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Résumé

Les maladies cardiovasculaires restent une des principales causes de mortalité dans le
monde malgré des progrés constants dans le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Les mécanismes physiopathologiques associés a l'insuffisance cardiaque
demeurent mal compris, particulicrement l'impact du systéme immunitaire (SI) et de
l'inflammation dans 'apparition ou l'aggravation des dysfonctions myocardiques. Le role du SI
et de l'inflammation est complexe, avec des régulations communes et/ou spécifiques selon la

pathologie cardiaque concernée.

L'objectif de mes travaux de these était d'étudier les régulations des voies de
signalisation liées au SI et a Il'inflammation et d'évaluer leur impact dans deux

cardiomyopathies, la cardiopathie septique et la cardiotoxicité immuno-induite.

La premicre partie de mes travaux a ¢été réalisée dans un modele de rat septique par
ligature et ponction caecale (CLP). Au cours du sepsis, la dysfonction cardiaque est associée a
une réponse immunitaire systémique et inappropriée contre l’infection, ainsi qu'a une
augmentation de l'activité nerveuse sympathique. Le blocage du récepteur f1-adrénergique (B1-
AR) est une nouvelle approche thérapeutique prometteuse dans le traitement de la dysfonction
myocardique lors du sepsis. Mon objectif était d'étudier, au cours du sepsis, l'influence des
hormones sexuelles femelles, sur la régulation par la voie Bl-adrénergique de la dysfonction
cardiaque. Nos travaux ont montré que le landiolol, Bl-bloquant sélectif, améliore la
dysfonction myocardique chez les males septiques en régulant négativement les voies de la
réponse inflammatoire et de I’apoptose, en régulant positivement la voie B1-adrénergique, et en
augmentant l'expression des geénes de I’influx calcique. En revanche, le landiolol a induit des
effets déléteres chez les femelles en inhibant la voie Pl-adrénergique et en diminuant
I’expression des geénes de I'efflux calcique. La protection de la dysfonction myocardique chez
les femelles lors du sepsis est probablement liée aux hormones sexuelles femelles, qui
interagissent avec les B-AR en régulant la voie adrénergique et I’inflammation, en particulier la

voie JAK/STAT.

La seconde partie de mes travaux portait sur les cardiotoxicités induites par
I’immunothérapie anti-cancéreuse. Il n’existait pas de modele cellulaire performant permettant
d’étudier les mécanismes liés a cette cardiotoxicité et mon travail de thése a consisté a
développer un modele de cellules pluripotentes humaines induites (hiPSC) dérivées des cellules

des patients porteurs de mélanome et traité par immunothérapie anti-PD-1/anti-CTLA-4. J’ai



comparé les résultats obtenus dans deux groupes différents de cellules, celles provenant de
patients ayant présenté une myocardite (Myoc), et celles de patients n'ayant pas présenté de
myocardite (nonMyoc) suite a I'immunothérapie. J'ai étudi¢ la réponse a I'IFN-y des hiPSC
différenciées en cardiomyocytes (hiPSC-CM) et en cellules endothéliales (hiPSC-CE) afin de
comprendre le role joué par chacune de ces cellules cardiaques lors de l'infiltration de tissu
cardiaque par les cellules immunitaires. L'IFN-y induisait une réponse mettant en jeu la voie
JAK/STAT et l'inflammasome, en particulier celui de type NLRP3, plus prononcée dans les
hiPSC-CE que dans les hiPSC-CM. Les cellules provenant des patients Myoc semblaient
montrer plus de perturbations que celles des patients nonMyoc. Ces résultats, bien qu'encore
trés préliminaires, indiqueraient que notre modele d'hiPSC a conservé des mécanismes observés
par ailleurs dans le myocarde des patients. Ils montreraient également des processus spécifiques
des cellules différenciées soit en cardiomyocytes, soit en cellules endothéliales lors de la

réponse a I'ITFN-y.

En conclusion, le systéme immunitaire joue un rdle important mais complexe dans le
développement et la régulation des dysfonctions cardiaques de nombreuses pathologies
cardiovasculaires et nos travaux ont contribu¢ a une meilleure connaissance du role du SI et de
l'inflammation dans deux de ces pathologies. Identifier les voies de signalisation, mieux
comprendre leur role, et rechercher des cibles a visée thérapeutique est un long chemin encore
a parcourir mais qui s'avere étre une voie stratégique majeure, a prendre en considération a

l'avenir dans le traitement des cardiomyopathies.

Mots-clés : Systeme Immunitaire, Inflammation, Transcriptomique, Cardiopathie

Septique, Cardiotoxicité¢ des Immunothérapies, Interferon-y



Abstract

Cardiovascular disease remains one of the leading causes of death worldwide despite
continual progress in the development of new therapeutic strategies. The pathophysiological
mechanisms associated with heart failure remain poorly understood, particularly the impact of
the immune system (IS) and inflammation in the development or aggravation of myocardial
dysfunction. The role of the IS and inflammation is complex, with common and/or specific

regulations depending on the cardiac pathology involved.

The objective of my thesis work was to study the regulation of signaling pathways
related to IS and inflammation and to evaluate their impact in two cardiomyopathies, the septic

cardiopathy and the immuno-induced cardiotoxicity.

The first part of my work was carried out in a caecal ligation and puncture (CLP) rat
model of sepsis. During sepsis, cardiac dysfunction is associated with a systemic and
inappropriate immune response against infection, as well as with increased sympathetic nervous
activity. Blockade of the B1-adrenergic receptor (B1-AR) is a new therapeutic approach that is
promising in the treatment of myocardial dysfunction during sepsis. My objective was to
investigate the influence of female sex hormones, on the regulation by the P1-adrenergic
pathway of cardiac dysfunction during sepsis. Our work showed that landiolol, a selective B1-
blocker, ameliorates myocardial dysfunction in septic males by negatively regulating the
inflammatory response and apoptosis pathways, by positively regulating the P1-adrenergic
pathway, and by increasing calcium influx gene expression. In contrast, landiolol induced
deleterious effects in females by inhibiting the B1-adrenergic pathway and decreasing calcium
efflux gene expression. The protection of myocardial dysfunction in females during sepsis is
probably related to female sex hormones, which interact with B-ARs by regulating the

adrenergic pathway and inflammation, particularly the JAK/STAT pathway.

The second part of my work focused on cardiotoxicities induced by anti-cancer
immunotherapy. There was no efficient cellular model to study the mechanisms related to this
cardiotoxicity and my thesis work consisted in developing a model of human induced
pluripotent cells (hiPSC) derived from cells of patients with melanoma and treated by anti-PD-
1/anti-CTLA-4 immunotherapy. I compared the results obtained in two different groups of
cells, those from patients with myocarditis (Myoc), and those from patients without myocarditis
(nonMyoc) following immunotherapy. I studied the IFN-y response of hiPSC differentiated into
cardiomyocytes (hiPSC-CM) and endothelial cells (hiPSC-CE) to understand the role played



by each of these cardiac cells during the infiltration of cardiac tissue by immune cells. IFN-y
induced a response involving the JAK/STAT pathway and the inflammasome, particularly the
NLRP3 inflammasome, that was more pronounced in hiPSC-CE than in hiPSC-CM. Cells from
Myoc patients appeared more impaired than those from non-Myoc patients. These results,
although still very preliminary, would indicate that our hiPSC model conserved mechanisms
otherwise observed in patient myocardium. They would also show specific processes of cells

differentiated into either cardiomyocytes or endothelial cells during the response to IFN-y.

In conclusion, the immune system plays an important but complex role in the
development and regulation of cardiac dysfunction in many cardiovascular diseases, and our
work has contributed to a better understanding of the role of IS and inflammation in two of
these diseases. Identifying the signaling pathways, better understanding their role, and
searching for new therapeutic targets still requires much investigation but is a major strategy to

consider for the treatment of cardiomyopathies.

Keywords: Immune System, Inflammation, Transcriptomics, Septic Cardiopathy,

Cardiotoxicity of Immunotherapies, Interferon-y
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Avant-Propos

J’ai démarré mon projet de thése aprés mon Master 2 dont le projet portait sur 1’étude de la

cardiopathie septique dans un modé¢le de rat CLP.

Initialement, mon projet de theése portait uniquement sur 1’analyse des cardiotoxicités liées aux
immunothérapies anticancéreuses. Cependant, les contrats de collaboration entre AP-HM,
INSERM et Aix-Marseille Université n’étaient pas signés quand j’ai démarré ma thése et
nécessitaient plusieurs mois avant de I’étre. De plus, la carditoxicité immuno-induite étant un
évenement rare (moins de 2% des patients), le recrutement des patients et la génération des

clones hiPSC ont demandé¢ plusieurs mois avant que je puisse disposer des premiers clones.

D’autre part, les résultats obtenus durant mon master 2 sur la cardiopathie septique demandaient

quelques mois supplémentaires d’analyse afin d’étre publiés.

Nous avons donc fait le choix de terminer I’analyse des résultats sur la cardiopathie septique
afin de rédiger un article ou je suis en premiere position. Ces travaux sont complémentaires de
2 autres études dans lesquelles je suis co-auteure. Nous avons choisi de mettre en premiére

partie de ce manuscrit I’ensemble de ces travaux.

Ce délai nous a permis d’obtenir les premiers clones hiPSC qui m’ont servi a mettre en place le
modele cellulaire d’étude des cardiotoxcités immuno-induites. Ces travaux sont présentés en

deuxiéme partie de ce manuscrit.

Réunir I’étude de ces deux cardiopathies dans un méme manuscrit prend tout son sens car toutes
deux résultent d’une activation inappropriée du systéme immunitaire et de I’inflammation
conduisant & des dysfonctions cardiaques qui peuvent étre 1étales. Etudier les mécanismes
physiopathologiques, dans ces deux cardiopathies, et les comparer permet de les approcher sous

un angle unique.
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Introduction

1. Le systéme immunitaire et les maladies cardiovasculaires

Malgré des progres constants réalisés dans le développement de nouvelles thérapies, les
maladies cardiovasculaires restent une des premicres causes de mortalit¢é dans le monde
(Lozano et al., 2012). De nombreuses recherches ont ét¢ menées jusqu'a présent afin d'identifier
les mécanismes physiopathologiques liés a I’insuffisance cardiaque. Cependant, cette
connaissance reste incompléte, particulierement en ce qui concerne le role majeur et complexe
du systéme immunitaire (SI) et de l'inflammation dans le développement ou 'aggravation de la

défaillance cardiaque (Epelman et al., 2015).

Dans le cceur sain, il existe des populations faibles de cellules immunitaires (Figure 1). La
quantité¢ et la composition en cellules dépend de différents facteurs comme le stade de
développement, I’espeéce animale étudiée et 'état physiopathologique du cceur. Il existe dans le
cceur des cellules immunitaires résidentes ou infiltrantes, provenant a 75% de la lignée my¢éloide
(monocytes, neutrophiles, cellule dendritique, mastocytes et éosinophiles) et a 25% de la lignée
lymphoide (cellule T, cellule B, cellule natural killer (NK)) (Swirski and Nahrendorf, 2018).
Cependant, les pathologies cardiovasculaires et le vieillissement modifient la composition des
sous-populations immunitaires du cceur, afin de favoriser la croissance et la réparation des
tissus. Etudié généralement dans le contexte d’une infection ou d’une blessure, il devient
maintenant clair que le systéme immunitaire défend non seulement le myocarde contre les
agents pathogénes, mais qu’il participe également au développement du cceur et au

fonctionnement normal des tissus cardiaques (Swirski and Nahrendorf, 2018).
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Figure 1 : Les cellules immunitaires présentes dans le cceur sain. (a,b) Les macrophages et les cellules
dendritiques (DC) sont présents dans les valves cardiaques et dans le nceud auriculo-ventriculaire. (c)
Différents types des cellules immunitaires circulantes comme les monocytes, les neutrophiles, les
cellules T et B interagissent avec le tissu cardiaque. (d) Le fluide péricardique contient plusieurs types
de leucocytes comme les macrophages et les cellules B. D’apreés Swirski and Nahrendorf, 2018.

Méme si les causes qui induisent I’insuffisance cardiaque varient, la réponse immunitaire, innée
et/ou adaptative peut étre identique en partageant les processus communs de la réponse
inflammatoire, y compris I’activation des récepteurs en reconnaissant les stimuli nuisibles,
I’activation des voies de signalisation inflammatoire, la libération des médiateurs
inflammatoires et le recrutement des cellules inflammatoires dans le tissu cardiaque
inflammatoire (Chen et al., 2017). Par ailleurs, 1’activation commune de la réponse immunitaire
est modulée par le systéme nerveux autonome et les hormones sexuelles (Frantz et al., 2018).
(Figure 2).

Ischemic Genetic Septic Toxic Viral
cardiomyopathy cardiomyopathy  cardiomyopathy cardiomyopathy myocarditis

v

INJURIED MYOCARDIUM

Innate immune system
Activators:

IMMUNE ACTIVATION —— Adaptive immune system

J ‘ Activators: B-lymphocyte T-lymphocyte
* Lipopolysaccharides ’ 0 ' * Injured cells/necrosis e / =
. * Double/single-stranded RNA @ @ o AT BEEaY] ) - (O /
_cDNA . e ¥|'¥
W o A 21 L A CD4* T-cell
CLRs Role in HF ? | TLRs ‘ qIRSY - 1 inHF )Q )" /2
Activators: e )" \
Autonomic || ehator: Effectors: f Antibodies .
+ * Microbial products + Proinflammatory cytokines (activates endothelium, CD8*T-cell
nervous system * Danger signals ‘ 9 lymphocytes and tissue injury. E.g. IL-1, IL-8, TNF-() = wm wmm mm m wm wm sm sm m
LI + Chemokines (Chemoattractants) m mm m m m m m m m m m m m wm fn o o g

Cardiac tissue

I
i
Sex hormones <¢msp Effectors: $ fComplemen i ectivation V< o/ octer i i ! Selectin endothelial
+ Inflammatory response phugocytcfsts, and inflammatory cell activation) v o} cell activation
* Inflalmmasome assembly SNeUtrophlls e e s e : GRS -
(Casp-1, IL-16, IL-18) jlonceyies macoprases i re==fghtog li
| RO + ] 00 0 U
\ { -\------E;elmokinesoan?i ’.y =
hicnesyies W) Newophs "a Cytokines promote " Macro- 1" Cytokines production
i ) neutrophils nfiltration ~} phages_jl Phagocytosis
. 1. Cytotoxicity
L )
|
HEART FAILURE

Figure 2 : Activation du systeme immunitaire dans les cardiomyopathies. Quel que soit le type de
cardiomyopathie, l'activation de la réponse immunitaire innée passe par des processus communs
caractérisés par (1) ’activation des récepteurs Toll-like (TLRs) ou NOD-like (NLRs) en reconnaissant
les différents stimuli nuisibles, y compris les motifs moléculaires associés aux agents pathogénes
(PAMPs) ou au danger (DAMPs) (2) la libération des médiateurs inflammatoires tel que les cytokines
pro-inflammatoires et les chimiokines et (3) le recrutement des cellules immunitaires dans le tissu
cardiaque inflammatoire. La réponse immunitaire adaptative est composée de processus hautement
spécialisés qui sont nécessaires a I’activation des cellules T et B, et a la reconnaissance des antigénes
spécifiques. Le systéme nerveux autonome et les hormones sexuelles peuvent moduler la réponse
immunitaire. Adapté de Frantz et al., 2018.
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2. La cardiomyopathie septique

2.1. Définitions

Le sepsis est une des principales causes d’admission en réanimation. La mortalité varie de 10%
pour le sepsis a 40% en cas de choc septique (Singer et al., 2016). La définition du sepsis a été
révisée au cours de plusieurs consensus afin d’homogénéiser les pratiques médicales et

d’améliorer la prise en charge diagnostique et thérapeutique des patients.

La définition la plus connue a été proposée par I’ American College of Chest Physicians (ACCP)
et la Critical Care Society en 1991. Le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS),
le sepsis, le sepsis sévere et le choc septique ont été considérés comme un processus
d’aggravation continue. Le SIRS se définissait par la présence d’au moins deux critéres sur les
quatre que sont la température, la fréquence cardiaque, la fréquence respiratoire, et le nombre
de globules blancs. Le SIRS évoluait en sepsis lorsqu’une infection s’ajoutait a I’inflammation,
qu’elle soit bactérienne, virale ou fongique. Le sepsis sévere correspondait & un sepsis ou
existait une défaillance d’un ou de plusieurs organes. Enfin, le choc septique était un sepsis
sévere avec une hypotension non corrigée par le remplissage. Cependant, cette définition
comportait des limites importantes. Certains patients ne présentaient pas deux critéres du SIRS
mais développaient une défaillance organique due a une infection. Depuis 2016, lors des
Troisiemes définitions consensuelles internationales pour le sepsis et le choc septique, de
nouvelles définitions ont été introduites (Figure 3A). Le sepsis est désormais défini comme une
dysfonction d’organe, secondaire a une réponse inappropriée de 1’hote a une infection (Singer
et al., 2016). Il est aussi proposé€ une définition opérationnelle pour la défaillance organique, en
utilisant le score Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) en évaluant les fonctions
des systémes respiratoire, cardiovasculaire, coagulant, rénal, hépatique et nerveux central chez
les patients (Singer et al., 2016). La présence d’une infection et un score SOFA d’au moins 2
points ont été¢ définis comme un sepsis. Afin de faciliter 1’identification du sepsis, le quick
SOFA (gqSOFA), un score SOFA simplifié, a ét¢ mis en place (Figure 3B). La présence de 2
criteres quick SOFA identifie des patients risquant d’avoir un mauvais pronostic vital et
justifiant d’un monitorage accru (Delano and Ward, 2016). Le choc septique est une forme
particuliere du sepsis nécessitant des vasopresseurs pour maintenir une pression artérielle
moyenne (PAM) égale ou supérieure a 65 mm Hg et ayant un niveau de lactates supérieur a 2
mmol/l malgré un remplissage adéquat (Singer et al., 2016). Parmi ces nouvelles définitions, le

sepsis sévere n’est plus utilisé.
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Figure 3 : Nouvelle définition du sepsis lors de la troisiéme définition consensuelle internationale.
(A) Le sepsis est désormais défini par la présence un score d’évaluation séquentielle des défaillances
organiques (SOFA) d’au moins 2 points lié a une infection. Le choc septique est une forme particuli¢re
du sepsis qui se caractérise avec des anomalies importantes circulatoires et métaboliques. Il est défini
par I’association du sepsis avec 1’utilisation de médicaments vasopresseurs pour maintenir une pression
artérielle moyenne supérieure ou égale a 65 mmHg et un niveau de lactates > 2 mmol/l (18 mg/dl) malgré
un remplissage adéquat. (B) Calcul du quick SOFA (qSOFA). La présence de 2 critéres qSOFA identifie
des patients risquant d’avoir un mauvais pronostic vital. Adapté de Delano and Ward, 2016.

2.2. Mécanismes physiopathologiques

2.2.1. La défaillance cardiaque

Une des manifestations de la défaillance d’organes liée au sepsis est la dysfonction cardiaque,
présente chez environ 60% des patients en choc septique (Vieillard-Baron et al., 2008). Elle
présente plusieurs caractéristiques principales : (1) une dilatation ventriculaire gauche avec une
pression de remplissage normale ou faible, (2) une contractilité ventriculaire réduite, et (3) un
dysfonctionnement ventriculaire droit ou un dysfonctionnement ventriculaire gauche,
caractérisé par une diminution du volume systolique indexé (SVi) et du volume télédiastolique

indexé (EDVi) (Figure 4) (Martin et al., 2019).
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Figure 4 : Physiopathologie du choc septique et dysfonction myocardique secondaire. (a) Le cceur
et la circulation sanguine en situation normale. (b) Au début du choc septique, la perméabilité vasculaire
est élevée, les vaisseaux sont dilatés, et une fréquence cardiaque (FC) élevée n’est pas suffisante pour
maintenir une fonction cardiovasculaire normale : les volumes systolique indexé (SVi) et le volume de
fin de diastole indexé (EDVi) diminuent. (¢) Aprés un remplissage suffisant, on récupére une partie des
fonctions cardiaques et le patient va mieux aprés quelques jours. (d) Chez certains patients, le
remplissage n’est pas suffisant car la perméabilité reste treés élevée. Les fonctions cardiovasculaires
restent défaillantes et finissent par conduire au choc septique et a la mort du patient. Adapté de Kakihana
et al., 2016.

Malgré les progres réalisés dans la compréhension de la physiopathologie du sepsis, les
mécanismes de la cardiomyopathie induite par le sepsis ne sont toujours pas entiérement
¢lucidés. Au cours des derni¢res décennies, un certain nombre d’études expérimentales et
cliniques ont clarifié certains mécanismes du dysfonctionnement cardiaque observé chez les

patients atteints de sepsis (Figure 5).
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Figure 5 : Mécanismes de la dysfonction cardiaque au cours du sepsis. Au cours du sepsis, une
augmentation de facteurs comme les cytokines : le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a et
I’interleukine-1p (IL-1B), 1’oxyde nitrique (NO), induit une dysfonction mitochondriale, une
modification du fonctionnement des canaux transportant le calcium et une dérégulation de la voie -
adrénergique qui perturbent le fonctionnement cardiaque. D’apres Suzuki et al., 2017.

2.2.2. La signalisation calcique intracellulaire

En conditions physiologiques, la dépolarisation membranaire permet 1’ouverture des canaux
calciques de type L du sarcolemme, induisant un influx de calcium dans le cytosol. Cet influx
calcique active la libération du calcium du réticulum sarcoplasmique (SR) vers le cytosol via
les récepteurs a la ryanodine (RYR). La fixation du calcium cytosolique sur les protéines
contractiles permet la contraction du cardiomyocyte. La dérégulation des transitoires calciques
au cours du choc septique joue un réle prédominant dans la cardiomyopathie septique (Figure
6). Lew et al., 1996 ont montré que I’expression des canaux calciques de type L était diminuée
chez le lapin au cours du choc endotoxinique, et que cette diminution était associée a une
altération de la fonction ventriculaire gauche. Chez le rat septique, induit par ligature et
ponction caecale (CLP), I’expression des canaux calciques de type L augmente aprés Sh et
diminue apres 18h de CLP (Hsu et al., 2007). In vitro, le courant calcique de type L diminue
dans les cardiomyocytes isolés du ventricule droit de porcs en choc septique (Stengl et al., 2010)
et dans les cardiomyocytes de rats sains stimulés par lipopolysaccharide (LPS) ou par la
cytokine inflammatoire interleukine (IL)-1p (Abi-Gerges et al., 1999 ; Liu and Schreur, 1995).
Cette baisse d'expression entraine une diminution de la concentration de calcium intracellulaire
systolique et donc la diminution des contractions des cardiomyocytes. De plus, la densité des
RYR a la membrane du SR est diminuée chez le rat en choc septique, ce qui se traduit par une
diminution de la libération de calcium du SR (Dong et al., 2001). Par ailleurs, durant la
relaxation, la recapture du calcium par la pompe calcium-ATPase du réticulum sarcoplasmique
(SERCA) dans le SR est liée au phospholamban (PLB). Le PLB peut étre phosphorylé par la
protéine kinase A (PKA) activée par des agonistes B-adrénergiques (Eschenhagen, 2010). Les
mécanismes de régulation de la voie calcique ne sont toujours pas complétement élucidés.
Rudiger et al., 2013 ont analysé les dérégulations transcriptomiques de la voie B-adrénergique
et du flux calcique dans le myocarde de rat septique ; ils ont observé une augmentation de
RYR2, et une diminution des transcrits de SERCA et de PKA. De plus, le traitement des
cardiomyocytes avec de faibles concentrations d’IL-1B et du facteur de nécrose tumorale
(TNF)-0, afin de mimer ’arythmie observée durant le sepsis in vivo, induit un défaut de
relaxation diastolique suggérant que l’inflammation pourrait également moduler la voie

calcique (Duncan et al., 2010). La diminution de la sensibilité au calcium des myofilaments est
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aussi un élément essentiel de la dysfonction contractile septique. Les cardiomyocytes isolés de
souris septiques (par injection de LPS) présentent une augmentation de la phosphorylation de
la troponine I sur les sérines 23/24, modulée par la PKA ou la protéine phosphatase 2A (PP2A)

qui sont de acteurs de la voie B-adrénergique.

s

FITTTTIT
— Sarcolemma

....... NURUSGIR  VWiS—— T-Tubule

Na™ Ca" Mitochondrion

Tropomyosin
Myosin| binding site

Figure 6 : Influence du sepsis sur le couplage excitation/contraction des cardiomyocytes. (A-B)
Dans les conditions non stimulées, la dépolarisation pendant le potentiel d’action ouvre les canaux
calciques de type L dans les tubules T, permet au Ca®" d’entrer dans la cellule. Ce calcium active le
récepteur a la ryanodine (RYR) sur la membrane du réticulum sarcoplasmique (SR) qui libére le calcium
du SR vers le cytosol. L’augmentation de la concentration de Ca’" initie des changements de
conformation des myofilaments permettant la contraction du cardiomyocyte. L’élimination du Ca*" via
la pompe calcium-ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA) et I’échangeur Na'/Ca** (NCX)
inverse le processus. Une partie du Ca* se lie a la calmoduline (CM), une protéine régulatrice qui abaisse
le Ca** cytosolique via la calmoduline-kinase (CMK), qui stimule la recapture du Ca*" dans le SR. (A)
Le sepsis inhibe le couplage excitation/contraction a divers endroits. (B) Le sepsis diminue la sensibilité
au calcium et provoque des dommages a I’appareil contractil. D’aprés Rudiger and Singer, 2007.

Il a ét¢ montré que plusieurs voies de signalisation sont associées a la régulation de la voie
calcique lors du développement de la cardiomyopathie septique (Figure 7) (Hobai et al., 2015).
L’effort d’¢lucider ces mécanismes cellulaires représente une voie stratégique majeure a suivre

afin de développer de nouvelles thérapies contre cette cardiomyopathie.
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Figure 7: Régulation de la signalisation calcique associée au développement de la
cardiomyopathie septique. La diminution de la force contractile cardiaque dans la cardiomyopathie
septique est due a deux facteurs : la mort cellulaire et la diminution de la fonction contractile des
cardiomyocytes survivants. En amont de la régulation intracellulaire du calcium, un certain nombre de
voies de signalisation sont impliquées, notamment celle de 1’oxyde nitrique (NO), des espéces réactives
de I"oxygéne (ROS), des especes réactives de I’oxygeéne et de 1’azote (RONS), de ’activation de la
phosphorylation dépendante du cAMP et du cGMP, des modifications transcriptionnelles et
métaboliques,... toutes ces voies peuvent induire la dérégulation des transitoires calciques en régulant
les récepteurs a la ryanodine (RYR), la pompe calcium-ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA),
les canaux calciques de type L (LTCC), I’échangeur Na'/Ca** (NCX) et des dysfonctions des
myofilaments cardiaques. D’apres Hobai et al., 2015.

2.2.3. Le systéme B-adrénergique

Le systeme B-adrénergique présent dans de nombreux organes (cceur, utérus, foie, systéme
nerveux) joue un role important dans le choc septique. Il existe trois sous types de récepteurs
B-adrénergiques : les récepteurs Bl (B1-AR), principalement localisés dans le cceur; les
récepteurs B2 (B2-AR), exprimés dans le coeur et dans les muscles lisses des bronches et des
vaisseaux sanguins ; les récepteurs B3 (B3-AR) sont les moins abondants dans le cceur. Les B1-
AR et B2-AR sont également présents sur de nombreuses cellules du systéme immunitaire (de
Montmollin et al., 2009). Ce sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires, couplés
aux protéines G. Les agonistes de B1-AR sont des catécholamines libérées par le systéme
nerveux sympathique comme 1’adrénaline, la noradrénaline et la dopamine. Dans le cceur, la
stimulation des B1-AR par des agonistes entraine la formation d’adénosine monophosphate
cyclique (cAMP) via 1’adénylate cyclase (AC). L’AMPc active la protéine PKA qui

phosphoryle plusieurs cibles intracellulaires et des canaux transmembranaires conduisant a la
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libération de calcium du réticulum sarcoplasmique vers le cytosol, permettant ainsi la

contraction des cellules cardiaques (Eschenhagen, 2010) (Figure 8).
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Figure 8 : Régulation des transitoires calciques par la voie B-adrénergique dans le cardiomyocyte.
Dans les conditions non stimulées (fléches noires), la dépolarisation pendant un potentiel d’action ouvre
les canaux calciques de type L (LTCC) dans les tubules T, permettant au calcium d’entrer dans la cellule.
Ce calcium active le récepteur a la ryanodine 2 (RyR2) sur la membrane du réticulum sarcoplasmique
(SR) qui libere le calcium du SR vers le cytosol. L’augmentation de la concentration de calcium initie
des changements de conformation des myofilaments permettant la contraction du cardiomyocyte.
L’¢élimination du calcium via la pompe calcium-ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA) et
I’échangeur Na'/Ca®* (NCX) inverse le processus. Les catécholamines stimulent le couplage
excitation/contraction (fleches rouges) en phosphorylant les LTCC (augmentation de I’afflux de
calcium), le phospholamban (PLB) (augmentation de la recapture de calcium dans le SR), I’inhibiteur
de la troponine et la protéine C liant la myosine (augmentation de la relaxation). D’apres Eschenhagen,
2010.

a) Activation de la voie B-adrénergique

La stimulation adrénergique par les catécholamines, et sur un temps court, augmente la
contractilité et la fréquence du cceur. Par contre, une stimulation adrénergique prolongée et
excessive, comme lors du sepsis avec [’augmentation de la production endogeéne de
catécholamines, est néfaste pour la contractilité cardiaque (Figure 9). Par ailleurs, chez des
patients en réanimation, 1’administration de dobutamine (agoniste des récepteurs 1), dans le
but de maintenir un débit cardiaque élevé, s’est soldée par une augmentation de la mortalité
dans le groupe traité (Silverman et al., 1993). Chez le rat, ’administration d’isoprotérénol
pendant 7 jours entrainait une défaillance cardiaque hypertrophique (Desrois et al., 2014). Il a
¢galement été montré que la densité de récepteurs B-adrénergiques diminue par séquestration
et diminution de leur expression dans le cceur des rats septiques (Shepherd et al., 1987). Cette

baisse est associée a une diminution d’expression des protéines Gsa (Matsuda et al., 2000), a
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une augmentation des protéines Gi et a une diminution de 1I’AC chez le rat male septique 18h
aprés la CLP (Wu et al., 2003) et chez les patients en choc septique (Bohm et al., 1995). Dans
un modele in vitro de cardiomyocytes de souris, stimulés par LPS, I’activation f1-AR par la
dobutamine favorise la survenue de 1’apoptose par I’activation des Caspases -3, 8, et 9 et

augmente la concentration du calcium intracellulaire (Wang et al., 2015).

Figure 9: Influence du sepsis sur la
signalisation adrénergique. Le sepsis induit
une perturbation a différents niveaux de la
signalisation et en partie via le NO, la guanosine
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Le systéme adrénergique joue un role important dans la production et la maturation médullaire
des monocytes via les f2-AR. La stimulation des B2-AR sur les cellules immunitaires est
responsable d’une réponse anti-inflammatoire. L’adrénaline, par une activation de B2-AR,
inhibe I’activation macrophagique, la prolifération lymphocytaire T et diminue la synthese de
cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-6, IL-1p (Muthu et al., 2005). Par contre,
dans une lignée de macrophages in vitro, I’activation des 2-AR par un agoniste spécifique, le
salmétérol, est associée a une augmentation de la transcription et de la traduction d’IL-1f et
d’IL-6. Cette augmentation est indépendante de la PKA et du facteur de transcription le nuclear
factor-kB (NF-kB) mais dépend plutot de la voie mitogen-activated protein (MAP) kinase (Tan
et al., 2007).

b) Inhibition de la voie B-adrénergique

Lors d’un sepsis avéré avec défaillance d’organe, la stimulation adrénergique du coeur a été

diminuée par I’utilisation de B-bloquants (esmolol, propranolol, metoprolol et landiolol) dans

29



plusieurs études précliniques et cliniques (Suzuki et al., 2017). Les données cliniques sur
I’utilisation des B-bloquants dans le sepsis et le choc septique sont peu nombreuses, avec des
populations faibles et inhomogenes. Morelli et al., 2013 ont publié la premiére étude
prospective, monocentrique, randomisée contre placébo, chez les patients en choc septique en
réanimation. Le traitement par esmolol a été utilisé afin de réduire la fréquence cardiaque chez
les patients dont la fréquence cardiaque était supérieure ou égale a 95 battements par minute
(bpm) lors d’un choc septique. Les patients étaient randomisés en 2 groupes : un groupe
recevant une perfusion continue d’esmolol apreés 24h de stabilisation hémodynamique afin
d’obtenir une fréquence cardiaque comprise entre 80 et 94 bpm pendant toute la durée de leur
séjour en réanimation, et un groupe controle. Le volume d’éjection systolique augmentait chez
les patients qui recevaient 1’esmolol et une réduction de la fréquence cardiaque a été observée.
L’étude a également montré une diminution de la mortalité a 28 jours, associée a la réduction
de la fréquence cardiaque dans le groupe traité par esmolol (49.4% contre 80.5% dans le groupe

contrdle, p <0.001).

Le landiolol, B1-bloquant présente 1'intérét d'étre tres sélectif des récepteurs f1-adrénergiques
(Figure 10). Son rapport f1/pB2 est de 255 contre 33 pour I’esmolol (Plosker, 2013). Le landiolol
est utilis¢ dans la prévention et le traitement des tachyarythmies telles que la fibrillation
auriculaire, le flutter auriculaire et la tachycardie sinusale chez les patients ayant une fonction
ventriculaire gauche normale ou réduite. Il diminue significativement la fréquence cardiaque
sans réduire la pression artérielle et stabilise 1’hémodynamique chez les patients post-
chirurgicaux (Okajima et al., 2015). Son délai d’action rapide et sa demi-vie courte (4 minutes)
permettent son arrét rapide en cas de mauvaise tolérance. Le landiolol est hydrolysé en une
forme inactive par les estérases. A noter que les estérases sont plus activées chez les rats

femelles que chez les rats males (Illsley and Lamartiniere, 1981).
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Figure 10 : Structure chimique du landiolol et de ses principaux métabolites (M1 et M2). La forme
active de la molécule est associée a I’hydrochloride. Elle est rapidement métabolisée en ses deux
principaux métabolites inactifs M1 et M2 (demi-vie de 4 minutes).

Dans les modéles expérimentaux, plusieurs études ont montré que le blocage B-adrénergique

¢tait bénéfique pour la fonction cardiaque au cours du sepsis ou du choc septique. Elles sont

résumées dans le Tableau 1.

Mode¢le et Résultats principaux au Résultat principaux liés a

traitement niveau moléculaire la dysfonction cardiaque Réference
Rat male, - TNF-a N, IL-1B = - FC, pression artérielle : N | (Suzuki et
CLP, Esmolol al., 2005)
10mg ou - Densité de f1-AR A - Débit cardiaque et fonction
20mg/kg/h ventriculaire gauche : 2
pendant 24h
Rat male, LPS, | - TNF-a et IL-6, HMGBI, - FC, pression artérielle : N | (Hagiwara
Landiolol NF-«B1 : N - Fonction ventriculaire et al., 2009)
0,1mg/kg gauche A
pendant 24h
Rat male, -1L-6, IL-18, MCP-1 : N - Débit cardiaque = (Ackland et
LPS/ CLP, -FC N al., 2010)
Meétopronol -EDVi A
(plusieurs - Survie A
doses)
Cochon, LPS, -FC ¥ (Aboab et
Esmolol -EDVi A al., 2011)
Souris, LPS - mARN de cAMP N - Survie A (Ibrahim-
Esmolol, Zada et al.,
10mg/kg/h 2014)
Rat male, -IL-1a, IL-2, et IL-6 NF-xB: | -FC N (Kimmoun
Esmolol aprés | N - Débit cardiaque = etal., 2015)
4h CLP et -iNos N, p-eNOS/eNOS A | _EDVi A
pendant 14h - p-AKT/AKT A - Survie A
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- mARN de a-AR 2

- p38MAPK, pJnk/Jnk,

Caspase-8 et Caspase-3 : =

-P53: N
Rat male, - IL-6, NF-xB N -FC ¥ (Wei et al.,
Esmolol apres | - iNos N, p-eNOS/eNOS A - Débit cardiaque = 2016)
4h CLP et - p-AKT/AKT A -EDVi A
pendant 14h,
plusieurs
doses
Souris, LPS, - Caspase-3, Bax : N -FC YN (Wang et
Esmolol - P-JNK/INK, P-p38/p38 : N | - Fonction ventriculaire al., 2016)
pendant 6h -BCL2 2~ gauche : A

Tableau 1: Modéles pré-cliniques de sepsis, traités par des antagonistes des récepteurs p-
adrénergiques. FC : fréquence cardiaque, EDVi : volume de fin de diastole indexé.

Pour résumer, le blocage de la voie B-adrénergique par les B-bloquants dans divers modéles de
sepsis et de choc septique montrent des effets contradictoires. Cependant, des effets bénéfiques
sont observés comme la diminution de la fréquence cardiaque, I’amélioration des performances

cardiaques, la diminution la réponse inflammatoire et I’amélioration de la survie.

2.3. Mécanismes moléculaires

Suite a ’infection, la réponse inflammatoire systémique induite joue un rdle central, direct ou
indirect, en régulant des processus cellulaires différents via plusieurs voies de signalisation qui

sont responsables de la cardiomyopathie septique.

2.3.1. Les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires

Des motifs moléculaires spécifiques des pathogenes, portant le nom de pathogen associated
molecular patterns (PAMPs), peuvent déclencher la réponse inflammatoire (systéme
immunitaire inné) par activation des récepteurs appelés pattern recognition receptors (PRRs).
Les PAMPs sont des composants bactériens, viraux, fongiques ou parasitaires. Il peut s’agir du

LPS pour les bactéries a Gram négatif, 1’acide lipotéichoique pour les bactéries a Gram positif,
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le zymosan, les flagellines, ’ADN bactérien,... (Lin and Knowlton, 2014). Les PRRs
reconnaissent également divers signaux endogenes activés lors de 1ésions tissulaires ou
cellulaires qui sont connus sous le nom de danger associated molecular patterns (DAMPs). Les
DAMPs classiques comprennent les protéines de choc thermique (HSP) comme HSP60,
HSP72, HSC70,... On retrouve ainsi : I’héparane sulfate, I’acide hyaluronique, le fibrinogéne,

le surfactant A et surtout le high mobility group box 1 (HMGB1) (Lin and Knowlton, 2014).

Les PRRs s’expriment a la fois dans les cellules immunitaires et non immunitaires comme les
adipocytes, les cellules épithéliales intestinales, les cellules endothéliales vasculaires et les
cardiomyocytes. Les familles de PRRs comprennent les Toll-like receptors (TLRs), les NOD-
like receptors (NLRs), les retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors (RLRs) et les C-
type lectin receptors (CLRs) (Frantz et al., 2018).

2.3.2. Les récepteurs Toll-like

Plus spécifiquement, les récepteurs Toll-like (TLRs) sont des récepteurs extrémement
conservés entre les espeéces animales. Ces récepteurs initient la réponse immunitaire innée et
régulent la réponse adaptative. Les TLRs reconnaissent une large gamme de motifs comme
I’ARN double brin (TLR3), le LPS (TLR4), I’ARN simple brin (TLR7 et 8) et ’ADN (TLROY).
Treize TLRs sont décrits chez les mammiféres dont dix s’expriment dans le cceur (Takeuchi
and Akira, 2010). Les TLRs sont sur-exprimés au cours de la défaillance cardiaque (Frantz et

al., 1999).

Le TLR, une fois activé, transmet un signal de production de cytokines pro-inflammatoires via
I’activation de nombreux adaptateurs possédant un domaine d’homologie Toll
récepteur/interleukine-1 (TIR) comme myeloid differentiation protein 88 (MYDS88) et TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-f (TRIF). L’activation des TLRs induit une
cascade de signalisation qui méne a la translocation nucléaire des facteurs de transcription
comme NF-kB, activator protein-1 (AP-1) ou interferon regulatory factor (IRF) 3. La
production de cytokines pro-inflammatoires est alors stimulée, en particulier I’'TL-1f et le TNF-
o par NF-«xB, et I’interferon-f (IFN-B) par IRF3 (Figure 11). Les DAMPs et les PAMPs
partagent des récepteurs tels que TLR4, suggérant des similarités dans la réponse inflammatoire

infectieuse et non infectieuse.
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Figure 11 : La voie des récepteurs Toll-like (simplifiée). L’activation des TLRs stimule des voies de
signalisation qui sont soit dépendante de myeloid differentiation factor 88 (MYD88) soit dépendante de
Toll-interleukin-1 receptor-domain containing adapter-inducing interferon-f (TRIF) via le Toll-like
receptor adaptor molecule 2 (TRAM). L’activation de MYD88 ou TRIF induit la translocation nucléaire
des facteurs de transcription, puis induit la transcription des cytokines pro-inflammatoirs par nuclear
factor-xB (NF-xB) ou activator protein-1 (AP-1), et d’IFN type 1 par interferon regulatory factor 3
(IRF3). La voie des récepteurs TLRs joue un rdle important dans la réponse immunitaire et
inflammatoire, la survie et I’apoptose. Adaptée de Chen et al., 2017.

Le LPS, composant de la membrane cellulaire libéré par les bactéries a gram négatif, contribue
majoritairement au développement du sepsis (Dunn et al., 1985) via le récepteur Toll-like 4
(TLR4). Chez les souris déficientes pour TLR4 injectées avec du LPS, la dysfonction
myocardique n’a pas été observée, ce qui confirmerait le réle de TLR4 dans la dysfonction
myocardique septique due au LPS (Nemoto et al., 2002). Les TLRs s’expriment dans les
cellules immunitaires mais également a la surface des cardiomyocytes. Il a ét¢ montré que
TLR4 présent dans les leucocytes (Tavener et al., 2004), et dans les macrophages et les
neutrophiles & un degré moindre, induit une dysfonction des cardiomyocytes pendant
I’endotoxémie dans laquelle le TLR4, a la membrane des cardiomyocytes, n'est pas impliqué
(Tavener and Kubes, 2006). Ce qui est contredit par Baumgarten et al., en 2006, qui suggérent

que TLR4 exprimé dans les cardiomyocytes contribue a leur dysfonction associée au LPS.

TLR2 est indispensable a la reconnaissance des germes a gram positif et contribue au
développement de la cardiomyopathie septique dans le choc septique poly-microbien (Zou et
al., 2010). En effet, une augmentation significative de la survie avec une amélioration de la

fonction cardiaque in vivo, un raccourcissement des sarcoméres et un maintien du courant
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calcique enregistrés in vitro dans les cardiomyocytes, ont été observés chez les souris TLR2
ayant subi une CLP (Zou et al., 2010). De plus, une régulation positive de la voie TLR2/MYD88
¢tait associée a une dysfonction myocardique avec un mauvais pronostic chez les rats males

ayant subi une CLP (Rudiger et al., 2013).

Durant le sepsis sévere, I’expression des HSP comme HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 est
augmentée, en particulier au niveau des leucocytes polynucléaires (Hashiguchi et al., 2001). 11
a été montré dans un travail in vitro que HSP60, ligand extracellulaire de TLR4, pourrait étre
responsable de 1’apoptose activée par NF-kB (Kim et al., 2009). De plus, une autre DAMP
comme HMGBI1 joue un role important dans le sepsis. De graves brilures induisent une
augmentation trés significative de HMGB1 dans le sérum des patients septiques, associé a une
issue fatale (Huang et al., 2011). Egalement, on retrouve une augmentation de 1’expression de
HMGBI1 dans le myocarde des souris septiques et dans les cardiomyocytes in vitro stimulés par

le LPS montrant une dysfonction contractile via la voie TLR4/PI3Ky (Xu et al., 2010).

2.3.3. Les récepteurs NOD-like et I’inflammasome

Chez I’homme, 22 récepteurs appartenant a la famille des récepteurs NOD-like (NLRs) ont été
identifiés. Tous les NLRs sont des récepteurs cytosoliques qui contiennent un domaine central
nucléotide oligomerization domaine (NOD) et des domaines N-terminaux différents. NOD-1 et
NOD-2 sont des protéines cytosoliques contenant des domaines N-terminaux caspase activation
recruitment domain (CARD), spécifiques des peptidoglycanes bactériens, qui activent le facteur
de transcription NF-xB (He et al., 2016). NLR family pyrin domain containing protein 3
(NLRP3) contient un domaine N-terminal pyrine qui réagit a de nombreux produits microbiens

et a des substances révélatrices de dommage ou de mort cellulaire (He et al., 2016).

L’inflammasome agit comme un détecteur immunitaire inné intracellulaire. Plusieurs
inflammsomes ont été identifiés, notamment NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLR-family
CARD containing protein 4 (NLRC4), absent in melanoma 2 (AIM2), et I’inflammasome
pyrine. A ce jour, le type d’inflammasome le mieux caractérisé et étudié est NLRP3 (Bai
Baochen et al., 2020). Le complexe cytosolique composé¢ de NLRP3 (le détecteur), d’une
protéine adaptatrice et de la Caspase-1 est appelé inflammasome (Figure 12). Suite a la
reconnaissance des DAMPs ou PAMPs, NLRP3 s’oligomérise avec une protéine adaptatrice et
la forme inactive de 1’enzyme Caspase-1 (pro-Casp-1) ; ceci génére la forme active de
I’enzyme, qui clive le précurseur des cytokines pro-inflammatoires comme pro-IL-1f et pro-

IL-18 pour libérer leur forme active. L’activation de Caspase-1 peut déclencher une mort
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cellulaire hyper-inflammatoire, la pyroptose (He et al., 2016). L’inflammasome NLRP3 peut
¢galement activer la Caspase-11 ou les orthologues humains Caspase-4/Caspase-5, connu sous
le nom de voie de I’inflammasome NLRP3 « non canonique » (Kanneganti et al., 2015). La
cascade inflammasome a principalement été décrite dans les cellules immunitaires comme les
macrophages et les cellules dendritiques, mais elle est présente aussi dans d’autres cellules non
immunitaires, telles que les cardiomyocytes, les fibroblastes cardiaques et les cellules
endothéliales (Gong Chen, 2018). L’IL-1p est une cytokine majeure de la réponse
inflammatoire, elle permet le recrutement de cellules immunitaires innées au site d’infection et
la modulation de cellules immunitaires adaptatives, alors que I’IL-18 est importante pour la
production d’IFN-y, la potentialisation de D’activité cytotoxique et la prolifération des

lymphocytes T CD8" et des cellules NK (Dinarello et al., 2009).
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Figure 12 : L’activation de ’inflammasome NLRP3. Elle nécessite deux signaux principaux : le
premier est I’engagement d’un récepteur TLR, qui induit la voie de signalisation NF-kB, une
augmentation de la transcription de NLRP3 et de précurseurs d’ILs (pro-IL-1p ou pro-IL-18) ; le second
est donné par de nombreux activateurs (I’efflux d’ions potassium, 1’augmentation de calcium
cytosolique, la production de ROS par la mitochondrie et la rupture lysosomale) qui facilitent
I’assemblage des composants de I’inflammasome en recrutant le précurseur de la Caspase-1 dans le
complexe via la protéine adaptatrice nommée apoptosis-associated speck like protein containing a
caspase activation recruitment domain (ASC). D’aprés He et al., 2016.
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Les récepteurs NLRs sont importants dans la réponse immunitaire pour la reconnaissance des
PAMPs et des DAMPs. Par contre, le réle des NLRs dans la cardiomyopathie septique a été
beaucoup moins étudié que celui des TLRs et les résultats sont contradictoires. L’expression
des transcrits NLRP3 et d’IL-1 est augmentée considérablement chez les souris males ayant
subi une CLP. De plus, les souris NLRP3”- montrent une diminution des cytokines plasmatiques
telles que I’IL-6 et IL-1P et une diminution de dysfonction cardiaque aprés CLP (Busch et al.,
2016). Cependant, dans une étude récente, la délétion génétique de TLR4, de NLRP3 ou de
Caspase-1, n’a pas amélioré la fonction cardiaque chez les souris males septiques apres CLP

malgré une réduction des cytokines pro-inflammatoires (Alarcon et al., 2018).
2.3.4. La signalisation inflammatoire

a) La voie NF-xB

Le facteur de transcription NF-kB joue un role important dans la réponse inflammatoire et
immunitaire, la prolifération, et ’apoptose (Figure 11) (Liu and Malik, 2006). La famille NF-
kB comprend cinq facteurs de transcription apparentés : pS0 (NF-xB1), p52 (NF-xB2), p65
(RelA), RelB et c-Rel. Dans des conditions physiologiques, NF-kB est ubiquitaire et séquestré
dans le cytoplasme par I’inhibiteur de kB (IxB), ce qui empéche son activation et inhibe son
accumulation nucléaire. Un stimulus activateur (substances dérivées de pathogénes, cytokines,
stress oxydant, ...) libére NF-kB par phosphorylation, ubiquitination et dégradation d’IkB. NF-
kB peut alors pénétrer dans le noyau, ou il forme généralement un hétérodimere p50/p63, se lie
aux promoteurs ou aux enhancers de nombreux génes cibles. De ce fait, il participe a
I’activation de nombreux genes impliqués dans la réponse immunitaire innée et inflammatoire,
tels que ceux codant pour les cytokines pro-inflammatoires et leurs récepteurs, les
cyclooxygénases (COX), les radicaux libres oxygénés, les especes réactives nitrogeénes (RNS),

les chimiokines et les molécules d’adhésion (Liu and Malik, 2006).

b) La voie JAK/STAT

La voie Janus-kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK/STAT) a été
découverte au cours des études sur les effets des interférons (Schroder et al., 2004). Elle est
maintenant connue comme la voie d’activation de nombreuses cytokines telles que I’'IFN-y,
I’IL-6, I’IL-15, et des facteurs de croissance impliqués dans la prolifération, la survie et la
différenciation cellulaires (O’Shea et al., 2015). Quatre JAKs (JAK1, JAK2, JAK3 et TYK?2)

sont des tyrosine-kinases intracytoplasmiques et sept facteurs de transcription STAT (STATI,
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STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STATSb, and STAT6) sont actuellement identifiés (O’Shea
etal., 2015).

Le signal via la voie JAK/STAT est initié lorsqu’un ligand (par exemple des cytokines, des
facteurs de croissance, des hormones) se lie a son récepteur (Figure 13). Une fois activées, les
kinases JAK stimulent la phosphorylation des protéines STAT qui induisent alors la
transcription de geénes cibles. La dérégulation de la voie JAK/STAT est impliquée dans
plusieurs maladies inflammatoires, auto-immunes et cardiovasculaires (O’Shea et al., 2015). 1l
a été démontré que la voie JAK/STAT est liée a la libération de diverses cytokines et médiateurs
lors de la régulation de la réponse immunitaire au cours du sepsis (Cai et al., 2015). Il a été
trouvé une régulation positive de la voie JAK/STAT, associée a une dysfonction myocardique

avec un mauvais pronostic chez les rats males ayant subi une CLP (Rudiger et al., 2013).
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Figure 13 : La voie JAK/STAT. La cytokine IL-6 par exemple se lie a son récepteur I1-6R, conduit au
recrutement de JAKs qui phosphorylent le récepteur et eux-mémes; JAK activé stimule la
phosphorylation de STAT qui peut alors former des homo/hétérodimeres. Les dimeéres de STAT
phosphorylés migrent dans le noyau pour réguler la transcription des génes pro-inflammatoires et de
molécules d'adhésion intracellulaires. D’aprés O’Shea et al., 2015.

Le récepteur a I’'TFN-y (IFNGR) est exprimé dans la plupart des cellules nucléées. Le récepteur
est composé de deux sous-unités, IFNGR1 et IFNGR2. IFNGRI1 est responsable de la liaison
au ligand, IFNGR2 augmente ’affinit¢ d’IFNGR1 pour son ligand, améliore la stabilité du
complexe et est obligatoire pour la transduction de signal de I’IFN-y (Schroder et al., 2004). La
voie de signalisation classique de ’IFN-y est la voie JAK/STAT (Figure 13). Apres la liaison
au ligand, la signalisation de I'IFN-y est initiée par I’autophosphorylation de JAK2, qui
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phosphoryle ensuite JAK1. JAK1 activé phosphoryle IFNGR1, fournissant un site d’amarrage
pour STATI, qui est également activé par la phosphorylation par JAK2. STAT1 se dissocie
ensuite du récepteur IFN-y et pénétre dans le noyau pour se lier aux régions promotrices des

geénes inductibles par I'IFN-y (Figure 13).
¢) La voie des MAP kinases

La famille des mitogen-activated protein (MAP) kinases est une famille de protéines
sérine/thréonine kinases qui dirigent les réponses cellulaires suite a différents stimuli comme le
stress osmotique, les mitogenes, le choc thermique, et les cytokines inflammatoires (telles que
IL-1, TNF-a et IL-6) (Chen et al., 2017). Les trois voies principales des MAP kinases, définies
par les derniers ¢léments de la cascade qui comportent tous plusieurs isoformes, sont les voies
des kinases les extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1 et ERK2, de p38 MAP kinases
et de C-Jun N-terminal kinases (JNK1, JNK2 et JNK3). Chaque voie de signalisation des MAP
kinases comprend au moins trois composants : une MAPK, une MAPK kinase (MAPKK), et
une MAPK kinase kinase (MAPKKK). MAPKK phosphoryle et active les MAPKK, qui a leur
tour phosphoryle et active les MAPK. Les MAP kinases ont une expression ubiquitaire et sont
impliquées dans de nombreux processus biologiques. ERK1 et ERK2 régulent habituellement
la prolifération, la survie et la différenciation cellulaires. Les MAP kinases p38 et c-JUN sont
impliquées dans la réponse inflammatoire, la mort cellulaire, ou le remodelage de la matrice

extracellulaire (Zhang and Liu, 2002) (Figure 14).
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Figure 14 : Principales cascades de MAP kinases dans les cellules de mammiféres. Dans les cellules
de mammiferes, la stimulation par le stress, les facteurs de croissance ou les cytokines provoque
’activation des mitogen-activated protein (MAP) kinases. Au moins trois familles des MAP kinases ont
¢été caractérisées : kinase régulée par signal extracellulaire (ERK), Jun kinase (JNK/SAPK) et p38
MAPK. Chaque voie de MAP kinases est constituée d’au moins trois enzymes qui sont activées en série
: une MAPK kinase kinase (MAPKKK), une MAPK kinase (MAPKK) et une MAP kinase (MAPK). La
voie des MAP kinases joue un role cl¢ dans la transduction des signaux extracellulaires vers les réponses
cellulaires : la prolifération cellulaire, la différenciation, le développement, les réponses inflammatoires
et ’apoptose. D’apreés Zhang and Liu, 2002.

d) Les cytokines pro- et anti-inflammatoires

Les cellules dendritiques et les macrophages sont les sources majeures de cytokines. Les
cytokines sont sécrétées en petite quantité en réponse a un stimulus externe et se lient a des
récepteurs de haute affinité sur les cellules cibles. La plupart des cytokines agissent sur les
cellules qui les produisent (activité¢ autocrine) ou sur les cellules voisines (activité paracrine).
Lors de l'infection, les cellules dendritiques et les macrophages sont fortement activés et
produisent de grandes quantités de cytokines qui agissent a distance de leur site de sécrétion
(activité endocrine) (Andrew H. Lichtman et al.,). Le Tableau 2 présente les principales

cytokines inflammatoires et leur fonction.

Les cytokines ont des fonctions variées dans la défense de I’hdte. Le TNF-a, I'IL-1 et les
chimiokines sont les principales cytokines participant au recrutement des neutrophiles et des
monocytes sanguins. Les cytokines modulent la réponse immunitaire et inflammatoire via un
réseau complexe d’interactions. Cependant, une production excessive de cytokines
inflammatoires peut conduire a des dommages tissulaires, des défaillances cellulaires et une
dérégulation moléculaire qui peuvent déclencher une dysfonction d’organes (Rittirsch et al.,

2008).

Cytokines Main sources Major function
Macrophages, monocytes, Pro-inflammation, proliferation,
IL-1
endothelial cells apoptosis, differentiation

L6 Macrophages, T cells, endothelial Pro-inflammation, differenciation,
cells IgG production
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Anti-inflammation, inhibits cytokine

IL-10 Macrophages, T cells, B cells production, decrease costimulateur
expression

IL-15 Macrophages Pro-inflammation, proliferation

IL-18 Macrophages Pro-inflammation, IFN-y production

. Pro-inflammation, differenciation,
IL-12 Dendritic cells, macrophages )
IFN-y production

Pro-inflammation, cell proliferation,
TNF-a Macrophages, monocytes, T cells .
apoptosis

IFN-a Dendritic cells, macrophages Pro-inflammation, anti-viral

) Pro-inflammation, anti-viral, anti-
IFN-B Fibroblasts ) )
proliferative

Pro-inflammation, Anti-viral,

macrophage activation, increases
IFN-y T-cells, NK cells ) )
neutrophil and monocyte function,

MHC-I and -II expression on cells

Macrophages, monocytes, T cells,
Chemokines Pro-inflammation, chemotaxis,
endothelial cells, fibroblasts _ .
angiogenesis

Anti-inflammation, inhibition T and B
TGF-p Macrophages, T cells ) )
cell proliferation

Tableau 2 : Fonction des principales cytokines. A noter : I'IFN-y, I'IL-10 et le facteur de croissance
transformant-B (TGF-) sont des cytokines a la fois de I'immunité innée et de I'immunité adaptative.
Adapté de Turner et al., 2014.

L’activation du facteur de transcription NF-kB permet la transcription d’un grand nombre de
cytokines pro- et anti-inflammatoires. Deux médiateurs principaux sont liés a la dysfonction

cardiaque : IL-1pB et TNF-a.
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Des auteurs ont identifi¢ la présence d’une substance circulante liée a la dysfonction
myocardique dans le sérum des patients en choc septique, avec fraction d’¢éjection ventriculaire
gauche inférieure a 40% (Parrillo et al., 1985). Le sérum de ces patients, prélevé au cours de la
phase aigué et non pas au cours de la période de récupération, diminue significativement la
contraction des cardiomyocytes in vitro en réduisant I’amplitude du raccourcissement (Parrillo
et al., 1985). Kumar et al., 1996 ont montré que I’administration d’IL-1p et de TNF-a, extraits
du sérum des patients en choc septique, agissent de manicre synergique sur la réduction du
raccourcissement des cardiomyocytes in vitro. En effet, la suppression de ces cytokines du
sérum par immuno-absorption permet d’améliorer la fonction myocardique. Par ailleurs, ils ont
montré que les autres médiateurs de I’inflammation comme IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-8 et
IFN-y n’avaient aucun impact sur la contractilité des cardiomyocytes en culture (Kumar et al.,
1996). Ceci est contredit dans une autre étude ou les auteurs ont trouvé que les cytokines IL-6,
IL-8 et IL-10 du sérum des patients en choc septique pourraient participer a la dysfonction
myocardique septique des cardiomyocytes in vitro (Joulin et al., 2007). La synthése de TGF-p3,
une cytokine immunomodulatrice avec des effets anti-inflammatoires multiples permet de
corriger la dysfonction contractile des cardiomyocytes in vitro induite par IL-1p, TNF-a, ou le

sérum de patients en choc septique (Kumar et al., 2007).

Par ailleurs, il a ét¢ montré une régulation négative de l’expression des récepteurs o-
adrénergiques (a-AR) pendant le choc septique, associée a une augmentation massive des
cytokines pro-inflammatoires IL-1p et TNF-a, probablement une conséquence de ’activation
de la voie NF-kB (Bucher et al., 2003). Il a été proposé que la régulation négative des a-AR

contribue a I’hypovasoréactivité et favorise par la suite I’insuffisance circulatoire.
e) L’oxyde nitrique (NO)

L’oxyde nitrique (NO), petite molécule tres réactive avec une demi-vie de quelques secondes,
est produit dans tous les types de cellules cardiaques et induit une multitude d’effets dans
I’homéostasie cardiovasculaire (Liu et al., 2017). Le NO est synthétisé par la NO synthase
(NOS). Trois isoformes de NOS ont été identifiées dans cellules myocardiques : NOS
neuronale (nNOS) et NOS endothéliale (eNOS) sont les formes constitutives, et NOS inductible
(iNOS) est induite par les cytokines pro-inflammatoires. La eNOS, localisée sur le sarcolemme,
inhibe I’entrée de calcium dans le cytoplasme en agissant sur le canal calcique de type L, ce qui
provoque la relaxation du myocarde (Saraiva and Hare, 2006). Le NO produit par iNOS dans

le réticulum sarcoplasmique, nitrosyle les récepteurs a la ryanodine RYR2 et RYR3, et
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provoque la libération de calcium du réticulum sarcoplasmique dans le cytosol. Il induit ainsi

la contraction du cardiomyocyte (Saraiva and Hare, 2006).

Lors d’un choc septique, eNOS joue un rdle protecteur. Ichinose et al., 2007 ont montré qu’une
sur-expression, par injection de LPS, de la eNOS spécifique des cardiomyocytes protége les
souris males septiques d’un dysfonctionnement cardiaque et de la mort. Dans cette étude, il a
été démontré que I’augmentation de NO myocardique atténue la production des especes
réactives de ’oxygene (ROS) induites par les endotoxines, augmente la charge en calcium du
réticulum sarcoplasmique et la sensibilit¢ des myofilaments au calcium. Par contre, van de
Sandt et al., 2013 ont montré que eNOS induit une dysfonction myocardique au cours du sepsis.
Chez les souris eNOS” septiques par CLP, une meilleure survie avec une fonction

hémodynamique stable a été retrouvée.

L’expression d’iNOS augmente dans les cardiomyocytes de souris en cas de septicémie,
entrainant une production importante de NO responsable du développement d'un
dysfonctionnement systolique et diastolique. Dans les souris iNOS™", la perfusion d’endotoxine
affectait moins la fonction myocardique comparé aux souris contrdles (Ullrich et al., 2000). Le
NO est associé¢ a la dysfonction mitochondriale, a une libération accrue de cytokines pro-
inflammatoires, et a une sous-régulation des récepteurs B-adrénergiques qui contribuent a la

dysfonction myocardique (Rudiger and Singer, 2007).

La dysfonction mitochondriale a une place centrale dans la physiopathologie cardiaque
septique. Le NO et les ROS contribuent de manicre significative a la perturbation de la chaine
respiratoire mitochondriale, causée par 1’inhibition de la phosphorylation oxydative et de la

production d’adénosine triphosphate (ATP) (Suzuki et al., 2017).

Dans le lapin septique par CLP, I’activation des cellules endothéliales augmente la production
du NO, de I’endothelin 1 (EDN1) et de prostaglandines, qui ont des effets régulateurs paracrines
sur la fonction cardiaque (Mebazaa et al., 2001). Chez les patients en sepsis sévere, les
dysfonctions systoliques des ventricules gauche et droit sont associées aux marqueurs de
dysfonction endothéliale comme EDNI1 et le Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAMI1)
(Furian et al., 2012).

f) Les voies de I’apoptose

Durant le choc septique, il a ét¢ montré qu’une activation de la Caspase-3, pro-apoptotique,
participe directement a la dysfonction ventriculaire gauche. Cette dysfonction est liée a des

défauts de la régulation du calcium intracellulaire et a la sensibilit¢ au calcium des
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myofilaments (Neviere et al., 2010). De plus, les interactions entre les récepteurs des estrogénes
et les récepteurs adrénergiques pourraient également moduler 1’apoptose via la voie

phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K/AKT) (J.O. Machuki et al., 2018).

Le macrophage migration inhibitory factor (MIF) et le TNF-a sont des facteurs a I’origine de
I’activation des Caspases. Le MIF participe aussi a I’activation des voies MAP kinase, ce qui
favorise le processus d’apoptose mitochondriale. La signalisation gérée par les MAPK tient une
place centrale dans 1’apoptose. Cette voie participe a I’apoptose lors de l'ischémie/reperfusion

durant le choc septique ou I’ischémie coronarienne (Obata et al., 2000).

Des études récentes ont montré que les médiateurs, y compris les ROS et le cytochrome C,
libérés par les mitochondries pendant la mort cellulaire, pourraient induire une inflammation

supplémentaire (Rudiger and Singer, 2007).

2.4. Dimorphisme sexuel

Il existe un dimorphisme sexuel dans la réponse au sepsis. L’incidence du sepsis semble plus
¢levée chez les hommes. Une étude rétrospective portant sur 30 288 patients a retrouvé une
incidence plus élevée des pneumonies chez les patients de sexe masculin hospitalisés a la suite
d’un traumatisme sévere (Gannon et al., 2004). Dans cette étude, les auteurs ne retrouvaient pas
de différence de mortalité en fonction du sexe. Cependant, d’autres études semblent indiquer
que le genre sexuel affecte ¢galement le pronostic du sepsis. L’analyse des données de 261 255
patients de la cohorte I’ Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) retrouvait
une augmentation du taux de mortalité chez les patients de sexe masculin de moins de 50 ans,
comparé aux patients de sexe féminin du méme age. Cette différence n’était pas retrouvée chez
les patients de plus de 50 ans, ce qui pourrait indiquer une influence du statut hormonal
(Mahmood et al., 2012). Une étude prospective portant sur 2 183 patients atteints de pneumonie
communautaire retrouvait cependant une survie plus faible chez les hommes de plus de 50 ans
(Reade et al., 2009). Une augmentation de 1’expression des médiateurs inflammatoires TNF-a.,
IL-6, IL-10 ainsi que de marqueurs de la coagulation (antithrombine III et facteur IX) et de la
fibrinolyse (D-diméres) était retrouvée chez les hommes avec une pneumonie dans cette étude.
De manicre similaire, I’analyse de 373 370 patients aux Etats-Unis a identifié¢ le genre masculin
comme variable pronostique indépendante dans le sepsis grace a une analyse multivariée (Kisat

etal., 2013).
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Des études cliniques ont montré que la stimulation par le LPS ou I’acide lipotéichoique chez
les femmes en bonne santé entrainait une baisse des taux de TNF-a et d’IL-6 dans le sang par
rapport aux hommes (Aulock et al., 2006). Les patientes de sexe féminin atteintes d’un sepsis
aprés une chirurgie avaient un taux de survie plus ¢élevé, associé a une €élévation de la cytokine
anti-inflammatoire plasmatique IL-10, comparé aux individus de sexe masculin du méme age

(Schroder et al., 1998).

Dans les modéles animaux, une meilleure survie a été observée chez des souris femelles en age
de procréer apres induction d’un sepsis par CLP comparé aux souris males (Zellweger et al.,
1997). Diodato et al., 2001 ont étudié 1’effet du sexe sur la survie aprés hémorragie suivie d'un
sepsis par CLP chez la souris. Les auteurs ont retrouvé une mortalité plus élevée associée a une
augmentation des cytokines plasmatiques comme IL-6 et TNF-a chez les males, alors qu’il

n’existe pas de différences chez les femelles.

En résumé, ces études suggerent que le sexe masculin est un facteur de risque de développement
d’un sepsis, alors que le sexe féminin serait protecteur et augmenterait la survie. De maniére
intéressante, cette différence ne semble étre présente que chez les patients de moins de 50 ans,
ce qui suggére un mécanisme li¢ aux hormones sexuelles femelles, avec une perte de cet effet
protecteur chez les femmes ménopausées. Cependant, certaines études ont retrouvé des résultats
contradictoires qui pourraient étre expliqués notamment par le role des hormones sexuelles
plutdt que celui du genre en lui-méme. La non prise en compte du statut hormonal chez les
femmes, en fonction du cycle menstruel et de 1’age, pourrait étre a I’origine d’un biais dii a une

différence de concentration des hormones dans le plasma.

Ainsi, de plus en plus d’études révelent des différences entre male et femelle dans les maladies
cardiovasculaires (Leinwand, 2003 ; Theuring et al., 2018) et dans la réponse immunitaire
(Angele et al., 2014; Textoris et al., 2010; Zhu et al., 2009). Cependant, il existe peu d’études

sur la dysfonction cardiaque lié au sepsis en fonction du sexe.

Dans des souris septiques, des auteurs ont montré que les performances cardiaques étaient plus
altérées chez les males que chez les femelles 4h aprés I’injection de LPS. Ils ont retrouvé que
’activation de Rac family small GTPase 1 (RAC1) pendant I’endotoxémie augmente I’activité
de la NADPH oxydase et la phosphorylation de ERK1/2/p38 MAPK pour aboutir finalement a
I’expression du TNF-a au niveau cardiaque. L.’administration de 17-B-cestradiol atténuait cette
dysfonction myocardique par une réduction de 1’activation de RAC1, ce qui pourrait réduire
I’effet délétere potentiel de 1’expression myocardique du TNF-a (Zhu et al., 2009). Dans une

¢tude plus récente, il a été montré que le sepsis provoquait une dysfonction cardiaque chez les
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individus des deux sexes. Cependant, la dysfonction cardiaque était significativement moins
prononcée chez les souris femelles que chez les males aprés induction d’un sepsis par LPS
pendant 18h ou par CLP pendant 24h (Chen et al., 2014). La protection cardiaque chez les
individus femelles lors du sepsis était associée a I’activation de la voie de survie AKT/eNOS,
a la diminution de ’activation de NF-«xB et a la diminution de I’expression de iNOS, TNF-a et

IL-6 (Chen et al., 2014).

La dérégulation des transitoires calciques associée a la dysfonction myocardique septique est
bien étudiée chez les animaux males, cependant elle reste peu connue chez les femelles (Hobai
et al., 2015). Ces auteurs ont montré que la réduction du raccourcissement des sarcoméres dans
les cardiomyocytes, apres ajout de LPS, est moins sévere chez les femelles que chez les males,
et est partiellement médiée par la libération de cGMP généré par 1’enzyme guanylyl cyclase

soluble. Chez les males, cette dysfonction est indépendante du cGMP (Hobai et al., 2016).

L’interaction entre les récepteurs aux cestrogenes et les récepteurs adrénergiques pourrait
affecter la contraction cardiaque en régulant 1’expression des protéines liées au calcium
intracellulaire (J. O. Machuki et al., 2018). Une augmentation de I’expression des f1-AR, du
canal calcique de type L, et une diminution de NCX ont été observées chez les rates

ovariectomisées sans modification de I’expression de SERCA et du PLB (Chu et al., 2006).

Les récepteurs aux cestrogenes activent les protéines Gi entrainant un effet anti-apoptotique via
la voie PI3K/AKT (J.O. Machuki et al., 2018). In vitro, I’ajout de 17-B-cestradiol et la sur-
expression de son récepteur augmentent la survie des cardiomyocytes traités par LPS. Cet effet
cardioprotecteur est associé¢ a 1’activation de la voie PI3K/AKT afin d’inhiber I’expression du

TNF-a, I’activation de JNK et NF-«B (Liu et al., 2009).

Pour résumer, plusieurs études ont montré que le sexe influence le pronostic et la survie des
patients au cours du sepsis et du choc septique, par I’intermédiaire d’'une modulation des
réponses immunitaires et cardiovasculaires (Figure 15). Cette modulation semble li¢e a I’action
des hormones sexuelles, avec un effet protecteur des hormones sexuelles femelles sur la
fonction myocardique. Les mécanismes précis concernant le role des hormones sexuelles lors
de la dysfonction myocardique sont cependant encore mal compris. Il est donc essentiel de
préciser ce role afin d’ouvrir le champ de nouvelles possibilités thérapeutiques lors du sepsis
en visant les hormones sexuelles. De plus, a I’heure de la médecine personnalisée, la mise en
¢évidence de différences de réponse en fonction du sexe a un traitement prometteur, le p1-
bloquant sélectif, rend essentiel la compréhension des mécanismes a l’origine de cette

différence, afin de mieux préciser la population qui pourrait bénéficier de ce traitement.
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Figure 15 : Illustration schématique de I’effet du sexe sur les performances cardiovasculaires et
la réponse immunitaire aprés une défaillance cardiaque. Le dimorphisme sexuel dans la réponse
cardiovasculaire a été¢ observé lors d’un sepsis, avec un effet protecteur du sexe féminin et un effet
dépresseur du sexe masculin sur la fonction myocardique. Cette différence semble étre liée a ’action
des hormones sexuelles, avec un effet plutot délétere des hormones sexuelles masculines sur la réponse
immunitaire et un effet protecteur des hormones sexuelles femelles en améliorant cette réponse
immunitaire. D’aprés Angele et al., 2014.

3. La myocardite immuno-induite

3.1. Role physiologique des points de controle immunitaire

Les lymphocytes T jouent un role central en tant que modulateurs et effecteurs du systéme
immunitaire. Les lymphocytes T naifs, provenant du thymus, recirculent dans les organes
lymphoides secondaires ou les antigénes provenant du sang ou des tissus blessés sont collectés
et présentés aux cellules T (Grabie et al., 2019). Les cellules T naives reconnaissent 'antigéne
présenté par les cellules présentatrices d’antigéne (APC) et sont activés via l'interaction entre
le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (MHC) sur les APC et le récepteur des cellules T
(TCR) (Figure 16A). D’autres signaux de co-stimulation sont nécessaires pour 1’activation des
cellules T. Le CD28 est un co-récepteur exprimé sur les cellules T. La liaison des molécules
CDS80 (également appelées B7-1) ou CD86 (également appelées B7-2) sur les APC, avec les
molécules CD28 des cellules T, leur fournit le signal d’activation entrainant leur expansion

clonale et leur différenciation en cellules effectrices T (Th) auxiliaires CD4" ou en lymphocytes
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T cytotoxiques CD8". Les cellules T auxiliaires sont essentielles pour générer des réponses
spécifiques contre les agents pathogenes extracellulaires, ce sont les T helper 2 (Th2) ou
intracellulaires, les Th1. Les lymphocytes T CD8" tuent les cellules cibles, telles que les cellules

tumorales ou les cellules infectées par un virus.

Afin de rester auto-tolérants, de moduler la durée et le degré de la réponse immunitaire,
d’empécher une activation immunitaire excessive dans les tissus périphériques, ces signaux
sont régulés par des points de contréle immunitaire tels que cytotoxique T-lymphocyte
associated protein 4 (CTLA-4), programmed cell death 1 (PD-1) et programmed death-ligand
1 (PD-L1) (Chen and Flies, 2013).

CTLA-4 est un co-récepteur inhibiteur exprimé sur les cellules T activées. Il inhibe les cellules
T en compétition avec CD28 pour se lier aux ligands B7. CTLA-4 est homologue a CD28 mais
il a une affinité de liaison beaucoup plus élevée pour le ligand B7. Dans les cellules T naives
au repos, CD28 est exprimé de maniere constitutive a la surface cellulaire, CTLA-4 est localisé
principalement dans les vésicules intracellulaires. L'expression a la membrane des cellules T de
CTLA-4 est augmentée en réponse a 1’activation du TCR. Plus le signal du TCR est fort, plus
la translocation de CTLA-4 a la surface cellulaire est importante afin d’inhiber ’activation

nocive des cellules T (Buchbinder and Desai, 2016).

PD-1 est un autre récepteur inhibiteur qui joue un role important dans la régulation des
lymphocytes T (Buchbinder and Desai, 2016). PD-1 est faiblement exprimé dans les cellules
immunitaires au repos. Cependant, lors de 1’activation, PD-1 est sur-exprimé a la surface des
cellules T, des cellules B, des cellules dendritiques et des macrophages. PD-L1, un ligand de
PD-1, estexprimé a la fois sur les cellules lymphoides et non lymphoides, y compris les
cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les cellules tumorales (EPPIHIMER et al., 2002;
Grabie et al., 2007). PD-L2, autre ligand de PD-1, est exprimé principalement sur les APC tels
que les macrophages et les cellules dendritiques. PD-L1 et PD-L2 sont tous deux sur-
exprimés par des cytokines, notamment les interférons, le TNF et le facteur de croissance
endothéliale vasculaire (VEGF) (Hu et al., 2019). La signalisation PD-L1/PD-1 inhibe la
prolifération des cellules T et la production de cytokines, et réduit la survie des cellules T (Tajiri

and Ieda, 2019).
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3.2. Inhibiteurs des points de contréle immunitaire (ICIs) et

traitements anticancéreux

Le cancer est caractérisé par des mutations génétiques qui conduisent a 1’expression de
néoantigénes. Les APC présentent ces antigénes via des molécules de MHC exprimées a leur
surface, qui interagissent avec les TCR. Les cellules T reconnaissent ces antigénes comme
«non-soi » et les attaquent. Cependant, les cellules tumorales peuvent échapper a la
surveillance immunitaire en diminuant la réponse immunitaire (Mohme et al., 2017). En effet,
les cellules tumorales peuvent réguler positivement I’expression de PD-L1 en augmentant la
concentration d’IFN-y dans le microenvironement tumoral. La liaison de PD-L1 a PD-1 sur les
cellules T inactive les cellules T permettant ainsi aux cellules tumorales d’échapper a 'attaque

du systeme immunitaire (Figure 16A).

La découverte des points de contréle immunitaire, connus comme régulateurs négatifs des
lymphocytes T, a orienté les recherches sur le ciblage potentiel de ces molécules pour
potentialiser la réponse des lymphocytes T contre les cellules tumorales. Ainsi, I'utilisation
d'anticorps monoclonaux contre ces points de contrdle immunitaire permet de bloquer
I’inactivation des lymphocytes T qui sont alors de nouveau en mesure d’attaquer les cellules
tumorales (Figure 16B). Le traitement du mélanome métastatique par I’anticorps anti-CTLA-
4 (ipilimumab) a été¢ approuvé en 2011, et les anticorps anti-PD-1 (pembrolizumab et
nivolumab) ont été approuvés en 2014. Actuellement, il existe sept inhibiteurs des points de
controle (ICIs) : ipilimumab (anti-CTLA-4) ; nivolumab, pembrolizumab et Cemiplimab (anti-
PD-1) ; et I’atezolizumab, I’avelumab et le durvalumab (anti-PD-L1) (Tableau 3). L utilisation
de thérapies combinées, comme I’ipilimumab et le nivolumab, a également été approuvée (Hu

etal., 2019).
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Figure 16 : Role physiologique des points de contrdle immunitaire et effet de leurs inhibiteurs
dans la régulation de la réponse immunitaire aux traitements anticancéreux. Activation de la
réponse des cellules T : Les néoantigénes des cellules tumorales sont capturés par des APC et présentés
sur les molécules du MHC. Les cellules T reconnaissent les complexes néoantigéne-MHC dans le
ganglion lymphatique, sont activées et migrent vers le microenvironnement tumoral. L’activation des
lymphocytes T nécessite des signaux de co-stimulation médiés par I’interaction entre B7 et CD28.
Inactivation de la réponse des cellules T : La liaison entre des points de contréle immunitaires le
cytotoxique T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4), le programmed cell death 1 (PD-1) avec leurs
ligands B7 et PD-L1 conduit a I’inhibition de AKT. L’inhibition d’AKT entraine une diminution de la
prolifération, du métabolisme des cellules T, de la survie des cellules T et une augmentation de la
prolifération des cellules T régulatrices. (A) Les cellules tumorales échappent a la surveillance
immunitaire en favorisant [’activation des points de contréle : Une grande concentration d’IFN-y dans
microenvironement tumoral conduit une sur-expression de PD-L1 et/ou PD-L2 dans les cellules
tumorales via I’activation de la voie JAK/STAT. PD-L1 se lie au récepteur PD-1 présent sur les
lymphocytes T inhibe la réponse de cellules T et favorise la prolifération des cellules tumorales. (B) Les
inhibiteurs de points de controle stimulent [’activation des lymphocytes T : Les points de controle
immunitaires peuvent étre bloqués par des anticorps monoclonaux dirigés contre CTLA-4 (ipilimumab),
PD-1 (nivolumab, pembrolizumab et cemiplimab) et PD-L1 (atezolizumab, avelumab et durvalumab).
Le blocage de ces points de contréle immunitaires restaure la réponse immunitaire des lymphocytes T
contre les cellules tumorales. Le TNF-a, le granzyme B et ’IFN-y sont libérés, entrainant la mort des
cellules tumorales. Modifié d’aprés Hu et al., 2019.
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Inhibiteur de
Cible Indication
point de controle
Ipilimumab i
CTLA-4 Mélanome, carcinome a cellules rénales, cancer colorectal
(Yervoy)
Nivolumab M¢élanome, cancer du poumon non a petites cellules, carcinome
(Opdivo) rénal, lymphome de Hodgkin, cancer ¢épidermoide de la téte et
du cou, carcinome urothélial, cancer colorectal, carcinome
hépatocellulaire
M¢lanome, cancer du poumon non a petites cellules, cancer du
PD-1 poumon a petites cellules, cancer de la téte et du cou,
Pembrolizumab lymphome de Hodgkin, lymphome a grandes cellules B,
(Keytruda) carcinome urothélial, cancer colorectal, cancer de 1'estomac,
cancer de l'cesophage, cancer du col de l'utérus, carcinome
hépatocellulaire, Carcinome a cellules de Merkel, carcinome a
cellules rénales
Cemiplimab . '
' Carcinome épidermoide cutané
(Libtayo)
Atezolizumab Carcinome urothélial, cancer du poumon non a petites cellules
- - 0
PD-LI Avelumab Carcinome a cellules de Merke
Durvalumab Carcinome urothélial

Tableau 3 : Inhibiteurs des points de contrdle immunitaire actuellement approuvés par
I’administration des aliments et des médicaments. Modifié¢ d’aprés Hu et al., 2019.

3.3. La myocardite induite par I'immunothérapie aux ICIs

Si le role central de points de controle immunitaire est de maintenir I’auto-tolérance, le blocage
des points de controle immunitaire peut donc induire des événements indésirables. Ainsi, ces
complications sont retrouvées chez plus de 50% des patients cancéreux traités par ICIs et
peuvent toucher presque tous les organes (Grabie et al., 2019). La majorité¢ des complications
peuvent étre gérées pour que les patients puissent bénéficier de tout le potentiel de
I'immunothérapie en toute sécurité. Cependant, des complications beaucoup plus graves,
touchant le systéme cardiovasculaire, peuvent subvenir. Ces cardiotoxicités possedent le plus

fort taux de 1étalité et nécessitent une vigilance particuliére pour les dépister et les prendre en
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charge rapidement (Wang et al., 2018). Les effets secondaires peuvent étre liés a la toxicité
directe sur le systéme cardiovasculaire ou a une autre toxicité, rénale, endocrinienne, hépatique
ou pulmonaire par exemple, qui retentit secondairement sur la fonction cardiaque (Johnson et

al., 2016).

Myocardites, péricardites, vascularites, troubles du rythme et syndromes coronariens aigus sont
les principales manifestations cliniques décrites au cours de ces cardiotoxicités (Figure 17).
Les événements indésirables cardiaques les plus courants liés aux ICIs sont les myocardites
avec une incidence de 0.27% a 1.14% (Hu et al., 2019). Cette incidence atteint 2.4% lors de la
thérapie combinée nivolumab (anti-PD-1) et ipilimumab (anti-CTLA-4) (Mahmood et al.,
2018). Bien que rares, les myocardites présentent une évolution péjorative pour un tiers des

patients avec un taux de 1étalité pouvant atteindre 50% (Mahmood et al., 2018).

Une infiltration de lymphocytes T (CD8", CD4") et de macrophages (CD68") dans le myocarde
est observée dans la myocardite fulminante associée au traitement par ICIs (Johnson et al.,
2016). 11 semble donc que les effets cardiotoxiques soient principalement liés a une réponse
immunitaire inappropri¢e a I’encontre du myocarde. De la nécrose a également été retrouvée

dans le myocarde des patients décédés (Martin Huertas et al., 2019 ; Matson et al., 2018).

Le délai d’apparition de la myocardite est variable. Une analyse de Vigibase, la base de données
de I’Organisation mondiale de la Santé sur les rapports de sécurité, a révélé que la myocardite
¢tait diagnostiquée 27 jours (intervalle de 5 a 155 jours) apres le début de la thérapie aux ICls,
et que 76% des cas sont survenus au cours des 6 premiéres semaines de traitement (Moslehi et

al., 2018).

Les signes cardiaques de la cardiotoxicité aux ICIs varient depuis un état asymptomatique
jusqu'a la mort subite. Une augmentation des concentrations de troponine I/T dans le sérum
¢tait retrouvée chez 94% des patients atteints de myocardite mais étonnamment, pres de 50%
des patients ne présentaient aucun signe de dysfonctionnement systolique (Mahmood et al.,
2018). De plus, les arythmies cardiaques sont courantes, notamment la fibrillation auriculaire,
les arythmies ventriculaires, les anomalies de la conduction et la mort subite. Actuellement, il
n’est pas possible d’identifier les patients susceptibles de développer des complications
cardiaques avant le traitement aux ICIs. Par conséquent, la cardio-oncologie se focalise sur la
prévention, le dépistage et le traitement des maladies cardiovasculaires associé€s aux traitements
anti-cancéreux sans compromettre leur efficacité, assurant ainsi plus de sécurité pour les

patients (Cautela et al., 2016).
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Figure 17 : Les cardiotoxicités associées aux ICIs. Les complications cardiovasculaires associé¢es au
traitement par ICIs peuvent étre une myocardite, une vascularite, une péricardite, des troubles du rythme
ou un syndrome de Takotsubo. La myocardite posséde le plus fort taux de mortalité. (A) Biopsie
endomyocardique montrant une infiltration de cellules immunitaires CD3" dans le myocarde (coloration
a I’hématoxyline et a 1’éosine). (B-C) Immunohistochimie montrant une coloration positive des
myocytes pour PD-L1 et MHC de classe 11, type HLA-DR dans les zones de myocardite lymphocytaire.
Modifi¢ apres Grabie et al., 2019 ; Hu et al., 2019.

Egalement, la réponse immunitaire contre les cellules myocardiques pourrait étre liée a la
présence d’antigénes communs ou similaires a ceux de la tumeur. Certains clones spécifiques
de cellules T dans les tumeurs ont été retrouvés dans les cceurs chez deux patients atteints
myocardites fatales apres le traitement combiné des anti-PD-1 et anti-CTLA-4 (Johnson et al.,
2016). IIs ont observé des taux €levés d’antigénes spécifiques du muscle comme la desmine et
la troponine dans les tumeurs de deux patients. Cependant, le lien entre les antigénes tumoraux
et cardiaques reste inconnu. De plus, des cellules T activées spécifiques des antigénes tumoraux
ont été retrouvées dans le sang des patients cancéreux et celles-ci pourraient migrer dans le

myocarde méme si elles ne présentent aucune spécificité pour une protéine cardiaque (Grabie

etal., 2019).

3.4. Apport des modéles expérimentaux

Plusieurs études dans des modeles murins indiquent que les déficiences des voies CTLA-4, et
PD-1/PD-L1 provoquent des complications cardiaques. Les souris CTLA-4"" (fonds BALB/c et
C57BL/6) développent une myocardite sévere avec une infiltration massive de lymphocytes T
(Tivol et al., 1995). Les souris PD-1"- présentent des dysfonctions cardiaques qui dépendent de
leur fond génétique. Les souris sur fond BALB/c développent une cardiomyopathie dilatée avec
une insuffisance cardiaque congestive (Nishimura et al., 2001). Des auto-anticorps spécifiques
de la troponine I cardiaque (cTnl) ont été observés, liés a la cTnl a la surface des

cardiomyocytes, provoquant 1’augmentation du courant calcique de type L (Okazaki et al.,
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2003). Le phénotype pouvait étre reproduit en injectant un anticorps monoclonal anti-Tnl.
Enfin, il n’y avait aucune preuve d’inflammation du myocarde ou de 1ésion cardiaque liées aux
lymphocytes T chez ces souris (Nishimura et al., 2001). Cependant, les souris sur fond MRL
avec déficience PD-1 présentaient une myocardite avec infiltration massive de cellules T CD4*
et CD8" (Wang et al., 2010). Chez ces souris, des auto-anticorps contre la myosine cardiaque

ont été retrouvés.

Chez les patients ayant déclaré une myocardite apres traitement aux IClIs, aucun auto-anticorps
n’a été retrouvé. Chez les personnes saines, on trouve trés peu de cellules T CD4" spécifiques
de I’a-myosin heavy chain (a-MyHC) dans le sang, ce qui indique un manque de tolérance des
cellules T centrales a cette protéine (Gottumukkala et al., 2012). Chez les patients, le risque de
développer une myocardite apres un infarctus du myocarde est plus élevé quand ils présentent
une proportion importante de cellules T productrices d’IFN-y spécifiques de a-MyHC
(Gottumukkala et al., 2012).

La déficience en PD-L1 chez les souris MRL induit une myocardite sévére (JA Luca et al.,
2008). Dans un modé¢le de myocardite induite par transfection de cellules T CDS8",
l'augmentation de I’expression de PD-L1 induite par ’IFN-y sur I’endothélium cardiaque joue
un role majeur dans la prévention de la myocardite létale (Grabie et al., 2007). Cette
augmentation de PD-L1 a également été retrouvée dans le myocarde des patients décédés de
cardiotoxicité aprés traitement aux ICIs (Johnson et al., 2016). La sur-expression de PD-L1
dans le myocarde est probablement un mécanisme cardioprotecteur induit par les cytokines lors

du blocage des points de contrdle immunitaire (Figure 18).

Une augmentation de la réponse inflammatoire a été observée apres I’ajout d’anti-PD-1 dans
un mod¢le cellulaire de cardiomyocytes dérivés des cellules souches embryonaires en co-
culture avec cellules T CD4" (Tay et al., 2020). Chez la souris traitée par anti-PD-1, une
dilatation du ventricule gauche avec infiltrat de lymphocytes T CD4" et CD8™ était associée a
une augmentation de I’expression de PD-L1, des protéines inflammatoires STATI
phosphorylées, de NF-kB phosphoryl¢, d’IFN-y, et de TNF-a (Tay et al., 2020). Une autre étude
chez la souris traitée par pembrolizumab (anti-PD-1) a montré une augmentation de la
production de protéines inflammatoires comme IL-1p, IL-8, IL-6, Leukotriene B4 et p65/NF-
kB dans le myocarde. L’association du trastuzumab, un anti-récepteur 2 de facteur de croissance
épidermique humain (HER2), au pembrolizumab accroit encore I’inflammation et y associe de
la fibrose myocardique (Quagliariello et al., 2019). La cardiotoxicité du traitement combiné

trastuzumab et pembrolizumab est également rapportée dans un modele cellulaire de
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cardiomyocytes feetaux co-cultivés avec les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMC) (Quagliariello et al., 2019). Par ailleurs, chez le singe traité par une combinaison
d’anti-PD-1 et d’anti-CTLA-4, il a été retrouvé dans le myocarde une infiltration composée
majoritairement de lymphocytes T, de macrophage et de cellules B (Ji et al., 2019). L analyse
transcriptomique révele que la myocardite semblait associée a une augmentation de
I’expression de plusieurs récepteurs de chimiokines comme CXCR3-CXCL9/CXCLI10 et
CCR5/CCLS, de molécules du MHC, STAT4, TNF, TNFSFS (Ji et al., 2019). L’augmentation
de I’expression des chimiokines CXCL9, CXCLI11, et du récepteur CXCR3 a également été
signalée dans le tissu cardiaque d’un patient décédé d'une myocardite apres traitement par anti-
CTLA-4 (Rueben et al., 2017).
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Figure 18 : Role protecteur de ’IFN-y et de PD-L1 dans le cceur et effet toxique des ICIs. (1) Dans
le cceur sain, 2 types de cellules cardiaques, les cardiomyocytes et les cellules endothéliales, expriment
le complexe du MHC classe I sur leurs membranes qui présentent des antigénes pour répondre a
I’infiltration des cellules T lors d’une condition inflammatoire chronique (dans le cancer par exemple).
(2) Une fois les cellules T activées, elles sécretent ’IFN-y. L’IFN-y augmente I’expression de PD-L1 a
la surface des cardiomyocytes et des cellules endothéliales. (3) PD-L1 se lie a PD-1, conduisant a
I’inactivation des cellules T. (4) L’ inflammation est limitée et le cceur reste sain. (5) En revanche, chez
les patients cancéreux traités par anti-PD-1, la signalisation PD-1/PD-L1 est supprimée, entrainant la
réactivation des cellules T contre les cellules tumorales. (6) L’infiltration des cellules T était observée
dans le myocarde aprés le traitement par anti-PD-1. Adapté de Grabie et al., 2019.
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Le traitement par anti-PD-1 seul n’induit pas d’apoptose dans les cardiomyocytes dérivés des
cellules souches embryonnaires alors qu’on observe de 1’apoptose dans les cardiomyocytes
lorsqu’ils sont co-cultivés avec des cellules T CD4". Cet effet n’a pas été observé lorsque les
cardiomyocytes ont été co-cultivées avec des cellules T CD8" (Tay et al., 2020). La mort
cellulaire a également été retrouvée dans les cardiomyocytes feetaux traités par pembrolizumab
(anti-PD-1), elle était potentialisée lors de la co-culture avec les PBMC (Quagliariello et al.,
2019). Chez la souris traitée par nivolumab (anti-PD-1), Tay et al., 2020 ont observé une

augmentation myocardique de protéine Caspase-3 et une diminution d’AKT phosphorylée.

3.5. La voie de PIFN-y

L’IFN-y est une cytokine pro-inflammatoire qui joue un role important dans 1’induction et la
modulation des réponses immunitaires contre 1’infection. C’est le seul membre de type II de la
famille des interférons. L’IFN-y est principalement sécrété par les lymphocytes T auxiliaires
CD4" de type 1, les lymphocytes cytotoxiques CD8* et les cellules NK, mais il peut également
étre produit par d’autres cellules, telles que les cellules B et les cellules APC professionnelles
comme les monocytes/macrophages, et les cellules dendritiques (Schroder et al., 2004). La
sécrétion d’IFN-y par les cellules NK et les APC professionnelles est importante dans la défense
précoce contre I’infection, tandis que les lymphocytes T deviennent la principale source d’IFN-

vy dans la réponse immunitaire adaptative (Frucht et al., 2001).

Le récepteur de ’'IFN-y (IFNGR) est exprimé dans la plupart des cellules nucléées. Le récepteur
est composé de deux sous-unités, IFNGR1 et IFNGR2. IFNGRI1 est responsable de la liaison
au ligand, IFNGR2 augmente ’affinit¢ d’IFNGR1 pour son ligand, améliore la stabilité du
complexe et est obligatoire pour induire le signal de ’IFN-y (Schroder et al., 2004). La voie de
signalisation classique de I’IFN-y est la voie JAK/STAT (Figure 19). Apres la liaison au ligand,
la signalisation de I’'IFN-y est initiée par 1’auto-phosphorylation de JAK2, qui phosphoryle
ensuite JAK1. JAKI activé phosphoryle IFNGR1, fournissant un site d’amarrage pour STAT1
qui est également activé par phosphorylation par JAK2. STATI se dissocie ensuite du récepteur
IFN-y et pénétre dans le noyau pour se lier aux régions promotrices des génes inductibles par
I’IFN-y (Figure 19). La voie des STAT est souvent accompagnée d’un rétrocontrole négatif.

Les modulateurs de la transduction du signal vers le noyau comprennent des molécules
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inhibitrices, telles que les suppressors of cytokine signalling (SOCS). Les SOCS 1 et 3 se lient
directement a JAK1/2 pour inhiber leur activité catalytique (Scott et al., 2002).

En plus de la signalisation médiée par STATI, I'IFN-y peut induire d’autres voies. Il a été
démontré que MAPKs et ERK1/2 sont activées en réponse a I’'I[FN-y. ERK1/2 médie
I’activation de CAAT/enhancer-binding protein-f3 (C/EBP-f) et son activité transcriptionnelle
de manicre dépendante de STATI (Hu et al., 2001). PI3K est également activée en réponse a
I’IFN-y. PI3K active ensuite des cibles en aval telles que AKT et 4E-binding protein 1 (4E-
BP1) (Kaur et al., 2008). PI3K est responsable de la phosphorylation de STATI1-S727 et en
partie de I’activité transcriptionnelle dépendante de STATI1. Ceci est médié par la protéine
kinase C (Seo et al., 2009) qui est activée par PI3K. De plus, PI3K est nécessaire a la
transcription de certains génes induits par ’IFN-y comme CXCL10 (Kaur et al., 2008).
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Figure 19 : La voie de ’'IFN-y dépendante de STATI1. Lors de la liaison de ’IFN-y, JAK]1 et 2
deviennent activés et phosphorylent IFNGR1. Cela induit la phosphorylation, la dimérisation et la
translocation nucléaire de STAT1. Une fois dans le noyau, les dimeres STAT1 déclenchent la
transcription de nombreux genes régulés par I'IFN-y. D’autres complexes comme Statl:Statl:IFN
regulatory factor 9 (IRF-9) et facteur de transcription IRF-1 peuvent étre activés par la signalisation et
participer a la transcription des geénes régulés par I’IFN-y. Plusieurs molécules sont responsables d’une
inhibition de la signalisation comme les suppressors of cytokine signalling (SOCS). Modifié aprés
Schroder et al., 2004.
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L’implication de I'IFN-y dans la myocardite associée aux ICIs est trés mal connue.
L’expression de PD-L1 était augmentée dans le ceeur des patients atteints de myocardite apres
traitement par ICIs (Johnson et al., 2016). L’ immunohistochimie pour HLA-DR, marqueur de
substitution de l’activit¢ de I'IFN-y, montrait une coloration positive dans les zones du
myocarde infiltrées par les lymphocytes T (Hu et al., 2019) ; la sur-expression de CXCL9 était
induite majoritairement par ’IFN-y dans le tissu cardiaque d’un patient ayant déclaré la
myocardite apres le traitement par ICIs (Reuben et al., 2017). L’IFN-y semble jouer un role
important dans I’augmentation de PD-L1 pour protéger le coeur contre les Iésions liées a la
réponse immunitaire. La sur-expression de PD-L1 induite par I'IFN-y a été observée in vitro
dans différents modeles cellulaires, cardiomyocytes et cellules endothéliales. Cependant, il a
été montré que PD-L1 n’était pas augmentée apres la stimulation par LPS ou TNF-a dans les

cellules endothéliales vasculaires de souris (EPPIHIMER et al., 2002).

La sur-expression des molécules du MHC est 1’un des premiers effets biologiques induit par
I’IFN-y. Au cours de I’inflammation, I’'I[FN-y augmente le MHC de classe I a la surface
cellulaire pour faciliter la reconnaissance, la présentation d’antigene aux cellules T CDS8™. 11
augmente également le MHC de classe II afin de favoriser ’activation des cellules T CD4*
(Schroder et al., 2004). L’augmentation du MHC de classe I et du MHC de classe II est
retrouvée a la fois dans les cellules APC professionnelles et non professionnelles. Il a été
démontré que les myocytes foetaux et adultes expriment faiblement le MHC de classe I et pas
le MHC de classe II (Seko et al., 1990), alors que les cellules endothéliales microvasculaires
expriment a la fois les antigenes du MHC de classe I et de classe II (Marelli-Berg et al., 2000).
Ces deux molécules étaient fortement augmentées apres la stimulation par ’IFN-y des cellules
stromales mésenchymateuses cardiaques feetales humaines (Grinnemo et al., 2019), les cellules
souches parthénogénétiques pluripotentes (Didié et al., 2017). Au contraire, le MHC de classe
II n’était pas exprimé dans les cardiomyocytes adultes, comme dans la plupart des cellules APC
non professionnelles, méme aprés une stimulation pro-inflammatoire (Hufnagel and Maisch,
1991). Chez le singe traité par une combinaison anti-PD-1 et anti-CTLA-4, la myocardite
semblait associée a 1’augmentation d’expression des CXCR3-CXCL9/CXCL10, CCR5/CCL5,
et de molécules du MHC, qui sont induites par I'IFN-y (Ji et al., 2019). Récemment, dans un
modele de souris traitées par anti-PD-1, les auteurs ont montré une augmentation de
I’expression du géne et de la protéine de I’IFN-y dans le cceur dilaté infiltré par les lymphocytes

T CD4" et CD8* (Tay et al., 2020).
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L’impact de ’'IFN-y dans I’inflammation cardiaque a été étudié dans plusieurs modeles murins,
et dans la plupart des cas, il a ét¢ montré que I’'ITFN-y médie les effets anti-inflammatoires. Cela
est vrai dans la myocardite induite par injection de cellules T CD8" chez la souris (Grabie et
al., 2007), dans les stades chroniques non infectieux de la myocardite induite par le virus
Coxsackie (Fairweather et al., 2004), dans la myocardite auto-immune induite par la déficience
en IFN-y chez les souris (Eriksson et al., 2001), et lors du rejet d’allogreffe cardiaque (Nagano
et al., 1997). L’augmentation de la fibrose cardiaque chez les souris déficientes en IFN-y était
associée a des zones d’inflammation accrue, & un épaississement péricardique et a une
augmentation des taux de TGF-B1, d’IL-1P et d’IL-4 dans le cceur (Fairweather et al., 2004). A
I’inverse, chez la souris, la sur-expression d’IFN-y dans le foie induit une myocardite chronique
avec dilatation ventriculaire gauche et altération de la fonction systolique, une infiltration du
myocarde par des cellules T CD4" et CD8", des macrophages et des cellules dendritiques.
L’analyse moléculaire montrait une augmentation de I’expression des genes comme le
monocyte chemotactic protein 1 (MCP1), le C-C motif chemokine ligand 3 (CLL3), IL-12 et
TNF, alors que les transcrits codant Caspase-3 et Caspase-7 n’étaient pas dérégulés (Reifenberg

et al., 2007).

4. Utilisation des cellules souches pluripotentes humaines
induites en recherche médicale

Les modé¢les animaux et cellulaires ont grandement contribué a la recherche des mécanismes
physiopathologiques des maladies méme s’ils ne représentent pas pleinement les phénotypes
des pathologies humaines. L.’analyse de cellules humaines provenant de tissus malades est utile
pour comprendre les mécanismes physiopathologiques, mais il est extrémement difficile
d’obtenir ces cellules dans un contexte clinique de routine, en particulier quand il s'agit du cceur.
Au cours des derniéres décennies, la recherche s’est tournée vers des stratégies basées sur les
cellules souches pluripotentes humaines induites (hiPSC) obtenues a partir de cellules
somatiques. Takahashi et Yamanaka ont montré la possibilit¢é de reprogrammer, en sur-
exprimant quatre facteurs de transcription: Oct3/4, Sox2, KlIf4 et c-Myc, des cellules
somatiques adultes pour qu'elles acquicrent un état pluripotent (Takahashi and Yamanaka,
2006). Grace a leur capacité d’auto-renouvellement infini, les hiPSC dérivées des patients, et
donc portant le fond génétique du patient, pourraient fournir une source d'échantillons
biologiques potentiellement illimitée, apreés différenciation en différents tissus. Par ailleurs,

comme elles peuvent étre obtenues a partir de cellules somatiques tels que les fibroblastes ou
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les PBMC, leur utilisation permettrait de contourner les dilemmes éthiques liés a 1’utilisation

des cellules souches embryonnaires.

La génération des hiPSC a partir de patients porteurs de pathologies spécifiques et la possibilité
de différencier ces hiPSC en différents types cellulaires a ouvert de nombreuses voies
d’explorations. L’utilisation de ces cellules va de la modélisation in vitro des maladies, aux
tests pharmacologiques et a la thérapie cellulaire (Figure 20). A ce jour, I"utilisation des hiPSC
pour la modélisation des maladies a été rapportée pour les maladies neurologiques
dégénératives, les troubles musculaires, les maladies métaboliques et les maladies cardiaques
(Tanaka et al., 2015). La modélisation d'une maladie apporte de nouvelles connaissances sur
les mécanismes physiopathologiques, ce qui peut conduire au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques, y compris dans le champ innovant de la médecine personnalisée.
Ainsi, la variabilit¢ de la réponse liée a 1’dge, au sexe, aux thérapies antérieures, a la
prédisposition génétique de chaque patient pourrait étre prise en compte (Sayed et al., 2019).
Les études d’association a I’échelle du génome (GWAS) visent a identifier les polymorphismes
nucléotidiques simples communs ou d’autres variants génétiques associés a des maladies
complexes, fournissant un outil puissant pour étudier I’impact de la variation génétique sur la
réponse médicamenteuse individuelle. Dans ce cadre, les hiPSC qui conservent la variance
génétique présente chez les patients, pourraient étre un modele idéal pour valider les études
GWAS (Warren et al., 2017). Par ailleurs, I'utilisation des hiPSC en thérapie cellulaire a déja
¢été utilisée dans la transplantation de cellules épithéliales pigmentaires rétiniennes, de cellules
neuronales et de cardiomyocytes. Ces travaux sont actuellement en cours dans des modeles

animaux et chez I’homme (Tanaka et al., 2015).
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Figure 20 : Applications potentielles des hiPSC spécifiques de patient. Les cellules somatiques
dérivées de patients sont reprogrammeées en hiPSC, via I’induction de facteurs de transcription définis,
puis différenciées en différents types spécifiques. Les cellules purifiées et expansées sont potentiellement
utilisées dans les transplantations cellulaires. Elles peuvent étre appliquées a des analyses in vitro telles
que la modélisation de maladies et les tests de médicaments. Dans la modélisation des maladies, les
phénotypes cellulaires sont utilisés par diverses méthodes expérimentales pour comprendre les
mécanismes de la maladie, ce qui peut conduire au développement de stratégies thérapeutiques. A
I’avenir, les systémes hiPSC spécifiques des patients pourraient étre une plate-forme utile pour la
médecine personnalisée et la découverte efficace des médicaments en collaboration avec 1’industrie
pharmaceutique. MEA, réseau multi-¢électrodes. D’aprés Tanaka et al., 2015.

4.1. Modélisation des maladies cardiaques héréditaires dans les

hiPSC

Les premiéres maladies décrites en utilisant les cardiomyocytes dérivés des hiPSC (hiPSC-CM)
¢taient liées a des anomalies des canaux ioniques cardiaques, comme le syndrome de QT long
et les tachycardies ventriculaires catécholaminergiques. Moretti et al., 2010 ont utilisé les
hiPSC-CM dérivées de deux patients porteurs du syndrome de QT long de type 1 lié¢ a la
mutation R190Q dans le potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1 (KCNQ1)
pour reproduire la maladie in vitro. Le phénotype caractéristique de la maladie, notamment le
potentiel d’action prolongé dans les sous-types ventriculaires et auriculaires était conservé. De
plus, les cellules dérivées des patients montraient également des arythmies spontanées, plus

prononcées apres traitement par 1’isoprotérénol, un agoniste adrénergique (Moretti et al, 2011).
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Fatima et al., 2011 ont modélisé les tachycardies ventriculaire catécholergiques en utilisant des
hiPSC-CM dérivées d’un patient avec une mutation ponctuelle de RYR2 provoquant des
arythmies et des post-dépolarisations retardées. En plus des canalopathies, plusieurs équipes
ont cherché a modéliser d’autres cardiomyopathies héréditaires rares en utilisant des hiPSC-
CM comme la génération de cardiomyocytes de patients atteints de « LEOPARD », un
syndrome complexe qui comprend des anomalies de conduction et une cardiomyopathie
hypertrophique. Dans ces cellules, le facteur de croissance des fibroblastes 2 (bFGF) n’était pas
capable d’activer MAPK, entrainant une altération de la signalisation RAS-MAPK qui a son
tour conduisait a un phénotype de cardiomyopathie hypertrophique (Carvajal-Vergara et al.,
2010). Dans une autre étude utilisant des hiPSC-CM d’un patient atteint de cardiomyopathie
dilatée hébergeant une mutation de TNNT2, les auteurs ont montré qu’une régulation
épigénétique altérée des principaux genes de la signalisation B-adrénergique dans les

cardiomyocytes mutants était la cause de défauts de contraction.

4.2. Apport des hiPSC dans I’étude des cardiotoxicités induites par

les traitements anticancéreux

Il a été¢ démontré que les hiPSC-CM récapitulent les effets indésirables cardiaques spécifiques
de patients en réponse a la chimiothérapie. Burridge et al., 2016 ont récupéré des fibroblastes
de patients traités a la doxorubicine (DOX) qui ont développé ou non une cardiotoxicité induite
par la DOX et les ont reprogrammés en hiPSC. Ils ont ensuite différencié en hiPSC-CM et
caractérisé la viabilité cellulaire, la fonction mitochondriale et métabolique, la régulation de la
signalisation calcique, l'activit¢ de la voie antioxydante et la production de ROS, apres
exposition a la DOX. Pour chacun de ces mécanismes, ils ont observé que les hiPSC-CM de
patients ayant développé une cardiotoxicité étaient plus sensibles a la DOX que celles de
patients n’ayant pas déclaré de cardiotoxicité. De plus, ils ont identifi¢ des geénes
différentiellement exprimés avant et aprés le traitement par la DOX entre les hiPSC-CM

provenant de ces deux groupes de patient.

Le modele de cardiotoxicité des hiPSC-CM a également été utilisé pour caractériser d’autres
anticorps monoclonaux tels que le trastuzumab. Le dysfonctionnement mitochondrial et
I’altération de la voie du métabolisme énergétique cardiaque sont les principales causes du
phénotype cardiotoxique induit par le trastuzumab (Kitani et al., 2019). En plus d’un
métabolisme altéré, ces auteurs ont identifié une contractilité et une autophagie plus altérées

dans les cardiomyocytes des patients présentant une cardiotoxicité sévere.
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Plusieurs autres études ont utilisé des hiPSC non spécifiques pour examiner les mécanismes de
la cardiotoxicité de différentes chimiothérapies. Sharma et al., 2017 ont différencié en
cardiomyocytes, cellules endothéliales et fibroblastes cardiaques des hiPSC provenant de 11
volontaires sains et de 2 patients traités par des inhibiteurs de la tyrosine kinase (TKIs) n’ayant
pas développé de cardiotoxicité connue afin d’examiner le potentiel a induire une cardiotoxicité
de 21 TKIs. Dans les hiPSC-CM, les auteurs ont caractérisé la cytotoxicité, la contractilité,
I’¢lectrophysiologie, la signalisation du calcium et celle du récepteur tyrosine kinase en réponse
a Dexposition aux TKIs et ont utilisé la cytotoxicité et la contractilité pour développer un
« indice de sécurité cardiaque » en corrélation avec les phénotypes cliniques. Ils ont également
examiné la cytotoxicité des TKIs dans les cellules endothéliales et les fibroblastes cardiaques.
Enfin, ils ont étudié I’expression différentielle des genes avant et aprés 1’exposition aux TKIs
dans les hiPSC-CM. Cette étude a illustré le potentiel des cellules dérivées des hiPSC en tant
que « plateforme a haut débit » pour dépister le potentiel de médicaments spécifiques a induire

des événements indésirables cardiovasculaires.

Une augmentation de la réponse inflammatoire a été observée apres traitement par anti-PD-1
d’un modele cellulaire de cardiomyocytes dérivés de cellules souches embryonnaires en co-
culture avec des cellules T CD4". De plus, le traitement par anti-PD-1 seul n’induit pas
d’apoptose dans les cardiomyocytes dérivés des cellules souches embryonnaires. Cependant, le
nivolumab pourrait induire 1’apoptose dans les cardiomyocytes lorsqu’ils ont été co-cultivés
avec des lymphocytes T CD4". Cet effet n’a pas été observé lorsque les cardiomyocytes ont été
co-cultivées avec des lymphocytes T CD8". Ce résultat ne concerne qu’une seule étude utilisant
les cardiomyocytes dérivés des cellules souches non spécifiques de patients traités par ICIs (Tay

et al., 2020).

4.3. Limites actuelles des hiPSC

Les hiPSC-CM ont été générés avec succes pour modéliser les maladies in vitro ; cependant, il
reste encore des obstacles méthodologiques et expérimentaux a surmonter. Le probléme le plus
important est que les hiPSC-CM montrent des phénotypes immatures, différents des
cardiomyocytes adultes in vivo. Afin de convertir les hiPSC-CM en cellules matures, diverses
techniques ont été employées, telles que la culture longue, I’augmentation de la rigidité du
substrat, la stimulation électrique ou les manipulations métaboliques (Tanaka et al., 2015). De
plus, la pureté des cultures de cellules différenciées est également d’une grande importance. La
culture d’hiPSC différenciées est hétérogeéne et contient de nombreux types de cellules, y

compris celles qui sont encore non différenciées. De plus, il existe au moins trois sous-types de

63



cardiomyocytes (ventriculaires, auriculaires et nodaux), qui peuvent étre distingués en fonction
de leurs propriétés électrophysiologiques et de I’expression génique. On s’attend donc a ce que
des populations hétérogeénes de cardiomyocytes induisent une variabilit¢é au cours des
expériences. D’autres groupes ont également essayé de différencier les hiPSC en sous-types
spécifiques en régulant les voies moléculaires par des milieux définis. Enfin, des méthodes de
purification des cardiomyocytes utilisant des voies métaboliques spécifiques et des marqueurs

spécifiques ont également été rapportées.

Le tissu cardiaque est composé de populations cellulaires hautement organisées, telles que les
cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les fibroblastes, et des composants de la matrice
extracellulaire. Etant donné que les maladies cardiovasculaires peuvent résulter du
dysfonctionnement de cellules qui ne sont pas toujours des cardiomyocytes, et souvent de
dysfonctionnements multicellulaires, les analyses spécifiques des cardiomyocytes ne peuvent
pas modéliser toutes les maladies cardiaques. Pour cette raison, il serait préférable de modéliser
les maladies cardiovasculaires a ’aide d’une combinaison de divers types de cellules,
notamment des cardiomyocytes, des fibroblastes, des cellules endothéliales et également des

cellules immunitaires, qui peuvent toutes étre différenciées a partir des hiPSC.
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Etudes de la cardiomyopathie septique

Cette partie du travail a été réalisée avec les équipes du Pr Marc Leone (PU-PH, Responsable
du Service anesthésie-réanimation, Hopital Nord, Marseille) et de Monique Bernard (Directrice

du CRMBM, Marseille).

Le sepsis représente une des principales causes d’admission en réanimation dans le monde avec
une morbi-mortalité élevée. Chez les patients en choc septique, on observe une défaillance
d’organes dont une dysfonction cardiaque chez environ 60% des patients (Vieillard-Baron et
al., 2008). Le blocage des récepteurs Pl-adrénergiques semble étre une nouvelle approche
thérapeutique prometteuse pour la prévention et le traitement de la dysfonction myocardique

liée au sepsis.

L’objectif général des trois études présentées était d'étudier l'influence des hormones sexuelles
femelles sur la régulation de la dysfonction cardiaque par la voie f1-adrénergique au cours du

sepsis.

1. Etude 1

1.1. Contexte de 1'étude 1

La majorité des études chez l'animal portant sur la dysfonction cardiaque liée au sepsis a été
effectuée chez les males et il n’existait pas, au moment de nos travaux, d'étude comparant la
réponse entre male et femelle a un blocage de la voie B-adrénergique pendant le sepsis. Le but
de notre premiére ¢étude était d’évaluer 1’intérét d’un B1-bloquant sélectif, le landiolol, dans la
prévention de la dysfonction myocardique liée au sepsis en fonction du sexe. Pour cela, nous
avons utilisé un modéle de rat adulte, soumis a une ligature et ponction caecale (CLP). Dans
cette étude, la fonction cardiaque a été évaluée par cinéIRM par nos collaborateurs et je me suis
particulierement intéressée a I'analyse de 1’expression des geénes et des protéines afin de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires liés aux différences phénotypiques observées entre

males et femelles.

1.2. Article 1

Cette étude a fait I’objet d’une publication, dans laquelle je suis co-auteure, dans Critical Care

Medicine, DOI : 10.1097/CCM.0000000000003146.
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Sex-Mediated Response to the Beta-Blocker
Landiolol in Sepsis: An Experimental,

Randomized Study
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Objectives: To investigate any gender effect of the beta-1 adrener-
gic blocker, landiolol, on cardiac performance and energy metabo-
lism in septic rats, and to explore the expression of genes and
proteins involved in this process.

Design: Randomized animal study.

Setting: University research laboratory.

Subjects: Male and female Wistar rats.

Interventions: One hour after cecal ligation and puncture, male and
female rats were randomly allocated to the following groups: sham
male, cecal ligation and puncture male, cecal ligation and punc-
ture + landiolol male, sham female, cecal ligation and puncture
female, and cecal ligation and puncture + landiolol female. Cardiac
MRI was carried out 18 hours after cecal ligation and puncture
to assess in vivo cardiac function. Ex vivo cardiac function mea-
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surement and ®'P magnetic resonance spectroscopy were subse-
quently performed using an isovolumic isolated heart preparation.
Finally, we assessed cardiac gene and protein expression.
Measurements and Main Results: In males, landiolol increased
indexed stroke volume by reversing the indexed end-diastolic
volume reduction without affecting left ventricle ejection fraction.
In females, landiolol did not increase indexed stroke volume and
indexed end-diastolic volume but decreased left ventricle ejection
fraction. Landiolol had no effect on ex vivo cardiac function and on
high-energy phosphate compounds. The effect of landiolol on the
gene expression of natriuretic peptide receptor 3 and on protein
expression of phosphorylated-AKT:AKT ratio and endothelial nitric
oxide synthase was different in males and females.

Conclusions: Landiolol improved the in vivo cardiac performance
of septic male rats while deleterious effects were reported in
females. Expression of natriuretic peptide receptor 3, phosphory-
lated-AKT:AKT, and endothelial nitric oxide synthase are signaling
pathways to investigate to better understand the sex differences
in sepsis. (Crit Care Med 2018; 46:¢684—e691)

Key Words: adrenergic beta-blockers; cardiac function; energy
metabolism; magnetic resonance imaging; sepsis; sex differences

he adrenergic system plays a key role in septic shock

(1). However, prolonged and excessive adrenergic stim-

ulation is cardiotoxic (2). In critically ill patients, the
administration of dobutamine to maintain an elevated cardiac
index (CI) is associated with increased mortality (3). In a pre-
vious animal study, we showed that use of a pure (3-agonist
led to hypertrophic cardiac failure (4). In experimental models
of sepsis esmolol, a selective B1-adrenergic blocker improved
cardiac contractility, stroke volume (SV), and vascular respon-
siveness to norepinephrine (5-7). In patients in established
septic shock, Morelli et al (8) also showed that esmolol infu-
sion reduced heart rate (HR), increased SV, and decreased nor-
epinephrine requirements.
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Experimentally, the host response to an inflammatory insult
differs according to sex (9, 10). We showed that male mice were
at higher risk of developing severe forms of acute Q fever (11,
12). In an endotoxin murine model, ex vivo cardiac perfor-
mance was more impaired (10). In humans, sex seems to affect
the response to B-blockers (13, 14).

To our knowledge, in sepsis, the gender-dependent response
to 3-blockers remains undetermined. Our hypothesis was that
beta-blockade would prevent cardiac dysfunction in males but
not in females. Landiolol has a high affinity for 31-adrenergic
receptors (B1-AR), with a 3 :, ratio of 255, compared with 33
for esmolol (15).

We thus assessed the sex-dependent effects of landiolol
on in vivo cardiac performance during sepsis using MRI. We
further evaluated the effects of landiolol on ex vivo cardiac
performance, energy metabolism, and oxidative stress on an
isolated perfused heart preparation. Finally, we investigated
the expression of candidate genes involved in various pathways
and known to be involved in cardiac function to elicit potential
mechanisms of action during sepsis.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Cecal Ligation and Puncture Model

Male and female Wistar rats (9—12 wk old, Charles River, Saint-
Germain sur I’Arbresle, France) were housed for a 5-7-day
acclimatization period in a temperature- and light-controlled
room with free access to water and food. All animal procedures
were conducted in accordance with national Guidelines for Care
and Use of Laboratory Animals in conformity with the 2010/63
European Union directive and with the approval of the Insti-
tutional Animal Care Committee of Aix-Marseille University
(APAFIS number 3746-201601221813985). The anesthetic and
surgical procedure is reported in the supplemental data (Sup-
plemental Digital Content 1, http://links.lww.com/CCM/D503).

Experimental Protocol

Supplemental Figure 1 (Supplemental Digital Content 2,
http://links.lww.com/CCM/D504; legend, Supplemental Digi-
tal Content 5, http://links.lww.com/CCM/D507) summarizes
experimental protocol. One hour after cecal ligation and punc-
ture (CLP), males and females were randomized to receive
landiolol (AOP Orphan, Vienna, Austria) diluted in n-saline
and infused at 0.1 mg/kg/min or n-saline (10 mL/kg/hr). The
infusion volume was similar in all groups. Six groups were
studied: sham male (n = 6), CLP male (n=8), CLP + landiolol
male (n=7),sham female (n=7), CLP female (n=8),and CLP
+ landiolol female (n = 7). Eighteen hours after surgery, rats
were anesthetized using 1.5-2% isoflurane. The caudal ventral
artery was cannulated (24-gauge catheter) for blood pressure
recording (TruWave pressure transducer; Edwards Lifesciences,
Irvine, CA). Systolic blood pressure, diastolic blood pressure
(DBP), and mean blood pressure (MBP) were recorded at H18.
Body weight variations between HO and H18 were measured.
Cardiac MRI was performed 18 hours after CLP to assess in
vivo cardiac function (cine-MRI) and myocardial perfusion
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(arterial spin labeling [ASL] MRI). Ex vivo cardiac function
measurement and *'P magnetic resonance spectroscopy (MRS)
were performed at H19 using isolated heart preparation. At
H20, hearts were frozen for subsequent biochemical analyses
and quantification of gene expression.

MRI Assessment of In Vivo Cardiac Function

MRI was performed 18 hours after CLP, immediately after
arterial cannulation. During MRI, inhalation anesthesia was
maintained with 1.4-1.8% isoflurane in 1.5 L/min oxygen con-
tinuously delivered through a face mask. Details are provided
in the supplemental data (Supplemental Digital Content 1,
http://links.lww.com/CCM/D503).

End-diastolic volume (EDV), end-systolic volume (ESV), SV,
left ventricle ejection fraction (LVEF), mean wall thicknesses in
diastole and systole, and systolic wall thickening (sWTn) were
calculated from the volume measurements, as described previ-
ously (16). Cardiac output (CO) was calculated as CO = HR x
SV. EDV (indexed EDV [EDVi]), ESV (indexed ESV [ESVi)),
SV (indexed SV [SVi]), and CI were indexed to weight.

In vivo myocardial perfusion was quantified using the cine-
ASL technique, as previously described (17). Image analyses
were performed using a home-made program running in
an IDL environment (Interactive Data Language, ITT Visual
Solutions, Boulder, CO) which generated absolute myocardial
blood flow (MBF) maps. MBF was determined by manually
delineating regions of interest in the entire left ventricular
myocardium on the corresponding MBF maps.

Isolated Rat Heart Preparation for Ex Vivo Cardiac
Function and *'P MRS

At H19, rats were anesthetized by intraperitoneal injection of
50mg/kg pentobarbital sodium. Blood samples were taken
through the arterial catheter and immediately centrifuged.
After bilateral thoracotomy, the heart was quickly excised and
mounted onto an isolated perfused heart apparatus accord-
ing to the Langendorff method (4). Details are provided in the
supplemental data (Supplemental Digital Content 1, http://
links.lww.com/CCM/D503).

A latex balloon was introduced into the left ventricle to evalu-
ate ex vivo cardiac function. End-diastolic pressure was set to
10mm Hg. Left ventricular developed pressure (LVDP) and HR
were monitored (18). The rate pressure product (RPP), calculated
as the product of LVDP and HR, was used as an index of cardiac
function. Coronary flow was measured by timed collection of the
coronary venous effluent and indexed by weight of heart.

The perfused rat heart was placed in a 20-mm magnetic
resonance sample tube and inserted into a *'P probe seated in
the bore of a superconducting wide-bore (89 mm) 4.7-T mag-
net (Oxford Instruments, Oxford, United Kingdom) inter-
faced with a Bruker-Nicolet WP-200 spectrometer (Bruker,
Karlsruhe, Germany). The appropriate conditions for acquir-
ing *'P magnetic resonance spectra and the quantification of
phosphorus metabolites have been detailed previously (4, 18).
Details are provided in the supplemental data (Supplemental
Digital Content 1, http://links.lww.com/CCM/D503).
€685
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RNA Extraction and Quantitative Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction,
Immunoblotting and Western-Blot, and Biochemical
Analyses in Plasma

For more details, see the supplemental data (Supplemental
Digital Content 1, http://links.lww.com/CCM/D503).

Statistical Analysis

Data are expressed as means * sem. After statistical evaluation,
the number of rats required was six per group to show a 30%
increase in SV by landiolol with a power and an alpha risk
of 80% and 5%, respectively. Significant differences between
groups were determined using two-way analysis of variance
followed by Sidak post hoc testing with Graphpad Prism soft-
ware (Graphpad Prism 7.0, La Jolla, CA). A p value of less than
0.05 was considered statistically significant. Isolated heart
preparation data from six rats (CLP male [n = 2], sham female
[n=2], CLP female [n = 2]) were not determined due to trau-
matic removal.

RESULTS

Effects of CLP and Landiolol on Weight Variation and
Temperature After 18 Hours

In both males and females, CLP was associated with weight
gain (p < 0.001 for both) and hypothermia (p < 0.001 and
p = 0.003, respectively), compared with sham animals (Table
1). The CLP + landiolol male group had a lower weight gain
(p = 0.001) and less hypothermia (p = 0.015) than untreated
CLP males. In septic females, landiolol did not impact upon
either weight or temperature.

Effects of CLP and Landiolol on Hemodynamic
Variables After 18 Hours

Landiolol decreased HR from 404 +9 to 330+ 11 beats/min in
septic males (p < 0.001) and from 388+ 14 to 345+ 14 beats/
min in septic females (p = 0.024) (Table 1). Landiolol did
not affect blood pressure in males, whereas DBP and MBP
decreased in landiolol-treated females (p = 0.002; p = 0.013).
Plasma lactate concentrations were similar in all groups.

Effects of CLP and Landiolol on In Vivo Cardiac
Function and Perfusion Using MRI

Cardiac MRI variables are reported in Table 2 and indexed
variables in Figure 1. In males, SVi, CI, and EDVi decreased
after CLP (p < 0.001 vs sham), whereas only CI and EDVi
decreased in females (p = 0.020 and p = 0.046 vs sham).

In septic males, landiolol administration increased SVi,
ESVi,and EDVi (all p < 0.05) compared with untreated animals
(Fig. 1). LVEF and systolic wall thickening (sWtn) were simi-
lar between groups (Table 2). In females, landiolol increased
ESVi (p < 0.001) and decreased LVEF (p < 0.001) and sWtn
(p = 0.009) compared with untreated animals. MBF was not
different between groups.

Effects of CLP and Landiolol on Ex Vivo Cardiac
Function in the Isolated Heart Preparation

Table 3 shows myocardial function and coronary flow in the
isolated rat heart preparation at H19. Heart weight to body
weight ratios were similar between groups. CLP decreased
LVDP and RPP in both males and females (all p < 0.05). LVDP,
RPP, and coronary flow index were similar between landiolol-
treated and untreated CLP groups.

TABLE 1. Effects of Cecal Ligation and Puncture and Landiolol on Physiologic and

Hemodynamic Variables After 18 Hours

Males

Sham (n = 6),
Mean * sem

CLP (n=38),

Variables Mean * sem

CLP + Landiolol
(n=17), Mean % sem

Females

Sham (n=7),
Mean * sem

CLP (n=8),
Mean * sem

CLP + Landiolol
(n=7), Mean % sem

Initial weight (g) 324+ 21 304+13 327113 227 +10¢ 295 +6¢ 212+ 7¢

Weight variation (%) -09+13 77+1.3% 2.4+0.6° -24+05 53+1.2¢ 41%1e

Temperature (°C) 363103 348+0.3% 356.8+0.2° 36.4+0.1 36.3+0.22 35.5+0.22

Heart rate (beats/min) 4007 40419 330+ 112k 414+8 388t 14 345+ 14ab

Systolic blood pressure 137+5 122+8 1137 148+10 145+9 121+£42
(mm Hg)

Diastolic blood 97+£3 897 81+4 1077 105+6 79+ 3P
pressure (mm Hg)

Mean blood pressure 115£3 1037 97+6 125+8 1237 98+ 32°
(mm Hg)

Lactatemia (mmol/L) 41102 54+04 44+04 39+05 50+0.6 47+04

CLP = cecal ligation and puncture.

2p < 0.05 vs sham male and vs sham female, respectively.

°p < 0.05 vs CLP male and vs CLP female, respectively.

°p < 0.05 vs male of the equivalent group.

Weight variation means weight difference percentage between HO and H18.
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TABLE 2. In Vivo Cardiac Function Using MRI After 18 Hours
Males Females

CLP + Landiolol
(n=17), Mean % sem

CLP + Landiolol
(n=17) Mean * sem

Sham (n = 6),
Mean * sem

CLP (n = 8),
Mean * sem

Sham (n=7),
Mean * sem

CLP (n=8)

Variables Mean * sem

Stroke volume (uL) 3317 191+162 272+ 1120 215+10¢ 182+ 15 167 £15b¢

Cardiac output (mL/min) 1323 T7TE7 89+3¢ 89+5¢ 70+ 62 57 +bae

End-diastolic volume (uL) 442+18 276+ 18 434+18° 300+ 16¢° 238122 276+ 20¢

End-systolic volume (L) 112+13 85+ 10 162+ 1120 84+10 56+9 109+ 8be

Left ventricular ejection 75£2 69t4 6328 7212 T7T£2 60+ 220
fraction (%)

Mean wall thickness in 1.55+£0.04 1.83£0.092 1.54£0.05° 1.39£0.02 1.60£0.06° 1.49%+0.09
diastole (mm)

Mean wall thickness in 267+0.08 282+0.11 2.29+0.062° 246+0.1 2.71£0.1 2.14+0.06°
systole (mm)

Systolic wall thickening (%) 73+5 b5+5 50+ 52 76+5 69+4 46+ 720

Myocardial blood flow 740+£092 787+0.84 8.20+0.52 700+£0.85 691+0.64 702+1.01

(mL/g/min)

CLP = cecal ligation and puncture.

2p < 0.05 vs sham male and vs sham female, respectively.
5p < 0.05 vs CLP male and vs CLP female, respectively.
°p < 0.05 vs male of the equivalent group.

3P MRS Measurements of Myocardial Energy
Metabolism and Intracellular pH

High-energy phosphate compounds and intracellular pH
(pHi) measured by *’P MRS are shown in Supplemental
Table 1 (Supplemental Digital Content 3, http://links.lww.
com/CCM/D505). Data represent the average of the four last
spectra. Phosphocreatine, adenosine triphosphate (ATP),
phosphomonoesters, inorganic phosphate, pHi, and phospho-
creatine/ATP ratio were similar in males and females.

Effects of CLP and Landiolol on Myocardial Gene
Expression

Genes encoding signaling proteins known for their role in car-
diac and immune functions are detailed in Supplemental Table
2 (Supplemental Digital Content 4, http://links.Iww.com/CCM/
D506). Interleukin (IL)-10 increased in males and females after
CLP (p <0.001 and p < 0.01, respectively), without any effect of
landiolol. IL-15 was lower in CLP females (p = 0.01 vs sham),
and landiolol reversed this effect (p = 0.032 vs CLP female
group). IL-1 receptor antagonist was higher in the CLP female
group compared with sham (p = 0.016), and landiolol attenu-
ated this effect. These variations were not found in males. More
details are available in the supplemental data (Supplemental
Digital Content 1, http://links.lww.com/CCM/D503).

CLP decreased natriuretic peptide receptor (NPR) 3 tran-
script levels in both males and females (p < 0.001). Landiolol
reversed this decrease in males (p > 0.05 vs sham males) but
not in females (p = 0.002 vs sham females). In males, no effect
of CLP was observed on transcript levels of ryanodine receptor
(RYR) 2. In females, RYR2 expression was decreased after CLP
with landiolol reversing this effect.

Critical Care Medicine

Effects of CLP and Landiolol on Myocardial Protein
Expression

In CLP males, the phosphorylated-AKT (pAKT):AKT ratio
decreased (p = 0.04 vs sham males) (Fig. 2), and this was unaf-
fected by landiolol. In CLP females, the pAKT:AKT ratio was
similar to sham, and landiolol increased this ratio (p = 0.004
vs CLP females) (Fig. 2). In males, endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS) expression was higher in CLP than in sham (p =
0.004). Landiolol attenuated this effect (Fig. 2). In females, CLP
and landiolol did not affect eNOS expression, compared with
sham females. Compared with males, eNOS expression was
higher in sham (p = 0.028) and landiolol females (p = 0.026).

DISCUSSION
To our knowledge, this is the first comparison of response to
[-blockers in males and females with sepsis-induced myocar-
dial dysfunction. Our results highlight disparities between the
sexes. Although landiolol improved cardiac performance in the
septic males, it was associated with a reduction in LVEF and
sWtn in the septic females. A strength of our study relies on
the assessment of cardiac function using MRI, providing an
in vivo assessment of cardiac function in addition to ex vivo
evaluation. At variance with previous models based on the iso-
lated perfused heart (7, 19, 20), the in vivo study incorporates
heart vessel interactions in the analysis of cardiac performance.
As in septic patients, B-blockers were associated with reduced
ventriculo-arterial decoupling (21, 22), underlining the clini-
cal relevance of the model.

In males, landiolol improved SVi, probably by reversing the
reduction in EDVi after CLP but without any significant effect
e687
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Figure 1. In vivo cardiac function using MRI after 18hr. A, Indexed stroke volume (SVi). B, Cardiac index (CI). C, Indexed end-diastolic volume (EDV).
D, Indexed end-systolic volume (ESVi). Group mean value and standard error of the mean are represented. 'p < 0.05, “p < 0.001 versus sham male and
versus sham female, respectively.5p < 0.05, %5p < 0.001 versus cecal ligation and puncture (CLP) male and versus CLP female, respectively.

on LVEEF, CI, and sWTN. This finding is in line with previous
experimental studies (7, 20). Using a conductance catheter
in male rats undergoing CLP, Kimmoun et al (5) also found
improved myocardial function with 3-blockers. A meta-analy-
sis has shown an association between diastolic dysfunction and
mortality in septic patients, so this may represent an important
protective effect of B-blockers (23).

In contrast to septic males, septic females however main-
tained SVi at the level of sham females. Landiolol did not
improve SVI, CI, and EDVi but decreased LVEF and sWtn.
Cardiac performance ex vivo was more impaired in males than
in females after endotoxin administration (10). In our in vivo
study, landiolol improved cardiac performance in septic males
but seemed deleterious in females. Although not yet formally
examined in septic patients, women undergoing high-risk sur-
gery did not benefit from perioperative [3-blockers, a finding
at variance with men (24). With exercise, the hemodynamic
response to metoprolol in women resulted in a larger reduction
of HR and blood pressure (25). Lindenfeld et al (26) showed
that sex affects age-related p-AR down-regulation in normal
human ventricles, suggesting an effect of sex hormones. Down-
regulation of 3-AR by estrogen may be a protective strategy in
the case of hyperstimulation (27-29). The interaction between
estrogen-receptors and -AR may explain the sex-dependent
response to [3-blockers (29).

In our model, septic myocardial dysfunction was more
pronounced in males. In an experimental model of fluid-
resuscitated sepsis, Khaliq et al (30) compared the hemody-
namic effects of esmolol in predicted survivors and predicted
€688
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nonsurvivors in a fecal peritonitis model using male rats only.
In the predicted nonsurvivors, esmolol infusion was associated
with an increase in SV, while CO remained stable, whereas SV
and CO decreased with esmolol in predicted survivors. Thus,
the underlying severity of the septic myocardial dysfunction
may impact upon the response to [-blockers. In our study,
landiolol did not alter myocardial blood perfusion nor indexed
coronary flow in either gender. In septic patients, coronary
flow is typically normal or increased (31).

Mitochondria are the predominant generators of ATP in
most cell types. Cardiomyocyte mitochondrial dysfunction is
characterized by ultrastructural damage, decreased activity of
electron transport chain enzyme complexes, and an increase
in reactive oxygen species production (32-34). In sepsis, mito-
chondrial dysfunction is associated with the degree of organ
failure (35). Here, sepsis did not affect high-energy phosphate
compounds and pHi. Myocardial ATP content remained
unchanged while LVDP decreased. In another model of sep-
sis using *'P MRS, energetic variables were also stable despite
alterations in cardiac function (36, 37), suggesting that ener-
getic metabolism is not limiting cardiac function in sepsis.
Conversely, using biochemical analyses, Escames et al (38)
however found a decrease in ATP production in hearts from
septic mice.

There was a sex-dependent effect on expression of genes
involved in the inflammatory response in our septic animals.
The lack of difference in tumor necrosis factor, IL-1f3, and IL-6
may reflect the late timepoint of collection of cardiac tissue
(39). However, in line with a previous study, landiolol did not

July 2018 * Volume 46 * Number 7

Copyright © 2018 by the Society of Critical Care Medicine and Wolters Kluwer Health, Inc. All Rights Reserved.



Online Laboratory Investigations

TABLE 3. Ex Vivo Assessment Using Isolated Heart Rat Preparation After 19 Hours

Males

Females

CLP + Landiolol

Sham (n = 6), CLP (n =6), CLP + Landiolol Sham (n =5) CLP (n = 6), (n=7),Mean %
Variables Mean * sem Meantsem (n=7),Meanxsem Mean £ sem Mean * sem SEM
Heart weight (g) 0.97 £0.05 0.90+0.03 0.91+0.03 0.72+0.042 0.71£0.022 0.64+0.012
Ratio heart/body 3.03%+0.11 281+0.11 2.74+0.06 3.23+£0.07 3.01+£0.09 294+0.15
weight x 1,000
HR isolated heart 30627 881 £ 298+18 302%19 337+£16 247 +£30
(beats/min)
LVDP (mm Hg) 77+6 47+32 61+4 73£5 47152 60+18
Rate pressure product 22,961+1,115 15,733+2,035° 17,876 +962° 292141+1746 15678+1,129® 13705+ 1,373°
(LVDP x HR) (mm
Hg/min)
Coronary flow indexed 18+£0.8 175+09 184+1.2 162+25 125+1.12 16.7+0.9

(mL/min/g)

CLP = cecal ligation and puncture, HR = heart rate, LVDP = left ventricular developed pressure.

2p < 0.05 vs. male of the equivalent group.
5p < 0.05 vs. sham male and vs sham female, respectively.

p:AKT/AKT

3 Sham
Bl CLP
E&A CLP + landiolol

Relative level of p:AKT/AKT

Relative level of eNOS/actin

Figure 2. Phosphorylated-AKT (pAKT):AKT ratio and endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) expression using Western blotting. Data are
represented as means * sem. 'p < 0.05, "p < 0.01 versus sham male. %p
< 0.01 versus cecal ligation and puncture (CLP) female. 'p < 0.05 versus
male of the equivalent group.

seem to interacting with most inflammatory pathways (40).
Of note, landiolol acts predominantly on $1-AR. As reported
elsewhere (1), the mechanism of B1-AR activation on inflam-
matory pathways remains unclear and at variance with that of
[32-AR activation.

Critical Care Medicine

NPR3 has an antiapoptosis role and protects cardiomy-
ocytes (41). NPR3 decreased in both sexes after CLP, and
landiolol could reverse this effect in the septic males only.
In our model, we found a different expression of eNOS and
PAKT:AKT in males and females. Females have a reduced
susceptibility to cardiac ischemic injury with nitric oxide
generation playing a pivotal protective role (42, 43). In a
model of endotoxemia, the protection of the female heart
was associated with the AKT/eNOS pathway (44). Kimmoun
et al (5) also showed an increase in AKT and eNOS phos-
phorylation with esmolol in a model of sepsis. These path-
ways may thus be implicated in the different response to
beta-blockers according to sex.

Our study has several limitations. The difference between
the weight of males and females was significant; males initially
weighed 1.4 times the female weight. Landiolol was adminis-
tered according to the weight of each animal, and each variable
was adjusted to weight. The ultrashort half-life of landiolol
can have resulted in low tissue concentrations in the isolated
heart (15). The isolated heart also removes the effects of cir-
culating myocardial depressant factors that are implicated in
sepsis-induced myocardial dysfunction, so this may not neces-
sarily reflect the in vivo situation (45). Another limitation is
the choice of the IV dose of landiolol, which was infused at a
fixed dose. In our study, blood pressure remained constant in
males but decreased in females. The dose could be adapted to
an individual animal’s response, since the pharmacokinetics of
[-blockers depends on gender and age (25). Another limita-
tion is that our study did not assess the baseline response to
landiolol. Landiolol is hydrolyzed to an inactivate metabolite
by esterases, which activities are higher in female rats than in
male rats (46). Furthermore, the response to general anesthesia
may be se -mediated (47), and hypothermia may affect the car-
diac effects of 3-blockers (48). Our septic rats did not develop
€689
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profound hypotension; thus, the role of norepinephrine was
not assessed, requiring future studies. Furthermore, we studied
young rats; most patients with sepsis are however postmeno-
pausal, so our results may not necessarily reflect responses in
older females.

CONCLUSIONS

Our model confirms that cardiac function was more
impaired in septic males compared with their female coun-
terparts. Landiolol ameliorated the cardiac dysfunction in
males, particularly in relation to an improvement in dia-
stolic function. Landiolol however produced deleterious
effects in females. Phosphorylation of AKT and altered
expression of eNOS and NPR3 are potential signaling path-
ways that merit further investigation in order to better
understand sex differences.
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Supplemental Data

Material and Methods

Animals and cecal ligation and puncture model

Anesthesia was maintained during the surgical procedure with 1.5-2% isoflurane.
Buprenorphine (0.05 mg/kg) was administered subcutaneously and temperature maintained at
37°C. Under sterile conditions, a catheter (PE5S0, Instech Laboratories, Plymouth Meeting, PA,
USA) was inserted into the right external jugular vein and tunneled subcutaneously to the back

of the neck where it was attached to a swivel device.

A laparotomy was performed and the cecum ligated just below the ileo-cecal valve, maintaining
bowel continuity, and then punctured twice with an 18-gauge needle. Gentle pressure was
applied to extrude a droplet of fecal matter from each puncture site. The cecum was then re-
inserted into the peritoneal cavity and the incision closed by sutures. For sham-operated rats,
the procedure was identical but without ligation and puncture. After surgery, the jugular
catheter was connected to a swivel device allowing the rat to move freely in its cage and ad
libitum access to chow and water. After surgery, all animals received a n-saline infusion (10

mL/kg) over 30 minutes.

MRI assessment of in vivo cardiac function

A warming pad was placed on the back of the animal and body temperature recorded by
a rectal probe. All images were acquired using a Bruker Biospec 4.7T/30 imager (Bruker
Biospin, Ettlingen, Germany). Animals were placed prone on an actively decoupled surface coil
(Rapid Biomedical, Rimpar, Germany) used for radiofrequency reception. Homogeneous
radiofrequency excitation was achieved using a proton volume resonator (diameter 60 mm;
homogeneous length 80 mm). Ventilation was monitored using a pressure sensor connected to
an air-filled balloon positioned under the abdomen. The electrocardiogram (ECG) was
monitored by siting two subcutaneous thoracic electrodes and HR was recorded. An ECG and
respiration trigger unit (Rapid Biomedical, Wiirzburg, Germany) was used to gate the MR
sequences.

A gradient-echo cine-MRI sequence was used to acquire strictly perpendicular slices in
two- and four-chamber long-axis orientation and short-axis orientation at mid-ventricular level
(FLASH, field of view, 4x4 cm?; slice thickness = 2 mm; matrix size = 128 x 128; TR = 5.1

ms; TE = 1.6 ms; 45 phases per cardiac trigger). Image post-processing was performed using



an in-house developed program running under an IDL environment (Interactive Data Language,
ITT Visual Solutions, Boulder, CO, USA). The program displays the acquired cine-MRI image
series and allows manual determination of left ventricular areas and lengths in a selected cardiac
phase. Left ventricular volumes were determined using an ellipsoid model, with the left
ventricle assimilated to an ellipsoid of revolution. Endocardial and epicardial areas were
manually delineated on short-axis images, with ventricular lengths determined from four-

chamber long-axis views in diastole and systole, respectively.

In vivo myocardial perfusion using cine-ASL technique

An ECG- and respiration-gated Look—Locker gradient-echo flow-sensitive alternating
inversion recovery (FAIR) ASL technique was used to acquire two T1 maps from a single short-
axis slice placed at ventricular mid-level, one after a slice selective inversion pulse and one
after a global inversion pulse. The following parameters were used: field of view =4 x 4 cm?;
slice thickness = 3 mm; matrix size = 128 x 64; flip angle = 12°. The number of acquired signals
was typically 40 at a heart rate of 310 beats/min leading to acquisition times of approximately
25 min. Image analyses were performed using a home-made program running in an IDL
environment. For FAIR-ASL, the program performs pixel-by pixel least-squares fitting of an
exponential inversion-recovery (T1) model to the two image series data (global and slice-
selective inversion recovery). This results in two T1 maps, which are subsequently processed
as described previously (17). As a result, a map of quantitative absolute myocardial blood flow
(MBF) is available to the user. Using the same program, the generated MBF maps were
evaluated by manually delineating regions of interest in the entire left ventricular myocardium

to yield average and standard deviation within the myocardial region.

Isolated rat heart preparation for ex vivo cardiac function and 3'P MRS

The aorta was cannulated and the heart retrogradely perfused at constant pressure with
37°C Krebs-Henseleit solution (containing in mmol/L: NaCl 118; KCI 4.7; MgS04 1.2; CaCl»
1.75; ethylenediaminetetraacetate 0.5; NaHCO3 25; D-Glucose 11; pH 7.4) saturated with 95%
02 and 5% COa.

The appropriate conditions for acquiring 3!'P magnetic resonance spectra and the
quantification of phosphorus metabolites have been detailed previously (4,18). Briefly, a series
of 8 spectra (4 min acquisition each) were recorded to determine phosphocreatine (PCr),

adenosine triphosphate (ATP), inorganic phosphate (Pi), phosphomonoesters (PME) and



intracellular pH (pHi). Cardiac function and *'P MR spectra were simultaneously monitored
during the perfusion protocol. For the quantification of gene expression and biochemical
analyses, hearts were rapidly freeze-clamped with a Wollenberger clamp precooled in liquid

nitrogen and kept at —80 °C before analysis.

Ribonucleic acid (RNA) extraction and quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR)

Total RNA was isolated from the left ventricles using TRIzol Reagent according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The quality
of RNA was confirmed on the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) using the Agilent RNA 6000 Nano chips. The concentration of RNA was determined
by reading absorbance at 260/280 nm on a NanoDrop (ND-1000, Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA). RIN (RNA Integrity Number) ranged from 1.8 to 2.0, indicating good
integrity of the RNA. cDNA synthesis was carried out with superscript VILO MasterMix
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Bleiswijk, Netherlands) on 1 pg of total RNA in 20 pl
of final volume. Quantitative real-time PCR (qPCR) analyses of genes and housekeeping gene
using SYBR Green PCR master mix (Applied Bio-systems, Life technologies, UK) were
performed on the Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies). The expression levels of
candidate genes were normalized to RPL32 and the delta CT (cycle threshold) value used for

subsequent statistical analysis.

Immunoblotting and western-blot

Total protein was extracted from frozen LVs in RIPA lysis buffer supplemented with
PMSF and protease inhibitors cocktail at 4°C (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA).
Protein quantification was performed with Q-Bit protein assay (Thermo). Protein extracts were
denatured in SDS loading buffer supplemented with DTT. Lysates of 50-100 pg were then
subjected to electrophoresis using the NuPAGE® Bis-Tris gels (4-12%) (Invitrogen) and were
blotted to nitrocellulose membrane using the iBlot2® gel transfer system (Life Technologies)
according to the manufacturer's instructions. Blots were probed with the following antibodies:
actin (Millipore MAB1501, 1/5000), Akt (Cell Signaling 9272, 1/1000), endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) type III (BD Biosciences 610296, 1/1000) and Phospho-Akt (Ser473) (Cell
Signaling 9271, 1/1000). After washing, HRP-conjugated secondary antibodies were used.
Blots were treated with ECL reagent (Western Lightning Ultra, Perkin Elmer). After exposure

and scanning of films, analysis was performed using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD,



USA). These experiments were based on the results of a prior study assessing the effects of

esmolol on cardiac dysfunction in sepsis (5).

Biochemical analyses in plasma
Plasma lactate concentration was measured using an assay kit (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA).

Result
Effects of CLP and landiolol on myocardial gene expression

Genes encoding signaling proteins known for their role in cardiac and immune function are
detailed in  Supplemental Table 2 (Supplemental Digital Content 4, ).,
http://links.lww.com/CCM/D506). IL-6, TNF-alpha, and IL-1beta expression did not differ
between groups. Regarding the steroid receptors, expression of the glucocorticoid (NR3C1),
mineralocorticoid (NR3C2), estrogen (ESR1) and betal-adrenergic (ADRB1) receptors were
similar after CLP in males and females. Landiolol had no significant impact (Table 5).
Expression of blood pressure regulators (natriuretic peptide receptor NPR1, NPR2, NPR3,
endothelin-1 receptor (EDNRA), angiotensin type-1A (AT1-AR), angiotensin type-2 receptors
(AT2-R), angiotensin II Receptor Associated Protein (AGTRAP)) were also determined. The
expression of genes encoding proteins involved in the calcium-signaling pathway was also
evaluated. In males, no effect of CLP was observed on transcript levels of phospholamban
(PLN), ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?" transporting 2 (ATP2A2) and
ryanodine receptor 2 (RYR2). In females, RYR2 expression was decreased after CLP with

landiolol reversing this effect.
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Supplemental Figure 1: Experimental procedure. CLP: cecal ligation and puncture; MRI:

magnetic resonance imaging; 3'P MRS: *'P magnetic resonance spectroscopy. All rats were

equipped with a right jugular catheter before experimental procedure. After surgery, all animals

received a normal saline infusion (10 mL/kg) for 30 minutes.
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Supplemental Table 1: 3!'P magnetic resonance spectroscopy measurements of myocardial
energy metabolism and pHi after 19 hours.

Males Females

Variables Sham CLP l?r;gi;rlol Sham CLP CLP + landiolol

(n=6) (n=6) (n=7) (n=5) (n=7) (n=6)
Phosphocreatine
(PCr) (mM) 8.81+0.46 875+0.53 9.73 + 0.60 6.31+0.86 8.14 + 0.95 8.59 + 0.65
Adenosine
triphosphate (ATP)  8.19+0.93  7.59+0.90 7.94+0.87 7.31+0.99 8.06 +0.71 5.92+0.76
(mM)
fmhgil)’h"m"“"e“ers 2214029 2374038  246+059 2824062 2094067 2724032
Inorganic phosphate | 751033  2.89+0.50 2.65+0.61 2.77 £ 0.66 2.21+0.50 3.59 +0.62
(mM)
Intracellular pH 7.09+0.03  7.17+0.03 7.11+0.03 7.15+0.04 7.15+0.04 7.16 £0.06
(pHy)
PCr/ATP ratio 1.19+0.10 1.27+0.12 1.37+ 0.20 0.95 £ 0.20 1.08 £0.13 1.65+0.28

Data are expressed as means =+ standard error of the mean (SEM). CLP: cecal ligation and

puncture
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Supplemental Table 2: Effects of cecal ligation and puncture and landiolol on expression

levels of different genes after 20 hours.

Males Females

Variables Sham CLP CLP + landiolol Sham CLP CLP + landiolol

(n=06) (n=8) (=7) (=7) (n=8) (=7)
Proinflammatory Molecules
IL-6 1.3£04 04+04 1.1+04 1.5+£0.5 09+0.3 1.6+04
TNF-a (4) 1.8+£0.3 2.1+0.3 2.6+£0.3 1.7£04 2.1+0.5 2.9+0.8
IL-1beta (4) 1.6+0.3 1.8+£0.2 1.9+03 2.1+0.6 1.7£0.3 1.8+0.5
IL-18 6.4+03 55+0.1¢ 4.8+£02¢ 6.4+02 5.8+0.2 5.1+0.1¢
Cox-2 3.0+03 27+£04 2.8+04 38+04 2.8+0.5 38+04
TREM1 7.5+£02 6.2+0.2¢ 6.2+0.2¢ 6.6+0.5 6.6+0.2 63+0.1
Anti-inflammatory Molecules
IL-10 10.5+0.6 7.6+0.7¢ 7.3+0.3¢ 10.8£0.5 8.5+0.3 8.1+0.4
IL-1ra 47+02 4.6+02 42+0.2 5.6 £04° 4.6 £0.3¢ 4.8+02
IL-15 49+02 63+03 52+02 4.8+03 6.9+0.7¢ 53+0.3°
Steroid Receptors
NR3C1 (4) 2.8+0.3 32+0.1 2.8+0.3 27+04 32+0.1 3.1+02
NR3C2 (4) 40+04 4.1+03 3.7+£04 34+05 3.6+0.2 39+0.1
ESR1 6.6+0.3 6.7+0.4 6.9+0.3 6.8+0.5 75+0.5 6.9+0.2
Hormone Receptors
NPRI1 (4) 4.0+03 3.5+0.1 34+£02 40+04 41+0.2 39+0.1
NPR2 (4) 32102 34+0.1 3.0+£02 29+03 3.5+0.1 3.1+0.1
NPR3 3.7+0.3 5.7+0.3¢ 4.6+0.2 42+0.2 6.0 £0.3¢ 6.0 +0.6%¢
EDNRA 4) 3.0+£04 2.7+£02 2.7+0.1 2.7+£0.3 2.6 0.1 34+0.1
ATI1-AR 8.1+0.8 85+0.3 7.8+0.5 89+0.3 83+0.5 83+0.6
AT2-R 9.7+0.8 10.0£0.4 95+04 9.8+04 9.6+0.7 8.8+0.7
AGTRAP (4) 50+04 49+0.1 48+02 4.8+0.5 5.0+0.2 5.0+0.1
ADRBI1 8.7+0.3 8.1+£0.2 83+0.2 82+0.2 8.0+0.2 7.8+0.2
Calcium Signaling
PLN -3.2+0.2 -2.8+0.2 -3.0+0.2 -34+0.3 -2.8+0.1 -3.0+0.3
ATP2A2 -3.7+£0.3 34403 -33+£04 -3.8+0.3 -29+04 -3.2+0.2
RYR2 -1.7+£0.2 -14+0.1 -1.8+0.2 -1.9+0.2 -1.3+£0.2¢ -1.6+0.1
Contractil Apparatus
¢TNI 64+04 7.3+0.1 6.7+0.3 54+0.3¢ 6.4+0.2¢ 63+0.2
Nitric Oxide Synthase
eNOS (4) 23+03 2.1+0.1 2.1+0.1 24+0.4 2.8+0.3 24+0.1
iNOS 6.8+0.5 8.5+0.4 8.1+£0.2¢ 6.7+£0.2 83 +0.3¢ 8.5+0.4

Data are expressed as average delta cycle threshold (deltaCT) and RPL32 is the housekeeping gene, the lower

the deltaCT value, higher the expression. Data are expressed as means =+ standard error of the mean (SEM). Note

that expression levels were calculated with only 4 biological replicates for genes annotated (4). CLP: cecal ligation



and puncture; IL: interleukin; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; Cox-2: cyclooxygenase 2; TREM1: triggering
receptor expressed on myeloid cells 1; NR3C1: glucocorticoid receptor, NR3C2: mineralocorticoid receptor,
ESRI1: estrogen receptor; NPR: natriuretic peptide receptor; EDNRA: endothelin-1 receptor; AT1-AR: angiotensin
type 1A receptor; AT2-R: angiotensin type 2 receptor; AGTRAP: angiotensin II receptor associated protein;
ADRBI: betal-adrenoreceptor; PLN: phospholamban; ATP2A2: ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
Ca?" transporting 2; RYR2: ryanodine receptor 2; ¢TNI: cardiac troponin I; eNOS: endothelial nitric oxide

synthase; iNOS: inductible nitric oxide synthase

p < 0.05 vs. sham male and vs. sham female, respectively;
bp < 0.05 vs. CLP female;

‘p < 0.05 vs. male of the equivalent group.



1.3. Synthése de Particle 1

Des IRM, réalisées chez le male 18h aprés la CLP, ont montré que le landiolol augmente le
volume systolique indexé (SVi) en reversant le volume de fin de diastole indexé (EDVi) sans
affecter la fraction d'éjection ventriculaire gauche (LVEF). Chez la femelle, le landiolol ne
modifie ni le SVi, ni le EDVi mais diminue la LVEF. Des expériences ex vivo sur ceeur isolé,
en conditions isovolumiques et en spectroscopie a résonance magnétique en présence de P31,
n'ont montré aucun effet sur la fonction cardiaque ex vivo ni sur les composés phosphates riches
en énergie. Par contre, nous avons observé des différences importantes selon le genre dans
l'expression de certains génes comme le récepteur aux peptides natriurétiques (NPR3) et celle
des protéines telles que eNOS et AKT, en particulier le ratio AKT-phosphorylé/AKT. En
conclusion, le landiolol améliore les performances cardiaques in vivo chez le male septique

alors qu'il induit des effets délétéres chez la femelle.

2. Etude 2

2.1. Contexte de I’étude 2

Suite aux résultats obtenus précédemment dans les rats septiques traités au landiolol, qui
montraient un comportement différent entre males et femelles, nous avons choisi de rechercher
les processus moléculaires a 1'origine de cette différence. Pour cela, nous avons réalis¢ une
¢tude transcriptomique a partir de prélévements des ventricules gauches provenant des animaux

précédemment analysés en IRM (étude 1).

2.2. Article 2

Cette deuxiéme étude a fait I’objet d’un article ou je suis premiere auteure, publi¢ dans Intensive

Care Medicine Experimental, DOI : 10.1186/s40635-019-0263-0.
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Abstract

Objectives: The aims of this study are to better understand phenotypic differences

Hopital Nord, Assistance Publique between male and female rats during sepsis, to characterise the contribution of the
Hopitaux de Marseille, Chemin des betal-adrenergic blocker landiolol to septic cardiomyopathy and to determine why
Bourrely, 13015 Marseilie, France landiolol induces divergent effects in males and females
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France assessed after the induction of sepsis by cecal ligation and puncture and addition of
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ilable at the end of the articl S . . .
avafiable at the end ot e articie Results: Our results showed major differences in the biological processes activated

during sepsis in male and female rats. In particular, a significant decrease in processes
related to cell organisation, contractile function, ionic transport and phosphoinositide-3-
kinase/AKT (PI3K/AKT) signalling was observed only in males. The transcript of ATPase
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca** transporting 3 (SERCA3) was sex-differently
regulated. In males, landiolol reversed several signalling pathways dysregulated during
sepsis. The expression level of genes encoding tubulin alpha 8 (TUBA8) and myosin
heavy chain 7B (MYH7) contractile proteins, phosphatase 2 catalytic subunit alpha
(PPP2CA), G protein-coupled receptor kinase 5 (GRK5) and A-kinase anchoring protein 6
(AKAP6) returned to their basal levels. In contrast, in females, landiolol had limited effects.

Conclusion: In males, landiolol reversed the expression of many genes that were
deregulated in sepsis. Conversely, sepsis-induced deregulation of gene expression was
less pronounced in females than in males, and was maintained in the landiolol-treated
females. These findings highlight important sex-related differences and confirm previous
observations on the important benefit of landiolol intake on cardiac function in male
rats.

Keywords: Genes, Dimorphism, Sex, Sepsis, Beta-blocker, Transcriptome

Background

The pathophysiology of sepsis involves a complex mix of systemic factors and molecu-
lar, metabolic and structural changes in cardiomyocytes [1]. These include the presence of
circulating depressant factors, such as endotoxin and nitric oxide [2], pro-inflammatory cy-
tokines [3], myocyte cell death, abnormal cardiac energetics [4, 5], alterations in adrenergic
signalling and intra-cellular calcium cycling, impaired electromechanical coupling and
mitochondrial dysfunction [6].

. © The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International
@ Sprlnger Open License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
— provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and
indicate if changes were made.
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The adrenergic system plays a key role in sepsis, and p-adrenergic modulation as a
therapeutic intervention needs to be properly understood [7, 8]. B-blockers showed
promising results when the treatment was started before the septic insult or after
haemodynamic stabilisation [9-11]. In patients with septic shock, the B-blocker esmolol
reduced the heart rate, increased the stroke volume and reduced the need for norepin-
ephrine [10]. In experimental models of sepsis, a selective [B1-blocker efficiently
improved both cardiac and vascular functions and down-regulated inflammatory path-
ways [12-16]. Differences in transcripts in the B-adrenergic signalling, calcium cycling
pathways and impaired electromechanical coupling were linked with an unfavourable
outcome [17]. Regarding gene expression, to our knowledge, no large-scale studies have
been conducted on the effect of a selective Ppl-blocker in experimental models of
sepsis.

There is increasing evidence of sex-related differences in the cardiovascular system
[18, 19], in the response to [-blockers [20, 21] and in the host response to an inflam-
matory insult [22-25]. In experimental models of sepsis, cardiac performance was more
impaired in males as compared with that in females [25, 26]. Male mice exhibited
dysregulation of myocardial calcium transporters, in particular the sarcoplasmic
reticulum calcium ATPase (SERCA) [27, 28] and female mice developed cardiac dys-
function as a result of cyclic guanosine monophosphate-mediated depression of myofil-
ament function [29].

In our recent study, we showed for the first time sex-related disparities in the re-
sponse to the P-blocker landiolol in rats with sepsis-induced myocardial dysfunction
[26]. This data showed that landiolol improved the in vivo cardiac performance in male
rats exposed to cecal ligation and puncture (CLP), whereas it induced deleterious
effects in female rats. We confirmed the presence of sex-related differences in inflam-
matory response, calcium signalling and apoptosis pathways during sepsis [26].

This data raised the question of the origin of sex-related phenotypic differences
during sepsis and in response to landiolol. To answer these questions, we conducted a
transcriptional study in the septic male and female rat hearts and investigated the
biological processes reversed by landiolol infusion.

Material and methods

Animals

Male and female Wistar rats aged 9-12 weeks were reused from a recent study [26].
All animal procedures were approved by the Institutional Animal Care Committee of
Aix-Marseille University (APAFIS number: 3746-201601221813985). This allowed us to
correlate the results of the transcriptomic analysis in this study with the in vivo findings
obtained in our earlier study on the cardiac status performance. In addition, it reduced
the number of animals used for experimentation [26].

Experimental protocol

The experimental procedure was described earlier [26]. Briefly, 1 h after CLP, the ani-
mals were randomized to receive landiolol (AOP Orphan, Vienna, Austria), diluted in
n-saline that did not contain antibiotics and infused at 0.1 mg kg™' min™", or n-saline
(10 ml kg™* h™"). The infusion volume was similar in all the groups. Buprenorphine
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(0.05 mg kg™') was used for pain control before surgical procedure. The 43 animals
were distributed into six groups: a sham group (males, n =6; females, n=7), a CLP
group (males, n = 8; females, n=8) and a CLP plus landiolol group (males, n=7; fe-
males, n =7). No animals died prematurely from sepsis. At hour 18, in vivo cardiac
magnetic resonance imagings (MRIs) were performed followed by ex vivo cardiac func-
tion measurement using Langendorff isolated heart preparation. At hour 20, animals
were sacrificed and the hearts were frozen. The left ventricle tissues were used for RNA
preparation. Three hearts (two CLP male and one sham female) were not frozen due to
handling problems. Eight RNA samples were discarded because of their insufficient
quality (low RNA integrity number (RIN)) or quantity. Quantification of gene expres-
sion was performed on 32 RNA samples from the sham (males, n = 5; females, n = 5),
CLP (males, n =5; females, n =5) and CLP plus landiolol (males, n = 6; females, n = 6)

groups.

RNA preparation

Total RNA was isolated from the left ventricle using TRIzol reagent according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen, California). The concentration of RNA was de-
termined by reading the absorbance at 260 nm using a NanoDrop (ND-1000, Thermo
Fischer Scientific, MA, USA). The ratio of A260/280 in all the RNA samples ranged
from 1.8 to 2.0. The quality of RNA was confirmed using an Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Germany) with Agilent RNA 6000 Nano Chips. Samples with a
RIN higher than 8 were used in a microarray.

Gene expression measurements

Gene expression was measured using a SurePrint G3 Rat GE8x60K Microarray Kit
(Agilent Technologies, CA, USA) containing 62,976 oligonucleotide probes represent-
ing 30,003 genes. Total RNAs (200 ng) were labelled with cyanine 3-CTP using a Low
RNA Input Linear Amplification Kit according to the manufacturer’s protocol (Agilent
Technologies, CA, USA). For each reaction, the cRNA yield and specific activity of
cRNA were determined using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer. Only the
cRNAs with yields of > 0.9 pg and specific activities > 6.0 pmol of dye per microgram of
cRNA were used for hybridisation. The labelled cRNAs were hybridised to microarray
slides (eight arrays per slide) following the Agilent One-Color microarray-based gene
expression analysis protocol (Agilent Technologies, CA, USA). The slides were scanned
(8 x60 k array slides at 3 pm resolution) using an Agilent DNA microarray scanner
(G2505C) and colour setting of an Agilent G3_GX_1. The scanned images were ana-
lysed using Feature Extraction Software 10.5 (Agilent).

Statistical analysis

Statistical evaluation determined that the number of rats required for in vivo experi-
ments to show a 30% increase in SV by landiolol with a power and an alpha risk of 80%
and 5%, respectively, was six per group. From the 6—8 animals per group tested in vivo,
5-6 hearts per group were selected as described in the above experimental protocol
and used for gene expression quantification. No statistical evaluation was a priori per-
formed but five biological replicates per group are empirically required for common



Tran et al. Intensive Care Medicine Experimental (2019) 7:50 Page 4 of 14

designs [30]. In total, 32 raw data files (five arrays for the sham, five arrays for the CLP
and six arrays for the CLP plus landiolol groups, for each sex) were obtained using the
Agilent Feature Extraction Software. The raw intensity data were exported as a single
Excel spread sheet, and the raw data was converted in log2. Quantile normalisation was
then applied to correct for global intensity and dispersion, and an 80% filtering was
used to keep only genes expressed over the background noise. This procedure gener-
ated 38,223 probes in males and 37,605 probes in females. All the microarray data files
are accessible at NCBI's Gene Expression Omnibus website (accession number:
GSE125042). To detect significant variation in gene expression between groups (CLP
group vs sham group and CLP plus landiolol group vs CLP group), the significance
analysis of microarrays (SAM) method was used, with 10,000 permutations applied with
a false discovery rate (FDR) of 1% or 5%. Hierarchical clustering of differentially
expressed genes (DEGs) was achieved using the TM4 Microarray Software Suite V4.9
(http://mev.tm4.org) and average linkage clustering metrics. Pearson’s correlation was
used to determine the distance. Venn diagrams were generated to quantify sex-related
differences in common and specific DEGs in the various groups.

Functional annotations

For biological interpretation of the gene expression data, enriched functional annota-
tions for the up- and down-regulated genes were identified using the Database for An-
notation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) Bioinformatics Resources 6.7
(https://david.ncifcrf.gov). Biological processes, cellular components and Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways were considered significantly
enriched when P-Benjamini < 0.05. The KEGG pathways (http://www.genome.jp/kegg/)
were also used when no significant biological processes were found in DAVID. Cytos-
cape was used to design the gene network of CLP genes whose expression was reversed
after landiolol administration (http://www.cytoscape.org).

Results

Sex-related differential expression of genes in the CLP group and CLP plus landiolol
group

In the males, the comparison of DEGs in the sham and CLP groups revealed 2850
DEGs (1259 up-regulated genes and 1591 down-regulated genes). In the females, only
1267 DEGs were found (506 up-regulated genes and 761 down-regulated genes). Males
and females shared 803 DEGs, including 328 up-regulated genes (26% of male genes
and 64% of female genes) and 475 down-regulated genes (30% of male genes and 62%
of female genes) (Fig. 1a).

In the CLP plus landiolol group, 1021 DEGs and 83 DEGs were differently regulated
in males and females, representing 603 and 71 up-regulated genes and 418 and 12
down-regulated genes (Fig. 1b). Further, 60 and 86% of DEGs were up-regulated in
males and females, respectively. The lists of DEGs are shown in the Additional file 1.

To assess CLP-related functional annotations, we used biological processes, gene
ontology terms and KEGG pathways using the DAVID database for the 2850 and the
1267 DEGs from males and females, respectively. For up-regulated genes, the most sig-
nificant biological processes were associated with inflammatory and immune responses,
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Fig. 1 Differentially expressed genes (DEG) in male and female hearts after cecal ligation and puncture and
landiolol. DEG were obtained after 2-class significance analysis of microarrays (SAM) 2 classes in TMeV,
10,000 permutations with an FDR < 0.01 for CLP vs sham (a) and with an FDR < 0.05 for CLP plus landiolol
vs CLP groups (b). a, b Venn diagrams show the total number of DEG and the number of genes
significantly up- and down-regulated in CLP (a) and CLP plus landiolol groups (b). The number of specific
genes in females is very low compared to males. ¢, d A gene ontology analysis realised with the DAVID
Database is reported on graphs in which the most significant biological process (BP)-GO terms for up- and
down-regulated genes are indicated for CLP vs sham groups (c) and for CLP plus landiolol vs CLP groups
(b). For all the processes, the number of genes deregulated in males is much greater than in females. Note
the total absence of significant biological processes for females after landiolol infusion in (d). (*) indicates
over-expressed biological processes during CLP that were reversed by landiolol. (§) indicates under-
expressed biological processes during CLP that were reversed by landiolol. (#) indicates under-expressed
biological processes related to cardiac activity and cardiomyocyte function that were affected during CLP
and were not restored by landiolol. («-) shows that the immune response is over-expressed during sepsis
and potentiated by landiolol. (N =5-6 per group). CLP cecal ligation and puncture, CLP + Lnd CLP plus
landiolol, Nb of genes number of genes

apoptosis, metabolism, oxidative stress, muscle cell proliferation, protein kinase activity
and the development of primary sexual features. For down-regulated genes, the bio-
logical processes were related to mitochondrion, muscular cell organisation (organelles,
myocyte membrane and contractile proteins), muscle contraction, blood circulation,
ionic transport and phosphoinositide-3-kinase/AKT (PI3K/AKT) signalling pathway.
These changes in gene expression were predominantly found in males (Fig. 1lc,
Additional file 3: Table S1). For example, in the male CLP group, the transcript levels
of the Janus kinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT)

Page 5 of 14
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pathway interleukin (IL) 10, IL6R, JAK, STAT and cyclin-dependent kinase inhibi-
tor 1A (p21) were increased, while CycD (CCND1) and B cell CLL/Lymphoma 2
(BCL2) were decreased. In the CLP female group, IL10, p21 and BCL2 were not
regulated (Additional file 1).

In males, landiolol down-regulated genes of the biological processes were related to
up-regulated genes of the inflammatory response, apoptosis, metabolism and oxidative
stress. In contrast, immunity-related signalling further increased after landiolol. Genes
associated with other biological processes (i.e. ionic transport, cell differentiation and
cytoskeleton organisation), which were down-regulated in the male CLP group, were
up-regulated after landiolol. Due to the low number of DEGs in the female rats, neither
up- nor down-regulated genes were associated with significant biological processes
(Fig. 1d, Additional file 3: Table S2).

DEGs in the CLP group with reverted expression in the CLP plus landiolol group

To better understand the mechanisms resulting in cardiac performance improvement
with landiolol, we assessed genes with a V-form expression, meaning that genes up- or
down-regulated in sepsis compared to sham were back-regulated after landiolol
administration.

In the male CLP group, 1259 genes were up-regulated. Landiolol down-regulated 418
genes. A V form was found for 226 genes (Additional file 2). For an overview of their
biological activities, significant biological processes were identified and an integrative
network was generated using Cytoscape (Fig. 2a). Landiolol reversed genes associated
with inflammation, oxidative stress, oxygen-containing compound, and lipopolysacchar-
ide responses, phosphorus metabolic and apoptotic processes, cell death and migration.
For example, genes associated with the JAK/STAT pathway, IL6R and STAT, with the
PI3K/AKT and focal adhesion pathways, fibroblast growth factor 2 (FGF2) and nuclear
factor kappa B subunit 1 (NFkB1), and with the mitogen-activated protein kinase
(MAPK) and tumour necrosis factor-a (TNF-a) pathways, cyclic adenosine monopho-
sphate (CAMP) responsive element modulator and MAPK14, were back-regulated by
landiolol infusion (Fig. 2a). Expression levels of the G protein-coupled receptor kinase
5 (GRK5) was also restored almost to the sham group level by landiolol infusion
(Fig. 2a). In females, only 12 genes were down-regulated in the CLP plus landiolol
group and seven genes displayed a V form (Fig. 2b). None of the genes were associated
with significant biological processes. Two genes, Phosphodiesterase 10A (PDE10A) and
cAMP-responsive element modulator, were associated with the adrenergic signalling
KEGG pathway.

Regarding the CLP down-regulated genes, no associated biological processes were
found for genes with a V form either in males or in females. A list of the 247 genes
found in males is presented in Additional file 2. The KEGG pathways associated with
these DEGs were classified according to the number of genes found in each pathway
(Fig. 3). The metabolic pathway was the most represented in males. Other pathways,
for example T cell receptor signalling, NOD-like receptor signalling, Wnt signalling,
Hippo signalling, adrenergic signalling, cAMP signalling, cGMP-dependant protein kin-
ase G (PKG) signalling and PI3K-Akt signalling, were found only in males (Fig. 3a). For
example, genes associated with the JAK/STAT pathway, BCL2 and aldehyde oxidase 3
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Fig. 2 Biological processes associated with up-regulated genes after cecal ligation and puncture and back-
regulated by landiolol infusion. a Venn diagram associated with the 1259 up-regulated genes in CLP group
and the 418 down-regulated genes in CLP plus landiolol group in males. The 226 common genes represent
regulated genes with a characteristic V form, up-regulated in sepsis and back-regulated by landiolol
infusion. From these 226 common genes, a gene ontology analysis with the DAVID Database revealed
significant biological processes (P-Benjamini < 0.05). A gene network diagram was performed using
Cytoscape integrating the 226 genes (light grey circles) with their associated biological processes (dark grey
rectangles). Genes associated with the JAK/STAT pathway, IL6R and STAT, with the PI3K/AKT and focal
adhesion pathways, FGF2 and NFkB1, and with the mitogen-activated protein kinase and tumour necrosis
factor-a pathways, cyclic adenosine monophosphate responsive element modulator and MAPK14 and GRKS,
are surrounded by a black circle. b Venn diagram associated with the 506 up-regulated genes in CLP group
and the 12 down-regulated genes in CLP plus landiolol group in females. Note that only 12 genes were
down-regulated in CLP plus landiolol condition and that only seven of them were back-regulated. No
significant biological processes were found associated to these seven genes presented in the table; two
genes are members of the adrenergic signalling in the cardiomyocyte KEGG-pathway and the others are
isolated genes. CLP cecal ligation and puncture, CLP + Lnd CLP plus landiolol

(AOX), or with the adrenergic pathway, phospholipase C beta 4 (PLCB4), tubulin alpha
8 (TUBAS) and myosin heavy chain 7B cardiac muscle beta (MYH7B), were back-regu-
lated by landiolol infusion (Fig. 3a and Additional file 3: Table S2). In females, only the
AMP-activated protein kinase (AMPK) signalling pathway was found associated with
three significant DEGs (Fig. 3b).
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Fig. 3 KEGG-pathways associated with down-regulated genes after cecal ligation and puncture and back-
regulated by landiolol infusion. a Venn diagram associated with the 1591 down-regulated genes in CLP group
and the 603 up-regulated genes in CLP plus landiolol group in males. The 247 common genes represent
regulated genes with a characteristic V form, down-regulated in sepsis and back-regulated by landiolol infusion.
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Discussion

In this study, we identified biological processes and signalling pathways associated with
the cardiac response to landiolol in septic male and female rats. This is the first gen-
ome-wide analysis of the sex-mediated response to a -blocker in sepsis-induced myo-
cardial dysfunction. Our results highlight differences between males and females,
during sepsis and after landiolol administration. Several biological processes were found
only in males. In contrast, effects were limited in females. These results support our
previous findings obtained by MRI studies, showing decreased indexed stroke
volume (SVi), cardiac index (CI) and indexed end-diastolic volume (EDVi) after
CLP in males, whereas only CI and EDVi decreased in females. Landiolol improved
cardiac performance in the septic males by increasing SVi. In the septic females,
landiolol reduced left ventricular ejection fraction (LVEF) and systolic wall thicken-
ing (sWtn). Blood pressure remained constant in males but decreased in females
after landiolol [26].

A higher number of deregulated genes were found in males, affecting the inflamma-
tory response, the innate immune response and the gonad development, which were
enriched by up-regulated genes. Biological processes enriched by down-regulated genes
were the organisation of the extracellular matrix, muscle cell differentiation, muscle
tissue development, sarcolemma and T-tubules, muscle and cardiac contraction, con-
tractile fibres and sarcomeres, potassium transmembrane transport, positive regulation
of calcium transport and the PI3K/AKT signalling pathway. In summary, inflammatory
response, apoptosis, metabolism, oxidative stress and calcium ion transport were
down-regulated specifically in males. In females, very few sepsis-induced DEGs and
no significant biological processes were detected after landiolol administration.

Our results are in line with findings on the human septic cardiomyopathy. Down-
regulation of cardiac mitochondrial genes, in addition to multiple alterations in sarco-
meric genes and genes that maintain the structural integrity of the sarcolemma, were
described [31]. Matkovich et al. hypothesised that the cardiac response to sepsis was
coordinated in a ‘programmatic’ mode, as described in myocardial hibernation [31].

In male rats, CLP had profound effects on the expression of genes involved in JAK/
STAT, PI3K and focal adhesion pathways. Moreover, CLP up-regulated transcripts
encoding for p53-dependent cell-cycle arrest (p21 and stromal antigen 1 (STAG1)),
toll-like receptor 1 (TLR1) and myeloid differentiation primary response 88 (MyDS88).
These changes were not described in females. These results support findings of the pro-
nounced myocardial dysfunction in male rats, as compared to female rats [26]. They
are in line with data published by Rudiger et al. in which these pathways were associ-
ated with poor outcome [17]. An increased systemic inflammatory response through
circulating myocardial depressant factors, including nitric oxide (NO), may compromise
myocardial function [17]. The level of cyclic guanosine monophosphate (cGMP), gener-
ated by soluble guanylyl cyclase (GC) and regulated by NO, played opposite roles in
males and females, being protective in males and deleterious in females [29]. In our
model, the endothelial NO synthase (eNOS) protein level was increased [26] and the
transcript of the guanylate cyclase 1 soluble subunit alpha 2 (GUCY1A2) was decreased
in the male CLP group. Interestingly, landiolol reversed the expression of most of the
transcripts of the aforementioned signalling pathways and the increase in eNOS expres-
sion only in males [26].
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Sex-related differences detected in transcript abundance of the p-adrenergic signal-
ling and calcium cycling pathways were associated with reduced survival [17]. These
changes may lead to a reduced L-type calcium current [32], and a high cytosolic Ca**
level, leading to failure of diastolic relaxation and low sarcoplasmic reticulum Ca%*
levels, which affect systolic contraction as previously observed in septic cardiomyopathy
[33]. A decrease of SERCA3 was found specifically in the male CLP group, correspond-
ing to the significant decrease of the indexed stroke volume in the MRI [26]. Sex
differences in the mechanisms of the contractile function and in the response to the -
adrenergic stimulation were previously described [34, 35]. In lipopolysaccharide-in-
duced cardiomyopathy, sarcomere shortening depression occurred with different
regulations of cellular calcium transients and SERCA in male and female mice [27].
Deficits in mechanisms downstream of cellular calcium transients, possibly a decrease
in myofilament sensitivity for calcium following troponin I hyperphosphorylation [36],
can explain this difference. Moreover, oestrogen may modulate the properties of the
ryanodine receptor [37] and the interplay between oestrogen receptors and the [B-ad-
renergic receptors could affect Ca**-handling proteins and the phosphoinositide-3-kin-
ase-AKT (PI3K-AKT) pathway in a sex-dependent manner [38].

Finally, data on sex dimorphism in the response to landiolol during septic cardiomy-
opathy should be considered in patient studies, in conjunction with an investigation of
inflammation attenuation, improved outcome and heart rate control [39-42].

Our study has some limitations. The ex vivo assessment of cardiac function at the
end of the protocol might have altered the expression of transcripts. However, the pro-
cedure was similar for all the groups and we used a differential analysis to minimise the
effect of this procedure. Our results are consistent with those of in vivo studies in
which this ex vivo procedure is absent [17], and with those published in humans using
the same type of differential analysis [31]. Another limitation is the absence of calcula-
tions to determine the sample-size required. However, Allison et al. examined key com-
ponents of microarray analysis and indicated that, for common designs in which two
groups of cases are evaluated for differential expression, a minimum of five biological
replicates per group should be analysed [30]. In our study, we had 5-6 biological repli-
cates for each group and chose the 2-class SAM analysis to detect significant variation
in gene expression between groups (CLP group vs sham group and CLP plus landiolol
group vs CLP group). The number of altered genes does not predict the severity of the
organ dysfunction, and changes in gene expression do not necessarily reflect changes in
the level of protein expression. Our results need to be confirmed at the protein level. In
addition, we focused our transcriptomic analyses on cardiac tissue. However, it is rea-
sonable to speculate that each organ has a specific transcriptomic response to infection,
as reported previously for the liver [43]. The timing of each experiment may affect the
findings [44]. In our study, changes in gene expression were analysed 20 h after CLP.
This can explain differences to previous experiments in which measures were per-
formed at 6 h post-insult [17] and 48 h post-insult [45]. Another limitation is that des-
pite fluid administration at 10 ml kg™' h™', we cannot rule out hypovolemia related to
capillary leak in the CLP animals. Rudiger et al. attenuated the decline in stroke volume
and left ventricular end-diastolic volume by the use of fluid resuscitation consisting of
a 1:1 solution of 6% hetastarch and an additional 25 ml kg™" body weight of fluid
boluses at 6 h and 10 ml kg™ at 24 h [17]. In addition, the response to the opioid
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buprenorphine, used for pain control, might have affected gene expression in a sex-
dependent manner. Doyle et al. described sex differences in morphine metabolism and
associated circulatory cytokines levels [46]. We have established our experimental con-
ditions to prevent septic shock in animals. We did not use antibiotics and no animals
died during the experiments. Our results may therefore differ from those obtained in
humans or in some animals resuscitated with both fluids and antibiotics. Moreover,
most intensive care unit patients receive sedation including opioids [47].

Conclusion

In a CLP-induced animal model of sepsis, the regulation of myocardial transcripts in
male rats differed from that in female rats. We found common functional annotations
induced by sepsis in both sexes, but many processes associated with the development,
differentiation, organisation and function of cardiac muscle cells were deregulated only
in males. These results were in agreement with the pathological status of the animals
and demonstrated that sepsis-related changes in gene transcription were more pro-
nounced in males than in females. Landiolol had diverse effects on biological processes in
male and female rats. After landiolol administration, the expression of genes related to dif-
ferent biological processes was reversed in males. This possibly explains the improvement
in the cardiac function of the male animals in the landiolol-treated group. No significant
functional annotation was found in females in the landiolol-treated group. Only few genes
associated with adrenergic, protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha, calcium
and hypertrophic signalisation were differentially expressed and may explain the deleteri-
ous effects on cardiac function observed after landiolol in females.

Additional files

Additional file 1: Lists of differentially expressed genes in male and female hearts after cecal ligation and puncture
and landiolol. Lists of significantly up- and down-regulated genes, obtained after 2-class SAM, in CLP group vs sham
group (FDR < 0,01) and in CLP plus landiolol group vs CLP (FDR < 0,05) in males and females. Common genes between
males and females are noted in blue. (XLSX 211 kb)

Additional file 2: Lists of differentially expressed genes with a characteristic V form in male. Lists of the significantly
up- and down-regulated genes in sepsis and back-regulated by landiolol infusion in males. (XLSX 41 kb)

Additional file 3: Table S1. GO annotations for differentially expressed genes in male and female hearts after
cecal ligation and puncture. Gene ontology analysis realized with the DAVID Database is reported in the table. The
most significant biological processes (BP), cellular components (CC) and KEGG-pathways (KEGG) GO terms for up- and
down-regulated genes are indicated for CLP vs sham groups in males and females. For all the processes, the number
of genes deregulated in males is much greater than in females. N. of genes = Number of genes; NS = not significant;

@ =not found. Table S2. GO annotations for differentially expressed genes in male and female hearts after landiolol
administration. Gene ontology analysis realized with the DAVID Database is reported in the table. Significant biological
processes (BP) and KEGG-pathway (KEGG) GO terms for up- and down-regulated genes are indicated for CLP plus
landiolol vs CLP groups in males and females. For all the processes, the number of genes deregulated in males is much
greater than in females and significant biological processes were totally absent for females after landiolol infusion. N. of
genes = Number of genes; NS = not significant; @ = not found. (PPTX 51 kb)
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Males Females
Category GO terms
N. of genes Benjamini  N. of genes Benjamini
Up-regulated genes
BP GO:0006954~inflammatory response 74 1,97E-12 34 4,33 E-05
BP GO:0050729~positive regulation of inflammatory response 18 6,29E-04 5 NS
BP GO0:0002526~acute inflammatory response 25 2,44E-06 12 7,20E-03
BP G0:0002544~chronic inflammatory response 8 7,45 E -03 %] o]
BP G0:0032496~response to lipopolysaccharide 53 9,54E-09 23 2,83E-03
BP GO:0009617~response to bacterium 67 6,35E-08 29 5,80E-03
BP GO0:0034097~response to cytokine 73 1,81E-07 35 1,10E-03
BP GO0:0034612~response to tumor necrosis factor 24 2,22E-03 15 5,50E-03
BP GO:0046651~lymphocyte proliferation 34 3,94E-05 13 NS
BP GO:0006955~immune response 96 9,55E-07 41 0,02
BP GO:0045087~innate immune response 48 7,47E-04 22 NS
BP GO:0006915~apoptotic process 125 1,14E-06 65 8,11E-05
BP GO0:0043065~positive regulation of apoptotic process 53 2,34E-04 25 0,03
BP GO:0043066~negative regulation of apoptotic process 66 1,63E-03 36 5,70E-03
BP G0:0033002~muscle cell proliferation 27 5,47E-05 13 0,02
BP GO:0051246~regulation of protein metabolic process 174 4,06E-07 81 1,60E-03
BP GO:0051248~negative regulation of protein metabolic process 78 4,32E-04 38 0,02
BP GO:0051247~positive regulation of protein metabolic process 106 7,73E-05 49 0,02
BP GO:0045859~regulation of protein kinase activity 52 4,43 E-03 32 1,76E-03
BP G0:0034599~cellular response to oxidative stress 27 0,01 16 0,02
BP GO:0045137~development of primary sexual characteristics 32 5,74E-04 16 0,03
BP G0:0008406~gonad development 31 9,54E-04 15 NS
Down-regulated genes
CC GO0:0005739~mitochondrion 170 1,64E-05 112 3,33E-13
BP GO:0030198~extracellular matrix organization 37 7,65E-06 16 NS
BP G0:0042692~muscle cell differentiation 43 1,32 E-02 22 NS
BP GO:0060537~muscle tissue development 44 1,65 E-02 22 NS
BP GO:0061061~muscle structure development 66 1,25 E-03 @ o]
CcC GO0:0042383~sarcolemma 28 1,92E-04 13 NS
CC GO0:0030315~T-tubule 13 1,20 E-02 6 NS
BP GO:0060047~heart contraction 25 1,42 E-02 14 NS
BP GO:0006936~muscle contraction 32 1,96 E-02 21 0,03
BP GO:0008015~blood circulation 46 2,38 E-02 30 0,02
BP GO0:0060048~cardiac muscle contraction 16 2,71 E-02 9 NS
CC GO0:0043292~contractile fiber 31 5,00E-03 15 NS
CC G0:0030016~myofibril 30 5,77E-03 [} 2}
CC GO0:0030017~sarcomere 24 4,46 E-02 13 NS
BP GO:000681 1~ion transport 115 0,02 72 6,4 E-03
BP GO:0071805~potassium ion transmembrane transport 28 8,50E-04 13 NS
BP GO0:0090279~regulation of calcium ion import 18 0,02 14 0,01
BP GO:0051928~positive regulation of calcium ion transport 19 1,49 E-02 12 NS
KEGG  rmo04510:Focal adhesion 30 9,42E-04 17 0,01
KEGG  mo04151:PI3K-Akt signaling pathway 37 8,00E-03 21 NS

Supplemental Table 1



Males Females

Category GO Terms N. of genes Benjamini  N. of genes Benjamini
Up-regulated genes
BP GO:0006955~immune response 56 2,24E-04 o
BP GO:0046651~lymphocyte proliferation 19 1,16 E-02 o]
BP GO:0030036~actin cytoskeleton organization 29 9,36 E-03 o o
BP GO:0007010~cytoskeleton organization 46 1,54 E-02 4 NS
BP GO:0045595~regulation of cell differentiation 99 1,18 E-05 11 NS
BP GO:0016310~phosphorylation 119 5,47E-04 12 NS
BP GO:0016311~dephosphorylation 26 4,25 E-05 4 NS
BP G0:0060402~calcium ion transport into cytosol 13 1,27E-02 o o
Down-regulated genes

BP GO:0070887~cellular response to chemical stimulus 146 5,78E-05 19 NS
BP GO:0006954~inflammatory response 21 4,05 E-02 ] ]
BP GO:0008219~cell death 65 5,40 E-07 12 NS
BP GO:0006915~apoptotic process 56 9,86E-06 11 NS
BP GO:0043065~positive regulation of apoptotic process 25 2,00 E-03 o o
BP GO:0008283~cell proliferation 49 7,88 E-03 3 NS
BP GO:0007155~cell adhesion 93 9,24E-05 o
BP GO:0006979~response to oxidative stress 19 2,90 E-02 o
BP GO:0051246~regulation of protein metabolic process 63 4,45 E-05 16 NS
BP GO:0051247~positive regulation of protein metabolic process 43 5,04 E-05 10 NS
BP G0:0033993~response to lipid 36 1,10 E-02 4 NS
BP GO:0040008~regulation of growth 23 3,38 E-02 4 NS

KEGG mo04010:MAPK signaling pathway 16 3,04 E-05 o o

Supplemental Table 2

Table S1. GO annotations for differentially expressed genes in male and female hearts after cecal
ligation and puncture. Gene ontology analysis realized with the DAVID Database is reported in the
table. The most significant biological processes (BP), cellular components (CC) and KEGG-pathways
(KEGG) GO terms for up- and down-regulated genes are indicated for CLP vs sham groups in males
and females. For all the processes, the number of genes deregulated in males is much greater
than in females. N. of genes = Number of genes; NS = not significant; @ = not found. Table S2. GO
annotations for differentially expressed genes in male and female hearts after landiolol
administration. Gene ontology analysis realized with the DAVID Database is reported in the table.
Significant biological processes (BP) and KEGG-pathway (KEGG) GO terms for up- and down-
regulated genes are indicated for CLP plus landiolol vs CLP groups in males and females. For all the
processes, the number of genes deregulated in males is much greater than in females and
significant biological processes were totally absent for females after landiolol infusion. N. of
genes = Number of genes; NS = not significant; @ = not found. (PPTX 51 kb)



Gene expression variation in:
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Figure 21 : La voie fl-adrénergique dans les cceurs méles et femelles apreés ligature et ponction
caecale (CLP) et landiolol (Lnd). Synthése de la régulation de I’expression du gene associée a la voie
B1-adrénergique chez les males (A) et les femelles (B) 20h apres induction du CLP (SAM 2 classes, 10
000 permutations avec FDR < 0.01 ou 0.05). A noter que le géne du réticulum sarcoplasmique SERCA3
n’a été perturbé pendant la CLP que chez les males, tout comme PP2, GRKS et les protéines contractiles
TUBAS et MYH7B aprés perfusion du Lnd.
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Gene expression variation in:
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Figure 22 : Voies de signalisation dans les cceurs miles et femelles apres ligature et ponction
caecale (CLP) et landiolol (Lnd). Synthése de la régulation de I’expression du géne associée a
différentes voies de signalisation (rectangles a gauche) chez les males (A) et les femelles (B) 20h apres
induction de CLP (SAM 2 classes, 10 000 permutations avec FDR < 0.01 ou 0.05). A noter que la
régulation de I’expression d’IL-10, TLR1, MYD88, TNFa-R1, PKCa, CASP3, AKT2, p21, BCL2 et
NF-kBI1 était différemment régulée aprés CLP selon le sexe ainsi que celle d’IL-10, FGF2, IL-6R, ITGB,
TNFa-R1, TC-PTP, PCLp, PP2A, STAT, AKT2, CASP3, p21, BCL2 et NF-kB1 apres perfusion de
Lnd. Ces dlfferences importantes contribuent a la dérégulation des processus biologiques illustrés a
droite sur la figure.
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2.3. Synthese de Particle 2

Dans cette analyse, nous avons remarqué que les processus biologiques n'étaient pas différents
entre males et femelles septiques mais que le nombre de génes dérégulés dans chacun de ces
processus était beaucoup plus important chez le male. Parmi ces processus, nous avons trouvé
une dérégulation positive des voies de l'immunité, de l'inflammation, de l'apoptose, du stress
oxydatif et du métabolisme. Inversement, les fonctions mitochondriales et cardiovasculaires, le
transport des ions et la différenciation cardiaque étaient fortement diminués. Le fait que le
nombre de génes dérégulés dans chacun de ces processus était plus important chez le male
corrobore le sepsis plus séveére qu'on avait observé. Apres traitement par le landiolol, excepté
les voies de lI'immunité qui sont potentialisées, 1'ensemble des processus cités ci-dessus est
inversé chez le male, ce qui confirme I'effet bénéfique du landiolol observé sur la fonction
cardiaque en IRM. Chez la femelle, seule une centaine de genes était dérégulée et nous n'avons
retrouvé aucun processus biologique associé a cette faible régulation. En conclusion,
l'utilisation des B-bloquants pendant le sepsis semble bénéfique pour traiter la dysfonction

cardiaque uniquement chez le male.

3. Etude 3

3.1. Contexte de I’étude 3

Différentes études, dont les notres, montrent que le sexe influence le pronostic et la survie dans
le sepsis et le choc septique par I’intermédiaire d’une modulation des réponses immunitaires et
cardiovasculaires. Cette modulation semble donc étre liée a I’action des hormones sexuelles,
avec un effet plutot délétére des hormones sexuelles masculines et un effet protecteur des
hormones sexuelles féminines sur la réponse immunitaire. Les hormones sexuelles influencent
¢galement la réponse cardiovasculaire, et un effet protecteur des hormones sexuelles féminines
a été mis en évidence dans des modeles de dysfonction myocardique inflammatoire tel qu’un
choc hémorragique ou une ischémie myocardique (Mahmood et al., 2012 ; Wang et al., 2006;
Zhu et al., 2009). Le role exact des hormones sexuelles lors de la dysfonction myocardique est
cependant encore mal compris et peu étudié. Nous avons choisi de poursuivre nos travaux dans
des rates adultes ovariectomisées (OVR), soumises a la CLP et traitées au landiolol. Dans cette
¢tude, la fonction cardiaque a été¢ évaluée par cinéIRM par nos collaborateurs et je me suis

particulierement intéressée a I'analyse moléculaire (QPCR, western, marqueurs sanguins).
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Cette troisieme ¢tude fait 1’objet d’un article, dans lequel je suis co-auteure, accepté pour

publication dans Scientific reports.
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ABSTRACT

Introduction: Although epidemiologic research has demonstrated significant differences in
incidence and outcomes of sepsis according to sex, their underlying biological mechanisms
are poorly understood. Here, we studied the influence of hormonal status by comparing in
vivo cardiac performances measured by MRI in non-ovariectomized and ovariectomized

septic female rats.

Methods: Control and ovariectomized rats were randomly allocated to the following groups:
sham, sepsis and sepsis plus landiolol. Sepsis was induced by caecum ligation and punction
(CLP). Landiolol, a short-acting selective f1-adrenergic blocker improving the in vivo cardiac
performance of septic male rats was perfused continuously after sepsis induction.. Cardiac
MRI was carried out 18 hours after induction of sepsis to assess in vivo cardiac function.
Capillary permeability was evaluated by Evans Blue administration and measurement of its
tissue extravasation. Variation in myocardial gene and protein expression was also assessed

by qPCR and western-blot in the left ventricular tissue.

Results: Sepsis reduced indexed stroke volume, cardiac index and indexed end-diastolic
volume compared to sham group in ovariectomized females whereas it had no effect in
control females. This was associated with an overexpression of JAK2 expression and STAT3
phosphorylation on Ser727 site, and an inhibition of the adrenergic pathways in OVR females.
Landiolol increased the indexed stroke volume by reversing the indexed end-diastolic volume
reduction after sepsis in ovariectomized females, while it decreased indexed stroke volume
and cardiac index in control. This was supported by an overexpression of genes involved in
calcium influx in OVR females while an inactivation of the 3-adrenergic and a calcium efflux

pathway was observed in control females.
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Conclusions: Sepsis decreased in vivo cardiac performances in ovariectomized females but
not in control females, presumably associated with a more pronounced inflammation,
inhibition of the adrenergic pathway and calcium efflux defects. Administration of landiolol
prevents this cardiac dysfunction in ovariectomized females with a probable activation of
calcium influx, while it has deleterious effects in control females in which calcium efflux

pathways were down-regulated.

Key words: Septic shock; septic cardiopathy; ovariectomy; beta-blocker; landiolol
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INTRODUCTION

Epidemiological studies have shown that both incidence and outcome of sepsis differ
according to sex, with a protective effect of female (1-3, 5, 6). Interestingly, this difference

of outcome was not found in old patients, which suggests an influence of hormonal status (2).

This influence is exerted in particular at the cardiovascular level. In a murine model of sepsis
induced by cecal ligation and punction (CLP), Chen et al. have previously described a sex
dimorphism of the septic cardiac dysfunction (7). Our team showed in vivo that female sex

was protective for cardiac dysfunction using a model of rat undergoing CLP (8).

Hence, there is an overall accumulation of clues suggesting a crucial role of the hormonal
status in the control of sepsis-related cardiovascular dysfunction, as it is in other experimental
models of cardiovascular dysfunction like trauma-hemorrhage and myocardial ischemia-
reperfusion (9, 10). This prompted us to investigate the effect of ovariectomy on the

cardiovascular response to sepsis.

In our previous study, we evaluated the influence of sex on the response to a promising
treatment in sepsis, the landiolol, a short-acting selective [l-adrenergic blocker.
Administration of landiolol improved the in vivo cardiac performance of septic male rats,

whereas deleterious effects were found in female rats (8).

We thus compared in vivo cardiac performances measured by MRI in control and
ovariectomized septic female rats, treated by landiolol. Capillary permeability was also
evaluated by Evans Blue administration and measurement of its tissue extravasation. Finally,

cardiac gene and protein expression was investigated in the left ventricular tissue.

METHODS
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Animals and surgical procedures

Female Wistar rats (8-9-week-old, Charles River, Saint-Germain sur 1’ Arbresle, France) were
housed for a 5-7-day acclimatization period in a temperature and light controlled room with
free access to water and food. All animal procedures were conducted in accordance with the
National Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals in conformity with the 2010/63
EU directive and with the approval of the Institutional Animal Care Committee of Aix-
Marseille University (APAFIS number 17814-2019012215408140). Bilateral ovariectomy
procedure is reported in the supplemental data. Anaesthetic and CLP procedures were

performed as previously described (8).

Experimental Protocol

Figure 1 summarizes the experimental protocol. Ovariectomized (OVR) and control female
rats were randomized to undergo a control laparotomy or the induction of sepsis by caecum
ligation and punction (CLP). A delay of 3 to 4 weeks after the ovariectomy was respected.
One hour after CLP, they were again randomized to receive landiolol (AOP Orphan, Vienna,
Austria) diluted in n-saline and infused at 0.1mg/kg/min or n-saline (0.8 mL/kg/hr). The
infusion volume was similar in all groups. Six groups were assessed: sham (n=7), sepsis
(n=8), sepsis plus landiolol (n=7), OVR-sham (n=7), OVR-sepsis (n= 6), and OVR-sepsis
plus landiolol (n= 7). Eighteen hours after CLP, female rats were anesthetized using 1.8-2%
isoflurane. The caudal ventral artery was cannulated (24-gauge catheter) for blood pressure
recording (TruWave pressure; Edwards Lifesciences, Irvine, CA). Systolic blood pressure
(SBP), diastolic blood pressure (DBP), mean blood pressure (MBP) and heart rate (HR) were
recorded at H18. Body weight variations between HO and H18 were measured. Cardiac MRI
was performed 18 hours after CLP to assess the in vivo cardiac function (cine-MRI).
Immediately after cardiac MRI, 2 mL/kg of 4% Evans Blue (EB) solution were injected to

female rats. After 30 min, lungs were removed for subsequent measurement of EB tissue



101

102

103

104
105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

concentration, and hearts were frozen for subsequent quantification of gene and protein
expression. The number of rats used for each part of the protocol are detailed in the

supplemental data (Supplementary Figure 1).

HO H1 H18
sham || 7 , NaCl 0,9% 0,8mL/100g/h :MRI
I |
::r::l‘e’i [ sepsis | 7] cp [] 1 Nacl0,9% 0,8mL/100g/h | MRI

Landiolol 0,1 mg/kg/min
NaCl 0,9% 0,8mL/100g

NaCl0,9% 0,8mL/100g/h | MRI H:>

(andioal ] | 2

OVR-sham [ Ovariectomy % I

NacCl 0,9% 0,8mL/100g/h

Fe(r)n\:es [OVR-sepsisJ’ Ovariectomy % CLP

OVR-sepsis 5 B | Landiolol 0,1 mg/kg/min |
+Landiolol ‘ Ovariectomy % CLP | NaCl 0,9% 0,8mL/100g/h MRI
v

v

Figure 1: Experimental protocol. OVR: Bilateral ovariectomy CLP: Caecum ligation and punction.
Bolus: NaCl 0,9% 1mL/100g/h in 30 minutes. MRI: Magnetic Resonance Imaging. EB: Injection of

80mg/kg of Evans Blue

MRI Assessment of In Vivo Cardiac Function

MRI was performed 18 hours after CLP, immediately after arterial cannulation. During MRI,
inhalation anaesthesia was maintained with 1.5-2% isoflurane in 1.5 L/min oxygen
continuously delivered through a face mask as previously described(8). Details are provided

in the supplemental data.

End-diastolic volume (EDV), end-systolic volume (ESV), stroke volume (SV), left ventricle
ejection fraction (LVEF), left ventricular mass (LVM), mean wall thicknesses in diastole and

systole, and systolic wall thickening (WTn) were calculated from the volume measurements,

as previously described (11). Cardiac output (CO) was calculated as CO = HR x SV. EDV
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(indexed EDV (EDVi)), ESV (indexed ESV (ESVi)), SV (indexed SV (SVi)), and CI were
indexed to weight. Image analyses were performed using a home-made program running in

IDL environment.

In vivo assessment of vascular permeability

Immediately after cardiac MRI, 2 mL/kg of 4% EB solution was injected to female rats,
corresponding to a dose of 80 mg/kg of EB. This was calculated so that all injected EB is
bound to albumin (12). Female rats were maintained 30 minutes under anaesthesia to insure a
distribution of EB to the vascular system. At 30 min, female rats were euthanized by 100
mg/kg of phenobarbital. Medial laparotomy was then performed, and the abdominal aorta was
severed just below the renal arteries. Twenty millilitres of phosphate buffered saline at 4°C
were injected in the jugular vein to wash the blood and remaining EB from the vascular

system. After bilateral thoracotomy cranial pulmonary lobe were removed for analysis.

Removed tissues were incubated 48 hours at 55°C with 4 mL/g of wet tissue of formamide, in
order to extract the EB from the tissue. The EB/formamide mixtures were then centrifuged for
15 min at 4000 rpm. Supernatant was collected and absorbance at 610 nm was measured.

Extravasated EB concentration per mg tissue was calculated.

Plasma samples

Blood samples were collected through the jugular vein before CLP and through arterial
catheter after cardiac-MRI but before EB injection, centrifuged (2,000 g, 12 min, 4°C), and

the resulting plasma aliquoted and stored at —80°C until biochemical analysis.

RNA Extraction and Quantitative Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

Hearts, removed immediately after euthanasia, were dissected, frozen and stored at —80°C

until analyses. Total RNA was isolated from the left ventricles and qPCR experiments were
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performed as previously described (13). Primers used for trancripts detection are listed in

supplemental table 1.

Protein Extraction and Western-blot assay

Lysates were prepared from frozen LVs with Precellys lysing kit (Bertin Technologies) in
lysis buffer (1% Triton X-100, 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 25 mM NaF, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, 10 uM ZnCl2, 1 mM sodium orthovanadate) containing 4% protease inhibitor
cocktail (Sigma-Aldrich). After centrifugation (14 000 rpm, 4 °C, 30 minutes), lysates were
collected and quantified with Q-Bit protein assay (Thermo). Protein extracts were denatured
in SDS loading buffer supplemented with DTT. For each sample, 50 pg total protein was
separated by NUPAGE® Bis-Tris gels (4-12%) (Invitrogen) electrophoresis and transferred to
nitrocellulose membrane using the iBlot2® gel transfer system (Life Technologies).
Membranes were blocked in 5% skim milk dissolved in Tris-buffered saline (TBS) then
incubated overnight at 4 °C in TBS with 5% BSA with antibodies: Jak2 (3230, 1/500),
phosphorylated-Stat3 (Tyr705) (9145, 1/2000) and phosphorylated-Stat3 (Ser727) (9134,
1/500) and actin (4968, 1/1000) (all from Cell Signaling). The blots were washed then
incubated with HRP-conjugated secondary antibodies. The protein bands were detected using
the enhanced chemiluminescence reagent (ECL Prime Western Blotting System, Cytiva) and
visualized using the iBright CL750 Imaging System (Thermo). Signal analysis was performed

with Image] software (NIH, Bethesda, MD, USA).

Statistical Analyses

Data are expressed as means + SEM. After statistical evaluation, the number of rats required
was 6 per group to show a 30% increase in SV by landiolol with a power of 80% and an alpha

risk of 5%. Significant differences between groups were determined using two-way analysis
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of variance followed by Sidak post hoc testing with GraphPad Prism software (GraphPad

Prism 7.03, La Jolla, CA). A p value of less than 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

General effect of ovariectomy

OVR females had an increased weight gain compared to control (p<0.001 for sham groups;
p<0.05 for sepsis groups and p<0.01 for sepsis plus landiolol groups) (Table 1). Body

temperature and hemodynamic variables were similar in all groups.

After weight indexing, cardiac variables assessed by MRI were unchanged between OVR and
control females (Figure 2). There were no differences of left ventricular mass between OVR

and control females of corresponding groups.

No significant differences were found in EB concentrations in lung tissue between OVR and
control females of corresponding groups. There were no differences in lactate and

procalcitonin plasma concentrations as well (Table 2).

Effects of sepsis on cardiac function in OVR females

Sepsis did not affect the weigh, respiratory rate and body temperature at H18. In control
females, hemodynamic variables were similar after the sepsis procedure. In OVR females,

sepsis decreased systolic blood pressure (p<0.05), as compared with sham (Table 1).

Sepsis did not affect the cardiac performances in control females; no differences in cardiac

index (CI), indexed stroke volume (SVi), and indexed end diastolic volume (EDVi) were



186 Table 1: Physiological and hemodynamic parameters 18 hrs after CLP

Measured Control OVR
parameters
sepsis + sepsis +
sham sepsis Landiolol sham sepsis Landiolol
(n=6) (n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6)
11.2+ 11.6 + 123+
Age (weeks) 0.4 0.9 11.7+1.2 1.4 122+1 122+1.2
Initial weight 183 +
(8) 16 196420 203+18 191+17 185+26 198+26
A weight post- 96@? + 4
OVR (g) 38+12  42+12 48 +£29 16 81+ 11 99 + 28
A weight post-
CLP (g) 11+£8 16+5 19+8 19+7 20+ 5 10+4
RR
(cycles/min) 50+3 56+ 8 53+£9 55+ 12 56+ 12 61 +13
Temperature 359+ 356 + 358+ 35.1+
(°O) 0.4 0.4 345+1.4 0.4 0.5 355+1.3

SBP (mmHg) 126+6 11343  92+16" 126412 94+12"°  102+25

DBP (mmHg) 90+9 77 £ 17 59+18 84+9 68+5 69 £ 21

MBP (mmHg) 102+6 89+12  70+17  98+9 77+7 80 + 21

389 +
HR (bpm/min) 37 397+24  358+31 382+25 389+52  357+38
187  Age: age at the time of CLP; A weight post-OVR: weight difference between OVR and CLP

188  procedures; A weight post-CLP: weight difference between CLP and 18 hours after; RR:
189  Respiratory rate. SBP: Systolic blood pressure; DBP: Diastolic blood pressure; MBP: Mean
190  blood pressure; HR: Heart rate. Data are expressed as means + SD.
191 T p<0.05; " p<0.01; ™" p<0.001 vs control of corresponding group.

192 *p<0.05; ** p<0.01 vs control sham and vs OVR-sham, respectively.
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Figure 2: Left ventricular cardiac parameters assessed by MRI of sham (n=6), sepsis
(n=5), sepsis plus landiolol (n=5), OVR-sham (n=6), OVR-sepsis (n=6) and OVR-sepsis plus
landiolol (n=6). A: Indexed stroke volume (SVi). B: Cardiac index (CI). C: Indexed end-
diastolic volume (EDVi). Data are expressed as means + SEM

*A*%p<0.0001 vs sham and vs OVR-sham, respectively

§ §§ 88§88
p<0.05; p<0.01; p<0.0001 vs sepsis and OVR-sepsis, respectively

" p<0.001; 7 p<0.0001 vs control of corresponding group

reported, as compared with sham. In contrast, in OVR females, sepsis decreased the CI by

52% (p<0.0001) and SVi by 53% (p<0.0001), reflecting the global performance of the heart.

This change did not affect the cardiac systolic function, as there was no significant difference

in left ventricular ejection fraction (LVEF), but the diastolic function: EDVi was decreased by
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43% (p<0.0001), as compared with sham (Figure 2). Of note, sepsis did not affect left

ventricular mass in both control and OVR females.

Table 2: Biological parameters 18 hrs after CLP

Biological Control OVR
parameter
sepsis + sepsis +
sham sepsis Landiolol sham sepsis Landiol
(n=5) (n=5) (n=4) (n=6) (n=6) ol (n=5)
Evans Blue

(ng/mg tissue) 59 +41 92 +£22 108 + 61 37 +£28 125+67 90+50

Lactate 173 =

(ng/nl) 74 £ 35 145 + 66 111 £70 79 £ 44 191 £ 83 92
Procalcitonin

(pg/nl) 14+ 10 20+ 12 41 £ 26 20+22 48 + 38 39+ 24

Evans Blue: Evans Blue tissue concentration in pulmonary right cranial lobe; Lactate:
Lactate plasma concentrations; Procalcitonin: Procalcitonin plasma concentration. Data are

expressed as means + SD.

In control females, sepsis did not increase EB tissue concentration, as compared with sham.
Similarly, in OVR females, sepsis did not increase EB concentration in lung tissues, as
compared with sham (p=0.054). No significant differences were found in lactate and

procalcitonin plasma concentrations after sepsis between control and OVR females (Table 2).

In order to identify transcriptional changes associated with ovariectomy in sepsis-induced
cardiac dysfunction, we analysed by qPCR the expression in the left ventricle of genes
encoding signalling proteins known for their role in cardiac and immune functions. In both

control and OVR females, sepsis increased the myocardial expression of genes encoding
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protein associated to inflammation, interleukin-6 (IL-6), IL-10 and IL-18, to cell cycle and

survival, Janus Kinase 2 (JAK2) and signal transducer and activator of transcription 3

(STAT3) (Table 3 and supplemental Table 2). Regarding pro-apoptotic genes, sepsis

increased mitogen activated protein kinase 14 (MAPK14) in OVR females and tumor necrosis

factor- a (TNF-a) in control females (Table 3 and supplemental Table 2).

Table 3: Gene expression variation after sepsis

Effect of
: ; Effect of sepsis landiolol Effect of
Biological Gene P . X sepsis + landiolol
processes 1n SEpsis
Control OVR | Control OVR | Control OVR
JAK2 A A = = A 2
STAT3 A A = = A 7
Pro-inflam- IL-1b 2 - _ 2 2 2
matory
molecules IL-6 A A = = 2 A
IL-18 A A = = A y
TNF-a 7| = = = 7| =
Anti-inflam-
matory IL-10 7 A = = A 2
molecules
Apoptosis MAPK 14 = A = = = =
CREM A A = N = =
Adrenergic ADRAIA - N - - = =
signalling PLCB4 = N = = = =
pathway GRKS5 - 2 - - 2 -
AKAP6 N N = = \J =
SLC8A1 \ = = = = =
ATP2B2 = N = Norm. N =
RYR2 = = = A = =
Calcium
. . RYR3 = = = A = =
signalling
SERCA2 = = = = \I =
SERCA3 N N Norm. = = =
CACNAIC = = = A = =

10
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PLN = = - oA 0 = =

Contractile TUBA-8 N N = i = N =

apparatus MyH7B = | N = i = = i =

A: upregulated; N: downregulated; =: not-regulated; Norm: Normalization. Effect of sepsis:
sepsis vs sham. Effect of landiolol in sepsis: sepsis + landiolol vs sepsis. Effect of sepsis +
landiolol: sepsis + landiolol vs sham

We then checked that JAK2 protein and transcript expression were correlated and looked at
the phosphorylation level of STAT3 at its two phosphorylation sites Tyr705 and Ser727 by
Western-Blot. The increase in JAK2 protein during sepsis was significant only in OVR

females (Figure 3). Regarding STAT3 phosphorylation, both groups showed an increase at the

Tyr705 site during sepsis while only OVR females showed a significant phosphorylation at

the Ser727 site (Figure 3).
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Figure 3: Left ventricular JAK2 expression and STAT3 phosphorylation assessed by
western-blot in sham (n=5), sepsis (n=4), sepsis plus landiolol (n=4), OVR-sham (n=5),
OVR-sepsis (n=5) and OVR-sepsis plus landiolol (n=4). A: JAK2 expression. B: STAT3-
Tyr705 phosphorylation. C: The phosphorylation of STAT3 and the expression of JAK2 were
normalized to actin on stripped blot. D: STAT3-Ser727 phosphorylation.

*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p<0.0001 vs sham and vs OVR-sham, respectively

§
p<0.05 vs OVR-sepsis
" p<0.01; 7" p<0.0001 vs control of corresponding group

Regarding transcripts of the adrenergic pathway, sepsis decreased the a-adrenergic receptor
(a-AR) and phospholipase C beta 4 (PLCB4) expression and increased G protein-coupled
receptor kinase 5 (GRKSY) that inhibits adrenergic pathways, only in OVR females (Table 3
and supplemental Table 2). In addition, sepsis acted differently on genes involved in
excitation/contraction coupling. Thus, A-Kinase Anchoring Protein 6 (AKAP6), which binds
to the regulatory subunit of protein kinase A (PKA), and tubulin alpha 8 (TUBAS) were
decreased in both control and OVR females; however, the inhibition of the 3-adrenergic/PKA
pathway was potentiated by the increase of GRKS in OVR females, in which the myosin
heavy chain 7B (MYH7B) contractile protein was also decreased. Regarding relaxation,
sepsis reduced the ATPase Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca®" Transporting 3
(SERCA3) expression in both groups and decreased solute carrier family 8-member 1
(SLC8A1) transcript expression, the Na’/Ca>" exchanger, in control female and the ATPase
plasma membrane Ca”" transporting protein (ATB2B2) expression in OVR female (Figure 4

and Table 3).
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265 Figure 4: Transcripts regulation by sepsis and landiolol of the adrenergic and excitation/contraction

266 coupling pathways. A: In control females. B: In OVR females.
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In red: up-regulated, green: down-regulated and grey: not regulated transcripts in sepsis vs
sham: left part of symbol, in sepsistlandiolol vs sepsis: right part of symbol; * in

sepsis+landiolol vs sham.

Effects of landiolol on cardiac function OVR females

Both in control and OVR females, landiolol administration after sepsis did not affect

physiological variables (Table 1).

Heart rate (HR) was lowered during landiolol administration in control and OVR females,
although the difference did not reach a significant level. In control females, landiolol
administered after sepsis decreased systolic blood pressure and mean blood pressure by 27%
and 30% respectively (p<0.01), as compared with sham. In contrast, landiolol administration

after sepsis did not affect blood pressure in OVR females (Table 1).

In control females, after sepsis, landiolol decreased the cardiac global performances: CI and
SVi were decreased by 44% (p<0.0001) and 37% (p<0.01) respectively. Conversely, in OVR
females, after sepsis, landiolol improved the impaired diastolic function and the cardiac global
performances as EDVi was increased by 33% (p<0.01) and SVi by 51% (p<0.05) (Figure 2).

Landiolol did not affect LVEF and LVM in control and OVR females.

In control females, after sepsis, landiolol did not change EB lung tissue concentration. No
differences of EB lung tissue concentration were found between OVR-sepsis females and
OVR-sepsis plus landiolol females. There were no differences in lactate and procalcitonin
plasma concentration between OVR-sepsis females and OVR-sepsis plus landiolol females

(Table 2).

Regarding transcripts regulation, landiolol up-regulated the transcript of IL-1b in OVR

females and potentiated the sepsis-induced increase of TNFa. (Table 3).
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Landiolol significantly increased JAK2 protein expression in control females, as compared
with sham, while this expression decreased in OVR females being no longer different from
sham. While STAT3 phosphorylation at Tyr705 remained high in both groups in the presence
of landiolol, the potentiation of phosphorylation at Ser727 site was noted only in OVR
females. The phosphorylation status at this site was higher, as compared with control females

(Figure 3).

Regarding excitation/contraction coupling, landiolol increased the expression of GRKS and
maintained the decrease of AKAP6 that could contribute to the inhibition of the
adrenergic/PKA pathways in control females and reversed the sepsis-induced elevation of
cAMP Responsive Element Modulator (CREM) expression only in OVR females. Moreover,
in OVR females, landiolol increased the expression of Calcium Voltage-Gated Channel
Subunit Alphal C (CACNAI1C), Ryanodine Receptor 2 (RYR2) and 3 (RYR3), enhancing
calcium entry into the cardiomyocytes in OVR females. At the level of relaxation, in control
females, landiolol restored SERCA3 but decreased SERCA2 and ATP2B2 expression, which
could contribute to Ca®" efflux inhibition, whereas the Na"/Ca*" exchanger remained down-
regulated. Conversely, in OVR females, landiolol did not affect the expression of SERCA2,

Na'/Ca®" exchanger but increased the expression of ATP2B2 (Figure 4 and Table 3).
Mortality rates

There were no deaths in the sham control or OVR females before the end of the protocol. In
control females, the mortality rate was 12,5% (1 animal) after sepsis and 42,8% (3 animals) in
sepsis + landiolol group. In OVR females, this mortality rate was 0% after sepsis and 14,3%
in the OVR sepsis + landiolol group. There was no statistically significant difference between

the groups.
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DISCUSSION

There is increasing evidence that sex, and particularly female hormones, affects the response
to sepsis (2, 4, 14). However, the mechanisms of this phenomenon remained to be
demonstrated. To our knowledge, we provide the first study comparing cardiac performances
in OVR and control female septic rats. A major point of our approach is the assessment of
cardiac function using MRI, thereby providing an in vivo evaluation of cardiac function that
includes heart-vessels interactions. Our results highlight disparities between control and OVR
female rats. No impairment of cardiac performances after sepsis was observed in control
females whereas in OVR females, sepsis decreased SVi and CI related to an EDVi
diminution.

Different mechanisms may explain this effect. The alteration in cardiac performance
(decrease in SVi and CI) in septic OVR females was associated with a decrease in EDVi
without effect on LVEF, DBP and MBP. This suggests a left ventricular diastolic dysfunction
with a defect of filling during the diastole, while the venous return and the myocardial
contractility were preserved. In our previous study (8), we showed that this effect was
obtained in males, at variance with females.

Other experimental models have found improved survival in female mice after CLP
compared to males (10, 14). This is in accordance with our present data in control females: in
OVR septic females, the hemodynamic profile seemed to be close to that of septic males.

This suggests a protective effect of female hormones in sepsis, especially at the
cardiovascular level. Female hormones have a protective effect on cardiac functions and
cardiovascular response during major inflammation (4). Experimental administration of 17-f-
cestradiol improved functional recovery after ischemia-reperfusion in rats (9). In an
endotoxin-induced sepsis model, administration of 17-B-cestradiol mitigated septic cardiac

dysfunction (15). Different mechanisms could explain the protective effect of female

16



340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

hormones in sepsis; an immunomodulatory effect of oestrogens has been reported in various
models (16). As these works have focus on oestrogens effects, our model, however, removes
all ovarian hormones. Therefore, the measured effects could be imputed either to oestrogens
or progesterone, or the combination of both. Further investigations are needed to determine
the role of each female hormone in the protective processes of the cardiac function in sepsis.
Short acting PB-blocker treatment may be a promising therapeutic approach in sepsis. Its
efficacy has been shown in male rats septic models (8, 17). Our study confirms these findings
in OVR females, since landiolol administration during sepsis improved SVi and CI with an
increase in EDVi. The present report suggests that the lack of effect of landiolol in females
was mediated by female hormones. Thus, landiolol improved cardiac performance in
conditions suggesting a reduced exposure to female hormones during sepsis.

In the second part of our study, we looked for the underlying mechanism of changes in
hemodynamic profiles. We previously identified, in a transcriptomic study, major differences
in sepsis-induced deregulation of gene expression in male and female rats and confirmed the
benefit of landiolol intake on cardiac function in male (13). Our current results highlight a
similar gene expression profile in OVR females to that found in males. In particular, septic
OVR females showed a more pronounced inflammatory and apoptotic profile, including the
JAK/STAT pathway. In addition, decreased expression of genes involved in the a- and B-
adrenergic pathways, as well as in Ca>" efflux, could explain the decreased blood pressure and
diastolic dysfunction observed in OVR females. In these animals, landiolol improved cardiac
performances, which was supported by the restoration of JAK2 expression, and the
overexpression of genes responsible for Ca®” influx in cardiac cells. Conversely, the
deleterious effect of landiolol in control females may be explained by the overexpression of
JAK?2, associated with a decreased expression of genes involved in Ca®" efflux and p-

adrenergic regulation. These results are in line with findings on the human cardiopathy during
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sepsis (18). In septic rat, dysregulation of genes involved in a-adrenergic, f-adrenergic and
Ca®™ cycling pathway was associated with reduced survival (19). These transcriptomic
regulations reduce the L-type calcium current (20) and increase the cytosolic calcium that lead
to failure of diastolic relaxation, and decrease the calcium concentration in the sarcoplasmic
reticulum, which affect systolic contraction as previously described in septic cardiomyopathy
(21).

In contrast to previous studies (8, 22), we did not show any significant decrease in HR during
treatment with landiolol, regardless of hormonal status. This lack of difference may be
explained by a relatively low number of analysed rats, which probably was a drawback for
statistical correlations. Another possible explanation could be a sub-optimal dosage of
landiolol. This, however, seems unlikely since we used the same dosage as that previously
used to obtain a decrease in HR (8).

During sepsis, there are structural and functional changes in the endothelium responsible for
endothelial dysfunction and microcirculation disorders (23, 24), resulting in higher
permeability and oedema. Estradiol administration in male rats and in OVR females has been
shown to improve intestinal microcirculation during sepsis (25). However, we found no
significant differences in EB lung tissue concentration between the various groups, although
there was a trend toward an increased permeability in OVR females. Further investigations
are needed to define the effects of female hormones on pulmonary endothelium and
microcirculation during sepsis.

Our study has several limitations. Our experimental model of sepsis, CLP, is considered as the
reference method (26), but the main drawback of this method is its lack of reproducibility (27,
28). We attempted to reproduce the experimental conditions obtained in our previous study.
However, we reduced the vascular filling performed during the 18 hours after CLP, to better

mimic the initial phase of human septic shock. This could have result in differences in the

18



390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413
414

severity of sepsis compare to our previous work, and partially explain the differences we found in
genes expression in control females rats following CLP and landiolol, compare to our
previous study. This also resulted in an increased mortality in our septic animals.
Nevertheless, we found deleterious consequences and more impaired cardiac performance in
the rats assessed in the group with the highest mortality (sepsis plus landiolol females).
Another limitation was that our study did not assess the baseline response to landiolol.
Landiolol is hydrolysed to an inactivate metabolite by esterases, which activities are higher in
female rats than in male rats (29). Whether this activity can be affected by OVR is unknown.
Response to general anesthesia may also be sex-mediated (30), and therefore affected by
OVR. Finally, the plasma concentrations of female sex hormones are likely to vary depending

on oestrus cycle in females, and this cycle was not considered during sepsis.

CONCLUSIONS

Our model confirms that cardiac function was more impaired in septic OVR females, as
compared with control females, suggesting a protective effect of female hormones on septic
cardiac dysfunction. This difference in cardiac performances was associated with a more
pronounced activation of inflammation pathways and inhibition of adrenergic pathways in
OVR females. Landiolol, while it produced deleterious effects in control females, prevented
cardiac dysfunction in OVR females due to an improvement in diastolic function, thereby
mimicking its known effect in males. This was supported by an overexpression of genes
involved in the Ca*" influx in OVR females while an inactivation of the p-adrenergic and the
Ca”" efflux pathways was observed in control females. Interactions between sex hormones
and B-blocker deserve further investigations on larger series to better understand the cellular

mechanisms leading to a protective effect in sepsis.
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Supplemental data

Bilateral ovariectomy procedure

The surgery was performed under general anesthesia combining an inhalated anesthesia with
halogenated gas (isoflurane) and morphine (buprenorphine 0.05 mg/kg, sub-cutaneous). After
induction with isoflurane 5% in an induction chamber, anesthesia was maintain using a facial
mask. The rats were kept in spontaneous ventilation using 2% isoflurane combined with 1.5L
/min of oxygen. The depth of the anesthesia was checked by the disappearance of the leg
withdrawal reflex. The rats were placed on a hot plate for the duration of the surgery to

prevent hypothermia.

After mowing and skin disinfection, a 2 cm transverse skin incision was made on the animal's
back, just below the rib cage. After dissection of the subcutaneous tissue, a small muscle
incision was made on each side of the midline, approximately 0.5 cm from the latter. The
peri-ovarian fat was then identified and carefully exteriorized outside the abdominal cavity.
The ovary and oviduct were located within the fat. For control procedures, the ovaries were
simply replaced in the abdominal cavity. For bilateral ovariectomy procedures, a ligature was
performed at the level of the oviduct and the 2 ovaries were removed. The uterus and the
remaining part of the oviduct were then replaced in the abdominal cavity and the closure was
done by suturing the muscular planes and then the skin. Perioperative rehydration by injection

of 1 ml of 0.9% NaCl subcutaneously was performed at the end of the intervention.

MRI Assessment of In Vivo Cardiac Function

Cardiac MRI was performed 18 hours after the induction of sepsis, immediately after
placement of the arterial catheter. The images were acquired on a Bruker Biospec Avance 4.7
T / 30 system (equipped with a horizontal magnet of 4.7 Tesla) with the exception of one

animal for which the images were acquired on a Bruker Pharmascan 7 system .0 T / 16 (fitted



with a 7.0 Tesla horizontal magnet). The rat was placed in a prone position on a surface probe
allowing the reception of radio frequency signals and was then placed into the magnet. A
volume proton resonator (60 mm in diameter and 80 mm in homogeneous length) was used as
a homogeneous source of excitation radio frequency. During images acquisition, anesthesia
was maintain with isoflurane combined with 1.5 L / min of oxygen, via a facial mask, at
concentrations between 1.8 and 2% allowing the maintenance of spontaneous ventilation. A
heating blanket was placed over the animal to prevent hypothermia. The electrocardiogram
(ECG) was monitored by two electrodes placed subcutaneously, and the respiratory rate was
monitored by a ventral balloon. The servo control of magnetic resonance acquisition by the
ECG and respiration was carried out using a synchronization unit from the company Rapid

Biomedical and the Acq Knowledge interface.

The cine-MRI sequence was used to acquire the short-axis and long-axis orientation sections
2 chambers and 4 chambers (FLASH, Field Of View 4 x 4 cm2, cutting thickness 2 mm, size
of the matrix 128 x 128, repetition time TR = 5.1 ms, echo time TE = 1.2 ms, approximately

45 phases per cardiac cycle). Images acquisition was synchronized with the ECG.

Image processing was carried out using post-processing tools developed in the laboratory
operating in the IDL environment (Interactive Data Language, Excelis, United States) without
having knowledge of the groups to which the animals belonged. The determination of the left
ventricular volumes used the ellipsoid model; where the left ventricle is assimilated to an
ellipsoid of revolution. The endocardial and epicardial areas were drawn manually on the
images of the strict minor axis section and the ventricular length on the strict 4-chamber major

axis section; in systole and diastole.

Biochemical analyses in plasma
Plasma lactate concentration was measured using the Lactate assay kit II (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) and plasma procalcitonin concentration was determined using the PCT



BioAssay™ ELISA Kit (US Biological, Salem, MA, USA) according to the manufacturer’s

instructions.

Total number of animals used : n =51

Protocol development: n = 10 rats

- 1 post-OVR suture release

- 3 jugular vein catheterism failures
- 3 arterial catheterism failures

- 1 haemorrhage

- 2 infusion problems

A 4

Number of rats included: n =41

- Deaths before MRI: n = 3 rats
- 2 Control sepsis + landiolol
- 1 Control sepsis

\ 4

Exclusions: n = 4 rats

- 2 shears of venous catheter
- 1 wrong positioning of venous catheter
- 1 hypothermia on heating blanket dysfunction

MRI : n =34
Deaths before H18: n = 2 rats
> - 1 control sepsis + landiolol
- 1 OVR sepsis + landiolol
Exclusions: n = 2 rats
- 2 MRI dysfunction resulting in prolonged
anesthesia
v
EB : n=30

Supplemental figure 1: Flow-Chart. EB: Evans Blue experiments
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Supplemental figure 2: Sepsis-induced gene expression variation in selected signalling
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group, the right part to that in the sepsis + landiolol group. Red color represents upregulated
gene; Green color, down-regulated gene; and Grey color, not regulated gene. On the right part
of the figure, biological processes impacted by the deregulated genes are indicated.




Supplemental Table 1: qPCR

Non OVR OVR

Sham CLP CLP + landiolol Sham CLP CLP + landiolol

(n=5) (n=4) (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)
Pro-inflammatory Molecules
IL-6 15.7+0.2 45+1.1"" 40+18"" 15.8+0.3 40+08"" 3.0+ 1.2
TNFA 9.8+0.3 8.1+1.2" 7.1+£09™ 8.8+0.3 77402 75+13
TNFRSF26 6.8+0.6 6.2+0.3 6.0+0.6 6.6+0.5 6.4+0.4 59+0.7
JAK2 43405 3.0+08" 24+03™ 39405 1940177 22405
STAT3 1.9+ 0.6 1.0+£04" 0.7+04™ 1.6 +0.4 0.1+02"""7 0.5+04"
IL-1B 77+1.1 51+12™ 44+05"" 6.8+0.7 5.6+0.6 41+1279
IL-18 7.6+03 58+0.1"" 55403 68+05"" 5702 53+03""
AKT2 23405 2.8+04 2.8+0.5 2.1+03 2.6+0.1 24+02
PPP2ACA 0.6+0.2 1.0+1.2 0.6+0.6 03+0.3 0.1+0.4 0.1+0.3
NFKB1 4.1+04 3.9+04 3.8+0.2 3.8+02 3.940.1 3.6+04
Anti-inflammatory Molecules
IL-10 13.4+ 1.4 9.1+0.5"" 9.5+08"" 129+ 0.4 92+0.6"" 9.1+0.8""
Apoptosis
BCL2 50+0.6 55+0.9 52404 4.6£05 51+03 47+0.6
CREM 33£05 22+0.6" 29+0.6 37402 22404 31+06
MAPK14 33405 32403 3.4+0.4 3.0+ 0.4 20+03"7"7 26+05"
Adrenegic Pathway
ADRAIA 32+0.7 3.8+0.6 3.9+08 28403 4.0+04 3.6+0.7
PLCB4 22+0.5 26+0.3 26+03 21+04 32+02" 26+0.5
PRKACA 0.6+0.5 1.5+1.2 1.4+0.7 03+04 1.3+0.3 0.8+04
GRK5 43407 37403 34+04" 35405 2601777 32403
ADCY9 48+0.6 51+0.6 52+0.5 45£05 51+0.2 50+03
Calcium Signaling
AKAP6 20£05 29+05" 29+0.6" 20£03 3.0+02" 23+0.7
ITPR1 4.0+0.6 3.7+0.6 3.7+04 3403 3.5+0.8 3.8+0.3
SLC8A1 1.6+ 0.4 29+13" 28+ 1.1 1.6+0.3 2.5+0.7 2303
ATP2B2 6.2+0.9 74+04 81+07" 7.0+1.3 8.7+0.4" 71+08"
RYR2 03+03 01403 03+0.6 20.5+023 0.1+05 0.9+03% 777
RYR3 46+03 45+03 4.0+0.5 41402 42+03 35+04
SERCA2 43+04 3.940.5 29415 4403 4403 49+03""
SERCA3 73402 8306 75+03° 71405 7.9+0.17 72+04
CACNA1C 2.6+0.6 28405 3.0+0.5 22403 28405 20+03" 77
PLN 28403 24404 22409 31403 2.6+02 34204577
Contractil Apparatus
TUBAS 12 £0.5 3.0+1.6" 3.1+0.7 14+0.7 29+04" 22409
MYH7B 46+0.3 49+1.1 54+0.5 46+0.3 6.0+04"" 55+0.8

Supplemental Table 1: Effects of CLP and landiolol on expression levels of different genes
after 18 hours. Data are expressed as average delta cycle threshold (deltaCT) and RPL32 is
the housekeeping gene; the lower the deltaCT value, higher the expression. Data are
expressed as means + standard error (SD).

fp < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 vs. sham Non OVR and vs. sham OVR respectively;
$p < 0.05 vs. CLP female;

"p < 0.05 vs. Non OVR of the equivalent group.



Supplemental Table 2 : Primers

Gene Forward Reverse
RPL32 TGTCCTCTAAGAACCGAAAAGCC CGTTGGGATTGGTGACTCTGA
TUBAS TATACGGTGGGCAAGGAGAG CCCACCAAAACTGTGGAAGA
MYH7B GCAGGACCTAGTGGACAAGC GCTCCTCAGCGTCGTCTAAC
AKAPG GCCGAGAAACAGCTCCAATA ACCTCAGAATGGAGGCCACT
TNFA ACCACGCTCTTCTGTCTACTG CTTGGTGGTTTGCTACGAC
IL-1B CTGTGACTCGTGGGATGATG GGGATTTTGTCGTTGCTTGT
IL-18 CAAAAGAAACCCGCCTGTGT TCACAGCCAGTCCTCTTACTTCAC
JAK?2 CAAAGTCTTGCCACAGGACA CCAAAGCTCCACACATCTGA
IL-6 AGCCAGAGTCATTCAGAGCA AGAGCATTGGAAGTTGGGGT
IL-10 | CCTTACTGCAGGACTTTAAGGGTTA TTTCTGGGCCATGGTTCTCT
NPR3 CTCCAAACAGTCACCCTGC GCAAAGCCAGAACGTAGAG
AKT2 AGCATCGGTTCTTCCTCAGC GCGGTGAATTCATCATCAAA
BCL2 TGAACCGGCATCTGCACAC CGTCTTCAGAGACAGCCAGGAG
PPP2CA GTTGGTGTCCAGAGCTCACC CAGCTTGGTTACCACAACGA
NFKBI ATGACCTGGACGACTCTTGG GGCTCATATGGTTTCCCATT
ADRAIA CGAGTCTACGTAGTAGCC GTCTTGGCAGCTTTCTTC
PLCB4 AGCTGAAGCTCTCCCATGAC CCCGTTCTGCCTTATTCTTG
CREM AGTCCCCAGCAACTAGCAGA TCTTCTTCCTGCGACACTCC
ITPRI TCGATATCATCACAGCCCTC GATGGCCAGGAGTAGCTTTG
PRKACA TCTTCGCTGACCAGCCTATC CGAAGCAGGTCCTTCAAGTC
GRKS AAGAGGCACCCCTTCTTCAG CTATGTCCAGCACATCCTTG
SLCBA1 TTGTCGCTCTTGGAACCTCA TTGCTTCCGGTGACATTGC
ATP2B2 GCATCTTCATAGGCCTGGGA CTTCTGTGTTAGCCGCCCT
STAT3 TTCGGAAAGTATTGTCGCCC AATGGTATTGCTGCAGGTCG
TNFRSF26 TGGAGATGTGCCATGATTGC TGCTTGGAGTCACACACAGT
MAFPK14 GCCCAGATGCCGAAGATG CCAGCATCTTTTCCAGCAGG
ADCY? TCACACATCACCTCCGAGTT GTTACAGTAGTGCACGACGG
RYR2 GCTGAACTATTTTGCTCGCAAC CCACAGAAGAAGTGGAGACCT
RYR3 TGAGCCGGATATGAAGTGTG CCAGCGGGATCTTCAATTTC
SERCAZ | ATTGTTCGAAGTCTGCCTTCTGTGG | CATAGGTTGATCCAGTTATGGTAAA
SERCA3 GTATGACGCTGAGGGACCAC GGAAGCGTGACTCAAAGACC
CACNAIC TTGACAATGTTCTGGCAGCC TCTGGCCACCCCTCGA
PLN

TACCTTACTCGCTCGGCTATC

CAGAAGCATCACAATGATGCAG
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Supplemental Figure 3: Western blot assay for phosphorylated STAT3 and JAK2.

Blot photos after incubation with antibodies specific for STA3 STAT3-P-Tyr705 (A),
STAT3-P-Ser727 (B) and JAK2 (C). Before hybridization, membranes were cut according to
the molecular weights of the tested proteins at the points indicated by the arrows. The samples
marked with an asterisk are those used to illustrate Figure 3.Sepsis 3 sample was different
from all other samples in the sepsis group and was excluded from the statistical analysis.

Lnd: Landiolol; OVR: Ovariectomized.



3.3. Synthese de article 3

Des IRM réalisées 18h apres la CLP ont montré que le sepsis diminuait le SVi, I’index
cardiaque (CI) et ’EDVi comparé au groupe Sham chez les femelles OVR alors qu’il n'avait
pas d'effet chez les femelles controles. Cet effet était associé a une sur-expression de la protéine
JAK?2 et de la forme phosphorylée de STAT3 sur le site Ser727. On observait ¢galement une
inhibition des transcrits des voies adrénergiques. Le landiolol augmentait le SVi en inversant la
réduction d’EDVi suite au sepsis chez les femelles OVR, alors qu'il diminuait le SVi et le CI
chez les femelles contrdles. Ceci était corrélé a une restauration d’expression de la protéine
JAK2, une sur-expression des genes impliqués dans l'influx calcique chez les femelles OVR
alors qu'une sur-expression de la protéines JAK2, une inactivation de la voie B-adrénergique et
de la voie d'efflux du calcium était observée chez les contrdles. En conclusion, le sepsis diminue
les performances cardiaques chez les femelles OVR en induisant plus d'inflammation, en
inhibant les voies adrénergiques et en dérégulant les flux calciques. Le landiolol prévient cette
dysfonction cardiaque chez les femelles OVR, probablement en diminuant I’inflammation,
activant l'influx de calcium, alors qu'il a un effet délétere chez les femelles contrdles chez qui

l'efflux de calcium est diminué et I’inflammation augmentée.

4. Discussion

4.1. Intérét du modéele de rat CLP

La ligature et ponction caecale (CLP) chez le rat est considérée comme un mod¢le standard
pour 1'é¢tude des septicémies. L’évolution et la gravité du sepsis chez les animaux sont bien
corrélées avec ce qui se passe chez I'homme (Dejager et al., 2011). Le principal inconvénient
de cette méthode est son manque de reproductibilité. Ainsi, I’intensité du sepsis et la mortalité
peuvent varier selon la taille de 1’aiguille utilisée, le nombre de ponctions, la pression exercée
sur le caecum, la distance de caecum ligaturé et les thérapeutiques instaurées (remplissage
vasculaire, antibiotiques, catécholamines) (Otero-Antén et al., 2001). Nous avons utilisé les
mémes conditions expérimentales pour induire la CLP dans nos trois études afin de reproduire
la méme intensité de sepsis. Cependant, dans 1’é¢tude 3, nous avons choisi de diminuer le
remplissage vasculaire, effectué pendant les 18h suivant le sepsis, afin qu'il soit plus proche des
thérapeutiques effectuées lors du choc septique chez I'homme. Ceci a eu pour conséquence

d’augmenter la mortalité liée au sepsis chez nos animaux. Ceci pourrait expliquer la différence

136



d’expression de certains génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires comme TNF-q,

IL-1B, IL-6 et IL-18 chez les femelles septiques entre les études 1 et 3.

4.2. Statut des hormones sexuelles femelles et dysfonction

myocardique septique : modulation de la réponse immunitaire

Nous avons vu que la dysfonction cardiaque induite par la CLP était moins prononcée chez les
femelles que chez les males et que chez les femelles OVR. Ces résultats suggereraient que les
hormones sexuelles femelles ont des effets protecteurs sur la dysfonction myocardique
septique. En revanche, le sexe masculin ne montre pas ces effets protecteurs. Ces résultats sont
en accord avec les observations cliniques chez les femmes septiques qui montraient un meilleur
taux de survie que les hommes (Schrdder et al., 1998). Cet effet protecteur a également été
retrouvé chez la souris femelle septique aprés CLP (Diodato et al., 2001 ; Zellweger et al.,
1997). Par ailleurs, il a ét¢ montré que les hormones sexuelles femelles possédent un effet
protecteur sur la fonction myocardique et la réponse cardiovasculaire lors de phénomeénes
inflammatoires majeurs comme dans le cas de trauma-hémorragie, d’ischémie et de sepsis
(Angele et al., 2014). Egalement, I’administration de 17-p-cestradiol a montré une amélioration
de la dysfonction myocardique lors de la défaillance cardiaque aigué€ survenant dans 1’ischémie
cardiaque chez les rats males et chez les rats femelles OVR (Wang et al., 2006) ou le sepsis
endotoxémique chez la souris (Zhu et al., 2009). Dans ces mod¢les, des auteurs ont montré que
I’administration de 17-B-cestradiol diminuait la réponse inflammatoire avec une réduction de la
production des cytokines inflammatoires, TNF-a (Zhu et al., 2009) et IL-6, et de 1’activation
de p38 MAPK et de la Caspase-3 (Wang et al., 2006). Nos résultats montrent aussi que le sepsis
induit une réponse inflammatoire qui est moins prononcée chez les femelles que chez les males
en jouant sur plusieurs voies de signalisation (Figure 21, étude 2), et que chez les femelles

OVR sur la voie JAK/STAT (Figure 2 supplément, étude 3).

4.3. Statut des hormones sexuelles femelles et régulation de la voie

B-adrénergique au cours du sepsis

Le défaut de contractilité¢ cardiaque est une cause majeure de la cardiomyopathie septique
(Hobai et al., 2015) ; il est directement reli¢ a la voie adrénergique (Rudiger and Singer, 2007).
Dans le sepsis, la stimulation B-adrénergique augmente initialement la fréquence cardiaque et
la contractilité mais également les besoins du myocarde en oxygene, pouvant conduire, en cas

de déséquilibre entre apports et besoins, a une souffrance des cellules myocardiques. Lorsque
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les besoins en oxygene sont supérieurs aux apports, les cellules du myocarde risquent la mort
cellulaire. Pour prévenir ces dommages, les cellules myocardiques diminuent leurs besoins en
oxygeéne par une diminution des B-AR et par une dépression des voies de signalisation en aval
(Rudiger and Singer, 2007). Dans un mod¢le murin endotoxémique, la sensibilité des
cardiomyocytes a un -agoniste, 1'isoprotérénol, augmentait dans les 12 premiéres heures puis
diminuait a la 36°™ heure (Abi-Gerges et al., 1999). Le récepteur pl-adrénergique semblait
précocement externalisé puis internalisé avec réduction de sa densité membranaire. Dans notre
¢tude, l'expression du récepteur fl-adrénergique ne change pas au cours du sepsis ni apres
traitement au landiolol. Il faut noter que I’on regarde les effets du landiolol 18h apreés I'induction
septique, donc leur expression pourrait étre restaurée aprés une augmentation au début du

sepsis.

En regardant les cibles en aval de f1-AR, I’expression des genes de la voie f1-AR et de la voie
calcique était diminuée dans toutes les conditions septiques mais il semble que la dérégulation
dans ces voies était plus prononcée chez les males (Figure 20, étude 2) et les femelles OVR
(Figure 4, étude 3) que chez les femelles contrdles, ce qui pourrait expliquer les perturbations

cardiaques plus prononcées dans ces deux premiers groupes.

L’interaction entre les récepteurs aux cestrogenes et B-adrénergiques est également impliquée
dans la régulation de la contraction cardiaque en modulant I’expression des protéines agissant
sur le taux de calcium intracellulaire (Machuki et al., 2018). De plus, I’administration de 17-3-
cestradiol induit une diminution de I’expression des f1-AR chez les rates OVR lors d’une 1ésion

d'ischémie/reperfusion (Kam et al., 2004).

4.4. Statut des hormones sexuelles femelles sur Deffet des p-

bloquants dans le sepsis

Le traitement par B-bloquant constitue une approche thérapeutique prometteuse dans le sepsis.
Si son efficacité a été démontrée dans plusieurs modeles animaux septiques males (Tableau 1),
son effet chez les femelles reste inconnu. Ainsi, nos études ont montré pour la premiére fois,
'absence d’amélioration des performances cardiaques lors du traitement par le landiolol au
cours du sepsis chez les rates en age de procréer, et des effets délétéres ont méme été observés.
L’amélioration de la dysfonction myocardique aprés landiolol n’a été observée que chez les
males et les femelles OVR, suggérant que 1’effet bénéfique du landiolol est 1i¢ au sexe masculin,

en l'absence de traitement hormonal par des hormones sexuelles femelles, et que les hormones
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sexuelles femelles peuvent influencer l'efficacit¢é du B-bloquant a prévenir la dysfonction

myocardique.

Dans des modeles animaux septiques, I'amélioration de la fonction cardiaque apres le traitement
par B-bloquant est associée a une diminution de la réponse inflammatoire (Kimmoun et al.,
2015 ; Wang et al., 2015). En plus, une activation de la voie adrénergique a été observée avec
I’augmentation de 1’expression de la protéine f1-AR (Suzuki et al., 2005), et du transcrit de -
AR (Kimmoun et al., 2015). Dans nos études, la perfusion du landiolol au cours de sepsis a
¢galement diminu¢ la réponse inflammatoire (Figure 22, étude 2), a activé la voie adrénergique
chez les males (Figure 21, étude 2) et a activé l'influx de calcium chez les femelles OVR (Figure
4, étude 3). Ces résultats peuvent expliquer 1’amélioration des performances cardiaques chez
les males et les femelles OVR aprés le traitement par landiolol. En revanche, ’effet délétere
observé chez les femelles apres landiolol semblait lié & une augmentation de la réponse
inflammatoire : augmentation du ratio AKT-phosphorylé/AKT (étude 1), de JAK2 (étude 3) et

inactivation de la voie adrénergique et de 1’efflux calcique (Figure 4, étude 3).

5. Conclusion

Ainsi, nos travaux ont montré que le landiolol améliore la dysfonction myocardique chez les
males septiques en régulant négativement les voies de la réponse inflammatoire et de
I’apoptose, en régulant positivement la voie f1-adrénergique et en augmentant l'expression des
genes de 'influx calcique. En revanche, le landiolol a induit des effets délétéres chez les
femelles en activant I’inflammation, en inhibant la voie Bl-adrénergique et en diminuant les

genes de I'efflux calcique.

La protection de la dysfonction myocardique chez les femelles lors du sepsis est probablement
liée aux hormones sexuelles femelles, qui interagissent avec les B-AR en régulant la voie
adrénergique et I’inflammation, en particulier la voie JAK/STAT. En revanche, elles peuvent

influencer 1'efficacité du B-bloquant a prévenir la dysfonction myocardique.

Il apparait qu’une attention particuliére doit étre apportée aux différences de réponse
hémodynamique en fonction du statut hormonal des femmes au cours du sepsis. Le choix des
patientes candidates a I’utilisation d’un traitement -bloquant devrait ainsi tenir compte de ce

statut hormonal.
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Développement d’un modele in vitro pour

I’étude de la myocardite immuno-induite

1. Contexte

La myocardite immuno-induite par les immunothérapies anticancéreuses reste rare (moins de
2% des patients traités) mais posséde un taux de mortalité¢ d'environ 40%. Les mécanismes
responsables de cette myocardite sont a ce jour trés mal connus. L’IFN-y, cytokine pro-
inflammatoire sécrétée par les lymphocytes T infiltrant le tissu cardiaque lors de cette réaction
immunitaire inappropriée, semble associée a la physiopathologie de cette myocardite. A ce jour,
le role de I’'TFN-y sur I’activité des cellules cardiaques est difficile a établir d’aprées la littérature
car les résultats sont contradictoires. De plus, ce n'est que récemment avec l'arrivée du modele
de cellules souches pluripotentes humaines induites (hiPSC) différenciables en cellules
cardiaques, que nous disposons de cellules en culture pour étudier ces effets. Les hiPSC
apportent également l'opportunité d'un modele cellulaire humain spécifique d'une pathologie
car il peut étre produit a partir des cellules des patients pour en étudier les mécanismes

physiopathologiques.

Dans ces travaux, nous avons choisi d’étudier I’impact de I'IFN-y sur les dérégulations
transcriptionnelles de 2 types cellulaires cardiaques dérivés des hiPSC, les cardiomyocytes
(hiPSC-CM) et les cellules endothéliales (hiPSC-CE). Nous disposons de clones hiPSC
provenant d’une personne saine, de patients porteurs de mélanome ayant déclarés une
myocardite induite par I'immunothérapie (anti-PD-1 et anti-CTLA-4) et de patients porteurs de

mélanome n'ayant pas déclaré de myocardite aprés immunothérapie.

Nos objectifs étaient 1/ de documenter les effets transcriptionels régulés par I’IFN-y sur notre
modele cellulaire ; 2/ de comparer les réponses des hiPSC-CM et des hiPSC-CE a la stimulation
par I'IFN-y ; 3/ de rechercher une réponse a I'IFN-y spécifique des cellules provenant des

patients ayant déclaré¢ une myocardite.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Obtention et maintenance des hiPSC

La génération des clones hiPSC a été réalisée par la plateforme de cellules souches du MMG,
campus Timone (MaCS, Marseille). Les hiPSC sont maintenues dans du mTeSR™1 (85850,
STEMCELL™ Technologies) sur des plaques recouvertes de Matrigel (354277, Corning) et
passées tous les 5 a 7 jours en utilisant du Versene (15040-066, Gibco, Thermo Fisher
Scientific). Toutes les cultures ont été testées une fois par mois pour les mycoplasmes en

utilisant le kit MycoAlert Plus (Lonza).

La pluripotence des hiPSC a été évaluée par cytométrie en flux afin d’identifier le pourcentage
de cellules positives avec les marqueurs intracellulaires : Oct3/4, Sox2 et Nanog en utilisant le
kit d’analyse du facteur de transcription des cellules souches pluripotentes humaines (560589,
BD Biosciences). Les cellules ont été analysées avec le cytométre BD LSRFortessa™ X-20

(BD Biosciences). L’analyse des données a été effectuée avec FlowJo v7.6.

2.2. Différenciation des hiPSC en cardiomyocytes

Les hiPSC ont été dissociées avec StemPro Accutase (A1110501, Gibco) a 37 °C pendant 7
min, puis ensemencées sur des plaques 6 puits recouvertes de Matrigel a 2 a 2.5 millions de
cellules vivantes dans du milieu mTeSR™1 supplémenté en RevitaCell™ (A2644501, Gibco,
Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) (jour -2). Apres 24h, le milieu a été remplacé par
milieu mTeSR™] sans RevitaCell (jour -1). Au jour 0, les cellules doivent atteindre plus de
95% de confluence avant de commencer le protocole de différenciation en utilisant le kit
« STEMdiff™ Cardiomyocyte Differentiation and Maintenance » (05010, STEMCELL™
Technologies) selon les instructions du fournisseur. Des battements spontanés ont été observés
aprés 8 jours. Apres 15 jours, une purification mécanique a été réalisée pour retirer les zones

non différenciées.

La purification mécanique des hiPSC-CM a été remplacée par une purification métabolique.
Les cardiomyocytes a jour 13 ont été cultivés dans du milien RPMI 1640 sans glucose
supplémenté en lactate 4 mM (L4263, Sigma-Aldrich) et Hespes 25 mM (Thermo Fisher
Scientific) pendant 5 jours. Les cardiomyocytes sont capables de consommer le lactate pour

vivre, au contraire des cellules non-cardiomyocytes.

141



2.3. Différenciation des hiPSC en cellules endothéliales

Les hiPSC ont été dissociées, puis ensemencées sur des plaques 6 puits recouvertes de Matrigel
a 750 000 cellules vivantes dans du milieu mTeSR™1 supplémenté en RevitaCell (jour -1). Au
jour O et au jour 1, le milieu a été remplacé par du milieu « STEMdiff™ Mesoderm Induction
Medium » (05221, STEMCELL™ Technologies) pour induire la différenciation en cellule du
mésoderme. Au jour 2, le milieu a été remplacé par du milieu STEMdiff™ APEL additionné
de 50 ng/ml de VEGF-165 humain recombinant et 10 M/ml de SB431542 (05270, 78073,
72234, STEMCELL™ Technologies) pour la spécification en cellule endothéliale. Le milieu a
¢été changé tous les 2 jours. Au jour 11, les cellules CD317 ont été purifiées en utilisant le kit
CD31 MicroBead (130-091-935, Miltenyi Biotec) selon les instructions du fournisseur. Les
hiPSC-CE purifiées ont été cultivées dans du milieu MV2 (C-22022, Promocell) auquel ont été

ajoutés 25 ng/ml de VEGF-165 humain recombinant.

2.4. Ensemencement des cellules et traitement a ’IFN-y

Les hiPSC-CM au jour 20 de différenciation ont été dissociées, puis ensemencées dans des
plaques 24 puits recouvertes de Matrigel (750 000 cellules/puits). Les cardiomyocytes a jour
25-30 ont été traités pendant 48h ou 72h avec I'IFN-y 10 ng/ml (130-096-484, Miltenyi Biotec)

dilué dans du milieu maintenance.

Les hiPSC-CE ont été ensemencées dans des plaques 24 puits recouvertes de gélatine a 0.1%
(200 000 cellules/puits) dans du milieu de croissance de cellules endothéliales MV2
(PromoCell). Le lendemain, les cellules ont été traitées pendant 48h ou 72h avec I'IFN-y 10
ng/ml dilué dans du MV2. Les traitements par IFN-y ont été effectués sur des hiPSC-CE a P3.

2.5. Immunomarquage pour les marqueurs des hiPSC-CM et

hiPSC-CE

Les hiPSC-CM au jour 20 ont été dissociés, étalés sur des lames de labtek 8 chambres (Sarstedt)
recouvertes de Matrigel et laissées adhérer pendant 5 jours. Les cellules ont été fixées avec du
paraformaldéhyde a 4% (Electron Microscopy Services) dans du DPBS pendant 15 min a
température ambiante (TA), perméabilisées avec 0.2% de Triton-X100 (Sigma-Aldrich) dans
du DPBS pendant 15 min a TA, bloquées dans de I’albumine de sérum bovin a 2% (BSA,
Sigma-Aldrich) dans du DPBS pendant 60 min a TA, et incubées avec des anticorps primaires :
TNNT2 (monoclonal mouse IgGl, Thermo Fisher Scientific, MA5-12960, 1/200), SMA
(monoclonal mouse IgG2a, Thermo Scientific, 14-9760-82, 1/50), Vimentin (polyclonal rabbit
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IgG, PAS5-27231, Thermo Scientific, 1/500), Ki67 (polyclonal rabbit IgG, Thermo Fisher
Scientific, PA5-16785, 1/500), MLC2a (monoclonal mouse IgG2b, Synaptic Systems, 311011,
1/200), MLC2v (polyclonal rabbit IgG, Proteintech, 10906-1-AP, 1/200) dans une solution de
blocage pendant 3h a TA. Les cellules ont été lavées, puis colorées avec des anticorps
secondaires couplés au fluorochrome : Alexa 594 Goat anti-mouse IgG (Thermo Fisher
Scientific, A-11032, 1/1000), Alexa 488 Goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific, A-
11034, 1/10000) dans une solution de blocage pendant 1h a TA a I’obscurité. Les cellules ont
¢été lavées et montées avec Prolong Diamond Antifade Mountant with DAPI (Thermo Fisher

Scientific).

Les hiPSC-CE ont été dissociées, étalées sur des lames labtek 8 chambres recouvertes de
gélatine 0.1% dans du milieu MV2. De la méme maniére que pour les hiPSC-CM, aprés 2 jours,
les cellules ont été incubées avec des anticorps: VE-cadhérine (monoclonal mouse IgG,
Proteintech, 66804-1-Ig, 1/100), CD31 (polyclonal rabbit IgG, Proteintech, 11265-1-AP,
1/200), VWF (monoclonal mouse IgG1, Thermo Fisher Scientific, 1/100), Ki67 (polyclonal
rabbit IgG, Thermo Fisher Scientific, PA5-16785, 1/500).

Les images ont été acquises au microscope Zeiss Axio Observer, et analysées avec le logiciel

Zen blue.

2.6. Cytométrie en flux pour les marqueurs des hiPSC-CM et
hiPSC-CE

Pour évaluer I’efficacité de la différenciation, les hiPSC-CM ont été fixés et perméabilisés avec
un ensemble de tampons de fixation et de perméabilisation intracellulaires (Thermo Fisher
Scientific, 88-8824) et incubés avec les anticorps TNNT2, MLC2a, MLC2v avec des ratios
identiques a I’immunomarquage pendant lh a TA. Les isotypes contrdles suivants ont été
utilisés : IgG1 de souris (Thermo Fisher Scientific, MA1-10407), IgG de lapin (Thermo Fisher
Scientific, 02-6102), IgG2b de souris (Thermo Fisher Scientific, 14-4732-82). Les cellules ont
été lavées et incubées avec des anticorps secondaires couplés au fluorochrome 1/500 pendant
30 min : Alexa 488 Goat anti-mouse IgG1 (A-2121), Alexa 647 Goat anti-mouse 1gG2b (A-
21242), Alexa 647 Goat anti-rabbit IgG (A-21244), tous de chez Thermo Fisher Scientific.

Les hiPSC-CE ont été traitées de la méme maniere que les cardiomyocytes, mais incubées avec

les anticorps CD31 et VE-cadhérine, avec les mémes ratios que pour I’immunomarquage.
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Les cellules ont été analysées sur le cytometre BD LSR Fortessa X20 (BD Biosciences). Les

données ont été analysées avec FlowJo v7.6.

2.7. Extraction des ARNSs totaux

Nous avons suivi les instructions du protocole « RNeasy® Mini kit » (74104, QIAGEN). Aprés
I’ajout du tampon de lyse (RLT + B-mercaptoéthanol), nous avons ajouté une étape de broyage
avec des billes en verre VKOS et le broyeur Preycellys® Evolution (Precellys®). Le surnageant
(cellules broyées + tampon de lyse) a été récupéré, 400 pl de Trizol (Thermo Scientific) ont été
ajoutés suivi d’une incubation de 5 min a TA, puis 150 pl de chloroforme ont été ajoutés suivi
d’une centrifugation de 15 min a 4 °C. Le Trizol augmente 1’efficacité de la lyse cellulaire, et
le chloroforme isole les ARNs totaux présents dans le surnageant. Apres 1’élution des ARNs
totaux, nous les avons traités a la DNase (79254, QIAGEN) en suivant les instructions du

fournisseur.

La qualité des ARNs a été confirmée avec le bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies)
en utilisant les puces Agilent RNA 6000 Nano. Le RIN (RNA integrity number) variant de 8 a
10 indique une bonne intégrité des ARNs. Tous nos ARNSs étaient de bonne qualité (9.1 < RIN
< 10). La concentration des ARNs a été déterminée par absorbance a 260/280 nm sur un
NanoDrop (ND-1000, Thermo Scientific) et également par Qubit RNA HSA Assay Kit
(Q32852, Invitrogen).

2.8. Analyse transcriptomique
Principe générale des puces a ADN

Une puce a ADN est composée de puits contenant quelques centaines a plusieurs dizaines de
milliers d’unités d’hybridation appelées « sondes ». Ces sondes, présentes en exces au niveau
des dépots (spots), sont des fragments d’ADN, ou d’oligonucléotides, correspondant a des
séquences exoniques connues et répertoriées dans des bases de données telles que NCBI-
Entrez-nucleotide. L hybridation d’une population d’ARNm marquée par fluorescence sur une
puce, spécifique d’un échantillon biologique donné dans une condition donnée, permet de
détecter et de quantifier les variations de niveau d’expression des genes a I’échelle du génome.
Chaque puits de la puce peut étre hybridé avec des populations d’ARNm d’échantillons
différents, les variations de niveau d’expression peuvent donc étre comparées entre les

échantillons.

Lame de verre Agilent ©
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Trois puces SurePrint G3 Human Gene Expression v3 8x60K (Agilent Technologies®),
comportant chacune huit zones d’hybridation, ont été utilisées. Chaque zone comporte 629 976
dépots d’oligonucléotides (60 nucléotides) correspondant a 44 782 génes transcrits dont la

séquence est référencée dans la base de données Entrez-nucleotide du NCBI.
Protocole des puces a ADN

Principe général : pour réaliser le marquage, [’hybridation et 1’acquisition des données, nous

avons suivi le protocole « One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis » (V2 _24-
03-14) (Agilent Technologies®). L’expérience de microarray est basée sur le principe d’une

hybridation non-compétitive, tous les échantillons ont été marqués avec le méme fluorochrome.

Marquage, purification et quantification : une population d’ARN complémentaires (ARNCc)

marqués est synthétisée a partir des ARNs totaux extraits des échantillons. Une solution de
« Spike » a été ajoutée aux échantillons : mélange d’ARN de séquences connues, s’hybridant a
des dépdts précis présents sur les puces a ADN et servant de controle interne a chaque étape du
protocole. 200 ng d’ARN total ont été rétrotranscrits en ADN complémentaire (ADNCc), par
I’enzyme AffinityScript-RT (Agilent Technologies®). Une amplification des ARNc couplée
avec le marquage Cyanine 3 (Cy-3), a partir des ADNc, est faite grace a ’enzyme T7 RNA
polymérase (Agilent Technologies®). Apres une étape de purification sur colonne (RNeasy®
Mini Kit protocol), la concentration d’ARNc obtenue et le taux d’incorporation de cyanine ont

été quantifiés au NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer©).

Hybridation et acquisition des données : 600 ng d’ARNc ont été fragmentés puis utilisés pour

I’hybridation. Les échantillons, analysés en triplicat, ont été hybridés sur trois lames de verre.
Apres 17h d’incubation en rotation a 65 °C, les lames de verre ont été lavées, séchées puis
scannées sur un scanner « Agilent Microarray Scanner® ». La fluorescence a été mesurée apres
excitation a des longueurs d’onde allant de 550 & 610 nm. La visualisation et les intensités
mesurées ont été récupérées a 1’aide du logiciel « Feature Extraction® ». Les données brutes et
les rapports de qualité (QC reports), évaluant la qualit¢ du marquage, de I’hybridation et des

lavages par rapport au Spike, ont été enregistrés.

2.9. Analyse bioinformatique de I’étude transcriptomique
Normalisation des données brutes

La librairie « AgiND », développée pour le diagnostic et la normalisation des puces Agilent,

est chargée sur « R ». Cette normalisation diminue I’importance des variations artéfactuelles
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inter- et intra-puces, pour rendre similaires les distributions d’intensité¢ des puces et les
comparer. Les valeurs d’intensité sont transformées en log2, pour obtenir des données
symétriques et une distribution proche d’une loi normale puis normalisées par la méthode des

quantiles.
Analyse statistique des données normalisées

Les données normalisées ont été filtrées afin de supprimer les sondes controles nécessaires pour
valider 1’hybridation puis d’éliminer le bruit de fond. Seuls les génes exprimés au-dessus du
bruit de fond dans 100% des échantillons ont été conservés, soit 33 766 sondes pour les CM
et 31 687 sondes pour les CE. Le logiciel « TMeV » (Tigr MultiExperiment Viewer) a ensuite
été utilisé pour effectuer les tests SAM (significance analysis of microarray). Cette méthode
basée sur le test de Student permet d’identifier les génes différentiellement exprimés entre les
différents échantillons. Les p-valeurs empiriques ont été calculées apres 10 000 permutations.
Nous avons appliqué un false discovery rate (FDR) a 0%, 1% et 5%. Aprés chaque test SAM,
un clustering hiérarchique basé sur la corrélation de Pearson a été réalisé sur les échantillons et

sur les sondes.
Annotations fonctionnelles

L’analyse fonctionnelle a été réalisée avec 1’outils g:GOSt, disponible sur g:profiler
(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost), qui permet une interprétation biologique de listes de geénes
basée sur 1’utilisation de termes "GO" (Gene Ontology) ainsi que des voies "KEGG" (Kyoto
encyclopedia of genes and genomes). Un calcul d’enrichissement fonctionnel a été effectué
avec le test exact de Fisher puis une correction des tests multiples avec la méthode de
Benjamini-Hochberg permettant de sélectionner les termes et voies significatives (p > 0.05).
Une seconde analyse a été réalisée en utilisant la base de données KEGG afin de visualiser les
voies de signalisation dans lesquelles sont impliqués les génes différentiellement exprimés en
ne tenant compte que du nombre de génes identifiés. Cytoscape a été utilisé pour dessiner le
réseau de genes dans les voies de signalisation régulées par I’'TFN-y et par la cardiotoxicité

(http://www.cytoscape.org).

2.10. La PCR quantitative (q-PCR)

La synthése de I’ ADNCc est réalisée en utilisant I’enzyme « SuperScript® VILO™ Master Mix »
avec 1 pg d’ARN dans 20 pl de volume final selon les recommandations du fournisseur

(11755050, Thermo Fisher Scientific). La q-PCR est réalisée en utilisant le « Power SYBR®
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Green Master Mix » (4367659, Thermo Fisher Scientific) sur le systéme QuantStudio 6 Flex
(Applied Biosystems). Les séquences des amorces utilisées sont données dans le Tableau 4. La
normalisation des valeurs est effectuée par rapport au géne ribosomal protein L32 (RPL32) et

la valeur ACT est utilisé pour ’analyse statistique.

Genes Foward Reverse

PD-L1 CCTGCAGGGCATTCCAGA GTCCTTGGGAACCGTGACAG
HLA-B CTGGAGAACGGGAAGGACAA TCATGGTCAGAGATGGGGTG
HLA-DR CCGATCACCAATGTACCTCCA CGAAGCCACGTGACATTGAC
IL-1B CAGCTACGAATCTCCGACCAC GGCAGGGAACCAGCATCTTC
IL-1R TCCAGTCACTAATTTCCAGAAGC | CCTGTACCAAAGCACAATGTCAA
IL-6 GTCCTGATCCAGTTCCTGCA CAGGCTGGCATTTGTGGTTG
IL-18 CCAAGGAAATCGGCCTCTAT CCATACCTCTAGGCTGGCTATC
CXCL9 GGTGTTCTTTTCCTCTTGGG GATAGTCCCTTGGTTGGTG
CX3CL1 ACCACGGTGACGAAATG CTCCAAGATTGCGCGTTT
PTGS2 CAAATTGCTGGCAGGGTTG ATCTGCCTGCTCTGGTCAAT
EDN1 GGAACACCTAAGACAAACCAGG TTGCCTTTCAGCTTGGGATC
MDK AAGGAGTTTGGAGCCGAC CTTGGCGGACTTTGGTGC
THBS1 GACGGGTTTCATTAGAGTGG AACCCTAGTCTACCACCAG
NLRC5 GCTCTGGTAGGCTGTGGG ATCTGCAGCCTCCCCATT

NLRP3 ACTGCAAGCTTCATTAGAGTGG AACCCTAGTCTACCACCAG

GBP5 CTCGGAAAGGAATACAGGCTG GCCTGGTCAGTCTGTAAT
GBP6 AGTAAAGGCAAAAGAGGTCT GCTACTGCCTTCTCTCTATC
TLR2 CGGCGTTCTCTCAGGTGA GTCACTAAGAGCTCCTGGGA
TLR3 GTATTGCCTGGTTTGTTAATTGG AAGAGTTCAAAGGGGGCACT
TLR4 TACAAAATCCCCGACAACCTCC GCTGCCTAAATGCCTCAGGG
CASP1 TGCTGCTACAAAATCTGGGGT TCTGGAGACTGTCGTGCAAG

CASP3 TGGAAGCGAATCAATGGACTCT AACACCTTAACTACGCACTAC

CASP10 CCTCCCTAAGTTTCCTGGCA CTGTTCCTTCGGCTCAGCAT
FAS GAACACTGTGACCCTTGCAC GAAGACAAAGCCACCCCAAG
BCL2 GCCCTGTGGATGACTGAGTA GGCCGTACAGTTCCACAAAG
JAK1 CAGCCCTGTGTTTTGGTATGC TGACTCCAAAAGACCAGACGT
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JAK2 TGGACTGTATGTACTTCGATGCA TGACATTTTCTCGCTCGACAG
STATI1 GTTCAGTGAGAGCTCCCCG GCATGGAAGTCAGGTTCGC
STAT3 GAGGCGTCACTTTCACTTGG TTTGTGTATGGTTCC

IFNGR1 TGATCTCTGTGGTAAGAAGTGCT [TCACAGACCACCTCC

IFNGR2 ATCCAACAGGTCAAAGGCCC TGTGCCTGGACTTGTAAACAGT
MYHe CTGCGGCCCAGATTCTTCAG CCTTCTCTGACTTGCGGAGG
MYH?7 GAGTCGGTGAAGGGCATGAG GCTTGTCTACCAGGTCCTGC
CACNA1 | CGAAGTAGGTGGAGTTGACCAC GCAGGAGTACAAGAACTGTGAGC
RPL32 TTGTGAAGCCCAAGATCG CCGCCAGTTACGCTTAAT

Tableau 4 : Liste des primers.

2.11. Cytométrie en flux pour les marqueurs membranaires liés a

’immunomodulation des hiPSC-CM et hiPSC-CE

Apres le traitement a I’'IFN-y, les hiPSC-CM et les hiPSC-CE ont été dissociés et incubés avec
des anticorps directement conjugués a un fluorochrome : anti-MHC-I, anti-MHC-II et anti-PD-
L1 ou avec les isotypes contréles comme dans le Tableau 5. Les anticorps spécifiques des types
cellulaires (anti-TNNT2 et anti-CD31) ont été utilisés afin d’identifier respectivement les

hiPSC-CM et hiPSC-CE. Tous les anticorps proviennent de Miltenyi Biotec.

Anticorps Fluorochrome Référence
Anti-TNNT2 APC 130-120-403
Anti-CD31 VioBright 515 130-117-232
Anti-HLA-ABC (Anti-MHC-I) APC-Vio770 130-120-570
Anti-HLA-DR (Anti-MHC-II) VioGreen 130-111-948
CD274 (B7-H1) (Anti-PD-L1) PE-Vio615 130-122-817
REA Control (S) APC-Vio770 130-113-435

REA Control (S) VioGreen 130-113-444

REA Control (S) APC-Vio770 130-113-435

REA Control (I) APC 130-120-709

REA Control (S) VioBright 515 130-113-445

Tableau 5: Liste des anticorps utilisés pour I’évaluation de D’expression des protéines

membranaires liées 2 ’immunomodulation des hiPSC-CM et hiPSC-CE.
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2.12. Analyse des caractéristiques contractiles des cardiomyocytes

Apres la stimulation par I’'IFN-y, la contraction des hiPSC-CM a été enregistrée pendant 1 min
a 38 images/sec dans une chambre a 37°C, 5% CO», fabriquée par la plateforme d’imagerie de
I’IBDM pour le microscope Zeiss Axio. Le nombre de battements, les arythmies ainsi que les
caractéristiques contractiles des hiPSC-CM ont ét¢ mesurés en utilisant le plugin
« MUSCLEMOTION » sur Image J. Cet outil détermine les changements dynamiques de
I’intensité¢ des pixels entre les images pour une mesure relative du mouvement pendant la

contraction et la relaxation des hiPSC-CM (Figure 23).
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Figure 23 : Analyse des propriétés contractiles des hiPSC-CM. Profils représentatifs d’une
contraction régulicre (A) et d’arythmie (B) obtenus en utilisant I’outil « MUSCLEMOTION » d’Image
J. Chaque pic représente un battement. (C) Les principaux parameétres d’un battement analysés.

2.13. La prolifération des cellules endothéliales

Les hiPSC-CE ont été étalées sur des plaques 96 puits a 5 000 cellules/puits dans 100 pl du
milieu MV2. Aprés 48h de traitement a I’IFN-y, le milieu neuf supplémenté avec 10% de réactif
du kit Deep Blue Cell Viability™ (424701, Biolegend) a été changé pour chaque puits, suivis
d’une incubation a 37°C pendant 1h. La fluorescence a ét¢ mesurée sur le lecteur de plaques

VICTOR Nino (PerkinElmer) avec une excitation de 530 nm et une émission de 580 nm.
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2.14. Analyse statistique

Les différences significatives entre les groupes sont calculées en utilisant le test ANOVA a2
facteurs, suivi en cas de significativité, d’un test post-hoc de comparaisons multiples de Sidak,
a l’aide du logiciel Graphpad Prism (Graphpad Prism 9.0). Les valeurs sont exprimées en
moyenne + déviation standard (SD) comme indiqué sur chaque figure. Une valeur de p < 0.05

est considérée comme statistiquement significative.

3. Résultats

3.1. Mise en place du modéle in vitro de cellules pluripotentes

induites

3.1.1. hiPSC-CM (human induced Pluripotent Stem Cell-CardioMyocyte)

Nous utilisons les protocoles et les milieux développés par la sociét¢ "StemCell™
Technologies" pour différencier et maintenir les hiPSC-CM en culture (Figure 24). Les cultures
ont ét¢ purifié¢es mécaniquement afin d’éliminer les cellules non différenciées en
cardiomyocytes. Pour caractériser les hiPSC-CM obtenues, nous avons quantifi¢ le niveau
d’expression de la troponine T2 (TNNT2) et de deux isoformes de la chaine légere de la
myosine MLC2a et MLC2v par cytométrie. Les cultures sont composées de plus de 90% de
cellules TNNT2*, MLC2a" et d'environ 50% de cellules MLC2v" (Figure 25). Les images
d'immunomarquage montrent une morphologie plutot allongée et organisée en sarcoméres
exprimant les marqueurs spécifiques TNNT2, MLC2a, et MLC2v (Figure 25). La tres faible
proportion de cellules Ki67" (marqueur de prolifération) observée révéle que ces cellules ne

proliférent que trés peu, ce qui est en accord avec le degré de maturation attendu (Figure 25).

3.1.2. hiPSC-CE (human induced Pluripotent Stem Cell-Cellule
Endothéliale)

Nous avons également mis au point la différenciation des hiPSC en cellules endothéliales
(Figure 1). La culture a également été purifiée grace a des billes magnétiques afin d’éliminer
les cellules non différenciées en cellules endothéliales et la caractérisation a été réalisée par
cytométrie en quantifiant le niveau d’expression des marqueurs spécifiques des cellules

endothéliales : platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (CD31/PECAMI) et vascular
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endothelial cadherin (VE-cadhérine). Les cultures étaient composées de 90% de cellules CD317
et VE-cadhérine”™ (Figure 26). En immunomarquage, nous avons retrouvé l'expression de ces
marqueurs a la membrane, ainsi que celle du facteur de von Willebrand (vVWF) dans le
cytoplasme. Le fort taux de cellules Ki67* révéle que ces cellules sont majoritairement

prolifératives (Figure 26).
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Figure 24 : Différenciation et caractérisation des cellules souches pluripotentes humaines induites.
(A) Les hiPSC ont été générées sur la plateforme MaCS, leur morphologie ainsi que I'expression des
trois marqueurs spécifiques des hiPSC (Oct3/4, Sox2, et Nanog) ont été vérifiées selon le protocole
décrit dans le Matériel et Méthodes). (B) Etapes de la différenciation des hiPSC en hiPSC-CM (human
induced Pluripotent Stem Cell-CardioMyocyte) et hiPSC-CE (human induced Pluripotent Stem Cell-
Cellule Endothéliale). A gauche, image représentative de la morphologie des hiPSC-CM qui
présentaient des battements spontanés (21 bpm). A droite, image représentative de la morphologie des
hiPSC-CE au passage 3.

151



A TNNT2 Ki67 DAPI B

i
[

MLC2a MLC2v DAPI

: Sarcomere

Isotype Isotype 100

0,052% 0.00%|{1.73% i 025% 0,089% 0,128%]{0.180% | 53,1% % 80

| i [ o
LW 60 -
{ | 240 -

z S 2 &
= & ‘ = 3 ‘ 920 -
00,7% 0,232%|§2,22% 1 3,52% 90.8% 0,013%] {1,453 3 45.2% B 0 -

> TNNT MLC2a MLC2v
MLC2a

Figure 25 : Caractérisation des cardiomyocytes dérivés de cellules souches pluripotentes humaines
induites. (A) Immunomarquage montrant que la majorité des cellules expriment la troponine T2
(TNNT2), marqueur spécifique des sarcomeres des cardiomyocyte, et que peu de cellules expriment le
marqueur de prolifération Ki67. (B) Immunomarquage montrant la proportion de cardiomyocytes
exprimant deux isoformes de la chaine légere de la myosine, de type ventriculaire ou auriculaire
(MLC2v et MLC2a) (C) Caractérisation en cytométrie d'une culture représentative, montrant la présence

de 90% de cellules TNNT2" et MLC2a" et de 50% de cellules MLC2v" (n = 3 différenciations
indépendantes).
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Figure 26 : Caractérisation des cellules endothéliales dérivées de cellules souches pluripotentes
humaines induites. (A) Immunomarquages montrant que la majorité des cellules expriment platelet
endothelial cell adhesion molecule 1 (CD31/PECAMI), le facteur de von Willebrand (vWF). (B)
vascular endothelial cadherin (VE-Cadhérine) et Ki67. (C) Caractérisation en cytométrie d'une culture
représentative, montrant la présence de 90% de cellules CD31" et VE-Cadhérine” (n = 3 différenciations
indépendantes).

3.2. Identification des génes différentiellement exprimés et des voies
de signalisation associées dans les cellules cardiaques dérivées

d’hiPSC stimulées par PIFN-y

Ce travail a été réalisé par S. Conte que j'ai encadrée techniquement au cours de son stage de

M2 en 2020.

Pour cette étude, nous avons utilisé deux clones hiPSC : un dérivé d’une personne saine (PS)
et un établi a partir d'un patient porteur de mélanome ayant déclaré une myocardite apres
traitement par ICI (anti-PD-1/anti-CTLA-4) (PCC). Des hiPSC-CM et des hiPSC-CE ont été
générées et stimulées par 10 ng/ml d’IFN-y pendant 72h. La dose et la durée du traitement ont
¢été choisies afin de recréer une condition inflammatoire chronique in vitro comme décrit dans

la littérature (Cosper et al., 2012 ; Didi¢ et al., 2017 ; Grinnemo et al., 2019). De plus, cette
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dose d’IFN-y permet d'augmenter 1’expression de PD-L1 dans les cellules endothéliales

vasculaires de souris (EPPIHIMER et al., 2002).

Huit groupes d’échantillons (3 différenciations indépendantes) ont été comparés dans une
analyse transcriptomique par microarrays : 1) des hiPSC-CM dérivés du clone PS non stimulés
(PS-CM-Ctrl) et 2) stimulés par I'TFN-y (PS-CM-IFN) ; 3) des hiPSC-CE dérivées du clone PS
non stimulées (PS-CE-Ctrl) et 4) stimulées a I'IFN-y (PS-CE-IFN) ; 5) des hiPSC-CM dérivés
du clone PCC non stimulés (PCC-CM-Ctrl) et 6) stimulés a I'IFN-y (PCC-CM-IFN) ; 7) des
hiPSC-CE issues du PCC non stimulées (PCC-CE-Ctrl) et 8) stimulées a 'lFN-y (PCC-CE-
IFN) (Figure 27).
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Figure 27 : Plan expérimental ayant servi a générer les échantillons pour 1'analyse
transcriptomique. (A) Deux clones de cellules hiPSC ont été utilisés : un provenant d’une personne
saine (PS) et un provenant d’un patient porteur de mélanome ayant présenté une myocardite induite par
ICIs (anti-PD-1 et anti-CTLA-4) (PCC). A partir des clones de cellules hiPSC, 3 différenciations
indépendantes ont été réalisées pour produire les différents échantillons : hiPSC-CM et hiPSC-CE,
stimulées ou non par 10 ng/ml d’IFN-y pendant 72h. (B) Protocole du traitement des hiPSC différencié¢es
par 'IFN-y. Adapté du rapport de M2 de S. Conte.
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Deux tests SAM multi-classes ont été effectués, le premier afin de comparer les 12 échantillons
de hiPSC-CM entre eux, et le second pour comparer les 12 échantillons de hiPSC-CE entre eux.
Dans les hiPSC-CM, 789, 3 774 et 7 901 genes ont été identifiés différentiellement exprimés
entre les 12 échantillons avec des FDR appliqués a 0%, 1% et 5% respectivement (Tableau 1).
Dans les hiPSC-CE, 2 210, 6 788 et 11 341 genes ont été identifiés différentiellement exprimés
entre les 12 échantillons, avec des FDR appliqués a 0%, 1% et 5% respectivement (Tableau

1).

Nombre de sondes (Nombre de génes)

FDR
hiPSC-CM hiPSC-CE
0% 1029 (789) 2885 (2 210)
1% 4716 (3 774) 8 783 (6 788)
5% 10 043 (7 901) 15058 (11 341)

Tableau 6 : Nombre de sondes et génes différentiellement exprimés aprés les analyses SAM multi-
classes, dans les hiPSC-CM et dans les hiPSC-CE stimulés par ’IFN-y avec des FDR a 0%, 1% et
5%. Les hiPSC-CE montrent beaucoup plus de régulations apres stimulation a I’'IFN-y que les hiPSC-
CM, quel que soit le false discovery rate (FDR).

Pour chacune des analyses statistiques, un clustering hiérarchique a deux dimensions, basé sur
la corrélation de Pearson, a été effectué afin de regrouper d’une part les échantillons et, d’autre

part les sondes, pour les génes ayant le méme profil d’expression.

3.2.1. Genes différentiellement exprimés dans les hiPSC-CM

Quatre groupes d’échantillons ont ét¢ comparés : PS-CM-Ctrl ; PS-CM-IFN ; PCC-CM-Ctrl ;
PCC-CM-Ctrl. Le test SAM multi-class permet d’identifier 1 029 sondes représentant 789
genes différentiellement exprimés avec un FDR 0%. D’apres le clustering hiérarchique, tous
nos échantillons sont correctement classés, les 4 conditions sont distinguables (Figure 28).
Notons que les échantillons contrdles (PS-CM-Ctrl et PCC-CM-Ctrl) sont regroupés ensemble,
tout comme les échantillons stimulés (PS-CM-IFN et PCC-CM-IFN). Les sondes sont
organisées en 4 clusters, permettant d’observer 4 types de réponses des hiPSC-CM. Les clusters
1 et 3 regroupent respectivement 6 génes sous-exprimés et 255 génes sur-exprimés dans les
hiPSC-CM stimulés par I’'IFN-y (qu’ils proviennent de la PS ou du PCC). Les clusters 2 et 4
regroupent respectivement 257 geénes sur-exprimeés et 274 génes sous-exprimés dans les hiPSC-

CM provenant du PCC (qu’ils aient été ou non stimulés par I’'IFN-y) (Figure 28A).
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Figure 28 : Profils d’expression des genes dans les hiPSC-CM et hiPSC-CE stimulés par ’IFN-y.
Un clustering hiérarchique a été réalisé apres une analyse SAM multi-classes, 10 000 permutations avec
un FDR a 0% dans les hiPSC-CM (A) et dans les hiPSC-CE (B). Quatre clusters regroupent 4 groupes
de geénes : les genes sous-exprimés et les génes sur-exprimés par la stimulation a 'IFN-y (qu’ils
proviennent de la PS ou du PCC) ont été regroupés dans les clusters 1 et 3 des hiPSC-CM et dans les
clusters 1 et 4 des hiPSC-CE ; les génes sur-exprimés et les génes sous-exprimés provenant du PCC
(qu’ils aient été ou non stimulés par I’IFN-y) ont été regroupés respectivement dans les clusters 2 et 4
des hiPSC-CM et dans les clusters 2 et 3 des hiPSC-CE. Les principaux processus biologiques annotés
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Quatre groupes d’échantillons ont été¢ comparés : PS-CE-Ctrl ; PS-CE-IFN ; PCC-CE-Ctrl ;

PCC-CE-Ctrl. Le test SAM a permis d’identifier 2 885 sondes qui représentent 2 210 geénes
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différentiellement exprimés avec un FDR 0%. Les échantillons sont correctement classés, les 4
conditions analysées sont distinguables, et classés comme les hiPSC-CM : les échantillons
contrbles (PS-CE-Ctrl et PCC-CE-Ctrl) sont regroupés ensemble, et les échantillons stimulés
(PS-CE-IFN et PCC-CE-IFN) également (Figure 28B). Les sondes correspondant aux génes
différentiellement exprimés sont organisées en 4 clusters. Les clusters 1 et 4 regroupent
respectivement 269 geénes sous-exprimés et 698 genes sur-exprimés dans les hiPSC-CE
stimulées par ’IFN-y (qu’ils proviennent de la PS ou du PCC). Les clusters 2 et 3 regroupent
respectivement 519 génes sous-exprimés et 748 genes sur-exprimés dans les hiPSC-CE

provenant du PCC (qu’ils aient été ou non stimulées par ’IFN-y) (Figure 28B).

3.3.3. Identification des processus biologiques et voies de signalisation

Nous avons recherché les processus biologiques et les voies de signalisation associées aux
genes dérégulés par la stimulation a I’IFN-y d’une part, et par la cardiotoxicité d’autre part.
Tous les génes différentiellement exprimés dans les 2 analyses SAM multi-classes ont été
utilisés. Nous avons choisi un FDR de 0% pour ces deux analyses du fait du grand nombre de
geénes différentiellement exprimés dans cette condition et utilisé g:profiler afin d’annoter
fonctionnellement les différentes listes de génes. Les termes GO et les voies KEGG pour
lesquels un enrichissement a été retrouvé aprés avoir effectué un test de correction de

Benjamini-Hochberg avec un seuil < 0.05 ont été identifiés.

a) Annotations fonctionnelles dans les hiPSC-CM

Les genes différentiellement exprimés par la stimulation a I’IFN-y : on ne retrouve pour le

cluster 1 que le géne supperssor of cytokine signaling 2 (SOCS2) sous-exprimé suite a la
stimulation par ’IFN-y, associ¢ au terme GO JAK pathway signal transduction adaptor activity.
Les termes GO du cluster 3 représentent les génes sur-exprimés suite a la stimulation par I’IFN-
vy ; ils sont associés a de nombreux termes GO. Les génes sont principalement associés a la
réponse immunitaire (126 génes) et inflammatoire (30 geénes), la mort cellulaire (47 génes), la
régulation métabolique (51 genes) et la sécrétion (33 genes) (Figure 28A, Tableau 7). Plusieurs
voies KEGG ont été retrouvées comme NOD-like, Toll-like, NF-kB, JAK/STAT, ou encore la
présentation d’antigéne et la voie PD-1/PD-L1 (Tableau 7).

Les genes différentiellement exprimés dans le PCC comparé a la PS : le cluster 2, représentant

les genes sur-exprimés dans les hiPSC-CM provenant du PCC (qu’ils aient été ou non stimulées
par I’'TFN-y) est compos¢ de génes associés aux processus synaptiques, comme des génes codant

des échangeurs membranaires impliqués dans la régulation de la contraction musculaire (28
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geénes). Le cluster 4, représentant les genes sous-exprimés dans les hiPSC-CM provenant du
PCC (qu’ils aient été ou non stimulées par I'IFN-y), ne révele que le terme GO associé a
I’activité ribosomique avec 6 génes impliqués dans la régulation de la traduction des protéines

(Cytosolic ribosome) (Figure 28A, Tableau 8).
b) Annotations fonctionnelles dans les hiPSC-CE

Les genes différentiellement exprimés par la stimulation a I'IFN-y : les génes sous-exprimés

dans les hiPSC-CE par I’IFN-y sont impliqués dans la régulation du transport membranaire et
le complexe actine/myosine (cluster 1, 18 geénes) (Figure 28B, Tableau 7). Le cluster 4,
représentant les génes sur-exprimés par I’IFN-y est associé a de nombreux termes GO (Figure
28B, Tableau 7). Les genes sont principalement associés a la réponse immunitaire (210 genes),
la réponse inflammatoire (68 génes), la mort cellulaire (114 geénes), la sécrétion (82 genes). 11
est particulicrement intéressant de trouver également des geénes impliqués dans le
développement vasculaire (42 génes). De méme, de nombreuses voies de signalisation ont été
retrouvées comme NOD-like, Toll-like, NF-kB, JAK/STAT, ou encore la présentation
d’antigene et la voie PD-1/PD-L1 (Tableau 7).

Les genes différentiellement exprimés dans le PCC comparé a la PS : les génes du cluster 2 sur-
exprimés dans les hiPSC-CE provenant du PCC (qu’ils aient été ou non stimulées par I’TFN-y)
sont impliqués a I’adhésion cellulaire (70 geénes), la sécrétion (67 geénes), la réponse
inflammatoire (41 geénes) et I’apoptose (73 génes) (Figure 28B, Tableau 8). Les génes sous-
exprimés dans les hiPSC-CE provenant du PCC (qu’ils aient été ou non stimulées par I’TFN-y)
sont associées a la sécrétion (54 genes) et la jonction cellulaire (54 genes) (Figure 28B,

Tableau 8).

Number of gene P-value

ID Description CM CE CM CE

Down regulation
JAK pathway signal transduction adaptor

GO:0008269 activity 1 0 6.8 E-03 ND

GO0:0034762 regulation of transmembrane transport 0 18 ND 3.8E-02
G0:0098862 cluster of actin-based cell projections 0 7 ND 2.6 E-02

Up regulation

GO:0006955 immune repose 126 156 1.2 E-62 2.1 E-55
GO0:0045087 innate immune response 95 139 7.6 E-64 2.1 E-54
G0:0002250 adaptive immune response 41 65 7.7E-18 1.2 E-15
GO0:0034097 response to cytokine 91 149 9.6 E-52 6.3 E-52
GO0:0034341 response to interferon-gamma 49 67 7.5 E-51 2.5 E-50
G0O:0006954 inflammatory response 30 68 3.8 E-08 2.6 E-14
GO:0008219 cell death 47 114 0.9 E-04 7.1 E-08
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GO:0006915 apoptotic process

G0:0051246 regulation of protein metabolic process
G0:0046903 secretion

GO:0050663 cytokine secretion

GO:0008009 chemokine activity

G0O:0061702 inflammasome complex

GO:0010522 regulation of calcium ion transport into cytosol
GO0:0001944 vasculature development
KEGG:04612 Antigen processing and presentation
KEGG:05416 Viral myocarditis

KEGG:04514 Cell adhesion molecules (CAMs)

PD-L1 expression and PD-1 checkpoint
KEGG:05235 pathway in cancer

KEGG:04621 NOD-like receptor signaling pathway
KEGG:04060 Cytokine-cytokine receptor interaction
KEGG:04668 TNF signaling pathway

KEGG:04064 NF-kB B signaling pathway
KEGG:04620 Toll-like receptor signaling pathway
KEGG:04630JAK/STAT signaling pathway

—_
(98]

[e>RNOREN o)

104
127
82
37
13
5
10
42
28
19
22

0
33
33
22
15
11
17

9.2 E-05
0.2 E-02
0.5 E-02
2.0 E-08
0.3 E-02
1.1 E-04
9.2 E-05
ND
6.9 E-22
53 E-14
4.8 E-10

0.7 E-02
23 E-13
0.2 E-02
0.02
0.3 E-02
0.1 E-04
ND

5.8 E-08
1.5 E-05
5.2 E-05
1.7 E-13
1.37 E-07
4.5 E-04
0.8 E-02
0.2 E-02
3.1 E-20
2.0 E-12
2.4 E-07

ND
5.1 E-13
1.9 E-07
3.0 E-09
4.8 E-05

0.01
0.9 E-03

Tableau 7: Annotations fonctionnelles pour les génes différentiellement exprimés par la
stimulation a ’IFN-y dans les hiPSC-CM et hiPSC-CE. Les termes GO et les voies KEGG identifiés
dans g:profiler avec p < 0.05. GO : Gene Ontology, KEGG : Kyoto encyclopedia of genes and genomes,

ND : non disponible.

. Numbre of gene P-value
ID Description M CE M CE
Down regulation
G0:0022626 cytosolic ribosome 6 9 1.7 E-02 1.2 E-02
G0:0046903 secretion 0 54 ND 3.0 E-02
G0:0030054 cell junction 0 40 ND 3.4 E-02
Up regulation
GO0:0045202 synapse 28 0 1.0 E-02 ND
GO:0002684 positive regulation of immune system 0 50 ND 21 B-02
process

G0:0034097 response to cytokine 0 57 ND 2.7 E-03
G0:0006954 inflammatory response 0 41 ND 2.9 E-03
GO:0007155 cell adhesion 0 70 ND 1.8 E-04
G0:0046903 secretion 0 67 ND 1.5 E-02
G0:0043270 positive regulation of ion transport 0 19 ND 9.3E-03
GO:0006915 apoptotic process 0 73 ND 3.9E-02
KEGG:04010 MAPK signaling pathway 0 20 ND 3.7 E-02

Tableau 8 : Annotations fonctionnelles pour les génes différentiellement exprimés dans le PCC
comparé a la PS dans les hiPSC-CM et hiPSC-CE. Les termes GO et les voies KEGG identifiés dans
g:profiler avec p < 0.05. GO : Gene Ontology, KEGG : Kyoto encyclopedia of genes and genomes,

ND : non disponible.
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3.2.4. Identification des processus biologiques et voies de signalisation

communs ou spécifiques des hiPSC-CM et hiPSC-CE

Pour déterminer la réponse commune et la réponse spécifique des hiPSC-CM et celle des
hiPSC-CE a la stimulation par I’'I[FN-y d’une part, et a la cardiotoxicit¢ d’autre part, 4
diagrammes de Venn ont été réalisés avec une partie des listes de génes différentiellement

exprimés provenant des deux analyses SAM-multiclasses.

Les analyses fonctionnelles pour les génes différentiellement exprimés entre les deux types
cellulaires ont ét¢ effectuées avec g:profiler. Les termes GO et les voies KEGG enrichis
significativement ont été identifiés par un test de correction de Benjamini-Hochberg avec un

seuil < 0.05.

a) Geénes sous-exprimés suite a la stimulation par PIFN-y

Les genes sous-exprimés par I’IFN-y identifiés dans les hiPSC-CM (cluster 1) ont été comparés
avec ceux des hiPSC-CE (cluster 1). Sur un total de 273 geénes, 4 sont sous-exprimés
spécifiquement dans les hiPSC-CM (67% de génes dans les hiPSC-CM), 267 sont sous-
exprimés spécifiquement dans les hiPSC-CE (99% de genes dans les hiPSC-CE), et seulement
2 génes sont communs aux hiPSC-CM et aux hiPSC-CE (loc101930246 (ARN non codant) et
le TNF receptor superfamily, TNFRSF10D) (Figure 29A). Les génes sous-exprimés de
maniere spécifique dans les hiPSC-CM sont associés a la transduction du signal (JAK pathway
signal transduction adaptor activity) ; dans les hiPSC-CE, on retrouve ceux associés au

cytosquelette d’actine/myosine (cluster of actin-based cell projections) (Figure 29B).

b) Genes sur-exprimés suite a la stimulation par PIFN-y

Les geénes sur-exprimés dans les hiPSC-CM (cluster 3) et dans les hiPSC-CE (cluster 4) par
I’IFN-y ont été comparés. Sur un total de 764 génes, 66 sont sur-exprimés spécifiquement dans
les hiPSC-CM (26% de génes dans les hiPSC-CM), 510 sont sur-exprimés spécifiquement dans
les hiPSC-CE (73% de génes dans les hiPSC-CE) et finalement 188 sur-exprimés a la fois dans
les hiPSC-CM et les hiPSC-CE (Figure 29A).

Les génes communs aux hiPSC-CM et aux hiPSC-CE sur-exprimés par I’IFN-y sont impliqués
dans la réponse immunitaire, la réponse aux cytokines, la réponse inflammatoire, la mort
cellulaire, la régulation métabolique, la sécrétion, avec les voies NOD-like (CASP1/4/5,
guanylate binding protein (GBP) 1/3/4/5, purinergic receptor (P2RX7), gasdermin D,
(GSDMD)), Toll-like (TLR3, MYDS8S8), I’interaction cyokine-cytokine (TNFSF10/13B,
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CXCL9/10/11), TNF (CASPI10, IL-15), JAK/STAT (STAT1/2, SOCS1). Par ailleurs, on
retrouve de maniére attendue des geénes associés a la voie PD-1/PD-L1 (PD-L1), a la présentation

d’antigene (HLA-A/B/C/DRA) et a I’adhésion cellulaire (ICAM1) (Figure 29, B-C).

On n’a retrouvé aucun processus spécifique associé¢ aux genes sur-exprimés dans les hiPSC-
CM stimulés par ’IFN-y, mais certains génes dans les processus communs avec les hiPSC-CE
ont ét¢ identifiés spécifiquement dans les hiPSC-CM. Par exemple, les génes codant pour la
chemokine C-C motif chemokine ligant 21 (CCL21), ou la protéine TNF receptor superfamily
member 5 (CD40) de la voie NF-«B (Figure 29, B-C).

Dans les hiPSC-CE, comme dans les hiPSC-CM, la plupart des processus retrouvés sont
communs aux 2 types cellulaires, mais plusieurs geénes dans ces processus ont été identifiés
spécifiquement dans les hiPSC-CE. Il s agit par exemple de IL-1B, pannexin 1 (PANX1), AIM2
dans la voie NOD-like, C-X3-C motif chemokine ligand 1 (CX3CL1), CXCL2/3, CXCR3 dans
la voie de cytokine-cytokine, EDN1, Fas cell surface death receptor (FAS), prostaglandin-
endoperoxide synthase 2 (PTGS2) dans la voie TNF et JAK2, STAT3/5A, SOCS3 dans la voie
JAK/STAT (Figure 29, B-C). De plus, il ressort de notre analyse des génes impliqués dans des
processus spécifiques des hiPSC-CE, en particulier des génes impliqués dans le développement
et la contraction du muscle vasculaire (thrombospondin 1 (THBS1), EDNI1, PTGS2, bone
morphogenetic protein 4 (BMP4), midkine (MDK)) et dans I’homéostasie du calcium (calcium
voltage-gated channel auxiliary subunit (CACNA2D1), P2RX4) (Figure 29B).

¢) Genes sous-exprimés liés a la cardiotoxicité

Pour identifier les génes liés a la cardiotoxicité dans chacun des types cellulaires, on a comparé
les geénes sous-exprimés dans les hiPSC-CM du PCC (cluster 4) avec ceux des hiPSC-CE
(cluster 3). Sur un total de 775 genes, 178 sont sous-exprimés spécifiquement dans les hiPSC-
CM (70% de genes dans les hiPSC-CM), 441 sont sous-exprimés spécifiquement dans les
hiPSC-CE (85% de génes dans les hiPSC-CE), et 78 sont communs aux hiPSC-CM et aux
hiPSC-CE (Figure 30A). On ne retrouve pas de processus biologique significatif associé aux
178 genes sous-exprimés spécifiquement dans les hiPSC-CM du PCC. Par contre, dans les
hiPSC-CE, les genes sont impliqués dans la sécrétion cellulaire et la jonction cellulaire
(CXCL12, VWF). Les geénes communs aux hiPSC-CM et aux hiPSC-CE sous-exprimés chez
le PCC sont impliqués dans la fonction ribosomale (ribosomal protein L27A) (Figure 30A).
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d) Génes sur-exprimés liés a la cardiotoxicité

Les genes sur-exprimés dans les hiPSC-CM du PCC (cluster 2) et ceux dans les hiPSC-CE
(cluster 2) ont été comparés. Sur un total de 898 génes, 150 sont sur-exprimés spécifiquement
dans les hiPSC-CM (55% de genes dans les hiPSC-CM), 625 sont sur-exprimés spécifiquement
dans les CE (84% de génes dans les hiPSC-CE) et 123 sont communs aux hiPSC-CM et aux
hiPSC-CE (Figure 30A). Aucun processus biologique significatif associé aux 150 génes sur-
exprimés spécifiquement dans les hiPSC-CM du PCC, ni pour les 123 génes communs aux
hiPSC-CM et aux hiPSC-CE, n'a été identifi¢. Par contre, les geénes sur-exprimés
spécifiquement dans les hiPSC-CE provenant du PCC sont associés a plusieurs processus
biologiques significatifs en lien avec la réponse immunitaire et inflammatoire notamment via
la production et la réponse aux cytokines (TLR4, JAK3, IL-1A, IL-1R) mais également
I’adhésion cellulaire (tescalcin (TESC), dystrophin (DMD), integrin subinit alpha 4 (ITGA4)),
le transport ionique (P2RX7, ATPase Na+/K+ transporting subunit beta 1 (ATP1B1), la mort
cellulaire (CASP3/12) et encore la voie MAPK (MAP3KS5, MAP3KS) (Figure 30, B-C).

Trés peu de voies de signalisation significatives ont été identifiées avec g:profiler, j’ai donc
recherché directement ces voies dans la base de données KEGG. Plusieurs voies associées a la

réponse inflammatoire et immunitaire ont été retrouvées par KEGG (Figure 30, B-C).
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Figure 29 : Processus biologiques et voies de signalisation communs ou spécifiques des hiPSC-CM
et des hiPSC-CE associés a la stimulation par ’IFN-y. (A) Diagrammes de Venn indiquant le nombre
de geénes communs et spécifiques des hiPSC-CM et des hiPSC-CE. Genes différentiellement exprimés
(DEGS) obtenus par les analyses SAM multi-classes dans TMeV avec un FDR a 0%. A noter qu’une
majorité de génes sont régulés positivement par I’IFN-y dans les deux types cellulaires. (B) L’analyse
fonctionnelle des DEGs révele les processus biologiques (termes GO) et les voies de signalisation dans
la base de données KEGG. A noter que les hiPSC-CM et hiPSC-CE partagent plusieurs processus

biologiques et voies de signalisation, dans lesquels,

les hiPSC-CE montrent beaucoup plus de

régulations apreés stimulation a I’I[FN-y. Par ailleurs, le développement et la contraction du muscle
vasculaire, I’homéostasie et le transport du calcium sont trouvés uniquement dans les hiPSC-CE
stimulés par I’'I[FN-y. (C) Réseaux d’interaction des génes dans les voies de signalisation KEGG
dérégulés par 'IFN-y. Les voies de signalisation KEGG sont en orange, les génes communs entre
hiPSC-CM et hiPSC-CE sont en noir, les génes spécifiques des hiPSC-CM sont en orange et les génes

spécifiques des hiPSC-CE sont en bleu.
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Figure 30 : Processus biologiques et voies de signalisation communs ou spécifiques des hiPSC-CM
et hiPSC-CE associés a la cardiotoxicité. (A) Diagrammes de Venn indiquant le nombre de génes
communs et spécifiques des hiPSC-CM et des hiPSC-CE. Génes différentiellement exprimés (DEGs)
obtenus par les analyses SAM multi-classes dans TMeV avec un FDR a 0%. (B) L’analyse fonctionnelle
des DEGs reléve les processus biologiques (termes GO) et les voies de signalisation dans la base de
données KEGG. A noter que les processus biologiques dérégulés par la cardiotoxicité sont trouvés
majoritairement dans les hiPSC-CE et sont principalement dans la réponse inflammatoire et
immunitaire, la sécrétion et I’apoptose. (C) Réseaux d’interaction des génes dans les voies de
signalisation KEGG liés a la cardiotoxicité. Les voies de signalisation KEGG sont en orange, les génes
communs entre hiPSC-CM et hiPSC-CE sont en noir, les génes spécifiques des hiPSC-CM sont en
orange et les génes spécifiques des hiPSC-CE sont en bleu.

3.2.5. Conclusion de I’étude transcriptomique

Il s’agissait d'une premicre étude transcriptomique réalisée avec les clones hiPSC dont nous
disposions au début de ces travaux. Ce travail, trés préliminaire dans I’étude de la réaction
cardiotoxique a l'immunothérapie, a été réalis¢ afin de vérifier le comportement des cellules
dérivées des clones et d'identifier quelques voies d'étude possible de cette réaction alors que
tout était a faire pour comprendre ce mécanisme car trés peu de connaissances existaient sur le

sujet.
Nous avons montré dans cette étude :

- qu’une majorité de génes sont régulés positivement par ’IFN-y dans les deux types cellulaires,
que ce soit dans le PS ou dans le PCC ; ils sont impliqués dans la réponse immunitaire et
inflammatoire, la sécrétion des cytokines, la régulation métabolique, 1’apoptose, 1’adhésion
cellulaire, et la régulation du transport de calcium. Les voies de signalisation associées sont
principalement NOD-like, Toll-like, NF-xB, JAK/STAT, la présentation d’antigéne et la voie
PD-1/PD-L1.

- que les hiPSC-CE montrent beaucoup plus de régulations apres stimulation a I’'IFN-y que les

hiPSC-CM, que ce soit dans le PS ou dans le PCC.

- que dans les hiPSC-CE, en plus d’autres processus biologiques communs aux hiPSC-CM,
I’IFN-y réprime 1’expression de genes liés au cytosquelette et active ceux impliqués dans le
développement et la contraction du muscle vasculaire, dans 1’homéostasie et le transport du

calcium.
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- que dans les hiPSC-CE du PCC, les genes liés a la sécrétion cellulaire et la jonction cellulaire
sont régulés négativement, ceux associ¢s a la réponse inflammatoire et immunitaire, I’adhésion

cellulaire, I’apoptose, au transport ionique sont sur-exprimes.

Cette analyse semble indiquer qu'au cours de la réaction cardiotoxique, la dysfonction du
myocarde pourrait étre fortement liée a des régulations endothéliales, soit directement par une
dysfonction endothéliale, soit indirectement par une régulation de la cellule endothéliale sur

I’activité du cardiomyocyte.

3.3. Etude de la réponse a ’IFN-y des cellules cardiaques dérivées
d’hiPSC provenant de patients porteurs de mélanome, ayant ou

non déclaré une myocardite immuno-induite

A partir de I’étude transcriptomique, nous avons sorti une liste des génes qui sont soit dérégulés
par I'TFN-y, soit liés a la cardiotoxicité, principalement dans les voies de signalisation associées
a la réponse inflammatoire et immunitaire des hiPSC-CM et des hiPSC-CE (Figure 32) méme
si le clone dérivé de la personne saine n’était pas le meilleur contrdle pour I’identification des
genes liés a la cardiotoxicité. Dans cette nouvelle étude, nous avons voulu évaluer les effets de
I’TFN-y sur I’expression des geénes (par qPCR) et des protéines (par cytométrie) des hiPSC-CM
et des hiPSC-CE provenant de patients porteurs de mélanome, ayant ou non déclaré une
myocardite immuno-induite. Par ailleurs, nous avons étudié I’effet de I’'ITFN-y sur les propriétés

contractiles des hiPSC-CM et la prolifération des hiPSC-CE.

Quatre clones hiPSC ont été¢ générés sur la plateforme MaCS a partir de 4 patients porteurs de
mélanome traités par ICIs (anti-PD-1/anti-CTLA-4), dont 2 n'avaient pas déclaré de

cardiotoxicité (PC) et 2 avaient présenté une cardiotoxicité (PCC) (Tableau 9).

Patient porteur Clone Traitement LVEF Age  Sexe Source
de mélanome  hiPSC (%) d’hiPSC
Non PC1  Anti (CTLA-4 + PD-1) 58 41 M PBMC
cardiotoxicité PC2  Anti (CTLA-4 + PD-1) 52 73 M PBMC
Cardiotoxicité PCC1 ' Anti-PD-1 67 81 F F%broblaste
PCC2 Anti (CTLA-4 + PD-1) 70 70 M  Fibroblaste
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Tableau 9 : Caractéristiques des patients recrutés pour la génération de clones hiPSC. LVEF :
fraction d’¢jection ventriculaire gauche, PBMC : cellules mononucléées du sang périphérique. M :
masculin, F : féminin.

Pour cette étude, des hiPSC-CM et des hiPSC-CE ont été générées et stimulées par 10 ng/ml
d’IFN-y pendant 48h. La durée du traitement a été réduite mais elle induit toujours une
condition inflammatoire chronique in vitro comme décrit dans la littérature (Cosper et al.,

2012 ; Didié et al., 2017 ; Grinnemo et al., 2019).

Pour chaque type cellulaire, quatre groupes d’échantillons (2-3 différenciations indépendantes)
ont été comparés : pour les hiPSC-CM : 1) dérivés du clone PC non stimulés et 2) stimulés par
I’IFN-y, 3) dérivés du clone PCC non stimulées et 4) stimulés a I’IFN-y ; pour les hiPSC-CE :
1) dérivées du clone PC non stimulées et 2) stimulées a I’IFN-y, 3) issues du PCC non stimulées
et 4) stimulées a I'IFN-y (Figure 31). Ces comparaisons nous permettent de rechercher les
réponses spécifiques des cellules hiPSC-CM ou hiPSC-CE dérégulés par I'IFN-y et par la

cardiotoxicité.

Cancer patient without Cancer patient with

ICIs related myocarditis ICIs related myocarditis
(N=2) vs (N=2)

hiPSC-CM hiPSC-CE
(n=2-3) (n=2-3)
~IFN-y © +IFN-y - -IFN-y = #IFN-y " -IFN-y - +IFN-y - -IFN-y - +IFN-y
-30jCM
Seed -1jCE 0 24h 48h
| | |
- IFN-y : 0 ng/ml

l

+IFN-y : 10 ng/m| —

!

Functional analysis
gPCR
Cytometry
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Figure 31 : Plan expérimental ayant servi a générer les échantillons pour identifier les réponses
liées a la stimulation a ’IFN-y et a la cardiotoxicité via des analyses moléculaires et fonctionnelles.
(A) Les hiPSC-CM et hiPSC-CE ont été générés a partir de 4 patients porteurs de mélanome traités par
ICIs : 2 n’avaient pas déclaré de cardiotoxicité (PC) et 2 avaient présenté une cardiotoxicité (PCC). N =
2-3 différenciations indépendantes pour chaque clone stimulé ou non a ’IFN-y a 10 ng/ml pendant 48h.
(B) Protocole du traitement des hiPSC différenciées par I’TFN-y.

3.3.1. Effet de 'IFN-y sur I’expression des genes codant les médiateurs de

Pinflammation

Nous avons retrouvé CXCL9 sur-exprimé par I’I[FN-y a la fois dans les hiPSC-CM et dans les
hiPSC-CE, quel que soit le groupe de patients (p < 0.0001 pour toutes les comparaisons). IL-
18 n’est pas modifi¢ dans les deux types cellulaires, que ce soit dans le groupe PC ou dans le
groupe PCC. Par contre, nous avons trouvé des différences d’expression pour IL-1R et CX3CL1
qui sont sur-exprimés par I’IFN-y uniquement dans les hiPSC-CE du groupe PC et du groupe
PCC (IL-1R : p=0.03 et p = 0.002, CX3CLI1 : p=10.001 et p =0.0001 ; vs non stimulées par
I’IFN-y ; chez groupe PC et PCC respectivement). De plus, IL-1B est sur-exprimé uniquement
dans les hiPSC-CE du groupe PCC (p = 0.04 vs non stimulées par I’I[FN-y). L expression des
genes IL-1R, CX3CLI1 et IL-1B n’est pas modifiée dans les hiPSC-CM par I'IFN-y (Figure 32,
Tableau 10).

Nous avons également évalué I’expression des genes codant des endokines spécifiques dans les
hiPSC-CE stimulées par I'I[FN-y par qPCR. L’IFN-y n’a pas d’effet sur I’expression des
transcrits EDN1, THBS1, que ce soit dans le groupe PC ou dans le groupe PCC. Mais, on a
trouvé des différences d’expression pour PTGS2, MDK qui sont sur-exprimés uniquement dans
les hiPSC-CE du groupe PCC (PTGS2 : p=0.01, MDK : p =0.04 ; vs non stimulées par I’'IFN-
v). Aucune différence est observée pour ces génes en comparaison entre PCC et PC (Figure 32,

Tableau 10).

3.3.2. Effet de PIFN-y sur I’expression des génes codant la voie JAK/STAT

L’IFN-y ne modifie pas I’expression du géne pour IFNGR1, IFNGR2 quel que soit les types
cellulaires et les groupes des patients. Cependant, il augmente I’expression de STAT1 a la fois
dans les hiPSC-CM et dans les hiPSC-CE (p < 0.0001). De plus, nous avons observé que
STATS3, JAKI, et JAK2 sont sur-exprimés uniquement dans les hiPSC-CE du groupe PCC par
I’TFN-y (STAT3 : p=0.038, JAK1 : p=10.038, JAK2 : p = 0.009 ; vs non stimulées par I'IFN-
v). Cependant, aucune différence est observée pour ces génes en comparaison entre PCC et PC

(Figure 32, Tableau 10).
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3.3.3. Effet de PIFN-y sur I’expression des génes codant la voie NOD-like et
Toll-like

L’IFN-y augmente I’expression des génes codant pour NLRC5, GBP5, GBP6, TLR2, et TLR3
dans les deux types cellulaires, a la fois du groupe PC et PCC (hiPSC-CM : NLRC5, GBPS,
GBP6, TLR3 : p<0.0001, TLR2 : p=0.017 et p = 0.038 ; hiPSC-CE : NLRC5, GBPS5, TLR3 :
p <0.0001, GBP6 : p=0.0006 et p=0.0001, TLR2 : p =0.0006 et p <0.0001 ; vs non stimulés
par I'IFN-y). Particuliérement, en comparaison avec le groupe PC, I’expression des génes GBP6
et TLR3 dans les hiPSC-CM du groupe PCC sont plus élevées au niveau basal (GBP6 : p =
0.008, TLR3 : p=0.04) et apres le traitement a I’IFN-y (GBP6 : p=0.01, TLR3 : p=0.04). De
plus, nous avons trouvé des différences d’expression pour NLRP3, et TLR4 qui sont sur-
exprimés uniquement par I’I[FN-y dans les hiPSC-CE chez les deux groupes PC et PCC
(NLRP3 : p=0.002 et p=0.004, TLR4 : p=0.04 et p = 0.003 ; vs non stimulées par I'IFN-y ;
chez les groupes PC et PCC, respectivement). Ces genes ne sont pas modifiés dans les hiPSC-

CM par 'IFN-y (Figure 32, Tableau 10).

3.3.4. Effet de PIFN-y sur ’expression des génes codant la voie de ’apoptose

Nous avons vu que CASP1, CASP10, et FAS sont sur-exprimés par ’IFN-y dans les deux types
de cellule hiPSC-CM et hiPSC-CE, a la fois du groupe PC et PCC (hiPSC-CM : CASP1 : p <
0.0001, CASP10, FAS : p<0.05 ; hiPSC-CE : CASP1 : p<0.0001, CASP10 : p<0.05, FAS :
p < 0.0005 ; vs non stimulés par I’'IFN-y) (Figure 32, Tableau 10). En plus, au niveau basal,
nous avons vu que CASPI est plus exprimé chez les hiPSC-CE du groupe PCC par rapport
celui du groupe PC (p = 0.002) (Figure 32, Tableau 10). Par ailleurs, dans les hiPSC-CM,
I’IFN-y diminue 1’expression de BCL2 uniquement dans les cellules du groupe PCC (p = 0.04)
; dans les hiPSC-CE, il est sous-exprimé dans les deux groupes PC et PCC (p = 0.004 et p =
0.0004, respectivement) (Figure 32, Tableau 10).
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Figure 32 : Synthése de I’expression des génes codant les voies de signalisation dans les hiPSC-
CM (A) et hiPSC-CE (B), provenant de patients porteurs de mélanomes et ayant ou non présenté
une cardiotoxicité, stimulés a PIFN-y. Etude réalisée avec 2 clones hiPSC provenant de 2 patients
porteurs de mélanome n'ayant pas présenté de cardiotoxicité (PC) et 2 clones hiPSC provenant de 2
patients porteurs de mélanome ayant présenté une cardiotoxicité (PCC). Les hiPSC ont été différenciées
en cardiomyocytes (hiPSC-CM) et en cellules endothéliales (hiPSC-CE). N = 2-3 différenciations
indépendantes pour chaque clone stimulé ou non a I'IFN-y a 10 ng/ml pendant 48h. La variation de
I’expression du géne par I’IFN-y dans les cellules du groupe PC est dans la moitié gauche du rectangle,
et celle du groupe PCC est dans la moiti¢ droite du rectangle. Le géne est en rouge : sur-exprimé, vert :
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sous-exprimé, gris : pas modifié et blanc : pas testé. * différence significative en comparaison du groupe
PCC vs PC.

hiPSC-CM hiPSC-CE
- IFN-y + IFN-y - IFN-y + IFN-y
PC PCC PC PCC PC PCC PC PCC
Cytokines, chemokines and endokines
IL-1B 13,4+0,5 12,8 40,5 13,5+ 1,3 13,7+ 1,3 10,8 + 1,4 1,0+ 1,3 99+1,7 8,9+ 12°
IL-1R 8,0+1,3 8,7+1,2 75+1,1 8,5+1,3 7,4+0,6 7,2+0,8 6,2+0,7" 54 +0,6™
IL-6 151085  145+19 148+ 1,7 13,7+ 1,9 10,9+0,8 11,7+ 1,4 10,6 + 0,9 10,6 + 0,4
1L-18 11,4+1,6 10,4+ 0,8 112+1,8 10,7+0,9 13,8+0,8 13,6 + 0,8 12,5+23 13,4+ 0,6
CX3CL1 86+04 8,9+0,6 8,1+0,6 8,9+ 1,0 6,6+2.,5 7.8+2,0 25+£26™  2,6+07"
CXCL9 18,0 £2,0 17,1£22  63+3,5" 43+0,6™" 145+28 155 £1,5 1,0 1L1"™ -1,6+1,0™"
PTGS2 ND ND ND ND 8,5+2,0 10,5+ 1,1 6,5+1,4 7,840,5
EDN1 ND ND ND ND 1,4+03 14£1,5 1,4+04 12+1,7
MDK ND ND ND ND 3,613 42+09 23+13 23+0,6"
THBS1 ND ND ND ND -1,7 £0.2 -1,7 £0.8 -1,8 £0.4 2,0 £0,6
NOD/Toll-like signaling
NLRP3 14,1+ 1,0 14,7+ 1,1 13,8+1,0 14,7+0,5 10,8+ 1,0 10,6+0,5  9,0+08"  9,0+02"
NLRCS 10,9 0,7 10,5£02  33+0,7"" 2,6+08"" 11,3+1,0 11,0£0,5  56+0,7"" 50+04""
GBP5 10,7+0,5 10,0£0,7 55+£13" 53+1,0"" 11,2+0,7 11,508  0,8+1,6"™  02+0,7""
GBP6 134+0,9 11,8+ 1,18 82407 6,8+0,6™" 16,5+ 0,4 17,113 122+ 11" 112+0,8"
TLR2 13,5+ 1,0 12,5+ 1,1 11,9£09° 11,107 13,0+ 1,0 133+£1,0 10,704 98+0,3™"
TLR3 143+0,7 125+ 1,8 83+08™" 7,1+£03"" 13,9+1,1 140+£0,6  81+0,6™" 7,6+1,0""
TLR4 10,0+ 1,4 10,1+ 1,1 92413 94+ 1,4 6,9+12 74+0,6 56+0,6° 5,5+0,4"
Apoptosis
CASP1 14,1 £0,7 139+13  7,0£0,61"" 6,7+0,63"* 13,5404  11,8+0,78%  4,1+1,05" 3,1+0,5™"
CASP10 11,6 £0,3 10,5+ 1,4 9,2+0,3* 9,0+ 1,0 48+22 3,8+0,5 2,1+1,9 1,2+04*
CASP3 ND ND ND ND 45+0,4 4,13+0,6 42+0,5 3,5+0,8
FAS 0,8+ 0,4 0,8+0,5 A1,5£03°  -1,5+0,1 7,6+0,8 7,0+0,5 52+09"  50+04"
BCL2 11,0£03 1,1£1,0 11,8+0,2 122+1,1* 7,0+0,1 7,1+0,2 78402  81+0,3""
JAK/STAT signaling
JAK1 7,0+0,1 6,9+ 0,4 73+0,1 72+04 27408 2,9+0,7 2,0+1,0 1,6 +0,8"
JAK2 5,7+0,1 52+0,8 5,5+0,5 58+13 5,6+0,8 55+1,1 41412 33+1,1"
STAT1 6,3+0,4 60+£1,1  22+05"  2,0+0,9"" 48+ 1,0 48+07  1,1£14™"  09+0,9™"
STAT3 50+0,8 44+0,7 51+0,7 49405 2,8+0,7 2,6+04 1,8+ 1,0 1,5+0,5
IFNGR1 7,604 71+0,5 7,6 £0,1 73+04 33406 28+0,6 33+0,7 2,8+02
IFNGR2 7,0+ 0,4 7,1+0,6 7,1+0,1 7.4+04 3,9+0,6 3,8+0,6 3,7+0,5 3,7+0,6
Antigen processing and presentation
PD-L1 10,1+1,4 104 +0,7 73404 7,0+0,3* 7.2+0,9 7409 44+13" 38+09™
HLA-B 58+0,8 57+0,8 0,9+0,4* 0,7+0,8" 1,5+0,5 1204  24+1,1"" 2,6+04""
HLA-DRA 188+04 180£1,0  8,6+2,0™" 91£2,6™ 14,0+ 2,0 122+£28  23£3,6™"  12£1,9™"

Tableau 10 : Variation du niveau d’expression des génes dans les hiPSC-CM et hiPSC-CE,
provenant de patients porteurs de mélanome et ayant ou non présenté une cardiotoxicité, stimulés
par ’IFN-y. Les clones utilisés sont identiques a ceux de la figure 10. Les résultats sont présentés sous
forme de ACt £+ SD. Plus la valeur de ACt est faible, plus I’expression est élevée. RPL32 a été choisi
comme gene de référence. Les études statistiques ANOVA 2 ways, suivi en cas de significativité d’un
test Sidak post-hoc, ont été réalisées a I’aide du logiciel Graphpad Prism 9.0, ND : données non
disponibles.

p<0.05 " p<0.01,""p<0.001," p < 0.0001 versus non stimulé

$p < 0.05 PCC versus PC de la méme condition, stimulé ou non par ['IFN-y

sskoksk
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3.3.5. Effet de PIFN-y sur les propriétés contractiles des hiPSC-CM

Nous avons ensuite regardé si les hiPSC-CM induits a partir des clones provenant des patients
PC et PCC présentaient des différences fonctionnelles. Pour cela, nous avons quantifié¢ les
battements et les propriétés contractiles des hiPSC-CM en culture stimulés ou non par ’IFN-y.
L’IFN-y diminue significativement le nombre de battements dans les hiPSC-CM du groupe
PCC (16.0 bpm vs 8.5 bpm, p = 0.010) mais pas dans les hiPSC-CM du groupe PC (18.4 bpm
vs 14.4 bpm, p = 0.161). Cette diminution est plus marquée dans le groupe PCC vs PC apres le
traitement par I’'IFN-y (p = 0.036) (Figure 33).

Au niveau basal, les arythmies ont été observées majoritairement dans les CM du groupe PCC
par rapport au groupe PC (33.3 % vs 8.9 %), mais nous n’avons pas obtenu une différence
significative a cause d’une grande variation entre les différenciations. Cependant, aprés la
stimulation par I’IFN-y, les arythmies sont plus marquées dans les hiPSC-CM du groupe PCC
que du groupe PC (66.7% vs 18.8%, p = 0.048) (Figure 33).

Par ailleurs, I’'IFN-y augmente la durée de contraction des hiPSC-CM, que ce soit dans le groupe
PC ou PCC (p = 0.029 et p = 0.005) et la durée de relaxation (p = 0.004 et p = 0.001) (Figure
33). L’IFN-y n’a pas d’effets sur la durée nécessaire pour atteindre le pic et ’amplitude de

contraction.
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Figure 33 : Effet de ’IFN-y sur les propriétés contractiles des hiPSC-CM. Les propriétés
contractiles ont été caractérisées a partir de vidéos enregistrées et analysées avec le plugin
« MUSCLEMOTION » de I’outils Image J. Les hiPSC-CM dérivés des 2 clones PC (bleu) et des 2

clones PCC (rouge) ont été stimulés par I'IFN-y a 10 ng/ml pendant 48h. Ces résultats sont issus de 3
différenciations indépendantes.

p<0.05 " p<0.01, " p<0.001 versus non stimulé
$p < 0.05 PCC versus PC stimulé par I'IFN-y

Nous avons également évalué 1’expression des génes codant des protéines contractiles et des
canaux calciques par qPCR. L’expression du géne MYH7 n’a pas ét¢ augmentée par I'IFN-y
que dans les hiPSC-CM du groupe PCC (p < 0.05) (Figure 34). L’expression du géne MYH6
n’a pas été modifiée dans les deux groupes PC et PCC par I’IFN-y, mais en comparaison avec
le groupe PC, MYHG6 était plus exprimé dans les hiPSC-CM du groupe PCC avant (p <0.0001)
et apres le traitement a ’TFN-y (p < 0.0001) (Figure 34). Aucune modification de I’expression
des transcrits CACNAIC, RYR2, SERCA2/3 n'a été observée dans les hiPSC-CM du groupe
PC et PCC apres le traitement a I'IFN-y (Figure 34).
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Figure 34 : Effet de PIFN-y sur I’expression des genes codant les protéines contractiles et les
canaux calciques dans les hiPSC-CM. Les hiPSC-CM dérivés des 2 clones PC (bleu) et des 2 clones
PCC (rouge) ont été stimulées par ’IFN-y a 10 ng/ml pendant 48h. L’IFN-y n’augmente que I’expression
de MYH7 dans les hiPSC-CM du groupe PCC. En comparant avec le groupe PC, MYH6 dans le groupe
PCC est plus exprimé avant et apreés la stimulation par I'IFN-y. Ces résultats sont issus de 3

différenciations indépendantes. Les résultats sont présentés sous forme de ACt = SD. RPL32 a été choisi
comme gene de référence.

p < 0.05 versus non stimulé
$§95p < 0.0001 PCC versus PC de la méme condition, stimulé ou non stimulé par I’ IFN-y
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3.3.6. Effet de PIFN-y sur la prolifération des hiPSC-CE

L’effet de la stimulation par I’IFN-y sur la prolifération des hiPSC-CE a ét¢ évalué par un dosage
de résazurine basé sur la fluorescence. Le résultat montre que I’IFN-y diminue la prolifération
des hiPSC-CE a la fois dans le groupe PC (15.45%, p <0.0001) et le groupe PCC (26.78%, p <
0.0001), avec un effet plus important dans le groupe PCC (p = 0.001) (Figure 35).
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Figure 35 : Effet de ’IFN-y sur la prolifération des hiPSC-CE. Les hiPSC-CE dérivés des 2 clones
PC (bleu) et des 2 clones PCC (rouge) ont été stimulées par I’'I[FN-y a 10 ng/ml pendant 48h. Une
diminution de la prolifération des hiPSC-CE est plus marquée dans le groupe PCC que dans le groupe
PC. Ces résultats sont issus de 2-3 différenciations indépendantes.
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p < 0.0001 versus non stimulé
$8p < 0.01 PCC versus PC stimulé par I'IFN-y

3.3.7. Effet de PIFN-y sur D’expression des marqueurs membranaires
impliqués dans la modulation de la réponse immunitaire des hiPSC-CM et

hiPSC-CE

L’expression des génes HLA-B codant pour le complexe du MHC-I, HLA-DRA codant pour
le complexe du MHC-II et PD-L1 est augmentée par ’IFN-y dans les deux types de cellules
que ce soit dans le groupe PC ou dans le groupe PCC (hiPSC-CM : HLA-B et HLA-DR : p <
0.0001, PD-L1 : p=0.001 et p=0.001 ; hiPSC-CE : PD-L1 : p = 0.0009 et p < 0.0001, HLA-
B et HLA-DR : p < 0.0001 ; vs non stimulées par I'IFN-y ; chez les groupes PC et PCC,
respectivement). Il n’y avait pas de différence d’expression des genes entre les groupes PC et

PCC (Figure 32, Tableau 10).

De plus, nous avons vérifié I’effet de I’'IFN-y sur I’expression au niveau protéique en mesurant

intensité médiane de fluorescence (MFI) par cytométrie.
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L’IFN-y augmente la MFI de PD-L1 et du complexe MHC-I a la fois dans les hiPSC-CM et
dans les hiPSC-CE, que ce soit dans le groupe PC ou PCC (hiPSC-CM : PD-L1 : p = 0.0005 et
p <0.0001, MHC-I : p=0.0002 et p < 0.0001 ; vs non stimulées par I’IFN-y ; chez les groupes
PC et PCC, respectivement). Il est a noter que dans les hiPSC-CE, nous n’avons pas pu faire

I’analyse statistique car nous n’avons fait que 2 différenciations indépendantes.

La comparaison des groupes PCC et PC montre que 1’expression des protéines PD-L1 et MHC-
I est plus élevée dans le groupe PCC des hiPSC-CM aprés I'TFN-y (PD-L1 : p=0.007, MHC-I
:p = 0.01). De plus, nous avons observé que I’expression protéique du complexe MHC-II est
trés faible avant la stimulation par I'IFN-y dans les deux types cellulaires et qu’elle est
augmentée uniquement dans les hiPSC-CE que ce soit dans le groupe PC ou dans le groupe

PCC (Figure 36).
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Figure 36 : Effet de ’IFN-y sur I’expression des marqueurs membranaires impliqués dans
I’immunomodulation des hiPSC-CM et hiPSC-CE. Les hiPSC-CM et les hiPSC-CE dérivés des 2
clones PC (bleu) et des 2 clones PCC (rouge) ont été stimulés par I’IFN-y a 10 ng/ml pendant 48h.
L’IFN-y augmente I’expression de protéine pour PD-L1 et le complexe de MHC-I a la fois dans les
hiPSC-CM et dans les hiPSC-CE, que ce soit dans le groupe PC et PCC. L’expression du complexe
MHC-II est augmentée uniquement dans les hiPSC-CE par I'I[FN-y. Ces résultats sont issus de 2-3
différenciations indépendantes. Le niveau d’expression des protéines est évalu¢ par intensité médiane
9*2 *ﬂuorescence (MFI).

p < 0.0001 versus non stimulé
$3p < 0.01 PCC versus PC stimulé par I'IFN-y
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3.3.8. Conclusion de I’étude réalisée sur les clones provenant de patients

- L’IFN-y induit plus de modification sur I’expression des génes dans les hiPSC-CE que dans
les hiPSC-CM en jouant sur plusieurs voies de signalisation liées notamment a I’activation de

la réponse inflammatoire et immunitaire et en induisant de 1’apoptose.

- Dans les hiPSC-CM, I’I[FN-y induit plus d’arythmies dans les cellules du groupe des patients
ayant déclaré une myocardite (PCC) que dans celles du groupe des patients n’ayant pas déclaré
de myocardite (PC). L expression du géne codant pour la protéine MYH6 du sarcomeére est plus
¢levée dans les hiPSC-CM du groupe PCC que celle du groupe PC stimulés ou non par I’'IFN-
y. L’IFN-y augmente I’expression du géne pour MYH7 uniquement dans les hiPSC-CM du
groupe PCC. L’augmentation de 1’expression des genes GBP6 et TLR3 est plus marquée dans
les hiPSC-CM du groupe PCC que du groupe PC par 'IFN-y.

- Dans les hiPSC-CE, I’effet de I’'ITFN-y sur la diminution de la prolifération semblait également
plus présent dans les cellules du groupe PCC que dans celles du groupe PC. Cette observation
pourrait étre associé¢e a I’activation de la voie de signalisation dans la réponse inflammatoire,
notamment par I’augmentation de I’expression des genes JAK1, JAK2, STAT3, IL-1B, PTGS2
et MDK par ’IFN-y uniquement dans les hiPSC-CE du groupe PCC.

- Il semblerait que I’expression de la protéine PD-L1 et du complexe MHC-I dans
I’immunomodulation est plus élevée dans les hiPSC-CM du groupe PCC que du groupe PC par
I’IFN-y. L’IFN-y augmente uniquement 1’expression protéique du complexe MHC-II dans les
hiPSC-CE.

4. Discussion

4.1. Régulation de la réponse inflammatoire par ’IFN-y

L'étude transcriptomique réalisée dans les hiPSC-CM et hiPSC-CE, stimulées par I'IFN-y, était
préliminaire mais nécessaire car il n'existait que peu de travaux publiés faisant référence dans
ce mod¢le. L'analyse a montré une sur-expression des genes, dans les hiPSC-CM et hiPSC-CE,
associés a la réponse immunitaire et inflammatoire, a la sécrétion des cytokines, a 1’apoptose
via les voies de signalisation JAK/STAT, TNF-a, NOD-like, Toll-like, NF-kB et a la
présentation des antigenes. Ces résultats sont cohérents avec l'analyse transcriptomique réalisée

sur des cardiomyocytes feetaux humains ou le traitement a I'lFN-y pendant 7 jours activait la
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réponse inflammatoire et immunitaire, la présentation d’antigéne, le cycle cellulaire et le voie

JAK/STAT]1 (Grinnemo et al., 2019).

Lavoie JAK/STAT est la principale voie activée lors de la transduction du signal aprées la liaison
de ’'IFN-y sur son récepteur. Dans nos modeles, STATI était sur-exprimé dans les deux types
cellulaires cardiaques mais JAK1, JAK2 et STAT3 étaient sur-exprimés exclusivement dans les
hiPSC-CE du groupe PCC. La voie JAK/STAT est impliquée dans plusieurs processus
biologiques tels que la différenciation, la prolifération et I’apoptose (O’Shea et al., 2015). Les
cellules endommagées libérent de ' ADN, de I’ ARN double brins et de I’ATP, capables d'activer
les récepteurs TLRs. Ceux-ci sont responsables de I'activation d'autres voies inflammatoires
comme les voies NF-kB ou MAPK qui conduisent la production de nombreuses cibles :
cytokines, chimiokines ... Dans notre étude, CXCL9 est sur-exprimé a la fois dans les hiPSC-
CE et les hiPSC-CM que ce soit dans le groupe PC ou dans le groupe PCC. La production de
CXCL9 est induite principalement par I'l[FN-y (Metzemaekers et al., 2018). Il a été démontré
que ’augmentation de CXCL9 est corrélée au développement d’une insuffisance cardiaque,
d’un dysfonctionnement ventriculaire gauche et au développement d’un remodelage cardiaque
défavorable (Altara et al., 2016). Chez un patient porteur de mélanome, ayant déclaré une
myocardite apres traitement par anti-CTLA-4, CXCL9 était sur-exprimé spécifiquement dans
le myocarde ; il n’était pas retrouvé dans le foie ou les poumons eux aussi infiltrés par les
cellules T CD8" (Reuben et al., 2017). Chez le singe traité par la combinaison anti-PD-1/anti-
CTLA-4, I’augmentation de la concentration d’IFN-y dans le sérum ainsi que 1’expression des
genes STAT1, CXCL9 et son récepteur CXCR3 dans le myocarde étaient observées (Ji et al.,
2019).

Nos résultats montrent également la sur-expression par ’IFN-y de plusieurs génes des voies
Toll-like et NOD-like : TLR2, TLR3, GBP5, GBP6, NLRCS5, CASPI1 dans les hiPSC-CM et
hiPSC-CE, et IL-1B, IL-1R, TLR4, NLRP3 uniquement dans les hiPSC-CE (Figure 32). Les
TLRs, GBPs, et NLRCS sont les régulateurs de 1’activation de la voie inflammasome (Davis et
al., 2011 ; Kim et al., 2016). La voie TLR/NF-kB activée favorise ensuite la transcription de
NLRP3 et de la pro-IL-1B. L’IL-1pB est une cytokine majeure de la réponse inflammatoire
permettant le recrutement de cellules immunitaires innées au site d’infection et la modulation
de cellules immunitaires adaptatives (Dinarello, 2009). L’activation de I’inflammasome est
nécessaire a la maturation de I’IL-1B (Bai Baochen et al., 2020). Elle est connue dans la
cardiomyopathie auto-inflammatoire, dans la cardiomyopathie ischémique et dans

l'athérosclérose (Chen et al., 2018). Récemment, une analyse transcriptomique comparative de
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biopsies cardiaques provenant de patients ayant déclaré une myocardite aprés traitement par
IClIs, une myocardite virale, ou une cardiomyopathie dilatée a montré que la sur-expression de
GBP5 et GBP6 de la voie de I'IFN-y était liée spécifiquement a la myocardite due aux ICIs
(Finke et al., 2021). Par ailleurs, l'activation de PD-L1 et de NLRP3 permet aux cellules
cancéreuses d’échapper au systéme immunitaire (Theivanthiran et al., 2021). Dans notre étude,
l'augmentation de I’expression des genes TLR3 et GBP6 était plus prononcée dans les hiPSC-
CM du groupe PCC que du groupe PC (Figure 32). Nous avons également trouvé la sur-
expression du gene de I’IL-1B et de son récepteur IL-1R uniquement dans le hiPSC-CE du
groupe PCC (Figure 32). Ces résultats, bien qu'encore trés préliminaires, pourraient indiquer
que notre modele d'hiPSC a conservé des mécanismes observés par ailleurs dans le myocarde
des patients. Ils montreraient également des processus spécifiques des cellules différenciées soit

en cardiomyocytes, soit en cellules endothéliales.

En plus des régulations communes, notre analyse transcriptionnelle a permis de mettre en
¢vidence les régulations spécifiques a chacun des deux types cellulaires suite a la stimulation
par I'IFN-y. Plus spécifiquement, les hiPSC-CE sécrétent de nombreuses molécules, en plus du
NO et de I’EDNI, tels que CX3CLI1, PTGS2, MDK, THBSI1, capables d’influer sur la
contraction des cardiomyocytes (Segers et al., 2018). Dans notre étude, nous avons observé une
augmentation de l'expression des geénes PTGS2 et MDK uniquement dans les hiPSC-CE du
groupe PCC. PTGS2 connue sous le nom de cyclooxygénase (COX2), est un facteur clé pour
la progression de l'inflammation. L'administration d’inhibiteurs de COX2 supprimait la
myocardite auto-immune chez le rat en modifiant 1’équilibre des cytokines des cellules Th1 et
Th2 (Suzuki et al., 2006). Par ailleurs, COX2 est une enzyme clé¢ de la biosynthése des
prostaglandines, en particulier la prostacycline (Brutsaert 2003). Le principal effet de la
prostacycline sur la contractilité est d’induire un retard de relaxation (Brutsaert 2003). Son role
dans le remodelage cardiaque est moins bien défini, mais il semblerait que la prostacycline ait
des effets anti-hypertrophiques (Ritchie et al., 2004). MDK est un facteur de croissance liant
I’héparine qui est connue pour protéger le coeur lors de 1’ischémie/reperfusion via ses effets

anti-apoptotiques (Horiba et al., 2006).

Enfin, nous avons trouvé une diminution de la prolifération des hiPSC-CE dans le groupe PCC
qui était plus marquée que celle dans le groupe PC qui pourrait étre associée a la dérégulation

des génes codant des cytokines et endokines par I’'IFN-y.
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4.2. Effet direct de PIFN-y sur la dysfonction cellulaire

L’effet direct de I’'TFN-y sur la dysfonction cellulaire des hiPSC-CM in vitro est peu connu.
Cosper et al., en 2012, ont montré que le traitement par I’'IFN-y (48h) induisait I’atrophie des
cardiomyocytes de rats nouveau-nés, liée a une dégradation de la myosine. Parallé¢lement, ils
observaient une augmentation du transcrit MYH7 qui était indépendante de la diminution des
autres protéines du sarcomére comme troponine, tropomyosine, actine. Récemment, dans un
modele de culture 3D d'hiPSC-CM, stimulé par ’IFN-y (7 jours), il a ét¢é montré que I’'IFN-y
induisait une diminution de la force de contraction, une augmentation de la durée de relaxation
et une désorganisation du sarcomere. Ces défauts étaient associés a une activation de la voie
JAK/STAT conduisant a une augmentation de la sécrétion des cytokines IL-6, IL-7, IL-12p70,
IL-18, monocyte chemotactic protein 1 (MCP1) et une diminution de IL-8 et IL-21. De plus,
ils ont observé une diminution de 1'expression des protéines contractiles comme MYHS6,
MYH7, MLC2a, MLC2v alors que les transcrits des génes MYH6 et MYH?7 étaient augmentés
(Zhan et al., 2021). Dans notre modé¢le, I'IFN-y augmente les arythmies des hiPSC-CM, qui
sont plus marquées dans le groupe PCC que dans le groupe PC. Nous avons vu également une
augmentation de la durée de relaxation et celle du transcrit MYH7 dans les hiPSC-CM du
groupe PCC apres la stimulation par I’'IFN-y. De plus, nous avons trouvé que MYHG6 n’était pas
régulé par I’'IFN-y mais qu’il était beaucoup plus exprimé a I'état basal dans les hiPSC-CM du
groupe PCC que du groupe PC. Actuellement, aucun auto-anticorps n’a été détecté chez les
patients atteints de myocardite 1i¢ aux ICIs. Dans le développement de la myocardite apres un
infarctus du myocarde chez les patients, des cellules T productrices d’IFN-y spécifiques a auto-

anticorps anti-MYHG6 sont souvent retrouvées (Gottumukkala et al., 2012).

4.3. Effet de IFN-y sur P’immunomodulation

Les cellules cardiaques sont capables de présenter, comme les cellules APC, des complexes
MHC de classe I et IT a la membrane qui sont nécessaires a I’activation et la prolifération des
cellules immunitaires (Schroder et al., 2004). Nous avons vu que ’IFN-y augmente plusieurs
genes codant pour les deux complexes MHC de classe I et II dans les deux types de cellules
cardiaques. Au niveau protéique, le complexe MHC de classe I était fortement sur-exprimé dans
les deux types cellulaires alors que le complexe MHC de classe II n’augmentait que dans les
cellules hiPSC-CE suggérant une immunomodulation différente entre des hiPSC-CM et hiPSC-
CE. Notre observation est similaire a ce qui est observé dans les cardiomyocytes dérivés des

cellules souches parthénogénétiques pluripotentes induites par 1’activation pharmacologique
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des ovocytes non fécondés (Didié et al., 2017). Les cardiomyocytes adultes n’expriment pas de
MHC de classe II, méme apres stimulation par I’'IFN-y (Hufnagel and Maisch, 1991). Cette
propriété pourrait étre la signature de la maturation immunologique des hiPSC-CM mais
¢galement pourrait étre nécessité d’une stimulation prolongée jusqu’a 7 jours (Grinnemo et al.,

2019).

Un autre mécanisme important li¢ a I'inactivation des cellules T, suite a la stimulation pro-
inflammatoire par I’IFN-y, est la voie PD-1/PD-L1. PD-1, exprim¢é a la membrane des cellules
T, se lie a PD-L1 sur-exprimé par ’I[FN-y a la membrane des cardiomyocytes et des cellules
endothéliales induisant ’inactivation ou I’apoptose des cellules T (Tajiri and Ieda, 2019).
L’augmentation de I’expression de PD-L1 a également été retrouvée dans le myocarde des
patients ayant présenté une myocardite apres traitement par ICI (Johnson et al., 2016). Dans un
modéle de myocardite induite par ’injection des cellules T CD8*, PD-L1 induite par I'TFN-y
dans I’endothélium cardiaque joue un role majeur dans la prévention de la myocardite 1étale
(Grabie et al., 2007). Nous avons observé une augmentation de PD-L1, transcrit et protéine,
dans les hiPSC-CM et CE. En comparaison du groupe PCC avec PC, il semblait que
I’augmentation de I’expression protéique de PD-L1 dans les hiPSC-CM soit plus marquée dans
le groupe PCC par I'IFN-y ce qui suggere réponse immunitaire différente des hiPSC-CM du
groupe PCC par rapport a ceux du groupe PC.

5. Limites et perspectives

La limitation principale de nos travaux est le nombre de clones testés pour chacun des groupes.
En effet, nous n'avons a ce jour que 2 patients et 4 clones (2 clones par patient) par groupe et
ces résultats préliminaires doivent étre complétés pour atteindre 3 a 5 patients par groupe.
Néanmoins, les résultats obtenus nous confortent dans 1'idée que notre modele nous permettra

de caractériser certains mécanismes liés a la cardiotoxicité des IClIs.

Par ailleurs, nos résultats sont pour le moment limités a la régulation des transcrits, et nous
devons les compléter par des études sur 1’expression protéique particulieérement celle des
acteurs de la voie inflammasome (CASP1, NLRP3, IL-1B, TLR3, GBP6), de la voie
JAK/STAT (STAT1/3, JAK1/2), ainsi que les protéines contractiles (MYH6, MYH?7). 1l
manque également des tests fonctionnels, que ce soit sur les hiPSC-CM ou les hiPSC-CE, afin

de mieux caractériser les mécanismes impliqués.
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Actuellement, il existe trés peu de travaux décrivant le role des cellules endothéliales dans la
régulation de la contractilité des cardiomyocytes, et aucun décrivant ce role dans les toxicités
liées aux ICIs. Nous avons commencé a mettre ces deux types cellulaires en co-culture et nous
allons poursuivre le développement de ce modele afin de mieux comprendre I'importance des
effets paracrines dans la toxicit¢ aux ICIs. Pour cela, nous envisageons d'ajouter des
lymphocytes T et des ICIs dans ce modele de co-culture hiPSC-CM et hiPSC-CE et d'étudier

les interactions entre toutes ces cellules dans chacun des groupes de patients.

Enfin, une des limites du modele hiPSC-CM est 'obtention de cellules qui restent malgré tout
immatures, méme apres 45-60 jours de culture. Nous allons tenter de les électro-stimuler grace
au systeme Multi Electrode Array (MEA). Cette stimulation a déja été réalisée dans ce type de

cellules et a montré de bons résultats.

6. Conclusion

Dans ce projet, j’ai mis au point un modele de culture de cellules souches pluripotentes induites,
différenciées en cardiomyocytes et cellules endothéliales pour étudier la réponse de cellules
humaines a la stimulation par I'INF-y. Ce mod¢le nous a permis de montrer que 1'lFN-y induisait
une réponse immunitaire commune et spécifique des hiPSC-CM et hiPSC-CE en jouant sur
plusieurs voies de signalisation de I’inflammation. Dans cette réponse, des geénes candidats
comme TLR3, GBP6 dans les hiPSC-CM ; JAK1, JAK2, STAT3, IL-1B, PTGS2, MDK dans
les hiPSC-CE sont étre des cibles pour lesquels nous souhaitons vérifier I’implication dans la

myocardite immuno-induite.

Ces résultats sont préliminaires mais trés encourageants car nous retrouvons des molécules
observées par ailleurs dans le modéle de myocardite immuno-induite ou dans les biopsies de

patients avec myocardite ICI dépendante.
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Discussion geénérale

Le systéme immunitaire joue un rdle central dans la réponse de 1’hdte contre les agressions
infectieuses et non infectieuses. Lors de réponses inflammatoires aigués, les événements
moléculaires et les interactions cellulaires minimisent efficacement les blessures ou les
infections et contribuent a la restauration de I’homéostasie tissulaire. Cependant, la réponse
immunitaire peut étre inappropriée et causer des dysfonctions organiques, y compris au niveau

cardiaque (Mann, 2015) (Figure 37).

Dans le cadre de ma thése, j’ai travaillé sur deux pathologies cardiaques dans lesquelles la
réponse immunitaire et inflammatoire excessive participe a la dysfonction du myocarde. Ainsi,
cette dysfonction observée chez 60% des patients en choc septique (Vieillard-Baron et al.,
2008) et 1¢étale dans plus de 40% des cas par une réponse inflammatoire excessive et systémique
(Singer et al., 2016). Dans le cadre des cardiotoxicités liées a I'immunothérapie anti-cancéreuse,
moins de 2% des patients présentent une myocardite immuno-induite mais celle-ci est 1étale

dans presque 50% des cas (Mahmood et al., 2018).
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Figure 37 : Para-inflammation. Le principal role de la réponse inflammatoire dans le coeur est de
réparer les Iésions afin de restaurer I’homéostasie tissulaire. Une réponse inflammatoire excessive et
prolongée peut €tre néfaste et contribuer au développement d'une dysfonction cardiaque. D’apres
Mann, 2015.
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1. Participation de la réponse immunitaire a la dysfonction
cardiaque

L’implication du systéme immunitaire dans la dysfonction cardiaque est complexe et encore
trés mal comprise. La réponse inflammatoire est I’activation coordonnée de diverses voies de
signalisation, qui régulent I’expression de plusieurs médiateurs pro- et anti-inflammatoires dans
les cellules tissulaires résidentes et les leucocytes recrutés dans le sang (Lawrence, 2009). Cette
réponse inflammatoire partage des processus communs dans différents types de pathologies
cardiaques (Figure 38). En particulier, les TLRs sont indispensables a la reconnaissance des
PAMPs et des DAMPs, agissant sur la voie de signalisation en aval comme la voie NF-kB afin
de favoriser la production de cytokines et de chimiokines. Les TLRs, interagissant avec les
voies de signalisation NF-kB et JAK/STAT, participent a la dysfonction cardiaque dans le
sepsis (Baumgarten et al., 2006 ; Zou et al., 2010). On connait également le role des NLRs,
dans la dysfonction cardiaque septique, associés au complexe inflammasome tel que NLRP3
(Busch et al., 2016). L’activation de la signalisation TLRs, NLRP3 et JAK/STAT a également
été observée chez le singe dans la myocardite induite par I’injection combinée d’anti-PD-1 et

anti-CTLA-4 (Jiet al.,, 2019).
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Figure 38 : La réponse immunitaire liée a la dysfonction cardiaque. Le systéme immunitaire est
activé par la détection des PAMPs et DAMPs, grace aux récepteurs TLRs ou NLRs (1) afin d’activer
des voies de signalisation inflammatoire (2), permettant la libération des nombreux médiateurs
inflammatoires (3), qui favorisent ensuite le recrutement des cellules inflammatoires dans le tissu
cardiaque (4) et provoquent la dysfonction des cardiomyocytes (5). Le systéme nerveux autonome et les
hormones sexuelles participent a la modulation de la réponse immunitaire. AR : récepteur adrénergique,
ER : récepteur aux cestrogenes.

Dans mes travaux de thése, j'ai retrouvé ces processus communs a la fois dans le modele murin
de cardiopathie septique, et dans le modéele cellulaire d’hiPSC, différenciées et stimulées par

I’INF-vy, mis en place dans le cadre des toxicités immuno-induites.

Au dela de ces processus communs, le systéme immunitaire est activé de maniére spécifique
dans la phase initiale des pathologies cardiaques et ceci en fonction de [’origine de la
stimulation, de la localisation de I’inflammation, du sexe, de 1’état hormonal, du type cellulaire
concerné... (Frantz et al.,, 2018). Effectivement, 1’activation du systéme immunitaire est
complétement différente si on compare la cardiomyopathie septique avec la myocardite
immuno-induite. Dans un cas, le systéme immunitaire inné est déclenché de maniére excessive
dans un premiers temps afin de défendre le tissu contre I’infection, dans 1’autre cas, le systéme
immunitaire adaptatif est déclenché suite a 1’activation excessive des cellules T a cause d’une
inhibition de la voie PD-1/PD-L1 par exemple. Ainsi, une analyse transcriptomique
comparative de biopsies cardiaques a révélé 3 784 genes différentiellement sur-exprimés entre
des patients cancéreux atteints d’une myocardite immuno-induite, des patients atteints d’une
myocardite virale dont on peut avoir les étiologies comparatives, et des patients atteints d’une

dilatation cardiaque présentant tous une réduction de la fraction d’éjection (Finke et al., 2021).

Le sexe masculin est un facteur de risque dans le développement de l'insuffisance cardiaque de
la plupart des maladies cardiovasculaires comme 1’athérosclérose, I’infarctus du myocarde, la
cardiomyopathie dilatée, la myocardite (Fairweather et al., 2013), et la cardiomyopathie
septique (Sato et al., 2016). Le mécanisme reste incertain mais une différence dans la fonction
immunitaire selon le sexe joue certainement un role important (Angele et al., 2014). Plusieurs
¢tudes ont montré que le sexe influence le pronostic et la survie dans le sepsis et le choc septique
par I’intermédiaire d’une modulation des réponses immunitaires. Cette modulation semble étre
liée a I’action des hormones sexuelles, avec un effet protecteur des hormones sexuelles
féminines sur la fonction myocardique. Nous avons montré que la dysfonction cardiaque est
plus prononcée chez les femelles OVR que chez les femelles contrdles, et qu'elle est liée a un

état inflammatoire plus prononcé. L’effet protecteur des hormones sexuelles femelles est encore
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appuy¢ par notre étude ou la dysfonction cardiaque est moindre chez les femelles que chez les
males, et qu'elle est liée a un profil inflammatoire moindre. Concernant la myocardite immuno-
induite, bien que plusieurs études ont rapporté un taux de 66.7% des cas de myocardite signalés
chez les hommes, cela peut refléter une représentation disproportionnée des hommes traités par
les ICIs et, plus généralement, dans le recrutement des essais cliniques (Hu et al., 2019).
D'autres auteurs ont démontré une incidence de myocardite associée aux ICIs plus élevée chez
les femmes que chez les hommes, aprés analyse des bases de données disponibles (Zamami et
al., 2019). Si ce résultat se confirme, il signifierait que la myocardite immuno-induite serait
différente des autres formes de myocardite pour lesquelles 1’incidence est plus €levée chez les

hommes (Waliany et al., 2021).

Le myocarde est composé de différents types de cellules, notamment des cardiomyocytes, des
cellules endothéliales, des fibroblastes, des cellules souches et des cellules immunitaires (Pinto
et al., 2016). Cette pluricellularit¢ permet, au sein de 1’organe, une communication
intercellulaire qui est indispensable lors du développement cardiaque, mais qui joue également
un role modulateur important dans le cceur sain et dans le cceur défaillant chez 1’adulte.
Actuellement, on ne connait pas les mécanismes cellulaires liés a la dysfonction cardiaque
immuno-induite. Dans notre modele d’hiPSC différenciées, nous avons observé que les cellules
endothéliales répondaient a I’IFN-y par une dérégulation d’un trés grand nombre de geénes
comparé aux cardiomyocytes. Il est donc primordial de poursuivre le développement de notre
modele de cardiotoxicité in vitro, dans lequel la co-culture des hiPSC-CM, des hiPSC-CE et
des lymphocytes T, stimulés par les ICIs, pourrait permettre d’identifier le role de chacun des
types cellulaires ainsi que leurs interactions par une analyse de séquencage en cellule unique.
Ce travail, associ¢ a I’étude de biopsies myocardiques dans le cadre d’une approche
translationnelle mise en place dans 1’équipe, permettrait de mieux comprendre la réaction

cardiotoxique induite par I’immunothérapie.

2. Application dans le criblage de marqueurs prédictifs et

I’identification des cibles thérapeutiques

Les analyses transcriptomiques permettent potentiellement d'identifier des molécules uniques,
pouvant servir a diagnostiquer les patients a risque, surtout a des stades précoces dans le cadre
de la prévention. En plus de fournir des informations sur le pronostic des patients présentant
une dysfonction cardiaque, la quantification des biomarqueurs inflammatoires permettrait

d'identifier des sous-ensembles de patients qui seraient les plus susceptibles de bénéficier de
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stratégies anti-inflammatoires. Par exemple, il n’existe pas aujourd'hui de marqueur spécifique
pour la myocardite immuno-induite, le diagnostic est encore difficile et demande de 1’imagerie
cardiaque extensive et une biopsie cardiaque a risque pour le patient. Une seule étude publiée
a ce jour démontre le role des régulateurs de I’inflammasome, répondant a I’'IFN-y dont GBP5
et GBP6, dans la myocardite induite par les ICIs (Finke et al., 2021). Mon travail de thése a
permis d'établir un modéle cellulaire, généré a partir des cellules de patients ayant déclaré une
myocardite immuno-induite, dans lequel des résultats préliminaires ont été¢ obtenus sur la
réponse a la stimulation par I’IFN-y. Impliqués dans cette réponse, j'ai retrouvé GBP6 et TLR3

dans les cardiomyocytes et IL-1B dans les cellules endothéliales.

Parmi les cibles identifiées, le tofacitinib, un inhibiteur de JAK qui bloque la production de
cytokines pro-inflammatoires par la suppression de la voie JAK/STAT et déja approuvé pour
le traitement de la polyarthrite rhumatoide, pourrait étre un bon candidat dans le traitement du
sepsis (Clere-Jehl et al., 2020). En effet, une méta-analyse a partir de 29 études sur 13 611
patients atteints de maladies inflammatoires a médiation immunitaire, I’utilisation du tofacitinib
a montré des effets positifs sur l'inflammation sans augmentation des complications
cardiovasculaires ni de la mortalité (Xie et al., 2019). Le tofacitinib a également montré des
bénéfices chez les patients atteints de myocardite associée aux ICls, résistante aux
corticostéroides (Wang et al., 2021). Il est intéressant de noter que la voie de signalisation
JAK/STAT joue un role majeur dans la tumorigenese de divers cancers et peut favoriser
I’évasion tumorale en conférant une expression élevée de PD-L1 aux cellules tumorales (Hu et
al., 2019). Par conséquent, le ciblage de la voie JAK/STAT pourrait ¢galement avoir un effet

anti-tumoral synergique au cours de I’immunothérapie.

Récemment, une étude sur plus de 10 000 patients atteints de thrombose avec infarctus du
myocarde antérieur et ¢lévation de la protéine C réactive, a montré que le traitement par
canakinumab, anticorps anti-IL-1p, réduisait les complications cardiovasculaires ainsi que la
mortalité (Everett et al., 2019). D’autres thérapies ciblées de TLR2, TLR4, PPAR-alpha,
NLRP3, ... pourraient également étre bénéfiques mais restent encore a caractériser (Frantz et
al., 2018). Par ailleurs, une réduction de la réponse inflammatoire en utilisant des -bloquants
pour la prévention et le traitement de la dysfonction myocardique liée au sepsis est une nouvelle
approche thérapeutique prometteuse. La stratégie de traitement par immunosuppresseur est
fortement a considérer dans le cadre des myocardites immuno-induites en cas d’une évolution
défavorable du traitement des corticoides, particulierement chez les patients ayant développé

une myocardite trés tot aprés le traitement par ICls, ainsi que lors d’instabilité
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hémodynamique/électrique ou d’événements indésirables neuromusculaires. De plus, les
auteurs ont montré que le traitement de I’infliximab (inhibiteur de TNF-a)) est associé a une
augmentation du risque de déces cardiovasculaire ce qui suggere qu’une précaution doit étre

prise avec cette molécule (Cautela et al., 2020).

Conclusion

En conclusion, le systétme immunitaire joue un rdle important mais complexe dans le
développement et la régulation des dysfonctions cardiaques de nombreuses pathologies
cardiovasculaires. Si les stratégies d’immuno-modulation semblent trés prometteuses, elles
présentent d'importantes difficultés. Premi¢rement, la majorité des tentatives d'identification
des voies de signalisation sont recherchées dans des modéles animaux qui ne sont pas tous
régulés de maniere identique a I’homme. Deuxiémement, chacune de ces voies de signalisation
va impacter de nombreuses activités biologiques et pas uniquement la réponse immunitaire.
Troisiémement, les voies connexes s’influencent mutuellement au travers d’un réseau complexe
d’interactions. Il est donc primordial d'approfondir nos connaissances sur le role du systéme
immunitaire et de l'inflammation dans les maladies cardiovasculaires. Identifier les voies de
signalisation, mieux comprendre leur role, et rechercher des cibles a visée thérapeutique est un
long chemin encore a parcourir mais qui s'avere étre une voie stratégique majeure, a prendre en

considération a 'avenir dans le traitement des cardiopathies.

Perspectives

La médecine de précision est une nouvelle approche trés prometteuse pour I’amélioration de la
prise en charge des patients. Une compréhension globale des caractéristiques moléculaires
causales de la maladie permettrait d’identifier des marqueurs pronostiques et de sélectionner le

traitement ciblé le plus adapté pour chaque patient.

Cette approche innovante est en passe de devenir une réalité grace aux forts progres des
technologies dites « omiques » telles que la génomique, la protéomique, la métabolomique et
la bioinformatique afin de créer une cartographie humaine numérique. De plus, le modéele de
cellules souches pluripotentes induites, reprogrammeées a partir d’échantillons biologiques
provenant directement des patients, apparait comme un nouveau modele trés puissant. En effet,
cette approche permet non seulement d’apporter de nouvelles connaissances sur les mécanismes
physiopathologiques, mais sert aussi de modele pour le criblage des médicaments a haut débit

et la validation fonctionnelle des différentes études pharmacogénomiques. Par exemple, apres
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qu’un patient ait regu un diagnostic de cancer, des hiPSC-CM peuvent étre générés pour cribler
les thérapies potentielles. Les hiPSC-CM peuvent étre évalués par un certain nombre de
parametres fonctionnels et transcriptionnels pour prouver 1’efficacité du traitement ainsi que sa
toxicité. A partir de ces analyses, les médicaments plus slrs peuvent tre sélectionnés pour le

patient, minimisant ainsi le risque de cardiotoxicité.

Notre équipe s’inscrit parfaitement dans cette optique grace a la mise en place de la
modélisation in vitro de la réaction cardiotoxique induite par I’immunothérapie, ainsi que

I’analyse de prélévements sanguins et de biopsies myocardiques.

Notre intérét pour la médecine de précision s'applique également a I'étude du choc septique.
Face aux difficultés liées a cette pathologie multifactorielle, le développement de biomarqueurs
fiables améliorera considérablement notre compréhension de I’évolution du sepsis. Nous
rechercherons des marqueurs pronostiques du choc septique a partir des modifications
épigénétiques chez les patients en sepsis. Sachant que nous avons déja démontré la présence
d’un dimorphisme sexuel dans la réponse immunitaire associée a la cardiomyopathie septique,

nous devrons respecter ce critére afin d’avoir une réponse spécifique de chaque sexe.
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