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Résumé

L'insuffisance cardiaque (IC) est définie comme I'incapacité du cceur a fournir un débit cardiaque
suffisant lorsque la demande augmente. L’IC survient lors d’'une diminution 1) de la fonction
contractile, définie comme I'IC a fraction d’éjection réduite (IC-FER) ou 2) de remplissage reliée a
une rigidité du myocarde ou du péricarde, définie comme I'IC a FE préservée (IC-FEP). Les
altérations de la fonction cardiague contribuent a I’activation neuro-hormonale et a
I'inflammation sous-clinique lors de I'apparition et I'évolution de I'IC. L’IC est caractérisée par de
multiples anomalies du systeme vasculaire et musculaire périphériques. La diminution de la
perfusion périphérique peut causer de multiples désordres au niveau vasculaire et musculaire
chez les IC. Linflammation sous-clinique contribue significativement a la progression de I'IC.
Puisque les neutrophiles sont les principaux acteurs dans la sécrétion de cytokines
inflammatoires, I'objectif de cette thése est de caractériser le profil pro- et anti-inflammatoire
dérivé des neutrophiles chez les patients souffrant d’IC-FER et IC-FEP, ainsi que I'impact du
diabéte (DM) sur ce profil.

Les biomarqueurs plasmatiques et relachés par les neutrophiles isolés a partir du sang provenant
de 20 volontaires sains (CTL), 52 IC-FER et 25 IC-FEP et 22 DM ont été quantifiés. L'observation
majeure de notre étude est la réduction importante (>90%) des taux circulants de Vascular
endothelial growth factor (VEGF) chez les patients IC-FER et IC-FEP avec ou sans DM par rapport
aux CTL. En parallele, nous avons observé une diminution significative de la sécrétion du VEGF
par les neutrophiles des patients IC-FER et IC-FEP avec une réduction maximale (92%) chez les IC-
FEP+DM comparé aux CTL aprés une stimulation avec des médiateurs pro-inflammatoires. La
diminution du VEGF associée a une inflammation accrue de I'endothélium micro-vasculaire
coronarien conduit a une dérégulation de la génération de I'oxyde nitrique (NO). Une diminution
marquée des taux circulants de NO a été observée chez les patients diabétiques et atteints d'IC
comparé aux CTL. Les niveaux circulants d'IL-6 et d'lIL-8 sont significativement augmentés chez les
patients IC et DM et de maniere synergique chez les IC-FEP avec DM. Ces données, combinées a
une diminution du VEGF et du NO, suggérent une altération significative de la fonction macro-

vasculaire et micro-vasculaire chez les patients IC-FEP, qui est intensifiée par la présence de



diabete. La libération d’IL-8 et d’IL-6 par les neutrophiles était significativement augmentée chez
les patients DM et IC-FEP+DM apres un traitement au lipopolysaccharide (LPS). Nous avons aussi
démontré une augmentation de I'lL-1RA circulante, une cytokine anti-inflammatoire dans toutes
les cohortes de patients. Cependant, la sécrétion de I'IL-1RA par les neutrophiles était diminuée
dans toutes les cohortes par rapport aux CTL, indépendamment de l'agoniste utilisé. Ces
observations suggerent que les neutrophiles ne sont pas les principales cellules qui secretent I'IL-
1RA, mais bien les monocytes, les hépatocytes, les cellules épithéliales et les adipocytes.

Les données scientifiques provenant de ces études nous ont permis de mieux caractériser le role
du neutrophile dans I'IC et permettront de valider I’'hypothése stipulant que les biomarqueurs

dérivés des neutrophiles jouent un réle significatif dans I'IC.

Mots-clés : Insuffisance cardiaque, insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite,
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée, biomarqueurs, inflammation,

neutrophiles, diabéte.



Abstract

Heart failure (HF) is characterized by the inability of the heart to provide sufficient cardiac output
when there is an increase in demand. This may result from a decrease in 1) contractile function,
defined as heart failure with reduced ejection fraction (HF-REF) or 2) filling related to stiffness of
the myocardium or pericardium, defined as HF with preserved EF (HF-PEF). Alterations in cardiac
function contribute to neuro-hormonal activation and subclinical inflammation during the onset
and progression of HF. HF is characterized by multiple abnormalities in the peripheral vascular
and muscular system. Decreased peripheral perfusion can cause vascular and peripheral muscular
disorders in HF-REF and HF-PEF. However, the cellular mechanisms involved in these observations
remain unknown. Subclinical inflammation significantly contributes to the progression of HF.
Since neutrophils are the first players for the inflammatory cytokines release, the main objective
of this doctoral thesis is to characterize the pro and anti-inflammatory profile derived from
neutrophils in patients suffering from HF-REF and HF-PEF, as well as the impact of diabetes (DM)

on this profile.

The plasma and neutrophil released biomarkers from the blood of 20 healthy control volunteers
(CTL), 52 HF-REF and 25 HF-PEF and 22 DM were quantified. The major finding of our study is the
significant reduction (>90%) of the circulating levels of vascular endothelial growth factor (VEGF)
in HF-REF and HF-PEF patients with or without diabetes compared to CTL. In parallel, we observed
a significant decrease of the VEGF secretion by the neutrophils from HF-REF and HF-PEF patients
with a maximal reduction (92%) in HF-PEF+DM compared to CTL after pro-inflammatory agonists
stimulation. The decrease of VEGF associated with an increased inflammation of the coronary
microvascular endothelium leads to a deregulation of nitric oxide (NO) generation. A marked
decrease in circulating NO levels was indeed observed in diabetic and HF patients compared to
CTL. Circulating levels of IL-6 and IL-8 increased significantly in HF and DM patients, being maximal
in HFPEF+DM. These data, when combined with a decrease in VEGF and NO, support a significant
impairment of macrovascular and microvascular function in HF-PEF patients, which is increased

by the presence of diabetes.



The release of IL-8 and IL-6 from neutrophils was significantly increased in DM and HF-PEF+DM
patients after treatment with lipopolysaccharide (LPS). We also observed an increase in
circulating IL-1RA, an anti-inflammatory cytokine in all patients’ cohorts. However, IL-1RA
secretion by the neutrophils was decreased in all cohorts compared to CTL, independently of the
agonist used. These observations suggest that neutrophils are not the main cells that secrete IL-

1RA, but rather monocytes, hepatocytes, epithelial cells and adipocytes.

The scientific data from these studies have allowed us to better characterize the role of
neutrophils in HF and will validate the hypothesis that biomarkers derived from neutrophils play

a significant role in the HF.

Keywords: Heart failure, heart failure with reduced ejection fraction, heart failure with preserved

ejection fraction, biomarkers, inflammation, neutrophils, diabetes.
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ST-2: soluble interleukin 1 receptor

TA: tension artérielle

TBARS: acide thiobarbiturique

T1DM: diabéte type 1

T2DM: diabéte type 2

TIMP-1: inhibiteur tissulaire du métalloprotéinase-1
TIMP-4: inhibiteur tissulaire du métalloprotéinase-4
TNF-a: tumor necrosis factor-alpha

TNFR1: récepteur du TNF-a

TNFR2: récepteur du TNF-a

TRACE: trandolapril cardiac evaluation study

TRADD: TNFR1-associated death-domain containing protein
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TRAF-2: TNFR-associated factor-2
TXA2: thromboxane A2

V:volume

Val-HeFT: valsartan heart failure trial
VCAM: vascular cell adhesion molecule
VD: ventricule droite

VEGF: vascular endothelial growth factor
VEGFR2: VEGF receptor 2

VES: volume d’éjection systolique

VG : ventricule gauche

V-HeFT: vasodilator heart failure trial
VTD : volume télédiastolique

VTS : volume télésystolique

YKL-40 : chitinase 3-like protein
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Chapitre 1 — Introduction

1. Insuffisance cardiaque

L'insuffisance cardiaque (IC) est un syndrome clinique complexe qui est causé par divers facteurs
structurels ou fonctionnels cardiaques qui altérent les fonctions de contractilité et de remplissage
du sang par les ventricules [1]. Ceci entraine une incapacité du muscle cardiaque a assurer un
débit sanguin suffisant afin de répondre aux besoins métaboliques des tissus et des organes
périphériques lors d’'une augmentation de demande telle que I'exercice. Les principaux

symptomes caractéristiques de I'IC sont la dyspnée, la fatigue et I'intolérance a I'exercice.

Les patients atteints d'IC sont subdivisés en trois phénotypes basés sur la valeur de la fraction
d'éjection ventriculaire gauche (FEVG) [2-5]. Plus spécifiquement, le terme « IC systolique », ou
IC a fraction d’éjection réduite (IC-FER), est attribué aux patients ayant une FEVG < 40%; tandis
que le terme « IC diastolique », ou IC a fraction d’éjection préservée (IC-FEP), fait référence aux
patients présentant de I'lC avec une FEVG > 50 % [4-9]. Plus récemment le consensus européen a
suggéré une troisieme catégorie de patients, soit I'IC avec fraction d’éjection intermédiaire
nommeée IC-mEF (« mid-range ejection fraction ») [10]. Cette thése traitera seulement de I'IC-FER
et de I'IC-FEP, la troisieme étant une nouvelle classification trés récente, largement adoptée par
la communauté européenne, qui n’a pas été prise en compte lors de I'élaboration et de la
réalisation de nos études. Les principales caractéristiques de ces deux populations (réduite et

préservée) seront détaillées dans les prochaines sections.

2. Epidémiologie

L’IC est une pathologie qui atteint 15 millions de personnes dans la plupart des pays industrialisés,
dont approximativement 5 millions aux Etats-Unis et 400,000 au Canada [8, 11]. L’IC est une
maladie qui apparait principalement chez les personnes agées de 65 ans et plus. Les co(ts
associés aux traitements et a I'hospitalisation de ces patients représentent le double des co(ts

reliés au diagnostic et traitement des patients ayant le cancer [12].



Par ailleurs, chaque année, I'IC cause le déces d'environ 4500 Canadiens [13] et provoque
I’hospitalisation de 100 000 patients [13]. Or, les données actuelles suggérent une croissance de
ces nombres au cours des prochaines années étant donné le vieillissement de la population et
I'augmentation des facteurs de risque de I'IC (Tableau I). Aussi, le phénotype le plus prévalent

sera vraisemblablement celui de I'|C-FEP.

Principaux facteurs

Hypertension
Diabete
Athérosclérose
Maladies valvulaires
Médicaments cardiotoxiques
Age
Obésite
Dyslipidémies
Tabac

Tableau 1. — Les facteurs de risques de I'IC

Plusieurs classifications ont été établies pour mieux comprendre I’évaluation clinique ainsi que la
sévérité des patients atteints de cette pathologie. Les deux principales classifications sont celle
de la New York Heart Association (NYHA) basée sur les symptémes et la tolérance a I'exercice [14-
16] et celle de I’American Heart Association (AHA) basée sur les changements structurels du coeur

par rapport a la gravité des symptomes [17] (Tableau 2).

3. Pathophysiologie

L’IC est une condition pathologique qui résulte en une diminution du débit cardiaque [18]. Au
début de la maladie il y a diminution du débit cardiaque a I'effort, et lors de sa progression il y a
diminution du débit cardiaque au repos. Afin de rétablir un débit cardiaque normal, I'organisme
met en ceuvre une série de mécanismes de compensation myocardiques, systémiques et
périphériques [19]. Au niveau cardiaque, il existe des changements de nature intrinseque
(structuraux), tels le remodelage des ventricules gauche et droit, ainsi que des changements
d’ordre modulatoire, tels la désensibilisation des récepteurs adrénergique et de type AT1, ainsi
gue des récepteurs au tumor necrosis factor (TNF-a) [19, 20]. Les principaux mécanismes

adaptatifs
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* Risque élevé de
développer de I'lC.
*  Aucune anomalie
Stade A fonctionnelle ou
structurelle identifiée.
+  Asymptomatique

+  Présence d'une maladie
structurelle du coeur
principalement associée

Stade B au développement de I'lC.

*  Asymptomatique

+ IC symptomatique
associée a une maladie
structurale du ceceur.

Stade C

« Malgré une
meédicamentation
optimale, ily a la

Stade D présence d’'une maladie
structurelle du coeur
avanceée avec des

symptémes d’IC au repos.

* Classification basée sur la structure et les
dommages au ceeur.

+ Pas de limitation de
I'activité physique.

« Lactivité physique
ordinaire ne cause pas de
fatigue, de palpitation ou
de dyspnée.

Classe |

Faible limitation de
I'activite physique.

+ Confortable au repos.

+ L'activité physique
ordinaire engendre la
fatigues, des palpitations
ou la dyspnée.

Classe |l

.

Limitation marquée de
I'activité physique.
Confortable au repos.

« Des activités moins
Classe Il qu’ordinaire engendrent
de la fatigue, des
palpitations ou de la
dyspnée.

Incapable de pratiquer
une activité physique sans
inconfort.

« Symptémes d'IC au
Classe IV [ Joos.
Si une activité physique
est pratiquée, I'inconfort
augmentera.

** Classification basée sur les symptémes et la
capacité fonctionnelle.

ACC: American College of Cardiology; AHA: American Heart Association; NYHA: New York Heart
Association

Tableau adaptée de Hunt et SA. Circulation 2005: 112. 182S-185S et The Criteria New York Heart
Association and Criteria of Diagnostic of Disease of Heart and Great Vessels, 9t éd. Little Brown & Co,
1994, p. 253-256.

Tableau 2. — Les principales classifications de I'IC

et mal adaptatifs incluent I’élévation de diverses neurohormones et de plusieurs biomarqueurs
pro-inflammatoires [20, 21]. En conséquence a la diminution de la perfusion périphérique, de
multiples changements significatifs ont été rapportés au niveau du systeme artériel macro- et
microvasculaire et périphérique, de méme qu’au niveau de la distribution et de la fonction des

fibres musculaires périphériques [10].
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3.1 Adaptation du muscle cardiaque de type intrinséque

3.1.1 Remodelage ventriculaire
L’IC est causée par une perte des myofibroblastes reliée a diverses insultes au niveau régional
cardiaque (infarctus du myocarde) ou global (exemple : sarcoidose, myocardite). Le coeur
défaillant est caractérisé par des changements au niveau de la masse, de la géométrie et de la
composition du myocarde [22, 23]. Conséquemment a cette perte de cardiomyocytes, il y a
I’'hypertrophie des cellules contractiles restantes. Ainsi, la perte des myofibroblastes,
I’hypertrophie ventriculaire réactionnelle couplée aux changements quantitatifs et fonctionnels
des régulateurs de la matrice extracellulaire résulte en un changement structurel important du
cceur appelé remodelage. Ces changements intrinseques s’installent progressivement en cas de
surcharge hémodynamique ou suivant des dommages directs du myocarde [24] . Ces adaptations
sont quantitativement et qualitativement différentes au niveau du coeur gauche comparé au
cceur droit. Aussi, il existe deux types d’hypertrophie, soit concentrique ou excentrique, causant
un remodelage distinct des ventricules, créant ainsi deux phénotypes distincts d’IC, soit I'IC-FEP

ou I'IC-FER [24, 25].

Dans I'IC-FER, le ventricule développe un processus de dilatation et d’hypertrophie appelé
remodelage excentrique. Cette hypertrophie est associée a une perte des cardiomyofibroblastes
entrainant des modifications cellulaires et sous-cellulaires multiples incluant une dysrégulation
des métalloprotéinases matricielles (MMP) et de leurs inhibiteurs (TIMP) [26]. Il y a une dilatation
de la cavité ventriculaire (augmentation de sa dimension et de son volume) et un amincissement
de la paroi [27]. Cette dilatation est principalement due a la dégradation du réseau de collagéne
par des protéases incluant les métalloprotéinases [28]. Ainsi, I’affaiblissement du réseau fibreux,
suite a l'activation des protéases de la matrice, résulte en un glissement (« slippage ») des
myocytes les uns par rapport aux autres, favorisant ainsi la dilatation du ventricule. Par
conséquence, la cavité ventriculaire devient plus dilatée et le plus souvent de fagcon concomitante

a la diminution de la fraction d’éjection.

L'IC-FEP est quant a elle définie par une anomalie de remplissage du ventricule gauche en

présence d’'une fraction d’éjection supérieure a 45 ou 50% selon les définitions [29-31]. Elle est
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causée par un défaut de relaxation du ventricule gauche et conséquemment par un désordre de
la distensibilité (ou encore une diminution de la compliance) [1, 29-31]. Elle est caractérisée par
une rigidité accrue du myocarde [4, 5], associée le plus souvent a un remodelage concentrique
des ventricules (augmentation du rapport épaisseur / diametre) et dans environ 30% d’une
hypertrophie franche du ventricule gauche (VG). Le ventricule est donc petit avec diminution des
volumes télé-systolique et télé-diastolique et du volume d’éjection. Cette condition est observée
le plus souvent dans des situations de surcharge telle qu’en présence de I’hypertension artérielle
[4] [4, 5], du diabéte et lors du vieillissement accéléré (en présence d’autre conditions morbides).
Dans ces situations, la masse du VG est donc normale ou augmentée [32]. La perte nette des
myocytes est moindre, mais |'activation des fibroblastes entraine une synthése de collagéne qui
produit une fibrose [32]. Ainsi, les myocytes cardiaques sont individuellement hypertrophiés et la
matrice extracellulaire comprend une proportion plus importante de la trame fibreuse dont le

collagéne [33].

3.1.2. Principales adaptations du muscle cardiaque de type modulatoire

3.1.2.1 Anomalies des récepteurs 8-adrénergique cardiaque
L'IC se caractérise par des anomalies significatives au niveau de nombreux systemes de
transduction. Des changements importants surviennent au niveau des récepteurs B-
adrénergiques [34, 35]. Le systeme nerveux sympathique (SNS) exerce ses effets, tels que
I'augmentation du débit et de la contractilité cardiaque via I'activation des récepteurs PB-
adrénergiques dont trois sous-types ont été identifiés 1, 2 et 3 [36]. Plus spécifiquement, des
changements significatifs ont été observés au niveau des récepteurs B1 et B2 dans I'lIC [37].
L’activation du récepteur Bl-adrénergique active la protéine kinase PKA via la stimulation
d’activité de I'adénylate cyclase, ce qui a comme effet, une augmentation de la contractilité
cardiaque et une augmentation de la FEVG [37-40]. Dans le cas de I'lC, il y a une diminution de la
densité des récepteurs B1 [40] qui progresse de facon proportionnelle avec la sévérité de I'lC. Par
conséquent, il y a diminution de formation de I'adénylate cyclase, contribuant a la diminution de
la réserve contractile ainsi qu’une atténuation de la fréquence cardiaque maximale a I'effort [40,

41]. En conditions d’IC, la signalisation B2 est atténuée, alors que I'expression de ces récepteurs
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ne diminue pas [41]. Le récepteur B2 se lie a une protéine Gi qui a comme effet I'activation des
phosphodiestérases et I'inhibition de la PKA. De plus, I'activation de Gi stimule d’autres voies
comme la phosphoinositide 3 kinase (PI3K) couplée a Akt qui induisent des effets anti-
apoptotiques [40-43]. De plus, les récepteurs B1 et B2 sont sur-stimulés dans I'IC, résultant en
une désensibilisation du couplage a I'adénylate cyclase [37, 44]. En fait, ces récepteurs sont
phosphorylés au niveau des domaines intracellulaires par la PKA, et des kinases GRK (G protein
receptor kinase), dont la plus décrite est GRK2 aussi nommeée B-ARK1 (kinase des récepteurs 1)
[44, 45]. La phosphorylation par les GRK2 augmente I'affinité des récepteurs a la B-arrestine, et
ceci cause un découplage fonctionnel entre le récepteur et la protéine G, et conduit également a
I'internalisation du récepteur qui peut alors étre dégradé ou recyclé vers la membrane cellulaire
[45]. Il a été démontré que les niveaux de B-ARK1 sont augmentés dans le cceur défaillant, et que

cette augmentation est attenue par un traitement avec des B-bloquants [45].

3.1.2.2 Anomalies du systeme rénine-angiotensine-aldostérone régional cardiaque
Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) joue un role crucial dans le maintien de la
fonction cardiaque et le soutien de la tension artérielle (TA) dans I'IC. Sa stimulation augmente la
vasoconstriction périphérique et ainsi aide a maintenir une TA adéquate lorsque la pompe
cardiaque est déficiente en situation aigue [46]. L'activation du SRAA et I'hyperactivité
sympathique sont nécessaires au maintien du débit sanguin périphérique suite a un dommage
cardiaque. Par ailleurs, une activation soutenue du SRAA contribue au remodelage adverse au
niveau du myocarde et subséqguemment a la progression de I'lC [46]. Ainsi, I'augmentation de
I'activité sympathique entraine une vasoconstriction périphérique de |'artére rénale afférente et
une diminution du flux sanguin vers I'appareil juxtaglomérulaire du rein, ayant pour effet la
libération de rénine [47, 48]. Egalement, l'activation du SNS active les récepteurs PB1-
adrénergiques sur les cellules juxtaglomérulaires, ce qui stimule davantage la libération de rénine.
Plus spécifiguement, les effets du systeme sympathique sur la sécrétion de rénine sont médiés
par des décharges locales de noradrénaline qui, en se liant a des récepteurs Bl-adrénergiques
activent une voie de transduction de signal via AMPc. Le tonus sympathique facilitée par
I'activation du systeme SRAA peut également agir indirectement sur la sécrétion de rénine en

stimulant les récepteurs a-adrénergiques, ce qui conduit a une vasoconstriction de I'artériole
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afférente. Cette vasoconstriction active les barorécepteurs rénaux et stimule la macula densa,
aboutissant a une augmentation de la sécrétion de rénine. Par un processus enzymatique, la
rénine transformera I'angiotensinogéne, dérivant du foie, en angiotensine |, qui a son tour sera
transformé en angiotensine Il par l'action de I'enzyme de conversion de l'angiotensine.
L'angiotensine Il ainsi générée provoque un remodelage cardiaque avec une hypertrophie des

myocytes et une augmentation de la fibrose [48, 49].

Au niveau périphérique, I’Ang Il est responsable d’une vasoconstriction des artérioles des muscles
squelettiques et des artéres rénales, cette derniére provoquant une rétention hydrosodée [50].
Elle entretient I'activité du SNS et contribue a la libération d’hormones telles que, la
noradrénaline, I'endothéline et la vasopressine qui ont également une action vasoconstrictrice et
qui amplifie la rétention hydrique. Ces effets résultent de la liaison de I’Ang Il sur son récepteur
AT1[51], qui provoque l'activation de Gaq [52]. Plusieurs études ont démontré I'implication de
Gagq dans le développement de I'hypertrophie dans I'IC [52]. A son tour Gaq va phosphoryler la
phospholipase C B (PLCB) [52] qui transformera le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en
inositol 1, 4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG) [52]. L'IP3 se liera aux récepteurs a
I'IP3 pour libérer le calcium du réticulum sarcoplasmique contribuant a la vasoconstriction [52-

55].

La plupart des effets déléteres cardiaques sont reliés a I'activation du récepteur ATL1. En effet,
une étude a montré qu’une déficience en AT1aR dans un modeéle de souris conduit a une

croissance normale [56] mais présente une réduction de I'athérosclérose aortique [56, 57].

Quant au récepteur AT2, il est exprimé au niveau des vaisseaux sanguins, du cceur, du pancréas,
des glandes surrénales, des reins et du cerveau [58]. Les voies de signalisation qui y sont associées
sont encore mal comprises. Néanmoins, dans des conditions physiologiques, le récepteur AT2 est
un antagoniste physiologique du récepteur AT1 puisqu’il favorise la vasodilatation et inhibe la
croissance cellulaire [59]. En conditions pathologiques, il est surexprimé lors d’une lésion
cardiaque tel un infarctus du myocarde alors qu’il est moins présent lors de I'lC [50, 60]. Tout
comme les récepteurs B, les récepteurs de type AT1 et AT2 au niveau du myocarde sont

désensibilisés et diminués en nombre pour le récepteur de type AT1. Ceci suggére une étroite
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collaboration et régulation entre les systemes sympathique B-adrénergique et a I'angiotensine

dans le coeur humain.

3.1.2.3 Anomalies des cytokines- les récepteurs du TNF-o de type R1 et R2 comme

prototype
Tout comme les récepteurs de type B-adrénergiques et de type AT1 et AT2, il y a des anomalies
présentes au niveau des récepteurs de certaines cytokines dont le tumor necrosis factor (TNF-a)
en IC. Ceci soutien le concept du role important de plusieurs cytokines dans la régulation de la
fonction cardiaque dans le coeur défaillant ainsi que leur régulation croisée. Le TNF-a est une des
cytokines les plus étudiées dans les maladies cardiovasculaires [61] qui a longuement été associée
a I'lC [61]. De plus, le niveau du TNF-a dans le sérum est associé a la sévérité de la maladie [61]
et pourrait également prédire le risque de mortalité des patients IC [62]. Le TNF-a exerce ses
effets biologiques par I'intermédiaire de deux récepteurs, TNFR1 et TNFR2. Le TNFR1 semble étre
le principal récepteur de signalisation. Ces 2 récepteurs different par leurs domaines
intracellulaires, et le TNFR1 se caractérise par la présence de « death domain » (DD), responsable
de I'induction d’apoptose [63]. En effet, cette séquence de DD permet |'association de plusieurs
protéines accessoires dont la TNFR1-associated death-domain containing protein (TRADD), la Fas-
associated death-domain-containing protein (FADD) et le TNFR-associated factor-2 (TRAF-2) [64]
reconnus pour leurs effets d’activation des caspases et facteurs de transcription, le tout visant a
induire le phénomene d’apoptose [64, 65]. Cependant, les actions biologiques du TNF-a restent
paradoxales, puisqu'a haute dose le TNF-a favorise I'apoptose, alors que la production chronique
endogéne de TNF-q, surtout dans les pathologies, favorise plutét I'inflammation, la prolifération
cellulaire et la différenciation cellulaire [63, 64] [66]. De plus, le TNF-a permet la production de

collagene et de métalloprotéinase (MMP-9), favorisant ainsi le remodelage tissulaire [66].

La liaison du TNF-a a ses récepteurs favorise l'internalisation du complexe cytokine-récepteur
conduisant ainsi a une désensibilisation [61]. Les changements biologiques reliés au TNF-a et des
récepteurs de type R1 et R2 en IC supportent le role de I'inflammation comme mécanismes

régulateurs significatifs dans I'lC [61-63].
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Plusieurs interleukines jouent un réle d’importance en IC. Parmi celle-ci I'IL-6, I'IL-8, IL-1pB et I'IL-
18 semblent jouer un réle pivot dans la pathophysiologie de I'IC. Le role d’IL-6 et IL-8 sera présent
en détail un peu plus loin dans cette thése. Les principaux membres de la famille des interleukines
6 sont I'lL-6, le facteur inhibiteur de la leucémie (LIF) et la cardiotrophine-1 (CT-1). Des études ont
démontré des concentrations élevées d’IL-6 dans le sérum des patients souffrant d’IC. Par ailleurs,
I'lL-6 a été impliquée dans I'hypertrophie cardiomyocytaire mais aussi dans la dysfonction
contractile des myocytes [67]. || a été observé dans des échantillons des patients de I'étude
SOLVD, en plus des taux de TNF-a, une augmentation des taux circulants d’IL-6 par rapport a des
sujets contréles [68]. En plus du TNF-a et de I'lL-6, I'expression a la fois de la CT-1 et du LIF
augmente également dans le coeur défaillant. La CT-1, une cytokine pro-inflammatoire faisant
partie de la famille de I'lL-6, peut effectivement étre une cible thérapeutique dans certaines
formes de défaillances cardiaques. Par ailleurs, CT-1 joue un réle dans I'IC ainsi qu’une implication
dans I'athérosclérose a été démontré [67, 69-71]. La haute concentration de CT1, dans le plasma,
jumelée a lI'augmentation d’autres marqueurs comme la N-terminal pro B-type natriuretic
peptide (NT-proBNP) peut étre un indicateur pour le déclenchement de la mort ou de I'IC suite a
un infarctus aigu du myocarde [72]. En effet, il a été démontré une certaine corrélation entre la
présence élevée de la CT-1 et une augmentation de la masse du ventricule gauche. Cette
hypertrophie est caractérisée par une élongation de cellules myocardiques tout en gardant la
largeur de la cellule intacte [69]. Il y a aussi une augmentation des unités sarcomériques en séries
et non pas en paralléle [69]. Ceci démontre que I’hypertrophie induite par la CT-1 est distincte de
celle induite par une stimulation a-adrénergique [69]. De plus, un traitement contre la CT-1, pour
normaliser la concentration de la CT-1 dans le plasma des patients hypertendus, était associé avec
une régression de I’hypertrophie du ventricule gauche ainsi qu’une diminution de la masse du
ventricule gauche [69]. Comme on peut le voir, la CT-1 joue un réle dans I'IC par sa persistance
dans le systéme a la suite d’un probléme cardiovasculaire. La CT-1 représente une belle cible
thérapeutique. En effet, la réduction de cette cytokine dans le sang a des effets bénéfiques. En
effet, une étude a démontré que l'utilisation de deux médicaments, valsartan (VAL) et
spironolactone (SPL), pour le traitement de I'IC avait un effet cardioprotecteur pour les rats dans

lesquels on a induit chimiquement I’hypertrophie [73]. Cette étude est intéressante puisque VAL
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et SPL, tout en rétablissant la masse du coeur par rapport a la masse du corps, ont inhibé
I’expression de ’ARNm de CT-1. Par ailleurs, les auteurs rapportent que le losartan, un bloqueur
du récepteur de I’Ang I, produit un effet similaire en diminuant I’hypertrophie induite par CT-1
[73]. Cependant, cette étude n’a pas démontré le mécanisme par lequel VAL et SPL inhibent

I'induction de CT-1.

Concernant I'lL-1B et I'lL-18, ils sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs et sont clivés
en forme mature active par une enzyme converstase de I'IL-1B (ou caspase 1) [74]. La
signalisation de I'lL-1 peut étre un médiateur essentiel dans la pathogenése de I'lC en supprimant
la contractilité cardiaque, en favorisant I’hypertrophie du myocarde et en induisant I'apoptose
des cardiomyocytes [75]. Par ailleurs, I'lL-1 est une des cytokines les plus puissantes et elle est
présente dans le myocarde de patients atteints de cardiomyopathie idiopathique dilatée [76]. En
plus, des études ont montré I'implication de I'lL-1 dans I'apoptose myocardique, I'hypertrophie

et I'arythmie.

3.2 Maladaptations périphériques vasculaires et musculaires
L'IC de phénotype réduite ou préservée est associée a une diminution de flot périphérique
entrainant des changements dans la structure et la fonction des vaisseaux de divers calibres ainsi
gu’au niveau des muscles périphériques. Outre la vasoconstriction artériolaire résultante de
I'activation neurohormonale, la vasodilatation dépendante de I'endothélium est altérée au
niveau des vaisseaux artériels de différents calibres. Ceci est due a une production accrue de
substances vasoconstrictrices, particulierement I'endothéline, et a une diminution de la capacité
de I'endothélium a libérer de I'oxyde nitrique [77]. Ce déficit en vasodilatation amplifie
I’hypoperfusion reliée a I'atteinte du myocarde, résultant en une réduction significative du débit
sanguin systémique. Il en résulte la fatigue ainsi qu’une intolérance a l'effort. Qutre ces
modifications, il existe des anomalies structurales et métaboliques au niveau des muscles
périphériques [77]. La réduction chronique du transport en oxygéne joue un réle important dans

I"apparition de ces anomalies, du déconditionnement ainsi que des symptomes d’IC.
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Conséquemment aux changements vasculaires, ainsi qu’au déconditionnement, la masse
musculaire est diminuée chez les patients avec IC [77, 78]. Les anomalies structurales et
métaboliques des muscles sont aussi accompagnées par un changement de la répartition de
I"'ultrastructure de la fibre musculaire squelettique. Ainsi, la proportion des fibres de type Il, plus
particulierement de type IIB, est augmentée [79, 80]. De plus, ces fibres a contraction rapide (type
Il et 1IB) sont aussi atrophiées. Cela implique une diminution des fibres de type |, oxydatives et
résistantes a la fatigue, et aussi une réduction du nombre de mitochondries [81] et une atrophie
des fibres a contraction rapide. L'ensemble conduit a une diminution de la production d’ATP
expliquant la fatigue a I'effort. Les anomalies périphériques semblent étre plus marquées et

pourraient jouer un réle pathophysiologique plus important dans I'IC-FEP.

Les données cliniques ont démontré une diminution importante de la capacité des muscles
périphériques a extraire de I'oxygene dans I'IC-FEP. Aussi, la présence de comorbidités dans I'IC-
FEP contribue a un état pro-inflammatoire avec une diminution de la biodisponibilité en NO,
engendrant ainsi une dysfonction endothéliale ainsi qu’une structure vasculaire anormale tant au
niveau cardiaque que périphérique. Diverses études ont évalué la fonction et la structure
vasculaire chez des patients IC-FEP en mesurant la dilatation médiée par le flux (FMD; flow-
mediated vasodilatation) et la vasodilatation induite par la nitroglycérine [82, 83]. lls ont
également mesuré I’épaisseur de I'intima-media (IMT) en tant qu’indice de la structure vasculaire
chez des patients IC-FEP en comparant a des patients sans IC [82]. La FMD et la vasodilatation
induite par la nitroglycérine étaient significativement plus petites, alors que I'lMT de I'artére était
significativement plus importante chez les patients IC-FEP comparé aux patients sans IC. Ceci
suggere que la dysfonction endothéliale et la structure vasculaire anormale peuvent contribuer a
la pathogenese et a la progression de I'lC-FEP. Outre ces anomalies structurales et fonctionnelles,
le muscle périphérique des patients IC-FEP est semblable au muscle du patient souffrant de
myopathie mitochondriale. Chez ces patients, une diminution de I'extraction de I'oxygéne pour
un méme débit cardiaque a confirmé I'importance des anomalies artérielles et musculaires dans

la pathophysiologie de I'|C-FEP.
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3.3 Conséquences hémodynamiques des désordres intrinséeques et

modulatoires

Le débit cardiaque est défini par I'équation suivante : débit cardiaque (DC) = fréquence cardiaque
(FC) x volume d’éjection systolique (VES). Afin de maintenir un DC suffisant, il faut moduler soit
la FC ou le VES. La régulation du VES dépend de la pré-charge, la post-charge, et la force de
contractilité [84, 85]. Le VES est anormal dans les deux types d’IC.

La relation entre le volume (V) et la pression (P) ventriculaire caractérise le fonctionnement du
ventricule [86]. Les parameétres P-V en télédiastole définissent la précharge et en télésystole la

postcharge. La figure 1 démontre la relation entre la courbe pression-volume.

VTD

- | - | =

Pression (mmHg)

A A Awg‘\ Ar’\
S

» e — e

50 150 4|—.-
volume
Volume (ml) systolique
Figure 1. — La relation pression-volume du cycle cardiaque.

Les courbes représentent les 4 phases du cycle cardiaque soit: (1) le
remplissage du ventricule gauche pour parvenir au VTD ainsi que
I'augmentation de la pression ventriculaire, (2) la phase de contraction
isovolumique au cours de laquelle la pression s’éléve sans changement de
volume, (3) I’éjection du contenu du ventricule gauche ce qui induit une
diminution de volume de ce dernier afin d’atteindre le VTS et, (4) phase de

relaxation isovolumique lors de laquelle la pression baisse sans variation

de volume.
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La précharge ou le volume télédiastolique (VTD) représente le volume de sang se trouvant dans
le ventricule gauche a la fin de la diastole. La précharge est augmentée par la modification du
retour veineux conséquent a l'augmentation du volume sanguin et la dilatation ventriculaire.
L’augmentation du VTD étire les sarcomeres du ventricule gauche ce qui augmente leur force de
contraction selon la loi de Frank-Starling [86, 87]. Par conséquent, le VES est augmenté lorsque le
cceur est plus distendu. En effet, selon la loi de Frank-Starling, la force de contraction est d’autant
plus importante que les sarcomeéres des fibres musculaires présentent une longueur optimale

d’étirement. Malgré ces compensations tant en augmentation de volume que de contractilité, ces

Force
(Unité arbitraire)

Fuchs, 1995

1
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1 1 ] 1
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mécanismes adaptatifs sont déficients en IC. En effet, la réponse hémodynamique selon la loi de

Frank-Starling est significativement perturbée dans I'IC créant une réponse aplatie du débit

cardiaque suite a une augmentation de la précharge. La figure 2 représente la relation entre la

longueur du sarcomere, qui serait optimale aux alentours de 2,22 um, et la force générée.
Figure 2. — Relation entre la longueur du sarcomere et la force de contraction.

Tiré de [86].
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Chez un sujet défaillant cardiaque avec IC-FER, I'augmentation de la précharge et de la force de
contraction des myocytes restants sont des mécanismes précoces actifs pour maintenir un débit
cardiaque stable. En effet, I'altération de la performance systolique contribue a une dilatation
ventriculaire gauche afin de maintenir le volume systolique (Frank-Starling). Ainsi, le rapport
épaisseur/rayon est diminué et la distensibilité de la chambre ventriculaire gauche accrue [88]. Il
s'en suit un déplacement vers le bas et vers la droite de la relation pression volume télédiastolique
(Figure 3), permettant au VG de se dilater sans augmentation trop importante des pressions de
remplissage diastolique [88].

L'IC-FEP est associée a la présence de nombreuses comorbidités, dont I’hypertension artérielle
(HTA), la dysfonction rénale, le diabéte et I'obésité [29]. L'HTA, est presque constamment
présente dans les antécédents des patients IC-FEP. Ceci provoque une augmentation de la
postcharge du VG et a la suite de la tension pariétale qui est compensée par I’hypertrophie
concentrique du VG [29]. Cette hypertrophie s’accompagne d’une altération de la relaxation et
de la compliance [4, 5, 89, 90]. La rigidité du VG observée dans I'IC-FEP est suivie d’une
augmentation de la pression télédiastolique du VG et d’une diminution du VES suite a la
diminution de volume [4]. La diminution de la distensibilité entraine une déviation vers le haut et
vers la gauche de la relation pression-volume diastolique [91].

Tout comme dans I'IC-FER, la défaillance de la loi de Starling (atténuation de I'augmentation du
VES et pression intra-ventriculaire élevée en réponse a I'augmentation de la précharge) contribue

a limiter le débit cardiaque a I'effort et donc la capacité fonctionnelle des patients IC-FEP.
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Dysfonction systolique Normal Dysfonction diastolique

Pression ventriculaire gauche
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Figure 3. - Courbes pression volume du VG dans les 4 phases du cycle myocardique.

A : contraction isovolumetrique, B : éjection, C : relaxation et D : remplissage d'un cycle
cardiaque normal (au centre), au cours de I'IC-FER (gauche) et de I'IC-FEP (droite). Tiré de [88,
91].

3.4 Conséquences systémiques et métaboliques de I'IC

3.4.1 Systémes neuro-hormonaux vasoconstricteurs
Les désordres de la structure cardiaque et de sa réserve contractile contribuent a la diminution
du débit cardiaque et conséquemment aux anomalies de régulation des barorécepteurs cardio-
pulmonaires a haute pression (artériel) et a basse pression (veineux). Ces désordres sont a la
genese de |'activation de l'activité neuro-humorale augmentée en IC. Les hormones de type
« constrictives » tels les systemes adrénergiques, I'endothéline, I’arginine-vasopressine et
« vasodilatatrices » tels ’ANP (atrial natriuretic peptide), le BNP (brain natriuretic peptide), le NO

et les prostaglandines sont élevées dans I'IC quel que soit le phénotype.

3.4.1.1 Activation du systeme sympathique
La diminution du débit cardiaque en cas d’IC entrainerait une diminution de la pression moyenne
et de la pression pulsée qui est détectée par les barorécepteurs carotidiens. Le systéme

sympathique ou adrénergique est donc activé de fagcon généralisée, résultant en une
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augmentation de la fréquence cardiaque, de la contractilité ainsi qu’une vasoconstriction
systémique générale [92], ce qui permet un maintien de la pression artérielle tout en augmentant
le travail du VG et du VD. A long terme, ces effets contribuent au remodelage cardiaque et causent
une diminution de I'expression de récepteurs B par I'altération de signalisation des voies de la G
protéine. Il s’agit d’un phénomene de désensibilisation [92] qui, lorsque maintenu, engendre la

diminution du nombre de ces récepteurs (« downregulation »).

La figure 4 montre I'implication des systemes sympathique et parasympathique chez un sujet sain
et chez un sujet insuffisant cardiaque. Chez les sujets sains (Fig. 4A), le systéme sympathique est
inhibé via les influx nerveux inhibiteurs des barorécepteurs artériels et cardiopulmonaires. Chez
les sujets atteints d’IC (Fig. 4B), le systéme sympathique est stimulé par les influx nerveux
excitateurs des barorécepteurs et des chémorécepteurs artériels [93, 94]. Ainsi, la libération du
neurotransmetteur, la noradrénaline (NE), a la suite de I'activation du systéme sympathique,
permet une augmentation de la fréquence cardiaque [92, 95] aidant a maintenir un débit

cardiaque constant malgré une baisse du volume d’éjection systolique.
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3.4.1.2 Le systéme arginine- vasopressine
La principale fonction de la vasopressine ou ADH est son action antidiurétique. Son taux
plasmatique élevé correle avec la gravité de I'IC. L’activation de la production de I’ADH est due a la
diminution de la PA au niveau des barorécepteurs et aux effets de I'angiotensine Il. Par ailleurs,
I’ADH favorise la vasoconstriction et la réabsorption hydrique a l'origine, entre autres, de
I'hyponatrémie de I'IC terminale. Elle provoque principalement une réabsorption d’eau au niveau
du néphron distal, ce qui conduit a une élévation du volume intravasculaire avec augmentation
de la précharge du VG et du débit cardiaque [18]. Suite a la liaison de la vasopressine a son
récepteur V1, une augmentation de la concentration en ions calcium a lieu [96, 97], conduisant
ainsi a la contraction des vaisseaux [98, 99]. Cette action vasoconstrictrice permet ainsi une
augmentation de la pression sanguine [99]. Cependant, les seuils de réponse des récepteurs V1

et V2 semblent altérés dans I'IC.

Le récepteur V2 de la vasopressine est exprimé au niveau rénal sur les cellules du tube collecteur.
La liaison a ce récepteur provoque une réabsorption d’eau au niveau des tubes distaux,
conduisant a des hyponatrémies observées dans les formes séveres de I'IC [21, 97]. Selon I'étude
SOLVD, il existe une corrélation positive entre |'élévation des taux plasmatiques de I'hormone

ADH et I’aggravation de I'lC [100].

3.4.1.3 Endothéline |
L'endothéline | (ET-1) est un peptide vasoconstricteur sécrété par I'endothélium suite a une
stimulation par de nombreux facteurs dont la thrombine, I'angiotensine II, l'arginine-
vasopressine, les cytokines pro-inflammatoires et I’hypoxie [101]. Son taux plasmatique est élevé
en IC et corrélé a la classe fonctionnelle (stade Il et IV de la NYHA) [102, 103]. L’ET-1 joue un réle
important dans la régulation de la pression artérielle en stimulant la vasoconstriction via son
récepteur ET-A [102, 103]. Il a également une action inotrope positive (augmentation de la force
de contraction) par I'augmentation de la concentration intracellulaire en calcium [102, 103]. En
effet, la liaison de I'ET-1 a son récepteur active une protéine G couplée a la phospholipase C,
menant a la formation de I'IP3 et DAG. La voie de I'IP3 conduit a une augmentation intracellulaire
de calcium responsable de la contraction du muscle lisse vasculaire, et la voie DAG active la PKC

(protéine kinase C) entrainant ainsi une prolifération cellulaire.
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Il apparait nettement que I'ET-1 et ses récepteurs (ET-A et ET-B) jouent un réle important dans
I’hypertension artérielle pulmonaire, puisque différentes études ont montré que I'expression de
I'ET-1 est augmentée dans cette condition [104, 105]. Ainsi, Giaid et al. ont montré que
I’expression de I'ET-1 et de son ARNm était augmentée dans les poumons de sujets atteints
d’hypertension artérielle pulmonaire HTAP [106]. Pareillement, Rubens et al. ont montré une
corrélation entre les concentrations plasmatiques de I'ET-1 et la gravité de I'HTAP, suggérant que
I'ET-1, par son effet prolifératif, peut participer au remodelage vasculaire présent dans I'HTA
[107]. Le rble de I'endothéline ainsi que des antagonistes de I'endothéline dans I'HTA de type 2,

soit celle le plus souvent retrouvée dans I'lC, demeurent un sujet de controverse [107].
3.4.2 Les neurohormones de type vasodilatateur

3.4.2.1 Les peptides natriurétiques
Les peptides natriurétiques (NP), dont le peptide atrial natriurétique (ANP) et le BNP (brain
peptide) sont les principaux membres, sont une famille d’hormones qui est principalement
générée par les cardiomyocytes. Les NP sont potentiellement des biomarqueurs de I'IC puisque
leur concentration plasmatique augmente en situation pathologique, plus spécifiquement durant
la mise en tension anormale de la paroi myocardique [108]. Il s’agit de facteurs pronostiques de
premiere importance intégrés dans les directives de la pratique clinique pour le diagnostic de I'lC,
tel que publié par I'American College of Cardiology, I'American Heart Association, |la Heart Failure
Society of America et I'European Society of Cardiology [109]. Les dosages du BNP (et du NT-
proBNP) ont été perfectionnés, contrairement a ’ANP dont le dosage n’est pas fiable a cause de
sa courte durée de vie [110]. Cependant, le précurseur de I’ANP, MR-proANP (mid regional-
proANP) est plus stable, ce qui en fait une molécule plus facilement dosable [110]. Etant donné
gue le NT-proBNP est secrété dans la méme proportion que le BNP et que sa demi-vie est plus
longue, les cliniciens I'utilisent souvent comme biomarqueur de choix pour le diagnostic et
I’estimation de la sévérité de I'lC, ainsi ce test aide a distinguer une IC d’une atteinte pulmonaire
sévéere présentant souvent les mémes symptémes [109]. En clinique externe, le test est utile pour
suivre la progression de la maladie et I'effet du traitement. Le BNP est produit au niveau de la

paroi ventriculaire comme précurseur, le pré-proBNP (134 acides aminé) a la suite d’évenements
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tels que I'hypoxie, I'étirement myocardique ainsi que des stimulants hormonaux comme I’Ang Il,
I’endothéline-1 et la catécholamine [111, 112]. A la suite d’un clivage enzymatique, le pré-proBNP
est transformé en proBNP (108 acides aminés) qui est activé aprés sa sécrétion [113]. A ce
moment, le proBNP est clivé, par les protéases furin ou corin, en deux fragments [113]. Le premier
fragment (NT-proBNP) de 76 a.a. est biologiquement inactif, alors que le deuxiéme fragment
(BNP) de 32 a.a. est biologiquement actif. L’activation du BNP peut induire I'augmentation de la
vasodilatation et 'inhibition du SRAA [114, 115]. La demi-vie du BNP est de 20 minutes contre
120 minutes pour le NT-proBNP [116]. La régulation des NP en circulation se fait soit par une
internalisation a l'intérieur des cellules, au moyen du récepteur NPR-C (récepteur de clairance
des peptides natriurétiques), une dégradation a la suite d’'une interaction avec une
endopeptidase a la surface des cellules endothéliales ou une élimination par voie rénale [116,

117].

Les taux de BNP et de NT-proBNP sont corrélés a la sévérité de I'IC, la dysfonction ventriculaire
gauche, 'augmentation des pressions de remplissage et la poste-charge ventriculaire gauche
[118]. Les valeurs de BNP dans I'IC sont partiellement utilisées, car d’autres pathologies peuvent
causer une augmentation des niveaux de BNP, telles que I'embolie pulmonaire et la septicémie

chez les personnes agées ainsi que I’hypertension artérielle et I'insuffisance rénale [119, 120].

3.4.2.2 Prostaglandines vasodilatatrices

Les prostaglandines, plus spécifiqguement la PGI2 et la PGE2, synthétisés par les artérioles rénales,
les glomérules et le tube collecteur, jouent un role inhibiteur de la vasoconstriction. Ainsi, ils
permettent la vasodilatation de |'artériole glomérulaire afférente en agissant au niveau du
transport de sodium [121]. Le taux de ces prostaglandines augmente dans I'IC, particulierement
pour la PGE2 (prostaglandine E2), la PGI2 (prostaglandine 12) et la PIGF (placental growth factor).
Cliniqguement, ceci est illustré par une sensibilité augmentée aux agents anti-inflammatoires non-
stéroidiens.

Il a été démontré que I'hypoperfusion rénale stimule fortement la libération de rénine et de
prostaglandines par le rein [122] chez les patients atteints d’IC hyponatrémique qui présentent

un taux élevé de rénine et de PGE2 [123, 124]. En outre, les prostaglandines sont libérées en
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réponse a un traitement diurétique et a la stimulation des nerfs sympathiques rénaux [122]. De
nombreux vasoconstricteurs périphériques, notamment I'angiotensine Il, I’endothéline et la
noradrénaline, stimulent la production rénale de prostaglandines vasodilatatrices telle que la
PGE2 el la PGI2 qui protégent le rein d’une vasoconstriction trop sévere [124]. La contribution des
prostaglandines augmente avec la sévérité de I'lC. De plus, les prostaglandines peuvent inhiber
directement la réabsorption du sodium dans les tubules rénaux et s’opposer aux actions de la

libération de vasopressine médiée par I'angiotensine | dans les tubes collecteurs [125].

3.4.2.3 Le monoxyde d’azote (NO)
Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé a partir de 'enzyme NOS (Nitric oxyde synthase) [126,
127]. Il est connu pour son action de vasodilatation artérielle en augmentant la cGMP
intracellulaire [128]. En effet, le NO exerce ses effets vasoprotecteurs tels que le blocage de
I'activation plaquettaire, I'inhibition d’adhérence des leucocytes a I'endothélium, la diminution
de la prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses, empéchant ainsi une
dysfonction endothéliale et éventuellement une IC [129]. L'IC de phénotype réduite ou préservée
est associée a une diminution du flot périphérique entrainant des changements dans la structure
et la fonction des vaisseaux et déclenchant ainsi la libération d’un réseau de cytokines pro-
inflammatoires [4]. || a été observé qu’une combinaison d’un faible taux de VEGF (vascular
endothelial growth factor) circulant et une inflammation accrue de I'endothélium microvasculaire
coronarien conduit trés probablement a une dérégulation de la génération de NO et augmente la

production des especes réactives de |I'oxygene (ROS) [4].

3.5 Inflammation subclinique dans I'IC

L’IC est caractérisée par la présence de base d’une activation inflammatoire sub-clinique et des

changements significatifs au niveau de I'immunité acquise [130, 131].

L’'IC-FEP est caractérisé par un état inflammatoire significatif. De plus, la présence de comorbidités
contribue a I'amplification de I'état pro-inflammatoire avec une élévation des cytokines circulantes
pro-inflammatoires telles que I'lL-6, la CRP (protéine C réactive), le TNF-a, et la ST-2 soluble (soluble
interleukin 1 receptor) [4]. Cette inflammation systémique est caractérisée par une augmentation

de ROS, VCAM-1 et E-sélectine (Figure 5). L'expression de ces molécules d'adhésion permet
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I'activation et la migration des leucocytes. Les cytokines pro-inflammatoires libérées, ainsi que la
diminution de la biodisponibilité du NO et I'augmentation du peroxynitrite jouent un role dans la
dysfonction endothéliale [4]. La contribution des cytokines sera discutée subséquemment dans

cette these.

Remodelage myocardiaque dans HFpEF et HFrEF
HFrEF

agen

*Infection
| «Toxicity

Figure 5. — Dysfonction et remodelage myocardique dans IC-FER et IC-FEP.
Adapté de [4].

Dans I'IC-FER, le remodelage du ventricule gauche est causé par une perte progressive des
cardiomyocytes. Cette mort cellulaire résulte de I'autophagie, I'apoptose ou la nécrose, stimulées
par le stress oxydatif présent dans le cardiomyocyte [4]. En raison de la perte des cardiomyocytes,
des modifications au sein de la matrice extracellulaire contribuent d'une maniére importante a la

dilatation du ventricule gauche et ainsi a son remodelage excentrique.

Outre les neurohormones, I'IC se caractérise par une augmentation importante des marqueurs
pro-inflammatoires [132-136]. L'augmentation de I'lL-8 et I'lL-18 facilitent la production d'autres

cytokines cardiotoxiques telles que I'lL-6 et la CRP [132, 137]. Ces cytokines pro-inflammatoires
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activent également l'endothélium et I'expression des molécules d'adhésion vasculaire et
sélectines nécessaires pour recruter des cellules inflammatoires dans la paroi vasculaire. Une
augmentation des taux circulants d’IL-1, IL- 6, TNF -a et CRP, ainsi que des molécules d'adhésion
solubles telles que sICAM-1 et sVCAM-1 ont été rapportées dans I'IC [132, 138-140]. Certains de
ces marqueurs semblent corréler avec la classe fonctionnelle NYHA ainsi que le pronostique chez
les patients atteints d’IC-FER [135, 138, 141-143]. Des études récentes ont rapporté la présence
de VCAM-1 et E-sélectine dans des biopsies endo-myocardiques récoltées chez des patients
atteints de I'IC-FEP [144]. L'expression de ces molécules d'adhésion endothéliales conduit a
I'activation et a la migration sous-endocardique des leucocytes circulants [144]. Les cytokines pro-
inflammatoires sont connues pour provoquer une faible biodisponibilité du NO, mais contribuent
également a une augmentation du peroxynitrite, ce qui conduit a une dysfonction endothéliale
[145]. Au-dela de I'activation neurohumorale et de I'augmentation de l'inflammation, les patients
atteints d’IC-FEP présentent également une augmentation significative des biomarqueurs liés au
renouvellement de la matrice extracellulaire et a la fibrose [5]. Ceux-ci incluent la galectine-3, les
propeptides du collagéne, les métalloprotéinases (MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9), l'inhibiteur
tissulaire de MMP (TIMP-1 et 4) et I'ostéopontine [5, 146-149]. Les mécanismes impliqués dans

I'augmentation de ces marqueurs circulants demeurent largement inconnus.

L'augmentation du taux plasmatique de I'acide thiobarbiturique (TBARS), de I'acide urique et de
la 8-isoprostaglandine F2-alpha indique une augmentation du stress oxydatif chez les patients IC
[150]. En fait, ces marqueurs du stress oxydatif peuvent étre en corrélation avec la classe
fonctionnelle de I'IC et refléter a la fois la production systémique et locale des radicaux libres
[151]. L'augmentation du stress oxydatif pourrait ainsi contribuer au dysfonctionnement
endothélial, a I'apoptose et nécrose des myocytes, a la prolifération des fibroblastes, au dépot de
protéines de la matrice extracellulaire, au remodelage cardiaque, a l'altération de la réserve

contractile cardiagque et par conséquent a la détérioration progressive du cceur défaillant [4].

L'IC-FER et FEP sont caractérisés par un état pro-inflammatoire, une activation neuro-humorale
[4, 5, 147, 148, 152-154], une inflammation systémique ainsi qu’une augmentation du stress
oxydatif. Ces anomalies vasculaires conduisent a une dysfonction endothéliale. En effet, les

systemes vasoconstricteurs artériels tels que le systeme sympathique, le systeme rénine-
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angiotensine-aldostérone (SRAA), I'arginine vasopressine (AVP) et I'endothéline sont activés et
sont associés a la gravité de la maladie [141-143, 155]. De méme, les hormones vasodilatatrices
antagonistes telles que les prostaglandines, et le peptide natriurétique (BNP) augmentent pour
contrer I'augmentation des marqueurs vasoconstricteurs [155]. Le BNP est probablement le
biomarqueur le mieux caractérisé en IC-FEP. Chez ces patients, le BNP est plus élevé comparé aux
volontaires sains, mais significativement plus faible par rapport aux patients avec IC-FER [146,
147]. Initialement le BNP a été reconnue comme variable pronostique dans I’'IC systolique comme
c’est démontré par Tsutamoto et al. dans une étude ayant inclus 85 patients avec IC-FER [156].
Cependant, le BNP est corrélé a la pression de remplissage du ventricule gauche et donc au stress
de la paroi en diastole dans I'IC-FEP [157]. Toutefois, un BNP normal n’élimine pas la présence
d’une IC-FEP car plusieurs patients présentent des symptomes a I'effort seulement, et donc une
élévation des pressions de remplissage intermittente [157]. La fibrillation auriculaire, la
tachycardie et I'insuffisance rénale sont des facteurs qui influencent directement le niveau du
BNP [157]. En outre, il est intéressant de noter que lI'obésité est associée a des niveaux
chroniquement plus bas de BNP. Il faut donc favoriser une combinaison des niveaux de BNP avec

d’autres mesures de dysfonction diastolique.

3.6. Biomarqueurs reliés au remodelage et a I'inflammation en IC

3.6.1 Biomarqueurs de la nécrose des myocytes
La lésion des myocytes cardiaques est le résultat d’'une ischémie sévere ainsi que du stress aigu
et chronique infligé au myocarde [155]. Les protéines troponine T et | sont, depuis des décennies,
considérées comme d’importants biomarqueurs de I'agression des myocytes (Figure 5) [155,
158]. Cependant, la troponine n’est pas spécifique a I'infarctus du myocarde. En effet, une légére
élévation de la concentration de la troponine | a été observée chez les patients IC sans ischémie
[159]. L’élévation de la troponine est vraisemblablement causée par une tension murale excessive
et une souffrance des cardio-myofibroblastes au niveau sous-endocardique. Xue et al. ont
rapporté que les patients avec un haut niveau de troponine | étaient plus a risque de mortalité et

d’IC [160, 161]. De plus, plusieurs études ont démontré que I'analyse de la troponine chez les
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patients IC stables était utile pour la prévention de futurs événements cardiovasculaires [161,

162].

Par ailleurs, d’autres marqueurs de la Iésion du myocarde ont été répertoriés telles que la
protéine de liaison aux acides gras cardiaques (heart-type fatty acid binding protein (FABP)) et la
chaine légére de type 1 de la myosine (myosin light chain-1) [163]. Leur réle dans I'insuffisance
cardiaque est relativement nouveau. L’analyse de la FABP a tout d’abord été principalement faite
chez les enfants et les adolescents atteints d’IC [164]. Cependant, certaines études ont démontré
le potentiel de I'analyse de la FABP, indépendamment de |'dge des patients, lorsqu’elle est

combinée au BNP [164].

3.6.2 Biomarqueurs du remodelage de la matrice extracellulaire
Plusieurs études se sont concentrées sur les biomarqueurs du remodelage de la matrice
extracellulaire. La matrice extracellulaire est nécessaire pour la détermination de la taille et la
structure des myocytes [155]. Normalement, il y a un certain équilibre entre les
métalloprotéinases, qui dégradent le collagene fibrillaire, et les inhibiteurs des
métalloprotéinases afin de fabriquer la matrice extracellulaire [155]. Or, tout déséquilibre qui

favoriserait les métalloprotéinases serait associé avec la dilatation ventriculaire et le remodelage.
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Figure 6. — Les biomarqueurs de I'lC

De méme, une augmentation de la production du collagéne peut avoir un effet nocif puisqu’une
augmentation de la fibrose peut affecter le fonctionnement des ventricules [21]. De récentes
études ont associé la présence d’une forte concentration de procollageéne chez des patients
atteints d’hypertension ou d’IC. Cependant, I'analyse de ces biomarqueurs potentiels représente
un défi a cause du polymorphisme des métalloprotéinases et du procollagéne. En effet, plus de
15 métalloprotéinases peuvent étre caractérisées comme biomarqueurs [21]. Il faudra des études

plus étoffées pour cerner les métalloprotéinases les plus spécifiques chez les patients IC.

3.6.3 Autres biomarqueurs d’inflammation d’intérét
L'inflammation joue un important réle dans la pathophysiologie de I'IC quel que soit son étiologie.
A la suite de I'infarctus du myocarde, la nécrose myocardique induit une réponse inflammatoire
afin d’éliminer la matrice extracellulaire et les débris cellulaires. Parallelement, il y a l'initiation
du remodelage pour remplacer la Iésion du myocarde par une cicatrice. Ainsi, la qualité de la
réparation a la suite d’un infarctus et le niveau du remodelage dépend de la régulation de la

réponse immunitaire a 'aide des réactions pro- et anti-inflammatoires. Cette régulation est le
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résultat de I'implication des éléments de la réponse immunitaire innée. Par conséquent, certains

éléments de la réponse immunitaire peuvent étre utilisés comme biomarqueurs.

3.6.3.1 La C-reactive protein (CRP)
La C-reactive protein (CRP) a été longtemps utilisée comme marqueur des maladies
cardiovasculaires [165-167]. Cette protéine est générée par le foie a la suite d’une stimulation par
certaines cytokines pro-inflammatoires [168, 169]. Des études ont démontré une corrélation
entre 'augmentation du niveau de CRP et le développement de I'IC chez les patients atteints
d’infarctus du myocarde [170, 171]. Par ailleurs, un niveau élevé de high-sentivity CRP (hsCRP) a
été indépendamment associé a un remodelage provoquant la dilatation [171]. Toutefois, la
relation causale entre le hsCRP et le remodeling n’est pas confirmée. Chez des patients
hospitalisés pour décompensations cardiaques (quelle que soit la cause), les taux plus élevés de
CRP sont associés a la sévérité de I'IC et a une augmentation du risque de réhospitalisation au
cours du suivi [172]. En activant le systeme du complément, la CRP active la phagocytose des
leucocytes et participe ainsi a I’élimination des produits de dégradation des Iésions tissulaires
[173]. D’une autre coté, en stimulant I'expression de molécules d’adhésion, de la monocyte-
chemotactic protein 1 (MCP-1), de I'IL-8, du plasminogen-activator inhibitor 1 (PAI-1), la CRP joue
un réle direct dans I’évolution de I’athérosclérose et en particulier dans la déstabilisation des

plaques [173].

Outre le CRP, la myélopéroxydase (MPO) peut étre un biomarqueur puisque cette enzyme est
fortement exprimée dans les plaques vulnérables [21, 155]. De plus, la présence de cette enzyme
est une caractéristique d’instabilité de la Iésion coronarienne [155]. Par ailleurs, un haut niveau
de MPO dans le sérum pourrait étre un présage d’un risque de maladies cardiovasculaires chez

les sujets sains [21, 155].

3.6.3.2 Les cytokines

3.6.3.2.1LIL-6 et I'IL-8
Plusieurs cytokines pro-inflammatoires jouent un réle d’'importance en IC. Parmi celle-ci I'lL-6 et

I'IL-8 semblent jouer un réle pivot dans la pathophysiologie de I'IC. L’IL-6 est synthétisée sous la
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forme d’un peptide précurseur de 212 a.a, qui est ensuite clivé pour former la protéine mature
de 185 a.a[174] . L'IL-6 peut étre produite par un certain nombre de cellules, y compris les cellules
inflammatoires, mais également par les cardiomyocytes et les fibroblastes [174]. Des études ont
démontré des concentrations élevées d’IL-6 dans le sérum des patients souffrant d’IC. Par ailleurs,
I'IL-6 peut produire une hypertrophie des myocytes, un dysfonctionnement du myocarde et peut
bloquer I'apoptose des myocytes cardiaques [175]. Plusieurs études cliniques ont démontré une
forte association entre le niveau d’IL-6 dans le sérum et la sévérité de la maladie [171]. De plus,
le niveau sanguin d’IL-6 pourrait également prédire le risque de mortalité des patients IC. En
outre, certains ont proposé qu’lL-6 soit un facteur de prédiction du pronostic plus robuste que la

CRP [175] [174, 176].

L’IL-8 est reconnue comme une protéine d’activation des neutrophiles sur la base de deux effets
in vitro, le chimiotactisme et la libération d'enzymes granulaires [177]. C'est pourquoi elle a été
comparée de maniere approfondie avec des agonistes chimiotactiques bien établis, tels que le
C5a, le formyl-Met-Leu-Phe, le facteur d'activation plaquettaire (PAF) et le leucotriene B4 (LTB4)
[177]. Ces stimuli induisent trois réponses principales chez les neutrophiles : leur changement de
forme et migration directionnelle, I’exocytose des protéines de stockage et le processus du stress

oxydatif [177-179].

3.6.3.2.2 L’'IL-1 et I'lIL-1RA
La famille de I'IL-1 est constituée de deux ligands (IL-1a et IL-1B) présentant des activités
biologiques indiscernables par I'intermédiaire du récepteur de type | de I'IL-1 (IL-1RI) [180-183].
L'IL-1a et I'IL-1B sont tous deux synthétisés sous forme de protéines précurseurs. Le PRO-IL-1a
est biologiquement actif et est clivé par la calpaine pour générer la protéine mature. Au contraire,
la pro-IL-1B est biologiquement inactive jusqu'a ce qu'elle soit clivée enzymatiquement par

I'enzyme de conversion de I'lL-1B pour générer la protéine active de 17,5 kDa [184].

Plusieurs études ont démontré le role de I'lL-1 dans I'athérosclérose [185, 186]. En effet, I'lL-1
favorise la formation de Iésions athéromateuses, renforce I'inflammation vasculaire et déclenche
la déstabilisation de la plaque. En plus, la signalisation de I'lL-1 peut également étre un médiateur

essentiel dans la pathogenése de I'IC en supprimant la contractilité cardiaque, en favorisant
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I’hypertrophie du myocarde et en induisant I'apoptose des cardiomyocytes [74, 75]. Par ailleurs,
I'IL-1 est une des cytokines les plus puissantes et elle est présente dans le myocarde de patients
atteints de cardiomyopathie idiopathique dilatée [76]. En plus, des études ont montré
I'implication de I'lL-1 dans I'apoptose myocardique, I’hypertrophie et I'arythmie. L’antagoniste du
récepteur de I'lL-1 (IL-1RA) se lie préférentiellement aux récepteurs de type |, membranaires ou
solubles. Un effet protecteur vasculaire de I'IL-1RA a été rapporté. En effet, des études in vivo ont
montré que le traitement a I'aide d’IL-1RA recombinant empéche la formation de stries lipidiques
chez les souris apoE”" [187]. De plus, les souris déficientes pour I'lL-1RA développent une
inflammation chronique létale au niveau de la paroi artérielle, associée a une infiltration accrue
de neutrophiles, macrophages induisant ainsi une augmentation du développement des plaques

d’athérosclérose [188, 189].

3.6.3.2.3 L’IL-10

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire puissante. Ces effets anti-inflammatoires sont dus a
sa capacité d’inhiber les interactions entre les leucocytes et les cellules endothéliales (CE), ainsi
que l'inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages ou les
lymphocytes [190]. Le role de I'lL-10 dans le développement de I'athérosclérose a été démontré
par l'utilisation de modeéles murins d’athérosclérose [191-193]. En effet, la déficience en IL-10
chez la souris apoE” et chez la souris LDLr”- montre une athérogénése accrue, caractérisée par
I'infiltration de cellules inflammatoires activées, en particulier des lymphocytes T activées [191-
193]. De méme, les taux circulants de thrombospondine-1, une autre cytokine anti-inflammatoire
libérée lors de I'activation des plaquettes, ou de TGF-B, sont également diminués [194] suggérant
un role protecteur de ces médiateurs anti-inflammatoires.

Une autre cytokine anti-inflmmatoire étudié par I'’équipe de Hofmann [195] est I'lL-13. Cette
équipe a analysé des cytokines, des chimiokines et I'expression des protéines telle que celle des
facteurs de croissance dans la zone d’infarctus des souris controles et des souris IL-13 Knock-Out.
lIs ont remarqué plus particulierement, que les VCAM-1 étaient deux fois plus élevés chez les
souris contréles, que chez les IL-13 KO. Plusieurs molécules de surface d'adhésion, des

chimiokines et des cellules étaient plus faiblement exprimées chez les souris IL-13 KO que chez
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les groupes contréles. Ce qui indique que I'lL-13 pourrait réguler le recrutement et I'expression
des leucocytes.

En somme, il existe de nombreuses évidences démontrant le role des cytokines dans
I'inflammation sub-clinique qui caractérise I'IC. Par ailleurs, les neutrophiles sont des acteurs de
premier plan dans la production de cytokines pro-inflammatoires tels que I'lL-6 et le TNF-q, ainsi
que du MPO. En effet, les neutrophiles représentent 75 % des leucocytes totaux en circulation.
Le réle des neutrophiles dans la régulation des maladies cardiovasculaires nécessite des études
approfondies pour comprendre leur role précis ainsi que le développement ultérieur de nouvelles
modalités thérapeutique contre les effets nocifs de I'inflammation chez les patients a haut risque.

Le r6le des neutrophiles sera présent en détail un peu plus loin dans cette these.

4. Traitement de I'IC

La prise en charge thérapeutique de I'lC demande une approche non pharmacologique ainsi qu’un
traitement de type polythérapie. L'approche non pharmacologique consiste en une intervention
de type nutritionnelle et de kinésiologie. Les objectifs thérapeutiques sont : traiter le mécanisme
causal, arréter ou freiner le processus menant a I'lC, améliorer les symptomes, la qualité de vie

des patients et le pronostic.

4.1 Traitement pharmacologique des patients IC-FER : la quadruple thérapie
Le traitement actuel pour les patients atteints de I'IC-FER était jusqu’a tout récemment basé sur
la triple thérapie. Cette thérapie comprend la combinaison de : IECA (Inhibiteurs de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine Il) (ou ARA (Antagonistes des récepteurs AT1 de I'angiotensine Il) si
intolérant a IECA), ou ARNI (inhibiteur de I'angiotensine et de la néprilysine), B-bloquant, ARM
(antagoniste des minéralocorticoides). Plus récemment, la société canadienne de cardiologie a
réévalué le traitement pharmacologique de I'IC en y ajoutant un quatriéme volet, soit |'utilisation

des iSGLT2 (inhibiteur du cotransporteur sodium-glucose de type 2).
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4.1.1 Inhibition du systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)

4.1.1.1 Inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine Il (IECA)
L’enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) est une exopeptidase qui permet la conversion
de I'angiotensine | en angiotensine Il [196]. Cette enzyme joue aussi un réle dans l'inactivation de
la bradykinine (un puissant vasodilatateur), ce qui explique pourquoi elle porte également le nom
de Kininase Il [197]. L’'ECA constitue une cible idéale pour le traitement de I'IC. Ainsi, les
inhibiteurs de I'enzyme de conversion ou IECA bloquent la transformation de I'angiotensine | en
angiotensine Il [198] qui est un vasoconstricteur puissant [196, 197, 199, 200]. Les IECA réduisent
la postcharge, augmentent le débit cardiaque et le volume d’éjection systolique et réduisent la
précharge et la résistance vasculaire pulmonaire [46-48, 196, 201-207]. De plus, les IECA ont des
effets favorables au niveau du remodelage cardiaque en réduisant les volumes ventriculaires et

en entrainant un retour a la géométrie optimale -ovale tronquée [48, 196, 208-211].

Par ailleurs, plusieurs études cliniques ont permis de démontrer I'efficacité des IECA, et en
particulier I'énalapril, dans le traitement de I'lC. Ces études sont: SAVE (Survival and ventricular
enlargement), SOLVD ([Studies of left ventricular dysfunction] Prevention [212] et Treatment
[213]), CONSENSUS (Cooperative North Scandinavian Enalapril Survival Study)[214] et V-HeFT
(Vasodilator-Heart Failure Trial) 11 [215]. Selon ces études, I'énalapril permet la diminution du
risque d’hospitalisation tout en améliorant la survie ainsi que le développement de I'IC chez les
patients asymptomatiques. Une étude (TRACE, trandolapril cardiac evaluation study) randomisée
en double aveugle sur des patients avec une FEVG < 35% a montré une amélioration significative

de la mortalité globale dans le groupe IEC.

Outre leurs effets sur la mortalité, les IECA permettent également une meilleure qualité de vie,
une augmentation de la tolérance a I'exercice ainsi que I'amélioration de la classe fonctionnelle

NYHA [214, 216] .

4.1.1.2 Antagonistes des récepteurs AT1 de I'angiotensine Il (ARA)
Les ARA sont des inhibiteurs qui compétitionnent avec I'angiotensine Il pour le récepteur AT1

[57]. Par ailleurs, ces antagonistes exercent leurs effets en ciblant la voix de signalisation
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angiotensine Il / récepteur AT1 puisque les ARA ont 10,000 fois plus d’affinité avec le récepteur

AT1 que le récepteur AT2 [57].

Plusieurs études ont démontré I'efficacité des ARA en IC. Par exemple, I'étude ELITE (Evaluation
of Losartan in the Elderly Study) [217] vise a comparer l'impact du losartan a celui du captopril.
Selon cette étude, le losartan a réduit de facon significative la mortalité chez des patients IC par
rapport au captoril [217]. Toutefois cet avantage n’a pas été confirmé dans |'étude ELITE 2.
L’étude CHARM (Candesartan in Heart Failure-Assessment of Reduction in Mortality and
Morbidity) [218] a démontré une réduction du risque de mortalité cardiovasculaire et
d'hospitalisation pour IC avec le candesartan par rapport au placebo chez des patients intolérants
aux IECA. Cette étude a confirmé donc les bénéfices des ARA en IC. L'étude Val-HeFT (Valsartan
Heart Failure Trial) [219, 220] a confirmé également les bénéfices des ARA en IC. Globalement,

ces études démontraient |'efficacité du valsartan et du candesartan en IC.

La combinaison d'un IECA avec un ARA n'est plus recommandée dans le contexte de la venue des
ARNI (voir ci-dessous). Bien que certaines preuves permettent de soutenir une réduction des
résultats cliniquement significatifs avec leur combinaison, il existe également des preuves
substantielles publiées aprés la recommandation précédente, qui décrivent les effets indésirables
(par exemple, hypotension, hyperkaliémie et dysfonctionnement rénal). Les traitements actuels
utilisant les ARA et/ou le sacubitril/valsartan reposent sur une base de preuves plus solide
couvrant I'ensemble des résultats (par exemple, la morbidité et la mortalité) et limitent donc
davantage le réle des traitements combinés IECA et ARA. L’effet des IECA/ARA dans I'IC-FEP sera

discuté dans la partie suivante.

4.1.2 U'inhibiteur de I'angiotensine et de la néprilysine (ARNI)
Il s’agit d’'une combinaison entre le valsartan, un antagoniste des récepteurs de I'angiotensine Il,
et un inhibiteur de la néprilysine (le sacubitril), dont I'effet permet I'augmentation de plusieurs
peptides vasodilatateurs dont les peptides natriurétiques. La seule molécule disponible dans
cette classe a ce moment est le sacubitril/valsartan. L’efficacité de ce traitement a été évalué par
I’étude PARADIGM-HF (Prospective Comparison of ARNi With ACEi to Determine Impact on Global

Mortality and Morbidity in Heart Failure) ou I'ARNI sacubitril / valsartan a été comparé a
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I’énalapril chez des patients atteints d’IC-FER [221]. Selon cette étude, linhibition de
I'angiotensine-néprilysine a conduit a une diminution significative du risque de déces

cardiovasculaire et du taux d'hospitalisation pour IC [221].

Alors que de nombreuses molécules ont prouvé leur efficacité dans IC-FER, aucune thérapie n’a
réussi a réduire la morbidité, ni la mortalité des patients atteints d’IC-FEP. L'étude PARAGON-HF
a étudié I'efficacité du sacubitril/valsartan chez les patients porteurs d’une IC-FEP. Cette étude a
montré que I'association sacubitril/valsartan ne réduit pas le nombre d’hospitalisation et le risque
de déces pour IC-FEP de facon significative. Toutefois, il existe un signal fort concernant les
patients porteurs d’une IC a FEVG modérément altérée (entre 45% et 57%) dans I’étude. Plus
récemment I'étude PRALLAX n’a pas démontré d’effets significatifs sur la tolérance a |'effort sous-
maximale chez les patients IC-FEP. Des données additionnelles seront générées par I'étude
PARAGLIDE qui évaluera I'impact clinique du sacubitril/valsartan chez les patients hospitalisés

avec IC et FEVG > 40%.

Ces résultats divergents de I'effet du sacubitril-valsartan chez les patients avec ces deux
phénotypes différents confirment les différences pathophysiologiques significatives dans I'IC-FER

versus I'|C-FEP.

4.1.3 Béta-bloqueurs
Les B-bloqueurs (BB) ont comme role principal le blocage des récepteurs B-adrénergiques
cardiaques. Ces agents entrainent la diminution de la fréquence cardiaque, une baisse de la
vitesse de conduction des cellules cardiaques ainsi qu’une réduction de I'excitabilité et de Ila
contractilité cardiaque. Les BB diminuent le « drive » adrénergique cardiaque et ainsi permettent
une cardio-réparation. En raison des nombreux bénéfices au niveau cardiaque, les BB sont les
agents pharmacologiques les plus puissants pour augmenter la fraction d’éjection chez les
patients avec IC-FER. Toutes les études évaluant le potentiel des B-bloqueurs, ont démontré une
réduction du taux de mortalité et d’hospitalisation chez les patients IC-FER [222-225].
Effectivement, I'application d’un traitement au bisoprolol a permis de réduire la mortalité totale
de 34% [226]. Plus spécifiquement, le traitement au bisoprolol a permis de diminuer de 41% la

mort soudaine et de 49% la mort a la suite de I'aggravation de I'IC [226]. Similairement, des études
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ont déterminé que le traitement au carvédilol diminuerait de 35% la mortalité totale par rapport
a un traitement avec un placébo [227, 228]. Des données similaires ont été démontrées avec le

metoprolol succinate dans I'étude MERIT-HF.

Les BB n’ont pas d’effets démontrés sur la morbidité et la mortalité des patients avec IC-FEP.
Toutefois, en raison de leur effet bradycardisant, ils ralentissent la FC et facilite le remplissage. Ils

agissent aussi comme agent anti-angineux.

4.1.4 Antagonistes des minéralocorticoides et autres diurétiques
Durant I'lC, le débit cardiaque est efficacement préservé a la suite de la rétention d’eau et de
sodium causant ainsi une augmentation de pré-charge. Toutefois, cette rétention peut étre
nocive puisqu’elle conduit a une congestion systémigque et pulmonaire ainsi qu’'un cedéme
périphérique. Ainsi, I'utilisation de diurétiques devient nécessaire lors de I'observation d’une
rétention d’eau chez les patients IC afin de réduire 'cedéme et la congestion. La principale action
des diurétiques est I'élimination de I'eau et des ions (K+, Cl-, H+, Na+). Cependant, le potassium

(K+) est important pour la repolarisation de la membrane cellulaire du point de vue cardiaque.

Les diurétiques les plus puissants sont les diurétiques de I'anse. Toutefois les antagonistes des
mineralocorticoides agissent comme diurétiques faibles mais agissent principalement comme
agent anti-remodeling en contrant les effets nocifs de l'aldostérone. Par conséquent, le
traitement par diurétiques de I'anse doit étre utilisé en combinaison avec un diurétique anti-
aldostérone, tel que la spironolactone et I'eplerénone [229]. Ces diurétiques anti-aldostérones
agissent sur les canaux collecteurs et le tube contourné distal. L'importance des antialdostérones
dans I'lC s’explique par leurs multiples actions : I'effet diurétique, de la préservation du capital
potassique et effet anti-remodeling au niveau du myocarde défaillant. L'utilisation de ces agents
a permis d’améliorer la survie et de diminuer I'hospitalisation chez les patients IC chroniques ou
aprés un infarctus [229-232]. En effet, I’étude RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study) a
évalué I'effet de la spironolactone sur la morbi-mortalité dans I'IC systolique [231]. Les patients
recevaient soit un placebo soit de la spironolactone. Aprés suivi de 24 mois, la mortalité toutes

causes était diminuée de 30 % chez les patients prenant de la spironolactone. Cette étude a
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démontré que le blocage des récepteurs de I'aldostérone par la spironolactone, diminue de fagon

notable le risque de mortalité et de morbidité des patients en IC systolique sévere.

Deux études ont évalué I'éplérenone dans I'IC soit I'étude EPHESUS (Eplerenone Post-AMI Heart
Failure Efficacity and Survival Study) [229] et I’étude EMPHASIS-HF (Eplerenone in Mild Patients
Hospitalization And Survival Study In Heart Failure) [232]. Dans les 2 études une diminution
significative de la morbi-mortalité et de la mortalité globale ont été rapportée. Les effets des

antagonistes des minéralocorticoides dépassent donc largement celui d’'un simple diurétique.

4.2 Considérations pharmacologiques dans I’'IC-FEP
Jusqu'a ce jour les études sur le traitement de I'IC-FEP n’ont pas démontrés de bénéfices sur la
mortalité. Aussi, le traitement sera principalement axé sur les mécanismes pathophysiologies en
cause dans cette condition, et inclura trois axes d'intérét: le traitement symptomatique, la
rétention liquidienne, ainsi que le traitement des conditions pathologiques associées.ie

arythmies, tachycardie, angine, hypertension et diabéte.

Le traitement spécifique vise a ralentir la fréquence cardiaque, en restaurant le rythme sinusal si
nécessaire, par l'adjonction de bétabloquant ou d'inhibiteur calcique, et de I'addition de

diurétiques et/ou nitrates afin de diminuer la précharge.

4.2.1 |IECA dans IC-FEP
Une réduction du nombre d'hospitalisations liées a I'lC a été démontrée avec IECA. En effet,
I’administration du Perindopril a des patients d’IC-FEP agés de 70 ans ou plus a montré des
améliorations dans les symptomes et la capacité d'exercice et une diminution du nombre
d’hospitalisations au cours de la premiére année de suivi [233]. Il n’y a eu aucun impact significatif
sur la survie. De facon similaire, aucune différence significative n’a été observée avec le ramipril

ou le quinapril [234].

4.2.2 Antagonistes des récepteurs AT1 de 'Ang Il
Selon I'étude, « Candesartan in Heart failure : Assessment of Reduction in Mortality and morbidity

» (CHARM)-Preserved trial, le Candesartan chez des patients d’IC-FEP et classes II-V ne montre
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pas une amélioration nette par rapport au groupe placebo [235]. Toutefois, cette étude a

démontré un impact sur les hospitalisations pour défaillance cardiaque.

Dans une autre étude nommée « The Irbesartan in Heart Failure with Preserved Systolic Function
(IPRESERVE) », tous les parameétres cardiovasculaires ainsi que I’hospitalisation n’ont pas été

différents entre les groupes [236].

4.2.3 B-bloquants
Bien que les B-bloquants fournissent un mécanisme d’action physiologique plausible pour
améliorer les résultats en prolongeant le temps de remplissage diastolique, en réduisant la
fréquence cardiaqgue et en améliorant le remplissage ventriculaire, attenue [Iischémie
myocardique et I'hypertension ainsi qu’en jouant le role d’agent anti-arythmique, les études ne
permettent pas, a I'heure actuelle, de recommander fermement ['utilisation routiniére de cette
classe de médicaments dans IC-FEP [237-240]. A titre d’exemple, I'étude Study of the Effects of
Nebivolol Intervention on Outcomes and Rehospitalization in Seniors With Heart Failure (SENIORS)
[241] a montré une réduction de 19% du critére principal combiné de mortalité toutes causes
confondues et d’hospitalisation cardiovasculaire. Cependant, en raison de la faible taille de I'effet
du nébivolol dans le principal essai SENIORS, cette analyse manque de pouvoir pour exclure
définitivement une interaction significative entre les résultats d'intérét et le facteur EF. Aucun

autre agent bétabloqueur n’a été investigué de facon spécifique dans IC-FEP.

4.2.4 Dérivés nitrés
Les nitrates ont été largement utilisés chez les patients présentant une maladie cardiovasculaire
MCV établie, cependant, le réle des nitrates chez les patients atteints d'IC-FEP ne s’est pas avéré
concluant. L'étude TheNitrate’s Effect on Activity Tolerance in Heart Failure With Preserved
Ejection Fraction (NEATHFpEF) [242] a inclus 110 patients dans un essai a I'action prolongée du
nitrate (mononitrate d'isosorbide 120 mg / j) ou d'un placebo dans le but de tester I'efficacité et
la sécurité de ce médicament. Selon cette étude, les nitrates n’ont pas eu d’effet bénéfique sur

les biomarqueurs, la tolérance a I'exercice, le niveau d’activité ou les événements cliniques.
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4.3. IC, diabéte et utilisation des iSGLT2

Les patients diabétiques ont un risque élevé de développer une IC [243]. En effet, le diabéete de
type 2 (T2DM) est associé a des facteurs de risque cardiovasculaires tels que I'HTA, la
dyslipidémie, le tabagisme ainsi que I'obésité [244]. L’ensemble de ces facteurs confére un risque
élevé de développer de I'athérosclérose, la cardiopathie ischémique, la dysfonction ventriculaire
gauche, et évidemment une IC. D’autre part, la cardiomyopathie diabétique est une entité bien
définie facilitée par I'hypertrophie ventriculaire, une dysfonction systolique, et/ou une
diastolique, amenant alors une IC clinique [245]. L’hyperglycémie et la résistance a I'insuline
induisent un état pro-inflammatoire, réduisent la biodisponibilité en NO, diminuent I'activité de
la protéine kinase G, et augmentent les produits de glycation avancé (advanced glycation and
products-AGEs) [245]. Ceci va induire une hypertrophie ventriculaire. Ces évenements ainsi que
I'augmentation du dépoét de collagéne augmentent la vulnérabilité du cceur diabétique a

développer I'IC.

L’optimisation du controle glycémique est une stratégie efficace pour réduire les complications
microvasculaires chez les patients IC avec T2DM. La metformine constitue le traitement de
premiere intention chez les T2DM [246]. D’autre part, de nombreuses études ont démontré les
effets des inhibiteurs du co-transporteur du sodium-glucose (iSGLT2) comme I’empagliflozin sur
la morbidité et la mortalité des patients IC-FER. L'étude EMPEROR-Reduced trial (Empagliflozin
Outcome Trial in patients with chronic Heart Failure with reduced ejection fraction) a étudié
I'efficacité de I'empagliflozin chez des patients IC-FER [247]. Cette étude a montré une réduction
significative de la mort cardiovasculaire et d’hospitalisation pour I'lC chez les patients traités avec
I'empagliflozin par rapport au groupe placebo [247]. De méme, I'étude DAPA-HF trial
(Dapagliflozin and Prevention of Adverse Outcomes in Heart Failure) a étudié |'efficacité du
dagaglifozin chez des patients IC-FER [248]. Selon cette étude, ce traitement a conduit a une

diminution significative du risque de déces cardiovasculaire et du taux d’hospitalisations pour IC.

Les iSGLT2 ont fait la preuve dans plusieurs études de leur bénéfice cardiovasculaire en réduisant
de facon trés significative, le risque et I’hospitalisation pour IC. Ainsi, il est observé dans I'étude
EMPA-REG OUTCOME une réduction de 35% des hospitalisations pour IC sous empagliflozine

[249]. De meme, dans I'’etude CANVAS, la reduction d’hospitalisation pour IC sous canagliflozine

69



était de 35% [250]. La compréhension des mécanismes d’action des iSGLT2 favorisant
I’'amélioration de la fonction myocardique serait un atout dans la prévention de cette maladie.
Or, trois différents mécanismes sont élaborés. On peut noter les mécanismes réduisant la
précharge et la post-charge ventriculaire principalement via un effet diurétique et une
vasodilatation artérielle [251, 252]; les mécanismes énergétiques visant a I'augmentation de la
concentration plasmatique des corps cétoniques qui sont utilisés comme substrats énergétiques
par les cardiomyocytes [253], et finalement les mécanismes qui ont une action direct sur le cceur.
En effet, les iISGLT2 ont des effets directs sur le cceur via I'inhibition de I’échangeur Na+/H+ [254],
I"'augmentation du taux plasmatique du glucagon [255]; et la réduction de la fibrose cardiaque
[256]. L'activation du récepteur du glucagon présent sur les cardiomyocytes favorise la
contractilité myocardique via une augmentation de 'AMPc et par voie de conséquence du
courant calcique [257]. De plus, le glucagon favorise la captation du glucose par les cellules
myocardiques et posseéde un effet anti-arythmique [258]. Ces effets du glucagon pourraient

expliquer la réduction de I'IC et des morts subites.

5. Défibrillateur implantable

Le r6le du défibrillateur implantable de méme que la resynchronisation ont été largement étudiés
dans I'IC. Cette section constitue un bref survol de leurs impacts en IC. Dans I'IC la mort subite est
fréquente représentant encore 40% des déces. Le défibrillateur implantable (DAI) a montré son
efficacité dans la prévention de la mort subite dans I'lC [3]. Plusieurs études ont montré
I'importance du DAI [3, 259, 260]. L'étude AVID (Antiarrhythmics Versus Implantable
Defibrillators) a démontré les bénéfices relatifs d’'un DAl comparé au traitement antiarythmiques
[261]. Un groupe de patients recevait un DAl et un deuxiéme groupe, un traitement médical par

antiarythmique de classe Il (amiodarone), avec un sous-groupe traité par sotalol [261].

Dans le suivi de trois ans, 43% des patients avec DAI ont recu un traitement médical en plus, et
24% des patients du groupe médical ont bénéficié d'un DAI [261]. Les résultats sur la survie sont

significativement plus élevés dans le groupe DAI (75.5% vs 64%) avec une réduction de mortalité
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globale de 31%, indépendamment de I'age, de la FEVG, de I'étiologie de départ et des troubles

rythmiques d'inclusion [261].

L’étude MADIT Il (Multicenter Automatic Defibrillator Implantation Trial 1I) qui a compris 1232
patients avec FEVG <30% a démontré une réduction significative de 31% de mortalité [262].
Pareillement, I'étude SCD Heft (Sudden Cardiac Death in Heart Failure Trial) a compris 2521
patients en IC dont 70% en classe Il de la NYHA et 30% en classe Ill. Le suivi moyen a été de 46
mois [263]. La diminution significative de la mortalité était de 23%. Cette méme étude a en plus
démontré que seuls les patients ayant une FEVG <30% et en stade Il de la NYHA ont un bénéfice
du DAl sur la survie [263].

La thérapie par resynchronisation cardiaque (ou CRT) est un traitement qui consiste a rétablir la
coordination de la contraction myocardique au moyen de sondes de stimulateur implantées au
niveau des cavités cardiaques droites et du ventricule gauche, et reliées a un boitier de pacemaker
ou de défibrillateur implantable. De multiples études ont montré que la CRT permet d’améliorer
la symptomatologie des patients (qualité de vie, NYHA) ainsi que les paramétres comme VO2 max,
hospitalisation et déces, test de marche de 6 minutes. Les études MIRACLE (Multicenter insync
randomized clinical evaluation) et CARE-HF (cardiac resynchronisation in heart failure) ont montré
une diminution de 50% du taux d’hospitalisations pour une IC par la CRT. Des données similaires

ont été rapportées dans I’étude COMPANION.

6. Le neutrophile humain

Les neutrophiles sont des granulocytes polymorphonucléaires (PMN) caractérisés par la présence
de nombreux granules cytoplasmiques [264]. Ces cellules représentent 75% des leucocytes
(globules blancs) [264, 265] dans la circulation sanguine et constituent 95% des granulocytes

comparativement a 4% et 1% pour les éosinophiles et les basophiles respectivement [265].

6.1 Formation
Les neutrophiles sont des cellules qui représentent la premiére ligne de défense de I'organisme
contre I'invasion et la prolifération des bactéries ou des virus [266]. A I'instar des autres cellules
lymphocytaires, les neutrophiles sont différenciés a partir des cellules souches hématopoiétiques

dans la moelle osseuse via la participation de certains facteurs de croissance et cytokines. Ainsi,
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la cellule souche hématopoiétique se différencie et se transforme en une cellule progénitrice
myéloide, menant ainsi a la formation des monocytes, macrophages et neutrophiles [266]. Pour
obtenir les cellules précurseurs des granulocytes et des macrophages, il faut la présence de GM-
CSF (Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating Factor), d’interleukine 3 (IL-3) ainsi que d’IL-6
[267]. Une fois la cellule génératrice obtenue, la présence de GM-CSF et de G-CSF sera nécessaire
pour son développement en neutrophile [267]. Le G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor)
est une cytokine qui joue un réle important dans la production, la maturation et la relache des
neutrophiles dans le sang périphérique [267]. Le G-CSF est une glycoprotéine essentielle pour la
production de neutrophiles lorsqu’ils sont requis de maniere rapide et en grand nombre, comme
lors d’une infection [267]. Toutefois, le G-CSF ne semble pas essentiel a la production de
neutrophiles en conditions physiologiques, puisque chez la souris neutropénique mutante G-CSF-
/-, nous retrouvons 25% de la production des neutrophiles d’une souris G-CSF+/+ qui arrivent a
maturité et viables [267]. La production de neutrophiles dans la moelle osseuse est dépendante
des taux de neutrophiles apoptotiques retrouvés dans les tissus, qui lorsque phagocytés par les
macrophages et les cellules dendritiques, leur synthése et relache de I'lL-23 sont diminuées [268-
270]. De plus, en présence de I'interféron-y ou du GM-CSF, I'expression de nouveaux récepteurs
de surface membranaire est augmentée chez les neutrophiles, tels que I'antigéne du complexe
majeur d’histocompatibilité-ll, le CD80, le CD83 et le CD86, induisant leur différenciation en
cellules dendritiques et leur permettant de faire le lien avec la réponse immunitaire adaptative

via l'interaction avec les cellules T [271-273].

6.2 Fonctions
Les neutrophiles sont caractérisés par une courte durée de vie. En effet, une analyse du cycle de
durée de vie des neutrophiles a démontré qu’une fois en circulation suivant leur émigration de la
moelle osseuse, les neutrophiles peuvent survivre en moyenne de 7 a 12 heures. Cependant, en
conditions inflammatoires, les neutrophiles peuvent survivre plus longtemps afin d’effectuer
leurs activités de phagocytose, de dégranulation qui sont requises pour la défense de premiére

ligne [274]. Ces différentes fonctions seront détaillées a la suite.
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6.2.1 La migration
La migration des neutrophiles vers les sites inflammés est essentielle pour I'induction d’une
réponse immunitaire [274]. Cette migration est subdivisée en quatre grandes étapes soient :
I'adhésion réversible (le roulement), I'activation, I'adhésion irréversible et la diapédese (la
migration transendothéliale) (Figure 7) [274]. L'adhésion réversible est due a une faible adhésion
des neutrophiles aux cellules endothéliales qui forment la paroi interne des vaisseaux sanguins
[275]. Ainsi, la faible affinité des molécules d’adhésion, telles que les sélectines (P-sélectine et le
P-sélectine ligand (PSGL-1)) présentes a la surface des neutrophiles et des cellules endothéliales,
et le flux sanguin provoquent un roulement des neutrophiles sur la paroi des vaisseaux sanguins
[276, 277]. En présence de molécules pro-inflammatoires telles que les lipopolysaccharides (LPS)
et I'IL-8, les neutrophiles et les cellules endothéliales seront activés [278, 279]. Cette activation
menera a l'adhésion irréversible des neutrophiles a la suite de I'interaction entre les intégrines a
la surface des neutrophiles (ex. : ICAM-1; InterCellular Adhesion Molecule) et les molécules de la
superfamille des immunoglobulines (lg) a la surface des cellules endothéliales (ex.: LFA-1;
Leucocyte Function associated Antigen)) [274]. Cette adhésion des neutrophiles permettra de

procéder a la diapédése par le biais de la chimioattraction [274].

6.2.2 La phagocytose
Les neutrophiles ont comme principale fonction I'élimination des pathogénes qui peuvent
infecter I'organisme. Ainsi, les neutrophiles sont capables, tout comme les macrophages, de
phagocyter tout intrus au site inflammatoire. Cette phagocytose peut se produire de deux fagons.
Premiérement, les neutrophiles, grace a des récepteurs a la surface, ont la capacité de
reconnaitre et d'envelopper des bactéries exprimant le LPS et les polysaccharides [280]. Ensuite,
ces pathogenes sont emprisonnés dans des phagosomes et ils sont détruits par des enzymes [280,
281]. Deuxiemement, les neutrophiles peuvent également phagocyter des particules opsonisées,

qui sont le résultat de I’enrobage par les IgG ou les fragments du complément [280, 281].
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6.2.3 Dégranulation
Les neutrophiles possedent quatre types de granules qui sont catalogués selon leur contenu. Ces
différentes classes de granules cytoplasmiques difféerent de maniere substantielle dans leur

contenu luminal, la propriété de leurs membranes et leur capacité de dégranulation [282, 283].

Durant le développement des neutrophiles, les granules primaires ou azurophiles sont les
premieres granules a étre formées. Ces granules sont rarement sécrétés a |'extérieur de la cellule.
lIs fusionnent de maniére prédominante avec la membrane de la vacuole phagocytaire pour
détruire les micro-organismes ingérés, a I'aide entre autres, de la myélopéroxydase (MPQO), des
élastases, des défensines, des azurocidines et des lysozymes qu'ils contiennent [282-285]. Ainsi,
les granules primaires jouent un réle important dans le fusionnement avec les phagosomes et

dans la dégradation des pathogénes phagocytés [286] [282].

Les granules secondaires ont plutot un réle antimicrobien puisqu’elles sont riches en particules
antimicrobiennes qui sont sécrétées dans le milieu extracellulaire [286, 287]. Les principales
particules antimicrobiennes sont la lactoferrine, le NGAL (Neutrophil gelatinase-associated
lipocalin) et le lysozyme. La lactoferrine est une glycoprotéine avec des propriétés
antimicrobiennes grace a sa capacité de séquestrer le fer, minimisant ainsi I'accés des bactéries a
ce minéral essentiel [288-290]. Le lysozyme est une enzyme qui se trouve en concentration élevée
dans les granules secondaires [291, 292]. Son effet bactériostatique est d{ a sa capacité d’induire

le clivage des polymeéres de peptidoglycane de la paroi bactérienne [293] et de lier le LPS [294].

Les deux dernieres classes de granules sont formées vers la fin du développement des
neutrophiles. Tout d’abord, il y a les granules tertiaires qui sont importantes dans le processus de
migration des neutrophiles [295, 296]. En effet, les granules tertiaires, ou granules a gélatinase,
possedent une importante réserve de récepteurs nécessaire a la migration trans-endothéliale
ainsi qu’une réserve d’enzymes utiles a la dégradation de la matrice extracellulaire, notamment

les métalloprotéases MMP-8, -9 [297].

La derniére classe de granules est composée des vésicules sécrétoires. Ces vésicules sont les
premieres a étre sécrétées a la suite d’un stimulus inflammatoire. Par ailleurs, ces vésicules sont

importantes dans les étapes d’activation et d’adhésion irréversible de la migration puisqu’elles
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possedent une variété de récepteurs membranaires nécessaires a ces étapes comme la $2-
intégrine, le récepteur du FMLP (FRP), du LPS (CD14) et le récepteur FcyRIll [298]. En somme, les
différentes classes de granules ont des rdles spécifiques qui permettent aux neutrophiles

d’accomplir leurs réles importants dans la réponse immunitaire et I'inflammation.

6.2.4 Explosion oxydative
Les neutrophiles sont d’'importants producteurs d’especes réactives de I'oxygene (ROS). Pour ce
faire, les neutrophiles possedent un complexe transmembranaire, la NADPH oxydase. La NADPH
oxydase est capable de créer des ROS a partir d’anions superoxyde (O27), qui sont par la suite
secrétés de maniere extracellulaire [299, 300]. Or, il y a également la présence de ROS
intracellulaire. Effectivement, la NADPH oxydase est une composante de la membrane
cytoplasmique qui est a 'origine de la formation du phagosome a la suite de I'invagination
phagocytaire. Par conséquent, le ROS formé par la NADPH oxydase située sur le phagosome sera
libéré a l'intérieur des neutrophiles [300-302]. Il est important de souligner que les anions
superoxydes sont capables de générer plusieurs formes de ROS, telles que le peroxyde
d’hydrogéne (H:0:) et le radical hydroxyle (OH°), qui sont nocifs et efficaces contre les
pathogenes [303, 304]. En effet, la MPO provenant des neutrophiles catalyse la formation de
I'acide hypochloreux (HOCI) (espéece réactive de I'oxygene), un bactéricide, a partir du peroxyde

d’hydrogéne [305].

6.2.5 Génération de médiateurs de I'inflammation
Outre les fonctions de défense contre les microorganismes, les neutrophiles peuvent également
relacher diverses molécules afin de mieux communiquer avec les cellules avoisinantes. En effet,
cette fonction est primordiale pour les neutrophiles puisqu’ils sont parmi les premiers répondants
lors de la réaction inflammatoire. Ainsi, ils peuvent moduler la continuation de la réponse
immunitaire et controler les cellules proches du site d’inflammation. Les neutrophiles peuvent
également mobiliser d’autres leucocytes vers le site inflammatoire a I'aide de la génération de
médiateurs peptidiques et lipidiques. La figure 8 montre les différents médiateurs peptidiques et

lipidigues produits par les neutrophiles et leurs cellules cibles.
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6.2.5.1 Médiateurs peptidiques
Par le biais de la production des chimiokines et des cytokines, les neutrophiles peuvent influencer
les cellules environnantes lorsqu’ils se retrouvent dans les sites d’inflammation. La production
des molécules, telles que I'lL-1B, I'IL-1RA, le TNF-a et I'IL-8, variera selon le type de stimulation
des neutrophiles [306-310]. Membres de la famille de I'interleukine 1 (IL-1), I'IL-1B et I'IL-1RA ont
le potentiel de stimuler la plupart des types cellulaires, a I'aide d’autres cytokines ou d’autres
messagers [311]. Or, ces cytokines doivent étre rigoureusement régulées, particulierement I'IL-
1B, a cause de I'amplitude de leurs effets pro-inflammatoires. Par exemple, I'lL-1RA peut altérer
les effets de I'lL-1 a la suite d’une compétition pour les mémes récepteurs, ce qui permet a I'lL-

1RA de bloquer les voies de signalisation induite par I'lL-1 [311].

Le TNF-a (Tumor Necrosis Factor o) représente une autre importante cytokine qui est produite
par diverses cellules, incluant les neutrophiles, mais majoritairement par les macrophages [312,
313]. Le TNF-a a la capacité d’agir sur la majorité des cellules puisqu’elles expriment a leur
surface, les récepteurs de TNF-a, le p55 et p75 [312]. En effet, ces récepteurs devenus solubles
peuvent se lier au TNF-a, ce qui a pour résultat d’empécher sa liaison avec les récepteurs
membranaires actifs. Par conséquent, la régularisation du TNF-a est primordiale puisque
I'induction du TNF-a déclenche une réaction en chaine menant au recrutement et a I'activation
de la réponse inflammatoire. Cette cascade d’événements se traduit par I'expression des
molécules d’adhésion sur I'endothélium, la dégranulation, I’explosion oxydative des neutrophiles
ainsi que la génération des médiateurs de I'inflammation tels que les prostaglandines (PGI2,
PGE2) et I'IL-1 [312]. De plus, le TNF-a peut également agir au niveau de la différenciation

cellulaire, 'apoptose et la prolifération [312].

D’autre part, I'lL-8 est I'une des principales chimiokines sécrétées par les neutrophiles. Mais, elle
peut aussi étre générée par les cellules endothéliales et les monocytes [314]. Or, la principale
cible de I'IL-8 est le neutrophile afin d’y induire la migration dirigée, la dégranulation, I’explosion
oxydative et les changements morphologiques [314]. L’IL-8 est un puissant chimio attractant
dédié presque uniquement aux neutrophiles puisque son action peut durer jusqu’a 10 heures. Le
recrutement des neutrophiles au site inflammatoire se produit lorsqu’on retrouve une

concentration élevée en chimiokines, créant ainsi un gradient chimiotactique et causant le
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mouvement des cellules inflammatoires (neutrophiles, monocytes) vers ce site. In vivo, le
gradient chimiotactique peut étre induit par la liaison et I'ancrage de I'IL-8 aux protéines de la
membrane basale, aidant I'orientation des cellules vers le site inflammatoire, ainsi que leur
maintien local. L'interleukine-8, suite a sa liaison a I'un de ses deux récepteurs extracellulaires
couplés aux protéines G, le CXCR1 ou le CXCR2, régule de nombreuses activités biologiques dont
I"activité chimiotactique qui implique le couplage de ces récepteurs a la protéine Gai [315-317].
La phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3K) est une des principales cibles des sous-unités
hétérotrimériques GapPyi [318]. L'IL-8 peut également activer la voie de signalisation des MAPK
(mitogen activated protein kinase), ce qui induit une augmentation de la survie des neutrophiles
et la prolifération des cellules endothéliales (CE) et des cellules provenant de lignées tumorales

[319-324].

Il a été démontré que I'IL-8 induit la phosphorylation du VEGFR2 (récepteur du VEGF localisé a la
surface des CE) dans les CE par I'entremise de I'association du VEGFR2 avec les récepteurs CXCR-
1 ou CXCR-2 activés préalablement par I'lL-8, ce qui module la perméabilité de la barriére
endothéliale [325]. De plus, certaines cytokines pro-inflammatoires, telles I'lL-1a et I'IL-6,
induisent une hausse de |'expression génique et protéique du VEGF [326], ce qui est en lien avec
la capacité de ce dernier a induire I’'hyperperméabilité vasculaire et I'inflammation [326]. Le VEGF
joue un réle clé, par I'entremise de sa surexpression induite tant par l'ischémie, que par une
multitude de facteurs de croissance et cytokines, dans de nombreuses pathologies, notamment
I'infarctus du myocarde [327, 328], les accidents vasculaires cérébraux [329] et les maladies

inflammatoires chroniques telles que le psoriasis [330]et I'arthrite rhumatoide [331].

L'IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire relachée lors de la phase inflammatoire aiglie qui
contribue a I’'hématopoiese et les réactions immunitaires, suite a une infection ou dommage
tissulaire [130]. De plus, I'lL-1, le TNF-a et I'lL-6 jouent un réle important dans I'induction de
diverses protéines inflammatoires, notamment la CRP par les cellules du foie, alors que les
niveaux circulants de ces cytokines sont associés a plusieurs pathologies dont I'lC et le T2DM [130,

332, 333].
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6.2.5.2 Médiateurs lipidiques
Les principales composantes des médiateurs lipidiques sont les phospholipides membranaires et
la famille des éicosanoides comprenant les médiateurs lipidiques résultant du métabolisme de
I'acide arachidonique qui est abondant dans les phospholipides [334, 335]. Le leucotrieéne Bs
(LTB4), la prostaglandine E; (PGE3) et le thromboxane A, (TXAz) sont les principaux eicosanoides
produits par les neutrophiles [334-336]. A la suite de I'activation des neutrophiles, le calcium
intracellulaire est augmenté, ce qui entraine une forte translocation de I'enzyme cytosolique
phospholipase Az (cPLA;) de type IV a la membrane nucléaire. Par la suite, cet enzyme clive les
phospholipides possédant un acide arachidonique en position 2 préférablement et I'acide
arachidonique, une fois libéré, peut servir dans plusieurs voies métaboliques dont les plus

essentielles sont la formation des leucotrienes et la formation des prostanoides [337, 338].

6.2.6 Production de NETs
Un autre mécanisme inflammatoire et bactéricide des neutrophiles est la relache des Neutrophil
Extracellular Traps (NETs) [274, 302]. Il s’agit d’éléments essentiellement composée d’ADN sur
lesquels adhérent des protéines dont la majorité est des histones. Les autres protéines associées
aux NETs proviennent des granules et du cytoplasme du neutrophile telle que : la NE, des
protéines provenant des granules azurophiles (comme la cathepsine G et la MPQ), des protéines
de granules spécifiques (la lactoferrine) [339, 340]. Ces protéines a effets antibactériens
contribuent a I'effet bactéricide des NETs. Diverses études ont démontré I'implication des NETs
dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires telle que I'athérosclérose, I'IC et le T2DM
[341-344]. En effet, les NETs activent I’'agrégation des plaquettes aux CE, menant a la formation
de thrombose et de |ésions vasculaires [341, 342]. Plusieurs études ont démontré I'implication
des NETs dans la pathogénése de I'athérosclérose. Or, la présence de NETs (a I'aide de marqueurs
tels que I’ADN double brin, le nucléosome, I'histone H3 citrullinée et le complexe MPO-ADN) a

été associée a une aggravation de la vulnérabilité de la plaque.
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6.3. Implications pathologiques des neutrophiles

6.3.1 Le role des neutrophiles dans I'athérosclérose.
Les maladies cardiovasculaires sont trés répandues chez 'homme représentant également la
principale cause de mortalité dans les pays développés. Des récentes études ont suggéré un role
important des neutrophiles dans les maladies cardiovasculaires [345-348], plus spécifiqguement
dans le développement et la progression de I'athérosclérose [345-348], qui se définit comme une
inflammation chronique de l'intima artérielle caractérisée par une formation graduelle d’une

Iésion de la néo-intima et un rétrécissement des artéres affectées [349].

La compréhension de I'implication des neutrophiles dans le développement de I'athérosclérose
serait un atout dans la prévention de cette maladie et la création de thérapies efficaces contre sa
progression. Or, il a été démontré que les neutrophiles sont présents dans la plaque
athéromateuse chez les humains et dans le modele murin [345-348]. En effet, Naruko et al. ont
observé la présence de neutrophiles dans la plague athéromateuse en utilisant des anticorps
dirigés contre les marqueurs de neutrophiles Ly6G (correspondant au CD66b chez I’humain),
élastase et MPO [345]. De plus, il a été démontré que la déplétion des neutrophiles chez les
murins athéromateux (ApoE”") a significativement réduit la taille de la plaque durant les
premieres étapes de la formation de la lésion athéromateuse [347]. Ceci suggere un rdle
important des neutrophiles au niveau de l'initiation, de la progression et de la déstabilisation de

la plaque athéromateuse.

6.3.1.1 Le réle des neutrophiles dans l'initiation de I'athérosclérose
La dysfonction endothéliale est une étape primordiale dans l'initiation de I'athérosclérose [350].
Cette dysfonction se manifeste par une réduction de la vasodilatation, une aggravation de I'état
pro-inflammatoire due a une forte concentration de molécules d’adhésion et chimiokines, et
finalement, une augmentation de la perméabilité vasculaire [350]. Des facteurs de risque
cardiovasculaires tels que I'hyperlipidémie et I'hypercholestérolémie peuvent induire cette
dysfonction [350, 351]. Parallélement, I'augmentation de la concentration lipidique peut
également induire I’activation des neutrophiles [350] qui peut aggraver la dysfonction

endothéliale. En effet, une corrélation entre le nombre de neutrophiles et la réduction de la
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vasodilatation a été rapportée [350], ce qui pourrait suggérer que I'activation des neutrophiles
pourrait mener a la sécrétion d’espéces radicalaires et de protéines granuleuses. Effectivement,
certaines études ont observé que certaines protéines sécrétés par les neutrophiles activés, telle

que la MPO, induiraient une réduction de la vasodilatation [350].

Le maintien de I'état pro-inflammatoire aggrave la dysfonction endothéliale. L’adhésion des
neutrophiles aux cellules endothéliales via I'intégrine-B; induit la sécrétion de I'azurocidine et de
la protéinase-3 qui stimulent la production de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) et
ICAM-1 via la PKC endothéliale. De plus, I'a-défensine sécrétée par les neutrophiles contribue a
I'aggravation de la dysfonction endothéliale en induisant I'augmentation des produits radicalaires
et la diminution du NO [351]. L’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1, E- et P-sélectine)
et de chimiokines plaquettaires (CXCL4, CCL5) menerait également a lintensification du

recrutement et I'adhésion de neutrophiles au niveau artériel [351].

Finalement, les azurocidines, les médiateurs lipidiques, et les ROS dérivés des neutrophiles jouent
un réle important dans la perméabilisation vasculaire. Effectivement, les azurocidines sécrétés
s’intercaleraient avec les protéoglycanes endothéliaux afin de stimuler I'activation des cellules

endothéliales et modifier la perméabilité de ces cellules [351].

6.3.1.2 L’implication des neutrophiles dans I'activation et le recrutement des monocytes
L'accumulation de neutrophiles dans la lésion athéromateuse serait nécessaire pour le
recrutement des monocytes ainsi que leur activation. En effet, les monocytes et les macrophages
sont les leucocytes les plus abondements trouvés dans la plaque athéromateuse. Il a été observé
gu’une déficience de neutrophiles induisait une baisse significative du recrutement des
monocytes et des macrophages dans la paroi artérielle [347]. Ainsi, la présence des neutrophiles
servirait a l'accélération du recrutement des monocytes. Ce recrutement est régulé par la
sécrétion de protéines telles que les azurocidines, les protéinases-3 (PR3) et les a-défensines
[347]. Les azurocidines se déposent sur I'endothélium a cause de leur nature cationique et
lorsqu’elles sont présentées aux monocytes en roulement sur I'endothélium, elles favoriseraient
la ferme adhésion de ces derniers [352]. Les PR3 et les a-défensines favoriseraient I'expression

de la CCL2 (C-C Motif Chemokines Ligand 2) ce qui amplifie le recrutement des monocytes [352].
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Par ailleurs, les neutrophiles sécreteraient des granules qui servent a attirer les monocytes telles
que la cathépsine G et la cathélicidine (LL-37 chez les humains ou CRAMP dans le modéle murin)

[353].

A la suite de leur recrutement, les monocytes se différencient en macrophages et en cellules
spumeuses avec la contribution des neutrophiles [354]. En effet, la sécrétion d’a-défensines par
les neutrophiles contribuerait a I'oxydation du LDL qui induit la différenciation des macrophages
en cellules spumeuses a la suite de la capture de LDL oxydé [351]. Les neutrophiles peuvent
également contribuer directement ou indirectement a la génération du LDL oxydé [351]. En effet,
outre les granules, les neutrophiles produisent également beaucoup de ROS par le biais du MPO,
des lipoxygénases et de la NADPH oxydase [351]. Or, les ROS sécrétés par les neutrophiles
peuvent également contribuer a I'oxydation du LDL. De plus, la phagocytose du MPO dérivé des
neutrophiles peut stimuler la sécrétion de ROS et de cytokines pro-inflammatoire (comme le TNF-
a, I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8, etc.) par les macrophages. Ceci permettrait de maintenir la progression de

I'inflammation a l'intérieur de la lésion [351].

Outre le réle joué dans la formation de cellules spumeuses, les neutrophiles induisent également
I'activation des macrophages qui sont des acteurs de premier plan tout au long de I'évolution de
I'athérosclérose. Par exemple, les macrophages qui posseédent un phénotype M1 pro-
inflammatoire sont importants dans les dernieres phases de I'athérosclérose [350]. Or, plusieurs
études ont démontré une relation entre la dégranulation des neutrophiles et le changement
phénotypique des macrophages. En effet, la sécrétion d’azurocidin et d’a-défensine par les

neutrophiles serait a I'origine du changement phénotypique vers les macrophages M1 [350].

6.3.1.3 Contribution des neutrophiles dans la déstabilisation de la plaque athéromateuse
La déstabilisation de la plaque athéromateuse est le fruit de I’érosion de la surface endothéliale
ainsi que de la rupture de la chape fibreuse. Cette érosion est en corrélation avec I'apoptose des
cellules endothéliales suivie de la desquamation endothéliale [350]. Le role des neutrophiles dans
ces dernieres étapes de I'athérosclérose commence a étre élucidé. Certaines études ont
démontré que les neutrophiles pourraient contribuer directement a l'induction du signal

apoptotique dans les cellules endothéliales. En effet, il a été suggéré que les ROS dérivés des
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neutrophiles étaient impliqués dans la mort des cellules endothéliales [350]. L’accumulation de
ces corps apoptotiques est nécessaire pour la formation du centre nécrotique, qui représente une
étape essentielle dans la vulnérabilité de la plaque puisque ce centre contient une forte
concentration de médiateurs pro-inflammatoires et pro-thrombotiques [350]. Les macrophages
et les cellules musculaires lisses sont considérés comme les principales sources de cellules
nécrotiques, mais les neutrophiles peuvent également étre impliqués dans la formation du centre
nécrotique. Par ailleurs, le HOCI généré par le MPO dérivé des neutrophiles, pourrait contribuer
a la desquamation endothéliale et I'induction d’un phénotype pro-thrombotique [350]. De plus,
I’association du MPO avec CD11b/CD18 prolongerait la survie des neutrophiles afin de maintenir

I’état d’inflammation [350, 355].

Les neutrophiles peuvent également contribuer a I'affaiblissement de la chape fibreuse. Une forte
concentration de gélatinase (MMP-2 et -9) a été observée dans la plague athéromateuse, plus
spécifiguement dans les régions de la plaque sensibles a la rupture [350, 356]. En effet, les
gélatinases qui sont présentes dans les granules secondaires et tertiaires des neutrophiles sont
responsables de la dégradation du collagéne type IV ainsi que d’autres composantes de la chape
fibreuse telles que I’élastine, la fibronectine, la vitronectine, et la laminine [357]. Or, d’autres
études ont démontré une relation entre les gélatinases et la vulnérabilité de la plaque [357-359].
Par conséquent, le niveau de gélatinases dans le sérum représente un marqueur potentiel de

I'instabilité de la plaque [357].

6.3.2 Role des neutrophiles dans le diabéte
Il existe deux types de diabéte : le diabéte de type 1 (T1DM), qui est une maladie auto-
immunitaire, et le diabete de type 2 (T2DM), qui est une complication métabolique [302]. Les
patients diabétiques sont majoritairement de type 2 avec une prévalence approximative de 85-
95% [360]. Par conséquent, le T2DM représente un énorme défi pour le 21e siecle a cause de la
fréguence grandissante de I'obésité dans les pays développés. En effet, il est estimé que, d’ici
2035, 500 millions d’individus seraient diagnostiqués avec le diabéete dans le monde [361]. Par
ailleurs, il existe un lien étroit entre le T2DM et les maladies cardiovasculaires (MCV) puisque les
patients diabétiques ont 2 a 4 fois plus de chances de développer une MCV et d’en mourir [361].

En effet, le diabéte de type 2 (T2DM) est associé a des facteurs de risque cardiovasculaires tels
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que I'HTA, la dyslipidémie, le tabagisme ainsi que I'obésité [244]. L'ensemble de ces facteurs
confere un risque élevé de développer de I'athérosclérose, la cardiopathie ischémique, la
dysfonction ventriculaire gauche, et évidemment une IC. D’autre part, la cardiomyopathie
diabétique est une entité bien définie facilitée par I’hypertrophie ventriculaire, une dysfonction
systolique, et/ou une diastolique, amenant alors une IC clinique [245]. L’hyperglycémie et la
résistance a 'insuline induisent un état pro-inflammatoire, réduisent la biodisponibilité en NO,
diminuent I'activité de la protéine kinase G, et augmentent les produits de glycation avancé
(advanced glycation and products-AGEs) [245]. Ceci va induire une hypertrophie ventriculaire. Ces
éveénements ainsi que I'augmentation du dépo6t de collagéne augmentent la vulnérabilité du coeur
diabétique a développer I'lC. Le T2DM est généralement le résultat de I'obésité et d’une
résistance a l'insuline [362] et ces deux facteurs induisent une réponse pro-inflammatoire qui
permet la progression du T2DM ainsi que le développement de MCV [362]. Les macrophages ont
longtemps été considérés comme les principaux médiateurs de cette réponse pro-inflammatoire
[302, 363], mais de récentes études ont démontré le réle émergent des neutrophiles dans la

progression du T2DM [362, 364, 365].

Ainsi, le groupe de Sefil, F. a récemment démontré, a la suite d’'une comparaison entre des
patients T2DM traités et des patients T2DM non traités, qu’il y avait une corrélation entre
I"augmentation du NLR (ratio des neutrophiles par rapport aux lymphocytes) et 'augmentation
de la concentration d’hémoglobine glycosylée (HbA1c), un marqueur diagnostique du T2DM [302,
366]. Il a été démontré qu’il y avait une augmentation du recrutement des neutrophiles dans les
tissus adipeux dans les premiéeres phases d’un régime cétogéne utilisé pour induire I'obésité dans
le modeéle murin [302, 367] et cette accumulation de neutrophiles peut mener au développement
et a la progression du T2DM [302, 368]. Effectivement, I"accumulation des neutrophiles activés
par un régime cétogene dans le modéle murin augmente la production de protéases spécifiques
aux neutrophiles telle que I'élastase [364]. Cette protéase induirait une résistance a l'insuline, un
des facteurs contributeurs au T2DM [302, 364]. Par ailleurs, les auteurs proposent que la
résistance a l'insuline dans ce modele soit due a la dégradation des substrats du récepteur de
I'insuline 1 (IRS-1) par les élastases [364] qui affecterait la cascade de signalisation induite par

I'insuline.
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De plus, il a récemment été observé que les patients T2DM, outre un NLR élevé, avaient
également une forte concentration de MPO plasmatique [365]. Le MPO sécrété par les
neutrophiles joue un réle important dans l'initiation de la réponse pro-inflammatoire dans le tissu
adipeux [365]. Par conséquent, Wang et al. ont démontré que I'inhibition du MPO empéchait le
développement de I'obésité et diminuait la résistance a l'insuline due a I'obésité [365]. Ainsi,
I'inhibition du MPO a réduit le niveau d’expression de I’ARNm des cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a, IL-6 et I'lL-1B et a empéché la modification post-transcriptionnelle du
récepteur de l'insuline (IR-B) [365]. Ceci permettrait la réduction de la résistance a l'insuline en
atténuant la dégradation rapide du récepteur [365]. L’analyse de I'activation des neutrophiles
chez les patients diabétiques ou obéses a permis de découvrir le role d’autres protéines dérivées
de ces cellules dans la progression de la maladie. Ainsi, 'équipe de Zurawaska-Plaksej et al. a
démontré que les neutrophiles sont la source de protéines telles que la chitinase et les chitinase-
like proteins (CLPs), plus spécifiquement le chitinase 3-like protein (YKL-40). Ces deux protéines
avaient une concentration deux fois plus élevée chez les patients diabétiques en comparaison
avec les volontaires sains [362]. De facon intéressante, ce niveau élevé des deux protéines, la
chitinase et la YKL-40, est fortement corrélée avec |'activité des élastases [362]. La chitinase peut
étre utilisé comme un marqueur de la dysfonction endothéliale tandis que le YKL-40 est associé

avec la résistance face a l'insuline [362].

Finalement, le stress oxydatif joue un role important dans la progression du T2DM [369]. Par
ailleurs, il y a une corrélation entre le niveau du stress oxydatif et I'hyperglycémie [369].
Initialement, la source des ROS était considérée comme diversifiée, provenant des cellules
endothéliales vasculaires, des macrophages, etc. [369], or les neutrophiles représentent la source
principale du ROS [369]. Ainsi, Omori et al. ont démontré qu’il y avait une préformation des sous-
unités de la NAPH oxydase dans les neutrophiles chez les patients diabétiques pour une induction

rapide et efficace du stress oxydatif [369].

En somme, I'étude du réle des neutrophiles dans le développement du T2DM est primordiale
puisque ces cellules peuvent jouer un réle dans linitiation du T2DM ainsi que dans la
physiopathologie du diabéte. En effet, les neutrophiles peuvent également étre impliqués dans

I’aggravation des MCV. Cependant, il y a quelques ambiglités qui persistent, puisque le T2DM
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peut également atténuer les fonctions des neutrophiles telles que la phagocytose, I'adhésion et
les activités antimicrobiennes [344, 370]. Donc, ceci rendrait les patients diabétiques sensibles
aux infections et affecterait la guérison [344]. Par conséquent, la détermination du role des
neutrophiles dans les différentes phases du diabéte permettra I'établissement de différents

traitements thérapeutiques ciblés.

6.3.3 Role des neutrophiles dans I'insuffisance cardiaque
De récentes études ont suggéré que les neutrophiles et les monocytes jouent un réle dans la
physiopathologie de I'IC [371]. En effet, un niveau élevé de neutrophiles a été recensé chez les
patients impliqués dans les essais SOLVD [100]. Les patients décédés durant |'étude présentaient
une augmentation du décompte des neutrophiles lors du dernier prélevement avant le décés que
ceux ayant survécu. Cette augmentation des niveaux circulants de neutrophiles pourrait étre
attribuée a une survie plus longue de ces cellules chez les patients IC. En fait, une étude menée
par Tracchi et al. suggere que la durée de vie des neutrophiles chez les patients IC est plus élevée
comparativement aux sujets sains. De plus, il y avait une corrélation entre la durée de vie des
neutrophiles, la classification fonctionnelle du NYHA et le niveau plasmatique de CRP [372].
D’autres études ont démontré une corrélation entre la viabilité des neutrophiles et la sévérité des
symptémes de I'lC, ce qui suggere un rble prépondérant des neutrophiles lors de la réponse
inflammatoire chez ces patients. D’ailleurs, il a été également observé que la réponse
apoptotique est retardée dans un modele d’IC chez les rats [373]. Selon les auteurs, étant donné
gue les neutrophiles sécretent des cytokines pro-inflammatoires, telles que TNF-a,, IL-6 et IL-8, le
prolongement de leur survie pourrait étre due aux hauts niveaux de TNF-a, IL-6 dans le modéle
IC chez les rats [373]. Or, 'accumulation de molécules sécrétées par les neutrophiles, comme les
ROS, le MPO, les MMP-8 et -9, et neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) pourrait
contribuer a I'aggravation des facteurs menant a I'lIC [374]. Par exemple, le MPO sécrété par les
neutrophiles a été associé au dysfonctionnement endothélial et une diminution de la contractilité
du ventricule gauche. En effet, le niveau d’expression de 'ARNm du MPO provenant des
leucocytes en circulation a été significativement augmenté chez les patients avec un
dysfonctionnement du ventricule gauche. De plus, les BNP permettent I’élimination des ROS

générés par les neutrophiles, mais ce mécanisme d’élimination a été altéré chez les patients
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souffrant d’IC aigué [374]. Ainsi, la présence significative de ROS pourrait contribuer a I’activation
anormalement élevée des MMPs. Cette activation des MMPs menerait a la dégradation de la

matrice extracellulaire ce qui provoquerait le remodelage du ventricule gauche [375].

Un des effets de I’activation des neutrophiles est la génération de microvésicules extracellulaires
(MVs). Les MVs représentent de petites vésicules membranaires qui sont sécrétées a la suite de
I'activation cellulaire ou de la mort cellulaire [376]. Les MVs peuvent dériver également des
plaquettes, de cellules endothéliales, des monocytes, et autres [376]. La libération des MVs peut
mener, entre autres, a I'activation des plaquettes et a I'induction de la dysfonction endothéliale
[376]. Ceci peut étre associé aux facteurs de risque cardiovasculaire, a I'athérosclérose ou la
thrombose[376]. Ainsi, selon Welsh et al., les MVs ont le potentiel de devenir des biomarqueurs
des maladies cardiovasculaires [377]. Les microvésicules dérivées des neutrophiles (NMVs) sont
caractérisées par la présence de CD45, CD4, CD8, CD66b ou CD14 sur leur surface [377, 378]. De
plus, les NMVs induiraient I'inflammation et la coagulation [377]. Le role spécifique des NMVs
dans I'lC demeure inconnu. En effet, les microvésicules dérivées des cellules endothéliales sont
plus étudiées dans I'IC puisqu’elles sont le résultat de I'apoptose de ces cellules [377, 379].
Cependant, de récentes études ont démontrés que les NMVs expriment le MPO qui peut induire
la Iésion des cellules endothéliales [380], suggérant une possible participation a la dysfonction
endothéliale, qui est une des étapes initiales de I'lC. En outre, il a été démontré que les NMVs
participent au développement de vasculopathies telles que les vasculites et I'athérosclérose

[381].

En somme, I'étude des mécanismes de libération des NMVs et leurs roles potentiellement pro-
inflammatoires pourrait permettre de comprendre leur impact dans la physiopathologie de I'IC.
Ceci pourrait, par conséquent, étre un nouvel objectif fort intéressant a envisager pour une

thérapie de cette maladie.

7. Objectifs de recherche

Il a été démontré que I'IC qu’elle soit de phénotype IC-FER ou IC-FEP est caractérisé par un état
inflammatoire sub-clinique [130, 131]. En effet, il existe de nombreuses évidences démontrant le

role des cytokines dans l'inflammation sub-clinique qui caractérise I'lC. Par ailleurs, les
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neutrophiles sont des acteurs de premier plan dans la production de cytokines pro-
inflammatoires. Il a également été démontré que les neutrophiles jouent un réle important dans
les maladies cardiovasculaires. La libération de cytokines pro et anti-inflammatoires par les

neutrophiles n’a pas été étudiée chez les patients IC-FER et IC-FEP.

Considérant les affirmations énumérées précédemment, les buts de ce travail sont: 1) de
caractériser le profil sanguin pro- et anti-inflammatoire des biomarqueurs circulants et leur
libération par les neutrophiles dérivés des patients IC-FER et IC-FEP et les comparer a ceux
libérées par les neutrophiles des volontaires sains, 2) étudier les effets du diabéte sur cette
libération. Ces objectifs de recherche permettront de répondre a I’hypothése stipulant que les
biomarqueurs dérivés des neutrophiles sont anormaux et en condition pro-inflammatoire dans
I'IC de phénotype réduit ou préservée. La présence de diabete contribue de facon significative et

synergique a |'état pro-inflammatoire dans un contexte d’IC.
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Abstract:

Aims Heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF) is characterized by sub-clinical
inflammation. The changes in selected biomarkers of inflammation concomitantly with the
assessment of neutrophils pro- and anti-inflammatory cytokines release have not been

investigated in patients with HFrEF.

Methods and results 52 patients with HFrEF, aged 68.8+1.7 years, and left ventricular ejection
fraction 28.7+1.0%, and 21 healthy controls (CTL) were recruited. Twenty-five HF patients had
type 2 diabetes. Venous blood samples from HF and CTL were collected once. Plasma pro- and
anti-inflammatory cytokines levels and produced by the neutrophils were assessed by ELISAs.
Plasma biomarkers included, C-reactive protein (CRP), vascular endothelial growth factor (VEGF),
interleukins (IL)-6, -8, -1 receptor antagonist (-1RA), nitric oxide (NO), soluble intercellular
adhesion molecule-1 (sICAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1) and E-Selectin (sE-
Sel). Neutrophils were isolated and stimulated with various agonists to promote VEGF, IL-6, IL-8

and IL-1RA release.

Compared with CTL, HFrEF patients yielded a profound decrease in circulating VEGF (178.0 (IQR
99.6; 239.2) vs 16.2 (IQR 9.3; 20.2) pg/mL, P<0.001) and NO (45.2 (IQR 42.1; 57.6) vs 40.6 (IQR
30.4; 47.1) pg/mL, P=0.0234). All other circulating biomarkers were significantly elevated.
Neutrophils from HF patients exhibited a greater release of IL-6 (LPS: 46.743.9 [CTL] versus
165.8+48.0 pg/mL [HF], P=0.1713) and IL-8 (TNF-a: 0.6+0.1 [CTL] versus 1.5+0.1 ng/mL [HF],
P=0.9937; LPS: 1.240.1 [CTL] versus 10.4+1.6 ng/mL [HF], P<0.001). In contrast, VEGF and IL-1RA

release were significantly reduced (by 38.6% and 81.8% respectively) in HFrEF compared with CTL.

Conclusions Patients with HFrEF exhibit a significant decrease in circulating VEGF. The release
of VEGF, and both pro- and anti-inflammatory cytokines from the stimulated neutrophils is
markedly abnormal in these patients. The clinical significance of these findings deserves further

investigation.

Keywords Heart failure; Diabetes; Neutrophil; Inflammation; Cytokines
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Introduction:

Heart failure (HF) is characterized by a broad-spectrum increase in biomarkers related to neuro-
humoral activation, extracellular matrix turnover, and myocardial remodeling.> 2 Similarly,
patients with HF exhibit a significant elevation of markers related to subclinical inflammation and
oxidative stress.’2 The increase in many of these markers has been related to an adverse outcome

in these patients.> 4

Neutrophils are leukocytes acting as the first line of host defense against pathogens but also in
inflammation-mediated injury. More recently, neutrophilia (higher neutrophil count),
lymphopenia (lower lymphocyte count) and a greater neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) have
been associated with HF severity, complications following LVAD insertion, and overall mortality
in patients with various etiologies of HF.>® An increase in neutrophil blood count has not only
been shown to correlate with the severity of coronary damage in patients with coronary artery
diseases (CAD),> 10 but also with the presence of heart failure.*" 12 Despite the prominent role of
neutrophils in inducing the chronic inflammatory response in the pathogenesis of many
diseases,’? role in the pathophysiology of heart failure and the impact of neutrophils targeted

therapy remains largely unknown.

Several clinical and biochemical parameters characterize higher risk HF patients. Among the
clinical parameters, the presence of diabetes mellitus (DM) has been associated with an increase
in early mortality following acute decompensated heart failure, overall hospitalizations and long-
term events in patients with heart failure.'* 1> High-risk patients, such as those with diabetes and
HF, exhibit an increased activation of the innate system.'® 7 Despite the mounting evidences
regarding the significant role of diabetes on the pathophysiology of heart failure and more
specifically on inflammation, the changes in circulating biomarkers with the concomitant
assessment of neutrophils-mediated pro- and anti-inflammatory cytokine release have not been

reported in HF patients with or without diabetes nor compared with healthy controls (CTL).

The primary objective of this study was to investigate the changes in circulating biomarkers and

selected cytokines related to sub-clinical inflammation and their release from stimulated
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neutrophils in patients with HF and reduced ejection fraction (HFrEF) compared with CTL. The

secondary objective was to explore the effects of diabetes and HF on these responses.
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Methods:

Population
The design of this mechanistic clinical study was a prospective non-randomized non-
interventional investigation. A total of twenty-seven (27) patients with HF and 25 patients with
HF and DM were prospectively studied at the Montreal Heart Institute (MHI). The blood
collection from all patients (52) and 21 CTL was performed once. This study was approved by the
Scientific Research Committee and the Ethics Committee of the MHI (ethics No. ICM #01-406 and
No. ICM #12-1374) and conforms to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Donors
were informed about the procedures and signed a written informed consent before participating

in the study.

Selection criteria of healthy control volunteers and patients
The CTL recruited for this study were eligible assuming they had no significant medical conditions
nor were treated by any anti-inflammatory medication for at least 14 days prior to blood
collection. Patients with HF and with NYHA classification of 2 or 3 were recruited from the MHI
Heart Failure clinic. These patients were classified as HFrEF if their LVEF was <40%, & 1° as
documented by contrast ventriculography, magnetic resonance imaging, radionuclide
ventriculography or echocardiography assessed within the previous 12 months if no significant
cardiac events occurred since the initial LVEF assessment. The patients had to be optimally
treated with A-ll modulating agents, beta-blocker, and mineralocorticoid antagonist agents
unless not tolerated or contra-indicated. In addition to the previous inclusion criteria outlined
above, patients with HF and DM required an HbAlc <10% (13.4 mmol/L) and good glycemic
control by any available hypoglycaemic medications and treated with secondary preventive
medication as per current guidelines. The most significant exclusion criteria were the presence
of severe chronic pulmonary disease, chronic active inflammatory disease, severe renal failure
(creatinine >250 umol/L), liver dysfunction (blood transaminases >3-fold upper normal values),
and ongoing malignancy. Other exclusion criteria comprised a recent myocardial infarction,
stroke, or cardiac surgery (<3 months), HF NYHA class IV and/or unstable clinical condition.

Patients with HF and DM, and CTL having ongoing and/or recent infection within 2 weeks prior to
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the study (as this would affect neutrophil counts) or had CRP values higher than 15 mg/L

(suggesting some acute inflammatory status) were excluded from this study.

Study protocol — plasma, serum and neutrophil collection

Venous blood samples from CTL and patients with HF with or without DM were collected in one
SST serum separation tube (3.5 mL blood volume) and in 30-mL syringes pre-filled with the
anticoagulant citrate Dextrose solution USP (ACD) Formula A (ratio ACD:blood 1:5; 45 mL blood
volume). Following a 200 g centrifugation of the anticoagulated blood, 4 mL of platelet-rich
plasma (PRP in ACD) were re-centrifuged (11000 g, 2 min, 42C) to obtain citrate platelet-free
plasma (PFP). The SST tube was also centrifuged (1500 g, 15 minutes, RT) to obtain serum, and
all serum and plasma samples were aliquoted and frozen at -802C. Neutrophils were isolated by
Dextran sedimentation followed by Ficoll-Paque density gradient and re-suspended in RPMI
medium supplemented with 25 mM HEPES and 1% penicillin/streptomycin as described
previously.?® Contamination with peripheral blood mononuclear cells was <0.1% as determined
by morphological analysis and flow cytometry (data not shown), and viability was >98% (Trypan

blue dye exclusion).?° Pure neutrophil population (>99% purity) was used for all in vitro studies.

Biomarkers quantification
Plasma levels of interleukin (IL)-1 receptor antagonist (IL-1RA), IL-6, IL-8 and total nitric oxide (NO)
and serum level of vascular endothelial growth factor (VEGF) were analyzed by Quantikine ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN). The plasmatic levels of soluble intercellular adhesion molecule-
1 (sICAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1) and E-Selectin (sE-Sel) were analyzed
by a Luminex Assay multiplex kit using the Bio-Plex 200 analyzer (Bio-Rad Laboratories, Saint-
Laurent, QC). High-sensitivity CRP (hsCRP) in serum samples was quantified by nephelometry by

the Clinical Biochemistry Laboratory at the MHI.

Neutrophil stimulation and treatments

Purified neutrophils (5 x 108/mL, 500 pL) were incubated in RPMI — 1640 solution (Gibco, Carlsbad,
CA) supplemented with 5 % fetal bovine serum (PAA laboratories, Etobicoke, ON) 1 %
penicillin/Streptomycin/Glutamax (P/S) (Gibco) and 25 mM HEPES (Sigma, Oakville, ON), and
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named RPMI (for complete RPMI-1640 solution). Neutrophils were then stimulated for 2 hours
with control vehicle (PBS), tumor necrosis factor-a (TNF-a; 10 ng/mL) (Peprotech, RockyHill, NJ)
or bacterial lipopolysaccharide (LPS; Escherichia Coli 0111:B4; 1 pg/mL) (Sigma) at 379C, 5% CO,.
Upon stimulation, neutrophils were centrifuged at 900 g for 7 minutes and supernatants stored
at -802C. The selected aforementioned agonists (LPS or TNF-a) were used based on their

corresponding capacity to promote VEGF, IL-1RA, IL-6 and IL-8 release by the neutrophils.?% 22

Statistical analysis
Continuous variables are presented as mean + SEM (normally distributed data) or as medians and
IQR and categorical values as proportions (%). Statistical comparisons were made using a two-
way analysis of variance (ANOVA), followed by a Tukey’s multiple comparison test (normally
distributed data) or using a Kruskal-Wallis test, followed by a Dunn’s multiple comparisons test.
For Table 1, continuous variables were compared using either a one-way ANOVA or Student’s t-
test, whereas categorical variables were compared using a y2 test or a Fisher’s exact test. Analyses
were performed using GraphPad Prism 9.1.0 and differences were considered significant at P<

0.05.
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Results

The clinical characteristics of the study population are presented in Table 1. The study population
consisted of 21 CTL, 27 patients with HF without DM (HFrEF) and 25 HF patients with HF and DM
(HFrEF+DM). Most patients had a HF caused by ischemic heart disease. There was a higher
proportion of patients with hypertension amongst patients with diabetes. There were no
significant differences in LV size and ejection fraction between patients with or without diabetes.
Patients with diabetes presented a higher use of A-Il modulating agents and/or the combination
of both ACE inhibitor and angiotensin receptor blockade. No patients were chronically treated
by an angiotensin receptor/neprilysin inhibitor (ARNI). The levels of NT-proBNP were significantly
elevated in patients with HF. By the time of recruitment in this study no patient were treated
with a SGLT2 inhibitor. Both HF groups were significantly older than the CTL group. Pearson
correlation analysis showed no significant correlation between all circulating biomarkers (except

for CRP) and age for CTL.

The results for the circulating levels of selected biomarkers are presented in Figures 1 and 2. HF
patients yielded a profound decrease (>90% reduction) in the circulating levels of VEGF. Similarly,
circulating levels of nitric oxide (NO) were significantly reduced in HF patients regardless of the
presence or absence of diabetes. Patients with HF exhibited significant increased levels of hsCRP,
sICAM-1, sVCAM-1, se-Sel (HFrEF+DM only), IL-6, and IL-8, as well as an elevation of the circulating
levels of the anti-inflammatory cytokine IL-1RA. In addition, there was a significant increase in
the circulating levels of IL-6, IL-8 and IL-1RA (P<0.001) and a non-significant decrease (P=0.0617)
in circulating metabolites of NO in patients with HFrEF+DM as compared with patients with HFrEF

without diabetes.

Effect of pro-inflammatory agonists on the release of selected cytokines by

neutrophils
We assessed the capacity of selected pro-inflammatory agonists to induce the release of
cytokines known to be expressed and released by human neutrophils.?2?* We assessed the effect

of a 2-hr treatment with either TNF-a (10 ng/mL) and/or LPS (1 pg/mL) compared to PBS-control
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vehicle to induce the release of VEGF, IL-1RA, IL-8 and IL-6 by neutrophils (5 x 10%/mL, 500 pL)

(Figure 3).

At baseline (PBS), we observed a non-significant increase of the neutrophils secretion of pro-
inflammatory biomarkers (VEGF, IL-6 and IL-8) and a significant decrease of the anti-inflammatory
IL-1RA in both HFrEF and HFrEF+DM patients compared to CTL (Figure 3A-D). No significant

differences were observed in the basal biomarkers secretion between HFrEF and HFrEF+DM.

Upon stimulation with either TNF-a (10 ng/mL) or LPS (1 pg/mL), all secreted biomarkers from

CTL neutrophils were increased, with VEGF and IL-1RA being significant (Figure 3A-D).

VEGF release following TNF-a and LPS stimulation of HFrEF neutrophils was significantly reduced
by 35.7 and 38.6% respectively while isolated neutrophils from patients with HFrEF+DM yielded
a 38.7 (TNF-a) and 38.3% (LPS; not significant) decrease in VEGF compared with CTL (Figure 3A).
No significant differences were observed in either TNF-a- or LPS-induced biomarkers secretion

between HFrEF and HFrEF+DM.

Upon TNF-a and LPS stimulation, IL-1RA secretion from HFrEF neutrophils was significantly
reduced by 81.8 and 87.0% respectively, and by 69.7 and 73.9% from HFrEF+DM neutrophils when
compared to CTL neutrophils (Figure 3B). There was a higher but non-significant increase of IL-
1RA secretion from HFrEF+DM, compared to HFrEF neutrophils, independently from the agonist

used.

Neutrophils from HFrEF and HFrEF+DM patients were significantly more potent than CTL to
secrete IL-8 by up to 10-fold following LPS stimulation (Figure 3C). No significant differences were

observed in either TNF-a- or LPS-induced biomarkers secretion between HFrEF and HFrEF+DM.

Since TNF-a is unable to promote IL-6 release?> we only used LPS as the main agonist. LPS-induced
IL-6 secretion from HFrEF and HFrEF+DM neutrophils was increased by 4- and 8.5-fold
respectively vs CTL neutrophils (Figure 3D). HFrEF+DM neutrophils secreted a significantly higher

amount of IL-6 (2.4-fold) than HFrEF without diabetes.
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Discussion

In this clinical mechanistic study, we reported a significant increase in the markers of vascular
inflammation (sICAM-1, sVCAM-1 and sE-Sel), pro-inflammatory (IL-6 and IL-8) and anti-
inflammatory (IL-1RA) interleukins in patients with HF. In contrast we observed a marked
decrease in both circulating VEGF, a pro- angiogenic marker, and NO, a vascular relaxing factor in
these patients. Under basal conditions, neutrophils from HF patients were primed to release
VEGF, IL-6 and IL-8 in excess, while the release of the anti-inflammatory cytokine IL-1RA was
significantly reduced. Neutrophils from patients with both HF and diabetes exhibited a greater
response to LPS for IL-6 and IL-8 release, whereas they were less efficient to release VEGF and IL-

1RA following LPS or TNF-a stimulation.

Systemic inflammation has been recognized as a pathobiologic feature of both acute and chronic
HF. The presence of sub-clinical inflammation has been associated with the development,
progression, and complication of HF, and has been predictive of poor outcome independently of
other clinical parameters such as left ventricular ejection fraction or New York Heart Association
functional class.?® In addition, in patients with chronic HF, intestinal congestion and ischemia
increase the number of pathogenic bacteria in the intestine and contribute to further promote

low grade-inflammation.?”- 28

A significant and a broad spectrum increase in circulating neuro-hormones and pro-inflammatory
and pro-thrombotic biomarkers have been reported in HF patients.3 Herein, we report a profound
decrease in the circulating levels of VEGF in HF patients with advanced, yet stable disease. VEGF
plays a significant role on angiogenesis upon vascular and tissue injury in humans.?® 3% In addition,
VEGF may contribute to the growth of cardio-myofibroblasts, and has been reported to exert
cytoprotective, anti-oxidative, and anti-apoptotic effects on the cardiomyocytes.3' 32 A decrease
of circulating VEGF has been reported in animal models of advanced heart failure.3> 33 |n the
initial phases of HF, an increase of VEGF is observed in the myocardium, however, the exhaustion
of VEGF release during prolonged hypoxia has been proposed as an important underlying factor

contributing to a decrease of myocardial capillary density and decompensated heart failure.3% 34
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Our data are also in agreement with previous clinical studies reporting a decrease of circulating

VEGF in patients with HF.30 3>

The hemodynamic stress of HF such as an increase in wall tension and a decrease in peripheral
blood flow trigger the release of an array of pro-inflammatory cytokines by cardiomyocytes,
cardiac fibroblasts, endothelial cells and circulating leukocytes. In addition, bacteria and bacterial
cell component such as LPS are transferred into the blood because of the abnormality of intestinal
barrier function and an increase in central venous pressure.?® The combination of low circulating
VEGF and increased inflammation of the coronary microvascular endothelium most likely lead to
a dysregulation of NO generation, and an increase in the production of reactive oxygen species
(ROS).3® These latter observations are in agreement with the data reported here showing a

reduction of circulating NO levels in patients with HF.

As previously reported, we observed a marked increase of soluble endothelial adhesion molecules
(sICAM-1, sVCAM-1 and sE-Sel) in patients with HF.2 This could be explained in part by an
impaired synthesis and release of the VEGF-NO complex, as a decrease in endothelial NO
synthesis induces the expression and translocation of endothelial adhesion molecules (ICAM-1,
VCAM-1 and E-Sel).3”:38 This effect can also be exacerbated by the ability of CRP at concentrations
known to be associated with an increased risk of cardiovascular events (>3 mg/L) to attenuate NO
production.?® In addition, CRP inhibits eNOS expression and NO synthesis, and upregulates the

expression of adhesion molecules.3? 4°

Herein, we report a significant increase of both circulating pro-inflammatory interleukins (IL-6 and
IL-8). Circulating levels of IL-6 and IL-8 were significantly increased in patients with HF and
diabetes. These observations are in agreement with our previous published work and other
independent studies, supporting the concept of a vascular and systemic inflammation in HF.26 41-
43 Both IL-6 and IL-8 are known to play a significant role in both HF and diabetes.?® 4> 43 In this
study, we reported some small and inconsistent changes in the pro-inflammatory markers
between diabetic and non-diabetic patients. These results may be explained by the differences
in the etiology, gender, and the severity of heart failure. Furthermore, once the main disease

(HF) has evolved to a certain point, the impact of DM on these biomarkers may be significantly
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attenuated. Together, these data, along with a decrease in VEGF and NO are supportive of a
significant impairment in vascular and microvascular function in HF patients, which is most likely

intensified by the presence of diabetes.** 4>

IL-1RA, a member of the IL-1 family, is an anti-inflammatory and anti-proliferation cytokine.*¢
Here we reported a significant increase in circulating IL-1RA only in patients with HF and diabetes.
The reason for this remains unclear. Nevertheless, this may be associated with an increase in
inflammatory status in these high-risk patients and consequently with a reactive increase in some
counteracting anti-inflammatory mediators such as IL-1RA. As such, the increased inflammatory
status in patients with HF and DM may be associated with a parallel reactive increase in IL-1RA

levels by the neutrophils.4> 47

Patients with HF have an increasingly activated innate immune system.*® Data from large clinical
studies and some smaller mechanistic investigations have shown some abnormalities of
leucocytes and neutrophils in human heart failure.> #% 4° Beyond circulating biomarkers, here we
reported changes in the capability of the stimulated neutrophils to release some selected pro-
angiogenic, and pro- and anti-inflammatory biomarkers in patients with HF with or without DM.
Basal neutrophil-mediated VEGF release was slightly higher in HF patients when compared to CTL.
However, upon stimulation with pro-inflammatory agonists, VEGF release from the stimulated
neutrophils was markedly decreased in patients with HF. This latter observation is in agreement
with previous reports showing an attenuation of VEGF release by diabetic cardiomyopathic

animals®®>! and by the neutrophils in human cardiac transplant recipients.>?

In this study, we further explore the impact of diabetes on neutrophils pro- and anti-inflammatory
responses. Although neutrophil-mediated IL-8 release was not modulated by the presence of
diabetes, HF patients with DM exhibited a higher pro and anti-inflammatory leukocyte response.
Although IL-8 release was similar in both patient cohorts, LPS-induced IL-6 release was greater in
HF patients with DM. IL-6 plays a pivotal role in the inflammatory response through its synthesis
and secretion from the liver. In contrast, IL-8 is mostly produced by monocytes, endothelial cells

and neutrophils. Since the most relevant cytokines involved in diabetes include IL-6, IL-1, IL-18
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and TNF-a, the observations reported here are in agreement with a significant perturbation of IL-

6 release in patients with both HF and diabetes.

Despite a significantly higher level of circulating IL-1RA, we observed a marked decrease in its
release from the neutrophils harvested from patients with HF with or without DM either in basal
condition or following stimulation. One explanation could be that the neutrophils from these
patients are less efficient to promoting IL-1RA release, suggesting that the observed increase of
circulating IL-1RA in these patients is not due to the contribution of neutrophils but most likely
release by other cells such as monocytes, hepatocytes, epithelial cells and adipocytes.>®>>* In a
previous study, we reported that the neutrophil basal release of IL-1RA from CTL was between 2-
10% from its total cellular content, and even under LPS challenge the release of IL-1RA was only
35% of its total content. Thus, it is plausible that neutrophils are less efficient to induce IL-1RA
synthesis or release in HF. The sub-cellular events involved with these observations would be a

matter for further investigations.

Study limitations
This clinical mechanistic study consisted of a small sample size of patients with various duration
and etiologies of HF. In addition, specific information on the level of congestion and
hemodynamic changes and other relevant information such as the duration of diabetes and
glycemic control were not readily available. The patients were enrolled only once, and the lack
of follow-up did not allow for the assessment of the effects of dynamic changes in biomarkers as
well as the clinical consequences of these findings. As such, this study does not support the
routine use of these biomarkers in the clinical setting at the present time. Neutrophils-mediated
release in selected pro- and anti-inflammatory cytokines was limited to a few agonists and
selected cytokines. Other pro and anti-inflammatory cytokine such as IL-1, CCL-5 and IL-10, IL-30
and IL-33 are likely to play a significant role in this patient population and deserve further

investigations.

Conclusion

HF with reduced ejection fraction is characterized by a significant increase in various pro-

inflammatory markers and a decrease in circulating VEGF and IL-1RA. The release of VEGF and
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other pro- and anti-inflammatory cytokines by the neutrophil is markedly abnormal in patients
with chronic yet stable HF when compared with healthy controls. These observations support
the significant role of neutrophils in HF and justify further studies to better understand the sub-
cellular events and the clinical impacts of these findings in patients with various disease severity

and HF phenotypes.
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Figure legends

Figure 1. Measure of circulating endothelial biomarkers. Plasma from all 3 groups (healthy
volunteers (CTL), HFrEF w/o DM (HFrEF) and HFrEF with DM (HFrEF+DM)) was analyzed by ELISA
for NO (Nitrite/Nitrate) and by Luminex multiplex for sICAM-1, VCAM-1 and E-Selectin. (A)
Plasmatic NO from all HFrEF patients decreased significantly, compared to healthy volunteers
(CTL). On the other hand, all soluble adhesion molecules (sICAM-1 (B), sVCAM-1 (C) and sE-
Selectin (D)) increased in all HFrEF patients, compared to CTL. Data are presented as medians and

IQR. *P<0.05 and ***P<0.001 as compared to CTL.

Figure 2. Measure of circulating inflammation biomarkers. Plasma from all 3 groups (healthy
volunteers (CTL), HFrEF w/o DM (HFrEF) and HFrEF with DM (HFrEF+DM)) was analyzed by ELISA
for VEGF, IL-8, IL-6 and IL-1RA and by nephelometry for CRP. (A) Plasmatic VEGF from all HFrEF
patients decreased significantly, compared to healthy volunteers (CTL). (B) Plasmatic CRP, (C) IL-
8 and (D) IL-6 were significantly increased in both HFrEF and HFrEF+DM patients compared to
CTL, whereas plasmatic IL-1RA was increased significantly only in HFrEF+DM patients, compared
to CTL. HFrEF+DM had a significantly higher plasmatic concentration of (C) IL-8, (D) IL-6 and (E) IL-
1RA, compared to HFrEF. Data are presented as medians and IQR. *P<0.05, **P<0.01 and
***P<0.001 compared to CTL. 771 P<0.001 compared to HFrEF.

Figure 3. Effect of TNF-a and LPS on the release of inflammation biomakers by human
neutrophils. Isolated neutrophils from all 3 groups (healthy volunteers (CTL), HFrEF w/o DM
(HFrEF) and HFrEF with DM (HFrEF+DM)) were stimulated with TNF-a (10 ng/mL) or LPS (1 pug/mL)
for 2 hours and released VEGF, IL-1RA, IL-8 and IL-6 were quantified by DuoSet ELISA. Neutrophils
from CTL have seen their release of (A) VEGF, (B) IL-1RA and (C) IL-8 significantly increased
following TNF-a and LPS stimulation. In all HFrEF groups, (A) VEGF and (B) IL-1RA release was
lower, whereas (C) IL-8 release was significantly increased, compared to CTL. The release of IL-6
from neutrophils (D) was only achieved by LPS stimulation and it was significantly increased in
HFrEF+DM, when compared to CTL and HFrEF. Data are presented as mean + SEM. **P<0.01 and
***P<0.001 compared to respective PBS. TT7P<0.001 compared to CTL. ###P<0.001 compared to
HFrEF.
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Tables

Table 1 Patient’s demographics

CTL HFrEF HFrEF+DM | P value
Age (years) 44.942.71 68.89+2.51 68.68+2.18 <0.001
Male 14 (66.6 %) 19 (70.4 %) 21 (84.0 %) 0.36
NYHA class
11 - 11 (40.7 %) 7 (28.0 %) 0.39
111 - 16 (59.3 %) 18 (72.0 %)
HFrEF duration (months) 77.00+15.52 88.28+16.70 0.62
Etiology
Ischemia - 20 (74.1 %) 18 (72.0 %)
Cardiomyopathy - 4 (14.81 %) 2 (8.0 %) 0.87
Valvular - 1 (3.7 %) 1 (4.0 %)

Others - 2 (7.4 %) 4 (16.0 %)

LVEF - 30.15+1.39 27.08+1.21 0.10
LVIDD - 60.96£1.75 61.12+1.71 0.95
LVIDS - 50.25+£2.36 49.71+2.01 0.86

Hypertension - 15 (55.5 %) 24 (96.0 %) | <0.001
Dyslipidemia - 21 (77.8%) 22 (88.0 %) 0.47
Stroke - 3 (11.1%) 4 (16.0 %) 0.70
Hematology & Biochemistry
Hemoglobin (g/L) - 132.19+£2.09 127.5242.89 0.19
Leucocytes (x10°/L) - 7.75+0.43 7.96+0.34 0.71
Na (mmol/L) - 137.62+0.61 137.12+0.63 0.57
K (mmol/L) - 4.34+0.07 4.48+0.09 0.22
Urea (mmol/L) - 11.58+1.10 11.36+0.90 0.88
Creatinine (umol/L) - 139.22+11.4 128.76+8.20 0.47
NT-proBNP - 27544567 2490+651 0.76
Medication
ACEi - 16 (59.3 %) 16 (64.0 %) 0.78
ARB - 9(33.3 %) 15 (60.0 %) 0.09
B-blockers - 27 (100 %) 24 (96.0 %) 0.48
Diuretic agent - 27 (100 %) 23 (92.0 %) 0.23
Statin - 19 (70.4 %) 20 (80.0 %) 0.53
Anti-platelets - 24 (88.9 %) 24 (96.0 %) 0.61
Metformin - - 8 (32.0 %)
Sulfonylureas - - 8 (32.0 %)
a-glucosidase inhibitors - - -
DPP-4 inhibitor - - 6 (24.0 %)
GLP-1 agonist - - 1 (4.0 %)
SGLT2 inhibitor - - -
Insulin - - 7 (28.0 %)
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ACEi, angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; CTL, healthy
controls; DM, type-2 diabetes mellitus; DPP-4, dipeptidyl peptidase 4; GLP-1, glucagon-like
peptide 1; HFrEF, heart failure with reduced ejection fraction; LVEF, left ventricular ejection
fraction; LVIDD, left ventricular internal diameter end diastole; LVIDS, left ventricular internal
diameter end systole; NYHA, New York Health Association; SGLT2, sodium-glucose co-

transporter-2.

Continuous variables are shown as mean t standard error mean and categorical variables as
number (%). Anti-platelets included aspirin, clopidogrel, prasugrel, or ticagrelor or a combination

of these.

116



Response to reviewers

Dear Dr White,

Reviewers have now commented on your paper. You will see that they are advising that you revise your
manuscript. We would consider it again if you could respond to the points that have been raised during
the review process.

The reviewers' comments can be found at the end of this email or can be accessed by following the
provided link.

This is your login information:
Your username is: m_white@icm-mhi.com
https://www.editorialmanager.com/eschf/l.asp?i=95566&I=CMESZIOX

To revise your manuscript, go to https://www.editorialmanager.com/eschf/ and log in as an Author. You
will see a menu item called 'Submissions Needing Revision'. You will also find your submission record
there.

When revising your work, please submit a list of changes or a rebuttal against each point which is being
raised when you submit the revised manuscript. Please make all changes in red and bold font (If you
utilize the Track Changes for Word please accept all changes before saving). Please note that you should
ensure the revised manuscript is complete, ie. it should include THE FULL TEXT, TITLE PAGE, ABSTRACT,
ALL FIGURES, ALL TABLES AND LEGENDS. As this may be the finally accepted version to be sent to the
type-setters you should ensure the figures are print quality and you should proof-read and check the
quality of all components of the paper after it has been up-loaded.

Your revision is due by 05 Jun 2021.
Please make sure to submit your editable source files (i. e. Word, Text).

Unless we hear from you about this paper before 05 Jun 2021, we will presume you have withdrawn the
manuscript from consideration for publication in ESC Heart Failure.

Yours sincerely,

Stephan von Haehling, MD PhD
Editor-in-Chief
ESC Heart Failure

Editorial comments:

The authors are required to pay particular attention to preparing their abstract as this is a reflection of
their work and may be the only part that is read by some readers. Abstracts should be prepared in
accordance with author guidelines. Authors are encouraged to check their abstract again whether the
key messages are presented including important facts and figures, standard deviations and p-values
supporting these messages. If in doubt, add more data rather than less. Please omit all "filling words"

117


mailto:m_white@icm-mhi.com
https://www.editorialmanager.com/eschf/l.asp?i=95566&l=CMESZIOX
https://www.editorialmanager.com/eschf/

used for style such as "thus", "therefore", "moreover" and the like. In addition, we ask you to pay
particular attention for the abstract to be straight and to the point as well as in a correct English.

Editors will check the abstract quality prior to final acceptance and may ask the authors to adjust
according to the above criteria.

Answer: We have re-revised the abstract based on the suggestions outlined above. This section has been
specifically reviewed by a native English speaker/writer (Dr Bruce Allen) to insure the correctness of the
written English.

Reviewers' comments:
Reviewer #1: Reviewer comment

The authors adequately responded to the criticisms raised upon the previous review. The manuscript has
been substantially improved. | have no further comments.

Answer: Many thanks

Reviewer #2: Chaar et al. significantly improved the manuscript.
However, several issues remain.

Major issues

1. Statistics

Data are presented as mean +-SEM and are evaluated by ANOVA > this implies Gaussian distribution. |
really doubt that levels of cytokines follow Gaussian distribution.

Please confirm whether the distribution of presented parameters follow Gaussian distribution or re-
analyze the results using non-parametric method (+ report non-parametrically, e.g. median +- IQRs)
Answer: The statistics have been redone as suggested above. First, we tested for the circulating
biomarkers normal distribution using the Shapiro-Wilk test and found that they were not normally
distributed (non-Gaussian distribution). Therefore, we changed the initial ANOVA test followed by
Bonferonni’s t-test by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test, which is used
for non-Gaussian distributed data statistical analyses. The graphs presentation in Figure 1 and Figure 2
were changed from bar graphs representing the mean £ SEM to box and whiskers graphs representing
the median £ min to max. The new statistical significances were inserted in Figures 1 and 2. In the
manuscript, we changed all values from Figures 1 and 2 from mean + SEM to median # IQR.

2. Figure 3

Authors evaluate the effect of 2 independent processes- HF and DM > in this case, 2-way ANOVA should
be employed.

Answer: We thank the reviewer for this suggestion. As requested, the statistical analyses for Figure 3
have been re-computed using a 2-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparisons test. The new
statistical significances were inserted in Figure 3 and corrected in the manuscript text accordingly.

3. Results

There was a higher proportion of patients with hypertension amongst patient with diabetes. (Text
>Results) No p-values are given in Table 1.

| would assume p-values CTL vs. HF and HF vs. HF+DM should be given.

No hemoglobin, leu etc. is provided for controls.

118



Answer: We now provide p value for between group differences for patients with HF. Statistical analyses
for continuous variables were done using either a one-way ANOVA or Student’s t-test, whereas
categorical variables were compared using a X2 test or a Fisher’s exact test. The controls have consented
for the neutrophils studies only. As such, other hematologic or biochemical analyses are not available.
Please note that none of these controls had known medical condition nor were treated by any
medication. Therefore the probability than any hematologic and/or other medical condition may have
interfere with our observations is very low.

Minor issues

1. As already pointed out in the previous version of the manuscript:

- what is A-Il modulating agents? (Methods), please explain

- in discussion, authors say they report a profound decrease in the circulating levels of VEGF in HF
patients with advanced yet stable disease. Again, is your manuscript about "advanced HF"? If not, please
delete.

Answer: A-ll modulating agents include angiotensin converting enzyme inhibitors or angiotensin
receptor blockers. As suggested we have deleted the wording “advanced”.

2. Multiple grammatical errors

- neutrophil blood count has not only BEEN shown....(missing BEEN) - Introduction

- conformS (missing S) (Methods)

- ...IL-8 were significantly increaseD (not increases, Discussion)

- 3rd page of Discussion- Lines 10, 14 and 17- neutrophil should be replaced by neutrophilS.
- 3rd page of Discussion- line 19- VEGF release IN diabetic cardiomyopathic animals
Answer: We have reviewed the manuscript and made the suggested changes

3. Discussion, 3rd page, last paragraph

Although IL-8 mediated neutrophil release..... is it IL-8 mediated neutrophil release or neutrophil-
mediated IL-8 release?

Answer: We have revised the manuscript. The correct wording is: “neutrophil-mediated IL-8 release”

4. Results, last paragraph

This paragraph is difficult to read. There seems to be no significant difference between HFrEF and
HFrEF+DM upon stimulation. If | am not mistaken (Fig3), the only difference between HFrEF and
HFrEF+DM is when stimulated by placebo/PBS (Fig 3 B/C).

If so, | suggest to rephrase the paragraph, e.g.- At baseline, higher secretion of IL-1RA and IL-8 was
observed in HFrEF+DM compared to HFrEF. Upon stimulation, both HF groups (without/with DM)
showed similar response to stimulation.....

2-way ANOVA will show whether there is an interaction for DM or not.

Answer: As suggested, this section has been meticulously revised in this new version of the manuscript.

5. Methods
Hb1Ac- please report mmol/mol as well as %
DO WE HAVE THOSE?

Answer: We indicated in the Methods section, the equivalent mmol/L for % as follows: HbAlc
<10% (13.4 mmol/L)

119



Chapitre 3 - Neutrophils and circulating pro- and anti-
inflammatory biomarkers in diabetes and heart failure with

preserved ejection fraction

Cet article a été soumis dans la revue ESC Heart Failure

Diana Chaar?, Benjamin Dumont'3, Branka Vulesevic!, Paul-Eduard Neagoe?, Agnes Rakel*?,

Michel Whitel2* and Martin G. Sirois’3"

!Research center, Montreal Heart Institute, Montreal, QC, Canada, Departments of medicine?,
pharmacology and physiology3, Faculty of medicine, and *Research Center - Centre Hospitalier de

I’'Université de Montréal (CHUM), Université de Montréal, Montreal, QC, Canada

Word count: 3164 (text only)

*Corresponding co-senior authors: Michel White and Martin G. Sirois

Research Center, Montreal Heart Institute, 5000 Belanger St., Montreal, QC, Canada, H1T 1C8.
Tel: 514-376-3330 (ext. 3583)

Fax: 514-376-1355

E-mail: m_white@icm-mhi.com

E-mail: martin.sirois@icm-mbhi.org

120



Abstract

Aim: Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is characterized by low-grade chronic
inflammation and endothelial dysfunction. Mounting evidences suggest that the presence of type
2 diabetes (DM) could exacerbate HF inflammatory condition. We hypothesized that neutrophils
in DM and in HFpEF with/without DM patients contribute to the generation of persistent

inflammation.

Methods and results: A total of 22 patients with DM, 15 HFpEF and 13 HFpEF+DM patients and
21 healthy controls (CTL) were studied. Venous blood samples from patients and CTL were
collected once. Levels of pro- and anti-inflammatory cytokines found in plasma and produced by
the neutrophils from these patients and CTL were assessed by ELISAs. Plasma biomarkers
including nitric oxide (NO), soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1), vascular cell
adhesion molecule 1 (sVCAM-1) and E-Selectin (sk-Sel), vascular endothelial growth factor
(VEGF), C-reactive protein (CRP), interleukins (IL)-6, IL-8 and IL-1 receptor antagonist (IL-1RA)
were measured by ELISAs. Neutrophils were isolated and stimulated with control vehicle (PBS),
tumor necrosis factor-a (TNF-a) or bacterial lipopolysaccharide (LPS) to promote VEGF, IL-6, IL-8

and IL-1RA release.

Compared with CTL, patients with DM, HFpEF and HFpEF+DM vyielded a significant decrease in
circulating NO (45.2 (IQR 42.3; 57.6) vs 29.1 (IQR 20.1; 33.8), 33.8 (IQR 32.0; 37.8) and 25.2 (IQR
22.6; 28.2) umol, P<0.001). Compared with CTL, circulating VEGF level was similar in DM patients
(178.0 (IQR 99.6; 239.2) vs 184.7 (IQR 121.1; 322.0) pg/mL), P>0.999), whereas it was significantly
decreased in HFpEF patients with/without DM (10.2 (IQR 6.2; 13.2) and 12.0 (IQR 6.7; 12.8),
P<0.001). All other circulating pro- and anti-inflammatory cytokines (CRP, IL-6, IL-8 and IL-RA)
were increased either in DM, HFpEF and/or HFpEF+DM. Neutrophils from DM and HFpEF+DM
patients stimulated with either TNF-a or LPS induced a higher release of IL-6 (LPS: 46.7+3.9 [CTL]
vs 134.4+80.9 [DM], P=0.094 and 170.5+29.3 pg/mL [HFpEF+DM)], P<0.001) and IL-8 (TNF-a:
0.60+0.08 [CTL] vs 1.5940.14 [DM], P=0.889 and 2.1440.26 ng/mL [HFpEF+DM], P=0.625; LPS:
1.18+0.06 [CTL] vs 4.23%0.16 pg/mL [DM], P<0.001 and 11.87+2.51 pg/mL [HFpEF+DM)], P<0.001).
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In contrast, IL-1RA and VEGF release were significantly attenuated by up to 87.0% and 92.2%

respectively in HFpEF compared with CTL.

Conclusions: Patients with either DM or HFpEF exhibit low-grade inflammation and neutrophils-

mediated cytokines. These abnormalities can be amplified by the coexistence of both diseases.

Keywords: Heart failure; Diabetes; Neutrophil; Inflammation; Cytokines
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Introduction

Heart failure (HF) is a complex disease accounting for a high rate of morbidity, hospitalizations
and premature mortality ' 2. HF characterization is based on left ventricular ejection fraction
(LVEF), either reduced (HFrEF, LVEF <40%) or preserved (HFpEF, LVEF 250%), both having distinct
phenotypes 2%. The pathophysiology of HFrEF is often consecutive to a direct injury of the
myocardium (myocardial infarction) or a chronic disease state (hypertension), leading to
cardiomyocyte cell death and reduced ventricles contractile capacity 4. In contrast, the HFpEF
phenotype is characterized by multiple comorbidities including obesity, hypertension and type 2

diabetes mellitus (DM) that synergize to induce a low-grade chronic systemic inflammation > ©.

The coexistence of DM and/or glucose dysregulation nearly reaches 50% in patients with HF-pEF.
These patients are characterized by multimorbidity, increased inflammation, greater
intravascular volume, increased hypertrophic remodeling, impaired chronotropic reserve, and
presumed abnormalities in the periphery 7. Collectively, these and other factors predispose
patients with diabetes mellitus to worse quality of life, worse exercise capacity, increased
hospitalizations, and increased mortality, making them a higher risk subgroup of patients with

HFpEF.

Patient-specific circulating biomarker measurements are useful for the purpose of monitoring
disease severity and progression, to guide therapy, but also for characterizing the
pathophysiology of HF &1, Some of these pro- inflammatory biomarkers (e.g. interleukin-6; IL-6,
tumor necrosis factor alpha; TNF-a and C-reactive protein; CRP) are higher and more predictive

in HFpEF compared to HFrEF 1214,

HFpEF patients have also elevated circulating levels of neutrophils and classical, intermediate,
and non-classical monocytes, while circulating lymphocytes are not affected *> 16, This increase in
circulating neutrophils is associated with a higher risk of cardiovascular events, incidence of acute
decompensated heart failure (ADHF) and mortality rate in HF patients 17-23, Although neutrophils
are the most abundant type of white blood cell in the human circulation and the principal cell

type during acute inflammatory reactions, they have, until 10 years ago, received only limited

123



attention in the context of cardiovascular inflammation 2% 2>, Thus, the understanding of

neutrophil’s activation and regulation in HFpEF patients is needed.

The primary objective of this study was to investigate the changes in selected biomarkers and the
potency of isolated neutrophils to release pro- and anti-inflammatory cytokines in patients with
HFpEF. The secondary objective of this investigation was to study the impacts of DM with or

without HFpEF on these findings.
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Methods

Population
The design of this mechanistic clinical study was a prospective non-randomized non-
interventional investigation. This study enrolled patients with preserved ejection fraction (pEF)
with or without DM. In addition, patients diagnosed with DM without any heart structural
condition and healthy controls (CTL) without any CV condition were recruited. Fifteen (15)
patients with HF and thirteen (13) patients with HF plus DM were recruited from the Heart
Function Clinic at the Montreal Heart Institute (MHI). Twenty-two (22) DM patients with no
symptoms or signs of HF and with no known structural heart disease were recruited from the
Clinique d’Endocrinologie de Montréal. The blood collection from all patients (50) and the twenty-
one (21) CTL was performed at the MHI. This study was approved by the Scientific Research
Committee and the Ethics Committee of the MHI (ethics No. ICM #01-406 and No. ICM #12-1374)
and conform to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Donors were informed
about the procedures and signed a written informed consent before participating in the study.
Data from the healthy volunteers were previously reported in a publication under review (with

permission of European Society of Cardiology — Heart Failure).

Selection criteria of healthy control volunteers and patients

Healthy controls recruited in this study were enrolled assuming they had no significant medical
conditions and were not treated by any anti-inflammatory medication for at least 14 days before
blood collection. Patients with DM alone had an HbAlc <10% and no clinical evidences of
structural heart disease. These DM patients were controlled by any available oral hypoglycemic
medications and, as per guidelines and treated with preventive hypertension medication. HF
patients with NYHA classification 2 or 3 symptoms were deemed eligible. These patients were
classified as HFpEF if they presented with symptoms and signs of HF, had a LVEF >50% assessed
by echocardiography, MRI, or nuclear ventriculography completed within the preceding 12
months (European and Canadian Societies of Cardiology guidelines) > %6. These patients were
optimally treated as per current guidelines 22, In addition to the previous inclusion criteria

outlined above, patients with HFpEF+DM required an HbAlc <10% and good glycemic control by
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any available hypoglycaemic medications. The most significant exclusion criteria included the
presence of severe chronic pulmonary disease, chronic active inflammatory disease, severe renal
failure (creatinine >250 umol/L), liver dysfunction (transaminases >3-fold upper normal values),
and ongoing malignancy. Other exclusion criteria included recent stroke or recent myocardial
infarction (<1 month) cardiac surgery (<3 months), HF functional NYHA class IV and/or clinically
assessed as unstable, HV, DM, and HFpEF with or without DM patients having ongoing and/or
recent infection within 2 weeks prior to the study (as this would affect neutrophil counts) or had
CRP values higher than 25 mg/L (suggesting potential acute unrelated inflammatory status) were

excluded from this study.

Study protocol — plasma, serum and neutrophil collection

Venous blood samples from CTL, DM and HFpEF with or without DM patients were collected in
one SST serum separation tube (3.5 mL blood volume) and in 30-mL syringes pre-filled with the
anticoagulant citrate Dextrose solution USP (ACD) Formula A (ratio ACD:blood 1:5; 45 mL blood
volume). Following a 200 g centrifugation of the anticoagulated blood, 4 mL of platelet-rich
plasma (PRP in ACD) were re-centrifuged (11000 g, 2 min, 42C) to obtain citrate platelet-free
plasma (PFP). The SST tube was also centrifuged (1500 g, 15 minutes, RT) to obtain serum, and
all serum and plasma samples were aliquoted and frozen at -802C. Neutrophils were isolated by
Dextran sedimentation followed by Ficoll-Paque density gradient and re-suspended in RPMI
medium supplemented with 25 mM HEPES and 1% penicillin/streptomycin as described
previously?®. Contamination with peripheral blood mononuclear cells was <0.1% as determined
by morphological analysis and flow cytometry (data not shown), and viability was >98% (Trypan

blue dye exclusion) 2°. Pure neutrophil population (>99% purity) was used for all in vitro studies.

Biomarkers quantification
Plasma levels of interleukin (IL)-1 receptor antagonist (IL-1RA), IL-6, IL-8 and total nitric oxide (NO)
and serum level of vascular endothelial growth factor (VEGF) were analyzed by Quantikine ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN). The plasmatic levels of soluble intercellular adhesion molecule-
1 (sICAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1) and E-Selectin (sE-Sel) were analyzed

by a Luminex Assay multiplex kit using the Bio-Plex 200 analyzer (Bio-Rad Laboratories, Saint-
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Laurent, QC). High-sensitivity CRP (hsCRP) in serum samples was quantified by nephelometry by

the Clinical Biochemistry Laboratory at the MHI.

Neutrophil stimulation and treatments
Purified neutrophils (5 x 108/mL, 500 pL) were incubated in RPMI — 1640 solution (Gibco, Carlsbad,
CA, USA) supplemented with 5% fetal bovine serum (PAA laboratories, Etobicoke, ON, Canada)
1% penicillin/ Streptomycin/ Glutamax (P/S) (Gibco) and 25 mM HEPES (Sigma, Oakville, ON,
Canada), and termed RPMI (for complete RPMI-1640 solution). Neutrophils were then stimulated
for 2 hours with control vehicle (PBS), tumor necrosis factor-a (TNF-a; 10 ng/mL) (Peprotech,
RockyHill, NJ, USA) or bacterial lipopolysaccharide (LPS; Escherichia Coli 0111:B4; 1 pg/ml)
(Sigma) at 372C, 5% CO,. Upon stimulation, neutrophils were centrifuged at 900 g for 7 minutes
and supernatants stored at -802C. The selected aforementioned agonists (LPS or TNF-a) were
used based on their corresponding capacity to promote VEGF, IL-1RA, IL-6 and IL-8 release by the

neutrophils3% 31,

Statistical analysis
Continuous variables are presented as mean + SEM (normally distributed data) or as medians and
IQR and categorical values as proportions (%). Statistical comparisons were made using a two-
way analysis of variance (ANOVA), followed by a Tukey’s multiple comparison test (normally
distributed data) or using a Kruskal-Wallis test, followed by a Dunn’s multiple comparisons test.
For Table 1, continuous variables were compared using either a one-way ANOVA or Student’s t-
test, whereas categorical variables were compared using a y2 test or a Fisher’s exact test. Analyses
were performed using GraphPad Prism 9.1.0 and differences were considered significant at P<

0.05.

127



Results

The clinical characteristics of the study population are presented in Table 1. The study population
consisted of 21 healthy controls (CTL), 22 patients with DM, 15 patients with HFpEF without DM
and 13 HFpEF patients with DM. About half of the patients had HF caused by ischemic heart
disease. Most HFpEF with or without DM were diagnosed with hypertension and dyslipidemia.
There was no significant difference in LVEF between patients with/without DM, although
HFpEF+DM had a significant higher LV size than HFpEF without DM patients. By the time of
recruitment in this study, only a few patients were treated with a sGLT2 inhibitor. The groups of
patients with DM and HFpEF with/without DM were significantly older than the CTL group. Both
HF groups were significantly older than the CTL group. Pearson correlation analysis showed no

significant correlation between all circulating biomarkers (except for CRP) and age for CTL.

The results for the circulating levels of selected biomarkers are presented in Figures 1 and 2.
Patients with DM and HFpEF with or without DM presented a significant decrease of circulating
levels of nitric oxide (NO) as compared to CTL. In addition, the decrease of circulating NO levels
in HFpEF+DM was even more important as compared to HFpEF alone (Figure 1). Patients with DM
and both HFpEF and HFpEF+DM had significant increase of their circulating levels of sICAM-1,
whereas only HFpEF with or without DM had a significant increase of sVCAM-1, There was a

significant increase in sE-Sel only for HFpEF+DM patients (Figure 1).

Figure 2 presents the circulating levels of pro- and anti-inflammatory cytokines for the study
population. Compared with CTL, circulating VEGF level was similar in DM patients, whereas it was
markedly decreased by 94.3% in HFpEF patients with/without DM (Figure 2A). hsCRP levels were
increased (but not significantly) in DM patients, whereas it was significantly increased in HFpEF
patients with/without DM (Figure 2B). Patients with HFpEF+DM exhibited a significant increase
in circulating levels of IL-8 and IL-6 as compared to HFpEF alone (Figure 2C and D). In addition,
we observed a significant elevation of the circulating levels of the anti-inflammatory cytokine IL-

1RA in DM and both HFpEF and HFpEF+DM patients compared with CTL (Figure 2E).
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Effect of pro-inflammatory agonists on the release of selected cytokines by

neutrophils

We assessed the capacity of selected pro-inflammatory agonists to induce the release of
cytokines known to be expressed and released by human neutrophils 3133, We assessed the effect
of a 2-hr treatment with either TNF-a (10 ng/mL) or LPS (1 pug/mL) compared to PBS-control
vehicle to induce the release of VEGF, IL-1RA, IL-6 and IL-8 by neutrophils (5 x 10%/mL, 500 pL)
(Figure 3). Under basal condition (PBS), there was an increase of the release of VEGF in DM
patients, IL-6 in HFpEF and HFpEF+DM, and a decrease in the release of the anti-inflammatory IL-
1RA by the neutrophils from DM and both HFpEF and HFpEF4+DM patients compared to
neutrophils from CTL (Figure 3A-D).

A treatment with either TNF-a (10 ng/mL) or LPS (1 ug/mL) increased the release of VEGF, IL-8
and IL-1RA from the neutrophils of CTL, T2DM, HFpEF and HFpEF+T2DM patients, and only LPS
induced IL-6 release (Figure 3A-D). As compared to CTL, neutrophils from DM patients induced a
lower release of VEGF by 29.9% following LPS stimulation. Similarly neutrophils from both HFpEF
and HFpEF+DM showed a significant reduced capacity by up to 77.0% (under TNF-a treatment)
and 92.2% (under LPS treatment) to release VEGF when compared to CTL (Figure 3A-B).

The capacity of neutrophils from DM patients to release IL-1RA was attenuated in the basal state
(PBS) and was reduced significantly by 78.8% and 73.9% under TNF-a or LPS stimulation
respectively compared to CTL (Figure 3A-B). Neutrophils from both HFpEF and HFpEF+DM
exhibited similar potency to increase IL-1RA release in response to TNF-a or LPS, but showed also

a reduced capacity to release IL-1RA by up to 87.0% as compared to CTL (Figure 3A-B).

Neutrophils from DM patients were more potent than CTL neutrophils to promote IL-8 release by
2.6-fold and 3.5-fold following TNF-a and LPS challenge respectively (Figure 3C), and neutrophils
from HFpEF patients promoted IL-8 release similarly to neutrophils from CTL. However, we
observed a significant synergistic capacity of the neutrophils from HFpEF+DM to promote the
release of IL-8, which was increased by 3.5-fold (under TNF-a treatment) and 9.9-fold (under LPS

treatment) as compared to neutrophils from CTL (Figure 3C).
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Similarly, neutrophils from DM patients were also more potent than CTL neutrophils to promote
IL-6 release by 2.9-fold upon LPS challenge (Figure 3D). IL-6 release from neutrophils of HFpEF
patients was not significantly different from CTL, however, we observed a significant increase on
the capacity of the neutrophils from HFpEF+T2DM to promote IL-6 release, which was 3.6-fold

higher (under LPS treatment) as compared to neutrophils from CTL (Figure 3D).
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Discussion

In the current study, we observe a marked decrease of circulating VEGF in HFpEF patients
with/without DM, concomitant with a reduced capacity of their neutrophils to release VEGF. We
also observe a significant reduction of circulating NO in DM and HFpEF patients, which is even
more pronounced in HFpEF+DM patients. There is a marked increase of circulating endothelial
biomarkers (sICAM-1 and sVCAM-1) in all HFpEF patients, there is an increase of circulating pro-
inflammatory (IL-6, IL-8) and anti-inflammatory (IL-1RA) interleukins which is maximal in
HFpEF+DM patients. Under basal conditions, neutrophils from HF patients were primed to release
IL-6. Patients with both HFpEF and diabetes exhibited a greater response to LPS for IL-6 and IL-8
release, whereas their neutrophils were less efficient to release IL-1RA following LPS or TNF-a

stimulation.

Non-cardiac comorbidities including obesity, hypertension and DM are highly prevalent in HFpEF.
All these comorbidities have the ability to induce a systemic inflammatory state, promoting
coronary microvascular rarefaction, reduced myocardial capillary density, and impairment of
angiogenesis, which are all major factors participating in HFpEF development and progression.
Microvascular rarefaction reduces endothelial nitric oxide synthase (eNOS), lowers nitric oxide
(NO) bioavailability to the cardiomyocytes, both being exacerbated by excessive production of
reactive oxygen species (ROS) 3435, resulting in cardiomyocytes stiffness, cardiac hypertrophy and

HFpEF 34, 36-39.

In our study, we observed a marked reduction of circulating NO metabolites in both DM and
HFpEF patients. The magnitude of decrease was the highest in patients with HFpEF and DM. In
addition, this reduction in circulating NO levels was even more important in HFpEF and
HPpEF+DM patients when compared to both HFrEF and HFrEF+DM patients (Chaar et al.,
submitted manuscript). Here we report a significant decrease by 93.6% of circulating levels of
VEGF. The magnitude of decrease in VEGF was in concordance with a significant reduction in the
capacity of the neutrophils from HFpEF and even more so, from HFpEF+DM neutrophil to release
VEGF (up to 92.2% reduction). Our data are in agreement with previous studies in which a

decrease of circulating VEGF has been reported in animal models of heart failure.*® %! and in
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neutrophils from human cardiac transplant recipients 2. In the initial phase of HF, an increase of
VEGF is observed in the myocardium, however, the exhaustion of VEGF release during prolonged
hypoxia has been proposed as an important underlying factor contributing to a decrease of
myocardial capillary density and decompensated heart failure 4% 43 44 Since VEGF stimulates
endothelial NO synthesis >, a decrease in circulating VEGF levels concomitantly with a decrease
in NO formation #8is causing coincidental endothelial dysfunction with hypertension. 4° Together,
these data support that a lower VEGF-mediated NO synthesis could be crucial for the

development of HFpEF. %1

In our study, we observed a significant increase of soluble endothelial adhesion molecules
(sICAM-1) in DM, HFpEF and HFpEF+DM and sVCAM-1 in HFpEF and HFpEF+DM.>2. This is in-line
with previous studies showing that an impaired synthesis and release of VEGF and NO induces
the expression and translocation of endothelial adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1 and E-Sel)
355 favouring the activation and subendothelial migration of circulating leukocytes, LV
remodeling, collagen deposition by myofibroblasts and diastolic LV dysfunction, the major cardiac
functional deficit in HFpEF >%8, We also observed that when diabetes was present along with
HFpEF condition, both IL-6 and IL-8 concentrations were synergistically increased. These
observations are in agreement with our previous work and other independent studies, reporting

that IL-6 and IL-8 play a significant role in both HF and diabetes > >° 0,

In this study, we reported a significant increase of the circulating anti-inflammatory and anti-
proliferation cytokine IL-1RA, a member of the IL-1 family % in all patient’s cohorts (DM, HFpEF
and HFpEF+DM). Our data are in agreement with the Whitehall Il prospective cohort study, in
which, IL-1RA elevation was observed up to 13 years prior to DM onset, followed by a steep
increase at the time of DM diagnosis 2. In HF patients, one study reported that circulating IL-1RA
level was increasing with the severity of HF symptoms % ¢4 Interestingly, despite a significantly
higher level of circulating IL-1RA, we observed a marked decrease in its release from the
neutrophils harvested from patients with DM, HFpEF with or without diabetes, both under basal
condition and following stimulation. In previous studies, using neutrophils from healthy
volunteers, IL-1RA was constitutively expressed intracellularly and was not completely released

even upon stimulation with pro-inflammatory agonists 33666 To the best of our knowledge, our
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study is the first to report that neutrophils from DM, HFpEF and HFpEF+DM can release, but to a
much lower extent IL-1RA as compared to CTL, suggesting that these patients’ neutrophils are
less efficient either to induce IL-1RA synthesis or its release. Thus, the observed increase of
circulating IL-1RA in these patients is not due to neutrophils contribution, but from other cells

such as monocytes, hepatocytes, epithelial cells and adipocytes ©7 8,

In this study, we further explore the impact of diabetes on neutrophil pro- and anti-inflammatory
responses. IL-8 neutrophil release was significantly increased in DM and HFpEF+DM patients
following LPS treatment. LPS-induced IL-6 release was maximal in HFpEF+DM isolated
neutrophils. These data suggest that neutrophils from HFpEF and more so in HFpEF+DM patients
are more prone to release pro-inflammatory cytokines along with an impaired capacity to release

anti-inflammatory cytokines, namely, IL1-RA.

Study limitations

This clinical mechanistic study consisted of a small sample size of patients with various duration
and etiologies of HFpEF. In addition, clinically relevant information such as the duration of
diabetes and glycemic control were not readily available. Since this was not a longitudinal study,
it did not allow for the assessment of the dynamic changes and/or the clinical consequences of
our findings. Neutrophils-mediated release in selected pro- and anti-inflammatory cytokines was

limited to a few agonists and selected cytokines.

Conclusion

HFpEF is characterized by a significant decrease in circulating VEGF and NO. The release of VEGF,
pro- (IL-6 and IL-8) and anti-inflammatory (IL-1RA) cytokines by the neutrophil is markedly

abnormal in patients with DM, HFpEF and HFpEF+DM when compared with healthy controls.
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Figure legends

Figure 1. Measure of circulating endothelial biomarkers. Plasma from all 4 groups (healthy
controls (CTL), DM, HFpEF and HFpEF+DM was analyzed by ELISA for NO (Nitrite/Nitrate) and by
Luminex multiplex for sICAM-1, sVCAM-1 and sE-Selectin. (A) Plasmatic NO from DM and all
HFpEF patients decreased significantly, compared to healthy controls (CTL). On the other hand,
sICAM-1 (B), increased significantly in DM and all HFpEF patients, sVCAM-1 (C) increased
significantly in all HFpEF patients and sE-Selectin (D) only increased significantly in HFpEF+DM
patients, all compared to CTL. Data are presented as median and IQR. *P<0.05 and ***P<0.001

as compared to CTL.

Figure 2. Measure of circulating inflammation biomarkers. Plasma from all 4 groups (healthy
controls (CTL), DM, HFpEF and HFpEF+DM was analyzed by ELISA for VEGF, IL-8, IL-6 and IL-1RA
and by nephelometry for CRP. (A) Plasmatic VEGF from DM remained unchanged, whereas it
decreased significantly in all HFpEF patients, compared to healthy controls (CTL). (B) Plasmatic
CRP was only significantly increased in HFpEF and HFpEF+DM. (C) Plasmatic IL-8 increased
significantly in DM and HFpEF+DM patients, compared to CTL and was also significantly higher in
HFpEF+DM compared with HFpEF. (D) Plasmatic IL-6 increased significantly in HFpEF with or
without DM patients, compared to CTL and was also significantly higher in HFpEF+DM compared
with HFpEF. (E) IL-1RA was significantly increased in DM and all HFpEF patients compared to CTL.
Data are presented as median and IQR. *P<0.05; **P<0.01 and ***P<0.001 compared to HV.

tP<0.05 and T11P<0.001 compared to HFpEF.

Figure 3. Effect of TNF-a and LPS on the release of inflammation biomarkers by human
neutrophils. Isolated neutrophils from all 4 groups (healthy controls (CTL), HFpEF and HFpEF+DM
were stimulated with TNF-a (10 ng/mL) or LPS (1 pug/mL) for 2 hours and released VEGF, IL-1RA,
IL-8 and IL-6 were quantified by DuoSet ELISA. Neutrophils from CTL have seen their release of
(A) VEGF, (B) IL-1RA and (C) IL-6 significantly increased following TNF-a (A and B) and LPS
stimulation. In all HFpEF groups, (A) VEGF and (B) IL-1RA release was significantly inhibited,
whereas (D) IL-8 release was significantly increased in HFpEF+DM patients, compared to CTL. The

release of IL-6 from neutrophils (D) was only achieved by LPS stimulation and it was significantly
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increased in all HFpEF groups compared to CTL and also in HFpEF+DM compared to HFpEF. Data
are presented as mean + SEM. *P<0.05; **P<0.01 and ***P<0.001 compared to respective PBS.

T1P<0.001 compared to CTL. #P<0.05 and #*#P<0.001 compared to HFpEF.
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Tables

Table 1 Patient’s demographics

CTL DM HFpEF HFpEF+DM P-value
(n=21) (n=22) (n=15) (n=13)
Age (years) 449+27 | 662+22" 75.8+£32" 735427 <0.001
Male 14 (66.6 %) 13 (59.1 %) 6 (40.0 %) 9 (69.2 %) 0.346
NYHA class II - - 6 (40.0 %) 8 (61.5 %) 0.449
NYHA class 111 - - 9 (60.0 %) 5 (38.5 %)
HF duration (months) - - 73.2+£179 74.8 £15.2 0.947
Etiology 0.255
Ischemia - - 5(33.3 %) 8 (61.5 %)
Cardiomyopathy - - 0 (0.0 %) 1(7.7 %)
Valvular - - 4 (26.7 %) 2 (15.4 %)
Others - - 6 (40.0 %) 2 (15.4 %)
LVEF - - 547+1.5 55.5+1.2 0.687
LVIDD - - 47.0£1.1 51.5+1.5 0.021
LVIDS - - 31.8+1.6 38.2+£2.6 0.040
Hypertension - 12 (54.5 %) 13 (86.7 %) 12 (92.3 %)t 0.027
Dyslipidemia - 12 (54.5 %) 11(73.3 %) 12 (92.3 %)t 0.027
Stroke - 0 (0 %) 1(6.7 %) 0(0.0 %) 0.999
Hematology & Biochemistry
Hemoglobin (g/L) - 142.7+3.5 126.9+2.9 131.5 + 4.4 <0.001
Leucocytes (x10°/L) - 6.7+£0.3 6.5+0.5 8.1+£0.7 0.065
Na (mmol/L) - 139.5+0.4 136.9+1.2 136.6 = 0.8" 0.042
K (mmol/L) - 43+£0.1 42+0.1 4.2 +0.1 0.705
Urea (mmol/L) - 6.8+0.3 14.7£2.1 16.0 +2.41 <0.001
Creatinine (umol/L) - 833+34 134.1+12.4 | 153.2+17.27 <0.001
NT-proBNP - - 2415+ 526 1358 + 355 0.119
Medication
ACEi - 9 (40.9 %) 10 (66.7 %) 5(38.5 %) 0.222
ARB - 7 (31.8 %) 3 (20.0 %) 5(38.5%) 0.999
B-blockers - 1(4.5%) 15 (100 %) 12 (92.3 %)t <0.001
Diuretic agent - 2 (9.1 %) 15 (100 %) 13 (100 %)f <0.001
Statin - 16 (72.7 %) 10 (66.7 %) 10 (76.9 %) 0.999
Anti-platelets - 0 (0 %) 15 (100 %) 13 (100 %)f <0.001
Metformin - 19 (86.4 %) - 6 (46.2 %) 0.020
Sulfonylureas - 7 (31.8 %) - 5 (38.5 %) 0.726
. nﬁilgictgi;dase - 1 (4.5 %) - 0 (0.0 %) 0.999
DPP-4 inhibitor - 11 (50.0 %) - 2 (15.4 %) 0.070
GLP-1 agonist - 2 (9.1 %) - 2 (15.4 %) 0.618
SGLT?2 inhibitor - 9 (40.9 %) - 0 (0.0 %) 0.013
Insulin - 7 (31.8 %) - 5(38.5 %) 0.726

CTL, healthy controls; HFpEF, heart failure with preserved ejection fraction; DM, type-2 diabetes
mellitus; NYHA, New York Health Association; LVEF, left ventricular ejection fraction; LVIDD, left
ventricular internal diameter end diastole; LVIDS, left ventricular internal diameter end systole;

ACEi, angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin receptor blocker; DPP-4,
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dipeptidyl peptidase 4; GLP-1, glucagon-like peptide 1; SGLT2, sodium-glucose co-transporter-2.
Continuous variables are shown as mean t standard error mean and categorical variables as
number (%). Anti-platelets included aspirin, clopidogrel, prasugrel, or ticagrelor or a combination

of these. **p<0.001 vs CTL and "p<0.05 vs DM
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Chapitre 4 — Discussion

Nos travaux ont démontré que I'lIC qu’elle soit a FEVG réduite ou préservée est caractérisée par
la présence d’une activation inflammatoire et des changements significatifs au niveau de
I'immunité innée. Nos travaux completent les observations publiées au cours des derniéres
années chez cette population [382-385]. En effet, IC-FER et IC-FEP sont caractérisés par un état
pro-inflammatoire, une activation neurohumorale, une inflammation systémique ainsi qu’une
augmentation du stress oxydatif. De récentes études ont suggéré que des anomalies des
neutrophiles sont associées a la physiopathologie de I'lC [386, 387]. D’autres études ont
également démontré une corrélation entre la viabilité des neutrophiles et la sévérité des
symptomes de I'IC, ce qui suggere un rble prépondérant des neutrophiles lors de la réponse
inflammatoire chez ces patients. Au-dela des biomarqueurs circulants, nous avons étudié les
changements dans la capacité du neutrophile stimulé a libérer certains biomarqueurs pro-
angiogéniques, pro- et anti-inflammatoires chez des patients IC-FER, IC-FEP et des patients
diabétiques. Dans le cadre de cette these de doctorat nous avons documenté des anomalies
significatives au niveau des biomarqueurs de l'inflammation associés a une augmentation
marquée de la capacité des neutrophiles isolées a libérer ces biomarqueurs ainsi que d’un
« épuisement » du neutrophile activé a libérer I'IL-1RA, une puissante cytokine anti-

inflammatoire. Voici les points clefs de méme que I'importance de nos observations scientifiques.

1. Réduction de 90% des taux circulants du VEGF ainsi que de sa

libération par les neutrophiles chez les patients IC

Une diminution marquée du VEGF circulant chez les patients IC-FEP ou IC-FER est une des
observations les plus innovatrice et significative de nos études. La magnitude de diminution a
atteint 90% chez les patients diabétiques sans insuffisance cardiague de méme que chez les
patients souffrant d’IC-FER et IC-FEP avec ou sans diabéte (DM) par rapport aux volontaires sains.
En parallele, nous avons observé une dysfonction significative des neutrophiles des patients
diabétiques, IC-FER et IC-FEP et plus encore, chez les patients IC-FEP avec diabete a libérer le VEGF

(jusqu’a 92% de réduction) par rapport aux neutrophiles des volontaires sains aprés une
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stimulation avec des médiateurs pro-inflammatoires. Ceci pourrait étre relié a la présence de
comorbidités, notamment |'obésité, I'hypertension et le diabéte chez IC-FEP associé a des
anomalies vasculaires et micro-vasculaires plus marquées que chez les patients avec IC-FER. En
effet, ces comorbidités ont la capacité d'induire un état inflammatoire systémique, favorisant la
raréfaction microvasculaire coronaire, la réduction de la densité capillaire myocardique et
I'altération de I'angiogenése. Ces mécanismes sont le plus probablement d’importance dans le
tableau clinique ainsi que la progression de I'IC-FEP. La libération basale de VEGF médiée par les
neutrophiles était légerement plus élevée chez les patients d'IC par rapport aux volontaires sains.
Cependant, lors de la stimulation avec des agonistes pro-inflammatoires (TNF-a et LPS) la
libération de VEGF était nettement diminuée chez les patients atteints d’IC avec ou sans diabéte.
Cette derniere observation est en accord avec les études précédentes complétées dans des
modeles animaux dans lesquels les auteurs observent une diminution de la libération de VEGF a
partir des cardiomyocytes de souris diabétiques cardiomyopathiques et de rats [359], et de
neutrophiles de receveurs de transplantation cardiague humaine. Le VEGF est un des facteurs de
croissance essentiel et prédominant dans le processus angiogénique. Il agit aussi comme une
cytokine pro-inflammatoire. Ainsi, le VEGF peut avoir un effet protecteur de par son effet pro-
angiogénique, cependant il peut aussi avoir un effet négatif de par son effet pro-inflammatoire.
Dans son réle protecteur, le VEGF peut contribuer a la croissance des cardio-myofibroblastes et il
a été rapporté qu'il exerce des effets cytoprotecteurs, anti-oxydants et anti-apoptotiques sur les
cardiomyocytes des patients IC-FER [388, 389]. Le VEGF agit aussi comme facteur pro-
angiogénique. Une diminution du VEGF a été associée a une raréfaction capillaire, jouant un réle
significatif dans la transition de I'hypertrophie VG a I'lC-FEP dans des modéles animaux [388, 390,
391]. De plus, Zisa et al ont découvert que l'injection intramyocardique de VEGF humain
recombinant stimule la régénération des cardiomyocytes [392], la production de facteurs de
croissance et la mobilisation des cellules progénitrices, aboutissant a une atténuation de la
progression de la maladie et a une réparation robuste du coeur défaillant. En outre, le VEGF est
important pour favoriser la formation de vaisseaux collatéraux aprés des événements
ischémiques caractérisant I'IC-FER. En effet, aprés un infarctus du myocarde, la production de

VEGF est déclenchée par I'hypoxie cardiaque pour induire une régénération endothéliale ou une
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angiogenése, qui conduisent a la restauration de la perfusion. En fait, des études récentes ont
démontré que le recrutement du VEGF dans le myocarde réduisait les événements ischémiques
[359]. Dans les modeéles animaux, le transfert du géne VEGF induit une angiogenése et améliore
la perfusion tissulaire [360]. Baumgartner et ses collegues ont démontré que l'injection
intramusculaire d'ADN plasmidique codant pour le VEGF améliorait Il'ischémie en favorisant
I'angiogenése chez les patients atteints d'une maladie artérielle périphérique critique [393].
Pearlman et ses collegues ont démontré que la perfusion directe de VEGF améliorait la fraction
d'éjection ventriculaire gauche globale et le mouvement de la paroi régionale aprés un infarctus
aigu du myocarde chez un modele animal [394]. En fait, il a été précédemment montré que
I'application topique de VEGF sur la surface du cerveau d'un modele de rat ischémie reperfusion
réduisait significativement les lésions cérébrales ischémiques [359]. Chou et al. ont montré une
réduction de deux fois du VEGF et du VEGF-R2 dans les ventricules des patients diabétiques par
rapport aux donneurs non diabétiques [395]. En outre, I'administration de VEGF dans des
modeles murins était en corrélation avec un cedéme réduit et un volume d'infarctus réduit. De
plus, le plasmide codant pour le VEGF a été administré directement dans le myocarde ischémique
de patients pendant un pontage coronarien. L'administration de VEGF a entrainé une réduction
des effets d'ischémie, une augmentation de la formation collatérale et une réduction de I'angine
de poitrine [359]. Nos données suggerent donc que la diminution circulante et médié par le
neutrophile activé jouent un réle pathophysiologique important dans le diabéete et dans I'lC avec

FER ou FEP.

Malgré ces effets bénéfiques, le VEGF peut également étre un élément important dans les
complications microvasculaires pathologiques et en particulier dans la rétinopathie diabétique
[396]. Le VEGF est un médiateur important des cellules progénitrices endothéliales (CPE), qui sont
positives pour le VEGF-R2. Les CPE proviennent de la moelle osseuse et se différencient en cellules
endothéliales circulantes. Un nombre réduit de CPE et leurs fonctions altérées sont associés au
diabéte, a I'hypertension et a un taux de cholestérol élevé, qui sont des facteurs de risque de
maladie cardiaque chronique. Ainsi, cela suggére une implication du VEGF réduit entrainant un

nombre réduit de CPE recrutés. Compte tenu de la diminution marquée du VEGF dans notre
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population a haut risque, nous postulons que celle-ci joue un réle significatif dans I'IC via la perte

de I'activité pro-angiogénique.

Des informations limitées et controversées sont disponibles concernant les niveaux de cytokines
angiogéniques chez les patients atteints d'IC. Alors que Cheng et al. ont rapporté une
augmentation des taux plasmatiques de VEGF chez des patients atteints d'IC aigué et chronique
[397], Arakawa et al. ont montré exactement le contraire [398]. Arakawa et al. ont démontré une
diminution des taux sériques de VEGF chez les patients atteints d'IC [398]. Notre laboratoire est
le premier a démontré que les niveaux plasmatiques diminués du VEGF sont associés a une
dysfonction des neutrophiles a le libérer chez les patients IC. Alors que I'inhibition du VEGF en
pathologie tumorale et oculaire semble étre une voie thérapeutique prometteuse, a l'inverse
promouvoir la prolifération vasculaire dans les territoires ischémiques surtout dans l'infarctus du
myocarde, semble étre une stratégie prometteuse. Nos observations suggerent que la forte
diminution du VEGF circulant et du VEGF libéré par le neutrophile pourraient étre associés aux

désordres microvasculaires qui caractérisent I'IC.

2. Réduction du NO plasmatique chez IC-FEP et IC-FER

Nous avons observé une réduction marquée des taux circulants de NO chez les patients
diabétiques (DM) et chez les patients atteints d'IC en comparant avec des volontaires sains. Nous
avons également observé une tendance a la réduction des taux de NO chez les patients IC + DM
par rapport aux patients IC sans DM. En comparant IC-FER et IC-FEP, la réduction des taux
circulants de NO est plus importante et plus significative chez les patients IC-FEP. Ceci pourrait
étre relié a la présence de comorbidités, notamment |'obésité, I'hypertension et le diabéte chez
IC-FEP associé a des anomalies vasculaires et micro-vasculaires plus marquées que chez les
patients avec IC-FER. En effet, ces comorbidités ont la capacité d'induire un état inflammatoire
systémique, favorisant la raréfaction microvasculaire coronarienne, la réduction de la densité
capillaire myocardique et l'altération de I'angiogenése. Ces mécanismes sont probablement
d’importance dans le tableau clinique ainsi que la progression de I'lC-FEP. De plus, la combinaison
d'un VEGF a faible circulation et d'une inflammation accrue de I'endothélium microvasculaire

coronarien conduit trés probablement a une dérégulation de la génération de NO et augmente la
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production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS)[4]. Nos données sont en accord avec I'étude
qui a montré que les niveaux faibles de VEGF pourraient diminuer la production de NO en
diminuant l'activité de I'endothélial NO synthase (eNOS) [4]. De ce fait, le VEGF maintien
I'intégrité et la fonction endothéliale et diminue I'adhésion des leucocytes et |'agrégation
plaquettaire. De plus, I'IC réduite ou préservée est associée a une diminution du flot périphérique
entrainant des changements dans la structure et la fonction des vaisseaux et déclenchant ainsi la
libération d’un réseau de cytokines pro-inflammatoires [4]. Ces cytokines pro-inflammatoires
sont connues pour provoquer une faible biodisponibilité du NO. En effet, Le maintien de |'état
pro-inflammatoire aggrave la dysfonction endothéliale. De méme, I'adhésion des neutrophiles
aux cellules endothéliales via I'intégrine-B2induit la sécrétion de I'azurocidine et de la protéinase-
3 qui stimulent la production de VCAM-1 et ICAM-1 via la PKC endothéliale. De plus, I'a-défensine
sécrétée par les neutrophiles contribue a I'aggravation de la dysfonction endothéliale en
induisant I'augmentation des produits radicalaires et la diminution du NO [351]. L'augmentation
du stress oxydatif pourrait ainsi contribuer a la diminution de la biodisponibilité du NO et par
conséquent a la détérioration progressive du coeur défaillant [4]. En outre, I'hyperglycémie et la
résistance a l'insuline induisent un état pro-inflammatoire, réduisant ainsi la biodisponibilité en

NO.

3. Augmentation des molécules d'adhésion endothéliale solubles

Nous avons observé une augmentation marquée des molécules d'adhésion endothéliale solubles
(sICAM-1, sVCAM-1 et sE-Sel) chez les patients atteints d'IC. Ces anomalies témoignent d’un état
d’inflammation systémique associé a de la thrombo-inflammation. De plus, ceci pourrait
s'expliquer par une synthése et une libération altérée du complexe VEGF-NO, car une diminution
de la synthése endothéliale de NO induit I'expression et la translocation de molécules d'adhésion
endothéliale (sICAM-1, sVCAM-1 et sE-Sel) [390, 399]. Cet effet peut également étre exacerbé par
la capacité de la CRP a des concentrations connues pour étre associées a un risque accru
d'événements cardiovasculaires (> 3 mg / L) a atténuer la production de NO. Finalement, la CRP
inhibe I'expression d'eNOS et la synthése de NO, et régule a la hausse I'expression des molécules
d'adhésion. Les observations décrites ici sont en accord avec les publications d’'importance sur le

sujet. Or, une augmentation des taux circulants d’IL-1, IL- 6, TNF -a et CRP, ainsi qu’une
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augmentation des molécules d'adhésion solubles telles que sICAM-1 et sVCAM-1 ont été
rapportées dans I'IC [132, 138-140]. Les auteurs ont montré que certains de ces marqueurs
semblent corréler avec la classe fonctionnelle NYHA ainsi que le pronostique chez les patients
atteints d’IC-FER [135, 138]. D’autres études ont rapporté la présence de VCAM-1 et E-sélectine
dans des biopsies endo-myocardiques récoltées chez des patients atteints de I'lC-FEP [144]. Nos
travaux completent les observations publiées au cours des derniéres années chez les patients IC-
FER et IC-FEP [382, 383]qui suggerent que I'expression de ces molécules d'adhésion endothéliales
conduit a l'activation et a la migration sous-endocardique des leucocytes circulants [144] et
contribue a I'aggravation de la dysfonction endothéliale et par conséquent a la détérioration

progressive du cceur défaillant.

4. Impact de l'insuffisance cardiaque sur la réponse inflammatoire et

anti-inflammatoire du neutrophile

Dans le cadre de cette thése, nous avons observé une augmentation significative des deux
interleukines pro-inflammatoires circulantes (IL-6 et IL-8) chez les patients IC. Ces observations
sont en accord avec nos travaux publiés précédemment et d'autres études indépendantes,
soutenant le concept d'une inflammation vasculaire et systémique chez les patients atteints d'IC
[130, 400]. L'IL-1RA, membre de la famille IL-1, est une cytokine anti-inflammatoire et anti-
prolifération. Nous avons démontré une augmentation marquée de I'lL-1RA circulante chez les
patients IC. Au-dela des niveaux circulants, nous avons investigué le role du neutrophile active a
libéré ces biomarqueurs pro and anti-inflammatoires. Plus spécifiqguement, nous avons évalué la
capacité d’agonistes pro-inflammatoires a induire la libération d’IL-6; IL-8 et d’IL-1RA par les
neutrophiles des patients IC. Ainsi, nous avons observé une augmentation significative de la
capacité des neutrophiles provenant des patients IC a libérer des cytokines pro-inflammatoires
IL-8 et IL-6. Cependant, nous avons observé une diminution marquée de la capacité des
neutrophiles des patients IC a libérer de I'lL-1RA par rapport aux volontaires sains soit en
condition basale, soit lors d'une stimulation avec TNF-a ou LPS. Ces données suggerent que les
neutrophiles ne sont pas les principaux contributeurs a I'augmentation de I'lL-1RA en circulation,

mais d'autres cellules, a savoir les monocytes, les hépatocytes, les cellules épithéliales et les
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adipocytes. Malgré les recherches en cours avec un antagoniste compétitif des récepteurs de I'IL-
1, les modifications de I'lL-1RA n'ont pas été rapportées auparavant chez les patients atteints d'IC.
Dans le cadre de cette thése de doctorat nous avons documenté des anomalies significatives au
niveau des biomarqueurs de I'inflammation (IL-8 et IL-6) associés a une augmentation marquée
de la capacité des neutrophiles isolés a libérer ces biomarqueurs ainsi que d’un « épuisement »
du neutrophile activé a libérer I'IL-1RA, une puissante cytokine anti-inflammatoire. IL-6 et IL-8
semblent jouer un role dans la pathophysiologie de I'IC. Ces marqueurs inflammatoires semblent
étre des biomarqueurs utiles dans le pronostic de I'lC. Des études ont démontré des
concentrations élevées d’IL-6 dans le sérum des patients IC. Par ailleurs, IL-6 peut produire une
hypertrophie myocytaire, un dysfonctionnement du myocarde et peut bloquer I'apoptose des
myocytes cardiaques. IL-8, cytokine reconnue comme une protéine d’activation des neutrophiles
sur la base de deux effets in vitro, le chimiotactisme et la libération d'enzymes granulaires. La
libération médiée par les neutrophiles dans des cytokines pro et anti-inflammatoires
sélectionnées était limitée a quelques agonistes et cytokines sélectionnées. D'autres cytokines
pro et anti-inflammatoires telles que I'lL-1, la CCL-5 et I'lL-10, I'lL-30 et I'lL-33 sont susceptibles de
jouer un réle important dans cette population de patients et méritent des investigations

complémentaires.

Les implications cliniques de nos observations sur les neutrophiles actives démontrent un role
d’importance de ceux-ci dans I'IC chronique. Leurs réles spécifiques dans la genése et les

complications de I'IC nécessiteront des investigations supplémentaires.

5. Impact du phénotype d’insuffisance cardiaque sur la réponse

inflammatoire et anti-inflammatoire du neutrophile

L’originalité de nos travaux repose dans I'étude des changements des biomarqueurs circulants de
méme que des neutrophiles actives dans les deux phénotypes de I'IC les plus prévalent soient I'IC-

FER et IC-FEP.
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Le plasma provenant de 3 groupes (volontaires sains, IC-FER, IC-FEP) a été analysé par ELISA pour
IL-8; IL-6 et IL-1RA. Les patients IC-FER présentent une augmentation de 1.6 fois d’IL-8
plasmatique par rapport aux volontaires sains (5.4 vs 3.3 pg/ml respectivement) et une
augmentation de 4 fois d’IL-6 plasmatique par rapport aux volontaires sains (3.3 vs 0.8 pg/ml
respectivement). De méme, les patients IC-FEP présentent un niveau plasmatique d’IL-8 et d’IL-6
2 fois plus élevé que les volontaires sains. Nous avons démontré une augmentation marquée de
I'lL-1RA circulante chez les patients IC-FER, IC-FEP par rapport aux volontaires sains. Nous avons
également évalué la capacité d’agonistes pro-inflammatoires a induire la libération d’IL-6; IL-8 et
d’IL-1RA par les neutrophiles des patients IC-FER et IC-FEP. Les neutrophiles des patients IC-FER

ont une capacité plus élevée a relacher IL-6 et IL-8.

Cette étude clinique a consisté en un petit échantillon de patients avec diverses durées et
étiologies de I'IC. Les deux phénotypes d’IC présentent de différences marquées quant a I’état
inflammatoire. L'IC-FEP est caractérisé par un état inflammatoire significatif. De plus, la présence
de comorbidités contribue a I'amplification de I'état pro-inflammatoire avec une élévation des
cytokines circulantes pro-inflammatoires telles que I'lIL-6, la CRP, le TNF-a, et la ST-2 soluble
(soluble interleukin 1 receptor). Cette inflammation systémique est caractérisée par une
augmentation de ROS, VCAM-1 et E-sélectine. L'expression de ces molécules d'adhésion permet
I'activation et la migration des leucocytes. Les cytokines pro-inflammatoires libérées, ainsi que la
diminution de la biodisponibilité du NO et I'augmentation du peroxynitrite jouent un role dans la

dysfonction endothéliale.

Dans I'IC-FER, le remodelage du ventricule gauche est causé par une perte progressive des
cardiomyocytes. Cette mort cellulaire résulte de I'autophagie, I'apoptose ou la nécrose, stimulées
par le stress oxydatif présent dans le cardiomyocyte. En raison de la perte des cardiomyocytes,
des modifications au sein de la matrice extracellulaire contribuent d'une maniere importante a la
dilatation du ventricule gauche et ainsi a son remodelage excentrique. Des travaux additionnels
sont nécessaires afin de mieux comprendre le rbéle des neutrophiles dans les différents

phénotypes d’IC.
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6. L'impact du diabéte sur les réponses pro- et anti-inflammatoires des

neutrophiles

Nous avons observé que lorsque le diabéte (DM) était associé a I'lC, les concentrations d’IL-6 et
d’IL-8 augmentent de fagon plus marquée. Nous avons observé que les taux circulants
d'interleukines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) dans le DM et I'IC-FEP étaient légérement
augmentés, cependant, lorsque le diabete était associé a la condition IC-FEP, a la fois les
concentrations d'lIL-6 et d'IL-8 ont été augmentées de maniere plus marquée. Ces observations
sont en accord avec nos travaux publiés précédemment et d'autres études indépendantes,
soutenant le concept d'inflammation vasculaire et systémique chez les patients IC-FEP [130, 333,
401] chez lesquels la prévalence d’intolérance au glucose et de diabéte atteint 50%. De méme,
nous avons démontré une augmentation marquée de I'lL-1RA circulante chez les patients IC-
FEP+DM et chez les diabétiques sans présence d’IC. Ensemble, ces données, ainsi qu'une
diminution du VEGF et du NO, soutiennent une altération significative de la fonction vasculaire et
microvasculaire chez les patients IC-FEP, qui est trés probablement intensifiée par la présence de
diabete. Ces anomalies témoignent d’un état d’inflammation systémique associé a de la thrombo-
inflammation. Les observations décrites ici sont en accord avec les publications d’importance sur

le sujet et confirme un état thrombo-inflammatoire dans notre population d’étude.

La libération de neutrophiles d'IL-8 était significativement augmentée chez les patients DM et IC-
FEP + DM apres un traitement par TNF-a ou LPS. La libération d'IL-6 induite par le LPS était
maximale chez les neutrophiles isolés par IC-FEP + DM. Ces données suggérent que les
neutrophiles des patients IC-FEP et plus encore chez les patients IC-FEP + DM sont plus enclins a
libérer des cytokines pro-inflammatoires avec une capacité réduite a libérer des cytokines anti-
inflammatoires, a savoir, IL1-RA. Ainsi, nous avons observé une diminution marquée de la
capacité des neutrophiles des patients (DM, IC-FEP+DM) a libérer de I'IL-1RA par rapport aux

volontaires sains soit en condition basale, soit lors d'une stimulation avec TNF-a ou LPS.

En somme, ces observations confirment que la présence de diabéte est associée a une plus grande

altération de la capacité des neutrophiles et induit un état inflammatoire avancé. En présence
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d’IC I'impact du diabéte est moindre mais demeure présent chez les patients avec phénotype de

type IC-FEP.

Cette étude clinique a consisté en un petit échantillon de patients avec diverses durées et
étiologies de I'IC. De plus, des informations cliniquement pertinentes telles que la durée du
diabete et le controle glycémique, la nécessité de suivi clinique a plus long terme sont nécessaires
afin d’évaluer les conséquences cliniques de nos observations. Finalement, notre étude incite a
poursuivre des recherches, I'ajout des traitements potentiels innovants tels que les anti-cytokines
(anti-IL-1, anti-IL6), isGLT2, agonistes des GLP1 pourrait, par conséquent, étre un nouvel objectif

fort intéressant a envisager dans notre étude.
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Chapitre 5 : Conclusions

1. Conclusions et retour sur les objectifs

Les buts de ce travail étaient de caractériser le profil sanguin pro- et anti-inflammatoire des
biomarqueurs circulants et leur libération par les neutrophiles dérivés des patients IC-FER et IC-
FEP et les comparer a ceux libérées par les neutrophiles des volontaires sains, ainsi que de vérifier
les effets du diabéte sur cette libération. Nos travaux de recherche ont permis de caractériser les
changements dans la libération de diverses cytokines pro and anti-inflammatoires par le

neutrophile active dans les deux phénotypes principaux d’IC.

Au cours des travaux réalisés dans le contexte de cette thése de doctorat, nous avons observé
une réduction importante (>90% de réduction) des taux circulants de VEGF chez les patients IC-
FER et IC-FEP avec ou sans diabéte par rapport aux volontaires sains. En paralléle, nous avons
observé une incapacité significative des neutrophiles des patients IC-FER et IC-FEP et plus encore,
chez les patients IC-FEP avec diabéte a libérer le VEGF (jusqu’a 92% de réduction) par rapport aux
neutrophiles des volontaires sains aprés une stimulation avec des médiateurs pro-
inflammatoires. De plus, nos études ont permis de déterminer que la combinaison d'un VEGF a
faible circulation et d'une inflammation accrue de I'endothélium microvasculaire coronarien
conduit tres probablement a une dérégulation de la génération de NO, d’ou on a démontré une
réduction marquée des taux circulants de NO chez les patients diabétiques et chez les patients
atteints d'IC en comparant avec des contréles sains. Nous avons également observé une tendance
a la réduction des taux de NO chez les patients IC + DM par rapport aux patients IC sans DM. En
comparant IC-FER et IC-FEP, la réduction des taux circulants de NO était plus importante et plus
significative chez les patients IC-FEP. Les niveaux circulants d'IL-6 et d'IL-8 étaient des
augmentations significatives chez les patients IC (IC-FER et IC-FEP) et de diabéte. Cependant,
lorsque le diabéte était associé a la condition IC-FEP, les concentrations d'IL-6 et d'IL-8 ont été
augmentées de maniére plus puissante. Ensemble, ces données, ainsi qu'une diminution du VEGF
et du NO, soutiennent une altération significative de la fonction vasculaire et microvasculaire chez
les patients IC-FEP, qui est trés probablement intensifiée par la présence de diabéte. Nous avons

également observé que la libération de neutrophiles d'IL-8 était significativement augmentée
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chez les patients DM et IC-FEP + DM apres un traitement par TNF-a ou LPS. La libération d'IL-6
induite par le LPS était maximale chez les neutrophiles isolés des IC-FEP +DM. Ces données
suggerent que les neutrophiles de IC-FEP et plus encore chez les patients IC-FEP + DM sont plus
enclins a libérer des cytokines pro-inflammatoires avec une capacité réduite a libérer I'lL1-RA.
L'IL-1RA, membre de la famille IL-1, est une cytokine anti-inflammatoire et anti-prolifération.
Nous avons démontré une augmentation marquée de I'lL-1RA circulante chez les patients IC-FER,
IC-FEP et chez les diabétiques. Cependant, nous avons observé une diminution marquée de la
capacité des neutrophiles des patients (DM, IC-FEP, IC-FEP+DM) a libérer de I'lL-1RA par rapport
aux volontaires sains soit en condition basale, soit lors d'une stimulation avec TNF-a ou LPS. Ces
données suggerent que les neutrophiles ne sont pas les principaux contributeurs a I'augmentation
de I'lL-1RA en circulation, mais d'autres cellules, a savoir les monocytes, les hépatocytes, les

cellules épithéliales et les adipocytes.

2. Perspectives futures

Les biomarqueurs sont une source d’information inestimable. lls permettent aux cliniciens de
déterminer les risques, de gérer les maladies cardiovasculaires et d’élaborer des stratégies
thérapeutiques efficaces. Ainsi, les implications cliniques de nos observations sur les neutrophiles
démontrent un réle d’'importance de ceux-ci dans I'IC chronique. Cependant, leurs réles
spécifiques dans la genése et les complications de I'IC nécessiteront des investigations
supplémentaires. En effet, la libération médiée par les neutrophiles dans des cytokines pro- et
anti-inflammatoires sélectionnées était limitée a quelques agonistes et cytokines sélectionnées.
D'autres cytokines pro- et anti-inflammatoires telles que I'lL-1, la CCL-5 et I'lL-10, I'IL-30 et I'IL-33,
la CT-1 sont susceptibles de jouer un r6le important dans cette population de patients et méritent
des investigations complémentaires. A titre indicatif, la CT-1 une cytokine pro-inflammatoire
faisant partie de la famille de I'lL-6, peut effectivement étre une cible thérapeutique dans
certaines formes de défaillances cardiaques. Par ailleurs, la CT-1 joue un réle dans I'IC par sa
persistance dans le systéme a la suite d’un probléme cardiovasculaire. La CT-1 représente alors
une belle cible thérapeutique. En effet, la réduction de cette cytokine dans le sang a des effets
bénéfiques. En effet, une étude a démontré que I'utilisation de deux médicaments, valsartan

(VAL) et spironolactone (SPL), pour le traitement de I'lIC avait un effet cardioprotecteur pour les
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rats dans lesquels on a induit chimiquement I’hypertrophie. Cette étude est intéressante puisque
VAL et SPL, tout en rétablissant la masse du coeur par rapport a la masse du corps, ont inhibé
I’expression de I’ARNm de CT-1. Par ailleurs, les auteurs rapportent que le losartan, un bloqueur
du récepteur de I’Ang Il, produit un effet similaire en diminuant I’hypertrophie induite par CT-1.
Cependant, cette étude n’a pas démontré le mécanisme par lequel VAL et SPL inhibent I'induction
de CT-1, ce qui mérite des investigations complémentaires. De I'autre coté, I'lIC semble étre
caractérisée par un déséquilibre dans le réseau des cytokines pro- et anti-inflammatoires. Le
rétablissement de ce déséquilibre inflammatoire pourrait, par conséquent, étre un nouvel

objectif fort intéressant a envisager pour une thérapie immuno-modulatrice de cette maladie.

En outre, notre étude clinique a consisté en un petit échantillon de patients avec diverses durées
et étiologies de I'IC. De plus, des informations cliniquement pertinentes telles que la durée du
diabete et le controle glycémique, la nécessité de suivi clinique a plus long terme sont nécessaires
afin d’évaluer les conséquences cliniques de nos observations. Finalement, notre étude incite a
poursuivre des recherches, I'ajout des traitements potentiels innovants tels que les anti-cytokines
(anti-IL-1, anti-IL6), isGLT2, agonistes des GLP1 pourrait, par conséquent, étre un nouvel objectif

fort intéressant a envisager dans notre étude.
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