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Les lymphocytes T CD8*
cytotoxiques aggravent
le remodelage cardiaque
délétere post-ischémique

Jérémie Lemariél?, Icia Santos-Zas!, Hafid Ait-Oufellal?

> La prise en charge de l'infarctus du
myocarde a connu des progrés considé-
rables au cours des dernieres décennies,
grdce a la revascularisation coronaire
en urgence et aux traitements anti-
thrombotiques, permettant de réduire
la mortalité précoce a moins de 5 % [1].
Ces résultats encourageants ne peuvent
cependant occulter le probléme crois-
sant des complications a long terme,
telles que les arythmies, I'insuffisance
cardiaque et les hospitalisations répé-
tées. Les efforts de recherche ciblant les
voies pathogéniques impliquées dans le
remodelage cardiaque délétere post-
ischémique doivent donc étre poursuivis.
Limplication de la réponse immunitaire
dans les complications cardiaques a
long terme apres un infarctus du myo-
carde est largement documentée par
des études expérimentales et cliniques.
Au décours de I"occlusion artérielle
coronaire, I'interruption de I'apport
sanguin entrafne la mort rapide des
cardiomyocytes, libérant des signaux
de danger qui favorisent le recrutement
local de cellules inflammatoires. Ces
acteurs cellulaires participent a I’éli-
mination des débris apoptotiques, mais
peuvent eux-mémes induire des dom-
mages tissulaires en libérant des cyto-
kines, des protéases et des radicaux
libres [2]. Chez la souris, I'infiltration
massive du myocarde par des granulo-
cytes neutrophiles dans les 24 premieres
heures est suivie par celle de deux sous-
populations de monocytes : Ly6-C"e" et
Ly6-C'*" [3]. Les monocytes Ly6-Chigh
dominent la phase aigué pendant les
quatre premiers jours et contribuent
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au remodelage tissulaire défavorable.
Les monocytes Ly6-C'®" sont recrutés
au 4° ou 5% jour et orchestrent, avec
les macrophages cardiaques résidents,
la cicatrisation et Iangiogenése [4].
Des mécanismes similaires ont égale-
ment été décrits chez ’lhomme [5]. Des
travaux plus récents ont mis en évi-
dence un réle des lymphocytes T CD4" et
des lymphocytes B dans le remodelage
post-ischémique du myocarde [6-8].
€n revanche, le role des lymphocytes T
cytotoxiques CD8" n’est pas connu.

Modéle murin d’ischémie cardiaque
permanente

A Paide d’un modéle d’infarctus du
myocarde par ligature de I"artére coro-
naire chez des souris C57BL/6J, nous
avons montré que les lymphocytes T
CD8" sont recrutés au sein du myocarde
infarci!, mais également en bordure
de la zone ischémique. La cinétique
de recrutement est rapide, des le pre-
mier jour aprés "infarctus du myo-
carde, avec un pic de recrutement au
3¢ jour (Figure ). Le recrutement des
lymphocytes T CD8" est en grande partie
orchestré par les lymphocytes T CD4".
Classiquement, apres leur activation
a la suite de la reconnaissance d’une
cible cellulaire (comme une cellule
cancéreuse ou infectée par un virus),
les lymphocytes T CD8" entrainent
I’apoptose de leur cible par le relar-
gage de granzymes et I’expression du
récepteur FAS (Fas cell surface death
receptor). Nous avons observé que les
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lymphocytes T CD8" recrutés au sein
du myocarde étaient activés, comme
I’atteste I’expression membranaire de
(D69 et de CD107q, et qu’ils libéraient
localement du granzyme B (Figure 1),
suggérant leur implication dans la
réponse immunitaire post-ischémique
cardiaque [9].

Afin d’évaluer directement I'implica-
tion des lymphocytes T CD8" dans le
remodelage cardiaque post-isché-
mique, nous avons diminué le nombre
de ces cellules cytotoxiques par I’injec-
tion aux souris d’un anticorps mono-
clonal spécifique anti-CD8 une heure
apreés la ligature de P’artére coronaire.
La déplétion en lymphocytes T CD8" n’a
pas modifié significativement la mor-
talité post-infarctus, mais elle a limité
le remodelage cardiaque et amélioré
les fonctions cardiaques diastolique et
systolique (évaluées par échocardio-
graphie et cathétérisme cardiaque). €n
histologie, la taille de la zone infarcie
(Figure 2A) et la fibrose interstitielle
(Figure 2B) étaient significativement
réduites chez ces souris [9].

€n utilisant trois modeéles expérimen-
taux complémentaires, nous avons
montré que Iactivité pathogene des
lymphocytes T CD8* impliquait I"enga-
gement de leur récepteur TCR (T-cell
receptor), donc la reconnaissance
d’un antigéne. Le premier modeéle a
consisté a produire un infarctus du
myocarde chez des souris OT-1, dont les
lymphocytes T CD8" ne reconnaissent
que I"ovalbumine (qui n’est pas expri-
mée naturellement chez la souris). La
déplétion de ces souris en lymphocytes
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Figure 1. Inmunomarquage fluorescent trois jours aprés un infarctus du myocarde expérimental chez la souris. On voit, autour de la zone infarcie

(dont la limite est indiquée par le trait en pointillé), une infiltration du myocarde par des lymphocytes T CD8* (colorés en vert), qui libérent du

granzyme B (coloré en rouge) au contact des cardiomyocytes. Les noyaux des cellules sont colorés en bleu par le DAPI. Barre d’échelle = 40 lum.

Figure adaptée de [9].

T CD8" ne leur conférait aucune protec-
tion, concernant notamment la taille
de I'infarctus (Figure 1D). Le deuxiéme
modéle a consisté a supplémenter des
souris Ragl™~ (qui ne possédent pas
de lymphocytes B ou T matures) avec
des lymphocytes T CD8" « normaux » ou
avec des lymphocytes T CD8" provenant
de souris OT-1. Le transfert de lym-
phocytes T CD8* de souris OT-1 (donc
incapables de reconnaitre un antigene
spécifique par leur TCR) induisait moins
de dégdts myocardiques (taille de I’in-
farctus réduite et meilleure fonction
cardiaque) que le transfert de lym-
phocytes T CD8" de souris témoins. Le
troisieme modele a tiré profit de la
souche de souris transgéniques CMy-
mOva, dont les cardiomyocytes expri-
ment spécifiquement I'ovalbumine et
peuvent donc étre reconnus par le TCR
des lymphocytes T CD8* de souris OT-I.
L'injection de lymphocytes T CD8" de
souris OT-I trois jours avant la réa-
lisation d’une occlusion de I'artére
coronaire induisait une augmentation
tres significative de la mortalité et une
majoration de la taille de "infarctus
par rapport a I'injection de lympho-
cytes T CD8* de souris témoins [9].
’ensemble de ces résultat suggérait
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que la stimulation du TCR des lympho-
cytes T CD8" participe a leur activité
pathogene dans le contexte de I'isché-
mie cardiaque aigué.

Afin de mieux comprendre les méca-
nismes déléteres impliquant les lym-
phocytes T CD8" au cours de I'infarc-
tus du myocarde, nous avons analysé
les effets de la déplétion en lympho-
cytes T CD8" sur la réponse immunitaire
dans le ceeur au cours de Iinfarctus
du myocarde. Par cytométrie de flux
et analyse histologique, nous avons
montré que la déplétion n’affectait
pas le recrutement myocardique des
autres sous-populations de cellules
myéloides et lymphoides. La cytotoxi-
cité des lymphocytes T CD8* dans le
contexte du cancer ou d’une infection
virale implique le relargage de perfo-
rine/granzyme B [10]. Nous avons mis
en évidence que la déplétion de ces
lymphocytes entrainait une diminution
de I’expression de granzyme B au sein
du myocarde ischémique, accompa-
gnée d’une réduction significative de
I’apoptose des cellules myocardiques,
d’une diminution des taux intra-tissu-
laires de cytokines pro-inflammatoires
et de I'activité des métalloprotéinases
impliquées dans la dégradation de la

matrice extracellulaire. La constata-
tion des mémes modifications de la
réponse inflammatoire post-isché-
mique chez des souris déficientes en
granzyme B (souris Gzm™~) a permis
de confirmer le role cytotoxique direct
de cette enzyme. Les expériences de
co-culture de lymphocytes T CD8" et de
cardiomyocytes ont ensuite confirmé
ce résultat in vitro. En présence de cel-
lules cardiaques, la culture de lympho-
cytes T CD8* témoins en faible quan-
tité entrainait une altération de la
contractilité des cardiomyocytes, et en
plus forte quantité, elle induisait leur
apoptose. Cet effet cytotoxique n’était
plus observé avec des lymphocytes T
CD8* déficients en granzyme B [9].

Modéle porcin d’ischémie cardiaque
transitoire

Pour confirmer le role pathogéne des
lymphocytes T CD8" dans un modele
expérimental plus pertinent et évaluer
le potentiel thérapeutique d’un anti-
corps anti-CD8, nous avons utilisé un
modele d’ischémie-reperfusion car-
diaque chez le porc. Nous avons mon-
tré que I’administration d’un anticorps
monoclonal anti-CD8 porcin indui-
sait une déplétion en lymphocytes T
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Figure 3. La déplétion en lymphocytes T CD8"
préserve la fonction contractile du ventricule
gauche dans un modéle d’infarctus du myo-
carde reperfusé chez le porc. Analyse échocar-
diographique deux semaines aprés I'infarctus.
L'effet protecteur est plus important dans le
groupe ou la déplétion est complete. Figure
adaptée de [9].

CD8* complete, mais plus lente que
chez la souris (trois jours, au lieu de
six heures). Nous avons donc adapté
le protocole expérimental afin d’ob-
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Témoin

tenir, lors de I’ischémie-reperfusion
cardiaque, soit une déplétion com-
plete (injection d’anticorps trois jours
avant IPocclusion de I'artére coro-
naire), soit une déplétion partielle
(injection une heure aprés I"occlu-
sion de I'artére coronaire). Les taux
plasmatiques de granzyme B étaient
effondrés apres traitement par I'anti-
corps anti-CD8. Deux semaines apres
I’occlusion de I’artere coronaire, la
taille de I’infarctus était diminuée
de 60 % dans le groupe avec déplé-
tion complete par rapport au groupe
témoin (p <0,01). La fonction systo-
lique ventriculaire gauche (évaluée
par échocardiographie) était moins
altérée chez les porcs traités par "an-
ticorps anti-CD8, que la déplétion
soit complete ou incompléte, mais
les bénéfices étaient plus marqués en
cas de déplétion complete (Figure 3)
[9]. Ces résultats confirment le réle
pathogene des lymphocytes T CD8*
dans un modele porcin d’infarctus du
myocarde reperfusé.

Données chez ’lhomme
Afin d’évaluer la pertinence clinique
de ces résultats expérimentaux, nous

Figure 2. La déplétion en lympho-
cytes T CD8" réduit la taille de la
zone infarcie (mesurée trois semaines
apreés linfarctus), ainsi que la fibrose
interstitielle. A. Coloration par tri-
chrome de Masson. B. Coloration par
rouge Sirius. LT : l[ymphocytes T. Figure
adaptée de [9].

avons réalisé des analyses his-
tologiques sur des biopsies
cardiaques humaines, réalisées
lors de la pose d’une assis-
tance circulatoire pour un choc
cardiogénique compliquant un
infarctus du myocarde. Chez ces
patients, nous avons détecté
I’infiltration du myocarde par
des lymphocytes T CD8" des le
3¢ jour aprés 'infarctus. Les
lymphocytes T CD8" exprimant le gran-
zyme B étaient principalement détec-
tés dans la zone infarcie au cours
de la premiére semaine, puis dans la
zone bordant la zone infarcie apres le
7¢ jour. Enfin, nous avons mesuré le
taux plasmatique de granzyme B dans
la cohorte francaise FAST-MI [1], qui
regroupe 1046 patients hospitalisés
pour un syndrome coronarien aigu pris
en charge dans les unités de soins
intensifs cardiologiques en France, et
suivis sur une période d’au moins 12
mois. Nous avons alors constaté que les
patients ayant un taux de granzyme B
élevé (> 8,9 pg/mL) lors de leur admis-
sion dans I'unité de soins intensifs
présentaient un risque de décés a un an
plus important, et ce aprés ajustement
prenant en compte de nombreux autres
facteurs de risque (hazard ratio 2,3
[1,2-4,2] i p < 0,01) [9].

Perspective

Nous avons donc identifié le réle patho-
geéne des lymphocytes T CD8" au cours
du remodelage cardiaque post-isché-
mique. Le mécanisme moléculaire prin-
cipal repose sur 'effet cytotoxique du
granzyme B, qui aggrave la mort des
cardiomyocytes et augmente la réponse



inflammatoire locale [9]. Les résul-
tats de cette recherche physiopatho-
logique ouvrent une nouvelle perspec-
tive thérapeutique pour lutter contre
Iinsuffisance cardiaque consécutive a
un infarctus du myocarde : la déplétion
en lymphocytes T CD8" en phase aigué
de I'infarctus. ¢

Cytotoxic CD8" T cells promote gran-
zyme B-dependent adverse post- 4
ischemic cardiac remodeling
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