

were acquired on FACScalibur cytometer (BD).

Protein phosphorylation analysis. Isolated myocardial cells were lysed in
PhosphoSafe Extraction Reagent (Novagen, Merck Biosciences, Nottingham, UK) and
centrifuged for Smins at 16,000g at 4°C to collect the supernatant. Protein concentration was
determined (BCA Protein Assay Kit, Pierce, ThermoScientific, Brebieres, France). Lysates
were then analysed by Western blot (Criterion XT Bis-Tris Gel, 4-12%, BioRad, Marnes-la-
Coquette, France, and PVDF membrane, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France),
revealed with anti-phospho-p38, anti-pERK1/2, anti-pGSK3p, anti-INOS and the
corresponding secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase (Cell Signaling,
Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France) and SuperSignal West Femto Substrate (Pierce,
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ThermoScientific). Non phosphorylated forms or tubulin (Cell Signaling) were used for
normalization. Acquisition and quantitative signal density analyses were performed by a
LAS-4000 imager (FSVT, Courbevoie, France) and Multi-Gauge software (LifeScience

Fujifilm, France).

RT-qPCR. Total RNAs were extracted from myocardium (infarcted or remote areas)
using RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and quantified with NanoDrop
(ThermoScientific) before being retrotranscripted using the iScript cDNA synthesis kit
(BioRad) and quantified by quantitative PCR using Qiagen available probes (Quantitect
Primers) for Trem-1, 1l-6, Tnf-a, Timpl, Mmp9, and ActB. ActB serves as housekeeping gene.
Alternatively, total RNAs were retrotranscripted with RT? First Strand Kit (SABiosciences,
Tebu-bio, Le Perray-en-Yvelines, France) for PCR arrays (Mouse Innate Immune /
Endothelial Cells RT? Profiler PCR Arrays, SABiosciences). All PCRs were performed in a
MyiQ Thermal Cycler and quantified by i1Q5 software (Qiagen). PCR array results were
analyzed using PCR Array Data Analysis Software (SABiosciences) and normalized with 5

housekeeping genes.

Cytokine concentration measurements were done by ELISA (mouse Quantikine
ELISA kits, R&D Systems) and cytokine panel assays (Proteome Profiler Mouse Cytokine
Array Kit, R&D Systems).

In-gel zymography and gelatinase activity assay were performed as previously

. 102
described.

Echocardiographic measurements. Transthoracic echocardiography was performed
in anesthetized mice (isoflurane inhalation) 14 and 42 days after surgery using an
echocardiograph (ACUSON S3000, Siemens, AG, Erlangen, Germany) with a 14MHz linear
transduced. The investigator (Philippe Bonnin) was blinded to the group assignment. 2D
parasternal long-axis views of the left ventricle (LV) were obtained for guided M-mode
measurements of the LV internal diameter at end diastole (LVDD) and end systole (LVDS),
interventricular septal wall thickness and posterior thickness. Percentage fractional shortening

(%FS) was calculated as follows: %FS= [(LVDD- LVDS)/LVDD] x 100.

FDG-PET imaging. After a metabolic pre-medication by acipimox (50 mg.kg-1),
approximately 70 MBq of 18F-FDG was injected intravenously under a short anesthesia (1.5—
2.5% of isoflurane inhalation). Sixty minutes later, a 20-min PET recording was started under

continuous anesthesia by isoflurane, using a dedicated small animal PET system (Inveon,
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Siemens, Knoxville, TN, USA). The animals were connected to a standard ECG monitor and
images were subsequently reconstructed in 16 cardiac intervals, providing a temporal
resolution of 11-15 ms for common heart rate values. The axial spatial resolution was less
than 1.5 mm. The extent of necrotic myocardium was determined as the % of LV segments
showing a < 50% of FDG uptake by using the dedicated QPS software on a 17-segments
division of LV. LV ejection fraction, as well as end-systolic and end-diastolic volumes, were
determined using the fully automatic QGS software. In these conditions, a precise
determination of the actual cavity volumes is provided above the level of 100 ul

corresponding to the lower limit for the LV end-systolic volume in adult rats.

Conductance catheter studies. Rats were anaesthetized with isoflurane and a 2F
high-fidelity micro-manometer catheter (SPR-407, Millar Institute, Houston, TX, USA) was
inserted into the LV via the right carotid artery. The Millar catheter was connected to a
Harvard Data Acquisition System interfaced with a PC with the AcqKnowledge III software
(ACQ 3.2).

Clinical study. The population and methods of the French registry of Acute ST-
elevation and non-ST-elevation Myocardial Infarction (FAST-MI) have been described in

g . e 129,130
detail in previous publications. =

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 and/or persisting ST-elevation or depression.
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 1015 patients who
contributed to a serum bank. Each patient provided written informed consent. More than 99%
of patients were Caucasians. The follow-up was collected through contacts with the patients*
physicians, the patients themselves, or their family, and registry offices of their birthplace.
The two-year follow-up was >98% complete. The outcome events were assessed blinded to
the results of STREM-1 measurements. The study was reviewed by the Committee for the
Protection of Human Subjects in Biomedical Research of Saint Antoine University Hospital

and the data file was declared to the Commission Nationale Informatique et Libertés. Plasma

concentrations of sSTREM-1 were determined in duplicate by ELISA (RnD Systems).
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Statistical analysis.

Animal studies: All data, unless indicated, were normally distributed and then are
presented as mean + SD and statistical significance of differences between groups was
analyzed using Student's t test or Kruskal-Wallis test. Kaplan Meier survival curves were

analyzed using the Log Rank test. A p value < 0.05 was deemed significant.

Clinical study: An outcome event was defined as all-cause death or non-fatal MI
during the 2-year follow-up period. The primary endpoint, a composite of all-cause death and
non-fatal MI defined as the episode index at inclusion, and was adjudicated by a committee
whose members were unaware of patients medications, and blood measurements. Continuous
variables are described as mean + SD and categorical variables as frequencies and
percentages. Survival curves according to sSTREM-1 tertiles are estimated using the Kaplan—
Meier estimator. We used a multivariable Cox proportional hazards model to assess the
independent prognostic value of variables with the primary endpoint during the 2-year follow
up period. The multivariable model comprised sex, age, previous or current smoking, body
mass index, family history of coronary disease, history of hypertension, acute MI, heart
failure, renal failure, diabetes, heart rate at admission, Killip class, left ventricular ejection
fraction, hospital management (including reperfusion therapy, statins, beta-blockers,
clopidogrel, diuretics, digitalis, heparin), and log C-reactive protein levels. The results are
expressed as hazard ratios for Cox models with 95% confidence intervals (Cls). All statistical

tests were two-sided and performed using the SAS software version 9.1.
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RESULTS

Trem-1 inhibition improves heart function after myocardial infarction in mice

In mice, permanent left ventricular ischemia induced Trem-1 expression in the
infarcted area (Fig.la). This expression was transient and observed mainly on infiltrating

neutrophils. Trem-1 was also expressed in the human ischemic myocardium (Fig.1b).

We monitored Trem-1"" mice and wild-type (WT) littermates by echocardiography 2
and 6 weeks after left coronary artery ligation (Fig.1¢c). Trem-1 genetic invalidation led to an
improvement of left ventricular fractional shortening (p<0.05). Although there were no
differences at day 1, infarct size was significantly reduced by day 14 in Trem-1"" mice and
this decrease was still apparent at 6 weeks (Fig.1d). Moreover, cardiac fibrosis as well as the
number of apoptotic cells (though we were not able to distinguish which cell type underwent
apoptosis) were reduced in Trem-1""post-ischemic myocardium (Fig.le). Survival was higher
in animals than in Trem-1""(91% versus 64%, p=0.008) (F ig.1f). Cardiac rupture was found
to be the cause of death in 62.5% and 25% of WT and Trem-1""mice respectively (p<0.02).

Trem-1 genetic invalidation thus improved heart function and protected from death

after M1.

To confirm these findings, we used 2 complementary approaches. TREM-1 activation
can be limited by the use of an inhibitory peptide (LR12) that we previously reported to have
protective effects during septic shock (8-10). On the opposite, TREM-1 can be engaged by an
agonistic monoclonal antibody (Trem-1 mAb) (6). While mAb administration decreased
survival, LR12 treatment was associated with a reduced death rate, not different to the one
observed in Trem-1"" (Fig.1f). Moreover, LR12 administration also improved cardiac

function, reduced infarct size, apoptosis, and fibrosis (Fig.1c-e).
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Figure 1: TREM-1 is expressed in the infarcted myocardium and its inhibition improves
heart function following myocardial infarction in mice

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

S

Trem-1 mRNA and protein expression levels in infarcted and non-infarcted areas after
myocardial infarction (MI) in mice were analyzed by qRT-PCR, Western-Blot and flow-
cytometry. Sham mice were analyzed 24 hours after surgery; n=5 at each time point; *p<
0.01 versus sham-operated animals; **p< 0.001 infarcted versus non infarcted area.

TREM-1 expression in the heart of patients following acute MI. TREM-1 expression was
determined by immunohistochemistry on myocardial apex samples obtained in 5 patients
who underwent CABG 48 hours after acute MI. Monocytes/macrophages and neutrophils
were stained with anti-CD163, CD68, and MPO respectively. Representative images are
presented.

Echocardiographic analysis after MI in mice. Left ventricular fractional shortening (FS)
was measured at baseline, at day 14, and at day 42 after myocardial infarction; n=7-11
mice per group; *p< 0.05 versus LR12scr-treated animals.

Left ventricular (LV) area, the area at risk (AAR), and the infarct area (IA) were measured
(TTC staining), and quantitative analysis of infarct size at day 1,14, and 42 was made;
n=7-11 per group ; *p<0.02 and **p<0.01 versus LR12scr.

Cardiac fibrosis was evaluated after Sirius red staining (upper panel) at day14 and 42, and
apoptosis was assessed through TUNEL analysis (lower panel) of infarcted areas at day
14; n=4-5 mice per group ; *p<0.02, **p<0.01 versus LR12scr, ***p<0.05 LR12 versus
Trem-1"" mice.

Kaplan Meier estimate of survival after MI in Trem-1", LR12- or control peptide
(LR12scr)-treated and anti-Trem-1 mAb-treated mice (n=20-22 per group). Survival
curves are compared using the Log-Rank test. *p=0.008 and **p<0.001 versus LR12scr.

For c-f, WT mice were blindly randomized 2h after coronary ligation to receive LR12, LR12-
scramble peptide (to serve as control peptide), Trem-1 mAb (0.2mg/kg), or irrelevant mAb (to serve as
control Ab). Treatments were administered intra-peritoneally (i.p.) once a day for 5 days.
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Trem-1 controls leukocyte recruitment and activation in infarcted myocardium

As TREM-1 is an amplifier of the innate immune system, we investigated whether its
modulation may regulate the inflammatory response. Among the 168 genes involved in innate
immunity we examined, the expression of 156 was altered in the myocardium after coronary
artery ligation, mostly at 24h after MI. LR12 administration opposed to MI-induced gene
activation (Online Table I). Notably, the expression of Tnf-a, 116, and Trem-1 was reduced
and the plasma concentrations of the related proteins decreased (Fig.2a) in the LR12 treated
group. Administration of LR12 also reduced p38-MAPK and ERKI1/2 phosphorylation,
decreased the expression of iNOS, and increased the phosphorylation of GSK-3 (Online
Figure I). At 24h after ML, Mmp9 mRNA expression increased in infarcted areas (Fig.2b).

LR 12 treatment was associated with increased Timp-1 and reduced Mmp9 expressions.

We next examined whether the modulation of inflammation may be explained by a
reduction of the number of inflammatory infiltrating cells in the infarcted heart. Using flow
cytometry, we analyzed the infiltration of leucocytes within myocardium after coronary
ligation. The number of monocytes and macrophages was significantly reduced in Trem-1""
and LRI2-treated mice as compared to Trem-I"" (Fig.2c). Trem-1 deletion or
pharmacological inhibition almost completely abrogated infiltration of infarcted myocardium
by inflammatory Ly—6Chigh monocytes while had few effects on Ly—6C10W recruitment
(Fig.2c). Infiltration of neutrophils began very early (6h) in control mice and was also
blocked by LR12 treatment as well as in Trem-1"" animals (Fig.2d). This phenomenon has

been previously shown in the injured lung.'*®

The effect of Trem-1 deletion on neutrophils® migration was also observed in vitro:
neutrophils purified from bone marrow were allowed to transmigrate through a porous filter
upon stimulation with plasma obtained from MI animals or ischemic heart lysates.
Neutrophils from Trem-1 " had a reduced migration compared to WT cells.
Lipopolysaccharide-induced neutrophil activation was also decreased in the absence of Trem-

1 (Online Figure II).

Although not expressed by lymphocytes, TREM-1 influenced B- and T-cells
mobilization: B- and CDS8'-lymphocyte infiltration was reduced, while CD4 -cells

recruitment was unchanged in LR12-treated and knock-out mice (Online Figure III).

TREM-1 modulation thus limits leukocytes recruitment to the ischemic myocardium.
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Figure 2 : Trem-1 controls leukocytes recruitment and activation in the infarcted myocardium

(a) Quantification of Tnf-a, I/6 and Trem-1 gene expression in the infarcted myocardium at various time points after MI (left) and the plasma concentrations of the corresponding
proteins (right) at 24 hours; n=5-7 per points; *p<0.01 LR12scr versus other groups, **p=0.008 Trem-1"" versus LR12.

(b) Quantification of myocardial Timpl and Mmp9 gene expression at several time points after MI in WT mice treated with LR12 or LR12scr (right); in-gel zymography of the
infarcted area at various time points after MI (middle), and representative immunohistochemistry tissue sections of infarcted areas 24 hours after MI illustrating Mmp9
expression (Left); n=5 per group and per time point, *p< 0.01 versus LR12.

(c) (c)Flow-cytometric gating strategy and quantification of monocytes and macrophages, with representative immunohistochemistry of infarcted areas 24 hours after MI.

(d) Flow-cytometric quantification of neutrophils infiltration of the infarcted myocardium and myocardial concentration of myeloperoxidase; and representative tissue sections of
ischemic heart 24 hours after MI illustrating neutrophils infiltration. For these experiments (c&d), n=7-10 mice per group and per time point; *p< 0.01, **p<0.001 versus

LR12scr.
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Trem-1 regulates leukocytes mobilization from remote compartments

Following coronary ligation in control animals, as previously reported, we observed a
decrease of BM- and spleen-derived monocytes number at 24h followed by a pronounced
increase of circulating monocytes number at 72h, (Fig.3a). Interestingly, Trem-1 genetic
deletion or pharmacological modulation induced an accumulation of monocytes in the spleen
and in the bone marrow at 24h and a reduction in the blood at H72 suggesting that blocking

Trem-1 reduced monocytes mobilization.

Peripheral blood neutrophils count was increased 6h after MI. This neutrophilia was
not observed in Trem-I"" or LRI12-treated mice (Fig.3b). Number of circulating B
lymphocytes increased by 72h after MI, while CD4" and CD8" lymphocytes count did not
change significantly. Blocking Trem-1 prevented in part from this B lymphocytes kinetics
patterns (Online Figure IV).

To explain the defect of leukocytes mobilization induced by Trem-1 inhibition, we
next focused on chemokines. Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1 or Ccl2), Cx3cll
(or Fractalkine), and Mcp-3 (or Ccl7) are important chemokines involved in the recruitment
of respectively Ly—6Chigh, Ly-6C"" monocytes, and lymphocytes to inflammatory sites.
Plasma and heart concentrations of Ccl-2 increased very early (6h), while plasma levels of
Ccl-7 and Cx3cll increased later (24h) following MI. Ccl-2 and Ccl-7 levels were reduced
while Cx3cll concentration did not change in Trem-1 - and LR 12-treated mice (Fig.3c). Ccl-2
production by myocardial neutrophils was decreased in Trem-I"" and LR12-treated mice

(Fig.3d).
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Figure 3: Trem-1 regulates leukocytes mobilization from remote compartments

(a) Flow-cytometric quantification of monocytes and (b) neutrophils in spleen, blood, and bone marrow, at different

time points after MI.

(c) Ccl-2, Ccl-7, and Cx3cll plasma concentrations after ML
(d) Ccl-2 concentration and expression by neutrophils in the heart.
n=6-8 at each time point; *p<0.05 LR12scr versus LR12 or Trem-1".
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Following MI, neutrophils infiltrate the ischemic myocardium several hours before
monocytes (Fig.2c-d). We therefore hypothesized that neutrophils may be responsible for Ccl-
2 production that will subsequently attract inflammatory monocytes to the heart. We achieved
to efficiently deplete neutrophils in mice by the administration of 1A8 antibody (Fig.4a). In
neutrophils depleted animals, plasma concentration of Ccl-2 was decreased and barely
detectable in the ischemic myocardium (Fig.4b). These data suggest that neutrophils are an
important cellular source of Ccl-2 in the heart, although we cannot completely exclude a

release by another cell type.

Consequently, we observed that neutrophils depletion associated with a reduction of
monocytes infiltration in the heart (Fig.4c). Administration of LR12 to 1A8 treated mice did
not yield to additional effects on cellular infiltration (not shown) though further reduced the

cardiac inflammatory response (Fig.4d).

Finally, to rule out an action of LR12 on lymphocytes, which was highly improbable
due to an absence of Trem-1 expression on these cells, we performed experiments using Rag-
I”" animals. In the absence of lymphocytes, LR12 was still able to prevent myocardial

neutrophil infiltration and activation (not shown).

Taken together, these data show that following MI, Trem-1 inhibition decreases
neutrophil recruitment and activation, which in turn yields to a reduced monocyte

mobilization from remote compartment.
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Figure 4: Neutrophils are the main cellular target of the TREM-1 modulation

(a) Flow-cytometric quantification of blood and heart neutrophils at different time points in MI mice depleted on
neutrophils by 1A8 antibody

(b) Measurement of Ccl-2 concentrations in the plasma and the heart.
For (a) and (b), n=4-5 mice per group and per time point; *p<0.05 versus 1A8 animals.
(¢) Flow-cytometric quantification of blood and heart monocytes at different time points in MI mice depleted on
neutrophils by 1A8 antibody. n=4-5 mice per group and per time point; *p<0.05 versus 1 A8 animals.
(d) Quantification of Tnf-a, Il6 and Trem-1 gene expression in the infarcted myocardium at 24 hours after MI in
neutrophils depleted mice; n=4-5 per points; *p<0.01 1A8-LR12 versus 1A8.



Trem-1 modulation improves cardiac function after myocardial infarction in rats

To further extend functional analyses we moved to a rat model of MI. Within 1 hour
after permanent coronary artery ligation, rats were imaged by Positron Emission Tomography
with 18F-fluorodesoxyglucose (FDG-PET) in order to determine infarct extension and
ventricular volumes, and then blindly randomized to receive daily i.p. injection for 5 days of
LR12 or the control peptide (LR12scr). Six weeks after MI, rats were again subjected to
FDG-PET imaging (Online Figure V) and invasive hemodynamics studies by using a left
ventricular conductance catheter. The 2 groups of animals were similar at baseline. Six weeks
after MI a severe left ventricular dilation had occurred in the control animals: this pathologic
ventricular remodeling was partly prevented by LR12 (Table). Invasive hemodynamics data
were available for 12 out of 18 LR12scr and 12 out of 17 LRI12-treated animals due to
ventricular arrhythmias in the remaining rats. Main load-independent systolic and diastolic
myocardial function parameters were improved by LR12 treatment (Online Figure VI).

Similar results were obtained in an ischemia-reperfusion model (Online Figure VII).

TREM-1 modulation thus prevented from ventricular remodeling and systolo-diastolic

dysfunction after a myocardial infarction in rats.
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Table. Evaluation of Heart Function by FDG-PET in Rats at Day 1 and 6 Weeks After a Ml
Sham (n=7) LR12scr (n=18) LR12 (h=17) PValue
PET-scan on Day 1
Weight, g 327+6 303+42 313+51 0.32
SAP, mmHg 11714 134+15 136217 0.76
HR, bpm 404+14 378+39 400226 0.07
M| area, %LV 0 239 22+11 0.88
Ml area, mm? 0 57427 54+30 0.88
EDV, puL 370+32 421=75 417+92 0.30
ESV, uL 139+32 223=51 215262 0.23
PET-scan on Day 42
Weight, g 447+28 426+49 0.26
A PET-scan n®1 144+44 113251 0.053
SAP, mm Hg 13515 136+17 0.76
A PET-scan n°1 -1£23 -0+26 0.37
HR, bpm 370+43 38725 0.12
A PET-scan n“1 -8+31 -13+22 0.91
Ml area, %VG 15+9 1611 0.81
A PET-scan n®1 ~-8+6 ~-68 0.1
M area, mm? 48429 49240 0.81
A PET-scan n®1 ~9+20 -5+23 011
EDV, pL 694+100 611167 0.05
A PET-scan n°1 27377 194495 0.007
ESV, uL 354+85 311135 0.08
A PET-scan n°1 13160 9680 0.062

P values are for comparisons of LR12scr and LR12 groups. EDV indicates end diastolic volume; ESV, end systolic volume; FDG-PET,

fluorodeoxyglucose-positron emission tomography; HR, heart rate; MI, myocardial infarction; and SAP, systolic arterial pressure.

52



Plasma concentration of soluble TREM-1 in patients with acute coronary disease

TREM-1 activation may be assessed through the measurement of its soluble form
(sTREM-1) in plasma. We addressed the relevance of our experimental findings to the human
disease by evaluating the relationship between circulating sSTREM-1 plasma concentrations
and survival in a cohort of 1015 patients enrolled in in the prospective, multicenter French
registry of Acute ST elevation, or non-ST elevation Myocardial Infarction (Fast-MI,
NCTO00673036). Of the 1015 patients enrolled, 154 patients (15%) died during the 2-year
follow-up period. We found that increased concentrations of sSTREM-1 at the time of
admission in patients with acute MI was related to higher risk of death after 2 years of follow
up, even after adjustment for several multivariable risk factors including age, sex, body mass
index, diabetes, smoking status, hypertension, previous history of MI, stroke, chronic heart or
renal failure, left ventricular ejection fraction, hospital management including reperfusion
therapy, recommended drug therapies including statins, and C reactive protein . The adjusted
HR of death associated with an increase of 1 pg/mL of STREM-1 was 2.22 (CI 95%=1.69-
2.93, p<0.0001), 2.29 (CI 95%=1.71-3.06, p< 0.0001) with CK added in the model, and 2.18
(C195%=1.61-2.94, p< 0.0001) with Tnl.

There were no correlations between sSTREM-1 and CK (R=0.018, p=0.57) or between
sTREM-1 and Tnl (R=0.012, p=0.72).

The probability of outcome events as a function of the baseline tertile levels of
STREM-1 1is presented in Figure 5. After adjustment with the same variables as above,
sTREM-1 plasma concentration remained an independent correlate of the risk of death at 2
years (HR adjusted at 1.65 (0.87-3.10) and 3.11(1.72-6.64) for tertile 2 and tertile 3

respectively compared with tertile 1, chosen as a reference, p< 0.0001).
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Figure 5 : Plasma concentration of Soluble TREM-1 predicts death at 2 years following myocardial infarction in humans
Survival curves according to plasma concentration of soluble TREM-1 (sSTREM-1) in patients suffering from acute MI. Survival estimates are

compared using Log-Rank test.
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DISCUSSION

Considerable work has been done to decipher cellular or molecular targets that may be
addressed in MI clinical trials, though with disappointing results.'””"'*"*! Here we used
several complementary animal models as well as patients™ samples to demonstrate the role of
TREM-1 in orchestrating the inflammatory response triggered by MI. Genetic invalidation or
pharmacological blockade of Trem-1 inhibits the recruitment of inflammatory cells to the
infarcted myocardium and their activation. This translates into a reduction of infarct size and
an improvement of cardiac function and survival. Using a nationwide cohort of patients
admitted for an acute MI we observed that soluble TREM-1 plasma concentration (a marker
of TREM-1 activation) at admission is a strong predictive factor of death during a 2-year

follow-up.

A crucial determinant of infarct healing and scar formation resides into the delicate
balance between the type and amount of recruited leukocytes.** Very rapidly after ischemia,
neutrophils accumulate in the injured myocardium and such an extravasation, when excessive,
is thought to be deleterious. Trem-1 inhibition almost completely abrogated myocardial
infiltration with neutrophils. Such a phenomenon has recently been described during
pneumonia in which Trem-1 inhibition blocked transepithelial migration of neutrophils.'*®
Shortly after neutrophils, inflammatory Ly—6Chigh monocytes are recruited that, if left
unchecked may cause infarct expansion and ventricular remodeling. This inflammatory subset
i1s progressively replaced by reparative Ly-6ClOW monocytes that promote inflammation
resolution and extracellular matrix reorganization.*> The spleen is an important reservoir for
monocytes during ML* We here observed that Trem-1 is important in mediating not only
splenic monocytes exit but also mobilization from the bone marrow and myocardial
infiltration. Moreover, although Trem-1 inhibition decreases Ccl-2 production and thus
prevents from the accumulation of Ly—6Chigh cells, it does not compromise Ly-6C""
monocytes recruitment triggered by Cx3cll. Lymphocytes are also present, though in low
numbers, in the infarcted area and rapidly proliferate after MI. The exact role of lymphocyte
subsets is not clear but recent evidences suggest a deleterious effect of B cells, whereas CD4"
T cells probably facilitate wound healing and transition from Ly-6C"" to Ly-6C""
monocytes.”* Again, Trem-1 seems important in mediating lymphocyte recruitment,
especially cytotoxic CD8" and B cells. By contrast, Trem-1 inhibition does not alter CD4"

recruitment. Although the precise mechanisms remain to be elucidated, all these data suggest
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that Trem-1 plays an important role in the recruitment of leukocytes, both quantitatively and

qualitatively.

Trem-1 is an amplifier of the immune response during various inflammatory
diseases.'> We show that the same holds true following MI: Trem-1 inhibition dampens
inflammatory gene and protein activation, and decreases cytokine/chemokine production.
Inhibition of matrix metalloproteinases reduces the risk of fatal cardiac rupture and
ventricular remodeling after MI. Myeloid cells, especially neutrophils, are a major source of
Mmp9 in the infarcted myocardium.'® Trem-1 inhibition, in decreasing myeloid cells
infiltration, reduces Mmp9 expression and activity, while improves Timp1 expression. This
yields to an overall matrix metalloproteinase activity reduction in the injured myocardium and

thus may prevent from remodeling.

Besides improving immediate survival, the aims of the treatment of myocardial
infarction are to avoid its major late-onset consequence, the development of chronic heart
failure. We therefore studied the consequences of Trem-1 modulation following a myocardial
infarction in rats using two complementary techniques: microTEP imaging and invasive
hemodynamic study. Six weeks after the onset of a permanent myocardial ischemia, left
ventricular function remains compromised and important ventricular remodeling had
occurred. A short treatment (for the first 5 days) of animals with a Trem-1 inhibitor opposes
to this ventricular dilation and improves systolic and diastolic ventricular functions. We also

confirmed this heart function improvement during myocardial ischemia-reperfusion.

Considering that inhibition of Trem-1 only occurs during the first 5 days following MI
(the LR12 half-life is very short),'” we thus speculate that the initial modulation of the
inflammatory response must be responsible for this late-onset ventricular function

improvement.

Questions often arise regarding the translation of animal findings into human

124 To decipher whether TREM-1 could also play a role in humans, we measured

pathology.
its soluble form in the plasma of patients suffering from acute MI. Using a nationwide cohort
of patients admitted for an acute MI we observed that soluble TREM-1 plasma concentration
at admission is linked to the risk of death during the 2 years of follow-up. Importantly,
sTREM-1 concentration remains predictive even after adjustment for all parameters known to

impact outcome including therapeutic management such as reperfusion therapy and
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recommended medical drugs. TREM-1 thus also appears to be an important mediator during

MI in patients.

In conclusion, our results indicate that TREM-1 has a major role in controlling
inflammatory cells recruitment and activation following myocardial infarction. TREM-1
modulation is able to prevent from ventricular dysfunction. Finally, TREM-1 activation is an
independent outcome predictor of death in patients following an acute MI. The ability to
manipulate TREM-1 activity to achieve therapeutic effects seems promising and needs to be
further explored with the goal to finally reduce the epidemic development of post-infarction

chronic heart failure.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Online Figure |
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Protein expression / phosphorylation in the infarcted myocardium

Protein expression / phosphorylation assessed by western blot in infarcted myocardium at various time

points in WT mice treated with LR12 or LR12scr
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TREM-1 controls neutrophils migration and activation

Neutrophils were isolated from Trem-1- and WT littermate bone marrow using negative immunomagnetic enrichment technique on autoMACS columns (neutrophils
isolation kit, Miltenyi Biotec). Purity was checked by flow cytometry before transmigration or stimulation assay.

Upper panel: 24-wells plate and cell culture inserts (Millicell-PCF, Millipore) with porous polycarbonate filters (8um pore size) were coated with rat-tail type |
collagen (BD Biosciences) (60ug mi?) for 45 min at 37°C and then blocked with 3% (wt/vol) BSA in PBS for 1 h at 37°C. 300 pl of medium were added to the lower
compartment. Various conditions were used: (1) control medium (RPMI -10% (vol/vol) FBS) only or with (2) 5% vol/vol plasma from mice 6 hours after M, (3) 5%
vol/vol sham heart supernatant (HS) or (4) 5% vol/vol ischemic heart supernatant.

Heart supernatants were obtained as follows: 6 hours after MI or sham surgery, hearts were collected, minced, placed in RPMI (200 mg of heart tissue per ml) and
incubated for 2 h at 37°C. After incubation, samples were centrifuged (10 min, 400 G, 4°C) and medium was collected.

5 x10° neutrophils in 200 pl of control medium were added to the upper compartment of cell culture insert. Neutrophils were allowed to migrate for 3 h at 37°C.
Lower panel: Alternatively, isolated neutrophils were stimulated or not with lipopolysaccharide (100ng/mL LPS, 0111:B7, Sigma-Aldrich) for 2 hours and
supernatants analyzed by ELISA for myeloperoxidase and TNF-a concentrations.

*p<0.05 WT vs Ko.
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Trem-1 controls lymphocytes recruitment to the infarcted myocardium

Flow-cytometric quantification of lymphocytes in the infarcted myocardium at different time points in
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Trem-1 alters blood lymphocytes count after M|

Flow-cytometric quantification of blood lymphocytes at different ime points in Trem-17 or WT mice
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PET examinations of a control rat that underwent a permanent coronary ligation,

Upper panel : PET obtained on the day of MI. A perfusion defect of anteromedial, anterodistal. lateral, and
apical segments is present, along with motion and thickening alterations. EDV=466L, ESV=265uL, EF=43%,
excentricity index=0.78 (normal value=1)

Lower panel : The same rat was imaged at 6 weeks after MI. An important ventricular remodelling had
developped as objectived by increased volumes (EDV=709uL and ESV=449;L) and decreased excentricity
index (0.72).
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Assessment of heart function by conductance catheter 6 weeks after a permanent myocardial ischemia in rats

a) Representative illustration of heart pressure-volume relationship in a control (LR12scr- treated) (in blue) and LR12-treated rat (in
orange). The slope of the line linking end-systolic points corresponds to the load-independent systolic parameter Emax. In this
example, Emax= 2.46 mmHg/uL in control animal and 6.85 mmHg/pL in LR12-treated rat.

b) Main load-independent systolic (end systolic pressure volume relationship: ESPVR, preload recruitable stroke work: PRSW, maximal
elastance: Emax) and diastolic (end diastolic pressure volume relationship: EDPVR) myocardial function parameters were measured 6
weeks after Ml in rats by conductance catheter,
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Assessment of heart function by conduct: theter 6 weeks after a transient my dial ischemia in rats

Main load-independent systolic (end systolic pressure volume relationship: ESPVR, preload recruitable stroke work: PRSW,
maximal elastance: Emax) myocardial function parameters were measured 6 weeks after a transient (1 hour) myocardial

ischemia in rats by conductance catheter.



Gene

Adam17
Adora2a
Angpt1
Anxas

Bel2
Bel2lt
Birc2

Casp1

Cd14
cd1d1
Cdss
Cdhs
Cflar

Chuk

Col18a1
Colec12

Cpb2

Cxcel2
Cxerd
Cxerd
Cybb
Defb4
Dmbt1
Edn1
Edn2
Ednra
Fas
Fasl
Fgft
Fitt
Fni
He
Hmox1
lcam1
Ifnb1
Ifngr1
Ifngr2
1t
112rb2
lita
e
1110
11£5
1%
1118
1
111r1
litr2

Iitrap
1rapi2
11ri2

Online table 1 : myocardial gene expression in LR12scr and LR12-treated mice
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2. PHARMACOLOGICAL INHIBITION OF TREM-1 LIMITS
REPERFUSION INJURY IN A PORCINE MODEL OF MYOCARDIAL
INFARCTION

ESC Heart Failure.2015:2:90-99

L*objectif de ce travail a ét¢ d“évaluer le role de TREM-1 et de sa modulation
pharmacologique dans un modéle expérimental mimant le plus fidélement possible 1“infarctus
du myocarde en pathologie humaine. En effet, nous avons utilis¢ un mode¢le porcin dont la
physiologie cardiovasculaire est proche de celle de I“Homme, et qui constitue un modele
reconnu pour les études précliniques dans ce domaine. Dans cette optique de pertinence
clinique, un modele peu invasif a thorax fermé et abord endovasculaire a été préféré. Un
monitorage hémodynamique avancé utilisant les données du cathétérisme cardiaque droit et
du cathétérisme intraventriculaire gauche a été réalisé avant, pendant et jusqu™a 18 heures

apres une occlusion coronaire transitoire de 1*artére interventriculaire antérieure (IVA).

La modulation pharmacologique de TREM-1 juste avant la reperfusion coronaire et
dans les heures suivant cette désobstruction permet d“améliorer la fonction contractile
cardiaque, de limiter la taille de 1“infarctus, d“améliorer les parameétres hémodynamiques ainsi

que les dysfonctions d“autres organes tels que les poumons et les reins.

Ce travail sur le gros animal, complémentaire de 1“approche murine détaillée dans la
précédente publication, confirme le role de TREM-1 au cours de [“infarctus du myocarde chez
une espece phylogénétiquement plus proche de 1"Homme, ainsi que 1“intérét de sa modulation
pharmacologique avec un protocole d“administration pertinent par rapport au contexte

clinique.
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INTRODUCTION

Over the last 30 years, timely reperfusion strategies have dramatically improved
survival rates in patients suffering from acute myocardial infarction (AMI).?* Despite this
impressive success, mortality and onset of heart failure in survivors remain worrying. Novel
therapeutic strategies are definitely needed to further improve myocardial salvage, as infarct
size is closely linked to prognosis. Although reperfusion strategies are the cornerstone of
myocardial salvage at the acute phase of AMI, they can worsen myocardial injury by
themselves. This “double-edge sword” is termed ‘“myocardial reperfusion injury”
phenomenon (RI). Indeed, RI could be responsible for up to half the final infarct size and

could therefore be targeted to limit myocardial damage.'*?

Toll-like receptors (TLRs) are highly conserved throughout species and act as sensors
of danger signals. They recognize exogenous — pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) — or endogenous — damage-associated molecular patterns (DAMPs) — molecules
and induce innate immune response. During myocardial reperfusion, necrotic cells and
damaged extracellular matrix components produce large amounts of DAMPs, which, in turn,
activate TLRs signaling. It then promotes a pro-inflammatory environment, especially
through the activation of NF-kB pathway which has repeatedly been implicated in innate
immunity activation and generation of lethal RI after cardiac ischemia.”’""'*> As TLRs are
implicated at the earliest stages of the inflammatory chain reaction, they appear ideal
therapeutic targets for limitation of RI.">* Among TLRs present in the heart, TLR-2 and TLR-
4 have the highest expression levels and have been extensively investigated in the context of

TREM-1 is an immune-receptor expressed by neutrophils, macrophages, and mature
monocytes. It acts as an amplifier of the innate immune response triggered by TLRs
engagement.'” It had regularly been shown that blockade of TREM-1 activation protected
from hyper-responsiveness and death in various models of severe infection.'”'**'*>*¢ Beyond
infectious diseases, TREM-1 has also been found important during aseptic inflammatory

. 137-141
disorders.

The role of the immune system after cardiac ischemia is ambivalent as, on one hand it
appears crucial for debridement of the infarcted myocardium, but on the other hand it leads to
increased infarct size and detrimental ventricular remodeling. Considering this, a fine-tuning

of the immune response is required. Indeed, attempts to completely inhibit inflammation have
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failed to improve outcome.'® "% Of note, TREM-1 inhibition does not abrogate immune
response but limits its self-amplification, and could therefore allow for a fine- tuning between

required and deleterious inflammatory signals.

We thus investigated LR12, an inhibitory TREM-1 peptide that acts as a decoy
receptor and binds to the yet unknown TREM-1 ligand'', during cardiac ischemia in a
clinically relevant model of reperfused MI in adult minipigs. We show that LR12 improves

hemodynamic parameters and cardiac function, and limits remote organ dysfunction.

METHODS

The experiments were performed in adherence with the National Institutes of Health
Guidelines on the Use of Laboratory Animals and were approved by the ,,Comité d“¢thique en
expérimentation animale n°66“ (Animal experiments ethical committee #66) under the

agreement number 00492.02. Our protocol was adapted from previously published ones.'*"'**

Animal Preparation

Adult male minipigs (Sus scrofa domestic, Vietnamese pot-bellied mini-pigs, 40-68
kg) were purchased from Elevage Ferry (Vosges, France). Before surgery, animals were
acclimated to the animal department for at least 5 days and fasted overnight with free access
to water. Preanesthesia was performed through intramuscular injection of ketamine (10
mg/kg). Anesthesia was induced and maintained with intravenously administered
pentobarbital (initial bolus : 10 mg/kg, continuous infusion 10-12 mg/kg/h during the
preparation period and 6-8mg/kg/h after coronary occlusion), intermittent sufentanyl (10pg
every 2 hours) and cisatracurium (Nimbex, GlaxoSmithKline, Marly-le-Roi, France) if
necessary. Animals were mechanically ventilated (tidal volume 7 mL/kg, positive end-
expiratory pressure 4 cmH»O, FiO, 0.3, respiratory rate 16-18 breaths/min adjusted to

maintain normocapnia).

Right jugular vein was exposed and a multi-lumen central line was inserted for
perfusion and Swan-Ganz catheter insertion, allowing for the continuous recording of cardiac
output (CO), SvO,, and right atrial and pulmonary arterial pressures (14 Fr multi-lumen
access combining a 8 Fr sheath introducer and 2 conventional central lines, MAC, Teleflex
Medical SAS, Le Faget, France). A 5 Fr introducer was placed in the right carotid artery and a

combined pressure-conductance catheter (Ventri-Cath 507, Millar Inc, Houston, Texas, USA)
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was positioned within the left ventricle under X-ray guidance for cardiac function assessment.
A right femoral arterial 7 Fr introducer was inserted for coronary catheter access and
continuous measurement of arterial pressure. Right femoral vein was also catheterized (12 Fr
introducer) and an 8-14 Fr Fogarty catheter (Edwards Lifesciences, Nyon, Switzerland) was
placed for transient vena cava occlusion (VCO). A catheter in the bladder allowed urine
collection. The animals received 2500 IU heparin, repeated every 4 hours to avoid blood
clotting of catheters, and 5 mg/kg amiodarone (Sanofi-Aventis, Paris, France) one hour before

coronary occlusion to limit cardiac arrhythmias.

After surgery, animals were allowed to recover for 2 hours before baseline
measurements (defined as “H0). Balanced saline solution (Isofundine, B Braun Medical
SAS, Boulogne-Billancourt, France) was continuously administered (10 mL/kg/h) throughout

the study. Body temperature was kept constant (+1°C) using cold accumulators.
Experimental protocol

The timeline is presented in Figure 1. After baseline data collection (HO), myocardial
infarction was induced by inflation of an angioplasty balloon in the proximal left anterior
descending artery (LAD). An angiogram was performed after inflation of the balloon in order
to verify the complete occlusion of LAD. Four animals died from refractory ventricular
tachycardia within 15 minutes after LAD occlusion and were therefore excluded from further
analyses. After 45 minutes, animals were randomized to receive LR12 (LR12 group, n =7) or
the vehicle (PBS) alone (control group, n =8). LR12 consists of a 12-amino-acid (aa) part of
the extracellular domain of TLT-1 (LQEEDAGEYGCM) and was chemically synthesized
(Pepscan Presto BV, Lelystad, The Netherlands) as COOH terminally amidated peptide. The
correct compound, free of endotoxin, was obtained with greater than 99% yield and was
homogeneous after preparative purification, as confirmed by mass spectrometry and analytic
reversed-phase high performance liquid chromatography. This lyophilized peptide was
extemporaneously solubilized in sterile PBS under aseptic conditions. A bolus of 5 mg/kg (in
150 ml) was intravenously delivered over 15 min, then a 1 mg/kg/h (30 ml/h) continuous
infusion was started and lasted throughout the study period. This dosage was derived from
previous experiments performed in minipigs and corresponded to the best effective dose.'?
Control animals received the same amount of vehicle (sterile PBS). After a LAD occlusion
period of 60 min, the balloon was deflated. An angiogram was performed in order to verify
the restoration of the blood flow in the previously occluded artery. Sedation and mechanical
ventilation were maintained throughout the 18-hour study period.
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Experienced intensive care physicians, blinded for the given treatment, provided
animal care. The main hemodynamic targets were to maintain mean arterial pressure (MAP)
above 85 mmHg, cardiac index above 2.0 L/min/m? and SvO, above 60%. To achieve these
goals, rapid fluid loading (Isofundine, B Braun Medical SAS, Boulogne-Billancourt, France)
was allowed provided that right atrial pressure (RAP) and pulmonary capillary wedge
pressure (PCWP) remained lower than 18 mmHg. In case of incomplete hemodynamic

improvement, a continuous infusion of norepinephrine and/or dobutamine was started.

Animals were then killed under deep anesthesia by KCI infusion 18 h after the

induction of myocardial infarction.
Measurements

Hemodynamic parameters were continuously monitored throughout the study period
and recorded at baseline, every 15 min from HO to H1.5 and every 2 h from H2 to H18. The
recorded parameters included MAP, mean pulmonary artery pressure (MPAP), cardiac output,
cardiac index and SvO,. Systemic oxygen delivery (DO,) and systemic oxygen uptake (VO,),
PVRi and SVRi (pulmonary and systemic vascular resistance index) were calculated by the
Swan-Ganz monitor (Edwards Lifesciences, Irvine, CA, USA). Cardiac Power Index (W/m?)

was calculated as MAP*cardiac index/451.'%

Pressure-volume (PV) catheter was calibrated before data recordings. The arbitrary
relative volume unit number was converted to true volume using pre-warmed Rho calibration
cuvette device (reference 910-1060, Millar Inc, Houston, Texas, USA) to determine resistivity
of body-temperature heparinized blood. Parallel conductance (i.e. non-LV blood conductance)
was estimated by injection of 2.5 mL NaCl 10% into the pulmonary arterial line with
simultaneous LV PV sampling. Pressure sensor was electronically calibrated with
MPVSUltra Control Interface Software, according to manufacturers recommendations. PV
catheter-based parameters were recorded every 2 h from HO to H18. The ventilator was
disconnected for 10s and steady-state parameters were collected, including dP/dtmax,
dP/dtmin (maximum and minimum values of the first derivative of ventricular pressure), end-
diastolic and end-systolic volumes of the left ventricle (EDV, ESV), ejection fraction (LVEF),
Tau (time constant of LV pressure decay by Glantz method) and stroke work (SW, i.e the
work performed by the left ventricle to eject the stroke volume into the aorta, calculated as the
area within the PV loop). Immediately after, the Fogarty catheter was inflated in the inferior

vena cava and preload-alternating PV data were collected during this VCO (vena cava

69



occlusion) run, including end-systolic and end-diastolic pressure volume relationships
(ESPVR and EDPVR), maximum ventricular elastance (Emax), arterial elastance (Ea),
“dP/dtmax to EDV” relationship, preload recruitable stroke work (PRSW), and Pressure-
Volume Area (PVA). ESPVR, “dP/dtmax to EDV” relationship and PRSW are indexes of
myocardial contractility that are relatively insensitive to pre- and afterload. PVA is the
specific area in the pressure-volume plane bounded by the ESPVR and EDPVR lines and the
systolic segment of the PV loop. It is linearly correlated to left ventricular oxygen

consumption.

Blood was sequentially drawn (HO, H2, H6, H12 and H18) for the determination of
blood gases, arterial lactates, plasma concentration of alanine aminotransferase (ALT), blood
urea nitrogen (BUN), creatinine, and creatine phosphokinase (CK). Troponin I was

determined by ELISA according to manufacturer's instructions (porcine cardiac troponin I

ELISA kit, MBS024086, MyBioSource Inc, San Diego, USA).
Statistical analysis

After testing for their normal distribution (Kolmogorov-Smirnov test), data are
presented as means + SD. Between group differences were tested by two-way ANOVA for
repeated measures with Bonferroni correction or Student's ¢ test when appropriate. Analyses

were performed using GraphPad Prism software.
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Groups| Bolus (H,,, 2 H1)

Continuous infusion (H1 -> H18)

LR12| (R12, Smg/kg (150 ml)
Vehicle| PBS(150mi)

LR12, 1mg/ke/h {30 mi/h)
P8BS {30 mi/h)

Treatment W W W W M W W W R W W W W M W R R W W W e o

-~

Recovery

H-4 HO | H,, | H,

Hyy

Hl,/‘

H1,, [r— H2 H4 H6 HE H10

H12

H14

H16

»  HI18

|

Myocardial infarction
-LAD occddusion by inflation of an
angioplasty balloon catheter

- Occlusion duration: 1 hour
followed by deflation,

A 4

Preanesthesia: ketamine 10 mg/kg, Im
Anesthesia:

- Bolus 10 mg/kg, iv

- 10-12 mg/kg/h (H-4 to HO)

- 6-8 mg/kg/h (HO 10 H18)

Mechanical ventilation

Routes/Lines:

- Right jugular vein: multi-lumen access (Swan-Ganz
catheter and double lumen line)

- Right carotid artery: pressure-conductance catheter
- Right femoral artery: introducer (coronary catheter access
and arterial pressure monitoring)

- Right femoral vein: Fogarty catheter

Bladder catheter

Figure 1 : Experimental timeline

Hemodynamic targets: MAP 2 85 mmHg, SvO, > 60%, cardiac index > 2/min/m?*
= Balanced saline solution (10 mi/kg/h)
=2 Norepinephrine and/or Dobutamine, as needed

Hemodynamic parameters [every predefined time point]
- HR, MAP, MPAP, Sv0O,, Cardiac index

Pressure-conductance catheter-based parameters [every 2 hours from HO to H18]
- Steady-state: EDV, ESV, LVEF, dP/dtmax, dP/dtmin
« VCO run: ESPVR, Emax, PRSW, EDPVR

Blood samples [HO, H2, H6, H12, H18|
- Blood gases, blood cellls count, blood lactates

Plasma samples [HD, H2, H6, H12, H18]
ASAT, BUN, creatinine, CPK

Y

| Sacrifice I

LAD refers to left anterior descending coronary artery; PBS, phosphate buffered saline; MAP, mean arterial pressure; SvO,, mixed venous oxygen saturation; HR, heart rate;
MPAP, mean pulmonary arterial pressure; EDV, end diastolic volume; ESV, end systolic volume; LVEF, left ventricular ejection fraction; dP/dtmax, pressure development during
isovolumic contraction; dP/dtmin, pressure development during isovolumic relaxation; VCO, vena cava occlusion; ESPVR and EDPVR, end-systolic and end-diastolic pressure
volume relationship; Emax, maximal ventricular elastance; PRSW, preload recruitable stroke work; AST, aspartate aminotransferase; BUN, blood urea nitrogen; CK, creatine

phosphokinase.
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RESULTS
LR12 improves hemodynamic parameters

After an immediate similar drop following LAD occlusion, MAP progressively
increased until the reperfusion where it decreased again (Figure 2). By H6, MAP stabilized to
baseline levels in the LR12 animals whereas it further decreased in the control group (94.9%
vs 71.3% of baseline value in LR12 vs controls at the end of the study, p < 0.01). Two
animals in each group required norepinephrine to reach hemodynamic targets, with a
significantly lower cumulated dose in LR12 group (0.11 £ 0.07 vs 2.85 + 1.57 mg/kg, p <
0.01).

Heart rate progressively increased throughout the study in control pigs whereas it

remained stable in LR12 group (p <0.0001).

Myocardial ischemia induced a rapid decline of cardiac index (83.1% and 79.6% of
baseline value at H1 in LR12 and controls respectively) that did not change significantly
thereafter. Cardiac index was higher in LR12 than in control animals by H18 (78.9% vs
65.9% of baseline, p < 0.01). This translated into lower SvO, at H18 in the control group (p =
0.03). Two and 3 animals in respectively LR12 and control groups required dobutamine
infusion to maintain adequate circulatory conditions, with similar cumulative dose (1.18 =+

0.33 vs 0.93 = 0.45 pg/kg in controls and LR12 respectively, p = 0.76).
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Evolution of mean arterial pressure (A), heart rate (B), cardiac index (C) and SvO, (D) during the study period. Hemodynamics parameters were improved in

LR12-treated animals as compared to control ones.
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LR12 improves cardiac function and limits infarct size

Cardiac power index, believed to better describe cardiac performance than

conventional hemodynamic parameters, was significantly more depressed in controls than in

LR12 pigs by HI8 (47.2 £ 16.0% vs 69.3 = 11.5% of baseline value, p = 0.02) (Figure 3).

Pressure-volume loops studies at steady-state revealed significantly lower stroke

volumes (p = 0.002) and LVEF in control group as compared to LR12-treated pigs (p = 0.01).

During VCO, we noted an important decrease of PRSW in control group, corrected by LR12

administration (p <0.001) (Figure 3). The detailed overview of the parameters obtained

through PV loops studies is presented in Table 1.

Infarct size estimated by the area under the curve of plasma levels of CK and troponin

I was significantly reduced by LR12 (p < 0.005) (Figure 4a,b).

Table 1. Selected pressure-volume loops derived parameters at baseline, 2 hours, and 18 hours after reperfusion

HO H2 H18
Emax (mmHg/mL) Controls 7.2%x30 6.7 =4.1 68+3.2
LR12 7.1x21 58=1.0 66x28
ESPVR (mmHg/mL) Controls 43+27 36=18 43+09
LR12 38«19 31210 39+1.2
PRSW (mmHg/mL) Controls 99.1 = 16.0 68.0 = 16.9* 49.8 = 21.97**
LR12 848147 66.1 =27.1 848+ 206
EDPVR (mmHg/mL) Controls 0.46 = 0.39 0.61+0.36 0.30 + 0.06
LR12 0.36 £0.20 0.48 +0.24 0.33 +0.07
Dp/dtmax (mmHa/s) Controls 2332 £ 652 2333 =468 1941 + 402
LR12 2286 = 484 2008 = 386 2553 = 837
Dp/dtmin {(mmHa/s) Controls 3207 £ 549 2548 = 460 1767 + 402~
LR12 -3389 + 1186 2077 =715 -2314 + 499
EDV (mL) Controls 64.9+17.7 806 =149 101.3 = 41.8"
LR12 66.8 = 23.0 63.4=17.1 84.0+14.7
ESV (mL) Controls 286+114 545 = 26.2 67.2 492"
LR12 284+ 156 345+19.2 414+233
LVEF (%) Controls 60.6 + 14.8 42.1 =147 32.0=16.0***
LR12 64.1+85 500=124 51.5+10.6
EDP (mmHg) Controls 16.5+ 105 299=139 19.9+9.6
LR12 21.3+6.0 24.0 6.0 23.2+95
ESP (mmHg) Controls 1514 =247 1338=196 124.2 +22.2
LR12 154.0+22.0 1242 £27.3 145.9 +22.7
Tau (ms) Controls 16427 174+75 21.8+7.0
LR12 16.0+48 23.5+x11.2 21.8+5.6
SW (mLmmHag) Controls 4695 + 1647 3663 + 1285 2312 = 862*
LR12 5236 = 1502 2890 = 1278 3905 = 1885
Ea (mmHg/mL) Controls 4520 39=0.7 55+23
LR12 38«13 43 %17 43418
PVYA (mmHg/mL) Controls 11042 + 6582 7270 + 3340 3619 + 1694***
LR12 9552 + 3424 6749 + 3613 6879 + 2082
dP/dtmax-EDV relationship Controls 135453 24.1 £23.2 30.9+13.7
LR12 149+ 20.2 244 =159 40.2 +36.5
SVRi (dyn s/em®/m?) Controls 2539 = 447 3074 =779 2831614
LR12 2453 = 526 3015+ 1170 3125+ 1023
PVRi (dyn sfem®/m’) Controls 199 + 105 246 =70 400 + 220***
LR12 174 + 29 248 = 56 220 + 61

Emax, maximal ventricular elastance; ESPVR and EDPVR, end-systolic and end-diastolic pressure volume relationship; PRSW, preload
recruitable stroke work; dP/dtmax, maximum pressure development during isovolumic contraction; dP/dtmin, minimum pressure develop-
ment during isovolumic relaxation; EDV, end-diastolic volume; ESV, end-systolic volume; EDP, end-diastolic pressure; ESP, end-systolic
pressure; LVEF, left ventricular ejection fraction; Tau (time constant of LV pressure decay by non-zero asymptote method); SW, stroke
work; Ea, effective arterial élastance; PVA, pressure-volume area; SVRi and PVRI, systemic and pulmonary vascular resistance index (mea-

sured by pulmonary artery catheter),

*P < 0.05 vs. HO.

**p < 0.05 LR12 vs. controls.
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Figure 3 : LR12 improves cardiac function
Evolution of cardiac power index (A) left ventricular ejection fraction (B), stroke volume (C), stroke work (D), preload recruitable stroke work (E) and
pressure-volume area (F) during the study period. Cardiac dysfunction was attenuated by LR12 treatment.
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LR12 reduces organ dysfunction

One hour after myocardial reperfusion a drop of PaO,/FIO, was observed in both
groups. This phenomenon quickly reversed upon LR12 treatment while persisted throughout

the study period in control animals (Figure 4c).

We also observed renal function impairment: fluid balance was more positive in
control pigs (p = 0.02) (Figure 4d), and blood urea nitrogen progressively increased in

controls and was higher than in the LR12 animals at the end of the study (Table 2).

Elevation of liver enzymes was observed as soon as 2 hours after MI in the control

pigs whereas hepatic cytolysis did not occur upon LR 12 treatment (Table 2).

Table 2. Biological parameters

HO H2 H18
BUN (g/L) Controls 0.16 £ 0.07 0.15+0.07 0.22 £0.07***
LR12 0.15+0.03 0.12+0.03 0.18 £ 0.06
Creatinine (mg/L) Controls 7.03 = 1.60 7.82+1.30 7.37 1,78
LR12 6.94 = 1.08 557+1.12 6.42 + 0.92
ALT (IUu/L) Controls 4124 96 + 34* 102 + 44***
LR12 44 = 24 8141 65=5
Platelets Count (G/L) Controls 330« 160 310 £ 160 200 = 130*
LR12 360+ 70 330+ 70 240 + 60"
WBC (per pl) Controls 15640 = 5026 17225 = 4202 23671 = 12676"
LR12 15786 = 2251 20367 = 5086 21383 = 4672*
CPK (1U/L) Controls 2175+ 1076 16552 + 8534 4770 = 1980***
LR12 1390 = 782 9586 + 6784 2620 = 1845
Troponin (ng/mL) Controls 0.46 = 0.27 278.80 = 261.70* 178.50 = 149.30*
LR12 0.35=0.25 179.70 = 138.80*** 87.70 + 39.80***

BUN refers to blood urea nitrogen; ALT, alanine aminotransferase; WBC, white blood cells count; CPK, creatine phosphokinase.
*P < 0.05 vs. HO.

**P < 0.05 LR12 vs. controls.
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Figure 4 : LR12 improves remote organ dysfunction and limit infarct size

Evolution of creatine phosphokinase (A), and troponin I plasma concentration (B), fluid balance (C), and PaO, to FiO,
ratio (D) during the study period. Myocardial infarction was associated with impaired renal function, outlined by highly
positive fluid balance, and altered gas exchange. These dysfunctions were corrected by LR12 administration. Moreover,
LR12 limited infarct size, as assessed by lower creatine phosphokinase and troponin I levels throughout the study period.



DISCUSSION

Failure of anti-inflammatory therapies

Similarities exist between septic states and AMI, as innate immune response is quickly
initiated by tissue injury, whether related to pathogens or other sterile aggressions such as
ischemia. Attempts to inhibit inflammation in the setting of septic shock or AMI have failed
to improve patients” outcome. Numerous clinical trials have investigated anti-inflammatory

strategies during these two acute pathological conditions, with sometimes the same evaluated

117,142 119,146

drugs such as high dose corticosteroids or interleukine-1B receptor antagonist.

Despite encouraging pre-clinical data, translation in the clinic has always been disappointing:
failure of anti-inflammatory approaches have been reviewed elsewhere, either during AMI'Y’
or septic shock.'*® However, experts in the field of cardiovascular diseases or sepsis still agree
that targeting the inflammatory response could improve outcome but it would require (1) a
paradigm shift taking into account the need for an adjusted balance between essential and
detrimental facets of inflammation and (2) a more realistic and clinically relevant

. 131,149
experimental approach. ”"

TREM-1 acts as an amplifier of the innate immune response. Its inhibition does not
completely abrogate the inflammatory response but rather attenuates it.'> Conclusive data
have been obtained by our group from several experimental animal models of septic shock,
including clinically relevant species (i.e. pigs and non-human primates).'**'*® These results fit
with the new paradigm of limiting the magnitude of the initial inflammatory response rather
than totally inhibiting it during septic shock."”® These features could also fit with the unmet
need for therapies that allow a fine balance between required and deleterious immune

response during AMI.
Hypothetical mechanisms

Inflammatory signals in the ischemic myocardium recruit neutrophils within the first
hours, with a peak at 24 hours, whereas monocytes infiltrate it later.*> Considering the length
of our study period, neutrophils are most likely to be involved than other innate immune cells.
A bulk of evidence has raised the role of neutrophil-dependent myocardial injury during

151

reperfusion through distinct mechanisms that could involve TREM-1."" First, the no reflow

phenomenon has been linked to neutrophils entrapment into the microvasculature. Indeed,
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before infiltrating the myocardium, leukocytes interact closely with endothelial cells through
complex molecular events involving integrins. This step enables leukocytes to roll along the
vascular wall and then to stop, a pre-requisite to transmigration. Recently, the critical role of
TREM-1 in transmigration has been shown in a different model of tissue injury (i.e. bacterial
pneumonia), and could therefore explain some of the observed beneficial effects. In addition
to microvascular obstruction, neutrophils can directly injure surrounding cardiomyocytes
through the release of toxic product such as reactive oxygen species.'”*> Moreover, activation
of the TLR4-pathway on circulating leukocytes, which is amplified by TREM-1 signaling,

results in decreased cardiomyocytes contractility.'>

Reactive oxygen species (ROS) release is a critical mediator of myocardial RI.
Recruited leukocytes have the potential to produce large amounts of ROS and therefore
contribute to tissue damage within the first hours. '>* TREM-1 inhibition reduces ROS release

in various inflammatory conditions and could thus limit RI through this mechanism.
Strengths

This work has several important strengths. First, we used adult minipigs. Although
much more expensive than usual domestic pigs, these animals are physiologically close to
adult humans and are well accepted by the scientific community for preclinical cardiovascular
research. Second, we used a clinically relevant low-invasive closed-chest AMI model and we
tried to mimic what could be the use of this therapy if administered to humans (administration
just before reperfusion). Third, we designed this study as a randomized and blinded one,
therefore limiting experimental biases. Fourth, experienced intensive care physicians

conducted resuscitation throughout the study period.

Limits

Nevertheless, several controversial points deserve discussion. Despite several
consistent data sets obtained by different devices and techniques showing a beneficial effect
of LR12 treatment, we could not find any significant change of ESPVR, whether between- or
within-group. This could be explained by an offset of the volume intercept VO throughout the
study period, a phenomenon previously reported in a similar model evaluating PV loops-

. . . . . . 143
derived parameters during cardiogenic shock in pigs.

In the same way, we could not find
any difference in “dP/dtmax to EDV” relationship, another load-independent contractility
index. This parameter has also been previously reported less reliable than PRSW.'> In our

study, some issues could explain this result: an offset of volume intercept or a significant
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increase in heart rate in control animals. We collected many hemodynamic data, so this study
is mostly descriptive. Further investigations are required to evaluate mechanistic insights
raised in the previous paragraphs. Finally, the length of the study period was short in
comparison with the whole process of leukocytes recruitment. Indeed, ischemic myocardium
sequentially recruits various leukocytes subsets in a well-compartmentalized reaction over the
first week. However, whether a late therapeutic window to limit RI exists is not known and
the current paradigm suggests that cardiomyocytes death mostly occurs quickly after blood

. 132
flow restoration.

Conclusion

The inhibition of the TREM-1 pathway by the synthetic peptide LR12 was able to
limit myocardial reperfusion injury in a clinically relevant model of AMI. Although further
studies are needed to decipher the precise mechanism of action of this treatment, this new

promising strategy could be investigated in humans in the future.
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Au cours de [“évolution phylogénétique, une pression de sélection s“est exercée sur le
développement d“une réponse immunitaire puissante permettant la protection des surfaces
cutanées et muqueuses vis-a-vis du risque infectieux bactérien. Chez les rares espéces qui y
sont susceptibles, la survenue tardive d“une maladie cardiovasculaire, apres 1“age de la
reproduction, n“impose pas de pression d“évolution sur le systtme immunitaire. La réaction
immunitaire qui se met en place dans 1“environnement stérile cardiaque apres infarctus est
donc vraisemblablement « surdimensionnée », ce constat étant désormais appuyé par trois
décennies de recherche expérimentale suggérant un rdle potentiellement délétére d“une
réponse inflammatoire insuffisamment contenue dans le temps, dans 1“espace et dans son
intensité. Cependant, 1“inhibition compléte de la réponse immunitaire n“est pas la solution
adéquate puisqu‘elle empéche le nettoyage des débris cellulaires et matriciels ainsi que la
formation d“une cicatrice certes non contractile mais résistante au régime de pression auquel

est continuellement soumis le tissu cardiaque.

TREM-1 est un récepteur de la superfamille des immunoglobulines, dont 1“activation
aboutit a [“amplification de la réponse immunitaire innée suite a la reconnaissance de
molécules de danger et/ou de motifs microbiens. La modulation de la voie de signalisation de
TREM-1 n“entraine donc pas une inhibition compléte de la réponse inflammatoire, mais
limite 1“intensité de cette réponse. Il nous est donc apparu intéressant d“évaluer le role de

TREM-1 et 1“intérét thérapeutique de sa modulation au cours de 1“infarctus du myocarde.

A travers différents modeles expérimentaux, nous avons documenté le role primordial
de TREM-1 au cours de la réponse inflammatoire post-infarctus, notamment en ce qui
concerne le recrutement de I“infiltrat leucocytaire myocardique et 1“intensité de 1 activité
protéasique et inflammatoire. Nous avons mis en évidence 1“intrét thérapeutique de la
modulation de TREM-1, chez la souris, mais aussi dans un mode¢le expérimental porcin tres
proche de la pathologie humaine. Enfin, chez 1"Homme, grace a une cohorte de plus de 1000
patients, nous avons constaté 1“existence d“une association entre [“activation de TREM-1 et la
survenue de complications et de déces dans les suites d"un infarctus du myocarde, apportant

une confirmation supplémentaire de 1“importance de TREM-1 au cours de cette pathologie.
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L“athérosclérose, longtemps considérée comme un probléeme d“accumulation
lipidique, apparait désormais comme une pathologie inflammatoire chronique de la paroi
vasculaire, qui précede la survenue de complications vasculaires telles que [“infarctus du
myocarde ou les atteintes cérébrovasculaires. Une réponse immunitaire mettant en jeu les
mémes effecteurs cellulaires que lors de 1“infarctus, notamment les neutrophiles et les
monocytes/macrophages, persiste au niveau de la paroi artérielle, et aboutit au développement
de plaques athéromateuses. La modulation de la réponse immunitaire innée apparait de plus
en plus clairement comme une approche thérapeutique innovante pour limiter le

développement de 1“athérosclérose et ses complications.

Nous avons vu précédemment que la modulation aigué de TREM-1 au cours de
I“infarctus du myocarde était bénéfique. Ces traitements courts (5 jours dans le modele murin
et 18h dans le modele porcin) permettent notamment une diminution de la taille de la zone
infarcie. Cependant, le remodelage ventriculaire est un processus continu, évoluant sur
plusieurs mois voire années chez 1“Homme. La persistance d“une réaction inflammatoire
myocardique entraine des modifications moléculaires, cellulaires et structurelles définitives
du muscle cardiaque. De nouveau, une modulation de cette réponse immunitaire pourrait

limiter la survenue d“‘une telle situation.

Toutefois, la modulation au long cours de TREM-1 afin de limiter le développement
de [“athérosclérose ou le remodelage ventriculaire, nécessite une amélioration galénique. La
formulation actuelle du peptide LR12 ne rend pas propice son utilisation pour le traitement de
pathologies chroniques, sa demi-vie étant trés courte. Une stabilisation du peptide apparait
indispensable. Son encapsulation dans un implant est une des pistes actuellement explorées.
Brievement, le peptide est mélangé a un couple polymere/solvant dont la particularité est de
passer de 1“¢at liquide a solide apres injection (généralement sous-cutanée). La libération du
peptide est liée a I“érosion progressive de la matrice de polymeére. Nous avons mis au point
différents implants peptidiques en collaboration avec une équipe de pharmacologie, que nous

nous proposons de tester dans nos modeles expérimentaux d“infarctus du myocarde.
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Résumé

L*infarctus du myocarde reste aujourd“hui une pathologie fréquente et grave, en dépit
des progres thérapeutiques réalisés au cours des deux derniéres décennies. Une recherche
fondamentale et clinique intense a permis de mieux appréhender le role crucial de la réponse
immunitaire au cours de cette pathologie. La réponse inflammatoire post-ischémique est
ambivalente puisque nécessaire a la détersion de la zone infarcie et a la consolidation de la
cicatrice cardiaque, mais également délétére car impliquée dans le remodelage ventriculaire et
capable d“augmenter la taille de 1“infarctus. TREM-1 est un récepteur amplificateur de la
réponse immunitaire innée. Sa modulation pharmacologique par un peptide de synthese,
LR12, permet de Ilimiter 1“amplitude de la réponse inflammatoire sans [|“inhiber
completement. A travers différents modeles expérimentaux, nous avons pu montrer que la
modulation de TREM-1 au cours de 1“infarctus est bénéfique en termes de contractilité
cardiaque, de taille d“infarctus et de remodelage ventriculaire. Le mécanisme d“action
principal passe par les neutrophiles, dont 1“infiltration au sein du myocarde infarci est
nettement atténuée. TREM-1 apparait désormais comme une cible thérapeutique prometteuse
dans le combat contre 1“infarctus et 1“insuffisance cardiaque post-ischémique.

Mots-clés: inflammation, systéme immunitaire, TREM-1, Infarctus du myocarde,

LR12

Abstract

Despite improvements in therapeutic management of acute myocardial infarction, the
prevalence of this deadly condition remains high. Intensive research has raised the critical and
ambivalent role of immune response after myocardial infarction. Optimal healing requires an
inflammatory reaction for debris removal and scar formation, but unrestrained immune
response leads to infarct expansion and maladaptive remodeling. TREM-1 1s an immune-
receptor that acts as an amplifier of the innate immune response. Blockade of TREM-1
activation by a short inhibitory peptide, LR12, protects from inflammatory hyper-
responsiveness. Through various experimental models, we show that TREM-1 modulation
improves outcome after myocardial infarction (infarct size, heart function, ventricular
remodeling), with significant impact on neutrophils recruitment within the myocardium.
TREM-1 could constitute a new therapeutic target in the fight against myocardial infarction
and post-ischemic heart failure.

Keywords: inflammation, immune system, TREM-1, myocardial infarction, LR12
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