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Résumé

Les neutrophiles peuvent synthétiser et relacher 1’angiopoiétine 1 (Angl), un facteur de
croissance cytosolique impliqué dans 1’angiogenese, capable d’induire plusieurs activités pro-
inflammatoires chez les neutrophiles. Ces derniers induisent la synthése et la relache de
neutrophil extracellular traps (NETs), des filaments d’ADN nucléaires décondensés
transportant des protéines telles que 1’¢élastase, la myélopéroxydase (MPO), la protéinase (PR3)
et la calprotectine (SI00A8/S100A9) qui contribuent a la réponse immunitaire innée afin de
combattre les pathogenes (i.e. bactéries). Les NETs ont des effets pro-inflammatoires, pro-
thrombotiques, jouant un rdle dans la dysfonction endothéliale, et ont récemment €té retrouvés
dans I’insuffisance cardiaque (IC) et le diab¢te de type 2 (T2DM). Le but de cette étude est de
déterminer la synthése et la relache d’Angl chez des patients T2DM et insuffisants cardiaques
avec fraction d’¢jection préservée (HFpEF) (stables ou en décompensation aigue (ADHFpEF))
avec ou sans T2DM en comparant a des volontaires sains (VS) comme groupe témoin. Nos
résultats démontrent qu’en absence de traitement (PBS) et avec un traitement avec LPS, les
niveaux de NETs augmentent chez les patients ADHFpEF + T2DM comparé aux VS. Nous
observons également que le LPS, le PMA ou A23187 augmentent la syntheése de I’Angl (de 150
a250%) chez des VS et cet effet est amplifié chez les patients T2DM et IC. L’Ang] est relachée
a =100% par les neutrophiles de tous les groupes a 1’¢tude et ne se lient pas sur les NETs,
compare¢ a la calprotectine. Notre ¢tude suggere que les patients en insuffisance cardiaque aigue
(ADHFpEF + T2DM) synthétisent et relachent plus de NETs et que I’exocytose de I’Ang]1 est
indépendante de la synthése et la relache de NETs.

Mots-clés : neutrophiles, Neutrophil Extracellular Traps (NETs), angiopoiétine, Angl,
calprotectine (S100A8/A9), insuffisance cardiaque, diabéte de type 2, inflammation



Abstract

Neutrophils can induce the synthesis and release of angiopoietin 1 (Angl), a cytosolic growth
factor involved in angiogenesis capable of inducing several neutrophil-driven pro-inflammatory
activities. Neutrophils also synthesize and release neutrophil extracellular traps (NETs)
composed of decondensed nuclear DNA filaments carrying proteins such as neutrophil elastase
(NE), myeloperoxidase (MPO), proteinase 3 (PR3) and calprotectin (SI00A8/S100A9) which
contribute to the innate immune response to combat pathogens (e.g., bacteria). NETs are also
implicated in various pathological conditions through pro-inflammatory, pro-thrombotic
properties, leading to endothelial dysfunction, and have recently been found in heart failure (HF)
and type 2 diabetes (T2DM). The purpose of this study is to determine the synthesis and release
of Angl in patients with T2DM and HF with preserved ejection fraction (HFpEF) (stable or
acute decompensated (ADHFpEF)) with or without T2DM, compared to healthy volunteers
(HV) as control group. Our results show that in absence of agonist (PBS) and after LPS
treatment, NETs levels are increased in ADHFpEF + T2DM patients compared to HV. We also
observed that LPS, PMA or A23187 treatments increase the synthesis of Angl (from 150 to
250%) in HV and this effect is amplified in T2DM and HF patients. Angl is completely released
(100%) by neutrophils isolated from all cohorts and does not bind to NETs compared to
calprotectin. Our study suggests that severely ill patients with decompensated heart failure
(ADHFpEF + T2DM) synthesize and release more NETs and that Angl exocytosis is
independent from NETs synthesis.

Keywords : Neutrophils, Neutrophil extracellular traps, Angiopoietins, Angl, Calprotectin
(STO00AS8/A9), Heart failure, Type 2 diabetes mellitus, Inflammation
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



1.1 L’insuffisance cardiaque

Le cceur est un muscle qui a comme fonction principale de pomper dans la circulation le sang
contenant 1’oxygene et des €léments nutritifs pour le bon fonctionnement des organes (1).
Lorsque le cceur se retrouve dans I’incapacité de pomper suffisamment de sang pour répondre
aux besoins métaboliques de tous les organes du corps, suite a une atteinte au muscle ou aux
valves cardiaques, nous parlons alors d’insuffisance cardiaque (IC) (en anglais- heart failure
(HF)) (1), qui peut étre soit aigue ou chronique. Nous parlons d’IC aigue lorsqu’elle survient de
fagon rapide a la suite d’un infarctus du myocarde (IM), a une insuffisance mitrale ou aortique
aigue et d’IC chronique lorsqu’elle survient de facon graduelle, se stabilise et dans laquelle le
patient peut étre asymptomatique ou présenter une dyspnée d’effort stable (2-4). Cette maladie
est en croissance de facon mondiale et touche plus de 20 millions de personnes dans le monde,
plus de 5 millions aux Etats-Unis et 600 000 personnes au Canada (4). L’IC peut affecter les
deux cotés du cceur, soit le coté droit qui pompe le sang utilisé par le corps pour I’emmener vers
les poumons (ou il sera oxygéné) (circulation pulmonaire) ou bien plus souvent le coté gauche

qui pompe le sang nouvellement oxygéné au reste du corps (circulation systémique).

1.1.1 Phénotypes et étiologies de I’IC

Le type d’IC est déterminé par la fraction
d’¢jection du ventricule gauche (FEVG)
qui est défini comme le volume de sang

¢jecté lors de la systole par le ventricule

Cardiac output = stroke volume x heart rate
= T7OmL x 70 beats per minute
=4.9L/min

gauche divisé par le volume maximal

(télédiastolique) du ventricule multiplié Figure 1. La fonction normale du coeur.

par 100. Un cceur en santé a une FEVG La fraction d’¢éjection correspond au volume

5 40 Fi N LT ¢jecté par le ventricule gauche apres chaque
entre 52 et 74% (6) (Figure 1). L’IC se battement du cceur (volume systolique) par

manifeste de deux fagons principales en rapport au volume total durant la diastole
utilisant la FEVG soit IC avec fraction (volume t€lédiastolique). Adaptee de (5)-
d’¢jection réduite (HFrEF; FEVG < 40%) ou fraction d’¢jection préservée (HFpEF; FEVG >
50%) (7). Un troisieme type d’IC a été ajouté dans les nouvelles lignes directrices de la société

canadienne de cardiologie, soit I’IC avec une fraction d’¢jection intermédiaire (HFmrEF; 41%



<FEVG <49%) (7). L’IC avec FEVG préservée représente environ 50% des cas d’IC (8) et elle
semble affecter davantage les personnes agées et les femmes, comparé a I’'IC avec FEVG réduite
(9-11). L’IC avec FEVG préservée est de plus en plus commune et il y a peu d’évidence
concernant une thérapie efficace de ce type d’IC (12, 13). Il est important de distinguer les deux
types principaux d’IC étant donné que ce sont deux maladies différentes avec des causes et des
traitements différents.

Certains facteurs comme 1’abus d’alcool ou de drogues ou une infection au VIH peuvent
augmenter le risque de développer une IC. Parmi les personnes a risque de développer une IC,
on retrouve les personnes agées de 65 ans et plus (14), les afro-américains, les femmes (50 a
70%), les personnes souffrant d’obésité, d’insuffisance rénale, d’anémie et de diabéte de type 2
(15, 16).
1.1.1.1 IC avec FEVG réduite Heart failure with reduced ejection fraction

(example = ischaemia)

(Dysfonction systolique)
Stroke volume

Y
44mlL ’tjectlon
MOmL fraction

L’insuffisance cardiaque avec fraction

> 40%

d’¢éjection réduite (heart failure with

Total volume

reduced ejection fraction - HFrEF), aussi

Ischaemia

appelée insuffisance cardiaque systolique,

se caractérise par une fraction d’éjection Cardiac output = stroke volume x heart rate
= 44mL x 70 beats per minute

= 3.0L/min

inférieure a 40% (7). Elle se caractérise par
Dilated ventricular

une hypertrophie excentrique pathologique wall

des cardiomyocytes et par une dilatation de

Figure 2. IC avec FEVG réduite. L’IC
avec fraction d’éjection réduite est souvent
augmentation du volume des ventricules causée par une condition ischémique. Le
volume d’éjection est réduit et le volume
télédiastolique (volume total), di a la
(1) ainsi qu’une réduction de la dilatation de la paroi ventriculaire, est
augment¢ ce qui induit une FEVG
inférieure a 40%. Adaptée de (5).

la paroi ventriculaire, se traduisant en une

(augmentation du volume télédiastolique)

contractilit¢ des ventricules (affaiblis-
sement du muscle, donc pas assez de force
pour pomper le sang dans la circulation) (1) (voir Figure 2). Ce type d’IC peut étre causé par
un événement cardiovasculaire tel qu’un IM, une myocardite, une cardiomyopathie dilatée ou

une condition ischémique (5).
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1.1.1.2 IC avec FEVG préservée (Dysfonction diastolique)

L’insuffisance cardiaque avec fraction
Heart failure with preserved ejection fraction

d,é_] ection préservée (heal’tfailu}”e Wlth (example = left ventricular hypertrophy)

preserved ejection fraction - HFpEF), Surcke voume

¥
44ml Ejection
7omL " fraction
A

= 53%

aussi appelée insuffisance cardiaque

diastolique, se caractérise par un

Total volume

probléme de remplissage du ventricule

Hypertrophiad

gauche. Elle se caractérise par une

left ventricle

Cardiac output = stroke volume x heart rate
= 44mL x 70 beats per minute
= 3.0L/min

rigidit¢ du myocarde, un remodelage

du VG et fréquemment par une Thickening of the

ventricular muscle

hypertrophie concentrique

pathologique des cardiomyocytes. Par Figure 3. IC avec FEVG préservée. L’IC
avec FEVG préservée est causé par une
hypertrophie de la paroi du ventricule et un
HFpEF ont une hypertrophie du épaississement du muscle ventriculaire ce qui
réduit le volume télédiastolique. Cependant, le

volume d’¢€jection est le méme, donc la FEVG
Figure 3). Nous observons alors une est préservée. Adaptée de (5).

ailleurs, seulement 30% des cas de

ventricule gauche (1, 17, 18) (voir

réduction du volume dans le ventricule

ce qui mene a une diminution du volume d’¢jection ainsi que du volume télédiastolique et la
fraction d’¢jection est dite préservée (supérieure ou égale a 50%). Le pourcentage de sang €jecté
est supérieur a 50%, comme chez une personne saine, mais la quantité de sang pompée est
inférieure a la normale. Ce type d’IC peut étre causé par des cardiomyopathies hypertrophiques,
des hypertrophies ventriculaires secondaires a des situations telles que I’hypertension artérielle
(HTA), la sténose de la valve aortique, ainsi que par une infiltration amyloide du myocarde. Les
principales causes et étiologies de HFrEF et HFpEF sont présentées au Tableau I. En 2016, une
troisiéme catégorie d’IC a été créée dans les lignes directrices de I’ESC (European Society of
Cardiology) et de la société canadienne de cardiologie, permettant de définir la zone grise de la
FEVG située entre celle réduite et préservée : I’IC avec FEVG intermédiaire, comprise entre 41

et 49% (appelée «midrange») (HFmrEF) (3, 7, 19). Ce groupe représente 13 a 24% des patients

insuffisants cardiaques et ont des caractéristiques cliniques similaires a la population HFpEF,
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bien que leur incidence de maladies coronariennes soit semblable a celle de la cohorte de

patients HFrEF (20).

HFrEF

HFpEF

IC systolique

IC diastolique

Type de probléme

Probléme d'éjection

Probléme de remplissage ventriculaire

Fraction d'éjection | <40 >50

(%)

Volume d'éjection | Réduit Réduit
Volume Augmenté Réduit
télédiastolique

Type Excentrique Concentrique
d'hypertrophie des

cardiomyocytes

Paroi ventriculaire | Dilatation Epaississement

Etiologies Infarctus du myocarde (IM) Dysfonction diastolique
principales / Myocardite Cardiomyopathies hypertrophiques
Comorbidités Cardiomyopathie dilatée Hypertension artérielle
Cardiomyopathie ischémique Sténose de la valve aortique
Tachyarythmie (fibrillation auriculaire) Infiltration amyloide du myocarde
Pathologies valvulaires Obésité
Hypertension artérielle Diabéte
Diabéte Syndrome métabolique
Asthme Maladie pulmonaire obstructive chronique
(MPOC)
Insuffisance rénale
Fibrillation auriculaire
Syndrome d’apnée/hypopnée du sommeil
Dépression
Anémie
Tableau I.  Principales différences entre I’IC avec FEVG réduite et préservée. Ce

tableau résume les principales différences entre 1’IC avec FEVG réduite et préservée en
fonction de la FEVG, le type de probléme et des étiologies/comorbidités principales (5, 15,
16, 21, 22).

1.1.2 Les symptomes de ’IC

L’insuffisance cardiaque est un syndrome caractéris¢ par des symptomes tels que des difficultés
respiratoires, 1’cedéme, la fatigue et I’intolérance a 1’effort (5). Les professionnels de la santé
classifient habituellement les patients insuffisants cardiaques selon la sévérité de leurs
symptomes et leur limitation a pratiquer 1’activité physique. Le systéme de classification le plus
utilisé est le New York Heart Association (NYHA) Functional Classification. Les symptomes

selon les classes du NHY A sont décrits dans le tableau ci-dessous (Tableau IT).
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Classe Définition

| Asymptomatique, aucune limitation lors d’activités physiques ordinaires (marche, escaliers, etc.)

I Symptomes bénins. Limitations 1égeres lors d’activité physique plus qu’ordinaire. Confortable au
repos, mais fatigue, palpitation et dyspnée (sensation de géne respiratoire) ressentie lors d’activités

physiques plus qu’ordinaire.

I Symptdmes modérés. Limitation marquée lors d’activités physiques moins qu’ordinaire.

Confortable au repos, mais fatigue, palpitation et dyspnée ressentie lors d’efforts tres 1égers.

v Symptomes séveres au repos. Incapable de compléter une activité physique sans inconfort. Géne et

symptomes d’IC au repos ou lors du moindre effort physique.

Tableau II.  Classification fonctionnelle du New York Heart Association (NYHA).
Adapté et traduit de (5, 23).

Un des outils de mesure permettant d’évaluer I’aptitude physique ainsi que la capacité
fonctionnelle des patients ayant une IC chronique est le test de marche de 6 minutes (6 MWT —
Six-minute walk test) (24, 25). Ce test consiste a couvrir la plus grande distance sur une période
de six minutes (sans aucun équipement spécialisé requis). Le but est d’évaluer la tolérance a
I’exercice chez les individus avec des maladies respiratoires et cardiaques. Ce test permet
également d’évaluer I’aptitude aérobie et est corrélé a la consommation maximale d’oxygéne
(VO2max) obtenu a partir du test CPET (cardiopulmonary exercise testing) (26). Les études qui
ont montré une corrélation positive significative entre le six-minute walk test et le VO, max

incluaient des patients HFpEF, HFrEF et souffrant d’IC chronique (27).

1.1.3 Insuffisance cardiaque aigué décompensée

Les symptomes de I’IC peuvent se présenter de novo de fagon aigue mais, le plus souvent, il
s’agit d’une aggravation d’une condition déja présente qui mene a une insuffisance cardiaque
aigu€ décompensée (acute decompensated heart failure - ADHF). L’aggravation de 1I'IC
chronique est caractérisée par une apparition soudaine ou graduelle des signes ou symptomes
de I'IC (par exemple des signes congestifs pulmonaires tel qu’un cedéme pulmonaire aigu)
nécessitant des visites imprévues en clinique, des visites a [’'urgence ou une hospitalisation (14).

L’ ADHF est une condition hétérogene et affecte surtout les personnes de 65 ans et plus, chez
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lesquelles les comorbidités sont fréquentes (28). Les patients avec une ADHF ont une
prévalence ¢levée de fibrillation auriculaire, valvulopathie et cardiomyopathie dilatée (29), en
plus d’antécédents de diabete chez 40% de ces patients. Les patients admis avec une ADHF
ayant une FEVG préservée (supérieure a 50%) ont tendance a étre plus agés, de sexe féminin,
et plus susceptibles de présenter une hypertension sévere (30). La prise en charge de I’ADHF
est différente de celle de I’IC plus chronique, car le traitement consiste en une stabilisation
hémodynamique, un soulagement des symptomes et la prévention de la morbidité et de la
mortalité a court terme (31). De plus, la prise en charge des patients ADHF est souvent
invasive et implique parfois des procédures thérapeutiques relativement agressives, telles
qu’'une assistance circulatoire. Ultimement, cette condition pourrait nécessiter une

transplantation cardiaque (28).

1.1.4 Mécanismes d’adaptation de ’IC

Le cceur développe des mécanismes d’adaptation intrinséques et extrinséques pour faire face a
I’altération du fonctionnement cardiaque. Ces mécanismes sont appréciés au niveau cardiaque
et systémique (neuro-hormonal) et sont bénéfiques a court terme. Toutefois, ils peuvent devenir

excessifs et déléteres a long terme et contribuer a la progression de I’IC.

1.1.4.1 Mécanisme d’adaptation au niveau cardiaque

Au niveau cardiaque, les mécanismes d’adaptation reposent sur des processus de remodelage
cardiaque et suivent les lois de Frank-Starling et de Laplace. Dans le développement de I’IC,
ces processus de remodelage sont complexes et conduisent a des changements morphologiques
comprenant un remodelage des cardiomyocytes et de la matrice extracellulaire. La taille, la
forme et la fonction du cceur sont affectées par ces changements intrinséques de la structure

cardiaque au niveau cellulaire, moléculaire et interstitiel.

Un ¢lément clé du remodelage ventriculaire est 1’hypertrophie des cardiomyocytes
observée en réponse a un étirement et/ou une surcharge neuro-hormonale. Cette hypertrophie
est due a une réorganisation et une synthése de nouveaux sarcomeres en série ou en parallele
conduisant respectivement & un allongement (HFrEF) ou un épaississement (HFpEF) des
myocytes (32). En fait, chez les patients HFrEF, nous retrouvons une hypertrophie excentrique

des cardiomyocytes (allongement) contribuant a la dilatation du ventricule et a un
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affaiblissement de la contractilité du muscle cardiaque. D’autre part, les cardiomyocytes chez
les patients HFpEF sont plus épais donnant lieu a un remodelage concentrique qui mene a un
épaississement de la paroi du ventricule et une augmentation de sa rigidité. De plus, la rigidité
augmentée du myocarde est entre autres reliée a une anomalie au niveau de la titine, une protéine
des cardiomyocytes qui contribue normalement a créer un effet ressort bidirectionnel lors de la
contraction-relaxation du cceur (33). A long terme, les protéines structurales des cardiomyocytes
(dont la titine) sont réduites, menant a la perte des sarcomeres et de la fonction cardiaque (34).
Toutefois, une structure ventriculaire gauche d’apparence complétement normale (pas
d’hypertrophie ventriculaire gauche) a 1’échographie peut étre observée chez la plupart des

patients HFpEF (21, 33).

Le remodelage de la matrice extracellulaire et le développement de fibrose myocardique
liés a I’accumulation de collagéne de type I et III, les principales protéines de structure de la
matrice, sont des événements majeurs du remodelage ventriculaire observés dans 1I’'IC avec
FEVG réduite (35) et préservée (35-38). Les principaux régulateurs de ces événements sont les
membres du systéme rénine — angiotensine — aldostérone (SRAA). En effet, I’augmentation
d’angiotensine II (Ang-II) active la synthése du TGF-B1 dans les fibroblastes et les myocytes
via les récepteurs AT1 (angiotensin Il type I). Au niveau des fibroblastes, TGF-B1 induit la
production de collagéne menant a la fibrose et au niveau des myocytes, cette cytokine contribue
a Dhypertrophie cardiaque (39). Le remodelage est régulé par la balance entre les
métalloprotéinases (MMPs) qui dégradent la matrice et les inhibiteurs des métalloprotéinases
des tissus endogenes (7issue inhibitor of metalloprotéinase —TIMPs). Une activation de la MMP
est observée en phase précoce de remodelage, puis a plus long terme, il y a une augmentation
des TIMPs menant a [’augmentation du collageéne interstitiel et périvasculaire (40). La
dérégulation entre I’activité¢ des MMPs et des TIMPs résulte en un affaiblissement de la structure
de soutien du myocarde causant le glissement des cardiomyocytes (myocytes slippage),
participant ainsi au remodelage ventriculaire. Ce phénoméne est surtout observé chez les
patients souffrant d’IC causée par une cardiomypathie ischémique ou dilatée, soit les patients

HF-rEF (41-43).

Suite a la perte des cardiomyocytes, a la formation de fibrose et aux anomalies de la

contractilité qui en résulte, il résulte des anomalies significatives dans la loi de Frank-Starling
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et la loi de Laplace. Ces anomalies peuvent a leur tour contribuer au remodelage et ainsi a la
progression de I’IC. La loi de Frank-Starling (Figure 4) met en relation le débit cardiaque et la
tension dans la paroi du ventricule gauche en fin de diastole (volume ou pression
télédiastolique). Le débit cardiaque, qui est la quantité de sang pompée par le cceur en 1 minute
(L/min), est le produit de la fréquence cardiaque (le nombre de battement par minute (batt/min))
et le volume d’¢jection systolique (le volume de sang pompé par chaque ventricule a chaque
battement du cceur (L/batt)). Selon la loi de Frank- Starling, la quantité de sang entrant dans les
ventricules (volume télédiastolique, pré-charge) équivaut a la quantité qui est éjecté par les
ventricules (volume systolique, post-charge). En d'autres termes, plus la fibre musculaire
ventriculaire est étirée suite a une surcharge du volume télédiastolique, plus sa contractilité
augmente et donc plus la performance cardiaque augmente (44). Le mécanisme de Frank-
Starling joue un réle dans la compensation de I’IC systolique (HFrEF) en tamponnant la chute
du débit cardiaque pour aider a préserver une pression artérielle suffisante pour perfuser les
organes vitaux. L’IC causée par une altération de la fonction contractile du ventricule gauche
entraine un déplacement vers le bas de la courbe de la performance ventriculaire gauche. Pour
une pré-charge donnée, le volume d’éjection systolique est réduit par rapport a la normale et
cette réduction entraine une vidange incompléte du ventricule gauche. Par conséquent, le
volume de sang qui s’accumule dans le ventricule pendant la diastole est supérieur a la normale.
Le volume résiduel amplifi¢ augmente 1’étirement des fibres du myocarde et induit un volume
d’¢jection systolique plus important lors de la prochaine contraction, selon la loi de Frank-
Starling (45). Dans le cas d’une IC sévére avec une plus grande dysfonction de la contractilité,
la courbe de la performance ventriculaire peut étre presque plate pour des volumes
télédiastoliques plus €élévés, ce qui réduit davantage 1’augmentation du débit cardiaque avec des
augmentations du volume résiduel. Ces augmentations peuvent entrainer une congestion

pulmonaire (46).
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Figure 4. La loi de Frank-Starling est représentée par une courbe de la performance
ventriculaire. Lorsque les dimensions du ventricule gauche (VG) augmentent, le débit
cardiaque augmente jusqu’a atteindre un plateau. Dans I'IC, les dimensions du VG
augmentent, mais le débit cardiaque est faible. Il y a un affaissement de la courbe en raison
de la diminution de la réserve contractile du coeur. En dessous d’un certain seuil de débit
cardiaque, cela peut entrainer des symptomes associés a un faible débit cardiaque tels que la
fatigue et la dyspnée. Au-dessus d’un certain volume télédiastolique, cela peut entrainer de
la congestion pulmonaire. Adaptée de (47). https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Pour ce qui est de la loi de Laplace, celle-ci définit la tension pariétale (ou stress de la paroi
ventriculaire) (H : wall stress) en relation avec la pression du VG (P), le rayon du VG (r) et

I’épaisseur de la paroi (T : wall thickness) a I’aide de 1’équation suivante :
Pxr
oo2T

Lorsqu’il y a une augmentation de la post-charge, soit la résistance que les ventricules doivent

surpasser pour pomper le sang vers les organes du corps (48), ces parametres vont augmenter,
ce qui va entrainer une hypertrophie du ventricule afin de maintenir une tension pariétale
normale. Il a ét¢ démontré que 1’augmentation de la tension pariétale induit des changements
dans les protéines, la synthese des éléments contractiles et I’expression des genes qui
soutiennent le processus de remodelage défavorable dans lequel les ventricules se dilatent
progressivement, conduisant finalement a une IC (49-51) et est un prédicteur indépendant du
remodelage ultérieur du ventricule gauche (52, 53). La dilatation ventriculaire gauche en
réponse a une surcharge volumique du ventricule et I’hypertrophie ventriculaire en réponse a
une surcharge aigue sont initialement des mécanismes compensateurs, mais peuvent

progressivement devenir déléteres et mener a I’'IC. La dilatation du ventricule gauche est
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classiquement associée a une dysfonction systolique (HFrEF) tandis que I’hypertrophie du VG
est associée a une dysfonction diastolique (HFpEF) (54).

1.1.4.2 Mécanisme d’adaptation au niveau des modifications neuro-hormonales et
périphériques

La stimulation neuro-hormonale est un autre mécanisme compensateur, facilitant le maintien de
la fonction cardio-vasculaire apres une insulte myocardique. Toutefois cette stimulation devient
délétere lorsque la condition devient chronique (55). L’augmentation de plusieurs neuro-
hormones est nécessaire pour soutenir la contractilité, la pression et la volémie en présence d’IC.
Toutefois, 1’activation soutenue et inappropri¢e de ces mécanismes contribuent a la progression
de I’'IC par plusieurs mécanismes (55). En fait, les mécanismes adaptatifs neuro-hormonaux
mettent en jeu les systémes vasoconstricteurs et vasodilatateurs. Les systémes vasoconstricteurs
incluant le systeme nerveux sympathique (SNS), le SRAA, la vasopressine et I’endothéline (ET-
1), visent & maintenir un débit systémique normal. L’activation du SNS a des effets inotrope et
chronotrope positifs entrainant ainsi une augmentation de la contraction musculaire cardiaque
et accélération de la fréquence cardiaque (56, 57). Il permet également la vasoconstriction en
périphérie permettant ainsi une redistribution vasculaire aux organes tels que le cerveau et le
ceeur (56, 57). Cependant, la vasoconstriction en périphérie entraine également une
augmentation de la post-charge et du travail cardiaque et peut par conséquent aggraver I’IC (58,
59). Pour ce qui est de la stimulation du SRAA, celle-ci entraine essentiellement une rétention
hydrosodée qui contribue a I’augmentation de la précharge et du volume sanguin total mais peut
étre également responsable de I’apparition de signes congestifs de I’IC (60). En effet, I’activité
du SRAA est accrue chez les patients souffrant d’IC en particulier chez ceux avec FEVG réduite
(61), et ses mécanismes inadaptés peuvent entrainer des effets indésirables tels que le
remodelage cardiaque ventriculaire tel que mentionné précédemment et [ activation
sympathique (62). La vasopressine (arginine vasopressin - AVP) ou également appelée
hormone antidiurétique (antidiuretic hormone — ADH), est un vasoconstricteur puissant pouvant
favoriser la rétention hydrique et I’hyponatrémie (63, 64). L’endothéline est un peptide sécrété
par I’endothélium ayant également un effet vasoconstricteur puissant sur les cellules
musculaires lisses et jouant un role important dans le maintien du tonus vasculaire et de la

pression artérielle chez les sujets en bonne santé (65). Toutefois, la sécrétion de ces deux
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molécules est stimulée et des concentrations élevées sont retrouvées dans le plasma des patients
insuffisants cardiaques (66-71). La vasoconstriction périphérique contribue donc a augmenter
la post-charge et le travail du ventricule gauche et, a long terme, devient délétére et aggrave I’IC
(65).

Les systémes vasodilatateurs incluant le NO, les prostacyclines (PGI»), et les peptides
natriurétiques, jouent également un role dans I’IC et sont activés pour contrer 1’activation
significative des systémes vasoconstricteurs. Par exemple, les peptides natriurétiques tels que le
peptide natriurétique auriculaire, ANP (atrial natriuric peptide) et le peptide natriurétique B,
BNP (brain natriuric peptide) sont normalement produits sous l'effet de 1'étirement mécanique
de la paroi de l'oreillette droite du cceur (par les myocytes). Ces peptides favorisent
I’augmentation de I’élimination urinaire de sodium et ont un effet vasodilatateur en inhibant
I’activation du SRAA et la stimulation du SNS (72). Les peptides natriurétiques circulants dont
I’ANP et le BNP sont considérablement augmentés en raison d’une synthése accrue et de la
relache de ces hormones suite a une augmentation des pressions ventriculaires gauche et
auriculaires (72). Le peptide BNP et le N-terminal pro-BNP (NT-proBNP) sont bien établis

comme biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic et la prise en charge de I’'IC (73).

1.1.5 Comorbidité importante de I’IC : le diabéte de type 2

L’incidence du diabete augmente année aprés année de facon globale. Sur le plan mondial, la
Fédération internationale du diabete prévoit que le nombre de diabétiques pourrait passer de
463 millions en 2019 a 700 millions en 2045 (74). Au Canada, on estime a pres de trois millions
de Canadiens adultes souffrant de diabéte (75), dont environ un tiers (37,3%) qui ne sont pas
encore diagnostiqués (76). Plus de 880 000 Québécois vivent avec le diabete, soit plus de 10%
de la population (77). Nous distinguons deux types de diabete soit le diabéte de type 1 (T1D) et
le diabéte de type 2 (T2DM — type 2 diabetes mellitus), tous deux caractérisés par une
hyperglycémie chronique. Le T2DM est la forme la plus fréquente de diabéete (90-95% des cas)
(78). Ce qui est encore plus inquiétant, c’est que cette maladie devient plus courante chez les
jeunes adolescents voire méme chez les enfants a 1’échelle mondiale, et ce, en grande partie en
raison de ’augmentation de I’obésité (79). A cet égard, le surpoids et la croissance rapide
pendant la petite enfance ont des conséquences importantes a long terme et sont associés a

I’obésité adulte et ses comorbidités, dont ’HTA, les maladies coronariennes et T2DM (80).
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Contrairement au T1D qui est principalement caus¢ par la destruction des cellules béta du
pancréas (81), le T2DM est caractérisé par une combinaison d’un déficit relatif de la production
d’insuline par les cellules B-pancréatiques et une résistance périphérique a l'insuline (82).

Les causes du T2DM sont nombreuses et complexes et aucun facteur de risque ne peut
a lui seul expliquer sa progression. Le vieillissement (40 ans et plus), 1'obésité, 1'inactivité
physique, I’HTA, certaines origines ethniques et des antécédents familiaux de diabéte (ou de
diabete gestationnel dans le cas des femmes) sont tous des facteurs de risque importants (83-

85).

1.1.5.1 T2DM et IC

Une hyperglycémie prolongée peut entrainer des complications graves a long terme. La
concentration excessive et prolongée de glucose dans le sang peut induire des Iésions aux
niveaux des arteres et des microvaisseaux du cceur. Le T2DM est fréquemment accompagné par
des facteurs de risque cardiovasculaires (CV) tels que I’HTA, la dyslipidémie, le tabagisme et
I’obésité. L’ensemble de ces facteurs sont fortement associés a la survenue de 1’athérosclérose,
la cardiopathie ischémique et la dysfonction ventriculaire gauche menant a une IC. Le T2DM
est également un facteur de risque et de comorbidité associé¢ au développement de I’'IC (16, 86).
Les diabétiques sont deux fois plus a risque de développer une IC (avec FEVG réduite et
préservée) (83) et une étude récente a mentionné que 44% des patients hospitalisés pour une IC
avaient le T2DM (87). Les diabétiques sont a risque de développer une IC en raison d’une
altération dans le métabolisme des lipides par le corps, du niveau élevé de glucose et d’insuline
dans le sang (16, 86) qui cause des dommages au niveau des vaisseaux sanguins.
L’hyperglycémie, la résistance a I’insuline et I’exces d’acides gras augmentent le stress
oxydatif, perturbent la signalisation de la protéine kinase C (PKC) et augmentent les produits
de glycation avancé (advanced glycation end products - AGEs) qui entrainent ’inflammation
vasculaire, la vasoconstriction, la thrombose et le développement de 1’athérosclérose (78). Ces
conditions peuvent également entrainer une ischémie myocardique et un IM (15). L’obstruction
des vaisseaux sanguins mene a une diminution de la circulation sanguine, puis entraine une
diminution de la fonction du myocarde et potentiellement la mort des cellules myocardiques.
De plus, I’ischémie associée a ces conditions mene a une perte contractile au niveau du muscle

cardiaque, un remodelage au niveau des ventricules et ultimement a une IC (16).
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Particulierement, chez les patients HFpEF, nous retrouvons une prévalence élevée de
T2DM, d’obésité, de maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) et d’HTA (15, 16).
Ces comorbidités de I’IC induisent un état pro-inflammatoire systémique, avec des niveaux
plasmatiques élevés d’interleukine 6 (IL)-6, d’IL-1pB, de TNF-a et de CRP (C-reactive protein)
(88-92). Cet état inflammatoire entraine un stress oxydatif et une dysfonction endothéliale.
L’inflammation endothéliale microvasculaire coronarienne (coronary microvascular
endothelial inflammation) engendre ainsi une diminution de la biodisponibilit¢ de I’oxyde
nitrique (NO — nitric oxide), du contenu en guanine monophosphate cyclique (GMP cyclique ou
GMPc¢) et de I’activité de la protéine kinase G (PKG) dans les cardiomyocytes adjacents. Une
faible activité de la PKG favorise le développement de 1’hypertrophie des cardiomyocytes. Ces
cardiomyocytes hypertrophiés et la présence de fibrose interstitielle contribuent a la rigidité de
la paroi ventriculaire et au développement de I’IC (93). Ces cytokines produites principalement
par les macrophages et les neutrophiles infiltrés (les neutrophiles seront discutés plus en détails
dans la Section 1.2 Les neutrophiles), en plus du stress oxydatif, jouent réle majeur dans la
résistance a I’insuline associée a 1’obésité et dans la progression du T2DM. L’obésité, la
résistance a I’insuline et le T2DM entrainent une inflammation de bas grade (94, 95) étant donné
que celle-ci évolue silencieusement et qu’il n’y a pas de foyer inflammatoire précis, ce qui

complique le traitement du T2DM.

1.1.6 Traitements de I’IC

I1 a été démontré qu’une mauvaise alimentation, y compris un apport calorique excessif et des
choix alimentaires malsains, une activité physique insuffisante et un stress mental, sont des
facteurs de mode de vie modifiables importants qui contribuent vraisemblablement au
développement ainsi qu’a 1’évolution défavorable de I’IC (96). Aussi, la prise en charge de I’'IC
débute d’abord par un traitement non pharmacologique, visant ’amélioration de I’alimentation
(dicte a base de plante, antioxydants, repas moins copieux et moins salés, moins de viandes
rouges) (97-99), des habitudes de vie (e.g. perte de poids, exercice physique) (100-103) et de la
gestion du stress (activités sociales, spirituelle, yoga) (104). Une amélioration du mode de vie a
démontré une amélioration des facteurs de risques associés a I’IC tels que I’'HTA, le T2DM, la
dyslipidémie et la dyspnée réduisant le remodelage cardiaque et le risque d’athérosclérose, ce

qui retarde la progression de I’IC (105).
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Le traitement pharmacologique de I’IC a pour objectif d’éliminer les cedémes, diminuer
le travail du cceur, réduire le remodelage néfaste et/ou controler la cause ou les comorbidités
associées a I’IC avec des antidiabétiques ou des antihypertenseurs. Les classes de médicaments
permettant la prise en charge a long terme de la maladie et ’amélioration de la survie des patients
sont les suivants : les modulateurs du SRAA, les B-bloqueurs, les antagonistes du récepteur
minéralocorticoide, les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine (IECA), les
bloqueurs des récepteurs de I’angiotensine II ou les inhibiteurs du récepteur de 1’angiotensine et
de la néprilysine (106). Toutes ces classes de médicaments ont été étudiées dans I’IC avec FEVG
réduite et ont montré un effet bénéfique a long terme (107). Les inhibiteurs de 1'ECA, les
antagonistes des récepteurs de 'angiotensine II et les B-bloqueurs sont généralement utilisés
pour traiter I'lC avec FEVG préservée (12, 13). Cependant, ’utilisation de ces diverses classes
de médicaments n’a pas démontré d’effets bénéfiques significatifs sur les taux d’hospitalisation
et la survie des patients (12, 13). Les inhibiteurs du récepteur de l'angiotensine et de la
néprilysine ont fait I’objet d’études récentes et n’ont montré aucun effet bénéfique concluant
pour les patients HFpEF. En effet, des études ont montré que le sacubitril-valsatran, un
inhibiteur du récepteur de I'angiotensine et de la néprilysine n’a pas permis de réduire le taux
d’hospitalisation et de mortalit¢ chez les patients avec une IC avec FEVG p
réservée (12, 13). La prise en charge de I’IC avec FEVG préservée se concentre donc sur la
diminution des symptomes et de 1’effet des comorbidités sous-jacentes comme le T2DM,
I’HTA et la cardiopathie ischémique (108). Il est donc important d’étudier cette pathologie plus
en détails afin de trouver un traitement potentiel pour ces patients.

L’optimisation du contrdle de la glycémie chez les patients insuffisants cardiaques avec
présence de T2DM a montré une réduction des complications microvasculaires, mais pas
macrovasculaires (5). La metformine est couramment utilisée comme agent anti-
hyperglycémique et est la thérapie de premicre ligne chez les T2DM, employée en monothérapie
ou en combinaison avec d’autres agents antidiabétiques et/ou I’insuline. La metformine est
¢galement associée a un meilleur pronostic a court et a long terme que les autres traitements
antidiabétiques chez les patients atteints d’IC (109). Par ailleurs, de récentes €¢tudes ont montré
le role potentiel des inhibiteurs du cotransporteur sodium-glucose 2 (inhibitor of sodium—
glucose cotransporter 2 - ISGLT2) dans la prise en charge de I’IC. Récemment, I’empagliflozin

a été le premier iSGLT2 a permettre une réduction de la mortalité cardiovasculaire et une
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réduction de I’hospitalisation pour I’IC accompagnée de T2DM (110). Des études randomisées
ont également été effectuées récemment avec des patients HFrEF pour I’utilisation de
I’inhibiteur du SGLT2 afin de voir les effets sur la réduction de I’hospitalisation et de la
mortalité cardiovasculaire. L’étude EMPEROR-Reduced trial a démontré 1’effet bénéfique de
I’empagliflozin chez des patients HFrEF en observant une réduction significative de la mort
cardiovasculaire et d’hospitalisation pour I’IC dans ce groupe de patients comparé au groupe
placebo (111). Egalement, 1’étude DAPA-HF trial a montré une réduction de la mort
cardiovasculaire et de 1’aggravation de I’'IC chez les patients HFrEF qui prenait un autre
inhibiteur de SGLT?2, le dagaglifozin, comparé au groupe placebo (112). Dans les deux études,
le résultat bénéfique observé chez les patients insuffisants cardiaques était indépendant du

diabéte.

1.1.7 L’inflammation et I’IC

Chez les patients HFrEF et HFpEF, nous retrouvons une présence d’inflammation chronique
médiée par la surexpression de cytokines inflammatoires telles que le TNFa, I’IL-1, I’IL-6 ainsi
que la hsCRP (high sensitive C-reactive protein) qui sont des €léments clés dans la progression
de I’atteinte cardiaque (88-92). Cette inflammation est médiée entre autres par la présence de
neutrophiles au niveau de I’endothélium (113, 114), responsable de la dysfonction endothéliale
qui se caractérise par un déséquilibre dans la production des facteurs vasodilatateurs (NO, PGI2)
et vasoconstricteurs (ET-1, Ang-II et prostaglandines (PGH2)). Lorsque cet équilibre est
perturbé, il prédispose la vascularisation aux effets pro-thrombotiques et pro-athérogenes. Il en
résulte une vasoconstriction, une adhésion des leucocytes, une activation plaquettaire, une
mitogénese, une pro-oxydation, une coagulation altérée, une inflammation vasculaire, une

athérosclérose et une thrombose (115), tout cela menant a une IC.

1.2 Les neutrophiles

Les neutrophiles sont des granulocytes polymorphonucléaires (PMN) représentant la premicre
ligne de défense de I’organisme. Dans les années 1900, ces cellules ont été découvertes par Paul
Ehrlich, un scientifique allemand reconnu pour ses travaux en hématologie, immunologie et
pharmacologie, ce qui lui a valu le prix Nobel en 1908 (116). Les PMN ont un diametre de =10

um, représentent 70% des leucocytes (globules blancs) et entre 95 et 99% des granulocytes; les
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autres granulocytes étant les €osinophiles et les basophiles, représentant respectivement moins
de 5% et 1% (117-119). Comme nous pouvons observer a la Figure 5, les neutrophiles sont
formés dans la moelle osseuse durant I’hématopoie¢se a partir de cellules souches
hématopoiétiques (totipotente) qui se divisent en progéniteurs communs my¢loides
(pluripotente). En réponse au GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor),
ces progéniteurs se différencient en deuxiéme progéniteurs communs granulocytaires/
monocytaires. Puis, en réponse au GM-CSF et au G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor), ces seconds progéniteurs se différencient en cellules précurseurs immatures, soit en
my¢loblastes, promyélocytes, myélocytes et métamyélocytes. Puis finalement, ces derniéres se
différencient dans le sang en cellules matures, les neutrophiles (120). La production de
neutrophiles est initiée en réponse a diverses cytokines, principalement le G-CSF (121, 122),
qui est un facteur de croissance permettant non seulement la production et la maturation des
neutrophiles, mais qui joue un rdle important dans la relache des neutrophiles dans le sang
périphérique (121). Le G-CSF est induit par I’interleukine-23 (IL-23), qui a son tour induit I’IL-
17 produite par les lymphocytes T, les cellules NK (natural killer) et les cellules NKT (natural
killer T) qui finalement induit la production de G-CSF et GM-CSF par les cellules stromales

conduisant ainsi a la granulopoi¢se (la formation de granules) et I’inflammation (123).
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Figure 5. Formation des neutrophiles. Image tirée de la thése intitulée Etiopathologie

du TRALI (Transfusion-Related Acute Lung Injury): anticorps anti-HLA et NADPH
oxydase phagocytaire (120).
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Chez les individus en santé, le nombre de neutrophiles est relativement stable dans le
sang (3 a 5x10° cellules/mL) et cette concentration peut augmenter jusqu’a 10 fois lors d’une
infection bactérienne (124). Les neutrophiles ont une demi-vie relativement courte dans la
circulation sanguine (8-12h) et peuvent survivre 1 a 2 jours dans les tissus, avec un
renouvellement (furn-over) retardé ou accéléré durant I’inflammation (121, 125). Les
neutrophiles sont ¢liminés des tissus par apoptose et ensuite par phagocytose par les
macrophages, ce qui permet d’arréter la réponse inflammatoire (126, 127). Les neutrophiles ont
comme role principal d’étre recrutés aux sites d’infection, de reconnaitre les microbes et les
pathogenes et de les tuer en utilisant la phagocytose ainsi que des mécanismes cytotoxiques,
comme la production d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS - Reactive oxygen species), la
dégranulation, la relache de peptides antimicrobiens et I’expulsion de Neutrophil extracellular
traps (NETs) (125). Ces différentes activités leur procurent un réle important dans la réponse

immunitaire et I’inflammatoire.

1.2.1 La migration des neutrophiles

En conditions normales, les neutrophiles circulants sont quiescents. En réponse aux stimuli
inflammatoires, les neutrophiles sont recrutés aux sites d’infection via un processus appelé
diapédese, mécanisme par lequel les neutrophiles adherent aux cellules endothéliales (CE) et
migrent pour se rendre au tissu infecté, ou ils deviennent activés. La cascade de recrutement des
neutrophiles se fait en plusieurs étapes : leur capture et roulement sur 1’endothélium suivi par
leur adhésion ferme et finalement, leur transmigration dans les tissus (128).

La premiere étape (Figure 6) consiste en la capture et le roulement des neutrophiles sur
les CE a l’aide de récepteurs de surface, telles les sélectines (L-, P- et E-sélectine) et les 2-
intégrines. Parmi les sélectines, nous retrouvons la L-sélectine (LAM-1 ou CD62L), exprimée
de facon constitutive a la surface des leucocytes, qui intéragit avec les CE stimulées par divers
agonistes pro-inflammatoires tels que : le TNFo (7umor necrosis factor),I’1L-1 et ’endotoxine
lipopolysaccharide (LPS), une composante de la paroi des bactéries gram négative. La P-
sélectine (GMP-140 ou CD62P) (aussi exprimée sur les plaquettes) et la E-sélectine (ELAM-1
ou CD62E) sont exprimées de fagon transitoire a la surface des CE. Lors de I’inflammation, le
tissu endommagg et les cellules sanguines activées produisent des médiateurs inflammatoires

dont la thrombine, I’histamine et diverses cytokines inflammatoires (IL-1, TNFa), qui
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augmentent I’expression des E- et P-sélectines sur les CE (129, 130). Sur les neutrophiles, la P-
sélectine se lie a son ligand, le P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) et la E-sélectine se
lie sur la E-selectin ligand-1 (ESL-1) et les deux sélectines peuvent également se lier a des
glucides sialiques présents a la surface des leucocytes (Sialyl-Lewis®). Ces interactions de faible
affinit¢ ralentissent le mouvement des neutrophiles ce qui permet leur roulement sur
I’endothélium (125).

Les récepteurs f2-intégrines se retrouvent a la surface des neutrophiles et jouent un role
essentiel lors de la diapédese. Elles interagissent avec des molécules d’adhésion intracellulaires
et vasculaires appartenant a la superfamille des immunoglobulines : ICAM-1, ICAM-2, ICAM-
3 et VCAM-1, exprimées a la surface des CE (122). ICAM-1 est davantage exprimé lorsque les
CE sont stimulées par le LPS, le TNFa et/ou IL-1B (131). Cette interaction permet 1’adhésion
ferme des neutrophiles a I’endothélium vasculaire. Une fois adhérés, les neutrophiles rampent,
puis migrent a travers la barriere endothéliale a 1’aide de PECAM-1 (platelet endothelial-cell
adhesion molecules-1), exprimé a la fois sur les neutrophiles et les CE et qui permet aux
neutrophiles de traverser 1I’endothélium. La migration se fait de deux facons : soit intercellulaire
(entre les CE) (Figure 6a) ou transcellulaire (a travers les CE) (Figure 6b). La diapédése des
neutrophiles débute aux niveaux des jonctions tricellulaires des CE, aux endroits ou I’expression

d’ICAM-1 est plus élevée (132).
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Figure 6. Etape de migration du neutrophile au site inflammatoire. Deux méthodes

de transmigration sont possibles : a) intercellulaire (entre les CE); et b) transcellulaire (a
travers les CE). L’étape de roulement dépend principalement des sélectines tandis que
I’adhésion, le rampage et la transmigration dépendent des interactions des intégrines. Les
chimiokines qui tapissent la partie luminale de 1’endothélium activent les neutrophiles
roulants, induisant ainsi des changements conformationnels des intégrines de surfaces des
neutrophiles et permettant les événements subséquents. Les neutrophiles rampants suivent le
gradient de chimiokines le long de I’endothélium qui les guide vers les sites préférentiels de
transmigration. Traduit de (128).

1.2.2 Role physiologique des neutrophiles dans la réponse immunitaire et I’inflammation

1.2.2.1 La phagocytose

L’inflammation est vitale pour la défense contre les pathogenes. En réponse a une infection, une
cascade de signaux mene au recrutement de cellules inflammatoires, particulierement les
cellules du systéme immunitaire, soit les neutrophiles et les monocytes (qui se différencient en
macrophage en condition extravasculaire) (133). Les neutrophiles sont attirés au site
inflammatoire par des chimiokines (ex : IL-8) (134), et éliminent par un processus appelé

phagocytose les pathogenes et les particules étrangeres afin de limiter 1’invasion du tissu sain.
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Les neutrophiles reconnaissent d’abord des opsonines ou peptides microbiens a la surface des
microorganismes qui favorisent leur phagocytose (opsonisation) en se basant sur le processus
de chimiotaxie. Les ¢léments reconnus (antigéne, bactérie, particules insolubles, débris
cellulaires, cellules hotes 1ésées ou mortes) adhérent aux récepteurs spécifiques a ces éléments
situés a la membrane du neutrophile (135). La formation de pseudopodes créera des phagosomes
qui vont fusionner au lysosome (phagolysosome). Les éléments sont alors enrobés, emprisonnés
et digérés par les enzymes lysosomaux, puis les éléments digérés sont relachés par la cellule
(136). Ces ¢léments digérés (antigénes peptidiques) peuvent également étre transportés du coté
extérieur de la membrane des neutrophiles et étre présentés aux cellules lymphocytaires (cellules
T et B) a travers le complexe majeur d’histocompatibilité¢ (CMH) de classe II (137). Lorsque le
neutrophile est au repos (non activé), celui-ci exprime seulement le CMH de classe I, alors que
s’il est activé par I’'ITFN-y, le GM-CSF, le TNF-o, et autres, le CMH de classe II est transloqué
et le neutrophile devient une "cellule présentatrice d’antigéne" capable d’activer les lymphocytes
T (138) et jouant un role dans I’immunité adaptative aussi. Les neutrophiles tuent les pathogénes
phagocytés en utilisant les mécanismes dépendants de la nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate oxydase (NADPH oxydase ou NOX) (production de ROS) ou en relachant des
granules contenant des protéines antimicrobiennes (cathepsines, défensines, lactoferrine et
lysozyme) dans le phagosome ou dans le milieu extracellulaire (122, 139). Les neutrophiles
hautement activés peuvent également éliminer les microorganismes extracellulaires par la

relache de NETs (Section 1.3 Les Neutrophil extracellular traps) (128).

1.2.2.2 La production de ROS

L’oxygene est d’une part un €lément essentiel pour la vie et d’autre part peut avoir des effets
deléteres. En effet, cette molécule peut générer des especes réactives de 1’oxygene (ROS) qui
participent a des réactions d’oxydation physiologiquement indispensables mais qui, dans
certaines conditions, peuvent étre néfastes pour les tissus. Ils contribuent entre autres a leur
sénescence et au développement de maladies telles que certains cancers, les rhumatismes et les
maladies cardiovasculaires incluant le diabéte et I’athérosclérose (140).

Les ROS (peroxydes, radicaux libres et ions oxygénés) sont des molécules
chimiquement oxygénées. Les ROS peuvent étre d’origine exogeéne ou endogene et produits

par des rayonnements ionisants ou par le métabolisme cellulaire (141). En période de stress, leur
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concentration peut augmenter significativement et endommager les structures cellulaires, un
mécanisme appelé le stress oxydant (ou stress oxydatif).

Une enzyme clé dans la formation de ROS est la NADPH oxydase ou NOX, constituée
de six sous-unités séparées et éparpillées dans le cytosol et a la membrane en condition
physiologique, lorsque la cellule est quiescente, afin de prévenir la production de ROS et
conséquemment les dommages cellulaires (142, 143). Ainsi, suite a [’activation des
neutrophiles, les sous-unités sont assemblées pour former un complexe multiprotéique afin
d’étre activées, permettant de catalyser la réduction de 1’O2 pour former des anions superoxydes
(O2°-) et générer des agents oxydants dont le peroxyde d’hydrogene (H203), le radical hydroxyle
(OH) et I’acide hypochloreux (HCIO") a partir d’enzymes telles que la superoxyde dismutase
(SOD) et de la my¢loperoxidase (MPO) (144). Les ROS produits sont ensuite largués dans
I’espace extracellulaire ou dans les phagosomes contenant les bactéries ou autres particules

phagocytés permettant de tuer et dégrader les micro-organismes (145).

1.2.2.3 La dégranulation

Les granules cytoplasmiques jouent un role physiologique central dans les neutrophiles. La
formation des granules (granulopoiése) est initiée durant la différentiation des cellules
my¢loides. Toutes les granules ont en commun une bicouche membranaire de phospholipides et
une matrice intragranulaire contenant des protéines destinées a 1’exocytose ou a étre envoyeées
dans le phagosome (146). Les neutrophiles possédent trois types de granules : les granules
azurophiles (ou primaires), les granules spécifiques (ou secondaires) et les granules gélatinases
(ou tertiaires) (147). Cependant, elles différent dans leur contenu et leur mobilisation suite a
l'activation des neutrophiles (148).

Les granules azurophiles (granules primaires) sont exocytés en réponse a une
stimulation (149-151) et contribuent a tuer et dégrader les microorganismes engloutis dans le
phagolysosome (151). Elles sont impliquées dans la phagocytose et contiennent principalement
des enzymes lytiques, dont la MPO, une enzyme antibactérienne et microbicide. Suite a
I’activation des neutrophiles, la MPO relachée dans le phagosome ou dans 1’espace
extracellulaire réagit avec H>O», formé par la NADPH oxydase et augmente le potentiel toxique
de cet oxydant. De plus, la forme induite (iNOS) est présente dans ce type de granules. A travers

I’oxydation de chlorure, tyrosine et nitrite, le systétme H20>-MPO induit la formation de 1’acide
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hypochlorure (HOCI). Cette production de ROS permet de détruire la membrane des
microorganismes et ainsi de les tuer. (146, 152, 153). Dans les granules primaires, nous
retrouvons aussi des peptides antimicrobiens, comme les défensines, de petits (~3.5 kDa)
peptides cytotoxiques et antimicrobiens (154) qui agissent contre les bactéries, les champignons,
les virus et les protozoaires (146, 155, 156). Nous retrouvons également la protéine BPI (~50
kDa) (bactericidal/permeability-increasing protein), qui est bactériostatique et bactéricide
(157). De plus, nous retrouvons les protéases sérines telles que 1’¢lastase (neutrophil elastase -
NE), la cathepsine G et la protéinase 3 (PR3), qui ont une activité microbicide et qui posseédent
des propriétés antimicrobiennes (146). Ces polypeptides cationiques de 25-29 kDa possédent
des activités protéolytiques contre les composantes de la matrice extracellulaire, telles que
I’¢lastine, la fibronectine, la laminine, le collagéne de type IV et la vitronectine (158-160).

Les granules spécifiques (secondaires) et gélatinases (tertiaires) contiennent
plusieurs protéines impliquées dans I’adhésion et I’extravasation des neutrophiles et sont
enclines a fusionner avec la membrane plasmique. Cependant, la concentration de certaines
protéines et leur mode de sécrétion differe. Les granules spécifiques contiennent le lysozyme,
la collagénase et/ou la MMP (e.g. MMP-8), la lactoferrine et la gélatinase (161-163). Les
granules gélatinases ressemblent aux granules spécifiques mais présentent une plus faible
quantité de lactoferrine et une concentration plus élevée de gélatinase (146) et certaines
collagénases (MMP-9 (164)). Pour ce qui est de la leukolysin (MT6-MMP/MMP-25), celle-ci
est distribuée dans les granules spécifiques (10%), les granules gélatinases (40%), les vésicules
sécrétoires (30%) et la membrane plasmique (20%) (165, 166). Les granules de gélatinase sont
plus facilement exocytés que les granules spécifiques (167) et jouent le role de réservoir
d’enzymes dégradant la matrice (ex, les MMPs) et de récepteurs nécessaires a 1’extravasation et
la diapédese des neutrophiles, tandis que les granules spécifiques participent principalement aux
activités antimicrobiennes du neutrophile en mobilisant leur arsenal de substances
antimicrobiennes vers le phagosome ou bien vers I’extérieur de la cellule (168).

Les vésicules sécrétoires ou endocytaires constituent un réservoir de récepteurs associés
a la membrane nécessaires aux premicres phases de la réponse inflammatoires médiée par les
neutrophiles. Divers stimuli inflammatoires tels le phorbol myristate acetate PMA,
I’ionomycine et le N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine fMLP, peuvent mobiliser les

vésicules sécrétoires (149, 169). A la surface de ces vésicules, nous retrouvons la f2-intégrine
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CD11b/CD18 (Mac-1, CR3) (169), le complément récepteur 1 (CR1) (170), les récepteurs de
fMLP (171), le récepteur du LPS, TLR-4 (172), le récepteur du Fcylll, CD16 (172) et une
métalloprotéase (la leukolysin) (166). Toutes ces protéines sont incorporées dans la membrane
plasmique suite a 1’exocytose, facilitant le contact ferme du neutrophile avec 1I’endothélium
vasculaire activé (grace a la f2-intégrine comme décrit précédemment), jouant ainsi un réle
déterminant dans la réponse inflammatoire en infiltrant les tissus inflammés.

Les vésicules sécrétoires sont les plus propices a étre libérées en premier lieu, suivies
par les granules gélatinases, les granules spécifiques puis les granules azurophiles (167, 169).
Différents stimuli induisent I’exocytose de différents granules. En effet, une stimulation in vitro
avec le fMLP par exemple induit une décharge rapide et presque compléte des vésicules
sécrétoires sans relache significative de granules (169) tandis qu’une stimulation avec des
agonistes plus puissants tels que le PMA, induit la relache exhaustive des granules gélatinases
(81%), une relache modérée des granules spécifiques (68%) et une trés faible exocytose des
granules azurophiles (moins de 5%) (150, 164, 173). La protéine rab27, exprimée dans le
neutrophile humain, est une petite GTPase qui joue un rdle central dans les processus de
sécrétion dans différents types de cellules (174, 175) et est impliquée dans 1’exocytose des
granules secondaires (spécifiques) et tertiaires (gélatinases) (148).

I1'y a une hiérarchie bien spécifique dans la libération ou I’exocytose des granules. Ainsi,
I’appel des neutrophiles est régulé afin d’éviter les dommages aux tissus avoisinants s’ils sont
mobilisés de fagon incontrdlée et afin de maintenir la fonction cellulaire dans la surveillance de
I’hote (148). Cette mobilisation est influencée par la concentration intracellulaire de calcium
(Ca®") (149). Lorsque les neutrophiles sont en contact avec une bactérie, ils activent leurs
systemes antimicrobiens en reldchant les granules azurophiles et spécifiques au phagosome ou
a Pextérieur de la cellule. Lors de la dégranulation, les constituants de ces granules vont
permettre d’attaquer les bactéries en détruisant la membrane bactérienne (ex, défensines (176),
BPI (177), lactoferrine (178), lysozyme (179)), en inhibant les voies métaboliques bactériennes
(ex, lactoferrine (180)) ou en participant a la production de ROS (146). La Figure 7 résume les

principales composantes des différents types de granules des neutrophiles.
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Azurophil granules
Myeloperoxidase (MPO)
Neutral serine proteases
cathepsin G
elastase (NE)
proteinase 3 (PR3)
Bactericial/permeability-
increasing protein
Defensins
Lysozyme

Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

Gelatinase granules
CD11b/CD18
Cytochrome b558
Gelatinase
Lysozyme
Acetyltransferase
MMP-9 and IL-6

Bl araiias Secretory vesicles

Lactoferrin CD11b/CD18
Cytochrome b558
Lysozyme CR1
Cytochrome b558 Cytosolic proteins  Alkaline phosphatase
Collagenase IL-1p fMLP-R
Gelatinase IL-1RA IL-6
CD11b/CD18 IL-8 cD14
o MIP-1p CcD16
VEGF TNF-a
"_-10 Ang']
CD66b S100A8/A9
MMP-8
Figure 7. Les granules cytoplasmiques des neutrophiles. Les principales protéines

contenues les différents types de granules, soit les granules azurophiles (ou primaires), les
granules spécifiques (ou secondaires) et les granules gélatinases (ou tertiaires), dans les
vésicules sécrétoires et dans le cytoplasme des neutrophiles. Adaptée a partir de (181).

1.2.2.4 La production de NET's

Un autre mécanisme utilisé par les neutrophiles pour contrer les pathogenes est la relache de
NETs. Ceux-ci sont composés d’éléments provenant de ’ADN et sur lesquels s’attachent des
protéines et enzymes provenant des granules et du cytoplasme du neutrophile (182). Les NETs
immobilisent les pathogénes, limitant ainsi leur propagation et facilitant leur phagocytose. Ils
peuvent €galement directement tuer les pathogénes a 1’aide de protéines antimicrobiennes et de

protéases (183, 184). Les NETSs seront décrits plus en détail dans la section 1.3.

1.2.2.5 Autres mécanismes

Outre les mécanismes présentés précédemment, les neutrophiles ont également la capacité de
relacher des microvésicules, soit des vésicules extracellulaires de 100-1000 nm de diamétre. Ces
vésicules jouent un role important dans la communication intercellulaire en effectuant des
interactions cellule-cellule et en transférant leur contenu trans-membranaire ou intracellulaire.

Elles sont impliquées dans 1’homéostasie, la réponse immunitaire, I’inflammation et
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I’angiogenese entre autres. Elles jouent €également un role dans certaines pathologies telles que
I’athérosclérose, la thrombose et le cancer (185-187).

Les neutrophiles jouent un role dans la régulation d’autres cellules immunitaires telles
que les cellules dendritiques, les cellules T et B, les cellules tueuses naturelles (Natural killer
(NK) cells), les monocytes et macrophages ainsi que les CE et épithéliales, via la production de
cytokines ou leur interaction directe (125). Les neutrophiles activés sont en mesure de produire
et relacher une panoplie de cytokines ou protéines inflammatoires (188) et selon le type de
stimulation, leur production de cytokines peut varier afin d’agir sur différents types cellulaires.
A titre d’exemple, les principales cytokines produites par les neutrophiles sont la famille d’IL-
1, de macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1), le TNF-a, I’'IL-8 et I’[L-6. La famille de
I’IL-1 comprend 11 membres, mais ceux importants dans les neutrophiles sont I’IL-1a, IL-1p et
IL-1RA (IL-1 receptor antagonist) (189, 190). L’IL-1a et IL-1p sont des cytokines pro-
inflammatoires tandis que I’IL-1RA, comme son nom I’indique, est leur antagoniste naturel et
se lie au méme récepteur agissant ainsi comme un antagoniste compétitif (191). Les IL-1
relachées par les neutrophiles jouent entre autres un role dans 1’expression des molécules
d’adhésion des CEs afin de favoriser la diapédese des neutrophiles et d’autres types cellulaires
(192). Pour ce qui est de la famille des MIP-1, incluant MIP-1a et MIP-18, ces cytokines sont
de trés puissantes chimiokines et jouent principalement un role dans la migration de leucocytes,
mais peuvent aussi induire la production d’autres cytokines (193, 194).

Bien que relaché par d’autres types cellulaires, le TNF-a est également relaché par les
neutrophiles et, en se liant a leurs récepteurs, les tumor necrosing factor receptor-1 et -2
(TNFR1 et TNFR2) retrouvés sur la plupart des types cellulaires, joue un rdle dans la
différenciation, la prolifération et la mort cellulaire, via la signalisation des MAPK. D’un autre
coté, le TNF-a peut également activer le nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells (NF-kB) et induire la transcription de genes impliqués dans la survie cellulaire,
I’inflammation et la production de facteurs anti-apoptotiques (195, 196). Une autre molécule
chimiotactique est I’'IL-8 et celle-ci favorise la chimiotaxie des leucocytes, I’influx de calcium,
la prolifération et la migration cellulaire, la phagocytose et régule I’angiogenese via les
récepteurs CXCRI1 et CXCR2 (197) retrouvés particulierement sur les neutrophiles. De plus,
elle engendre la dégranulation, la production de ROS, I’expression d’intégrines et la production

et la relache d’autres cytokines (198). L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire relachée en
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phase aigiie de I’inflammation et joue un réle dans I’hématopoiese et les réactions immunitaires,
suite a une infection ou dommage aux tissus. De plus, I’IL-1, le TNF-a et I’'IL-6 jouent un role
majeur dans I’induction de I’expression de diverses protéines inflammatoires dont la CRP par
les cellules du foie (199) et la concentration de toutes ces cytokines dans le sang est associée a
plusieurs pathologies dont I’IC et le T2DM (88).

Les neutrophiles relachent également d’autres protéines jouant un role dans
I’inflammation telles que la calprotectine et les angiopoiétines. La calprotectine est une protéine
pro-inflammatoire et antimicrobienne tandis que les angiopoiétines sont des facteurs de
croissance jouant un role dans I’angiogencse. Ces deux types de protéines sont impliquées
indépendamment dans I’IC et le T2DM. Ces protéines seront discutées plus en détail dans des

sections ultérieures de cet ouvrage.

1.2.3 Pathologies significatives associées aux neutrophiles

Malgré son role protecteur face a diverses infections microbiennes, les neutrophiles peuvent
contribuer a diverses pathologies. Les désordres associés aux neutrophiles sont nombreux et
peuvent étre responsable de I’inflammation aigue et chronique.

D’abord, les désordres peuvent étre associés au nombre de neutrophiles présents dans le
sang. La neutropénie est caractérisée par une baisse anormale du nombre de neutrophiles
(inférieur a 500 cellules/uL de sang ou 1.5 x 10°/L) pour au moins trois mois (200). La
neutropénie congénitale sévere peut étre causée par des mutations dominantes de la neutrophile
¢lastase (NE; 60% des cas), une protéine microbicide, ou par des mutations récessives dans la
HAX-1 (hematopoietic cell specific Lyn substrate 1 (HCLS1) -associated protein X-1) (201) ou
la G6PC3 (glucose 6-phosphatase 3) (30% des cas) (202, 203). D’autres causes peuvent induire
la neutropénie telles la leucémie (204) ou certains médicaments (ex : agents anti-cancéreux).
Les personnes avec une neutropénie sont bien évidemment plus susceptibles aux infections
récurrentes (bactériennes ou fongiques) et le traitement de la neutropénie dépend de la cause et
de la sévérité du désordre (202). Dans certains cas, des médicaments pour induire la production
de neutrophiles par I’organisme peuvent €tre administrés, soit des facteurs stimulants de
colonies de granulocytes humains (G-CSF; ex : neupogen (filgrastim)) (205, 206). La
neutrophilie, quant a elle, est une augmentation du nombre de neutrophiles dans le sang. Une

hausse des neutrophiles est normale lors d’une infection bactérienne (207), cependant une
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hausse chronique des neutrophiles peut étre associée a des conditions inflammatoires chroniques
ou aigues telles que la polyarthrite rhumatoide, la vascularite, un IM, et autres, ou bien des
maladies myéloprolifératives telles que la leucémie myéloide chronique (208).

Un désordre peut étre observé au niveau de la régulation du contenu des granules. Par
exemple, une activité non controlée de I’¢élastase (NE) menant a son augmentation pourrait jouer
un role important dans I’emphyséme pulmonaire, spécialement chez les patients ayant un déficit
en al-antitrypsine, un inhibiteur des protéases sérines (209).

Différentes infections peuvent survenir suite a un défaut du recrutement des neutrophiles
(défaut au niveau des B2-intégrines, des sélectines) (210) ou de leur activation (défaut au niveau
des récepteurs de reconnaissance de pathogénes (TLR — Toll like receptor)) (211). A titre
d’exemple, une mutation des TLR3, principaux récepteurs de virus, augmente la susceptibilité
a une encéphalite causée par le virus Herpés simplex (211).

La NADPH oxydase est cruciale dans la défense contre les pathogeénes. Une déficience
au niveau des sous-unités de cette enzyme est associée a la maladie granulomateuse sceptique
chronique (CGD - chronic granulomatous disease). En fait, c’est en 1978 que 1’équipe de Segal
a montré qu’un défaut de la production de ROS par la NADPH oxydase était a 1’origine de cette
maladie (212). Les patients avec une CGD développe une inflammation intestinale chronique
causée par une augmentation de la croissance bactérienne et une incapacité de maintenir la
fonction de la barriere intestinale (213). Une production excessive de ROS peut causer un stress
oxydatif et endommager I’endothélium (214). Ce stress oxydatif peut conduire a la mort des
cellules par apoptose (stress modéré) ou par nécrose (stress intense) (215). Par exemple, un
exces de ONOO- est détecté dans les organes durant un choc septique (216-218), dans I’infarctus

du myocarde (216) et dans I’IC chronique (219).

1.2.3.1 Les neutrophiles dans I’'IC et le T2DM

Les neutrophiles jouent aussi un rdole dans les pathologies inflammatoires chroniques telles les
maladies auto-immunes (le lupus érythémateux disséminé (LED) ou lupus érythémateux
systémique) (220, 221), les cancers (222, 223) mais aussi I’athérosclérose (224), le T2DM et
I’IC (88). Des techniques d’immunohistochimie sensibles permettent d’observer les
neutrophiles dans les 1ésions athérosclérotiques chez I’humain (224) et dans des modeles de

souris (225-227). Les ROS générées par la MPO des neutrophiles favorisent I’apoptose des CE,
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I’expression des facteurs tissulaires, la nitration des lipoprotéines de faible densité (LDL — Low-
density lipoprotein) et la peroxydation des lipides, qui tous ensemble, contribuent au
développement des 1ésions athérosclérotiques. Les protéines des granules, telles que la a-
défensine, I’azurocidine et LL-37 (cathelicidin), sont également retrouvées au niveau des Iésions
ce qui suggere que les neutrophiles activés contribuent au développement de 1’athérosclérose
(228, 229). D’autres protéines telles que la PR3 et les MMPs favorisent la dégradation de la
matrice qui ont pour conséquence d’affaiblir la coiffe fibreuse au niveau des Iésions
athérosclérotiques (230) et favorise ainsi la rupture de la plaque. Cette rupture peut entrainer la
formation de caillots (thrombus), qui bloquent la circulation et provoquent une ischémie. Cela
peut mener au développement de I’infarctus du myocarde, 1’accident vasculaire cérébral (AVC)
et 'IC. De plus, I’hyperglycémie associée au T2DM stimule la myélopoiese ce qui augmente
les niveaux circulants de monocytes et de neutrophiles et leur entrée dans la plaque
athérosclérotique (231, 232). Ceci indique donc que les neutrophiles sont impliqués dans la
progression de la plaque qui peut mener au développement de I’IC. De surplus, des évidences
ont montré des niveaux élevés de neutrophiles circulants associé a la sévérité de I’IC (233). Le
T2DM est également associé a une inflammation de bas grade vasculaire et a des effets toxiques
et néfastes sur I’endothélium di au stress oxydatif (production de ROS) et aux produits AGEs
(234). De plus, la production anormale de cytokines pro-inflammatoires dont IL-18, IL-6, TNF-
a et la CRP (88, 233), ainsi que 1’activation des voies de signalisation de I’inflammation (NF-
kB) sont associés au syndrome métabolique (définit comme tous les facteurs prédisposants aux
maladies cardiovasculaires (ex : HTA, dyslipidémie, hyperglycémie, résistance a 1’insuline)

(235)), au développement du T2DM et a I’'IC (88).

1.3 Les Neutrophil Extracellular Traps

Les Neutrophil extracellular traps (NETs) sont des filaments d’ADN (acide
désoxyribonucléique) décondensés et relachés par les neutrophiles par un processus appelé la
NETose. Ces filets d’ADN extracellulaire sont formés suite a divers stimuli inflammatoires et
transportent des composantes cytoplasmiques, granulaires et nucléaires des neutrophiles (236)
telles que : la calprotectine (SI00A8/A9), la NE, le MPO, la PR3 et les histones, qui contribuent
a la réponse immunitaire innée afin de combattre les pathogénes dont les bactéries (182) et les

champignons (237, 238). De plus, les NETs ont des propriétés pro-inflammatoires et

41



thrombogéniques au niveau de la microcirculation vasculaire (239). Pendant plusieurs
décennies, deux types de mort cellulaire étaient connus, I’apoptose et la nécrose. Les NETs ont
été étudiés pour la premicre fois en 1996 par Takei et al., lorsque ce groupe a découvert une
nouvelle forme de mort cellulaire par NETose (240). Lorsque ce groupe a stimulé les
neutrophiles avec du Phorbol myristate acetate - PMA, il a remarqué que les neutrophiles
meurent en décondensant leur chromatine, qui, suivant le bris de la membrane nucléaire et
cellulaire est relachée a I’extérieur de la cellule avec diverses protéines s’y attachant (NETs)
(240). Ces NETs picgent les bactéries, préviennent leur diffusion et, grace aux protéines
antimicrobiennes associées, les NETs peuvent tuer les pathogénes ou diminuer leur croissance
ou leur virulence (182, 237, 238, 241). Cependant, la formation de NETs dérégulée peut avoir
des conséquences nuisibles ayant une contribution dans plusieurs pathologies inflammatoires et

auto-immunes (242-244).

1.3.1 Structure et composantes des NETs

Dans le noyau des cellules eucaryotes (entre 1 et 10 um), I’ADN double brin est retrouvé sous
forme de nucléosomes, composés de 147 paires de nucléotides chargées négativement enroulés
1.7 fois autour d’un octamére d’histones composé d’une paire de chacune des quatre principales
histones du noyau H2A, H2B, H3 et H4 (245), chargées positivement par la présence d’acides
aminés arginine et lysine. Les nucléosomes sont liés par une cinquiéme histone (H1) (histone
de liaison) et forment des chromatosomes (246, 247). Chaque chromatosome de 160 paires de
bases est séparé par un linker DNA d’environ 45 paires de base. L’interaction des histones
contribue a la compaction des nucléosomes pour former une fibre de 30 nm et le compactage de
I’ADN avec les protéines forme la chromatine (248). La décondensation de la chromatine suite
a ’activation des neutrophiles méne la relache de celle-ci sous forme de NETs via un processus
appelé NETose. Ces filaments de NETs n’ont pas de membrane et sont extrémement fragiles

(182). La Figure 8 permet de visualiser la formation et les composantes des NETs.
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Figure 8. Formation et structure des NETs. Dans le neutrophile activé, la liaison entre

I’ADN et les histones dans le nucléosome est affaiblie. La membrane du noyau et des granules
est dissoute et les protéines se lient a la chromatine décondensée et est relachée sous forme de
NETs (249).

La charge é¢lectrostatique négative de I’ADN qui compose les NETs est propice a la
liaison de protéines le long des filaments de NETs (249). En 2009, 24 protéines incluant les
histones ont été identifiées sur les NETs en stimulant les neutrophiles avec du PMA (237). Les
histones (H2A, H2B, H3 et H4) sont les protéines les plus abondantes et représentent 70% des
protéines totales composant les NETs. La NE compte pour 5.24% et la catalase pour 0.02%,
cette dernieére représentant la protéine la moins abondante sur les NETs. Nous retrouvons
d’autres protéines pro-inflammatoires cytosoliques et granulaires telles que la SIO00AS, la
S100A9, la calprotectine (SI00A8/A9), la MPO, la lactotransférine, 1’azurocidine, le cathepson
G, la PR3, I’actine, et le lysozyme C (241, 250). Le tableau III résume les principales protéines
présentes sur les NETs et leur localisation dans le neutrophile. Les protéines sur les NETs
permettent essentiellement d’identifier les NETs et de les distinguer de I’ADN libre circulant.
Dépendamment du stimulus, la composition des protéines sur les NETs peut varier (251). Par
exemple, différentes souches de P. aeruginosa induisent la formation de NETs contenant 33
protéines communes et jusqu’a 50 protéines variables (252). La composition des NETs pourrait

avoir un impact, qui reste a déterminer, sur leurs fonctions.
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| S100A8 [ Histone H2A | NE
3100A0 Histone H2B Lactotransferrine
2100412 Histone 3 Azurocidine
S100A8/A0 Histone 4 Cathepszin G

Cytosquelette Actin f et'ouy Myeloid cell nuclear MPO
| Myosin 9 differentiation antigen | PR3
Alpha-actinin (1 et/'ou | (MNDA) Lyzozyme C
4 Defensine 1 and 3
Plastin-2 hCAP18
Cytheratin-10

Peroxisomes Catalaze

Enzymes Alpha-enclase

glycolytiques ETransketolase

Tableau I1I. Protéines sur les NETs. Liste des principales protéines co-localisées sur les NETs
selon leur localisation intracellulaire dans le neutrophile. NE; Neutrophil elastase, MPO;
My¢loperoxydase, PR3; Protéinase 3, hCAP18; human cationic antimicrobial protein (182,
237).

1.3.2 Mécanismes de formation des NET's

A ce jour, deux types de NETose (lytique et vitale) sont décrits. La NETose lytique ou suicidaire
est une mort cellulaire lente (heures) différente de I’apoptose et de la nécrose, tandis que la
NETose vitale est rapide (minutes). Dans les deux types de NETose, il peut y avoir deux

mécanismes possibles, soit la NETose NOX-dépendante ou NOX-indépendante.

1.3.2.1 NETose lytique

En 2004, les NETSs étaient considérés comme une structure extracellulaire antibactérienne et des
médiateurs inflammatoires tels que LPS et IL-8 pouvaient induire la relache de NETs (182). Les
¢tudes initiales de Brinkmann (182) ont démontré que les NETs étaient relachés apres quelques
minutes de stimulation sans la mort des neutrophiles. Cependant, en 2007, dans le méme
laboratoire, leurs études ont montré que seulement les neutrophiles morts relachaient des NETs
entre 3 et 4 heures apres stimulation (253). D’autres laboratoires ont également observé que la
majorité des neutrophiles meurent en relachant des NETs entre 2 et 4 heures post-stimulation

(254-257). Initialement, cette forme de formation de NETs appelée NETose ou formation de
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NETs lytique ou suicidaire observée par (253) était considérée comme étant dépendante de la
NADPH-oxydase (NOX). La plupart des travaux étudiant les mécanismes de ce type de
NETose ont été réalisées avec des neutrophiles isolés traités avec du PMA ou du LPS in vitro.
Cependant, des études ont montré des différences dans la formation de NETs NOX-dépendante
utilisant deux mécanismes différents (182, 258). Comme nous pouvons observer a la Figure 10,
lorsque les neutrophiles sont activés par le PMA, celui-ci active la libération rapide de Ca*" du
réticulum endoplasmique augmentant 1’activité de la PKC, qui par la suite phosphoryle NOX.
L’activation de NOX méne a la production de ROS, qui libére le contenu nucléaire et granulaire
relachant la NE et le MPO, des protéines qui dégradent les liaisons entre les histones, favorisant
ainsi la décondensation de la chromatine (259) puis sa relache par les pores formés par la
Gasdermin D (260). Cet ADN extracellulaire décoré de protéines nucléaires, cytosoliques et
granulaires, dont les histones, la calprotectine, la NE et la MPO, est relach¢ dans le milieu
extracellulaire et peut ainsi exercer ses fonctions antimicrobiennes.

Il n’y a pas de consensus sur le fait que I’augmentation de Ca** soit suffisante pour activer la
PAD4, permettant la citrullination des histones (261-263). Toutefois, d’autres stimuli tels que
des microbes, des facteurs inflammatoires (IL-8, IFN-y, TNF-a) et des stimuli endogénes
stériles (NO, MSU (monosodium urate crystals ou acide urique), plaquettes, complément)), en
se liant a des récepteurs de surface sur les neutrophiles, augmentent la relache du Ca**. Cette
derniére active la NOX et la production de ROS ce qui permet ensuite d’activer la PAD4
présente dans le cytosol. Celle-ci est transloquée dans le noyau du neutrophile ou elle catalyse
I’hypercitrullination des histones 3 et 4. La PAD4 convertit une H3-Arginine (H3-Arg") chargée
positivement en H3-citrulline (citrullinated histone 3 - CitH3) neutre (Figure 9). Sous cette
configuration, la CitH3 perd son affinité de liaison a ’ADN qui contribue a la décondensation

de la chromatine (264).
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Le LPS, un composant de la paroi des bactéries gram négatif, est un autre agoniste qui
induit la formation des NETs. Il est souvent utilis¢é comme mode¢le expérimental afin d’imiter
les conditions in vivo d’une infection par des bactéries gram négatif (265). La formation de
NETs induite par le LPS est également dépendante de NOX, mais utilise un mécanisme différent
de celui du PMA. Les premicres étapes avant I’activation de NOX sont différentes de celles du
PMA. En effet, le LPS active une voie de signalisation médié par les c-Jun N-terminal kinases
(JNK) et se lie au récepteur TLR4 sur la surface des neutrophiles, active la production de ROS
et NOX et conséquemment induit la formation de NETs de maniere dose dépendante et NOX
dépendante (265). L’utilisation d’inhibiteurs de la voie de signalisation de TLR4 (TAK242) ou
de Dlactivit¢ de JNK (c-Jun N-terminal kinases) (SP600125 et TCSINK60) supprime la
formation de NETs induit par LPS mais pas par le PMA (265).

Des ¢études récentes ont montré que dépendamment du stimulus, la production de NETs
ne requierent pas nécessairement I’implication de NOX. Au cours des derniéres années,
différents mécanismes ont été suggérés pour la formation de NETs (266). En effet, en 2012, les
travaux de Parker et al. ont mis en évidence la formation de NETs indépendante de NOX
(Figure 10) qui se fait principalement a travers l’influx de calcium et la production
mitochondriale de ROS (267). Leurs travaux ont suggéré que les agents ionophores de calcium,
qui facilitent I’influx de Ca** dans la cellule, tels que I’ionomycine et A23187, peuvent induire
la relache de NETs de maniére NOX indépendante (267). Dans ce mécanisme, le Ca*" se lie
directement a la PAD4 qui permet I’hypercitrullination de la H3 et la décondensation de la

chromatine, telle que décrite précédemment.
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1.3.2.2 NETose dépendante ou indépendante de PAD4

Bien que plusieurs études aient démontré le role de la PAD4 dans le processus de NETose (249,
268, 269), a ce jour, il n’y a pas de consensus sur le role de cette enzyme dans la NETose
dépendante de NOX (260). Le groupe de Ravidran a démontré que la PAD4, qui est requise
dans la NETose indépendante de NOX, ne joue pas de role dans la NETose dépendante de NOX.
En effet, par microscopie confocale, ce groupe a montré qu’il n’y a pas de déimination des
histones détectables lorsque la formation de NETs est induite par PMA (261, 266, 270).
Cependant, d’autres études ont montré que la formation de NETs médiée par LPS et PMA
pouvait en effet impliquer la PAD4 (262, 263). Ces études ont montré entre autres que les
neutrophiles de souris PAD4 knockout (PAD47") étaient incapables de produire des NETs en
réponse au LPS ou PMA (262, 263). Un autre groupe a montré que le champignon Candida
albicans (C. albicans) pouvait induire la synthese de NETs indépendamment de la PAD4 (271).
De plus, ce groupe a montré que méme si la PAD4 était impliquée dans la citrullination de H3,
elle ne contribuait pas a la relache de NETs par les neutrophiles stimulés par C. albicans, puisque
la déficience en PAD4 n’a pas affecté la relache de NETs des neutrophiles murins. Le méme
résultat était observé chez les neutrophiles humains traités avec 1’inhibiteur de I’activité de la

PADA4, la Cl-amidine et stimulés avec C. albicans et PMA (271).

1.3.2.3 NETose vitale

La NETose vitale, récemment découverte, est décrite comme un processus rapide (minutes) in
vivo chez I’humain et la souris. Lors de cette NETose, la cellule survit et ses fonctions sont
maintenues. Par le passé, il avait été démontré que des neutrophiles sans noyau (appelés
cytoplates) pouvaient garder leurs fonctions antimicrobiennes et chimiotactiques, indiquant que
I’ ADN n’était pas essentiel pour la survie et les fonctions des neutrophiles (272). Deux types de
NETose vitale ont été proposés impliquant soit I’ADN nucl€aire ou mitochondrial (273-275).
La NETose vitale impliquant ’ADN nucléaire a été proposée par Yipp et Kubes et
implique principalement les plaquettes (275). En fait, le LPS (gram négatif) se lie sur les
récepteurs TLR4 des plaquettes et ces dernieres activent les neutrophiles pour induire la
formation de NETs vitale indépendante de NOX (274, 275). Pour ce qui est des bactéries
gram positif, celles-ci activent les récepteurs TLR2 et le récepteur du complément 3. Afin de

démontrer que la formation de NETs est en effet vitale dans ce cas, Yipp et Kubes ont visualisé
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des neutrophiles de souris infectés par microscopie intravitale et ont observé que ces
neutrophiles étaient capables de se déplacer et de phagocyter les bactéries suite a la NETose
(274, 275). En 2009, le groupe de Yousefi et al. avait proposé la formation de NETs impliquant
I’ADN mitochondriale en réponse a I’activation des composantes du complément (protéines du
complément C5a) et autres agonistes tels que GM-CSF et LPS. Cette activation nécessitait la
production de ROS mitochondriale et é¢taient NOX-dépendante (273).

Différents stimuli peuvent induire la NETose vitale tels que les microorganismes LPS —
Staphylococcus aureus (276), Candida albicans (277) qui se lient aux récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs - pattern recognition receptors). Dans ce cas, la
relache du matériel nucléaire se fait par la formation de « bulles » et de vésicules et ne dépend
pas nécessairement de NOX. Les neutrophiles maintenant anucléés gardent 1’intégrité de leur
membre plasmique et gardent leurs granules (275-277). Comme nous pouvons le constater, le
LPS peut activer la formation de NETs lytique ou vitale dépendamment de la souche
bactérienne. Une méme bactérie peut donc déclencher des mécanismes différents de NETose.
En fait, des études ont montré que Staphylococcus aureus induit la formation de NETs de
maniére NOX-dépendante (254, 256, 266), tandis d’autres études ont montré que cette bactérie
induit la formation de NETs NOX-indépendante (276, 278).

L’apoptose et la formation de NETs ont des caractéristiques communes telles que la
production de ROS en réponse a différents stimuli, tandis que les différences entre ces deux
types de mécanismes restent encore a étre déterminées. L’amplitude ou la durée des ROS, ainsi
que la nature du stimulus pourrait étre des facteurs déterminants pour le sort des neutrophiles.
Comprendre les mécanismes faisant pencher la balance entre I’apoptose et la formation de NETs
permettrait de prédire les conséquences de I’inflammation et pourrait faire le fruit de projets

futurs (125).

48



NOX-dependent NETosis NOX-independent NETosis

(PMA/LPS/bacteria) (A23187/lonomycin)
- p 0 R4 . p =
- LPS
\ L - . [

e Kinases -

E d'-'— ----- ::H-"'d- ------ ‘-".. m'.' E

. 7 Akt v ERK1/2 % 3?2

D ¥ ¥ L] L]

z { ERKL & oas 3 OINK 53
v ERK2 sc S FAK2 & W
Mg oo Lo KK "

-
...............

Transcription Factors
Transcriptional Firing

Gasdermin D

~ Halps in pore fommation =

-

NET Farmation/Necroptosis/Pyroptosis/Autophagy

#37) | Neutrophil ®MPO © NE » CitH3 ‘lff.".aeruqmosu —Q@NETS

Figure 10.  Mécanismes impliqués dans la formation des NETs. Différents agonistes
induisent soit la formation de NETs NOX-dépendant (agonistes : PMA, LPS, et autres) ou
NOX-indépendant (agonistes : A23187, ionomycin, et autres). Ces agonistes induisent
différentes formes de ROS (ROS-NOX et ROS mitochondriales). Les ROS activent différentes
kinases spécifiques a la formation de NETs NOX-dépendant ou NOX-indépendant. Ces kinases
activent ensuite des facteurs de transcription. Ce processus permet la décondensation de la
chromatine, facilité par la citrullination des histones H3 (CitH3) et médiée par la PAD4 dans la
formation de NETs indépendante de NOX. Il n’y a cependant pas de consensus sur le role de la
PAD4 dans la NETose dépendante de NOX. Les enzymes telles que la NE et la MPO entrent
dans le noyau et se lient a la chromatine. Finalement, dans certaines formes de NETose, le
noyau se désintégre et les NETs sont relachés, tandis que dans d’autres formes de NETose, la
protéine gasdermin-D aide a former des pores pour permettre la relache de NETs. Traduit et
adapté de (260).
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1.3.3 Elimination des NETs

L’¢limination des NETs est dépendante de la désoxyribonucléase I (DNase 1) et des
macrophages (279). Chez ’humain, la DNase I, qui est principalement produite par le pancréas
et les reins, hydrolyse I’ADN double brin dans des conditions physiologiques. La DNase I a été
montré comme étant vitale pour la clairance des NETs et une carence en cette enzyme a été liée
au développement du lupus érythémateux disséminé (LED) (280). Plusieurs études ont montré
que cette enzyme peut dégrader les NETs et que certaines souches bactériennes utilisent leur
DNase pour échapper aux NETs (281-284). L’¢étude de Farrera et Fadeel a montré que la
concentration sanguine physiologique de DNase I de 20 ng/mL n’était pas suffisante pour
dégrader efficacement et complétement les NETs, alors que les NETs ¢étaient dégradés de
maniére efficace lors de I’utilisation d’une concentration supraphysiologique de DNAse I (279).

Durant I’inflammation, les macrophages sont recrutés peu de temps apres le recrutement
initial des neutrophiles pour aider a éliminer les pathogenes et les débris cellulaires. Il a
¢galement été démontré par Farrera et Fadeel que les macrophages phagocytent les NETs de
fagon efficace par un processus d’endocytose menant a leur dégradation dans le lysosome (279).

Ces deux mécanismes se complémentent afin d’¢éliminer les NETs. En effet, étant donné
que les NETs sont physiquement plus larges que les macrophages, la DNAse I dégraderait dans
un premier temps les NETs en plus petits fragments facilitant et accélérant ainsi leur
phagocytose par les macrophages (279). Une formation excessive de NETs ou une dysfonction
de la clairance des NETs peut avoir des conséquences néfastes et peut mener a des pathologies
telles que le sepsis, le LED (281), la granulomatose avec polyangéite (GPA) (anciennement
appelé maladie de Wegener), la fibrose kystique (250, 255) et des pathologies cardiovasculaires
(250, 285).

1.3.4 Extracellular traps non neutrophiliques

Par définition, les NETs peuvent seulement étre formés a partir des neutrophiles. Toutefois,
d’autres types cellulaires peuvent aussi induire la synthese et la relache d’Extracellular Traps
(ETs), sous un processus appelé dans ce cas ETose, incluant les éosinophiles (286), les
basophiles, les mastocytes (287) et les monocytes/macrophages (288). Pour générer la NETose
classique par les neutrophiles stimulés par le PMA, les éléments suivants sont requis : un

métabolisme respiratoire, la NE et le la MPO provenant des granules — qui peuvent seulement
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provenir des neutrophiles. Toutefois, les €osinophiles ont la capacité de générer des espéces
réactives oxydatives, tout comme les neutrophiles, et ainsi, ils relachent des EETs de fagon
NOX-dépendante associés avec la production de ROS (289, 290). Les basophiles ont également
la capacit¢ de produire des ETs, nommés les basophil extracellular traps (BETs), pouvant
¢liminer des bactéries, par un mécanisme similaire a celui de la NETose vitale mitochondriale.
Les BETs sont cependant relachés par un mécanisme NOX-indépendant (contrairement a la
NETose vital mitochondriale dépendante de NOX) (273, 286, 291). De leur c6té, les mastocytes
relachent des MCETs (mast cell extracellular traps) in vitro par un mécanisme NOX-
dépendante associé a la production de ROS et résultant en la mort de ces cellules lorsque
stimulés par Streptococcus pyogenes ou le PMA (182, 287, 292, 293). Les monocytes et
macrophages relachent également des ETs ayant une morphologie similaire a celle des NETs et
sont associés avec le MPO, la lactoferrine, les histones citrullinées et 1’¢lastase. Leur synthése
et relache dépendent de la production de ROS, mais pas de I’activité du MPO, contrairement

aux neutrophiles (294).

1.3.5 Pathologies associées aux NETs

Les NETs ont été longtemps considérés comme simplement impliqués dans des pathologies
infectieuses (surtout de type bactérienne) et pour leur role protecteur face a de nombreux
pathogeénes. Cependant, le role des NETs n’est pas seulement limité a des activités
antimicrobiennes puisqu’ils sont également reconnus pour leurs effets déléteres dans I’induction
et la progression de diverses conditions pathologiques en exergant des effets pro-inflammatoires
(295), pro-thrombotiques (296) et induisant une dysfonction endothéliale (297). En effet, de
nombreuses maladies auto-immunes caractérisées par de I’inflammation stérile sont médiées par
les NETs, incluant le LED, le psoriasis, la vascularite des petits vaisseaux, 1’arthrite rhumatoide
et la goutte (236, 242, 296, 298). Les NETs jouent également un role dans plusieurs maladies
métaboliques et néoplasiques (cancers) (236). La formation excessive de NETs est également

liée a différentes pathologies infectieuses telles que la fibrose kystique (250, 299).

1.3.5.1 NETs dans I’IC et le T2DM

Outre leur implication dans des pathologies immunes nommeées précédemment, de fagon

intéressante, les NETs ont aussi acquis un role important dans la pathophysiologie de
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nombreuses maladies cardiovasculaires telles que la thrombose, 1’athérosclérose, 1I’IC et le
T2DM (233, 250).

En effet, la dysfonction endothéliale accompagnée de NETose peut favoriser les
dommages vasculaires (239), alors que la contribution des NETs dans la formation de thrombose
est bien établie (296, 300). En effet, les NETs peuvent capturer les plaquettes et les activer afin
de déclencher la voie de coagulation intrinseéque, principalement a I’aide de I’ADN double brin
(301). Les NETs activent les plaquettes par leur liaison aux CEs a travers le facteur von
Willebrand (vWF) et la P-sélectine, fournissant ainsi un échafaudage pour la liaison des
plaquettes, des neutrophiles et des érythrocytes. De plus, les NETs peuvent induire la liaison
des plaquettes aux CEs et leur agrégation ce qui mene a la déposition de fibrine, la formation de
thrombose (296, 300) et de Iésions vasculaires (302).

Comme expliqué a la section 1.2.3.1, les neutrophiles et les NETs sont d’importants
protagonistes a la progression de la plaque, s’infiltrant dans la plaque athérosclérotique a la suite
de stimuli tels que I’hyperglycémie associ¢e au T2DM (303). En effet, des NETs ont été détectés
dans des lésions athérosclérotiques chez la souris et ’humain (304, 305). De plus, il a été
démontré que le cholestérol cristallisé déclenche la formation de NETs. Ces derniers stimulent
les macrophages qui relachent des cytokines activant les cellules T helper 17, amplifiant ainsi
le recrutement de cellules immunitaires dans la plaque d’athérome (304).

Dans I’IC, nous avons récemment démontré que les neutrophiles et les NETs jouent un
role important (233). Impliqués dans le développement de I’IC, les niveaux de NETs circulants
sont fortement prédictifs d’événements cardiaques d’origine athérosclérotique chez une
population de patients avec maladies coronariennes suspectées (305). En période post-infarctus
myocardique, les NETs jouent probablement un réle dans le remodelage ventriculaire, mais les
meécanismes sont inconnus et mériteraient davantage de recherche (306). Dans la progression de
I’IC, quoique le role de NETs vienne de commencer a étre étudié (233), une augmentation du
nombre de neutrophiles est associée a la progression de la maladie. Chez les patients insuffisants
cardiaques inclus dans 1’étude SOLVD (Studies Of Left Ventricular Dysfunction), des niveaux
plus élevés de neutrophiles circulants ont été trouvés chez les patients décédés en comparaison
aux patients toujours vivants aux termes de 1’étude (307). Des études récentes ont aussi montré
une corrélation positive entre les niveaux de neutrophiles circulants, la sévérité de I'IC et les

niveaux de CRP (308). De plus, nous avons démontré récemment que la CRP induit la NETose
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chez les patients insuffisants cardiaques avec ou sans diabéte par 1’entremise de la relache d’IL-
6 (233). Ceci dit, le réle des NETs dans le développement de I’IC est non-négligeable, mais
davantage de travaux sont nécessaires pour mieux comprendre leur role dans la progression de
la maladie.

L’hyperglycémie est également un facteur pouvant influencer la formation de NET par
les neutrophiles (309), d’ou I’importance d’étudier les NETs dans le diabéte. En effet, plusieurs
¢tudes ont montré des taux sanguins ¢levés de NETs chez les patients diabétiques de type 2
(310-312). De plus, chez les patients T2DM, des complications graves telles que les ulcéres du
pied et la rétinopathie diabétique peuvent survenir et des études ont démontré que la PAD4 et la
citrullination des histones étaient élevées dans les plaies de ces patients (310, 313). Des études
ont également montré que chez les patients diabétiques, il y a une augmentation des niveaux de
protéines sur les NETs dans le plasma, telles que la NE et les histones, comparé aux individus
non diabétiques (312), la NE circulante €levée étant un prédicteur de guérison retardée (313).
Toutefois, les mécanismes demeurent encore inconnus. Ceci dit, 1’étude des différentes
protéines sur les NETs et des mécanismes impliqués pourraient étre une piste permettant de

mieux comprendre la physiopathologie de I’IC et du diabéte.

1.3.5.2 NETs et autres pathologies

Les NETs ont été également retrouvés dans des pathologies pulmonaires telles I’asthme (251,
314), la bronchopneumopathie chronique obstructive (315) et plus récemment la COVID-19
(316). En effet, en date du 13 janvier 2021, la pandémie du coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-
19) a touché 60 534 526 personnes et a causé 1426 101 déces a travers le monde (317). Au
Canada, on compte 347 466 cas de COVD-19 parmi lesquels il y a 11 710 morts et 277 232
rétablis (318).

La plupart des symptomes ressentis par les individus atteints de la COVID-19 sont de la
fievre, la toux seche et la fatigue et de fagon moins fréquente, des maux de gorge, maux de téte,
de la diarrhée, des courbatures, etc. Dans les cas séveres et lors des déces, les patients atteints
de COVID-19 souffraient d’hypoxie progressive, du syndrome de détresse respiratoire aigiie
(acute respiratory distress syndrome - ARDS) et d’une défaillance multi-organes (319).

Une étude a reporté une concentration élevée de NETs dans le sérum de patients

hospitalisés, avec un niveau élevé d’ADN libre, de complexe MPO-ADN et de CitH3 associés
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a une augmentation du nombre de neutrophiles dans le sang (316). De plus, une seconde étude
effectuée par cette méme équipe a démontré une augmentation des niveaux de calprotectine dans
le sang de patients ayant la COVID-19 comparé aux volontaires sains. Les niveaux de
calprotectine semblaient augmenter avec la détérioration du statut clinique (oxygénation
détériorée) et étaient plus élevés chez les patients nécessitant la ventilation mécanique (320).
Une autre ¢tude a montré la présence de calprotectine fécale chez 28% des patients COVID-19
qui présentaient des symptomes gastro-intestinaux tels que de la diarrhée, des nausées et des
vomissements (319, 321-324). A ce jour, de nombreux efforts ont été déployés pour mettre au
point des vaccins contre la COVID-19 afin de controler la pandémie. Actuellement, I’ARNm-
1273 (Moderna), le Ad5-nCoV (CanSino Biologicals), I'INO-4800 (Inovio, Inc.), le LV-
SMENP-DC, 1’aAPC spécifique aux agents pathogeénes (ShinzenGeno-Immune Medical
Institute) et le ChAdOx1 (University of Oxford) sont entrés dans les essais cliniques de phase

V1T (325).

1.3.6 Stratégies thérapeutiques contre les NET's

Différentes stratégies pour éliminer les NETs affectent soit la formation, I’intégrité des NETs,
ou I’expression des protéines sur les NETs (236). Comme inhibiteurs de la formation des NETs,
nous retrouvons le glycogene synthase kinase (GSK - glycogen synthase kinase) GSK484 ou
GSK199, des molécules inhibant la PADA4. Des études effectuées chez la souris ont permis de
confirmer in vivo I’inhibition de ’activit¢ de la PAD4 et de la formation de NETs avec le
GSK484 et GSK199 (326). L’utilisation de cette molécule dans des modeles de souris s’est
trouvée efficace contre diverses pathologies impliquant les NETs tels que le cancer (327).
Cependant, aucune étude clinique a ce jour n’a débuté avec ces inhibiteurs (326).

Parmi les agents permettant de détruire 1’intégrité des NETs, nous retrouvons la DNase
I. Tel que mentionné, la DNase I physiologique permet d’éliminer de base les NETs en
hydrolysant I’ADN double-brin de maniére non spécifique (328). Cependant, lors d’un exces de
NETs, une dose supra physiologique (plus de 20 ng/mL) est requise pour €¢liminer de fagon
efficace les NETs. La DNase I est utilisée dans le traitement de la fibrose kystique (250) et elle
permet d’améliorer la fonction pulmonaire et de réduire les exacerbations de la maladie (329).
Dans une expérience chez des souris de type sauvage et des souris diabétiques, des chercheurs

ont constaté que 1’administration de DNase I accélérait la guérison de I’ulcere du pied diabétique
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(310). L’héparine joue un réle dans la destruction des NETs (302). Cependant, une récente étude
a démontré que 1’héparine serait €galement impliquée dans I’induction de NETs (330), donc
I’effet de I’héparine sur les NETs reste a étre ¢lucidé.

Parmi les antagonistes des composantes des NETs, nous retrouvons par exemple la
molécule Secukinumab qui inhibe I’IL-17, impliquée dans plusieurs processus pathologiques
(le psoriasis et le polyarthrite rhumatoide) et dans I’activation des cellules immunitaires (331)
ainsi que les molécules Anakinra et Canakinumab qui inhibent I’[L-1f, impliqué dans la goutte
et la fievre méditerranéenne familiale (332-334).

Récemment, des études ont montré que la colchicine peut inhiber la formation des NETSs.
La colchinine est un puissant agent anti-inflammatoire bien connu et aurait des effets
thérapeutiques potentiels chez les patients souffrants de maladies coronariennes (335, 336). Elle
s’est d’ailleurs montrée efficace pour inhiber la formation des NETs chez les patients avec un
syndrome coronarien aigu (337). De plus amples études sont nécessaires pour montrer son
efficacité chez les patients insuffisants cardiaques et les diabétiques (étude a venir COLCOT

T2D).

1.4 La calprotectine

La calprotectine (S100A8/A9) est une glycoprotéine de 36 kDa appartenant a la famille des
protéines S100, des protéines de faible poids moléculaire. C’est une protéine cytosolique et une
des premieres protéines identifiées sur les NETs (237). La calprotectine a été isolée pour la
premiére fois dans les années 70 et a été retrouvée dans les cellules myéloides, soit les
neutrophiles, les monocytes et les macrophages diftérenciés (338-340). Suite a 1’activation des
neutrophiles ou a 1’adhésion des monocytes aux CE, la calprotectine est sécrétée par un
mécanisme médié par les microtubules et de ce fait, peut étre utilisée comme marqueur de
I’influx de phagocytes au site inflammatoire (341). La calprotectine est utilisée comme
biomarqueur diagnostique de I’inflammation intestinale chez 1’adulte et I’enfant, puisqu’on
observe une calprotectine sérique €levée chez les patients avec une maladie inflammatoire de
I’intestin (e.g. la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse) (342). Egalement, la calprotectine est
une protéine retrouvée dans le sang, la salive, le liquide cérébrospinal, le liquide synovial et
dans I’urine lorsque certaines parties du corps sont en condition inflammatoire. Cependant, le

test utilisant ces fluides n’est pas toujours un bon indicateur de la localisation de I’inflammation.
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Lorsque la calprotectine est détectée a un niveau élevé dans les selles, cette hausse est associée
a la dégranulation des neutrophiles et aux dommages de la muqueuse intestinale, caractéristique
de maladie inflammatoire de I’intestin. La calprotectine fécale est présente seulement dans les
maladies inflammatoires de I’intestin permettant la distinction avec le syndrome du colon
irritable (342, 343). Des ¢études ont également montré 1’implication de la calprotectine dans
I’inflammation (autres qu’intestinale), la réponse immunitaire et dans des pathologies
cardiovasculaires. L’étude de la calprotectine est un sujet d’intérét, car celle-ci serait en partie
responsable de I’inflammation de bas grade associ¢e aux maladies cardiovasculaires, I’IC et le

T2D (344, 345) (que nous discuterons plus en détail dans les prochaines sections).

1.4.1 Structure et localisation

Les protéines S100 sont des molécules liant le calcium (Ca?") et le zinc (Zn?"). Le géne des S100
est localisé sur le chromosome 1g21. Les protéines S100 sont sous forme monomérique, soit la
S100A8, une chaine légere (aussi connu sous le nom de migration inhibitory factor-related
protein MRP8, Llvighi, Calgranulin A et p8) ou la SI00A9, une chaine lourde, (aussi nommé
MRP14, Llueavy, Calgranulin B et pl4). En présence de calcium, la SI00A8 et la S100A9
forment un hétérodimere ou un hétérotétramere S100A8/A9, également appelé calprotectine.
Cette protéine est abondante dans le cytosol du neutrophile, représentant entre 30 et 60% des
protéines cytosoliques (339, 346, 347) (343, 348). La Figure 11 permet de visualiser la structure

de la calprotectine.
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Figure 11.  Structure de la calprotectine (S100A8/A9). Cette figure représente la structure
secondaire des monomeres SI00A8 et ST00A9. Chaque monomere comprend 4 hélices a (HI,
HII, HIII et HIV) et 2 boucles (Boucle 1 et Boucle 2) qui lient le Ca®" (349) (349).
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Cette protéine, exprimée constitutivement par les neutrophiles et les monocytes (comme
des capteurs de Ca®"), participe entre autres au réarrangement du cytosquelette (350) et au
métabolisme de I’acide arachidonique (351) et joue également un réle dans 1’inflammation
(352). En effet, suite a sa relache active, elle module la réponse inflammatoire en stimulant le
recrutement des leucocytes et en induisant la sécrétion de cytokines, de ROS et de NO (353).
Bien que la calprotectine soit utilisée comme marqueur spécifique de neutrophiles activés et de
macrophages, cette protéine a été détectée dans d’autres cellules my¢loides. Son expression peut
étre induite dans les kératinocytes et les cellules épithéliales dans des conditions inflammatoires
(354), ainsi que dans certains types de cellules cardiovasculaires non myéloides telles que les
CE et les cellules musculaires lisses (VSMCs — vascular smooth muscle cells) dans des
conditions normales. L’expression dans les CEs peut étre induite suite a leur activation par le
LPS, 'IL-1pB, ou le TNF-a (355, 356) ou apres une exposition & des concentrations élevées de

glucose in vitro ou chez les diabétiques in vivo (357).

1.4.2 Synthese, relache et mécanisme d’action

Plusieurs molécules inflammatoires peuvent induire la synthése de la calprotectine incluant le
LPS, le PMA, le TNF-a et les interleukines IL-1a, IL-1B, IL-10 et IL-22 (358-360) et sa
sécrétion dépend de la production de ROS et de I’efflux du potassium (K") a travers le canal
potassique sensible a I’ATP (ATP-sensitive K™ channel) (360). La calprotectine est produite et
relachée localement, dans la plupart des cas, en phase aiglie de I’inflammation et sa
concentration dans le sang peut augmenter de 40 a 130 fois durant I’inflammation (341, 361).
Suite a I’activation des neutrophiles ou des monocytes adhérés aux CE, la calprotectine est
secrétée par un mécanisme meédié par les microtubules, et par ce fait, elle peut €tre utilisée
comme marqueur de I’influx de phagocytes au site inflammatoire (359).

La calprotectine relachée peut agir sur trois types de récepteur membranaires, soit le
récepteur EMMPRIN (the extracellular matrix metalloprotease inducer), TLR4 et RAGE
(receptor of advanced glycation end products). Le récepteur EMMPRIN (CD147 ou Basigin)
est retrouvé sur les cellules épithéliales, CE et les leucocytes (362) et entraine la production de
cytokines (TNF-a, IL-6, IL-1B) jouant un role dans I’inflammation, la différenciation, la
migration, 1’angiogenése, I’apoptose et la défense de 1’hote (363). Il induit également la

production de MMPs requis pour 1’invasion tumorale et la métastase (364, 365). Les récepteurs
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TLR reconnaissent les modéles moléculaires associés aux pathogenes (PAMP — Pathogen-
associated molecular pattern) et ils activent la voie de signalisation de la NF-kB — il y a
transduction de signaux pro-inflammatoires ce qui mene a I’activation du systéme immunitaire
inné. Les TLR4, principalement exprimés sur les cellules présentatrices d’antigénes
(macrophages et cellules dendritiques) (366), sont surtout reconnus pour leur affinité envers le
LPS retrouvé principalement dans la membrane des bactéries gram négatif (367). La liaison de
la calprotectine au récepteur TLR4 déclenche une voie de signalisation spécifique qui se
traduisant par une boucle de rétroaction positive autocrine et une amplification de I’induction
de facteurs inflammatoires tels que des cytokines, chimiokines et TNF-a (368-370). Le
récepteur RAGE, exprimé sur les CE, les cellules musculaires lisses, les lymphocytes,
monocytes et les neurones (371), mene a P’activation des voies de signalisation des MAPK
(Mitogen-activated protein kinases) et la translocation de NF-kB du cytosol au noyau ce qui
entraine une hausse de la transcription des geénes impliqués dans la survie cellulaire, la

prolifération et I’inflammation (372-375).

1.4.3 Role physiologique de la calprotectine

La calprotectine est impliquée dans plusieurs activités intra- et extracellulaires. Au niveau des
activités intracellulaires, la calprotectine joue un role dans la signalisation cellulaire, la
régulation homéostatique du calcium et dans la phosphorylation de protéines. Elle est ¢galement
impliquée dans la modulation du cytosquelette. En effet, la calprotectine effectue des
interactions spécifiques avec les microtubules, le vimentin, la kératine, et les filaments d’actine
contribuant a la migration cellulaire (de maniére calcium dépendante) (349). Elle joue également
un role dans le transfert d’acides gras polyinsaturés, 1’activation de la NADPH oxydase et la
production de ROS, la résistance aux pathogenes, la différenciation cellulaire, la régulation
immunitaire, la tumorigenese, 1’apoptose et la régulation de la réponse immunitaire et
inflammatoire (376, 377). Au niveau des activités extracellulaires, la calprotectine joue un rdle
dans le recrutement des leucocytes et stimule I’expression et la relache de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-8, TNFa et COX2 (cyclooxygénase)). Elle a des activités
antiprolifératives, antitumorales, antimicrobiennes (378-380), anti-nociceptives et anti- et/ou

pro-inflammatoires (339).
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La fonction antimicrobienne de la calprotectine se fait essentiellement par une
compétition hdte-pathogeéne pour les nutriments essentiels. En effet, lorsque relachée dans le
milieu extracellulaire, la calprotectine a la capacité de priver les microbes de nutriments
métalliques essentiels. Elle inhibe la croissance d’une variété de microorganismes en
séquestrant des ions métalliques tels que le manganése (Mn?") et le zinc (Zn>") (381). La
calprotectine se lie avec une grande affinité au Zn>" et sa chélation contribue aux effets
bactériostatiques et fongistatiques (347). La calprotectine est également la seule protéine connue
pour séquestrer le Mn?" en s’y liant avec une grande affinité (378, 379, 382-386). Ce dernier est
important pour la virulence d’une variété de bactéries pathogénes et sa séquestration prévient la
croissance microbienne.

La calprotectine retrouvée dans le fluide mucosal (mucus), les sécrétions des voies
respiratoires, le liquide gingival créviculaire et dans les abces tissulaires contribue a limiter la
croissance de microorganismes commensaux et a prévenir 1’intrusion de pathogénes (387). Une
¢tude a montré qu’une absence de S100A8/A9 chez la souris méne & une augmentation
significative de bactéries dans le sang, le foie et la rate (388). Par conséquent, SI00A8/A9 inhibe
la croissance de pathogeénes aux sites infectieux durant la phase initiale d’infection, permettant
d’avoir du temps pour le recrutement des phagocytes. Par la suite, SI00A9 augmente 1’activité

phagocytaire des leucocytes infiltrés, accélérant ainsi la clairance bactérienne (353).

1.4.4 Pathologies associées a la calprotectine

Une mauvaise régulation de la synthése de calprotectine peut mener a des pathologies
inflammatoires. En effet, une hypercalprotectinémie peut engendrer une déficience en zinc et de
ce fait causer des infections récurrentes, une hépatosplénomégalie, I’anémie ou une
inflammation systémique (389).

La calprotectine est aussi impliquée dans le cancer. Une augmentation de 1’expression
de la calprotectine a été identifiée dans une variété de cancers incluant le cancer du sein, de la
peau, des poumons, du pancréas, de la prostate, gastrique et colorectal. Dans les tumeurs
malignes, cette protéine est hautement exprimée dans les cellules cancéreuses et les cellules
immunitaires infiltrées (358). En fait, en conditions physiologiques normales, la concentration
extracellulaire de la calprotectine est extrémement faible dans le sang mais, en conditions

inflammatoires (dans les cancers par exemple), les cellules immunitaires activés sécretent cette
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protéine de fagon continue et activent plusieurs voies de signalisation menant a la progression
d’un cancer et a la métastase (349).

La calprotectine est un marqueur inflammatoire utilisé dans le diagnostic de pathologies
non infectieuses telles ’arthrite, la maladie chronique inflammatoire des poumons et une
maladie intestinale (e.g. maladie de Crohn et colite ulcéreuse) (8, 354). De plus, une sécrétion
locale de MRPs (calprotectine) (339) a été détectée dans les infections de périodonties
chroniques et dans le sérum de patients souffrant d’infections et/ou de pathologies
inflammatoires. Des concentrations élevées de calprotectine ont été retrouvées dans des
infections au VIH avancées, des infections du tractus urinaire ainsi que des pathologies
inflammatoires telles que 1’arthrite rhumatoide chez les enfants et adultes, la bronchite
chronique, la fibrose kystique (250), le lupus érythémateux systémique, la colite ulcéreuse, la
septicémie, I’infection et dans des conditions granulomateuses (telles que la tuberculose et le

sarcoidose) (390).

1.4.4.1 Role de la calprotectine dans I’'IC et le T2DM

Au niveau des pathologies cardiovasculaires, la calprotectine est corrélée au nombre de
neutrophiles (391) et a été retrouvée en concentration plus élevée dans le sang de patients
souffrant d’un IM, une angine instable (391, 392) ou une IC chronique (344, 393).

La calprotectine plasmatique était élevé chez les patients souffrants d’IC chronique et
cette protéine était corrélée avec les niveaux de CRP, IL-6 et IL-8 (344, 393) ainsi qu’avec les
classes élevées d’IC, soit NYHA de classe III et IV (344). Ces études ont démontré que la
combinaison de la calprotectine et des cytokines pro-inflammatoires aurait donc le potentiel
d’apporter une information sur le pronostic des patients insuffisants cardiaques (393). Ces
études n’ont toutefois pas fait la distinction entre les patients HFpEF et HFrEF.

Plusieurs études investiguant le role de la calprotectine comme marqueur de pathologies
cardiovasculaires ont montré que la calprotectine est activement sécrétée — possiblement par les
leucocytes — chez les patients avec un IM aigu et que sa concentration est significativement
associée a un pronostic de syndrome coronarien aigu (394, 395) et d’infarctus du myocarde
(396). A titre d’exemple, une premiére étude publiée en 2006 a montré que I’augmentation de
la concentration plasmatique de calprotectine pouvait prédire le risque d’un premier événement

cardiovasculaire, soit un IM ou une mort cardiovasculaire (Healy, 2006). Une autre étude a
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montré que des patients avec des niveaux ¢élevés de calprotectine et de CRP étaient plus a risque
de mort cardiovasculaire ou d’IM (395).

La calprotectine est aussi impliquée dans I’athérosclérose, alors que si les niveaux de
calprotectine augmentent, le risque de rupture de plaque athérosclérotique (397) dans les
carotides et les artéres coronariennes sont plus €levés (10, 394, 398, 399). Par I’utilisation de
technique d’immunohistochimie sur des autopsies de myocarde de patients ayant subi un
infarctus, une étude a démontré que la calprotectine était exprimée dans les neutrophiles et les
macrophages infiltrés dans la région infarcie (400).

L’expression constitutive de SI00A8/A9 était attribuée seulement aux neutrophiles et
aux monocytes, mais des études ont démontré 1’induction de I’expression de SI00A8/A9 dans
des cellules non my¢loides de type cardiovasculaire susceptibles d’étre présentes dans les
Iésions athérosclérotiques et/ou autres pathologies cardiovasculaires. En conditions normales, il
y a une faible expression de S1I00A8/A9 dans les CE et les cellules musculaires lisses. Suite a
leur activation par le LPS, I'interleukine-1p, le TNF-a (356, 401), une concentration élevée de
glucose in vitro et la présence de diabete in vivo (357), la calprotectine peut étre induite dans les
CE et par le LPS dans les cardiomyocytes (402). Au niveau clinique, une étude a montré des

niveaux ¢€levés de calprotectine plasmatique chez des patients diabétiques et obeses (345).

1.5 Les angiopoiétines
Les angiopoiétines sont des glycoprotéines et des facteurs de croissance vasculaires de 70 kDa

contribuent au processus d’angiogenese, qui est la formation de vaisseaux sanguins a partir d’un

réseau vasculaire préexistant (403).

1.5.1 Structure et localisation d’Angl

Il existe quatre types d’angiopoiétines (Angl a 4). Contrairement a Ang3 (souris) et Ang4
(humain), Angl et Ang2 sont les mieux décrits dans la littérature. Les angiopoiétines sont des
glycoprotéines oligomériques cytosoliques sécrétées (family of secreted oligomeric
glycoproteins), dont la structure est présentée a la Figure 12. Angl et Ang2 sont similaires au
niveau structural (séquences homologues a 60%) (404) et sont composées de trois principaux
domaines. Le premier domaine est un domaine superclusturing situé au N-terminal, permettant

la formation de multiméeres de haut niveau a partir d’oligoméres d’Angl, suivi d’'un domaine
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coiled-coil, responsable de I’oligomérisation des monomeres d’angiopoiétines et d’'un domaine
fibrinogen-related domain (RGD) 1i¢ au domaine précédent par un court domaine de liaison
(linker). Ce linker permet a 1’Angl sécrétée, mais pas a 1’Ang2, de se lier & la matrice
extracellulaire (405). Le domaine RGD au C-terminal contient trois autres domaines A, B et P.
Le domaine P est celui qui contient la région permettant la liaison au récepteur Tie2 (7yrosine
kinase with immunoglobulin and EGF homology domains) (406).

Chez I’humain, Angl se retrouve dans le cytosol et est principalement produite par les
cellules murales péri-endothéliales, les péricytes, les fibroblastes, et est retrouvée dans différents
tissus tels que 1’utérus, le systéme nerveux central, le pancréas et les intestins (407). Au niveau
des cellules sanguines, Angl est exprimée par les plaquettes (408, 409), les monocytes et nous
avons démontré dans une étude précédente que les neutrophiles expriment Angl mais pas Ang2
(410). L’ Ang2, n’est généralement pas exprimée dans les tissus sains, mais on la retrouve dans
les corps Weibel-Palade des CE d’ou elle est rapidement relachée en réponse a des stimuli tels
que la thrombine (411), I’histamine (411), le facteur de croissance vasculaire endothéliale

(vascular endothalial growth factor — VEGF) (412), ’hypoxie (413) et I’Ang-11 (414, 415).

o l Figure 12. Structure des angiopoiétines. Une
Angl: _@W_@ wa  courte séquence de signal sécrétoire est suivie
——na —— d’un domaine superclustering. Ce domaine est

Ang2: _@W_@ wa  Suivi par le domaine d’oligomérisation coiled-
coil, puis d’un court linker et du domaine
fibrinogen-related domain permettant la liaison

Ang3 : —@WWU—E) wa aux récepteurs. Adaptée de (414, 416).
angs _@wuw_@

Superclustering Coiled-coil Fibrinogen-like
Domain Domain Domain

1.5.2 Angiogenése physiologique
C’est au cours du développement embryonnaire que s’effectue la création de nouveaux
vaisseaux sanguins primitifs (vasculogenése) a partir de cellules précurseurs. Une fois tous

développés, la plupart des vaisseaux sanguins sont par la suite quiescents, a I’exception de ceux
b
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impliqués dans le cycle menstruel ou la croissance d’un embryon et la formation du placenta
lors de la grossesse (417, 418).

L’angiogenése est favorisée par un environnement hypoxique, la présence de facteurs de
croissance pro-angiogéniques et de cytokines inflammatoires. En condition physiologique, ces
¢léments permettent entre autres la réparation des tissus lors d’une blessure (419) ou lors de la
croissance musculaire suivant un exercice physique prolongé (420, 421). La balance entre les
facteurs pro-angiogéniques (VEGF (vascular endothelial growth factor), FGF (fibroblast
growth factor), Angl, VEGF-R2 (VEGF receptor)) et les facteurs anti-angiogéniques (Ang2,
VEGF-R1, angiostatine, thrombospondine) est importante pour la régulation de 1’angiogenése.
Le VEGF et les angiopoiétines agissent exclusivement sur I’endothélium. Le VEGF augmente
la perméabilité vasculaire et induit la mitose des CEs, agissant a plusieurs endroits dans la
cascade de I’angiogenése (422). De son coté, Angl favorise la survie des CE, limite la
perméabilité vasculaire (407, 423) et joue un role dans la maturation vasculaire (424), alors que
I’Ang2 induit la déstabilisation des vaisseaux sanguins, 1’activation des CE et I’inflammation
vasculaire (416).

Il existe trois types d’angiogenése identifiés: le sprouting (bourgeonnement),
I’intussusception et la septation. L angiogenese par bourgeonnement est la plus connue et la
mieux décrite. Elle se fait en quatre principales étapes telles qu’illustrées a la Figure 13: la
sélection de la cellule de front, la migration, la fusion et la formation de la lumiére du vaisseau,
ainsi que la maturation et le flux sanguin. Suite a I’augmentation optimale de VEGF, celui-ci
interagit avec son récepteur VEGF-R2 sur la cellule de front et induit la transcription de DLL4
(delta-like ligand 4) (Figure 13A). Cette protéine interagit avec son récepteur Notch 1 sur la
cellule de soutien a proximité ce qui conduit a I’expression de VEGF-R1. Cette derniere est
dépourvue d’activité transductionnelle et séquestre le VEGF libre prévenant ainsi 1’activation
de VEGF-R2, en plus de la répression de la transcription du géne codant le VEGF-R2 (425). La
cellule de front migre vers les facteurs de guidance tandis que les CEs proliférent pour former
le début du tube vasculaire en desserrant leurs jonctions et en se détachant de la membrane
basale sous I’action des MMPs. Les CEs peuvent traverser la membrane basale et migrer vers
les zones de concentration plus élevées en protéines angiogéniques. Au fur et a mesure que les
CEs migrent, elles sécrétent Ang2, qui entre en compétition avec Angl pour le récepteur Tie2,

induisant davantage le détachement des CEs, la perméabilité vasculaire et la prolifération des
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CEs pour former le début du tube vasculaire (425, 426) (Figure 13B). Ces tubes se joignent
afin de former un nouveau vaisseau pouvant étre perfusé (Figure 13C), alors que les péricytes

permettent la stabilisation du nouveau vaisseau sanguin mature (Figure 13D) (425).

A Sélection de la cellule de front B Migration et guidage cellulaire

DLL4/Notch
VEGF/VEGF-R

Dégradation de la

-'_' > matrice extracellulaire
// Facteurs
—
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Diminution du contact
avec les peéricytes

v — Prolifération
endothéliale

Flux
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membrane basale

Figure 13.  Angiogenése par bourgeonnement. A. Une concentration adéquate en VEGF
permet I’expression du DLL4 dans la cellule de front (cellule verte) et I’activation de la voie de
signalisation impliquant son récepteur Notch dans les cellules de soutien (cellules grises). La
matrice extracellulaire est dégradée localement et les interactions péricytes-CE sont modulées.
B. En réponse aux facteurs environnants, les jonctions endothéliales de la cellule de front sont
affaiblies, acquicerent un phénotype invasif et interagissent avec la matrice extracellulaire. C.
Les cellules de soutien proliférent et permettent la croissance et la rencontre de deux
bourgeonnements vasculaires. Les processus de vacuolisation commencent. D. La fusion des
vacuoles endothéliales conduit a la formation de la lumicre du vaisseau et permet sa perfusion.
Finalement, une nouvelle membrane basale est produite et les péricytes nouvellement recrutés
stabilisent les jonctions endothéliales. Adapté de (425).

1.5.3 Angiogenése pathologique

L’angiogenése requiert un équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques et le
déséquilibre entre ces facteurs entraine un état pathologique. L hypoxie est un facteur essentiel
dans D’angiogenese physiologique. Cependant, lorsque 1’hypoxie est associée avec une
surproduction de facteurs de croissance pro-angiogéniques, il y a développement d’une
angiogenese pathologique menant a des maladies telles que la rétinopathie, le psoriasis, la
polyarthrite rhumatoide et la formation de tumeurs solides dans certains cancers (427). Par

exemple, les vaisseaux sanguins tumoraux sont caractérisés par une permeéabilité constitutive
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importante, sont trés dilatés, comportent un réseau vasculaire chaotique et un flux de sang non
constant, pouvant méme changer de direction (403). De plus, due a la perméabilité importante
de ces vaisseaux, la pression interstitielle est haute et peut entrainer des phénomeénes d’cedéme,
de fibrose et d’inflammation, ce qui favorise 1’angiogenése et la dissémination (428).
L’angiogeneése pathologique pourrait également étre une condition retrouvée dans I’IC. En effet,
plusieurs études ont montré un lien entre I’IC et les niveaux de marqueurs tels que le VEGF, la

pentraxine-3 et le TGF-3 (429).

1.5.4 Synthese, relache et récepteurs

Tout comme la calprotectine, Angl est exprimée dans le cytosol des neutrophiles et sa relache
peut étre induite par des stimuli sélectifs. En effet, nous avons démontré précédemment que
I’expression et la relache d’Angl par les neutrophiles pouvait étre régulées par des agonistes
tels que le PMA (410) et le LPS (430). Cependant, les mécanismes de synthése et de relache
d’Angl par les neutrophiles ne sont pas tout a fait élucidés.

Suite a sa relache, ’Angl a la capacité de se lier au récepteur tyrosine kinase Tie-2
retrouvé sur les CE (407) et les neutrophiles (431) et avoir des effets sur ces cellules. Un autre
récepteur possédant une grande homologie structurelle avec Tie-2 est le récepteur Tie-1, qui est
encore considéré comme un récepteur orphelin. Tie-1 et Tie-2 sont principalement exprimés sur
les CE vasculaires et participent au développement vasculaire embryonnaire. La liaison des
angiopoiétines a Tie-2 induit la phosphorylation des tyrosines, ce qui active le récepteur. Tie-1
jouerait un role dans I’intégrité vasculaire, tandis que Tie-2 serait important pour I’angiogenése,
particulierement pour la formation de réseaux vasculaires (432).

Les angiopoiétines, via la signalisation de Tie-2, régulent la survie et I’apoptose des CE,
controlent la perméabilité vasculaire et régulent la croissance des capillaires qui se produit
durant 1’angiogenése normale (ex : développement et remodelage ovarien) (433). Tie-2 joue
¢galement un rdle dans le cancer, puisqu’il est surexprimé dans les vaisseaux tumoraux. De plus,
Tie-2 est aussi exprimé dans d’autres types de cancer non vascularisés, tels que la leucémie ou
les néoplasmes solides (tumeurs gastriques et gliomes) (433).

Angl est un agoniste de Tie-2 et elle a des effets anti-apoptotiques, anti-inflammatoires
et anti-perméabilité sur les CEs. En fait, Angl, en combinaison avec le VEGF, favorise la

maturation et la stabilisation des vaisseaux sanguins, la survie des CE et le remodelage des
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vaisseaux sanguins (407, 423, 424), tandis que 1’Ang2 déstabilise plutot la structure vasculaire

et agit de ce fait comme un antagoniste compétitif de I’effet d’Angl (416).

1.5.5 Role physiologique d’Ang1l

L’Angl est impliquée dans 1’angiogenése et est principalement connue pour ses effets anti-
inflammatoires. En effet, Angl a de puissants effets protecteurs vasculaires, entre autres, via la
suppression des fuites plasmatiques, 1’inhibition de 1’inflammation vasculaire et la prévention
de la mort endothéliale (434, 435). L’ Ang] permet la migration des CE et d’autres cellules telles
les cellules musculaires lisses (436, 437). Elle induit la prolifération et la réorganisation des CE
en tubules (438, 439) et réduit la perméabilit¢ endothéliale en réponse au VEGF et a la
thrombine dans les HUVECs (Human umbilical vein endothelial cells) (435) (435). Elle joue
aussi un role dans ’intégrité des jonctions en augmentant 1’expression des protéines impliquées
telles que PECAM-1 (435), occludine (440) et ZO-2 (TJP2 - Tight junction protein 2) (441). La

Figure 14 présente un résumé des voies de signalisation et des effets d’Ang1 au niveau des CE.
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Figure 14.  Activités biologiques d’Angl sur les CE. Angl joue essentiellement un rdle
protecteur aux niveaux des CE. En effet, Angl est impliquée dans la migration, dans la survie
et dans la réorganisation des CE. Elle a également des effets anti-perméabilité et anti-
inflammatoire des CE a travers les différentes voies de signalisation. PAK, p2/-activating
kinase; FAK, focal adhesion kinase; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; ERK, extracellular
ligand-regulated kinase; FKHR, forkhead transcription factor; NOS, nitric oxide synthase;
ABIN-2, A20 binding inhibitor of NFkB; NFkB, nuclear factor kappa B; ICAM, intercellular
adhesion molecule; VCAM, vascular cell adhesion molecule; smac, second mitochondrial
activator of caspases; MMP, matrix metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of
metalloproteinases (416).
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Les angiopoiétines exercent également des activités pro-inflammatoires, principalement
au niveau des CE, mais également au niveau des neutrophiles. Angl et Ang2, via I’activation
de Tie2 induisent la synthése de PAF (Platelet activating factor — facteur d’activation
plaquettaire) et la translocation de la P-sélectine, ce qui permet I’adhésion des neutrophiles sur
les CE (410). Aux niveaux des neutrophiles, Angl et Ang2 induisent la synthese et la relache
de PAF, favorisent la régulation positive (upregulation) du complexe P2 intégrine
(CD11/CD18) et I’adhésion des neutrophiles sur la matrice extracellulaire humaine (human
extracellular matrix - hECM) (431). De plus, les angiopoiétines favorisent la migration des
neutrophiles (442) et induisent la formation et la relache de NETs par les neutrophiles humains
(443) de fagon PAD4 et NOX-dépendante. L’Angl, et non I’Ang2, a également la capacité
d’induire la synthese et/ou la relache de cytokines inflammatoires telles que MIP-18, IL-8, IL-

1B et IL-1RA (444-446).

1.5.6 Pathologies associées aux angiopoiétines

L’hypoxie est un facteur primordial dans 1’angiogenése physiologique ou pathologique. Nous
avons mentionné précédemment que I’hypoxie et I’inflammation caractérisent I’IC et T2DM et
donc, Angl et Ang2 devraient jouer un role important dans ces pathologies. En effet, Angl et
Ang2 sont associées avec diverses pathologies inflammatoires (447, 448) et cardiovasculaires
(449-451). Plusieurs €tudes réalisées avec les angiopoiétines dans ces pathologies ont mesuré le
ratio Ang2/Angl et observé soit une augmentation d’Ang2 et une diminution ou un statut quo
d’Angl. Ces études montrent cette augmentation d’Ang2 et du ratio Ang2/Angl dans des
pathologies telles que 1’état septique ou le choc septique (447, 452), les 1ésions pulmonaires
aigues (448), le syndrome de détresse respiratoire aigu€ (ARDS- acute respiratory distress
syndrome) (452) et le trauma (453). Dans le syndrome coronarien aigu (454) et I’IC congestive
(455), des études montrent une augmentation d’Ang2, sans diminution d’Angl.

Quelques études ont montré I'implication d’Angl et Ang2 dans des pathologies
cardiovasculaires telles que D’athérosclérose (449). D’un coté, des études montrent un
débalancement dans le ratio Ang2/Angl en faveur d’Ang?2, indiquant un réle d’Ang2 dans le
développement de la plaque instable (450) et d’un autre c6té, d’autres études ont démontré un
role d’Angl dans le développement de ’athérosclérose. En effet, il a été démontré qu’Angl

stimule la relache de TNF-a, une cytokine clé qui module le processus inflammatoire de
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I’athérosclérose (451). De plus, dans ces études Angl induit la migration des monocytes et des
neutrophiles (456), deux cellules immunitaires critiques dans la progression de cette maladie,
faisant de I’Ang-1 un acteur potentiel dans les mécanismes de recrutement des monocytes, en
particulier dans un environnement riche en lipides (451).

Dans I’IC, des niveaux ¢levés d’Ang-2 ont été observés chez les patients avec une IC
avec FEVG réduite (457). En fait, (Eleuteri et al. 2006) ont montré pour la premicre fois que
des niveaux ¢levés de Ang2 se retrouvent dans le sérum de patients HFrEF et qu’Ang2 pouvait
étre utilis€ comme marqueur prédictif de mortalité a 1 an, sans aucune donnée sur Angl (457).
11 serait donc important d’investiguer le role d’Angl dans I’IC et particulierement dans 1I’IC avec
FEVG préservée.

Ang-2, exprimée seulement au site de remodelage vasculaire, est cruciale durant
I’angiogenése qui accompagne une hypertrophie cardiaque (458). Des études montrent un
niveau ¢élevé d’Ang-2 dans le plasma chez des patients souffrant d’une hypertrophie cardiaque,
en particulier durant une IC aigue qui est corrélé a un mauvais pronostic pour le patient (459-
461). Une étude récente impliquant des patients avec un infarctus aigue du myocarde ayant des
évenements cardiovasculaires majeurs (arythmie, cardiopathie valvulaire, rupture myocardique,
IC, choc cardiogénique, et mort) a montré une diminution du niveau d’Angl plasmatique. Cette
diminution pourrait étre associée a une dysfonction endothéliale et serait un prédicteur du
développement d’éveénements cardiovasculaires majeurs a 1 an (409). Des études ont montré
une augmentation d’Ang2 chez des patients avec un infarctus aigue du myocarde (462, 463) et
des patients avec un choc cardiogénique (462) comparée aux sujets sains. De plus, I’étude de
Link et al. fait état d’une diminution d’Angl plasmatique seulement chez les patients avec un
choc cardiogénique comparé aux sujets sains. De fagon intéressante, cette étude a montré une
plus grande baisse d’Angl chez les patients avec un choc cardiogénique ayant décédé¢. Cette
¢tude a cependant conclu que 1’ Ang2 serait un prédicteur de mortalité a 28 jours et a 1 an. (462)
Egalement, une étude a rapporté I’Ang2 comme étant un prédicteur indépendant d’un mauvais
pronostic chez les patients ayant une ADHF (460).

Le T2DM, tel que mentionné précédemment, est associ¢ avec diverses pathologies
vasculaires telles que [’athérosclérose, I’infarctus du myocarde et I’IC résultant d’une
dysfonction endothéliale (115). Une premiere étude publiée en 2005 avait montré que le VEGF

et I’Ang2 plasmatique, mais pas I’Ang]1, étaient élevés chez les patients T2DM et associés a une
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dysfonction endothéliale et 1’athérosclérose (464). D’autres études ont ¢galement montré une
augmentation de 1’Ang2 circulant avec un ratio Ang2/Angl ¢élevé (464, 465). 11 a é¢galement été
démontré que les niveaux élevés de glucose et d’acides gras supprimaient les effets protecteurs
d’Angl sur I’endothélium (466).

La plupart des études montrent des augmentations du niveau d’Ang2 dans les
pathologies cardiovasculaires (athérosclérose, IC avec FEVG réduite, IC aigue), mais I’Angl
reste stable ou diminue. Il reste encore beaucoup d’ambiguités en ce qui concerne le lien entre
I’Ang] et les pathologies cardiovasculaires telles que I’IC. De plus, étant donné que seulement
Angl est exprimée par les neutrophiles, il serait davantage intéressant d’investiguer le role
d’Angl exprimée par ces cellules dans I’IC et le T2DM.

La surexpression d’Angl aurait des bénéfices au niveau des complications associées au
T2DM. En effet, Angl pourrait aider a retarder les complications du T2DM en restaurant la
fonction microvasculaire et pourrait maintenir la quiescence de certaines cellules souches
adultes. Egalement, Angl pourrait accélérer la cicatrisation des plaies, retarder les
complications rénales, favoriser la revascularisation au niveau de la rétine et du myocarde et
restaurer la fonction pénienne (467). De ce fait, Angl serait un potentiel thérapeutique pour la
protection vasculaire. Cependant, Angl a ¢également ét¢ impliqué dans le remodelage des
vaisseaux, l’induction de I’angiogenese pathologique et 1’hypertension pulmonaire, ce qui
indique que des stratégies pour minimiser tout effet délétére tout en optimisant la protection des
vaisseaux sont susceptibles d’étre nécessaires (468).

L’Angl et la calprotectine sont deux protéines cytosoliques et non-granulaires jouant un
role dans I’inflammation et les deux sont impliquées dans la pathologie de I’IC et du T2DM.
Etudier la synthése et la relache de ses protéines permettra potentiellement de mieux comprendre
la physiopathologie et les mécanismes impliqués dans I’IC et le diabéte. De plus, déterminer si
I’Angl est présente sur les NETs, en comparaison a la calprotectine (contrdle positif), pourrait
apporter une information supplémentaire sur les mécanismes de relache d’Angl et leur role

potentiel dans I’IC et T2DM.
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1.6 Objectifs de recherche

Depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse aux neutrophiles et leurs rdles dans
diverses pathologies incluant 1’insuffisance cardiaque et le diabéte. Les neutrophiles sont bien
connus pour la formation de NETs qui transportent des protéines antimicrobiennes et
inflammatoires telles que la calprotectine, MPO et NE permettant de capturer et de tuer les
pathogenes (bactéries, champignons) (182, 237, 238). Des études récentes ont démontré une
augmentation de la formation de NETs dans les pathologies auto-immunes (236, 242, 296, 298)
et cardiovasculaires (233, 250). De plus, les neutrophiles et les NETs sont impliqués dans
I’inflammation et la dysfonction endothéliale qui sont associées a I’IC et le T2DM (233, 239,
309-312). La calprotectine et 1’angiopoiétine 1 (Angl) sont des protéines cytoplasmiques
impliquées dans les activités inflammatoires des neutrophiles ayant des mécanismes de
transports et de signalisation différentes. De plus, des études ont montré leur implication
indépendante dans des pathologies cardiovasculaires (344, 391, 393, 409, 449). Sachant que la
composition protéique des NETs varie selon le stimulus et la pathologie et que les protéines
transportées par les NETs pourrait avoir un impact potentiel sur leur fonction (251, 252), nous
allons étudier si les NETs peuvent transporter différentes protéines dans I'IC et le diabéte
comparé aux volontaires sains.

Avec ce travail de recherche, nous voulons déterminer la capacit¢ de médiateurs
inflammatoires a induire la formation de NETSs par les neutrophiles isolés a partir de patients
T2DM et de patients HFpEF (stables ou en décompensation aigue (ADHFpEF)) avec ou sans
T2DM. Nous nous intéressons également au role de I’Ang1 et de la calprotectine dans 1I’'IC +/-
T2DM et leur mécanisme de transport. Nous cherchons donc en second lieu a déterminer la
capacité de ces médiateurs a induire la synthese et la relache d’Angl et de la calprotectine et en
troisieme lieu la capacité de liaison d’Angl aux NETs, en comparaison a la calprotectine, et leur

role potentiel dans I’IC comparés aux volontaires sains.
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2.1 Abstract

Background: Neutrophils induce the synthesis and release of angiopoietin 1 (Angl), a cytosolic
growth factor involved in angiogenesis and capable of inducing several pro-inflammatory
activities in neutrophils. Neutrophils also synthesize and release neutrophil extracellular traps
(NETs), comprised of decondensed nuclear DNA filaments carrying proteins such as neutrophil
elastase (NE), myeloperoxidase (MPO), proteinase 3 (PR3) and calprotectin (SI00A8/S100A9),
which together, contribute to the innate immune response against pathogens (e.g., bacteria).
NETs are involved in various pathological conditions through pro-inflammatory, pro-
thrombotic and endothelial dysfunction effects and have recently been found in heart failure
(HF) and type 2 diabetes (T2DM) patients. The aim of the present study was to investigate the
role of NETs on the synthesis and release of Angl by the neutrophils in patients with T2DM
and HF with preserved ejection fraction (HFpEF) (stable or acute decompensated; ADHFpEF)
with or without T2DM.

Results: Our data show that at basal level (PBS) and upon treatment with LPS, levels of NETs
are slightly increased in patients suffering from T2DM, HFpEF + T2DM and ADHFpEF w/o
T2DM, whereas this increase was significant in ADHFpEF + T2DM patients compared to
healthy control (HC) volunteers and ADHFpEF without T2DM. We also observed that
treatments with PMA or A23187 increase the synthesis of Angl (from 150 to 250%) in HC and
this effect is amplified in T2DM and in all cohorts of HF patients. Angl is completely released
(100%) by neutrophils of all groups and does not bind to NETs as opposed to calprotectin.
Conclusions: Our study suggests that severely ill patients with HFpEF and diabetes synthesize
and release a greater abundance of NETs while Angl exocytosis is independent of NETs

synthesis.
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2.2 Introduction

Neutrophil extracellular traps (NETs) are composed of double-stranded DNA decorated with
cytosolic and granule-derived pro-inflammatory cytokines and enzymes (1). NETs are produced
in response to inflammatory stimuli and carry cytoplasmic, granular and nuclear proteins (e.g.
calprotectin; S100A8/A9, myeloperoxidase (MPO), neutrophil elastase (NE), histones and
others) (2), contributing to the innate immune response against pathogens (1, 3, 4). Although
NETs were initially described as an antimicrobial mechanism of neutrophils and implicated in
infectious disorders (1), other studies reported NETs involvement in the pathophysiology of
non-infectious conditions such as thrombosis (5, 6), fibrosis (7, 8), inflammation (9) and
cardiovascular disorders (10). Even though there are common proteins linked to NETs, the
variety and quantity of proteins bound to NETs can vary depending on the stimuli and pro-
inflammatory conditions (11, 12).

Heart failure (HF) is a pro-inflammatory condition, in which the magnitude of inflammation
is associated with the disease severity, being maximal in acute decompensated heart failure
(ADHF) patients. Lately, we and other groups reported an increase of NETs formation
(NETosis), either circulating or under in vitro neutrophil stimulation in type 2 diabetic (T2DM)
patients (13-15) and in patients suffering from HF with or without T2DM (15). HF classification
is based on left ventricular ejection fraction (LVEF), which can be reduced (HFrEF, LVEF <
40%) or preserved (HFpEF, LVEF > 50%), each with distinct phenotypes (16). HFrEF is
typically associated with primary myocardial lesion (e.g. myocardial infarction) leading to
inadequate contractility of the left ventricle (16). In contrast, HFpEF is a heterogeneous and
multiorgan disorder, influenced by multiple comorbidities, including obesity, hypertension

and T2DM. These conditions can lead to low-grade systemic inflammation, extensive
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endothelial and cardiac microvascular dysfunction, which can ultimately induce myocardial
leukocytes migration, ventricular fibrosis, stiffening and dysfunction (17, 18). In these
conditions, impaired angiogenesis can occur and is mediated by growth factors such as vascular
endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietins (Ang). Over the last years, HFpEF
prevalence surpassed HFrEF cases, representing now >50% of all HF patients (19, 20) and the
attempts to transpose life-saving therapies from HFrEF to HFpEF have failed (21, 22). It is
therefore critical to find potential treatments for these patients.

There is also an increased incidence of ADHF, defined by a worsening of stable chronic
HF (23). This increases the rate of hospitalization and death in patients >65 years old, who
also have a 40% prevalence of T2DM (19). The management of ADHF is different from stable
HF (24), hence the importance of studying this pathology separately.

Calprotectin (SI00A8/A9), a 36 kDa heterodimeric complex, is a cytosolic glycoprotein with
two calcium binding of the S100 protein family and is constitutively expressed in neutrophils,
monocytes, and macrophages (25-28). Calprotectin, known for its antimicrobial functions (27,
28), is carried by NETs (3) and used as an inflammatory marker in the diagnostic of non-
infectious inflammatory disorders such as arthritis, bowel (29, 30) and cardiovascular diseases
(e.g. myocardial infarction, unstable angina and chronic HF) (31). Angiopoietin 1 (Angl) is a
secreted 70-kDa glycoprotein constitutively expressed in the cytosol of vascular smooth muscle
cells (32), platelets (33), pericytes, monocytes and neutrophils (34, 35) and a key regulator for
angiogenesis, through vascular stabilisation and maturation (36). Angl may also play a role in
endothelial dysfunction associated with cardiovascular diseases such as HF and T2DM (37, 38).
Yet, it is unknow if the release of Angl by neutrophils is associated with NETs synthesis and

release.
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The objective of this study was to determine the capacity of various inflammatory mediators
(LPS, PMA and A23187) to induce NETs, Angl and calprotectin synthesis and release, and if
Angl can bind to NETs, using calprotectin as a positive control, from neutrophils of patients
with stable or decompensated HF with or without T2DM compared with healthy control (HC)

volunteers.
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2.3 Results

The clinical characteristics of the study population are presented in Table 1. The study
population consisted of 34 healthy control (HC) volunteers, 8 patients with T2DM and without
HFpEF, 12 patients with HFpEF and with stable symptoms (7 with T2DM) and 13 patients with
ADHFpEF (6 with T2DM). Most HF and ADHF patients had a HF caused by cardiomyopathy.
All patients with stable HF and a majority of patients with ADHF + T2DM suffered from
hypertension. There was no significant difference in LV ejection fraction between stable or
ADHF patients with or without diabetes. All T2DM patients were treated with statins. The

majority (>70%) of stable HF or ADHF patients were treated by oral anticoagulants.

NETs release by neutrophils
The rate of NETs synthesis and release for all 6 cohorts (HC, T2DM, stable HFpEF + T2DM

and ADHFpEF + T2DM patients) is presented in Figure 1. The basal value of NETs (quantified
as dsDNA) released by neutrophils from HC treated with PBS (basal control) for 3 hours was
63.6 + 9.6 ng/5x10°® neutrophils/mL (Figure 1). In HC, we observed a significant 4.2-fold (265
vs 63.6 ng/mL) and 9.4-fold (597 vs 63.6 ng/mL) NETs increase post-stimulation with PMA
and A23187 respectively compared to PBS, whereas LPS did not increase NETs release. A
similar pattern was observed in PMA- and A23187-stimulated neutrophils from T2DM patients,
stable HFpEF + T2DM and ADHFpEF without T2DM (Figure 1). Basal and LPS-stimulated
neutrophils from ADHFpEF + T2DM patients released significantly more NETs (2.4-fold (152
vs 63.6 ng/mL) and 2.9-fold (199 vs 63.6 ng/mL) respectively), while the A23187 stimulation
released a significant lower quantity of NETs (47% decrease; 316 vs 597 ng/mL) compared to

HC. When comparing ADHFpEF w/o T2DM vs ADHFpEF + T2DM, we observed that NETs
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release increased in basal condition (3.2-fold; 152 vs 47.4 ng/mL) and LPS-stimulated
neutrophils (2.5-fold; 199 vs 81.1 ng/mL).

Angiopoietin 1 release, intracellular content and NETs binding in neutrophils

We assessed the Angl release, intracellular content and binding capacity to released NETs in
isolated neutrophils from all 6 cohorts upon stimulation with PBS, LPS, PMA and A23187 for
3 hours. The post-isolation intracellular content of Angl (T0) was 112 + 11 pg/5x10°
neutrophils/mL from HC. There was a decrease (non-significant) in Angl concentrations at T0
from neutrophils of all five patients’ cohorts (Figure 2). After a 3-hour treatment with PBS, LPS,
PMA or A23187, the Angl content released by neutrophils from all cohorts was higher than
before treatment (TO0), but only significant in PBS- (1.56-fold; 175 vs 112 pg/mL), PMA- (1.98-
fold; 222 vs 112 pg/mL) and A23187- (1.80-fold; 202 vs 112 pg/mL) stimulated neutrophils
from HC. The concentration of Angl detected intracellularly or bound to NETs following a 3-
hour stimulation with all agonists in all 6 cohorts were below the lower limit of quantitation
(LLOQ; <156 pg/mL). Therefore, the total amount of Angl detected at 3 hours post-treatment
was considered as being almost completely released, indicating a significant increase of Angl
synthesis (up to 1.98-fold; 202 vs 112 pg/mL) in neutrophils from HC, and this effect was
amplified in PMA and A23187 stimulated neutrophils from T2DM patients (up to 2.91-fold;
201 vs 69 pg/mL). In all other cohorts, independently from the agonists used, Angl synthesis
also increased (up to 3.18-fold; 216 vs 101 pg/mL in HFpEF PMA-stimulated neutrophils)

(Figure 2).

Calprotectin release, intracellular content and NETs binding in neutrophils
We assessed the calprotectin (SIO0A8/S100A9) release, intracellular content and binding

capacity to released NETs in isolated neutrophils from all 6 cohorts upon stimulation with PBS,
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LPS, PMA, and A23187 for 3 hours. The post-isolation calprotectin intracellular content (TO0)
in neutrophils from HC was 55.9 = 8.7 nug/5x10° neutrophils/mL, while a higher concentration
(non-significant) was observed for all patient’s cohorts (Figure 3).

In all 6 cohorts and independently from the agonist used, the calprotectin released was
significantly lower than the initial quantity found in post-isolation neutrophils (T0O). None of the
agonists significantly increased the calprotectin release when compared to unstimulated
neutrophils (PBS) (Figure 3A).

In all 6 cohorts and independently from the agonist used, the intracellular calprotectin was
lower than the initial quantity found in post-isolation neutrophils (T0). PMA-stimulated
neutrophils from HC, T2DM and ADHFpEF increased significantly (up to 8.8-fold; 99 vs 11 ug
/mL in ADHFpEF) the calprotectin intracellular content compared to PBS. A23187-stimulated
neutrophils from HC significantly increased the intracellular calprotectin (2.6-fold; 39.6 vs 15.5
pg/mL), HFpEF + T2DM had a significantly lower concentration of intracellular calprotectin
(55% decrease; 22.8 vs 51.1 pg/mL) compared to T2DM patients, whereas in ADHFpEF
patients it increased significantly (2.0-fold; 79.5 vs 39.6 pg/mL) compared to HC. Finally, we
observed a significant increase (2.7-fold; 62.3 vs 22.8 pg/mL) in the calprotectin neutrophil
content from ADHFpEF + T2DM compared to HFpEF + T2DM (Figure 3B).

In all 6 cohorts and independently from the agonist used, calprotectin was detected on NETs
but was significantly lower than in the intracellular fraction post-isolation (T0). A treatment
with PMA increased the calprotectin NETs binding in all cohorts by up to 15-fold in ADHFpEF
(2.30 vs 0.15 pg/mL), while the A23187 stimulation provided a significant increase in HC and

T2DM (up to 8-fold; 3.20 vs 0.40 pg/mL in T2DM) compared to PBS (Figure 3C).
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The total calprotectin (released + intracellular + bound to NETs) following the 3-hour
neutrophil incubation with PBS or LPS was lower than post-isolation (T0) in all 6 cohorts, but
only significant for PBS in HC (53% decrease; 26.5 vs 55.9 pg/mL). When stimulated with
PMA for 3 hours, the total calprotectin remained unchanged compared to TO, while being
significantly higher in HC (2.4-fold; 64.7 vs 26.5 pg/mL) and in ADHFpEF (6.9-fold; 108 vs
15.6 ng/mL) when compared to PBS (Figure 3D).

Imaging of Ang 1 and calprotectin localization in human neutrophils

Based on our aforementioned data, we sought to visualize whether Angl and calprotectin
behave differently in regard to their binding to NETs, using confocal microscopy. Neutrophils
isolated from HC were treated with PBS, LPS, PMA, and A23187 for 3 hours, followed by a
series of incubations with antibodies detecting either Angl (Figure 4) or calprotectin (Figure 5).

First, we observed that in unstimulated neutrophils (PBS), there is no or marginal detection
of Sytox orange (green pseudo-color) due to a very low percentage of permeabilized cell
membrane and absence of intracellular DNA exposure. Treatment with LPS induced a small
synthesis and release of NETs (green pseudo-color), whereas a treatment with PMA and A23187
induced a marked increase of NETs synthesis and release (Figures 4 and 5; Sytox Orange
column). For the detection of Angl and calprotectin proteins, we observed a similar pattern,
namely a marginal intracellular detection of both proteins under PBS and LPS treatments,
whereas under PMA and A23187 stimulation, cell permeabilization associated to NETosis
allowed the specific binding of Angl and calprotectin antibodies intracellularly (Figures 4 and
5; Antibody and merged columns). In addition to the detection of Angl, calprotectin and NETs
within the neutrophils, we observed that Angl as opposed to calprotectin does not seem to be

bound to extracellular NETs (Figure 6).
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2.4 Discussion

In the present study, we report that neutrophils from patients diagnosed with T2DM alone,
HFpEF + T2DM or ADHFpEF w/o T2DM present a slight NETs increase (non-significant),
whereas ADHFpEF + T2DM patients have a higher significant NETs release after a 3-hour
incubation with PBS (control vehicle) or LPS (a weak NETs inducer), compared to HC. In
addition, ADHFpEF + T2DM patients present a lower Angl release from their neutrophils,
while having a higher capacity to promote calprotectin release under basal (PBS) condition.
Finally, in all 6 cohorts and independently from the agonist used, we observed that, while
calprotectin was found to bind to the NETs web-like structures, Angl did not interact with
NETs, suggesting that NETs are selective transporters of proteins. These data suggest that
patients with symptomatic HF-pEF exhibit significant neutrophil activation and NETs release.
The magnitude of NETs release is significantly increased in patients with ADHF.

NETs release from human neutrophils

It has been demonstrated that neutrophils are not just first responders to acute infections but also
active contributors to low-grade chronic inflammation (39), which can be explained, in part, by
their capacity to release NETs (40). NETs can be considered as a risk factor of future
cardiovascular events because of their role in atherosclerosis, inflammation, and vascular
thrombosis (2, 10, 41, 42). There has been little previous data on the release of NETs in the
context of heart failure. More recently, we and other groups reported elevated levels of
circulating NETs in T2DM patients and an increase in their neutrophil capacity in vitro to release
NETs (15, 43, 44). Furthermore, we observed an increase in circulating NETs and corresponding
release in HF patients, the latter reaching a maximum in HF + T2DM (15). The results from this

study confirm that NETs release is significantly increased in clinical HF and more so in patients
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with HF and T2DM. In this study, we used inflammatory mediators, such as LPS, PMA and
A23187, targeting different signalling pathways to induce NETosis by human neutrophils (45-
49). LPS, a component of gram-negative bacteria, induces NADPH oxidase (NOX)-dependent
NETs formation mediated by c-Jun N-terminal kinases (JNK). LPS binds to Toll-like receptor
(TLR4) on the surface of neutrophils, activating the production of reactive oxygen species
(ROS) and NOX, inducing lytic NETs formation in a concentration- and NOX-dependent
manner (47). Other groups have shown that LPS can also induce vital NETs formation via a
NOX-independent pathway (48, 49). PMA activates the protein kinase C pathway, which
induces NETosis through the ROS generating NADPH oxidase complex that contributes to the
disruption of the extracellular membrane. In contrast, A23187, is a faster and robust, NADPH-
independent, process dominated by a rise in intracellular calcium concentration (46, 50). This
might explain why the elevation of NETs synthesis under PMA is similarly maintained in all
groups, whereas we observed a reduction of NETosis in A23187-stimulated neutrophils from
AFDHFpEF+T2DM patients. Since the neutrophils from these patients are as responsive as the
neutrophils from other groups under PMA stimulation, this might suggest that their stimulation
with a calcium ionophore (A23187) is less efficient to promote extracellular Ca** uptake and/or
intracellular Ca" elevation affecting the downstream NETosis process.

In the present study, we sought to determine the ability of these inflammatory mediators to
induce NETs formation by neutrophils from HC, T2DM alone, stable HFpEF + T2DM and
ADHFpEF + T2DM patients. Our study revealed significantly higher basal (PBS) and LPS-
induced NETs release only in patients with ADHFpEF + T2DM, as compared with HC. In
addition, released NETs were increased at basal level and significantly following LPS

stimulation in ADHFpEF + T2DM patients vs ADHFpEF w/o T2DM, suggesting that T2DM

84



contributes to increase the inflammatory state in ADHFpEF patients. We did observe an increase
(non-significant) in basal or LPS-induced NETs release in T2DM alone or stable HFpEF +
T2DM patients, and this might be an indicator that the management of their low-grade
inflammatory condition by the current chronic therapies is not fully capable to revert the
inflammatory state associated to NETosis.

The increase in NETs release seen in ADHFpEF + T2DM patients support the concept that
these patients are in a state of acute thrombo-inflammation. Such status may lead to a pro-
thrombotic state wherein blood vessel obstruction could result in inadequate blood supply to the
heart and/or other organs. Therefore, NETs and T2DM can jointly contribute to the progression
and severity of HF, leading ultimately to the ADHF condition.

Angiopoietin 1 release and NETs binding

In this study, we wanted to determine if the release of Angl was comparable to calprotectin,
since both proteins are found in the cytosol of neutrophils. We previously demonstrated that in
healthy controls, Angl is found in the cytosol of neutrophils and can be released upon
stimulation with different stimuli (35). Angl is an important inflammatory marker for the
stabilization and maturation of blood vessels through Tie2 receptor (34, 51). Studies have shown
that a decrease of circulating Angl levels in patients with acute myocardial infarction and major
cardiovascular conditions such as arrhythmia, valvular heart disease, HF and cardiogenic shock,
could be potentially associated with the magnitude of endothelial dysfunction (37, 52). In our
study, we also observed a lower concentration of intracellular Angl in post-isolated (TO)
neutrophils in all patients’ cohorts. These neutrophils increase their Angl synthesis over a 3-
hour incubation time period, yet their corresponding Angl concentrations never reached the

levels observed in HC. Interestingly, the lowest Angl concentration post-incubation was
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observed in both ADHFpEF + T2DM and stable HFpEF + T2DM suggesting that T2DM co-
morbidity is negatively impacting the capacity of neutrophils from HF patients to synthesize
Angl. This could contribute to inadequate stabilization of blood vessels, endothelial dysfunction
and disease progression.

Since neither calprotectin nor Angl are stored in neutrophil granules or vesicles (35, 53, 54),
and that calprotectin binds to NETs when released, we wanted to assess if Angl exocytosis was
also NETs-dependent. Herein, we observed that Angl was not detected on the surface of
extracellular NETs, either by ELISA or using confocal microscopy, suggesting that its secretion
is NETs-independent in all 6 cohorts studied. This could be explained by the fact that Angl is
not an essential bactericidal protein, like MPO, NE or calprotectin, all found on NETs.
Moreover, Angl has been shown to bind either to Tie2 receptor and selected integrins, both
expressed on cell membrane surface of neutrophils (7, 55, 56). In addition, the low concentration
of Angl (~100-200 pg/5x10° neutrophils) being released as compared to calprotectin (~5-20
ng/5x10° neutrophils) could explain their membrane proximity, as observed by confocal
microscopy, suggesting an autocrine agonistic activity upon its release from the neutrophils.
Calprotectin release and NETs binding
Calprotectin (SI00A8/A9) is largely expressed in the cytoplasm of neutrophils and is mainly
released in an infectious setting. Moreover, calprotectin can bind to NETs (3) and exerts its main
function, namely anti-microbial, in combination with other NETs-bound proteins such as MPO
and NE, while NETs are keeping pathogens trapped, thus leading to increased efficiency in
pathogens removal.

Calprotectin has also recently been shown to be involved in cardiovascular diseases,

following its release by inflammatory mediators (57, 58). Previous studies reported a higher
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serum or plasma calprotectin level in patients with chronic HF and was associated with other
inflammatory markers such as C-reaction protein (CRP), interleukin IL-6, IL-8 and TNF-a (31,
59, 60). In the present study, we observed an increase of intracellular calprotectin in neutrophils
post-isolation (TO) from T2DM and ADHFpEF + T2DM patients as compared to HC, whereas
in stable HFpEF £+ T2DM the calprotectin initial content remained unchanged. However, there
was no additional calprotectin synthesis after 3h of stimulation in all 6 cohorts and
independently from the agonists used. The increase of endogenous calprotectin observed in
freshly isolated neutrophils from these patients could indicate an increased inflammatory status,
thereby contributing to the progression of heart failure.

The levels of released calprotectin were significantly lower than those seen at TO, but
interestingly, there was less calprotectin released from the neutrophils of patients with T2DM
and HFpEF + T2DM after treatment with PMA contrary to what was observed after stimulation
with A23187. Typically, A23187 induces a rapid and robust extracellular DNA release, reaching
a plateau within 3 - 4h, whereas NETs formation induced by PMA is slower and reaching
maximal extracellular DNA after 4 - 6h (50). Since calprotectin is present in high concentration
in the cytosol but not in the granules, treatment with a calcium ionophore might favor its higher
release compared to PMA stimuli in the neutrophils from the patients.

After 3h of stimulation and in absence of agonist stimulation (PBS), we observed in all 6
cohorts that the level of calprotectin was reduced by 40 to 85% compared to corresponding TO
values. In addition, even after stimulation with LPS, PMA or A23187 agonists, the levels of
calprotectin remained either below or comparable to TO values. Thus, we hypothesized that this
decrease could be associated to calprotectin degradation by the proteasome. However, when

using the proteasome inhibitor (MG132; 10 uM) (61), it did not prevent the reduction of
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intracellular calprotectin concentration, neither the total concentration of calprotectin (data not
shown). One possibility might be that oxidative post-translational modifications of calprotectin
makes it a target for proteasome-independent proteolysis (62).

As previously described (1, 3), we observed that a fraction (up to 5.3%) of the total
calprotectin detected at 3h post-incubation was bound to NETs as observed by ELISA and
confocal microscopy (Figures 3 and 5). Only NETs produced by PMA and A23187 bound more
calprotectin, since those two agonists induced a higher NETs release in all cohorts (Figure 1).
Interestingly, in HC and T2DM patients, A23187 induced the release of mostly web-like NETs
as seen in Figure 3, and this conformation bound more calprotectin than the PMA-mediated
NETs synthesis, localized mostly near the cells. This could be explained by the fact that NETs
web-like structures are observed in microbial trapping, thus supporting the calprotectin
antimicrobial role (1, 63, 64).

Study limitations

This study consisted of a small sample size of patients with various duration, etiology, and
severity of HF. Clinically relevant information such as the duration of diabetes, glycemic
control, and the concomitant presence of atherosclerotic heart disease were not readily available.
In addition, the various medication might have an impact on the observed results. In vitro
neutrophil experiments were limited to stimulation with few agonists and to the measure of
Angl and calprotectin. Future studies warrant the inclusion of other cytokines and higher

number of patients.
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2.5 Conclusions

In our study, NETs released by isolated neutrophils upon stimulation with selected agonists were
significantly increased in ADHFpEF + T2DM when compared to healthy control volunteers. In
addition, the release of Angl is independent from NETosis and not affected by diabetes or heart
failure conditions. On the other side and as expected, calprotectin does bind to NETs, with the
constitutive basal levels of calprotectin tending to increase in neutrophils from T2DM and
ADHFpEF + T2DM patients. Since neutrophils from ADHFpEF + T2DM have a higher
capacity to release NETs under basal condition, their capacity to bind calprotectin might further

exacerbate NETs-mediated pro-inflammatory activities in these patients.
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2.6 Methods

Population

This was a prospective non-randomized non-interventional study including stable HFpEF or
ADHFpEF, with or without T2DM, compared with T2DM patients and HC without any heart
pathology. Six different cohorts were recruited at the Montreal Heart Institute (MHI): 1) HC
(n=34), 2) T2DM (n=8), 3) stable HFpEF (n=5), 4) stable HFpEF+T2DM (n=7), 5) ADHFpEF
(n=7) and 6) ADHFpEF+T2D (n=6). Blood collection from all participants was performed at
the MHI. The study has been approved by the MHI’s Research Ethics Committee and performed
with the accordance of the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained from all
subjects prior to the study (Montreal, QC, Canada; ethics No. ICM#01-069 and No. ICM #12-

1374).

Selection criteria of healthy control volunteers and patients

Healthy controls (HC) recruited in this study were enrolled assuming they had no significant
medical conditions and were not treated by any anti-inflammatory medication for at least 14
days before blood collection. T2DM patients with no symptoms or signs of HF were recruited
from the Clinique d'Endocrinologie de Montréal. HFpEF and ADHFpEF patients with NYHA
classification I to IV symptoms were recruited from the MHI heart failure clinic and from the
emergency room (ER) or HF care units, respectively. These patients were classified as HFpEF
if their LVEF was >50% (65-67), as documented by contrast ventriculography, magnetic
resonance imaging, radionuclide ventriculography or echocardiography assessed within the
previous 12 months and if no significant cardiac events occurred since the assessment of LVEF
(66). These patients were optimally treated on stable doses of A-II modulating agents, beta-

blocker, and mineralo-corticoid antagonist agents unless not tolerated or contra-indicated. In
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addition to the previous inclusion criteria outlined above, patients with HF + T2DM required an
HbAlc <10% and good glycemic control by any available hypoglycaemic medications and
treated with secondary preventive medication as per current guidelines. The most significant
exclusion criteria included the presence of severe chronic pulmonary disease, chronic active
inflammatory disease, severe renal failure (creatinine >250 pmol/L), liver damage
(transaminases >3-fold upper normal values) and ongoing malignancy. Other exclusion criteria
included recent myocardial infarction, stroke, or cardiac surgery (<3 months). All participants
having ongoing and/or recent infection within 2 weeks prior to the study were excluded from

this study.

Study protocol — plasma, serum and neutrophil collection

Venous blood from all participants was collected in 30 mL syringes (containing 5 mL acid
citrate dextrose for 25 mL whole blood). Neutrophils were isolated using the Ficoll-Paque
gradient method, as previously described (68, 69). Upon isolation, neutrophils were resuspended
in phenol-free RPMI-1640 medium (Cambrex Bio Science, Walkersville, MD) supplemented
with 1) 25 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON, Canada), 2) 1% penicillin/streptomycin/ Glutamax (VWR Intl.,
Montreal, QC, Canada), 3) ImM CaCl, (BDH Chemicals, Toronto, ON, Canada) and 4) 5%
FBS (Fetal Bovine serum; VWR) (termed complete RPMI). Contamination by PMBCs was less
than 0.1% as determined by morphological analysis and flow cytometry. Cell viability of

neutrophils were greater than 98%, as assessed by Trypan blue dye exclusion assay.

NETs production and quantification by fluorometric assays
Isolated neutrophils (5x10%ml) were added to 12-well plates and incubated in complete RPMI

at 37°C for 3 hours with either PBS-control buffer, LPS (100 nM; Escherichia coli O111:B4;
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Sigma), PMA (25 nM; Calbiochem, La Jolla, CA, USA) or A23187 (5 uM; Calbiochem).
Neutrophils were carefully washed two times with PBS 1X, and nuclease S7 (Sigma) was added
for 15 min at 37°C, 5% CO; to release NETs bound to the external surface of neutrophils with
no or minor loss of NET structure and activity. The reaction was stopped with 10 mM EDTA
(Sigma), and the supernatant was centrifuged at 300g for 5 min to remove cell debris. NETs
were quantified using Quant-IT PicoGreen dsDNA Assay Kits (catalog no. P7589; Invitrogen,

Eugene, OR).

Localisation and release of Angl and calprotectin by ELISA

The intracellular Angl and calprotectin concentrations in neutrophils (5x10° cells/mL) were
determined either immediately after isolation (T=0), or upon agonists (PBS, LPS, PMA or
A23187) stimulation in 6-well plates for 3 hours at 37°C, 5% CO». The supernatants were
collected and centrifuged at 300g for 5 min to remove cell debris. Neutrophils were then
carefully washed two times with PBS, and DNase I (Sigma) was added for 30 min at 37°C, 5%
COas. The supernatant was collected in 10 mM EDTA to stop the reaction and centrifuged at
300g for 5 min to remove cell debris. A solution containing complete RPMI + 1% Triton was
added to the remaining adhered neutrophils which were then removed using a cell lifter,
homogenized by vortex mixing and centrifuged at 18 000g for 10 min. The cell membranes
pellet was discarded and the supernatant was used for intracellular content measures. All
samples were stored at -80°C for further Angl quantification using ELISA DuoSet kits (R&D
System). Since the concentration of Angl was too low for direct detection by ELISA, all
samples were concentrated 5-fold by evaporating all the water (1 mL) from the samples using a
SpeedVac and resuspending the dry fraction in 200 pL of complete RPMI prior to their

quantification.
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Localisation of calprotectin and Angl on NETs by confocal microscopy

Neutrophils (1x10%/mL) in complete RPMI were incubated in 35 mm petri dishes with 14 mm
microwell insert (MatTek; #P35G-1.0-14-C Ashland, MA, USA) for 3 hours at 37°C, 5% CO»
with different agonists (PBS, PMA, LPS and A23187). After carefully removing the
supernatant, 1% BSA (Bovine serum albumin) was added for 30 min at 37°C, 5% COx. Primary
antibodies (rabbit anti-human Angl (1:100) and mouse anti-human S100A8/A9 (1:20)), IgG
isotype control (rabbit or mouse (both 1:200)) were added directly for 30 min at 37°C, 5% COa,
followed by a gentle wash with HBSS 1X. Subsequently, secondary antibodies (Alexa Fluor
488 conjugated goat anti-rabbit and Alexa Fluor 488 conjugated rabbit anti-mouse (both 0.5
pg/mL)) were added and incubated for 30 min at 37°C, 5% CO., followed by two washes with
HBSS 1X. A fluorescent nucleic acid stain detecting double-stranded DNA in membrane
disrupted cells (NETs) (Sytox Orange; 1:5000, Life Technologies), and WGA (Wheat germ
agglutinin; 1 pg/mL, ThermoFisher) to detect cell membrane were added. Images (Z stack) were

obtained by confocal microscopy (LSM 710, Carl Zeiss).

Statistical Analysis

The data are presented as mean + SEM. All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 9.1.2. Groups were compared by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s
post-test for multiple comparisons. The results were considered significant if p values were <

0.05.
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2.9 Figure and Table Legends

Figure 1. NETs release by neutrophils. Isolated neutrophils (5x10%/mL) from HC, T2DM,
stable HFpEF + T2DM and ADHFpEF + T2DM patients were incubated at 37°C for 3 hours
with PBS (control vehicle) and agonists, LPS (100 nM), PMA (25 nM), or A23187 (5 uM).
NETs were quantified using Quant-IT PicoGreen dsDNA detection kit. Data shown as mean +
SEM. Significance of data is indicated by *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 compared
with PBS respectively and by Tp < 0.05, /p < 0.01, 77"p < 0.001 compared with corresponding
treatment of HC. HC (n=28-32), T2D (n=8), stable HFpEF (n=5), stable HFpEF + T2DM (n=6),

ADHFpEF (n=6-7), ADHFpEF + T2DM (n=5-6).

Figure 2: Angiopoietin 1 release from neutrophils. Isolated neutrophils (5x10%mL) from HC,
T2DM, stable HFpEF + T2DM and ADHFpEF + T2DM patients were incubated at 37°C for 3
hours with different agonists (PBS control, PMA, LPS and A23187). By ELISA, we quantified
Angl from unstimulated neutrophils (T0) and stimulated neutrophils. P < 0.05 and P < 0.01

vs TO.

Figure 3: Calprotectin synthesis and release from neutrophils. Isolated neutrophils
(5x10%ml) from HC, T2DM, stable HFpEF + T2DM and ADHFpEF + T2DM patients were
incubated at 37°C for 3 hours with different agonists (PBS control, PMA, LPS and A23187).
By ELISA, we quantified calprotectin from unstimulated neutrophils (T0) and stimulated
neutrophils. Total calprotectin corresponds to the addition of calprotectin released, intracellular
and bound to NETs. ¥P < 0.05, 3P < 0.01 and %P < 0.001 vs TO, *P < 0.05, **P < 0.01 and
##%p < (0.001 vs PBS, "P < 0.05 vs HC-corresponding agonist, P < 0.05 vs T2DM-

corresponding agonist and **P < 0.01 vs HFpEF + T2DM.

100



Figure 4. Angl is released independently from NETs. Neutrophils from HC subjects were
stimulated with PBS, LPS (100 nM), PMA (25 nM), or A23187 (5 uM) for 3h to induce
NETosis. Following stimulation, neutrophils were incubated with a primary unconjugated Ab
(Rabbit a-human Angl), followed by an incubation with a conjugated secondary Ab (Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit; white). For the negative control, neutrophils were incubated only
with the secondary Ab (blue boxes). Neutrophils were labeled with wheat germ agglutinin
(conjugated with Alexa 647; red) and NETs were labeled with SYTOX Orange (green pseudo-
color). Maximum intensity projection from acquired Z-stack were obtained by confocal

microscopy (LSM 710, Carl Zeiss) using a Plan Apochromat 40x/1.3 oil DIC objective.

Figure 5. Calprotectin (S100A8/A9) binds to NETs. Neutrophils from HC subjects were
stimulated with PBS, LPS (100 nM), PMA (25 nM), or A23187 (5 uM) for 3h to induce
NETosis. Following stimulation, neutrophils were incubated with a primary unconjugated Ab
(mouse a-S100A8/A9), followed by followed by an incubation with a conjugated secondary Ab
(Alexa Fluor 488 anti-mouse; white). For the negative control, neutrophils were incubated only
with the secondary Ab (blue boxes). Neutrophils were labeled with wheat germ agglutinin
(conjugated with Alexa 647; red) and NETs were labeled with SYTOX Orange (green pseudo-
color). Maximum intensity projection from acquired Z-stack were obtained by confocal

microscopy (LSM 710, Carl Zeiss) using a Plan Apochromat 40x/1.3 oil DIC objective.

Figure 6. Angl and calprotectin interaction with NETs induced by PMA and A23187.
These images are enlarged areas of the “Merged (3 images)” columns (PMA and A23187) from

Figures 2 (Angl) and 3 (calprotectin). We observe that Ang1 is mainly detected around the cells
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surface and does not interact with NETs, whereas calprotectin is detected either in the cells or

on the NETs web-like structures.

Table 1. Baseline patients’ characteristics. HC, healthy controls; HFpEF, heart failure with
preserved ejection fraction; ADHF, acute decompensated heart failure; T2DM, type-2 diabetes
mellitus; NYHA, New York Health Association; LVEF, left ventricular ejection fraction; ACEi,
angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; DPP-4, dipeptidyl
peptidase 4; GLP-1, glucagon-like peptide 1; SGLT2, sodium-glucose co-transporter-2.
Continuous variables are shown as mean =+ standard error mean and categorical variables as
number (%). Anti-platelets included aspirin, clopidogrel, prasugrel, or ticagrelor or a

combination of these. *p < 0.05 vs T2DM
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2.10 Figures and tables
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Table 1

He T2DM Stable s;a;’éeF ADHFpEF | ADHFPEF
(=34 | S0 ElF :plg +T2DM (n="7) gz:Dé\)A
(n=7)
Age (v) 68+ 1.7 75+3.3 71+3.2 82 +3.0* 73 +£43.2
Males n (%) 20 (58.8%) 6 (75%) 2 (40%) 4 (57.4%) 2 (28.6%) 4 (66.7%)
NYHA classification n (%)
class | n/a n/a 0 (0%) 1 (14.3%) 0 (0%) 0 (0%)
class I n/a n/a 3 (60%) 5(71.4%) 2 (28.6 %) 1. (16.7 %)
class IIT n/a n/a 2 (40%) 1 (14.3%) 2 (28.6 %) 2 (33.3%)
class IV n/a n/a 0 (0%) 0 (0%) 2 (28.6 %) 3 (33.3%)
Etiology n (%)
Ischemia n/a n/a 0 (0%) 1 (14.3%) 0 (0%) 2 (33.3%)
Cardiomyopathy n/a n/a 1(20%) 5 (71.4%) 3 (42.9%) 1 (16.7%)
Valvular n/a n/a 0 (0%) 3 (42.9%) 1 (14.3%) 2 (33.3%)
Others n/a n/a 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
LVEF (%) n/a n/a 54£2.1 58+1.5 57+2.8 54+1.4
Hypertension n/a 6 (75%) 5 (100%) 7 (100%) 4 (57.1%) 6 (100%)
Dislipidemia n/a 7 (87.5%) 1 (20%) 4 (57.1%) 3 (42.9%) 5 (83.3%)
Stroke n/a 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Biochemistry
Creatinine (umol/l) n/a 86.7 + 8.6 147 +£43 146 + 17 127 +£21 166 +26
Glucose (mmol/l) n/a 9.0+ 0.7 5.7+0.6* 6.9+ 0.6 6.4+0.6 8.0+ 0.6
Triglyceride (mmol/l) n/a 1.35+£0.18 | 1.02+0.10 | 2.00+0.47
LDL (mmol/l) n/a 1.80+0.12 | 223+0.80 | 1.09+0.23
Medication n (%)
ACEi n/a 3 (37.5%) 0 (0.0%) 1 (14.3%) 0 (0.0%) 1 (16.7%)
ARBs n/a 5(62.5%) 0 (0.0%) 2 (28.6%) 1 (14.3%) 0 (0.0%)
B-blockers n/a 3 (37.5%) 3 (60%) 5 (71.4%) 5 (71.4%) 5 (83.3%)
Diuretic agent n/a 2 (25%) 5 (100%) 7 (100%) 5(71.4%) 6 (100%)
Statin n/a 8 (100%) 2 (40%) 3 (42.9%) 2 (28.6%) 5 (83.3%)
Anticoagulant n/a 0 (0.0%) 5 (100%) 4 (57.1%) 6 (85.7%) 3 (50.0%)
Sulfonylureas n/a 3 (37.5%) 0 (0.0%) 1 (14.3%) 0 (0.0%) 2 (33.3%)
DDP-4 inhibitors n/a 5 (62.5%) 0 (0.0%) 4 (57.1%) 0 (0.0%) 1 (16.7%)
Agoniste GLP-1 n/a 2 (25%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
SGLT-2 inhibitor n/a 2 (25%) 0 (0.0%) 2 (28.6%) 0 (0.0%) 1 (16.7%)
Metformin n/a 7 (87.5%) 1 (20%) 4 (57.1%) 0 (0.0%) 1 (16.7%)
Insulin n/a 1 (12.5%) 0 (0.0%) 2 (28.6%) 0 (0.0%) 2 (33.3%)
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CHAPITRE 3 : DISCUSSION
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3.1 Résumé de nos principales observations

Dans le but d’explorer de nouvelles protéines présentes sur les NETs et leur role dans le diabéte
et ’'IC, nous nous sommes intéressés a la liaison de 1’Angl sur les NETs relachés par les
neutrophiles. Nous avons donc tenté de répondre a la question principale suivante : les NETs
peuvent-ils transporter 1’Angl et jouer un role protecteur au niveau des vaisseaux sanguins?
Dans un premier temps, nous avons analysé la synthéese et la relache des NETs, d’Angl et de la
calprotectine de manicre indépendante. Puis, dans un deuxiéme temps, nous avons évalué la
capacit¢ de médiateurs inflammatoires spécifiques a induire la liaison de I’Angl et de la
calprotectine sur les NETs. Ainsi, au cours de mon projet de maitrise, nous avons été en mesure
de démontrer que les neutrophiles de patients sévérement malades présentant un épisode de
décompensation cardiaque aigue (ADHFpEF+T2DM) relachent plus de NETSs suite a une
incubation de 3 heures sans agoniste ou suite a un traitement au LPS que ceux des volontaires
sains (VS) et des ADHFpEF sans T2DM. Nous avons aussi documenté que le diabéte comme
comorbidité joue un role important dans la sévérité de I’IC. Nous avons également démontré
que la synthese et la relache d’Angl reste inchangée chez les différents groupes de patients mais
nous observons une tendance a la hausse suite aux stimulations avec le PMA et A23187, et que

finalement, I’Ang1 ne se retrouvent pas sur les NETs, contrairement a la calprotectine.

3.2 La relache de NETs par les neutrophiles humains

Dans cette étude, nous rapportons 1’effet de divers médiateurs inflammatoires sur la formation
de NETs par les neutrophiles isolés de patients T2DM, HFpEF+T2DM stables et
ADHFpEF+£T2DM, comparé aux neutrophiles isolés de volontaires sains (VS). Les médiateurs
inflammatoires tels que LPS, PMA et A23187 sont déja connus pour leur capacité a induire la
formation de NETs en utilisant des voies de signalisation différentes De nombreuses études ont
montré que le PMA induit la formation de NETs, qui est dépendante de la production de ROS
par le complexe NOX (259) et, dans certains cas, I’hypercitrullination de I’histone 3 (H3) par la
PADA4 (266). Contrairement au PMA, le A23187, un ionophore calcique, active la PKC et la
PADA4, induisant la formation de NETs de mani¢re NOX-indépendante (267). Ce type de
formation de NETs est induit principalement par I’influx de calcium et la production de ROS.

Quant au LPS, une composante de la paroi des bactéries gram-négatif, il induit une formation
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de NETs NOX-dépendante médiée par les kinases c-Jun N-terminales (JNK). Le LPS se lie au
récepteur TLR4 a la surface des neutrophiles et active la NOX et la production de ROS,
induisant par conséquent la formation de NETs lytique de maniere dose-dépendante (254, 256,
266). D’autres groupes ont montré que le LPS peut également induire la formation de NETs

vitale par une voie indépendante de NOX (276, 278).

Tel que démontré auparavant par d’autres études, nous avons également observé que le
PMA ou le A23187 augmentent de facon importante la formation de NETs in vitro par les
neutrophiles sains. Nous observons également une augmentation de la relache de NETs par les
neutrophiles de patients T2DM, HFpEF, HFpEF + T2DM et ADHFpEF, comparée a leur PBS
respectif, mais non pour les ADHFpEF + T2DM ¢étant donné que le niveau basal des NETs est
déja tres €élevé comparé au niveau basal des VS et des autres groupes de patients. En effet, pour
ce groupe de patients, on s’apercoit que les NETs augmentent de fagon importante apres
I’incubation sans agoniste lorsque comparé aux VS et que cette augmentation est maintenue
avec les différents agonistes. Des images prises en microscopie confocale permettent de
visualiser cette forte augmentation de NETs au niveau basal chez les patients ADHFpEF+T2DM
(Figure A1 de I’Annexe). Toutefois, et contrairement a la littérature, aucune augmentation de la
formation de NETs n’est observée par la stimulation des neutrophiles au LPS chez les VS. Ceci
pourrait &tre expliqué par le fait que la formation de NETs par les neutrophiles stimulés au LPS
est dose dépendante (265) et que dans notre étude, la dose utilisée (100 nM) semble insuffisante
pour permettre I’augmentation de la formation de NETs par les neutrophiles de sujets sains et
de patients, comparé au controle PBS, a I’exception des patients ADHFpEF+T2DM. En effet,
chez ces patients, nous observons que le LPS est plus apte a induire la formation de NETs
observant une augmentation significative de 2-3 fois la relache de NETs comparée aux VS et
une augmentation non significative de NETs comparé¢ aux patients ADHFpEF sans T2DM. Les
neutrophiles de patients sévérement malades en concomitance avec le diabete
(ADHFpEF+T2DM) relachent donc des quantités plus élevées de NETs en absence d’agoniste
et lorsque les neutrophiles sont stimulés avec le LPS que ceux des VS et des patients ADHFpEF
sans T2DM. Cette observation pourrait étre expliquée par le fait que les neutrophiles isolés de

ces patients soient, de base, plus activés que ceux des VS et des autres groupes de patients.
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3.2.1 Role du LPS dans ’'IC et le T2DM

Il y a de plus en plus d’évidences que le microbiote de I’intestin pourrait jouer un réle dans le
développement de diverses maladies incluant I’'IC et le T2DM, des pathologies associées a
I’inflammation de bas grade (88, 94, 95). La translocation du microbiote de I’intestin dans la
circulation systémique, en particulier les endotoxines bactériennes ou le LPS, a été démontrée
comme un ¢lément déclencheur de I’inflammation et I’obésité (469). Le LPS a la capacité
d’induire la sécrétion du TNF-a (470), de I'lL-6 (471-473) et de plusieurs autres médiateurs
pro-inflammatoires lorsqu’il se lie au complexe CD14 et au récepteur TLR4 a la surface des
cellules immunitaires (474) et entraine une boucle de rétroaction positive qui peut perpétuer
I’¢état inflammatoire chronique (475). Des évidences du role joué par le LPS endogene dans I’IC
aigue et chronique ont ét¢ montré dans plusieurs études. La possibilité que le LPS déclenche
I’inflammation en augmentant la production de cytokines par les cellules immunitaires dans I’I1C
a été proposée par Anker et al. (476). Depuis lors, de nombreuses études ont signalé des niveaux
¢levés de LPS circulant dans I'IC (470, 477-479). En effet, il a ét¢ démontré que les
concentrations plasmatiques de LPS sont plus élevées chez les insuffisants cardiaques atteints
d’cedeme périphérique et qu’un traitement diurétique entraine une réduction des niveaux de LPS
(476, 477). De plus, le CD14 soluble, un marqueur de I’interaction endotoxine-cellule et de
I’excrétion de la membrane cellulaire, s’est révélé accru chez les patients atteints d’IC chronique
(476, 480). Des niveaux élevés de LPS constitueraient un élément prédictif de I’incidence du
diabéte de type 2 (481). A la lumiére de ces informations, il appert qu’il y ait une activation
immunitaire dans I’IC aigue et chronique. Etant donné que le LPS endogéne est un facteur
important responsable de I’inflammation chronique sous-jacente observée dans I'IC, les
stratégies d’intervention qui pourraient modifier le microbiote ainsi que diverses stratégies anti-
inflammatoires telle que la colchicine et/ou I’immuno-thérapeutique ciblant de fagon
prédominante le LPS pourraient étre bénéfiques pour les patients insuffisants cardiaques (475)

et/ou diabétiques.

3.2.2 Role des NETs dans la dysfonction endothéliale et la thrombo-inflammation

L’intégrité structurelle et fonctionnelle de I’endothélium est cruciale dans le maintien de
I’homéostasie vasculaire et dans la prévention de pathologie cardiovasculaire. La dysfonction

endothéliale est une affection pathologique caractérisée par une perte d’équilibre dans tous les
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principaux mécanismes endothéliaux impliquant plusieurs types cellulaires dont les
neutrophiles (482). Elle est impliquée dans la physiopathologie de différentes maladies
cardiovasculaires et est étroitement li¢ aux événements cliniques chez les patients atteints
d’athérosclérose, d’hypertension (483) et d’IC (484-486).

La diapédese des neutrophiles est une caractéristique de I’inflammation microvasculaire
impliquant une série de changements métaboliques et conformationnels initiés par le roulement
et I’adhésion des neutrophiles, suivis de la migration transendothé¢liale (128). Ce processus
dynamique nécessite un contact avec des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B3, LPS,
etc.) et des signaux provenant d’agents pathogénes, de motifs moléculaires associés aux dégats
(DAMPs), de cellules immunitaires/inflammatoires ou de CEs activées (487). Les neutrophiles
peuvent altérer la structure et/ou la fonction endothéliale par plusieurs mécanismes dont la
production de ROS, la dégranulation ainsi que la synthése et relache des NETs (127, 128). Ces
derniers peuvent avoir des conséquences néfastes sur les vaisseaux sanguins en activant des
métalloprotéinases et ainsi jouer un role important dans les dommages endothéliaux (297). En
effet, une formation excessive de NETs entraine la formation d’agrégats (488) qui obstruent les
vaisseaux (489) et endommagent les tissus induisant donc une thrombo-inflammation. Les
NETs peuvent également induire la libération du facteur von Willebrand a partir des cellules
endothéliales qui a pour effet d’augmenter la liaison de I’ADN, I’agrégation plaquettaire et la
formation de thrombose (296, 300), ce qui contribue au blocage des vaisseaux sanguins, rendant
ainsi une distribution inadéquate du sang au cceur et aux organes vitaux. Cette distribution
erratique peut mener a la nécrose cellulaire, et par conséquent, contribuer a la progression de

I'1IC.

3.3 La synthese d’Angl et de la calprotectine par les neutrophiles

L’angiopoiétine 1 est une protéine jouant un role important pour la stabilisation et la maturation
des vaisseaux sanguins lors de I’angiogenése a travers sa liaison aux récepteurs Tie-2 sur les CE
(407, 424, 431). L’Angl a de puissants effets vasculaires protecteurs, entre autres, via la
suppression des fuites plasmatiques, 1’inhibition de 1’inflammation vasculaire et la prévention
de la mort des CE (434, 435, 468). Des ¢tudes ont montré qu’une diminution de la concentration
d’Angl dans le plasma des patients souffrant d’infarctus du myocarde aigu et d’événements

cardiovasculaires majeurs tels que 1’arythmie, la cardiopathie valvulaire, le choc cardiogénique
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et ’IC, pourrait étre potentiellement associée a I’altération de la fonction endothéliale (409, 462,
463). Dans le cadre de notre étude, nous avons observé une diminution de la quantité initiale
d’Angl intracellulaire chez tous les groupes de patients. Bien que ces patients synthétisent plus
d’Angl apres 3h de stimulation des neutrophiles avec PBS, LPS, PMA et A23187, ce qui
pourrait €tre une tentative de stabilisation et de protection des vaisseaux sanguins, en termes de
quantité, il y a moins d’Angl synthétisée comparée aux VS. Ceci pourrait donc étre impliqué
dans une angiogenese pathologique conduisant a la déstabilisation des vaisseaux sanguins
menant a la dysfonction endothéliale puis a la progression de I’'IC et du T2DM. De plus, la
combinaison des niveaux ¢élevés de NETs qui obstruent les vaisseaux sanguins et une
concentration insuffisante d’Angl synthétisée pour stabiliser les vaisseaux pourrait contribuer
a la dysfonction endothéliale associée a I’IC et au T2DM. D’autre part, I’Angl a des effets pro-
inflammatoires sur les neutrophiles. En effet, notre laboratoire a détecté I’expression de Tie2 a
la surface des neutrophiles par RT-PCR et par immunocytochimie. L’Angl a donc la capacité
d’activer les neutrophiles via les voies PI3K, p38 et p42/44 MAPK (490) et d’induire la synthése
de NETs (443). La diminution observée d’Angl pourrait atténuer 1’état inflammatoire chez les
patients insuffisants cardiaques et T2DM.

La calprotectine est largement exprimée dans le cytoplasme des neutrophiles (30-60%)
et est libérée dans le milieu extracellulaire lorsque les neutrophiles sont stimulés par des
médiateurs inflammatoires (358-360). Sa sécrétion, médiée par les microtubules (359), dépend
de la production de ROS et de I’efflux du potassium (K*) (360). Des études ont signalé un role
important de la calprotectine dans I’IC en démontrant un taux de calprotectine sérique ou
plasmatique plus élevé chez les patients souffrant d’IC chronique associé a d’autres marqueurs
inflammatoires tels que la CRP, I’IL-6, I’'IL-8 et le TNF-a (344, 393). La calrpotectine peut se
lier a différents récepteurs dont les TLR4 et déclencher une voie de signalisation spécifique se
traduisant par une boucle de rétroaction positive autocrine et une amplification de 1’induction
de facteurs inflammatoires (340, 368, 370). Dans la présente é¢tude, nous avons observé une
augmentation de la calprotectine intracellulaire dans les neutrophiles post-isolation (T0) pour
tous les groupes de patients comparée aux VS, qui pourrait jouer un role dans I’inflammation
de bas grade retrouvée dans I’IC et le T2DM et ainsi €tre impliquée dans la progression de la
maladie. Apres 3h de stimulation avec PBS, LPS, PMA ou A23187, nous avons observé une

diminution de la calprotectine dans les neutrophiles de VS ou de patients. Nous avons émis
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I’hypothése que cette diminution pourrait étre associée a la dégradation de la protéine par le
protéasome ou des protéases. Toutefois, 1’utilisation d’un inhibiteur du protéasome (MG132)
ou un cocktail d’inhibiteurs de protéases lors de 1’incubation des neutrophiles de VS n’a pas
influencé la concentration de la calprotectine a 3h. De plus, afin de comprendre la diminution
observée de la calprotectine, nous avons également évalué si la diminution observée était liée a
des processus transcriptionnels et/ou traductionnels. Nous avons donc utilisé des inhibiteurs de
la transcription (Actinomycine D) et de la traduction (Cycloheximide) et 1’utilisation de ces
inhibiteurs n’a eu aucun effet significatif sur les niveaux de calprotectine. Une possibilité serait
que les modifications oxydatives post-traductionnelles de la calprotectine en fassent une cible
pour la protéolyse indépendante du protéasome (491). Des études supplémentaires devront donc
étre effectuées afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la synthese et la
dégradation de la calprotectine. En outre, la calprotectine est libérée dans la phase aigué de
I’inflammation (353). Cela pourrait expliquer pourquoi nous n’avons pas observé une

augmentation de cette protéine apres une stimulation de trois heures des neutrophiles.

3.4 Relache et liaison de protéines sur les NETs

La calprotectine et I’Ang1 sont des protéines cytosoliques, non granulaires, et seraient relachées
de fagon passive par les neutrophiles. Les NETs servent de transporteurs pour certaines protéines
bactéricides telles que la MPO, la PR3, la NE et la calprotectine (182, 237) et le stimulus et/ou
la pathologie peut influencer la composition des NETs (251, 252). Nous avons donc voulu
déterminer si1’Angl peut également se lier aux NETs afin d’exercer un role protecteur au niveau
des vaisseaux sanguins autant chez les volontaires sains que chez les différents groupes de
patients. Pour ce faire, nous avons utilisé différents agonistes induisant des NETs ayant des
structures différentes. Par microscopie confocale, il est intéressant de constater que les NETs
induits par le A23187 sont plus filamenteux comparé a ceux induits par le PMA, dont les NETs
induits sont localisé€s et concentrés principalement preés du neutrophile (voir Figure 3 et 4 de
I’article). Dans cette étude, nous avons observé une relache compléte de I’Angl (100%) dans le
milieu extracellulaire, mais pas sa liaison sur les NETs, et ce, indépendamment de I’agoniste
utilisé. Les concentrations de I’ Ang1 observés étaient en dessous du seuil de détection minimale
de PELISA, que ce soit pour les VS ou les différents groupes de patients. Sachant que la charge

¢lectrostatique négative de I’ADN confere aux NETs des propriétés adhérentes pour les
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protéines (249), il se pourrait que Angl n’ait pas les propriétés nécessaires pour adhérer aux
NETs, comparé¢ a la calprotectine, qui elle est relachée et liée sur les NETs chez les VS et tous
les groupes de patients. Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’Angl n’est pas une protéine
bactéricide, comme la MPO, la NE ou la calprotectine, toutes présentes sur les NETs.
L’ensemble de nos résultats suggere que les NETs seraient des transporteurs sélectifs de
protéines ayant des caractéristiques antimicrobiennes comme la calprotectine. Quant a I’Ang1,
cette protéine est plutdt angiogénique et inflammatoire et est libérée de maniére constitutive et

indépendante des NETs quel que soit 1’agoniste utilisé.
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CHAPITRE 4 : CONCLUSION
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Les buts de ce travail étaient de vérifier la capacité de différents médiateurs inflammatoires a
induire la formation de NETs, la synthese et la relache de I’ Angl et de la calprotectine, la relache
de la calprotectine li¢e sur les NETs et finalement la liaison de 1’Angl sur les NETs par les
neutrophiles isolés de patients T2DM et HFpEF (stable ou ADHF) + T2DM, comparé aux VS
et, s’il y a lieu, d’observer des différences entre les différentes cohortes. Nos travaux de
recherche démontrent que les neutrophiles de patients ADHFpEF + T2DM sont plus sujets a
relacher des NETs au niveau basal et lorsque stimulées au LPS pendant 3h, en comparant aux
VS et aux patients ADHFpEF sans T2DM. La quantité¢ de NETs élevée et la comorbidité du
T2DM pourraient donc jouer un role important dans la pathologie et la sévérité de I’IC. De plus,
la diminution de la concentration initiale de I’Angl dans les neutrophiles de tous les groupes de
patients, comparée a celle des VS, pourrait étre impliquée dans la dysfonction endothéliale et la
maladie microvasculaire associés au T2DM et a I'IC. La concentration initiale de la
calprotectine dans les neutrophiles de tous les patients est supérieure a celle des VS et cette
augmentation pourrait étre en partie responsable du statut inflammatoire des patients. L’Angl
est relachée dans une proportion de 100% par les neutrophiles de VS et de tous les groupes de

patients et est indépendante du stimulus utilisé et de la relache des NETs.

Cette étude comporte certaines limitations. En effet, I’étude a été faite a partir d’un petit
échantillon de patients dont la durée et I’étiologie de I'IC variaient. Ces dernieres données
pourraient avoir un impact sur Dinterprétation des résultats obtenus. De plus, des
renseignements cliniquement pertinents tels que la durée du diabete et le contrdle glycémique
des patients n’étaient pas facilement disponibles. Dans la présente étude, nous voulions
déterminer si I’Angl était présente sur les NETs et, dans I’affirmative, dans quelle mesure par
rapport a la calprotectine. De plus, nous voulions déterminer si la relache de I’Angl et de la
calprotectine et leur liaison aux NETs étaient modulées en fonction de 1’étiologie et de la
sévérité de I’IC. Les expériences de neutrophiles in vitro ont été limitées a la stimulation avec
peu d’agonistes et a la mesure d’Angl et de calprotectine. Les études futures requierent
I’inclusion d’autres cytokines et d’un plus grand nombre de patients. De plus, un suivi
longitudinal pourrait contribuer a €lucider si ces anomalies inflammatoires sont associées a un

devenir clinique défavorable chez ces patients a haut risque.
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4.1 Perspectives futures

La pathophysiologie de I’IC avec FEVG préservée est trés complexe et il reste encore beaucoup
a découvrir sur les mécanismes impliqués dans cette pathologie dont I’incidence ne cesse
d’augmenter en raison du vieillissement de la population. Etant donné que les NETs sont un
sujet récent dans 1I’IC (233), il reste encore plusieurs interrogations quant aux mécanismes et
aux protéines liées sur les NETs impliqués dans cette pathologie. Des stratégies thérapeutiques,
de nature anti-inflammatoire ou spécifiques a la réduction des NETs demandent é&tre
investiguées. Par exemple, la DNAse déja utilisée dans plusieurs cas pathologiques impliquant
les NETs et permettant de diminuer les niveaux basaux élevés de NETs chez les patients
insuffisants cardiaques serait 1’objet de futurs projets.

Nous avons démontré que I’Angl est synthétisée et relachée par les neutrophiles de VS
et de patients indépendamment de 1’agoniste utilisé. La détermination des mécanismes
intracellulaires menant a la synthése et la relache de I’Ang]1 par les neutrophiles nous permettrait
de mieux comprendre le role de cette protéine dans I’IC et le T2DM, au niveau de la dysfonction
endothéliale ainsi que de la thrombo-inflammation. D’un c6té, 1’Angl a des effets protecteurs
au niveau de I’endothélium, mais peut également avoir des effets pro-inflammatoires. La
surexpression d’Angl pourrait étre bénéfique au niveau des complications associées au T2DM.
En effet, I’Angl pourrait aider a retarder les complications du T2DM en restaurant la fonction
microvasculaire et maintenir la quiescence de certaines cellules souches adultes (467).
Egalement, 1’Angl pourrait accélérer la cicatrisation des plaies, retarder les complications
rénales et favoriser la revascularisation au niveau de la rétine et du myocarde (467), et aurait
donc un potentiel thérapeutique pour la protection vasculaire. Cependant, I’Angl a également
¢été¢ impliqué dans le remodelage des vaisseaux, 1’induction de 1’angiogenése pathologique et
I’hypertension pulmonaire (468), ce qui indique que des stratégies sont nécessaires pour
minimiser tout effet délétére tout en optimisant la protection des vaisseaux (468). Déterminer la
balance entre les effets positifs et négatifs de I’Angl serait la clé pour mieux comprendre son
implication dans la pathologie de I'IC et le T2DM. L’Angl a été évalué dans des études
précliniques et semble prometteur pour une utilisation thérapeutique dans un éventail de
pathologies, y compris la septicémie, 1’accident vasculaire cérébral, I’artériosclérose de greffe

et la rétinopathie diabétique (468). De plus, il serait pertinent d’investiguer des molécules visant
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a activer Tie2 telles que des analogues de 1’Angl (e.g. Hepta-Angl, C4BP-Angl (492),
BowAngl (493), COMP-ANGI (494)) qui permettrait de prévenir les dommages vasculaires
(492).

Les mécanismes de synthése et de sécrétion de la calprotectine chez les patients
insuffisants cardiaques et diabétiques sont encore méconnus. La calprotectine pourrait étre
responsable d’une partie de I’inflammation de bas grade et stimuler la production de cytokines
pro-inflammatoires, ce qui amplifierait la réponse inflammatoire a travers 1’activation des voies
de signalisation de NF-kB et p38 MAPK (495). Le blocage des récepteurs de la calprotectine
pourrait offrir une nouvelle approche thérapeutique. Des cibles thérapeutiques inhibant les
récepteurs TLR4 empécheraient la relache des cytokines proinflammatoires induites par le LPS
et la calprotectine, et seraient bénéfiques pour la progression de I’IC. Les statines (fluvastatine,
simvastatine et atorvastatine) font partie des médicaments récemment découverts pour leur
activité inhibitrice sur la signalisation du TLR4 et les voies subséquentes pour réduire
I’inflammation dans les systémes vasculaires (496). L’eritoran, un antagoniste du récepteur
TLR4 utilisé dans le traitement de la septicémie sévere, pourrait atténuer les 1ésions d’ischémie
myocardique et de reperfusion (497) et le développement de I’hypertrophie cardiaque (498).

Finalement, nous ¢tudions un nouveau sous-type de neutrophiles potentiellement
impliqué dans I’IC et le T2DM. Ce type de neutrophiles, soit les neutrophiles de faible densité
(low density neutrophils - LDN) pour les distinguer des neutrophiles bien connus, les
neutrophiles de haute densité (high density neutrophils - HDN), est un sujet d’actualité dans la
communauté scientifique et serait impliqué dans des pathologies auto-immunes telles que le
lupus érythémateux systémique (295, 499), le cancer (500, 501) et les infections systémiques et
locales (502, 503) ainsi que des pathologies cardiovasculaires tels que le syndrome coronarien
aigue et l’infarctus du myocarde (504). Les LDNs seraient également impliqués dans
I’augmentation de NETs circulants dans diverses pathologies (505, 506). Il serait pertinent
d’investiguer les protéines des NETs relachés par les LDNs en les comparant aux HDNSs afin de
déterminer si le sous-type de neutrophile peut influencer la composition des NETs et déterminer
leurs rdles potentiels. Ces études pourraient contribuer a mieux comprendre la pathophysiologie
des neutrophiles et de I’inflammation chez les patients souffrant d’IC avec FEVG préservée,

une condition en forte augmentation dans la population. Une meilleure compréhension des
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mécanismes inflammatoires pourrait faciliter le développement de diverses stratégies anti-

inflammatoires chez ces patients a haut risque.
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ANNEXE

Yolontaire sain

Figure Al. Reliche des NETs au niveau basal par les neutrophiles d’un volontaire sain (VS) et d’un
patient ADHFpEF+T2DM. Les neutrophiles isolés d’un volontaire sain et d’un patient ADHFpEF+T2DM
ont ét¢ incubés sans agoniste pendant 1 heure afin d’induire la formation de NETs. Une coloration avec WGA
(en rouge) permet de visualiser les neutrophiles et une coloration de I’ADN double brin avec Sytox Green
permet de visualiser les NETs. L’acquisition des images a été obtenue par microscopie confocale (LSM 710,
Carl Zeiss). Magnification a 200X. On observe que sans agoniste, les neutrophiles de patients
ADHFpEF+T2DM relachent plus de NETs que ceux des volontaires sains.
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Abstract

Background: Neutrophils induce the synthesis and release of angiopoietin 1 (Ang1), a cytosolic growth factor
involved in angiogenesis and capable of inducing several pro-inflammatory activities in neutrophils. Neutrophils also
synthesize and release neutrophil extracellular traps (NETs), comprised from decondensed nuclear DNA filaments car-
rying proteins such as neutrophil elastase (NE), myeloperoxidase (MPO), proteinase 3 (PR3) and calprotectin (S100A8/
ST00A9), which together, contribute to the innate immune response against pathogens (e.g., bacteria). NETs are
involved in various pathological conditions through pro-inflammatory, pro-thrombotic and endothelial dysfunction
effects and have recently been found in heart failure (HF) and type 2 diabetes (T2DM) patients. The aim of the present
study was to investigate the role of NETs on the synthesis and release of Ang1 by the neutrophils in patients with
T2DM and HF with preserved ejection fraction (HFpEF) (stable or acute decompensated; ADHFpEF) with or without
T2DM.

Results: Our data show that at basal level (PBS) and upon treatment with LPS, levels of NETs are slightly increased in
patients suffering from T2DM, HFpEF T2DM and ADHF without (w/0) T2DM, whereas this increase was significant in
ADHFpEF +T2DM patients compared to healthy control (HC) volunteers and ADHFpEF w/o T2DM. We also observed
that treatments with PMA or A23187 increase the synthesis of Ang1 (from 150 to 250%) in HC and this effect is ampli-
fied in T2DM and in all cohorts of HF patients. Ang1 is completely released (100%) by neutrophils of all groups and
does not bind to NETs as opposed to calprotectin.

Conclusions: Our study suggests that severely ill patients with HFpEF and diabetes synthesize and release a greater
abundance of NETs while Ang1 exocytosis is independent of NETs synthesis.

Keywords: Angiopoietin 1, Neutrophil, NETs, Heart failure, Type 2 diabetes, Calprotectin (ST00A8/A9), Inflammation

Background carry cytoplasmic, granular and nuclear proteins (e.g.

Neutrophil extracellular traps (NETs) are composed of
double-stranded DNA decorated with cytosolic and gran-
ule-derived pro-inflammatory cytokines and enzymes
[1]. NETs are in response to inflammatory stimuli and
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calprotectin; S100A8/A9, myeloperoxidase (MPO), neu-
trophil elastase (NE), histones and others) [2], contrib-
uting to the innate immune response against pathogens
[1, 3, 4]. Although NETs were initially described as an
antimicrobial mechanism of neutrophils and implicated
in infectious disorders [1], other studies reported NETs
involvement in the pathophysiology of non-infectious
conditions such as thrombosis [5, 6], fibrosis [7, 8],
inflammation [9] and cardiovascular disorders [10]. Even
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though there are common proteins linked to NETs, the
variety and quantity of proteins bound to NETs can vary
depending on the stimuli and pro-inflammatory condi-
tions [11, 12].

Heart failure (HF) is a pro-inflammatory condition, in
which the magnitude of inflammation is associated with
the disease severity, being maximal in acute decom-
pensated heart failure (ADHF) patients. Lately, we and
other groups reported an increase of NETs formation
(NETosis), either circulating or under in vitro neutrophil
stimulation in type 2 diabetic (T2DM) patients [13-15]
and in patients suffering from HF with or without (w/o)
T2DM [15]. HF classification is based on left ventricular
ejection fraction (LVEF), which can be reduced (HFrEF,
LVEF <40%) or preserved (HFpEF, LVEF >50%), each
with distinct phenotypes [16]. HFrEF is typically asso-
ciated to primary myocardial lesion (e.g. myocardial
infarction) leading to inadequate contractility of the left
ventricle [16]. In contrast, HFpEF is a heterogeneous and
multiorgan disorder, influenced by multiple comorbidi-
ties, including obesity, hypertension and T2DM. These
conditions can lead to low-grade systemic inflammation,
extensive endothelial and cardiac microvascular dysfunc-
tion, which can ultimately induce myocardial leukocytes
migration, ventricular fibrosis, stiffening and dysfunction
[17, 18]. In these conditions, impaired angiogenesis can
occur and is mediated by growth factors such as vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietins
(Ang). Over the last years, HFpEF prevalence outreached
HFrEF cases, representing now >50% of all HF patients
[19, 20] and the attempts to transpose life-saving thera-
pies from HFrEF to HFpEF have failed [21, 22]. It is
therefore critical to find potential treatments for these
patients.

There is also an increased incidence of ADHF, defined
by a worsening of stable chronic HF [23]. This increases
the rate of hospitalization and death in patients > 65 years
old, who also have a 40% prevalence of T2DM [19].
The management of ADHF is different from stable HF
[24], hence the importance of studying this pathology
separately.

Calprotectin (S100A8/A9), a 36 kDa heterodimeric
complex, is a cytosolic glycoprotein with two calcium
binding of the S100 protein family and is constitutively
expressed in neutrophils, monocytes, and macrophages
[25-28]. Calprotectin, known for its antimicrobial func-
tions [27, 28], is carried by NETs [3] and used as an
inflammatory marker in the diagnostic of non-infectious
inflammatory disorders such as arthritis, bowel [29, 30]
and cardiovascular diseases (e.g. myocardial infarction,
unstable angina and chronic HF) [31]. Angiopoietin 1
(Angl) is a secreted 70-kDa glycoprotein constitutively
expressed by vascular smooth muscle cells [32], platelets
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[33], pericytes, monocytes and neutrophils [34, 35] and
a key regulator for angiogenesis, through vascular stabi-
lisation and maturation [36]. Angl may also play a role
in endothelial dysfunction associated with cardiovascular
diseases such as HF and T2DM [37, 38]. Yet, it is unknow
if the release of Angl by the neutrophils is associated to
NETs synthesis and release.

The objective of this study was to determine the capac-
ity of various inflammatory mediators (LPS, PMA and
A23187) to induce NETs, Angl and calprotectin syn-
thesis and release, and if Angl can bind to NETs, using
calprotectin as a positive control, from neutrophils of
patients with stable or decompensated HF with or w/o
T2DM compared with healthy control (HC) volunteers.

Results

The clinical characteristics of the study population are
presented in Table 1. The study population consisted
of 34 healthy control (HC) volunteers, 8 patients with
T2DM and without HF-pEF, 12 patients with HFpEF
and with stable symptoms (7 with T2DM) and 13
patients with ADHFpEF (6 with T2DM). Most HF and
ADHEF patients had a HF caused by cardiomyopathy. All
patients with stable HF and a majority of patients with
ADHF + T2DM suffered from hypertension. There was
no significant difference in LV ejection fraction between
stable or ADHF patients with or without diabetes. All
T2DM patients were treated with statins. The majority
(>70%) of stable HF or ADHF patients were treated by
oral anticoagulants.

NETSs release by neutrophils

The rate of NETs synthesis and release for all 6 cohorts
(HC, T2DM, stable HFpEF+T2DM and ADHEF-
pEF£T2DM patients) is presented in Fig. 1. The basal
value of NETs (quantified as dsDNA) released by neu-
trophils from HC treated with PBS (basal control) for
3 h was 63.6%9.6 ng/5 x 10° neutrophils/mL (Fig. 1). In
HC, we observed a significant 4.2-fold (265 vs 63.6 ng/
mL) and 9.4-fold (597 vs 63.6 ng/mL) NETs increase
post-stimulation with PMA and A23187 respectively
compared to PBS, whereas LPS did not increase NETs
release. A similar pattern was observed in PMA- and
A23187-stimulated neutrophils from T2DM patients,
stable HFpEF+T2DM and ADHFpEF without T2DM
(Fig. 1). Basal and LPS-stimulated neutrophils from
ADHFpEF + T2DM patients released significantly more
NETs (2.4-fold (152 vs 63.6 ng/mL) and 2.9-fold (199 vs
63.6 ng/mL) respectively), while the A23187 stimula-
tion released a significant lower quantity of NETs (47%
decrease; 316 vs 597 ng/mL) compared to HC. When
comparing ADHF w/o T2DM versus ADHF 4-T2DM, we
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Table 1 Baseline patients characteristics
HC(n=34) T2DMgroup (n=8) Stable HFpEF (n=5) Stable ADHFpEF (n=7) ADHFpEF-+T2DM
HFpEF +T2DM (n=6)
(n=7)
Age (years) 68417 75433 71432 824+3.0* 73£35
Males n (%) 20 (58.8%) 6 (75%) 2 (40%) 4 (57.1%) 2 (28.6%) 4 (66.7%)
NYHA classification n (%)
Class | n/a n/a 0 (0%) 1(14.3%) 0 (0%) 0 (0%)
Class Il n/a n/a 3 (60%) 5(71.4%) 2 (28.6%) 1(16.7%)
Class Il n/a n/a 2 (40%) 1(14.3%) 2 (28.6%) 2(33.3%)
Class IV n/a n/a 0 (0%) 0 (0%) 2 (28.6%) 2 (33.3%)
Etiology n (%)
Ischemia n/a n/a 0 (0%) 1 (14.3%) 0 (0%) 2 (33.3%)
Cardiomyopathy n/a n/a 1 (20%) 5(71.4%) 3(42.9%) 1(16.7%)
Valvular n/a n/a 0 (0%) 3(42.9%) 1(14.3%) 2 (33.3%)
Others n/a n/a 4 (80%) 0 (0%, ) 4(57.1%) 0 (%)
LVEF (%) n/a n/a 54421 58+ 57+26 55413
Hypertension n/a 6 (75%) 5 (100%) 7(1 OO%) 4 (57.1%) 6 (100%)
Dyslipidemia n/a 7 (87.5%) 1 (20%) 4(57.1%) 3 (42.9%) 5(83.3%)
Stroke n/a 0(0.0%) 0(0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0(0.0%)
Biochemistry
Creatinine (umol/l) n/a 86.7+86 147 +£43 146+17 127 +21 166+ 26
Glucose (mmol/l) n/a 9.0+0.7 57+06% 69406 6.4+06 80+06
Triglyceride (mmol/l)  n/a 1.35+£0.19 1.02+£0.12 2064056 143+£0.13
LDL (mmol/l) n/a 1.80+0.12 2.23+0380 1.09+0.23 1.644+0.50
Medication n (%)
ACEi n/a 3(37.5%) 0 (0.0%) 1(14.3%) 0 (0.0%) 1(16.7%)
ARBs n/a 5 (62.5%) 0 (0.0%) 2 (28.6%) 1(14.3%) 0 (0.0%)
B-blockers n/a 3(37.5%) 3(60%) 5(71.4%) 5(71.4%) 5(83.3%)
Diuretic agents n/a 2 (25%) 5 (100%) 7 (100%) 5(71.4%) 6 (100%)
Statins n/a 8 (100%) 2 (40%) 3 (42.9%) 2 (28.6%) 5 (83.3%)
Anticoagulants n/a 0 (0.0%) 5 (100%) 4(57.1%) 6 (85.7%) 3 (50.0%)
Sulfonylureas n/a 3(37.5%) 0 (0.0%) 1(14.3%) 0 (0.0%) 2(33.3%)
DDP-4 inhibitors n/a 5(62.5%) 0(0.0%) 4(57.1%) 0 (0.0%) 1(16.7%)
GLP-1 agonists n/a 2 (25%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
SGLT-2 inhibitors n/a 2 (25%) 0 (0.0%) 2 (28.6%) 0(0.0%) 1(16.7%)
Metformin n/a 7 (87.5%) 1 (20%) 4(57.1%) 0 (0.0%) 1(16.7%)
Insulin n/a 1(12.5%) 0 (0.0%) 2 (28.6%) 0(0.0%) 2 (33.3%)

HC, healthy controls; HFpEF, heart failure with preserved ejection fraction; ADHF, acute decompensated heart failure; T2DM, type-2 diabetes mellitus; NYHA, New

York Health Association; LVEF, left ventricular ejection fraction; ACEi, angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; DPP-4, dipeptidyl
peptidase 4; GLP-1, glucagon-like peptide 1; SGLT2, sodium-glucose co-transporter-2. Continuous variables are shown as mean =+ standard error mean and categorical
variables as number (%). Anti-platelets included aspirin,clopidogrel, prasugrel, or ticagrelor or a combination of these. *p <0.05 versus T2DM

observed that NETs release increased in basal condition
(3.2-fold; 152 vs 47.4 ng/mL) and LPS-stimulated neutro-
phils (2.5-fold; 199 vs 81.1 ng/mL).

Angiopoietin 1 release, intracellular content and NETs
binding in neutrophils

We assessed the Angl release, intracellular content and
binding capacity to released NETs in isolated neutrophils
from all 6 cohorts upon stimulation with PBS, LPS, PMA

and A23187 for 3 h. The post-isolation intracellular con-
tent of Angl (TO0) was 112411 pg/5 x 10° neutrophils/
mL from HC. There was a non-significant decrease in
Angl concentrations at TO from neutrophils of all five
patients’ cohorts (Fig. 2). After a 3-h treatment with PBS,
LPS, PMA or A23187, the Angl content released by neu-
trophils from all cohorts was higher than before treat-
ment (T0), but only significant in PBS-(1.56-fold; 175
vs 112 pg/mL), PMA-(1.98-fold; 222 vs 112 pg/mL) and
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Fig. 1 NETs release by neutrophils. Isolated neutrophils (5 x 10%/mL) from HC, T2DM, stable HFpEF T2DM and ADHFpEF -T2DM patients were
incubated at 37 °C for 3 h with PBS (control vehicle) and agonists, LPS (100 nM), PMA (25 nM), or A23187 (5 uM). NETs were quantified using
Quant-IT PicoGreen dsDNA detection kit. Data shown as mean 4 SEM. Significance of data is indicated by *p <0.05, **p <0.01, and ***p <0.001
compared with PBS respectively and by 'p<0.05, "'p<0.01, "'p < 0.001 compared with corresponding treatment of HC. HC (n=28-32), T2D (n=8),
stable HFpEF (n=5), stable HFpEF +T2DM (n=6), ADHF (n=6-7), ADHF +T2DM (n = 5-6)

A23187-(1.80-fold; 202 vs 112 pg/mL) stimulated neu-
trophils from HC. The concentration of Angl detected
intracellularly or bound to NETs following a 3-h stimu-
lation with all agonists in all 6 cohorts were below the
lower limit of quantitation (LLOQ;<156 pg/mL), and
extrapolated from the ELISA standard curve. Therefore,
the total amount of Angl detected at 3 h post-treatment
was considered as being almost completely released,
indicating a significant increase of Angl synthesis (up to
1.98-fold; 202 vs 112 pg/mL) in neutrophils from HC, and
this effect was amplified in PMA and A23187 stimulated
neutrophils from T2DM patients (up to 2.91-fold; 201 vs
69 pg/mL). In all other cohorts, independently from the
agonists used, Angl synthesis of also increased (up to
3.18-fold; 216 vs 101 pg/mL in HFpEF PMA-stimulated
neutrophils) (Fig. 2).

Calprotectin release, intracellular content and NETs
binding in neutrophils

We assessed the calprotectin (S100A8/S100A9) release,
intracellular content and binding capacity to released
NETs in isolated neutrophils from all 6 cohorts upon
stimulation with PBS, LPS, PMA, and A23187 for 3 h.
The post-isolation calprotectin intracellular content (TO0)

in neutrophils from HC was 55.948.7 ug/5 x 10° neutro-
phils/mL, while a higher concentration (non-significant)
was observed for all patient’s cohorts (Fig. 3).

In all 6 cohorts and independently from the agonist
used, the calprotectin released was significantly lower
than the initial quantity found in post-isolation neutro-
phils (T0). None of the agonists significantly increased
the calprotectin release when compared to unstimulated
neutrophils (PBS) (Fig. 3A).

In all 6 cohorts and independently from the ago-
nist used, the intracellular calprotectin was lower than
the initial quantity found in post-isolation neutrophils
(T0). PMA-stimulated neutrophils from HC, T2DM
and ADHFpEF increased significantly (up to 8.8-fold;
99 vs 11 pg /mL in ADHFpEF) the calprotectin intra-
cellular content compared to PBS. A23187-stimulated
neutrophils from HC significantly increased the intra-
cellular calprotectin (2.6-fold; 39.6 vs 15.5 pg/mL),
HFpEF+T2DM had a significantly lower concentra-
tion of intracellular calprotectin (55% decrease; 22.8
vs 51.1 pg/mL) compared to T2DM patients, whereas
in ADHFpEF patients it increased significantly (2.0-
fold; 79.5 vs 39.6 pg/mL) compared to HC. Finally, we
observed a significant increase (2.7-fold; 62.3 vs 22.8 pg/
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mL) in the calprotectin neutrophil content from ADHF-
pEF+T2DM compared to HFpEF + T2DM (Fig. 3B).

In all 6 cohorts and independently from the agonist
used, calprotectin was detected on NETs but was sig-
nificantly lower than in the intracellular fraction post-
isolation (TO0). A treatment with PMA increased the
calprotectin NETs binding in all cohorts by up to 15-fold
in ADHFpEF (2.30 vs 0.15 pg/mL), while the A23187
stimulation provided a significant increase in HC and
T2DM (up to 8-fold; 3.20 vs 0.40 pg/mL in T2DM) com-
pared to PBS (Fig. 3C).

The total calprotectin (released + intracellular + bound
to NETs) following the 3-h neutrophil incubation with
PBS or LPS was lower than post-isolation (T0) in all
6 cohorts, but only significant for PBS in HC (53%
decrease; 26.5 vs 55.9 pg/mL). When stimulated with
PMA for 3 h, the total calprotectin remained unchanged
compared to TO, while being significantly higher in HC
(2.4-fold; 64.7 vs 26.5 pg/mL) and in ADHFpEF (6.9-fold;
108 vs 15.6 pg/mL) when compared to PBS (Fig. 3C).

Imaging of Ang 1 and calprotectin localization in human
neutrophils

Based on our aforementioned data, we sought to visu-
alize whether Angl and calprotectin behave differ-
ently in regard to their binding to NETSs, using confocal
microscopy. Neutrophils isolated from HC were treated
with PBS, LPS, PMA, and A23187 for 3 h, followed by
a series of incubations with antibodies detecting either
Angl (Fig. 4) or calprotectin (Fig. 5).

First, we observed that in unstimulated neutrophils
(PBS), there is no or marginal detection of SYTOX
Orange (green pseudo-color) due to a very low per-
centage of permeabilized cell membrane and absence
of intracellular DNA exposure. Treatment with LPS
induced a small synthesis and release of NETs (green
pseudo-color), whereas a treatment with PMA and
A23187 induced a marked increase of NETSs synthesis
and release (Figs. 4 and 5; SYTOX Orange column).
For the detection of Angl and calprotectin proteins,
we observed a similar pattern, namely a marginal intra-
cellular detection of both proteins under PBS and LPS
treatments, whereas under PMA and A23187 stimu-
lation, cell permeabilization associated to NETosis
allowed the specific binding of Angl and calprotectin
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antibodies intracellularly (Figs. 4 and 5; Antibody and
merged columns). In addition to the detection of Angl,
calprotectin and NETs within the neutrophils, we
observed that Angl as opposed to calprotectin does not
seem to be bound to extracellular NETs (Fig. 6).

Discussion

In the present study, we report that neutrophils from
patients diagnosed with T2DM alone, HFpEF + T2DM
or ADHFpEF w/o T2DM present a slight non-sig-
nificant NETs increase, whereas ADHFpEF 4+ T2DM
patients have a higher significant NETs release after
a 3-h incubation with PBS (control vehicle) or LPS (a
weak NETs inducer), compared to HC. In addition,
ADHFpEF+T2DM patients present a lower Angl
release from their neutrophils, while having a higher
capacity to promote calprotectin release under basal

(PBS) condition. Finally, in all 6 cohorts and indepen-
dently from the agonist used, we observed that, while
calprotectin was found to bind to the NETs web-like
structures, Angl did not interact with NETs, suggesting
that NETs are selective transporters of proteins. These
data suggest that patients with symptomatic HFpEF
exhibit significant neutrophil activation and NETs
release. The magnitude of NETs release is significantly
increased in patients with ADHF.

NETs release from human neutrophils

It has been demonstrated that neutrophils are not just
first responders to acute infections but also active con-
tributors to low-grade chronic inflammation [39], which
can be explained, in part, by their capacity to release
NETs [40]. NETs can be considered as a risk factor of
future cardiovascular events because of their role in
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Fig.4 Angl is released independently from NETs. Neutrophils from HC subjects were stimulated with PBS, LPS (100 nM), PMA (25 nM), or A23187
(5 uM) for 3 h to induce NETosis. Following stimulation, neutrophils were incubated with a primary unconjugated Ab (Rabbit a-human Ang1),
followed by an incubation with a conjugated secondary Ab (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit; white). For the negative control, neutrophils were
incubated only with the secondary Ab (blue boxes). Neutrophils were labeled with wheat germ agglutinin (conjugated with Alexa 647; red) and
NETs were labeled with SYTOX Orange (green pseudo-color). Maximum intensity projection from acquired Z-stack were obtained by confocal
microscopy (LSM 710, Carl Zeiss) using a Plan Apochromat 40x/1.3 oil DIC objective

Antibody Merged
a-Ang1 (3 images)

s L T

atherosclerosis, inflammation, and vascular thrombo-
sis [2, 10, 41, 42]. There has been little precious data on
the release of NETs in the context of heart failure. More
recently, we and other groups reported elevated levels of
circulating NETs in T2DM patients and an increase in

their neutrophil capacity in vitro to release NETs [14, 15,
43]. Furthermore, we observed an increase in circulating
NETs and corresponding release in HF patients, the lat-
ter reaching a maximum in HF + T2DM [15]. The results
from this study confirm that NETs release is significantly
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Fig. 5 Calprotectin (ST00A8/A9) binds to NETs. Neutrophils from HC subjects were stimulated with PBS, LPS (100 nM), PMA (25 nM), or A23187
(5 uM) for 3 h to induce NETosis. Following stimulation, neutrophils were incubated with a primary unconjugated Ab (mouse a-S100A8/A9),
followed by an incubation with a conjugated secondary Ab (Alexa Fluor 488 anti-mouse; white). For the negative control, neutrophils were
incubated only with the secondary Ab (blue boxes). Neutrophils were labeled with wheat germ agglutinin (conjugated with Alexa 647; red) and
NETs were labeled with SYTOX Orange (green pseudo-color). Maximum intensity projection from acquired Z-stack were obtained by confocal
microscopy (LSM 710, Carl Zeiss) using a Plan Apochromat 40x/1.3 oil DIC objective

increased in clinical HF and more so in patients with HF  bacteria, induces NADPH oxidase (NOX)-dependent
and T2DM. In this study, we used inflammatory media- NETs formation mediated by c-Jun N-terminal kinases
tors, such as LPS, PMA and A23187, targeting different  (JNK). LPS binds to Toll-like receptor (TLR4) on the
signalling pathways to induce NETosis by human neu- surface of neutrophils, activating the production of reac-
trophils [44-48]. LPS, a component of gram-negative tive oxygen species (ROS) and NOX, inducing lytic NETs
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Fig.6 Ang1 and calprotectin interaction with NETs induced by PMA and A23187. These images are enlarged areas of the "Merged (3 images)”
columns (PMA and A23187) from Figs. 2 (Ang1) and 3 (calprotectin). We observe that Ang1 is mainly detected around the cells surface and does not
interact with NETs, whereas calprotectin is detected either in the cells or on the NETs web-like structures

formation in a concentration- and NOX-dependent man-
ner [46]. Other groups have shown that LPS can also
induce vital NETs formation via a NOX-independent
pathway [47, 48]. PMA activates the protein kinase C
pathway, which induces NETosis through the ROS gen-
erating NADPH oxidase complex that contributes to the
disruption of the extracellular membrane. In contrast,
A23187, is a faster and robust, NADPH-independent,
process dominated by a rise in intracellular calcium con-
centration [45, 49]. This might explain why the elevation
of NETs synthesis under PMA is similarly maintained in
all groups, whereas we observed a reduction of NETo-
sis in A23187-stimulated neutrophils from AFDHE-
pEF+ T2DM patients. Since the neutrophils from these
patients are as responsive as the neutrophils from other
groups under PMA stimulation, this might suggest that
their stimulation with a calcium ionophore (A23187) is
less efficient to promote extracellular Ca®* uptake and/
or intracellular Ca®* elevation affecting the downstream
NETosis process.

In the present study, we sought to determine the abil-
ity of these inflammatory mediators to induce NETs
formation by neutrophils from HC, T2DM alone, sta-
ble HFpEF +T2DM and ADHFpEF+ T2DM patients.
Our study revealed significantly higher basal (PBS)
and LPS-induced NETs release only in patients with
ADHFpEF + T2DM, as compared with HC. In addition,
released NETs were increased at basal level and signifi-
cantly following LPS stimulation in ADHFpEF + T2DM
patients versus ADHFpEF w/o T2DM, suggesting that
T2DM contributes to increase the inflammatory state
in ADHFpEF patients. We did observe an increase,
although non-significant, in basal or LPS-induced
NETs release in T2DM alone or stable HFpEF + T2DM
patients, and this might be an indicator that the man-
agement of their low-grade inflammatory condition
by the current chronic therapies is not fully capable to
revert the inflammatory state associated to NETosis.

The increase in NETs release seen in ADHEF-
pEF+ T2DM patients support the concept that these
patients are in a state of acute thrombo-inflammation.
Such status may lead to a pro-thrombotic state wherein
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blood vessel obstruction could result in inadequate
blood supply to the heart and/or other organs. There-
fore, NETs and T2DM can jointly contribute to the pro-
gression and severity of HF, leading ultimately to the
ADHEF condition.

Angiopoietin 1 release and NETs binding

In this study, we wanted to determine if the release of
Angl was comparable to calprotectin, since both proteins
are found in the cytosol of neutrophils. We previously
demonstrated that in healthy controls, Angl is found in
the cytosol of neutrophils and can be released upon stim-
ulation with different stimuli [35]. Angl is an important
inflammatory marker for the stabilization and maturation
of blood vessels through Tie2 receptor [34, 50]. Studies
have shown that a decrease of circulating Angl levels in
patients with acute myocardial infarction and major car-
diovascular conditions such as arrhythmia, valvular heart
disease, HF and cardiogenic shock, could be potentially
associated with the magnitude of endothelial dysfunction
[37, 51]. In our study, we also observed a lower concen-
tration of intracellular Angl in post-isolated (T0) neutro-
phils in all patients’ cohorts. These neutrophils increase
their Angl synthesis over a 3-h incubation time period,
yet, their corresponding Angl concentrations never
reached the levels observed in HC. Interestingly, the low-
est Angl concentration post-incubation was observed in
both ADHFpEF + T2DM and stable HFpEF 4+ T2DM sug-
gesting that T2DM co-morbidity is negatively impacting
the capacity of neutrophils from HF patients to synthe-
size Angl. This could contribute to inadequate stabiliza-
tion of blood vessels, endothelial dysfunction and disease
progression.

Since neither calprotectin nor Angl are stored in neu-
trophil granules or vesicles [35, 52, 53], and that calpro-
tectin binds to NETs when released, we wanted to assess
if Angl exocytosis was also NETs-dependent. Herein,
we observed that Angl was not detected on the surface
of extracellular NETs, either by ELISA or using confocal
microscopy, suggesting that its secretion is NETs-inde-
pendent in all 6 cohorts studied. This could be explained
by the fact that Angl is not an essential bactericidal pro-
tein, like MPO, NE or calprotectin, all found on NETs.
Moreover, Angl has been shown to bind either to Tie2
receptor and selected integrins, both expressed on cell
membrane surface of neutrophils [7, 54, 55]. In addition,
the low concentration of Angl (~100-200 pg/5 x 10°
neutrophils) being released as compared to calprotectin
(~5-20 pg/5 x 10° neutrophils) could explain their mem-
brane proximity, as observed by confocal microscopy,
suggesting an autocrine agonistic activity upon its release
from the neutrophils.
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Calprotectin release and NETs binding

Calprotectin (S100A8/A9) is largely expressed in the
cytoplasm of neutrophils and is mainly released in an
infectious setting. Moreover, calprotectin can bind to
NETs [3] and exerts its main function, namely anti-
microbial, in combination with other NETs-bound pro-
teins such as MPO and NE, while NETs are keeping
pathogens trapped, thus leading to increased efficiency in
pathogens removal.

Calprotectin has also recently been shown to be
involved in cardiovascular diseases, following its release
by inflammatory mediators [56, 57]. Previous studies
reported a higher serum or plasma calprotectin level in
patients with chronic HF and was associated with other
inflammatory markers such as C-reaction protein (CRP),
interleukin IL-6, IL-8 and TNF-«a [31, 58, 59]. In the pre-
sent study, we observed an increase of intracellular cal-
protectin in neutrophils post-isolation (TO) from T2DM
and ADHFpEF+T2DM patients as compared to HC,
whereas in stable HFpEF £+ T2DM the calprotectin ini-
tial content remained unchanged. However, there was
no additional calprotectin synthesis after 3 h of stimula-
tion in all 6 cohorts and independently from the agonists
used. The increase of endogenous calprotectin observed
in freshly isolated neutrophils from these patients could
indicate an increased inflammatory status, thereby con-
tributing to the progression of heart failure.

The levels of released calprotectin were significantly
lower than those seen at TO, but interestingly, there was
less calprotectin released from the neutrophils of patients
with T2DM and HFpEF+T2DM after treatment with
PMA contrary to what was observed after stimulation
with A23187. Typically, A23187 induces a rapid and
robust extracellular DNA release, reaching a plateau
within 3—4 h, whereas NETs formation induced by PMA
is slower and reaching maximal extracellular DNA after
4—-6 h [49]. Since calprotectin is present in high concen-
tration in the cytosol but not in the granules, treatment
with a calcium ionophore might favor its higher release
compared to PMA stimuli in the neutrophils from the
patients.

After 3 h of stimulation and in absence of agonist stim-
ulation (PBS), we observed in all 6 cohorts that the level
of calprotectin was reduced by 40 to 85% compared to
corresponding TO values. In addition, even after stimu-
lation with LPS, PMA or A23187 agonists, the levels of
calprotectin remained either below or comparable to T0
values. Thus, we hypothesized that this decrease could
be associated to calprotectin degradation by the protea-
some. However, when using the proteasome inhibitor
(MG132; 10 uM) [60], it did not prevent the reduction
of intracellular calprotectin concentration, neither the
total concentration of calprotectin (data not shown).
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One possibility might be that oxidative post-translational
modifications of calprotectin makes it a target for protea-
some-independent proteolysis [61].

As previously described [1, 3], we observed that a
fraction (up to 5.3%) of the total calprotectin detected
at 3 h post-incubation was bound to NETs as observed
by ELISA and confocal microscopy (Figs. 3 and 5). Only
NETs produced by PMA and A23187 bound more calpro-
tectin, since those two agonists induced a higher NETs
release in all cohorts (Fig. 1). Interestingly, in HC and
T2DM patients, A23187 induced the release of mostly
web-like NETs as seen in Fig. 3, and this conformation
bound more calprotectin than the PMA-mediated NETs
synthesis, localized mostly near the cells. This could be
explained by the fact that NETs web-like structures are
observed in microbial trapping, thus supporting the cal-
protectin antimicrobial role [1, 62, 63].

Study limitations

This study consisted of a small sample size of patients
with various duration, etiology and severity of HF. Clini-
cally relevant information such as the duration of diabe-
tes, glycemic control, and the concomitant presence of
atherosclerotic heart disease were not readily available.
In vitro neutrophil experiments were limited to stimula-
tion with few agonists and to the measure of Angl and
calprotectin. Future studies warrant the inclusion of
other cytokines and higher number of patients.

Conclusions

In our study, NETs released by isolated neutrophils
upon stimulation with selected agonists were signifi-
cantly increased in ADHFpEF+T2DM when com-
pared to healthy control volunteers. In addition, the
release of Angl is independent from NETosis and not
affected by diabetes or heart failure conditions. On the
other side and as expected, calprotectin does bind to
NETs, with the constitutive basal levels of calprotec-
tin tending to increase in neutrophils from T2DM and
ADHFpEF+T2DM patients. Since neutrophils from
ADHF +T2DM have a higher capacity to release NETs
under basal condition, their capacity to bind calprotectin
might further exacerbate NETs-mediated pro-inflamma-
tory activities in these patients.

Methods

Population

This was a prospective non-randomized non-interven-
tional study including stable HFpEF or ADHFpEF, with
or without T2DM, compared with T2DM patients and
HC without any heart pathology. Six different cohorts
were recruited at the Montreal Heart Institute (MHI): (1)
HC (n=34), (2) T2DM (n=_8), (3) stable HFpEF (n=>5),
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(4) stable HFpEF+T2DM (n=7), (5) ADHFpEF (n=7)
and (6) ADHFpEF+T2D (n=6). Blood collection from
all participants was performed at the MHI. The study has
been approved by the MHI’s Research Ethics Commit-
tee and performed with the accordance of the Declara-
tion of Helsinki. Informed consent was obtained from all
subjects prior to the study (Montreal, QC, Canada; ethics
No. ICM#01-069 and No. ICM #12-1374).

Selection criteria of healthy control volunteers

and patients

Healthy controls (HC) recruited in this study were
enrolled assuming they had no significant medical con-
ditions and were not treated by any anti-inflammatory
medication for at least 14 days before blood collection.
T2DM patients with no symptoms or signs of HF were
recruited from the Clinique d’Endocrinologie de Mon-
tréal. HFpEF and ADHFpEF patients with NYHA clas-
sification I to IV symptoms were recruited from the
MHI heart failure clinic and from the emergency room
(ER) or HF care units respectively. These patients were
classified as HFpEF if their LVEF was>50% [64—66], as
documented by contrast ventriculography, magnetic res-
onance imaging, radionuclide ventriculography or echo-
cardiography assessed within the previous 12 months
and if no significant cardiac events occurred since the
assessment of LVEF [65]. These patients were optimally
treated on stable doses of A-II modulating agents, beta-
blocker, and mineralo-corticoid antagonist agents unless
not tolerated or contra-indicated. In addition to the pre-
vious inclusion criteria outlined above, patients with
HF+T2DM required an HbAlc<10% and good gly-
cemic control by any available hypoglycaemic medica-
tions and treated with secondary preventive medication
as per current guidelines. The most significant exclusion
criteria included the presence of severe chronic pul-
monary disease, chronic active inflammatory disease,
severe renal failure (creatinine >250 umol/L), liver dam-
age (transaminases > threefold upper normal values) and
ongoing malignancy. Other exclusion criteria included
recent myocardial infarction, stroke, or cardiac surgery
(<3 months). All participants having ongoing and/or
recent infection within 2 weeks prior to the study were
excluded from this study.

Study protocol—plasma, serum and neutrophil collection

Venous blood from all participants was collected in
30 mL syringes (containing 5 mL acid citrate dextrose for
25 mL whole blood). Neutrophils were isolated using the
Ficoll-Paque gradient method, as previously described
[67, 68]. Upon isolation, neutrophils were resuspended in
phenol-free RPMI-1640 medium (Cambrex Bio Science,
Walkersville, MD) supplemented with (1) 25 mM HEPES
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(N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid)
(Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), (2) 1% penicil-
lin/streptomycin/ Glutamax (VWR Intl., Montreal, QC,
Canada), (3) 1 mM CaCl, (BDH Chemicals, Toronto,
ON, Canada) and (4) 5% FBS (Fetal Bovine serum; VWR)
(termed complete RPMI). Contamination by PMBCs was
less than 0.1% as determined by morphological analysis
and flow cytometry. Cell viability of neutrophils were
greater than 98%, as assessed by Trypan blue dye exclu-
sion assay.

NETs production and quantification by fluorometric assays
Isolated neutrophils (5 x 10°/ml) were added to 12-well
plates and incubated in complete RPMI at 37 °C for 3 h
with either PBS-control buffer, LPS (100 nM; Escherichia
coli O111:B4; Sigma), PMA (25 nM; Calbiochem, La Jolla,
CA, USA) or A23187 (5 uM; Calbiochem). Neutrophils
were carefully washed two times with PBS 1X, and nucle-
ase S7 (Sigma) was added for 15 min at 37 °C, 5% CO,
to release NETs bound to the external surface of neutro-
phils with no or minor loss of NET structure and activ-
ity. The reaction was stopped with 10 mM EDTA (Sigma),
and the supernatant was centrifuged at 300 g for 5 min to
remove cell debris. NETs were quantified using Quant-IT
PicoGreen dsDNA Assay Kits (catalog no. P7589; Invitro-
gen, Eugene, OR).

Localisation and release of Ang1 and calprotectin by ELISA
The intracellular Angl and calprotectin concentrations
in neutrophils (5 x 10° cells/mL) were determined either
immediately after isolation (T=0), or upon agonists
(PBS, LPS, PMA or A23187) stimulation in 6-well plates
for 3 h at 37 °C, 5% CO,. The supernatants were col-
lected and centrifuged at 300 g for 5 min to remove cell
debris. Neutrophils were then carefully washed two times
with PBS, and DNase I (Sigma) was added for 30 min at
37 °C, 5% CO,. The supernatant was collected in 10 mM
EDTA to stop the reaction and centrifuged at 300 g for
5 min to remove cell debris. A solution containing com-
plete RPMI+1% Triton was added to the remaining
adhered neutrophils which were then removed using a
cell lifter, homogenized by vortex mixing and centrifuged
at 18,000¢ for 10 min. The cell membranes pellet was
discarded and the supernatant was used for intracellu-
lar content measures. All samples were stored at — 80 °C
for further Angl quantification using ELISA DuoSet kits
(R&D System). Since the concentration of Angl was too
low for direct detection by ELISA, all samples were con-
centrated fivefold by evaporating all the water (1 mL)
from the samples using a SpeedVac and resuspending the
dry fraction in 200 pL of complete RPMI prior to their
quantification.

Page 12 of 14

Localisation of calprotectin and Ang1 on NETs by confocal
microscopy

Neutrophils (1 x 10°/mL) in complete RPMI were incu-
bated in 35 mm petri dishes with 14 mm microwell insert
(MatTek; #P35G-1.0-14-C Ashland, MA, USA) for 3 h at
37 °C, 5% CO, with different agonists (PBS, PMA, LPS
and A23187). After carefully removing the supernatant,
1% BSA (Bovine serum albumin) was added for 30 min
at 37 °C, 5% CO,. Primary antibodies (rabbit anti-human
Angl (1:100) and mouse anti-human S100A8/A9 (1:20)),
IgG isotype control (rabbit or mouse (both 1:200)) were
added directly for 30 min at 37 °C, 5% CO,, followed by
a gentle wash with HBSS 1X. Subsequently, secondary
antibodies (Alexa Fluor 488 conjugated goat anti-rabbit
and Alexa Fluor 488 conjugated rabbit anti-mouse (both
0.5 pg/mL)) were added and incubated for 30 min at
37 °C, 5% CO,, followed by two washes with HBSS 1X. A
fluorescent nucleic acid stain detecting double-stranded
DNA in membrane disrupted cells (NETs) (Sytox Orange;
1:5000, Life Technologies), and WGA (Wheat germ
agglutinin; 1 pg/mL, ThermoFisher) to detect cell mem-
brane were added. Images (Z stack) were obtained by
confocal microscopy (LSM 710, Carl Zeiss).

Statistical analysis

The data are presented as mean+SEM. All statisti-
cal analyses were performed using GraphPad Prism
9.1.2. Groups were compared by analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey’s post-test for multiple
comparisons. The results were considered significant if p
values were < 0.05.
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