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I. INTRODUCTION 

1. Ischémie-reperfusion cardiaque  

Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité dans le monde avec 

8,9 millions de décès en 2019 et la deuxième cause en France (4). Parmi les maladies 

cardiovasculaires, l’infarctus du myocarde (IDM) touche environ 120 000 personnes chaque 

année dans notre pays. Dix pourcents des patients décèdent à la phase aigüe et la mortalité à 

12 mois est d’environ 15% (données HAS). 

L’IDM résulte de la formation d’un thrombus secondaire à la rupture ou à l’érosion d’une 

plaque d’athérosclérose provoquant une occlusion aiguë d’une artère coronaire. Ce thrombus 

est donc responsable d’une ischémie myocardique pouvant évoluer jusqu’à la nécrose en 

l’absence d’une prise en charge rapide. En effet il obstrue la lumière artérielle entrainant une 

réduction voire une interruption du débit sanguin dans le tissu myocardique correspondant à 

une situation d’ischémie. En résulte une diminution des apports en oxygène et nutriments au 

niveau cellulaire associée à une incapacité à éliminer certains métabolites ce qui aboutit à la 

mort cellulaire : ce sont les lésions d’ischémie. 

Le traitement de l’ischémie consiste à rétablir dans les meilleurs délais la revascularisation du 

tissu cardiaque pour limiter les lésions myocardiques d’ischémie. Cette phase de reperfusion 

permet de nouveau un apport en oxygène et en nutriments au tissu lésé. Elle est 

paradoxalement responsable d’une augmentation des dommages tissulaires et de mort 

cellulaire avec pour conséquence une extension des lésions : ce sont les lésions de reperfusion 

(5).  

Ces lésions tissulaires induites par l’ischémie et la reperfusion sont responsables de la morbi-

mortalité de nombreuses pathologies. Ces pathologies peuvent faire suite à la formation d’un 

thrombus comme l’IDM ou l’accident vasculaire cérébral ou sont liées à un défaut de perfusion 

tissulaire dans le choc septique par exemple ou encore secondaire au clampage artériel lors 

d’une transplantation d’organe.  

Les mécanismes impliqués dans ces lésions d’ischémie-reperfusion (Figure 1) incluent un 

stress oxydatif, une surcharge calcique intracellulaire ou des variations de pH. Des 
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dysfonctions mitochondriales sont également citées entrainant un défaut de synthèse d’ATP, 

une augmentation de la perméabilité mitochondriale, elle-même à l’origine de la production 

de ROS ou de l’activation de voies pro-apoptotiques (6).  

En effet, l’ischémie et la reperfusion induisent la mort cellulaire par nécrose et les cellules 

nécrotiques sont fortement immunostimulantes conduisant à une inflammatoire aiguë stérile 

au niveau du site d’ischémie. Cette réponse immunitaire stérile inclue le recrutement et 

l’activation des cellules du système de l’immunité innée et adaptative, la libération de 

cytokines ainsi que l’activation du système du complément.  

 

 

Figure 1. Altérations métaboliques et mécanismes moléculaires impliqués dans les lésions 

d’ichémie-reperfusion. Modifié d’après Bevington (1) et Perico (2).  

 

Les conséquences de ces lésions d’ischémie-reperfusion sont un remodelage cardiaque post-

infarctus avec une perte ou une hypertrophie de cardiomyocytes et l’apparition d’une fibrose 

cardiaque. Cela entraînera une dysfonction ventriculaire, un changement dans l’architecture 

cardiaque et une insuffisance cardiaque in fine.  
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2. Remodelage cardiaque 

Le remodelage désigne de façon générale un ensemble de modifications cellulaires, 

moléculaires et génétiques d’un organe ou d’un tissu en réponse à un (des) signal(aux) de leur 

environnement. Ces adaptations sont possibles grâce à la plasticité des tissus permettant aux 

cellules de modifier l’expression de leur gène en réponse à un stimuli.  

Le remodelage cardiaque post-infarctus commence dès les premières minutes suivant 

l’infarctus et se poursuit pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois. Il est composé de 

3 phases distinctes mais qui se chevauchent dans le temps (Figure 2). Si le remodelage 

cardiaque est dans un premier temps bénéfice permettant le maintien du débit cardiaque en 

augmentant le volume cardiaque, il sera finalement responsable chez certains patients d’une 

fibrose myocardique et l’insuffisance cardiaque en sera la conséquence.  

Le point de départ du remodelage cardiaque est la mort cellulaire par apoptose et nécrose (7). 

La nécrose entraîne une réponse inflammatoire qui est la première phase du remodelage 

incluant le recrutement de polynucléaires neutrophiles ou de macrophages essentiellement 

pour phagocyter les débris cellulaires des cardiomyocytes. Il est observé une perte massive 

des cardiomyocytes par nécrose au niveau de la zone non-perfusée faisant suite à l’infarctus. 

Il en résulte une perte de fonction contractile du myocarde suivie d’une hypertrophie des 

cardiomyocytes, dont le volume s’agrandit par une augmentation de leur longueur ou de leur 

épaisseur selon le type de surcharge mécanique subit, participant au maintien du débit 

cardiaque. Le ventricule gauche se dilate également à la suite de la mort des cardiomyocytes 

pour maintenir son volume d’éjection et cela de façon proportionnelle avec la taille de la zone 

infarcie (8).  

Lors de la seconde phase, dite proliférative, la présence de nouveaux fibroblastes cardiaques, 

qui vont se différencier en myofibroblastes, va permettre la réparation fibrotique de la zone 

nécrosée par la synthèse de la matrice extracellulaire (MEC) et ainsi préserver l’intégrité 

structurale. La matrice extracellulaire confère en effet un cadre structurel au myocarde 

permettant des interactions entre les différentes cellules grâce aux molécules d’adhésion 

(intégrines, cadhérines entre autres). Son remodelage est orchestré par les 

métalloprotéinases de la matrice (MMP) qui vont dès les premiers instants après l’infarctus 

dégrader la matrice extracellulaire afin de permettre l’infiltration des cellules inflammatoires 
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et des macrophages et la détersion des cardiomyocytes. Trois zones dans l’infarctus se 

distinguent avec au centre une zone nécrosée entourée d’une zone de macrophages et 

myofibroblastes puis en périphérie les myofibroblastes prédominent (8).  

Enfin pendant la troisième phase, dite de maturation, la dilatation de la zone non-infarcie se 

poursuit ainsi que l'hypertrophie des cardiomyocytes et le changement phénotypique des 

fibroblastes cardiaques. 

 

 

Figure 2. Diversité fonctionnelle des fibroblastes dans le myocarde en post-infarctus d’après 

Humeres and Frangogiannis (9) 

 

Les fibroblastes cardiaques sont des cellules ne présentant pas de marqueurs spécifiques 

communs identifiables et dont la proportion au sein du tissu myocardique est donc 
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difficilement évaluable même s’il semblerait qu’ils ne soient pas le type cellulaire majoritaire 

en condition physiologique (3). Néanmoins ils participent pleinement au processus de 

remodelage cardiaque à chaque étape de celui-ci (Figure 2). Pendant la phase inflammatoire, 

les fibroblastes cardiaques sécrètent des cytokines (par exemple IL-1, TNF-a) et des 

chimiokines sous l’influence signaux de danger appelés Damage-Associated Molecular 

Patterns (DAMPs) relargués par les cardiomyocytes nécrosés. Ils pourraient participer au 

recrutement et à l’activation des leucocytes par la libération de facteur de croissance des 

granulocytes et des macrophages (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-

CSF) également (10). Ils sont impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire par la 

libération de métalloprotéinases matricielles. Une fois les débris cellulaires phagocytés, des 

signaux anti-inflammatoires sont libérés et la phase proliférative s’installe avec le recrutement 

de nouveaux fibroblastes puis finalement leur différenciation en myofibroblastes avec la 

synthèse de protéines de la matrice extracellulaire. Après la sécrétion des protéines de la 

matrice extracellulaire et lors de la phase de maturation, la cicatrice se consolide par l’action 

d’enzymes de réticulation de la matrice et le nombre de myofibroblastes diminue pour 

retrouver un phénotype plus quiescent (9).  

 

Dans ce contexte d’infarctus du myocarde, il est donc primordial pour le patient de réduire 

la mort cellulaire des cardiomyocytes, afin de conserver leurs fonctions électriques et 

contractiles, bien corrélée à la survenue d’événements ultérieurs tels que des arythmies 

ventriculaires, une insuffisance cardiaque. Il est également important de limiter la formation 

de fibrose myocardique, médiée par les myofibroblastes cardiaques, dérivés des fibroblastes 

cardiaques afin de limiter la survenue d’évènements indésirables cardiaques.  

 

3. Aspect thérapeutique  

L’infarctus du myocarde et le remodelage post-infarctus sont la première cause d’insuffisance 

cardiaque (11) elle-même étant une cause majeure de morbi-mortalité.  

Le traitement à la phase aiguë de syndrome coronarien aigu avec sus-décalage du segment ST 

(SCA ST+) est la reperfusion le plus rapidement possible soit par angioplastie soit par 

fibrinolyse (12). L’angioplastie est recommandée en première intention lorsque le diagnostic 
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est posé dans les 12h suivant l’apparition des symptômes, sauf si elle n’est pas réalisable dans 

les 2h suivant le diagnostic, situation dans laquelle une fibrinolyse immédiate sera indiquée. 

Si les symptômes sont présents depuis plus de 12h et jusqu’à 48h, l’angioplastie reste la 

stratégie de reperfusion de choix peu importe son délai de réalisation même si les preuves 

sont moins évidentes que lorsque les symptômes sont présents depuis moins de 12h.  

Toujours selon les recommandations de 2023 de l’European Society of Cardiology (ESC) (12), 

la reperfusion s’accompagne d’un traitement médicamenteux composé : 

- D’anticoagulant (héparine non fractionnée en première intention, bivalirudine ou 

enoxaparine), dès la prise en charge initiale et de préférence par voie parentérale, qu’il 

n’est dans la plupart des cas pas nécessaire de continuer après l’angioplastie ; 

- D’une double anti-agrégation plaquettaire, par défaut l’aspirine associé à un anti-

P2Y12 (administration d’une dose de charge puis dose d’entretien), qui elle sera 

poursuivie pendant 1 an voire 6 mois en cas de risque hémorragique élevé (12) ; 

- D’un bétabloquant, de préférence cardiosélectif, poursuivi au long cours en cas 

d’insuffisance cardiaque ou de fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG) £ 40% ; 

- D’une statine instaurée dès que possible et continuée au long cours avec pour objectif 

de diminuer le taux de low-density lipoprotein (LDL)-cholestérol ; 

- D’un inhibiteur du système rénine-angiotensine-aldostérone (inhibiteur de l’enzyme 

de conversion ou si mal toléré antagoniste des récepteurs de l’angiotensine II) instauré 

dans les 24 premières heures suivant l’infarctus chez les patients souffrant d’une 

insuffisance cardiaque, d’une dysfonction systolique ventriculaire gauche, de diabète 

ou ceux ayant un antécédent d’infarctus 

- D’un antagoniste du récepteur au minéralocorticoïde chez les patients ayant une 

insuffisance cardiaque ou un diabète et une FEVG £ 40% recevant déjà un inhibiteur 

de l’enzyme de conversion et un bétabloquant à condition qu’ils ne présentent pas 

d’insuffisance rénale ou d’hyperkaliémie.  

Ces traitements pharmacologiques s’accompagnent de mesures hygiéno-diététiques comme 

l’adoption d’un régime alimentaire plus sain, l’arrêt du tabac ou la pratique d’une activité 

physique régulière adaptée (figure 3). 
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Figure 3. Prise en charge à long terme après un syndrome coronarien aigu (12). Systolic BP, 

pression artérielle systolique ; HbA1c, hémoglobine glyquée ; LDL-C, cholestérol à 

lipoprotéines de faible densité. aVoir le tableau 16 des recommandations de l’ESC (12) pour 

les autres traitements pharmacologiques après un SCA. bPour les patients âgés de ≥ 70 ans, la 

cible systolique devrait être < 140 mmHg et jusqu'à 130 mmHg si elle est tolérée. cPour les 

patients souffrant de diabète de type II. 
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L’utilisation d’un bétabloquant, d’un inhibiteur du système rénine-angiotensine-aldostérone 

et d’un antagoniste du récepteur au minéralocorticoïde a notamment pour objectif de limiter 

la progression de la fibrose cardiaque post-infarctus (13).  

Le système nerveux sympathique joue un rôle dans le remodelage cardiaque par la présence 

des récepteurs adrénergiques b1, b2, b3 et a1. L’activation du système sympathique favorise 

la prolifération des cellules souches hématopoïétiques, la libération des progéniteurs 

hématopoïétiques puis attire les polynucléaires neutrophiles au site de lésion. Elle a aussi une 

action pro-apoptotique sur les cardiomyocytes ce qui pourra entraîner une augmentation la 

taille de la zone infarcie (14). Il a été montré dans un modèle murin qu’une absence 

d’expression du récepteur b2, majoritairement exprimé par les cellules non-cardiomyocytes 

(fibroblastes, cellules endothéliales, cellules immunitaires), diminue l’hypertrophie, la 

mortalité des cardiomyocytes et la fibrose cardiaque (15). Les bétabloquants sont par 

conséquent indiqués en post-infarctus. 

Le système rénine-angiotensine-aldostérone joue un rôle essentiel dans le contrôle de 

l’équilibre hydrosodé, la régulation de la pression artérielle et l’homéostasie cardiovasculaire. 

Par ailleurs, son implication dans le développement et la progression des lésions d’ischémie-

reperfusion post-infarctus est étudiée depuis plusieurs décennies (16). La rénine, point de 

départ du système, est synthétisée par les cellules juxtaglomérulaires rénales en cas de 

diminution de la concentration en chlorure de sodium, de diminution de la pression de 

perfusion rénale ou d’activation des récepteurs b-adrénergiques des cellules 

juxtaglomérulaires par les catécholamines. L’angiotensine II, effecteur principal du système 

rénine-angiotensine-aldostérone, entraîne un dépôt de collagène, une hypertrophie et une 

hyperplasie des cardiomyocytes et une augmentation de la masse du ventricule gauche (17). 

L’angiotensine II stimule la sécrétion d’aldostérone par les glandes surrénaliennes et 

l’aldostérone elle-même induit la synthèse de collagène et la prolifération des fibroblastes 

(18).  
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4. Les plaquettes et le facteur plaquettaire 4 

La situation d’ischémie/reperfusion (I/R) associée à un infarctus du myocarde reperfusé induit 

une activation plaquettaire massive et la libération, dans la circulation sanguine, du contenu 

de leurs granules intracytoplasmiques. Au-delà de leur rôle principal dans l'hémostase, les 

plaquettes sont également impliquées de manière importante dans la réponse inflammatoire 

associée aux lésions d'I/R et participent notamment au développement d’une fibrose 

tissulaire. En effet, les granules intracytoplasmiques contiennent de nombreuses protéines 

comme le facteur de croissance transformant β (TGFβ), le facteur de croissance des 

fibroblastes (FGF) et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), qui sont connues 

pour participer à la fibrose tissulaire. A cet égard, le TGFβ est considéré comme le principal 

moteur de la fibrose tissulaire. Des stratégies expérimentales ciblant le TGFβ1 ont cependant 

montré des effets secondaires significatifs.  

Parmi les chimiokines libérées par les plaquettes activées le FP4, également appelé CXCL4 

(chemokine ligand 4), est l’une des plus abondantes. Cette chimiokine, constituée de 70 acides 

aminés, circulant sous forme tétramérique, est synthétisée par les mégacaryocytes et est en 

majorité retrouvée dans les granules alpha des plaquettes où elle représente 25% du contenu 

protéique. Les hélices alpha et les résidus lysine exprimés à l’extérieur du tétramère de FP4 

forment un anneau de charges positives comprenant les résidus lysines et arginine. Cette 

conformation explique que le FP4 peut se lier avec de nombreuses molécules chargées 

négativement, ou polyanions, comme les glycosaminoglycanes (GAGs), sulfates naturels 

comprennent notamment les chondroïtines sulfate (CS), les héparanes sulfate (HS), et les 

héparines utilisées en thérapeutique. Outre les GAGs, il a été montré que le FP4 interagit aussi 

avec l’ADN et l’ARN. En se liant avec une grande affinité aux molécules de type héparine, le 

FP4 inhibe l'activité de l'antithrombine III, favorisant ainsi la coagulation. Le PF4 possède 

également une activité anti-angiogénique en inhibant la prolifération et la migration des 

cellules endothéliales. D’autre part, il est impliqué dans l’hématopoïèse par le maintien de la 

quiescence des cellules souches hématopoïétiques et l’inhibition de la mégacaryopoïèse.  
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Figure 4. Résumé des médiateurs dérivés des plaquettes et de leur influence sur les lésions 

d'ischémie-reperfusion du myocarde (19). 

 

Plusieurs études suggèrent que le FP4 pourrait favoriser la différenciation des fibroblastes en 

myofibroblastes avec un phénotype pro-fibrotique dans des modèles pulmonaire et cutané 

(20). Le FP4, par la formation d’hétérodimères avec une chimiokine CCL5 (RANTES), favorise 

le recrutement des monocytes au niveau de l’endothélium et modifie leur différentiation en 

induisant un phénotype pro-inflammatoire et profibrotique. En effet, son rôle dans la fibrose 

a été mis en évidence dans la sclérodermie systémique où la concentration en FP4 était 

fortement corrélée au degré de fibrose pulmonaire et cutanée. De plus, une étude récente a 

montré que les souris déficientes en CXCL4 sont moins à risque de développer une fibrose 

cutanée et pulmonaire (20). Le papier de l’équipe de Kramann (21) va également dans ce sens 

et constate que les plaquettes favorisent la différenciation des macrophages SPP1+ (secreted 

phosphoprotein 1) profibrotique de manière FP4-dépendante. Ces différentes études ont ainsi 

confirmé l’impact du FP4 dans la différentiation des fibroblastes vers un phénotype pro-

fibrotique et cette chimiokine pourrait ainsi constituer une nouvelle cible thérapeutique 
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comme cela a été récemment proposé dans la fibrose pulmonaire (20). Cependant, très peu 

d’études se sont intéressées au rôle du FP4 dans le remodelage du myocarde en condition 

d’I/R, et aux mécanismes moléculaires sous-jacents. Il a néanmoins été montré que la 

perfusion de FP4 exogène perturbe la réparation du cœur infarci en inhibant la phagocytose 

des macrophages et en augmentant les niveaux de métalloprotéinases matricielles (MMP).  

Dans ce contexte, le FP4 pourrait être une cible thérapeutique intéressante pour réduire la 

fibrose cardiaque. A cet égard, notre équipe a développé 4 anticorps chimériques anti-FP4 

humain présentant des spécificités différentes, trois (1E12, 1C12 et 2E1) peuvent se lier au 

FP4 natif tandis que l’anticorps 5B9 reconnait uniquement un complexe formé de FP4 et de 

glycosaminoglycanes (22,23).  

 

5. Objectifs 

Dans ce contexte le projet de ce travail de thèse a pour but :  

Ø D’évaluer l’effet du FP4, dans des conditions de normoxie et d’ischémie-reperfusion 

simulée, sur la différenciation des fibroblastes cardiaques vers un phénotype 

myofibroblastique pro-fibrotique.  

 

Ø D’étudier l’impact du FP4 sur la viabilité des fibroblastes cardiaques et des 

cardiomyocytes dans les conditions d’ischémie-reperfusion  

 

Ø D’étudier si les anticorps monoclonaux chimérique anti-FP4 que nous avons 

développés au laboratoire peuvent moduler les effets du FP4 sur les fibroblastes 

cardiaques. 
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II. MATERIEL ET METHODES 

1. Culture cellulaire 

a. Culture des fibroblastes cardiaques 

Des fibroblastes cardiaques humains issus de ventricules adultes (HCF-av, #6310-SC, Sciencell 

Research Laboratories, San Diego, USA) sont utilisés entre le passage 3 et 5. Les fibroblastes 

sont cultivées sur de la poly-lysine (Poly-L-lysine 0.1 % (w/v) dans H2O – Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France) et dans un milieu de culture constitué d’une base FM-2 (Fibroblast 

Medium-2, ScienCellTM) contenant 5 % de sérum de veau fœtal (Fetal Bovine Serum, 

ScienCellTM), 1 % d’antibiotiques : pénicilline G et streptomycine (Penicillin/Streptomycin 

Solution, ScienCellTM) et 1 % de facteurs de croissance fibroblastique (Fibroblast Growth 

Supplement-2, ScienCellTM). Les fibroblastes sont détachés des flasques d’entretien en 

utilisant de la trypsine (0.25 % Trypsin-EDTA, GibcoTM, ThermoFisher Scientific). Le milieu de 

culture est retiré de la flasque avant d’ajouter la trypsine et de placer celle-ci à incuber 

pendant 5 minutes à 37°C.  Une fois les cellules détachées, l’action de la trypsine est stoppée 

par l’ajout de milieu de culture contenant du sérum de veau fœtal. Les fibroblastes peuvent 

alors être ensemencés dans de nouvelles flasques d’entretien ou à 2 x 105 cellules/puits dans 

des plaques P12 préalablement coatées avec de la poly-lysine (Poly-L-lysine 0.1 % (w/v) dans 

H2O). Les fibroblastes ensemencés dans les plaques sont incubés 12h à 37°C dans l’incubateur 

en normoxie avant de subir un cycle d’ischémie/reperfusion simulé.  

Pour la phase d’ischémie qui varie entre 1h et 5h, le milieu de culture est remplacé par du 

DPBS avec chlorure de calcium et chlorure de magnésium (GibcoTM Thermo Fisher Scientific, 

Roskilde, Danemark) de façon à priver les cellules de nutriments et les plaques sont placées 

dans une chambre à hypoxie (INVIVO2 200, Ruskinn Technology) à 37°C avec 1 % d'O2, 94 % 

de N2 et 5 % de CO2. A la fin de la phase d’ischémie, les cellules sont incubées dans un milieu 

constitué de DMEM high glucose (4,5 g/L de glucose, GibcoTM ThermoFisher Scientific) auquel 

nous ajoutons 10% d’antibiotiques (Penicillin/Streptomycin Solution, ScienCellTM) avec ou 

sans TGFβ1 (utilisé contrôle positif, Sigma-Aldrich) ou FP4 humain purifié (Hyphen BioMed, 

Neuville-Sur-Oise, France) ou recombinant (Stago, Asnières-sur-Seine, France) puis 

transférées dans une étuve à atmosphère humidifiée avec 5 % CO2 à 37°C pendant 24h pour 

mimer la reperfusion. Après 24h, une extraction d’ARN et/ou de protéine a été réalisée. 



 
 

15 

 

b. Culture des cardiomyocytes  

La lignée de cardiomyocyte AC16 (ATCC) est cultivée dans un milieu constitué de DMEM F12 

(dominique Dutscher, Bernolsheim, France) additionné de 1,5 % de HEPES 1M (PAN-Biotech, 

Aidenbach, Allemagne), 1 % de D-Glucose (Sigma-Aldrich), 1,25 % de glutamine (dominique 

Dutscher) et 10 % SVF (Sigma-Aldrich). Les cardiomyocytes sont détachés selon le même 

protocole que les fibroblastes avec de la trypsine et sont ensemencés dans de nouvelles 

flasques d’entretien ou à 2 x 105 cellules/puits dans des plaques P12. Les cardiomyocytes 

ensemencés dans les plaques sont incubés 12h à 37°C dans l’étuve à atmosphère humidifiée 

avec 5 % de CO2 avant de subir un cycle d’ischémie/reperfusion simulé.  

Pendant les 5h d’ischémie dans la chambre à hypoxie, le milieu de culture est remplacé par 

du DPBS avec Ca2+ et Mg2+. Pour la phase de reperfusion les cellules sont incubées dans le 

même milieu de culture sans SVF et placées dans l’étuve à atmosphère humidifiée avec 5 % 

de CO2 à 37°C pendant 24h. Le TGFβ1 ou le FP4 sont ajoutés au moment de la phase de 

reperfusion. Après 24h d’incubation, la viabilité des cardiomyocytes est évaluée.  

 

2. Test de viabilité cellulaire  

L’effet du PF4 sur la viabilité cellulaire a été évalué à l’aide du kit annexine V-FITC 

(isothiocyanate de fluorescéine) PI (iodure de propidium) (BD Biosciences, Erembodegem, 

Belgique). L’annexine V conjuguée au FITC marque la phosphatidylsérine, phopholipide 

présent sur le feuillet interne de la membrane cellulaire, qui est externalisé lors du processus 

d’apoptose.  Le PI est un agent intercalant qui se lie à l’ADN des cellules mortes uniquement, 

les cellules vivantes étant imperméables à ce marqueur. Selon les instructions du fournisseur 

nous avons suspendu le culot de 2 x 105 cellules (fibroblastes ou cardiomyocytes) dans le 

tampon fourni ramené à 1X et incubé 15 minutes à l’obscurité à température ambiante avec 

l’annexine V-FITC et le PI. Les tubes sont ensuite prêts à être analysés par le cytomètre 

(λexcitation = 488 nm, λémission FITC = 519 nm, λémission PI = 617 nm ; automate : BD FACSCantoTM 

Flow Cytometer, BD Biosciences) dans l’heure suivante. 
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3. Transcription inverse et PCR en temps réel (RT-qPCR) 

a. Extraction des ARN 

Après 24h de reperfusion, le milieu de culture est retiré et les puits sont lavés avec du DPBS 

sans calcium ni magnésium (dominique Dutscher) puis, 500 µL de TRIZol (TRIzolTM Reagent, 

Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY, Etats-Unis) sont ajoutés dans chaque puits de 

façon à lyser les membranes cellulaires. Après 5 minutes, 100 µL de chloroforme sont ajoutés 

pour chaque condition, puis les échantillons sont centrifugés pendant 15 minutes à 12000g à 

+4°C. La phase aqueuse contenant l’ARN est récupérée et 200 µL d’isopropanol et 1 µL de 

glycogène (Sigma-Aldrich) sont ajoutés avant centrifugation à 12000g pendant 15 min à +4°C. 

Cette étape permet de précipiter l’ARN, qui est ensuite re-suspendu dans 500µL d’éthanol 

75%. L’échantillon est vortexé puis centrifugé à 7500g pendant 5 minutes à +4°C. Après un 

second lavage, l’ARN est re-suspendu dans 15 µL d’eau RNAse free (Fisher BioReagents, 

ThermoFisher Scientific) puis les échantillons sont dosés par spectrophotométrie à l’aide d’un 

NanoDrop (ThermoScientificTM).  Un rapport A260/280 > à 1,8 et un rapport A260/230 > 1,6 sont 

considérés comme acceptable pour réaliser la RT-qPCR. Les échantillons sont congelés à -80°C 

avant la RT-qPCR.  

 

b. Transcription inverse et PCR en temps réel  

Lors de l’étape de la reverse transcription le kit PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real 

Time, Takara) a été utilisé. Sur de la glace, et selon les recommandations du fournisseur 6 µL 

de PrimeScript Buffer, 1,5 µL d’Oligo dT Primer (50 µM) + 1,5 µL de Random 6 meres (100 µM) 

et 1,5 µL d’enzyme (PrimeScript RT Enzyme Mix I, Takara) sont ajouté à chaque échantillon. 

Puis les échantillons d’ARN sont ajoutés ajustés à la concentration de 50 ng/mL pour un 

volume final de 30 µL. 

Les microtubes sont placés dans le thermocycleur (Astercycler® nexus – Eppendorf). Le 

programme suivant est utilisé :  

• 37°C  15min*  (Reverse transcription) 

• 85°C 5 sec       (Inactivation de la reverse transcriptase par la chaleur) 

• 4°C 
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Les échantillons d’ADN complémentaires (ADNc) sont utilisés soit immédiatement soit ils 

sont stockés à -80°C. 

Pour la PCR, les amorces des gènes d’intérêt et du gène de référence Hprt1 (Hypoxanthine 

guanine phosphoribosyl transferase 1) sont utilisées à la concentration de 10 µM (Tableau 2). 

Nous préparons un mix de PCR par gène avec l’amorce sens (0,5 µL) et celle anti-sens (0,5 µL) 

du gène, l’eau sans DNase ni RNase (Fisher BioReagents, ThermoFisher Scientific) et le SYBR 

Green (TB Green Premix Ex Taq, Takara) ajouté au dernier moment (1X). Sur de la glace, le mix 

puis les échantillons d’ADNc (1 µL) sont déposés sur la plaque de PCR selon le plan de plaque 

établi pour un volume final de 10 µL. La plaque est ensuite centrifugée à 2000g pendant 2 min 

à +4°C.  

La qPCR est réalisée sur l’appareil CFX ConnectReal Time System (Bio-Rad) et le programme 

utilisé est décrit dans le tableau 1.  

Tableau I : programme de qPCR. 

Etape 1 : Activation   95°C 30sec 

Etape 2 : PCR 

- Dénaturation des brins 

- Hybridation des amorces / Elongation 

GOTO : 39 (40 cycles) 

95°C 5sec 

Tm de l’amorce (60°C) 30sec 

Etape 3 : Courbe de fusion 65 à 95°C (augmentation de 0,5°C/5sec) 

 

Les résultats sont exprimés selon la méthode 2-ΔΔCt où le Ct correspond au Cycle Threshold, et 

ΔΔCt = [(Ctgène cible - Ctgène de référence) échantillon traité] – [(Ctgène cible - Ctgène de référence) échantillon 

contrôle]. 

 

Tableau II : séquences des couples d’amorces de qPCR. 

Gène Protéine Séquence Forward 5’-3’ Séquence Reverse 5’-3’ 

HPRT1 Hprt1 TTGCTGACCTGCTGGATTAC TATGTCCCCTGTTGACTGGT 

ACTA2 αSMA ACCCGATAGAACATGGCATC CATACATGGCTGGGACATTG 

COL1A1 Collagène I GATTCCCTGGACCTAAAGGTGC AGCCTCTCCATCTTTGCCAGCA 
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4. Analyse protéique  

a. Lyse cellulaire et dosage protéique 

A la fin des 24h de reperfusion, l’extraction des protéines est réalisée sur glace en utilisant du 

tampon RIPA (contenant NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, Désoxycholate de sodium 0,5%, SDS 

0,1%, Tris-HCl pH 7,4 50 mM) dilué dans du DPBS (1X) avec 1% d’inhibiteurs de protéases (PIC : 

protease inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich). Trente microlitres de ce tampon sont déposés dans 

chaque puits et les cellules sont décollées à l’aide d’un grattoir pour être récupérées avant 

d’être mises sous agitation 1h à +4°C.    

Les échantillons sont ensuite dosés par technique colorimétrique en utilisant le kit Pierce BCA 

(acide bicinchoninique - ThermoFisher Scientific). L’absorbance est lue à 562 nm par le 

Varioskan LUX (ThermoFisher Scientific). 

 

b. Western-blot 

La quantité de protéine déposée est ajustée à 20 µg par puits. Une SDS-PAGE, électrophorèse 

sur gel de polyacrilamide (8%) avec sodium dodecyl sulfate, est réalisée pour faire migrer les 

protéines selon leur taille. Les échantillons sont mélangés avec du tampon de dépôt Laemmli 

au 1/6ème (contenant du bleu de bromophénol et β-mercaptophénol) puis chauffés à 95°C 

pendant 5 minutes avant d’être déposés. La migration est réalisée à 90V pendant 30 minutes 

(passage du gel de concentration) puis à 130V jusqu’à ce que le front de migration soit sorti 

du gel. Le tampon de migration est composé de Tris (25 mM), de glycine (190 mM) et de SDS 

(0,1%), pH 8,3. 

Les protéines alors séparées sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose 

(AmershamTM Protan premium 0,2 µm NC) par Trans-Blot Turbo semi-dry transfer (Biorad) en 

présence de Tris (25 mM), de glycine (190 mM) et 20% d’éthanol. La membrane est placée 

dans une solution de saturation (10% TBS, 0,1% Tween, 5% lait) pendant au moins 1h à 

température ambiante sous agitation. L’anticorps anti-αSMA (espèce immunisée : lapin, ref 

19245S – Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, Etats-Unis) est utilisé dilué 

au 1/400ème et l’anticorps anti-Hcs70 utilisée comme protéine de référence (espèce 
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immunisée : souris, ref sc-7298 – Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Etats-Unis) à 

1/5000ème. Les anticorps primaires sont incubés une nuit à +4°C sous agitation. Après lavage, 

l’anticorps secondaire Ac goat anti-rabbit (réf 1706515, Biorad) conjugué à la péroxydase de 

raifort (HRP : Horseradish peroxidase) est dilué au 1/10000ème et l’anticorps secondaire Ac 

goat anti-mouse (réf 1706516, Biorad) dilué au 1/5000ème. Les anticorps secondaires sont 

incubés pendant 1h à température ambiante sous agitation. 

Après lavages au TTBS (10% TBS, 0,1% Tween), la révélation a été réalisée par 

chimiluminescence (kit ThermoFisher Scientific Pierce ECL) à l’aide de l’imageur PXi (SynGene, 

Cambridge, GB). Les résultats sont ensuite exprimés en ratio αSMA/HSC70 puis normalisés à 

la condition contrôle.  

 

5. Anticorps (Ac) anti-FP4 

Les anticorps monoclonaux, dirigés contre le FP4, utilisés sont 5B9, 1E12 et 1C12 (22–24). Ce 

sont des anticorps de type IgG1 possédant une chaîne légère murine, une chaîne lourde 

chimérique dont la partie variable est murine et la partie constante humaine. L’Ac monoclonal 

5B9 interagit spécifiquement avec les complexes FP4/héparine alors que 1E12 et 1C12 

réagissent aussi bien avec le FP4 seul que complexé à l’héparine. 

 

a. Déglycosylation des anticorps 

Afin de limiter la capacité des Ac à interagir avec les FcγR exprimés à la surface des cellules 

d’intérêts, les Ac (5B9, 1C12 et 1E12) sont déglycosylés. Chaque Ac est incubé avec la peptide-

N-glycosidase (1 U / 50 mg d’Ac, Sigma-Aldrich) pendant 48h dans un bain-marie à 37°C. Il a 

ensuite été purifié à l’aide d’une colonne Vivaspin® 500 (Sartorius, Goettingen, Allemagne). 

 

b. Test immuno-enzymatique 

Afin de vérifier que les Ac déglycosylés reconnaissent leur cible, un test ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) est réalisé.  
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Pour vérifier la liaison du d5B9 (5B9 déglycosylé) à sa cible, le coffret commercial PF4 IgG 

(Immucor, Norcross, Etats-Unis) est utilisé. Les Ac déglycosylés sont incubés dans les micro-

puits recouverts de complexes FP4/PVS (polyvinylsulfonate) pendant 30 minutes dans un bain-

marie à 37°C. Après 3 lavages, des Ac secondaires de chèvre anti-IgG humaines conjugués à la 

phosphatase alcaline ont été incubés 30 minutes dans un bain-marie à 37°C. Après un nouveau 

cycle de lavages, le substrat PNPP (p-nitrophényl phosphate) a été incubé 30 minutes à 

température ambiante et à l’abri de la lumière, puis la réaction a été stoppée en présence 

d’hydroxyde de sodium NaOH 3M. Les absorbances ont ensuite été mesurées à une longueur 

d’onde de 405 nm sur un spectrophotomètre (Tecan, Infinte F200 PRO, LifeSciences, 

Männedorf, Suisse).  

Afin de s’assurer de la liaison du d1C12 (1C12 déglycosylé) et du d1E12 (1E12 déglycosylé) au 

FP4, les puits d’une plaque 96 puits à fond plat sont coatés avec du FP4 purifié (Hyphen 

BioMed) une nuit à température ambiante. Après 5 lavages, une solution de BSA (bovin serum 

albumin) à 5% est incubée 2h à température ambiante afin de saturer la plaque puis le test 

ELISA est réalisé avec les réactifs du kit Asserachrom® HPIA-IgG (Stago). Après lavages, les Ac 

sont incubés pendant 1h à température ambiante. Après un nouveau cycle de lavage, l’Ac 

secondaire conjugué à la péroxydase est incubé 1h à température ambiante. Enfin après 

lavages, le tétraméthylbenzidine (TMB) est mis à incuber 5 minutes à température ambiante 

à l’abri de la lumière. La réaction est arrêtée par l’ajout d’acide sulfurique H2SO4 1M. Les 

absorbances sont mesurées à une longueur d’onde de 450 nm sur le même 

spectrophotomètre que précédemment.  

 

c. Test de libération de sérotonine radiomarquée 

Un test de libération de sérotonine radiomarquée est réalisé avec des plaquettes humaines 

qui exprime le récepteur FcgRIIA, dans le but de vérifier que les Ac déglycosylés n’induisent 

pas l’activation des cellules via les FcgR exprimés à la surface des cellules d’intérêts.  

Le sang total d’un sujet sain est prélevé dans des tubes contenant 1,8 mL d’anticoagulant ACD 

(acide citrique 38 mM, citrate trisodique 62 mM, glucose 133 mM) additionné de 

prostaglandine E1 (PGE1) 0,02 mM (Sigma-Aldrich) (10 μL pour 10 mL de sang total). Après 

centrifugation du sang total pendant 10 minutes à 200 g, le plasma riche en plaquettes (PRP) 



 
 

21 

ainsi obtenu est incubé 45 minutes à 37°C avec la sérotonine radiomarquée au carbone 14 

(C14-5HT) (Perkin Elmer, Waltham, Etats-Unis) à une concentration de 0.4 μCi par mL de PRP. 

Après lavage, les plaquettes sont ajustées à une concentration de 300 G/L puis sont incubées 

1 h à température ambiante en présence de d1C12 (10 µg/mL) ou d1E12 (10 µg/mL) ou de de 

d5B9 (50 µg/mL) et d’héparine (0,1 UI/mL) (Héparine Choay, Sanofi-Aventis). L’activation 

plaquettaire est stoppée par ajout de 250 µL de tampon PBS/EDTA (Phosphate Buffered 

Saline/EthylèneDiamineTétraAcétique) 0,1 M. Après centrifugation à 2000g pendant 4 

minutes, le surnageant (250 µL) est transféré dans des tubes contenant 2 mL de liquide de 

scintillation (UltimaGoldLLT®, Perkin Elmer). La radioactivité (rayonnement β-) de chaque tube 

est ensuite mesurée sur un compteur β de scintillation liquide (Tri-Carb 3180TR/SL, Perkin 

Elmer).  

Le « bruit de fond » est évalué en incubant les plaquettes avec le sérum d’un sujet sain de 

groupe sanguin AB. La radioactivité maximale est obtenue après incubation du PRP en 

présence de triton à 0,5 % qui lyse les plaquettes et libère la totalité de la sérotonine 

radiomarquée incorporée dans les granules denses. Les résultats bruts sont exprimés en coups 

par minute. Le pourcentage de libération de sérotonine radiomarquée est calculé comme 

suit :  

% de libération = !"#$%"&'$($'é	#+	,
!é&-".'$,,%./"1!2$'	#+	3%.#"

!"#$%"&'$($'é	4"5$4",+/"1!2$'	#+	3%.#
 x 100 

 

6. Analyse statistique 

Les données quantitatives sont exprimées par la moyenne. Les tests statistiques sont réalisés 

à l’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0.1 en utilisant le test paramétrique non appariés t-test. 

La significativité est déterminée par une p-value < 0,05. 
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III. RESULTATS 

1. Effet du PF4 sur les fibroblastes cardiaques 

a. Condition de normoxie  

Afin d’évaluer l’effet du FP4 sur les fibroblastes cardiaques humains, ces derniers ont été 

incubés pendant 24h avec du FP4 purifié humain (5 µg/mL). Le niveau d’expression des ARNm 

(ARN messager) spécifiques des gènes ACTA2 et COL1A1 codant respectivement pour l’αSMA 

et le collagène de type I a été évalué par RT-qPCR. Aucun effet du FP4 n’a pu être observé sur 

les 2 premières expériences réalisées (Figure 3A). En revanche, lorsque le TGFβ1 (5 ng/mL) 

utilisé comme contrôle positif est incubé avec les fibroblastes une augmentation de 

l’expression des ARNm codant pour l’αSMA et pour le collagène I comparativement aux 

fibroblastes cardiaques cultivés seuls a été mesurée (fold change = 4,2 et 2,9 fois, 

respectivement).  

Une étude récente a montré que des fibroblastes cutanés cultivé en normoxie en présence de 

FP4 (2 et 5 µg/mL) induisait une augmentation de l’expression d’αSMA et de collagène I (20). 

Cependant, cet effet a été obtenu avec du FP4 recombinant alors que nous avons utilisé du 

FP4 purifié de plaquettes humaines.  Pour la suite des expériences nous avons donc utilisés 2 

sources de FP4 différentes, purifié (FP4p) ou recombinant (FP4r), à 2 concentrations 

différentes : 1 et 5 µg/mL. 

Les résultats obtenus avec les 2 types de FP4 sont présentés figure 3B et regroupent les 

résultats de 7 expériences. Une faible augmentation de l’expression de ACTA2 est obtenue 

lorsque les fibroblastes cardiaques sont incubés 24h avec 1 µg/mL de FP4 purifié (FP4p) ou 

recombinant (FP4r) par rapport à la condition basale (1,2 et 1,4, respectivement). Cependant 

cette différence n’est pas significative. En revanche, les fibroblastes cardiaques expriment 

significativement plus d’ARNm du gène ACTA2 en présence de 5 µg/mL de FP4 purifié 

comparativement à la condition sans FP4 (moyenne fold change = 1,8 fois ; p = 0,05).  

Concernant l’expression du collagène de type I, une augmentation significative de son niveau 

d’expression est mesurée après incubation avec le FP4p (1 µg/mL) par rapport à la condition 

contrôle (moyenne fold change = 1,6 ; p < 0,05). En revanche, aucun effet significatif sur 

l’expression du gène COL1A1 n’a été observé avec les autres conditions testées (figure 3B).  
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Les résultats obtenus en RT-qPCR ont été confirmés en étudiant l’expression protéique de 

l’αSMA par Western-blot. Ainsi, en présence de TGFβ1 à 5 ng/mL, une augmentation de 

l’expression protéique d’αSMA est observée (moyenne fold change = 1,8). Le FP4p utilisé à 

5 µg/mL entraîne une augmentation de l’expression d’αSMA de 1,4 fois comparativement à la 

condition basale (figure 3C). 
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Figure 5. Effet du FP4 sur l’expression des gènes ACTA2 et COL1A1 par les fibroblastes 

cardiaques après 24h en normoxie. (A) En présence de FP4 purifié à 5 µg/mL, n = 2. (B) En 

présence de FP4 recombinant (FP4r) ou purifié (FP4p) à 1 ou à 5 µg/mL, n = 7. (C) Effet du FP4 

sur l’expression protéique d’αSMA et de la protéine de référence Hcs-70 par les fibroblastes 

cardiaques après 24h en normoxie en présence de FP4 purifié (FP4p) à 5 µg/mL, n =3.  * : p < 

0,05. 

 

b. Condition d’ischémie-reperfusion simulée 

Nous avons ensuite évalué l’effet du FP4 sur les fibroblastes cardiaques humains en condition 

d’ischémie-reperfusion.  

La durée d’ischémie choisie initialement était de 5 heures correspondant au temps moyen 

d’ischémie observé au sein de la cohorte Hibiscus-STEMI (le temps d’ischémie étant défini ici 

comme la durée entre le début de la douleur thoracique ressentie par le(la) patient(e) et la 

revascularisation en salle de coronarographie). Dans ces conditions (5h en ischémie puis 24h 

en normoxie) et en absence de FP4, les fibroblastes cardiaques expriment significativement 

plus d’ARNm des gènes ACTA2 et COL1A1 (moyenne fold change = 1,8 et 2, respectivement) 

comparativement aux fibroblastes cardiaques cultivés uniquement en normoxie. En revanche, 

pour un temps d’ischémie de 1h (puis 24h de reperfusion), aucune surexpression significative 

du gène codant pour le collagène de type I n’est observée et l’expression d’αSMA est diminuée 

(moyenne fold change = 1,6 et 0,7, respectivement) (figure 4A).  

L’effet du FP4 et du TGFβ1 a ensuite été évalué pour ces 2 conditions d’I/R. Comme attendu, 

en conditions d’I/R, le TGFβ1 (5 ng/mL) induit une augmentation de l’expression d’ACTA2 par 

les fibroblastes cardiaques comparativement à la condition I/R contrôle (moyenne fold change 

= 2 et 18,9, pour respectivement 5h et 1h d’ischémie).  Le FP4 (purifié ou recombinant) induit 

une augmentation de l’expression de ACTA2 des fibroblastes en condition I/R (1h d’ischémie 

et 24h de reperfusion) par rapport à la condition I/R sans FP4 (moyenne fold change compris 

entre = 3,2 et 2,4). Cependant, cette différence n’est pas significative compte tenu que seules 

deux expériences ont été réalisées dans ces conditions. En revanche, pour un temps 

d’ischémie de 5h puis 24h de reperfusion, seul le FP4 recombinant (1 µg/mL) induit une 

augmentation de l’expression de ACTA2 (moyenne fold change = 3,4). De même, l’expression 
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du gène COL1A1 est aussi significativement augmenté dans ces conditions comparativement 

à la condition sans FP4 (moyenne fold change = 2,4, p < 0,05). Cependant, pour toutes les 

autres conditions évaluées son expression est stable ou même diminuée par rapport au 

contrôle.  

 

 

Figure 6. Effet des différentes conditions atmosphériques de culture et du FP4 sur l’expression 

des gènes ACTA2 et COL1A1 par les fibroblastes cardiaques. (A) En l’absence de FP4, les 

conditions de culture modifient l’expression des gènes ACTA2 et COL1A1 (n = 3 pour 5/24h, n 

= 2 pour 1/24h, * : p < 0,05). (B) Effet du FP4 recombinant (FP4r) ou purifié (FP4p) à 1 ou à 5 

µg/mL sur l’expression des gènes ACTA2 et COL1A1 par les fibroblastes cardiaques en 

condition d’ischémie-reperfusion. Le temps d’ischémie était de 5 heures (5/24h, n = 3) ou 1 

heure (1/24h, n = 2) suivi de 24 heures de reperfusion, * : p < 0,05.  
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2. Influence du FP4 sur la viabilité des HCF-av et des cardiomyocytes 

a. Fibroblastes cardiaques (HCF-av) 

Le test Annexine V – PI a été utilisé pour évaluer l’effet du FP4 sur la viabilité des fibroblastes 

cardiaques. Les résultats obtenus en normoxie (figure 5A) et en ischémie-reperfusion (figure 

5B) sont présentés sur la figure 5. Ainsi, le pourcentage de cellules vivantes, c’est-à-dire 

doubles négatives, ne varie pas en fonction de la présence ou non de FP4 recombinant ou 

purifié (pourcentage de cellules vivantes > à 90% avec l’ensemble des conditions). De même, 

l’ischémie n’entraîne pas de changement sur le pourcentage de cellules vivantes par rapport 

à la culture des fibroblastes cardiaques en normoxie uniquement.  

 

 

Figure 7. Effet du FP4 recombinant (FP4r) ou purifié (FP4p) à 5 µg/mL sur la viabilité des 

fibroblastes cardiaques (HCF). En abscisse le marquage Annexine V-FITC et en ordonnée le 

marquage PI. La population Q1 correspond aux cellules qui marquent le PI uniquement (FITC 

– PI +), la population Q2 aux cellules qui marquent le PI et l’annexine V (FITC + PI +), la 

population Q3 aux cellules négatives pour les 2 marqueurs (FITC – PI –) et la population Q4 

correspond aux cellules ne marquant que l’annexine V (FITC + PI –). (A) Viabilité des 

fibroblastes après culture en normoxie (24h). (B) Viabilité des fibroblastes en condition 

d’ischémie (5h) puis reperfusion (24h de normoxie +/- FP4 5 µg/mL).  
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b. Cardiomyocytes (lignée AC16) 

L’effet du FP4 sur la viabilité de la lignée de cardiomyocytes AC16 a aussi été évaluée en 

normoxie et en condition d’ischémie-reperfusion. Cependant, suite à un problème technique 

avec le marquage PI, seul le marquage avec l’annexine V-FITC était interprétable. En condition 

de normoxie (figure 6A), le pourcentage de cellule AC16 en apoptose est environ deux fois 

plus important lorsque ces cellules sont incubées 24h en présence de FP4 recombinant ou 

purifié par rapport à la condition contrôle (32,6 % et 34,3 % vs 15,4 % ; respectivement). Des 

résultats similaires sont obtenus dans les conditions ischémie-reperfusion avec une 

augmentation du nombre de cellules en apoptose après incubation avec du FP4 recombinant 

ou purifié (49,2 % et 44,5 % vs 22,9 % ; respectivement). Cependant, ces résultats ont été 

obtenus sur une seule expérience et doivent être confirmés sur un plus grand nombre de 

manipulations.   

 

 

Figure 8. Effet du FP4 recombinant (FP4r) ou purifié (FP4p) à 5 µg/mL sur la viabilité des 

cardiomyocytes (AC16). En abscisse le marquage Annexine V-FITC. La population Q3 

correspond aux cellules négatives pour l’annexine V-FITC et le PI (FITC – PI –) et la population 

Q4 correspond aux cellules ne marquant que l’annexine V (FITC + PI –). (A) Viabilité des 
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cardiomyocytes après culture en normoxie (24h). (B) Viabilité des cardiomyocytes en 

condition d’ischémie (5h) puis reperfusion (24h de normoxie +/- FP4 5 µg/mL). 

 

3. Effet des Ac anti-FP4 

Afin de limiter la capacité des Ac chimérique anti-FP4 à interagir avec les FcγR qui sont 

potentiellement exprimés à la surface des fibroblastes cardiaques, les Ac (5B9, 1C12 et 1E12) 

ont été déglycosylés dans un premier temps. Après purification des Ac déglycosylés, 1E12 et 

1C12 se lient au FP4 seul avec des valeurs de DO équivalentes à celles obtenues avec les 

formes natives de ces Ac (DO = 1,2 vs 1,4 pour 1E12 vs d1E12, DO 1,6 vs 1,5 pour 1C12 vs 

d1C12) (Figure 7A). De même, avec l’Ac 5B9 qui reconnait le complexe FP4/héparine, la liaison 

à ce complexe est similaire que l’Ac soit déglycosylé ou non (respectivement DO = 3 vs 3,2).   

Cependant, afin de vérifier que le Fc des formes déglycosylés des Ac sont incapables d’induire 

une activation cellulaire via les récepteurs FcgR, ces anticorps ont été incubés avec des 

plaquettes humaines qui expriment le récepteur FcgRIIA. Aucune activation des plaquettes n’a 

été objectivées avec les formes déglycosylés (libération de sérotonine radiomarquée < 20% 

pour les 3 Ac) alors que les formes natives des Ac induisent une forte activation plaquettaire 

(> 80 % libération de sérotonine radiomarquée) (figure 7B).    

L’effet des Ac anti-FP4 déglycosylés (50 µg/mL) a ensuite été évalué avec les fibroblastes 

cardiaques incubés en présence de FP4p (5 µg/mL) durant 24h en normoxie. Ainsi, l’effet du 

FP4 sur l’expression d’αSMA est diminué en présence des 3 Ac déglycosylés et notamment 

avec d1C12. En effet les fold change varient de 1,6 en présence de FP4p à 1,2 lorsque d1E12 

est ajouté, et à 0,95 en présence d1C12. Avec d5B9 le fold change est de 1,3. En revanche 

l’expression du gène COL1A1 en présence de FP4p n’est pas augmentée lors de cette 

expérience, l’effet des Ac n’est donc pas interprétable pour ce gène (figure 7C). 
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Figure 9. Effet du FP4 et des Ac anti-FP4 déglycosylés sur l’expression des gènes ACTA2 et 

COL1A1 par les fibroblastes cardiaques après 24h en normoxie en présence de FP4 purifié à 5 

µg/mL +/- Ac (d1E12, d1C12 ou d5B9) à 50 µg/mL. 

 

IV. DISCUSSION ET CONCLUSION 

L’objectif de notre étude était d’évaluer l’effet du FP4 sur les fibroblastes cardiaques 

humain. Au cours de ce travail nous avons montré qu’en condition de normoxie le FP4 induit 

une augmentation de l’expression des ARNm des gènes ACTA2 et COL1A1 codant 

respectivement pour l’αSMA et le collagène de type I.   Des résultats similaires avaient 

récemment été obtenus avec les fibroblastes cutanés cultivés 24h en normoxie en présence 

de FP4 recombinant (2 et 5 µg/mL) (moyenne fold change = 1,7 et 2 respectivement pour le 

gène ACTA2) (20). Ces résultats suggèrent que le FP4 induit une différenciation des 

fibroblastes vers un phénotype myofibroblastique en condition de normoxie. Cependant, dans 

notre étude nous avons utilisé 2 types de FP4 différents soit purifié à partir de plaquettes 

humaines soit recombinant, produit par la bactérie E. coli. Ainsi, des effets doses différents 



 
 

30 

sont observés en fonction du type de FP4 qui est incubé avec les fibroblastes cardiaques. En 

effet, le FP4 recombinant semble avoir un effet plus important lorsqu’il est utilisé à une 

concentration de 1 µg/mL vs 5 µg/mL alors que le FP4 purifié semble induire une 

différenciation des fibroblastes plus importante à une concentration de 5 µg/mL. Ces 

différences observées pourraient s’expliquer par la composition du FP4 utilisé. En effet, le FP4 

est une chimiokine formée de quatre monomères identiques de 7,8 kDa, en circulation, les 

monomères de FP4 s’associent spontanément afin de former des dimères. Les dimères 

s’assemblent ensuite dos à dos par des liaisons non-covalentes au niveau des zones 

hydrophobes des feuillets bêta pour former des tétramères d’environ 32 kDa (25). En solution, 

le pH et la force ionique influencent significativement les réactions d’association des 

monomères en dimères et des dimères en tétramères. Par exemple, un pH inférieur à 4 

favorise l’état monomérique alors qu’un pH physiologique conduit à la formation de dimères 

et de tétramères et une augmentation de la force ionique permet de stabiliser la formation 

des tétramères de FP4 (26). La proportion de chacune de ces entités (monomère, dimère et 

tétramère) dans les solutions utilisées pourrait ainsi modifier les effets du FP4.   

Par ailleurs, le mécanisme d’action de l’effet profibrotique du FP4 n’est à ce jour pas connu et 

reste à déterminer. Deux récepteurs au FP4 ont été identifié CXCR3B ou CCR1, et il est 

intéressant de noter que CCR1 est impliqué et favorise la fibrose hépatique chez la souris et 

que son inhibition par un inhibiteur pharmacologique (BX471) réduit son effet profibrotique 

(27,28). Outre ces 2 récepteurs, le FP4 se lie par l’intermédiaire des résidus lysine et arginine 

exposé à sa surface à des molécules chargées négativement. Parmi celles-ci se trouvent les 

glycosaminoglycanes (GAG), les sulfates naturels (sulfate de chondroïtine, sulfate d'héparane) 

exprimé à la surface cellulaire. Les GAG sont notamment impliqués dans les mécanismes 

d’adhésion cellulaire et de migration, et de plus en plus d'études suggèrent que les 

protéoglycanes, très probablement en association avec une chaîne de signalisation protéique, 

peuvent servir de récepteur fonctionnel à certaine cytokine dont le FP4 pourrait faire partie 

(29).  

Nous avons aussi étudié au cours de ce stage l’effet du FP4 sur les fibroblastes cardiaques en 

condition d’ischémie-reperfusion. Nous avons ainsi montré une expression du gène ACTA2 

augmentée lorsque les fibroblastes étaient placés 1h en ischémie puis 24h en normoxie en 

présence de FP4. En revanche seul de FP4 recombinant (1 µg/mL) semble avoir un effet sur 
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l’expression d’ACTA2 et de COL1A1 après 5h d’ischémie. Cependant, ces résultats sont à 

nuancer par le faible nombre d’expériences réalisées (n= 2 ou 3) et la variabilité de notre 

modèle. Le modèle choisi est en effet une culture primaire de fibroblastes cardiaques, les 

cellules sont donc directement issues de ventricules cardiaques adultes humains. C’est un 

modèle qui présente une variabilité notable malgré l’utilisation restreinte des fibroblastes 

entre le passage 4 et 5 lors des expériences. En effet, différentes populations de fibroblastes 

cardiaques sont ainsi décrites avec des profils d’expression génique différents (figure 8). Les 

fibroblastes résidents ont un faible niveau de prolifération et n’expriment pas l’αSMA ni la 

périostine. En cas de lésion, une partie des fibroblastes s’active et prolifère exprimant plus de 

collagène ou de périostine. Finalement parmi ces fibroblastes activés, certains se différencient 

en myofibroblastes et exprimeront l’αSMA. Afin de préciser l’état de différenciation des 

fibroblastes il serait intéressant par la suite d’utiliser d’autres marqueurs comme la périostine 

pour distinguer les fibroblastes activés des myofibroblastes.  

 

 

 

Figure 10. Catégories de fibroblastes cardiaques résidents. Modifié d’après Tallquist MD, 

Molkentin JD (3) 

Dans un second temps, nous avons évalué l’effet du FP4 sur la viabilité des fibroblastes 

cardiaques et des cardiomyocytes. La viabilité des fibroblastes cardiaques n’est pas modifiée 

par la présence de FP4 recombinant ou purifié, que les cellules soient placées en normoxie ou 

en condition d’ischémie-reperfusion. En revanche, nous avons montré une mortalité par 
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apoptose environ deux fois plus importante de la lignée de cardiomyocyte AC16 en présence 

de FP4 recombinant ou purifié (5 µg/mL). Un effet inhibiteur du FP4 a précédemment été 

décrit concernant la prolifération et la migration des cellules endothéliales mais le mécanisme 

sous-jacent n’a pas été identifié (30,31). Cet effet pro-apoptotique du FP4 sur la lignée 

cellulaire AC16 doit cependant être confirmé sur un plus grand nombre d’expériences mais 

doit aussi être évalué sur un autre modèle cellulaire. En effet, les cellules AC16 ont été 

immortalisées par transformation avec la séquence T du SV40 et bien que ces cellules aient 

conservé des marqueurs de cardiomyocytes, elles ont perdu notamment leurs propriétés 

contractiles. Il serait donc intéressant d’utiliser des cardiomyocytes isolés ou un modèle de 

cellules souches pluripotentes induites (iPSC) différenciées en cardiomyocytes (32). Ce dernier 

est en cours de développement au laboratoire.  Ainsi, l’effet du FP4 sur la viabilité et les 

propriétés contractiles des iPSC différenciées en cardiomyocytes pourront être étudiés.    

A terme, le rôle du FP4 dans la fibrose cardiaque et sur la fonction cardiaque pourrait être 

étudié in vivo à l'aide d’un modèle de souris génétiquement modifiées, telles que des souris 

déficientes en FP4 murin (mPF4-/-) et des souris exprimant le FP4 humain (hPF4/mPF4-/-) 

obtenues auprès de notre collaborateur le Pr. S. McKenzie (Philadelphie, Etats-Unis). L’I/R 

cardiaque sera induite par la ligature transitoire de l’artère coronaire gauche établie au 

laboratoire par le Pr T. Bourguignon. La fonction cardiaque des souris pourra alors être 

analysée par échographie cardiaque et une étude histologique permettrait de quantifier 

ensuite la taille de l’infarctus, la fibrose et le recrutement de cellules inflammatoires à 

différent temps post-ischémie. 

Si les effets délétères du FP4 sur la différenciation des fibroblastes cardiaque et les 

cardiomyocytes sont confirmés, cette chimiokine serait une nouvelle cible thérapeutique 

intéressante pour réduire les lésions d’ischémie-reperfusion. Nous avons ainsi testé in vitro 

l’effet inhibiteur de 3 Ac monoclonaux anti-FP4 différents précédemment développés au 

laboratoire.  L’Ac d1C12 inhibe totalement l’augmentation d’expression d’αSMA induite par 

le FP4 purifié alors que les 2 autres (d1E12 et d5B9) ne l’inhibent que partiellement. Il est 

intéressant de noter que les Ac 1E12 et 1C12 se lient au FP4 au niveau des mêmes acides 

aminés que les glycosaminoglycanes (GAG) ou l’héparine alors que pour 5B9, la liaison au FP4 

est possible uniquement s’il est complexé aux GAG ou à l’héparine (22,23). Ainsi, l’effet 

inhibiteur de ces anticorps vis-à-vis du FP4 pourrait être expliqué par la différence de 
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spécificité mais nos résultats obtenus doivent être confirmés sur d’autres expériences. De 

plus, il sera aussi indispensable dans le futur d’évaluer l’effet de ces Ac in vivo dans le modèle 

de souris hPF4/mPF4-/- pour étudier leur efficacité thérapeutique sur les lésions d’I/R et 

notamment la fonction cardiaque et la fibrose cardiaque. 
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