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RESUME

L’hypertension artérielle (HTA) est ’'une des pathologies les plus fréquentes et les plus préoccupantes
des pays occidentaux. Elle est souvent associée au surpoids, a des maladies rénales, cardiaques et aussi a
un dysfonctionnement du systéme endocrinien. Les désordres vasculaires compliquant I’HTA induite
par le traitement par 1’érythropoiétine recombinante (r-HuEPO) chez les patients ayant une maladie
rénale chronique ou en lien avec une perturbation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA),
associent une augmentation de la rigidité artérielle, une dysfonction endothéliale, un déséquilibre
endothéline-1/monoxyde d’azote (ET-1/NO) et un état inflammatoire. L'inflammation vasculaire
contribue a la physiopathologie de I'HTA par 1’augmentation du stress oxydatif et l'activation des
cellules immunitaires. Plusieurs études ont suggéré que le systéme immunitaire est impliqué dans le
développement des maladies cardiovasculaires. Cependant le réle des lymphocytes T régulatrices (Treg)
dans I'HTA ou d'autres formes de maladies cardio-vasculaires, reste encore largement inconnu. Bien que
la majorité des études ont montré que ’HTA induite par I'r-HUEPO est associée a une dysfonction
endothéliale et a un déséquilibre du rapport (ET-1/NO), les mécanismes exacts restent a étre identifier.
Plusieurs études ont montré que 1’exercice physique d’endurance prévient ’'HTA chez les patients ou les
modeles animaux. L’objectif de la premiére partie du travail est d’étudier I’impact du shear stress et de
I’exercice sur les désordres vasculaires et ’HTA induits par I’r-HuEPO, en présence d’un déséquilibre
endothélial (ET-1/NO). Pour ce faire, trois environnements ont été utilisés (in vitro (cellules en culture),
ex vivo (artéres mésentériques) et in vivo (souris transgéniques sur-exprimant I’ET-1 au niveau de
I’endothélium). Nos résultats montrent que l'association L-NAME/r-HUEPO est responsable d'une
vasoconstriction flux-dépendante et une augmentation accrue du shear stress correspondant (plus de 25
dyn/cmz). Le Bosentan, inhibiteur non sélectif des récepteurs de I’ET-1, empéche la vasoconstriction
flux-dépendante engendrée par la combinaison L-NAME/rHu-EPO, sans pour autant corriger la
vasodilatation; Le traitement des souris transgéniques eET-1 avec I’r-HuEPO augmente la pression
artérielle systolique, la concentration plasmatique en ET-1, le stress oxydatif, Dinfiltration des
monocytes et des macrophages aortiques (MOMA-2), le taux des cytokines pro-inflammatoire INF-y,
TNF-a et IL-6 et exacerbe la dysfonction endothéliale. L.’exercice physique prévient tous les effets
délétéres engendrés par I’administration de I’r-HuEPO. Il est a noter aussi que 1’exercice augmente le
nombre des cellules Foxp3 positives dans la rate et le cortex rénal.

Quant a la deuxiéme partie, il s'agissait de tester 1’effet du transfert adoptif des Treg sur 'HTA et les
désordres vasculaires induits par 1’administration d’angiotensine II ou d’aldostérone a des souris. Nos
résultats montrent que le transfert adoptif des Treg prévient I’hypertension artérielle induite par I’ Ang 11,
I’altération de la vasodilatation endothélium-dépendante, prévient I’augmentation de la rigidité des
arteres mésentériques, diminue le stress oxydatif et les taux plasmatiques des cytokines pro-
inflammatoires (INF-y, TNF-a et IL-6), ainsi que I’infiltration aortique et rénale des macrophages. Le
transfert adoptif des Treg prévient partiellement 1’augmentation de la pression artérielle systolique
induite par I’Aldo, prévient I’altération de la vasodilatation endothélium-dépendante et le remodelage
hypertrophique des artéres mésentériques, diminue le stress oxydatif et l’infiltration des cellules
immunitaires inflammatoires. Le transfert adoptif des cellules T effectrices (Teff) exacerbe la majorité
des effets de I’Aldo. Nos résultats justifient, d’'une part, 'importance de I’exercice comme outil
préventif de ’'HTA induite par I'r-HuEPO, et d’autre part, présentent les Treg comme élément essentiel
dans la modulation de ’'HTA et des désordres cardiovasculaires.

Mots clés: Hypertension, cellules T régulatrices, shear stress, endothéline-1, exercice, r-HuEPO.



ABSTRACT

Hypertension (HTN) is one of the most frequent disease and is of greatest concern in Western countries.
HTN is often associated with overweight, kidney, heart and endocrine system disease. Vascular
disorders, associated with HTN induced by erythropoietin (r-HuEPO) treatment in chronic kidney
disease or in case of disruption of the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), associated increase
in arterial stiffness, endothelial dysfunction, unbalanced endothelin-1/nitric oxide ratio (ET-1/NO) and
inflammation. Vascular inflammation contributes to the pathophysiology of hypertension by increasing
oxidative stress and activation of immune cells. Several studies have suggested that the immune system
is involved in the development of cardiovascular disease. However, the role of regulatory T cells (Treg)
in HTN and other forms of cardiovascular diseases remains largely unknown. In addition, most of the
studies have shown that hypertension induced by r-HuEPO is related to endothelial dysfunction and the
ratio (ET-1/NO). The exact mechanisms remain to be identified. Several studies have shown that
physical exercise prevents HTN in patients or animal models. The aim of the first part of this work is to
study the impact of shear stress and exercise on HTN and vascular disorders induced by r-HuEPO, in the
presence of an endothelial imbalance (ET-1/NO). This was carried out in three settings: in vitro (culture
cells), ex vivo (mesenteric arteries) and in vivo (transgenic mice overexpressing ET-1 in endothelial
cells). Our results show that the association L-NAME/r-HuEPO is responsible for a significant decrease
in intravascular diameter, in response to elevated intravascular flow resulting in a flow-dependent
vasoconstriction and increased corresponding shear stress (more than 25 dyn/cm?). Bosentan (a non-
selective antagonist of ET-1 receptors) inhibits flow-dependent vasoconstriction induced by the
combination L-NAME/rHu-EPO without correcting vasodilation. Treatment of ET-1 transgenic mice
with r-HuEPO increases systolic blood pressure, ET-1 plasma concentration, oxidative stress, infiltration
of aortic monocytes and macrophages (MOMA-2), pro-inflammatory cytokines levels INF-y, TNF-a and
IL-6 and exacerbate endothelial dysfunction. Exercise prevents all the deleterious effects of r-HuEPO. It
is also noteworthy that exercise increases the number of Foxp3-positive cells in the spleen and renal
cortex. Then, the second aim of our study was to test the effect of adoptive transfer of Treg cells on HTN
and vascular disorders induced in mice treated with angiotensin II (Ang II) or aldosterone (Aldo). Our
results show that adoptive transfer of Treg prevents Ang II induced hypertension, endothelial
dysfunction, prevents stiffness of mesenteric arteries, decreases oxidative stress and plasma levels of
pro-inflammatory cytokines (IFN-y, TNF-o and IL-6) and the aortic and renal infiltration of
macrophages. Adoptive transfer of Treg prevents the increase in systolic blood pressure induced by
Aldo, prevents impaired endothelium-dependent vasodilatation and hypertrophic remodelling of
mesenteric arteries, decreases oxidative stress and infiltration of inflammatory immune cells. The
adoptive transfer of T effectors cells (Teff) exacerbates the majority of the Aldo effects. Our results
justify, on one hand, the importance of exercise as a preventive tool for hypertension induced by r-
HuEPO, and on the other hand, highlight the role of Treg as an essential component in the modulation of
hypertension and cardiovascular disorders.

Keywords: hypertension, regulatory T cells, shear stress, endothelin-1, exercise, r-HuUEPO.
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GLOSSAIRE

Akt : protéine kinase B

APC : cellules présentatrices d’antigéne (antigen-presenting cell)

Ang II: angiotensine II

Aldo: aldostérone

ATI: récepteurs type 1 de I’angiotensine 1

ARBs: les bloqueurs des récepteurs de 1'angiotensine 11 (Adngiotensin Il receptor blockers)
ARNm: acide ribonucléique messager

Ca®": calcium

CE: cellules endothéliales

COX-2: cyclo-oxygénase-2

DC : cellules dendritiques (dendritic cells)

EDHEF : facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (endothelium-derived
hyperpolarizing factors)

eNOS : NO synthase endothéliale (endothelial nitric oxide synthase)

EPO : érythropoiétine

EPOR : récepteurs spécifiques a ’EPO

ET-1 : endothéline-1

ETA et ETB : récepteurs type A et B de I’endothéline-1

GCs : guanylate cyclase soluble

ECA : enzyme de conversion de l'angiotensine I

EPC : cellules précurseurs endothéliales (endothelial precursor cells)

FACS : Tri cellulaire activé par fluorescence (Fluorescence-activated cell sorting)
FOXP3 : marqueurs spécifique des Treg (X-linked forkhead/winged helix-3)

G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase

HTA : hypertension artérielle

HDL-c : cholestérol des lipoprotéines de haute densité (High density lipoprotein cholesterol)
H,0, : peroxyde d’hydrogene

H,O : I’eau

ICAM-1 : molécule d’adhésion intracellulaire-1 (/ntercellular adhesion molecule-1)

IL-6 : interleukine-6

IL-4 : interleukine-4

IL-10 : interleukine-10

IRC : insuffisance rénale chronique

IFN-y : interféron-y

INK : c-Jun-N-terminal kinase

LDL-c : cholestérol des lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein-cholesterol)
L-NAME : N-nitro-L-arginine methyl ester

LPS : lipopolysaccharide

MAP-Kinase : protéine-kinase activée par les mitogénes (Mitogen-activated protein kinase)
MMP9 : métalloprotéinases 9

MMP?2 : métalloprotéinases 2

MEC : matrice extra-cellulaire

MCP-1 : protéine chémotactique de monocytes de type 1 (monocyte chemotactic protein-1)
MCYV : maladies cardiovasculaires



MR : récepteurs des minéralocorticoides

NADPH oxydase : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase
NF-kappa B : facteur nucléaire-kappa B

NO: monoxyde d’azote (nitric oxide)

NOS: NO synthase (nitric oxide synthase)

NK : cellules naturelles tueuses (Natural killer cells)
*O2-: anion superoxide

PA : Pression artérielle

PAS : Pression artérielle systolique

PGI2: prostacycline

Q: débit cardiaque

R: résistances périphériques vasculaires totales

r-HuEPO : érythropoiétine recombinante humaine. (recombinant human erythropoietin)

ROS: Espéces réactives de l'oxygene (Reactive oxygen species)
RONS: ROS natives et azotées

Shear stress: forces de cisaillement

SHR: rats spontanément hypertendus

SNP : nitroprussiate de sodium

SRAA : systéme rénine-angiotensine-aldostérone

SOD: superoxyde dismutase

SC: sous-cutanée

IV : intraveineuse

Treg : cellules T régulatrices

Teff : cellules T effectrices

Thl: cellules T auxiliaires (T helper cells)

TCR : récepteurs des cellules T (T cell receptor)

TGF-P : Facteur de croissance (Transforming growth factor)
TNF-a : facteur de nécrose tumorale (Tumor necrosis factor-o.)
VCAM-1: molecule d’adhésion vasculaire-1 (Vascular cell adhesion molecule)
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La pression artérielle (PA) est déterminée par le débit cardiaque (Q), le volume
sanguin et les résistances périphériques vasculaires totales (R) tel que PA=QxR. Les
¢lévations passageres de la pression artérielle (par exemple a I’occasion d’un effort ou d’une
émotion) sont liées principalement a une stimulation de la fonction cardiaque et une
augmentation du débit cardiaque. Il existe cependant plusieurs autres causes qui font
intervenir des facteurs vasculaires a ’origine de 1’élévation des résistances périphériques
vasculaires, notamment la stimulation sympathique, la réduction de la masse néphronique, la
stimulation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), le déséquilibre dans la
production des substances vasoactives notamment 1’endothéline-1 (ET-1) et le monoxyde
d’azote (NO) ainsi que les traitements thérapeutiques a base d'hormones de synthése comme

I’érythropoiétine recombinante humaine (r-HuEPO).

La r-HuEPO est une glycoprotéine thérapeutique reconnue pour traiter ’anémie. Son
utilisation n’est cependant pas sans risque pour la fonction cardiovasculaire. En réponse a une
vasoconstriction artérielle et/ou une hyperviscosité sanguine induite par son utilisation
chronique, lorsqu'elle est administrée chez les insuffisants rénaux (Krapf et Hulter 2009), la r-
HuEPO augmente la pression artérielle et peut aggraver une hypertension artérielle (HTA)
déja existante. Parmi les ¢léments impliqués dans I’HTA induite par la r-HuEPO citons le
systeme de ’ET-1 (Rodrigue et al. 2003), I’inflammation, le stress oxydatif (Rancourt et al.
2010) et le SRAA (Lebel et al. 2006).

Le SRAA est I'un des régulateurs les plus importants de la PA. Il implique
I’angiotensine II et I'aldostérone comme effecteurs. Le SRAA agit au niveau circulatoire,
endocrinien et tissulaire. C’est le médiateur principal de la vasoconstriction, la prolifération
cellulaire et la rétention de sodium (Hsueh et Wyne 2011). Il agit sur les vaisseaux, le rein et
le coeur pour contrdler la PA. Les études faites sur le SRAA ont permis d’établir plusieurs
approches thérapeutiques afin de comprendre et de controler de facon efficace les différents
risques cardiovasculaires induits par le SRAA (Alreja et Joseph 2011). En cas d'HTA,
l'activation chronique du SRAA conduit a la dysfonction endothéliale, I’augmentation du
tonus vasculaire, la fibrose et la thrombose (Rautureau et al. 2011). Comme la r-HuEPO, le
SRAA participe également au processus inflammatoire associ¢ a I’HTA (Li et al. 1998;
Rautureau et al. 2011).

L’HTA induite par le traitement avec la -HuEPO ou par la sollicitation du SRAA est
12



donc associée & un processus inflammatoire vasculaire et un stress oxydatif (Rancourt et al.
2010; Rautureau et al. 2011). L'inflammation joue un rdle clé dans le remodelage et la
croissance vasculaire, ainsi que la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLV). Elle entraine [I’augmentation de [’expression des molécules d'adhésion,
I’extravasation des leucocytes, l'activation des cellules immunitaires, la production des

cytokines et I’augmentation du stress oxydatif.

Le stress oxydatif et I’inflammation sont deux processus étroitement liés et qui sont
présents dans tous les désordres vasculaires associés a 'HTA. Ces deux éléments agissent
dans un cercle vicieux, puisque le stress oxydatif stimule I’inflammation via la production des
cytokines, 1'adhésion moléculaire ainsi que l'activation et la prolifération des lymphocytes.
Quant a l'inflammation, elle peut étre a l'origine d'un stress oxydatif en favorisant la

production des radicaux libres oxygénés (ROS) (Barton et al. 2000; Ni et al. 2004).

L’interaction entre certaines populations de leukocytes telles que les neutrophiles,
lymphocytes, monocytes/macrophages et les cellules vasculaires module la fonction
vasculaire et participe a l'athérogénése (Ross 1999). Ceci stimule le stress oxydatif et
I’inflammation a travers l'expression accrue des molécules d'adhésion, des cytokines, des
chimiokines, des métalloprotéinases matricielles et des facteurs de croissance (Ross 1999).
D’ou le réle modulateur du systéme immunitaire dans le développement des désordres
cardiovasculaires notamment I’HTA, comme I’implication des cellules T effectrices (Thl,
Th2, Th17), ou les cellules T régulatrices (CD4+, CD8+, CD25+) qui semblent avoir un effet
opposé a la progression de I’HTA et les désordres vasculaires induits (Harrison et al. 2010;
Leibowitz et al. 2011). Les désordres vasculaires associ¢s a I’HTA, lorsque celle-ci n’est pas
controlée, peuvent avoir plusieurs conséquences et complications graves sur le systéme
cardiaque: hypertrophie, détérioration du muscle cardiaque, insuffisance cardiaque,
insuffisance coronaire, athérosclérose (Schulz et al. 2011). Spasmes, rétrécissement des
artérioles, apparition d'exsudats ou d'hémorragies, d’cedéme papillaire, thrombose, infarctus
du myocarde, accident vasculaire cérébral hémorragique ou ischémique sont autant de
complications associées aux désordres vasculaires (Randall 1991; Schulz et al. 2011).
L'altération de la fonction rénale est souvent trés précoce et modérée, mais elle est susceptible
de s'aggraver progressivement pour atteindre 1’insuffisance rénale.

Alors que le stress oxydatif et le systéme inflammatoire sont trés impliqués dans la
13



physiopathologie de I’HTA et les désordres vasculaires induits (Meng et al. 2003; Rodriguez-
Iturbe et al. 2003), I’exercice améliore la fonction endothéliale (Gielen et al. 2003), diminue
le stress oxydatif (Adams et al. 2005) et joue un role anti-inflammatoire (Hopps et al. 2011).
C’est un élément reconnu scientifiquement essentiel dans la prévention des maladies
cardiovasculaires et un moyen thérapeutique efficace, sans aucun effet secondaire. L’exercice
peut aussi agir sur le stress oxydatif et I’inflammation via des parameétres immunitaires
(Petersen et Pedersen 2005). Le systéme immunitaire est impliqué dans les désordres
cardiovasculaires selon une balance entre 1’effet délétere des cellules T effectrices et 1’effet
bénéfique des cellules T régulatrices, ces derniers peuvent étre la base d’une nouvelle

stratégie thérapeutique dans le traitement de I’HTA.

L’objectif de ce travail sera d’étudier la physiopathologie expérimentale des désordres
vasculaires induits par un traitement r-HuEPO ou l'activation du SRAA. Par ailleurs, deux
stratégies thérapeutiques (I’exercice ou le transfert des cellules T régulatrices) semblent
exercer des propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydatives. Une part importante de ce
travail sera consacrée a I'é¢tude des effets de 1'exercice ou du transfert des cellules T régulatrice
sur les parametres des désordres vasculaires induits par le traitement r-HuEPO ou I'activation

du SRAA, souvent associés a une stimulation de la cascade inflammation/stress oxydatif.
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I. Les désordres vasculaires associes a I’hypertension artérielle
(HTA)

L’HTA est I’un des facteurs de risque majeurs des maladies cardiovasculaires (MCV).
10 & 15 % de la population francaise est concernée par ’'HTA. Le nombre de personnes
traitées est en croissance constante (8,6 a 10,5 millions entre 2000 et 2006). La prise en
charge a colté preés de 2,3 milliards d'euros en 2006, rien que pour les médicaments
antihypertenseurs. Chez deux patients traités sur trois, I’HTA n’est pas suffisamment
controlée et ce chiffre est encore plus élevé pour les patients a haut risque cardiovasculaire: 85

% des diabétiques et 95 % des insuffisants rénaux.

La pression artérielle est un parametre dynamique régulé par de nombreux facteurs
(Fig. 1). Le débit cardiaque, les résistances périphériques vasculaires sont des parametres
hémodynamiques qui influencent directement, a court terme, la pression artérielle (PA). A
long terme, les mécanismes rénaux et volumiques ajustent la balance sodée. Par ses fonctions

endocrines, le rein assure une augmentation de la natriurése devant toute élévation de PA.

Facteurs Conséquences Progression
physiopathologiques hémodynamiques de la maladie
—»| Hyperactivation Maladies
neurohumorale cardiovasculaires

_,T Inapropriée du
Débit cardiaque
|, Anomglies
Métaboliques »> o
viellissement

PAS J'

> Anomalies T Résistance T

vasculaires \!a_lsul:au_re
périphérique

Perte de néphrons
L, Rétention
hydosodée
L > Régiqité
artérielle Insuffisance rénale
L, Facteurs terminale
exogénes

Figure 1. Physiopathologie de ’'HTA.
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L'HTA est associ¢e a des modifications vasculaires caractérisées par le remodelage
vasculaire, la dysfonction endothéliale et I'hyperréactivité vasculaire. Les processus
cellulaires qui contrélent ces perturbations incluent la croissance vasculaire des CMLYV,
I'apoptose, la fibrose, la calcification, le stress oxydatif et des altérations des voies
signalétiques des cellules endothéliales et des cellules contractiles vasculaires.
L’inflammation associée a une infiltration des macrophages et une expression accrue des
geénes pro-inflammatoires contribue aussi au remodelage vasculaire et aux altérations
fonctionnelles qui I'accompagne (Savoia et al. 2011). La plupart de ces altérations vasculaires
sont observées suite a un traitement avec 1’angiotensine II (Ang II) (Marchesi et al. 2008),
I’aldostérone (Aldo) (Hershon 2011; Russo et al. 2007) ou I'r-HuEPO (Heidenreich et al.
1991).

1. Le remodelage vasculaire

L’augmentation des résistances périphériques artérielles, au cours de I’ HTA, est due
aux changements structuraux et fonctionnels identifiés par le remodelage vasculaire (Haddy et
al. 1968; Rizzoni et Agabiti-Rosei 2011). Le remodelage est un processus adaptatif des
cellules vasculaires, caractérisé¢ par des modifications morphologiques de la paroi vasculaire
(changement de diametre et d’épaisseur). Il implique la production ou la dégradation de la
matrice extracellulaire, la prolifération, la migration et la mort cellulaire (Gibbons and Dzau
1994). Le remodelage vasculaire est stimulé par des facteurs locaux (par exemple les peptides
vasoactifs et le stress oxydatif). Il peut étre externe hypertrophique (grosses artéres) et interne

eutrophique ou hypertrophique (les petites artéres de résistance) (Fig. 2).
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Grosses Artéres Artéeres de résistances
Remodelage externe Remodelage interne

Normotensive Hypertensive Normotensive Hypertensive

Remodelage
ypertrophique

) Remodelage
eutrophique

Figure 2. Remodelage vasculaire dans les grosses artéres (remodelage externe) et les artéres de
résistances (remodelage interne): cause et/ou conséquence de I’hypertension artérielle. (Schiffrin

2004).

Le remodelage vasculaire externe se caractérise par une augmentation du diameétre de
la lumiere et des modifications des protéines de la matrice extra-cellulaire (MEC) suite a
l'activation séquentielle de la NO synthase endothéliale (eNOS) et de la matrice
métalloprotéinase9 (MMP9) (Dumont et al. 2007; Freidja et al. 2011; Schiffrin 2004; Sharifi
et Schiffrin 1997). Bien que les mécanismes moléculaires qui déclenchent le remodelage
vasculaire, ne soient pas bien compris, la production de NO semble étre cruciale dans le
processus du remodelage vasculaire. En réponse a 1'élévation des contraintes mécaniques et
pressives que regoit la paroi artérielle en réponse a une élévation de la PA, une production
accrue de NO inhibe la prolifération et induit l'apoptose des CMLV. Le NO stimule les
MMP9 et 2 matricielles qui dégradent les protéines de la MEC (Abbruzzese et al. 1998;
Cooke et Dzau 1997; Yang et al. 2007). Par ailleurs, le remodelage externe est li¢é au
recrutement des cellules inflammatoires, suite a la stimulation par les cellules endothéliales
(CE), de I'expression des molécules d'adhésion spécifiques. Les CE sont sensibles aux forces
de cisaillement ou circonférentielles, liées a I’élévation du flux sanguin et de la PA (Walpola

et al. 1995).
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Le remodelage vasculaire interne se caractérise par une diminution du diamétre
vasculaire interne avec épaississement de ’épaisseur de la média (hypertrophique) ou non
(eutrophique). L'épaississement de la média est associé a la prolifération et I'hypertrophie des
CMLYV et une synthése accrue de la MEC (collagéne, fibronectine et glycosaminoglycanes)
(Touyz et al. 2001). Au cours de I’'HTA, le remodelage hypertrophique peut &tre associé a
I’activation du systéme de I’ET-1 (Schiffrin 2000).

Les vaisseaux qui présentent un remodelage vasculaire eutrophique sont caractérisés
par une diminution du diamétre vasculaire et du rapport média/lumiere (Schiffrin 2004). 11 a
été démontré chez le rat hypertendu, que le remodelage eutrophique est associé a 1’activation

du SRAA (Brassard et al. 2005; Schiffrin 1992).

Le blocage des récepteurs AT1 de I’Ang II empéche le remodelage eutrophique et
réduit la rigidité artérielle en diminuant les composantes non élastiques (collagéne et
fibronectine) (Pu et al. 2008; Brassard et al. 2005). Par ailleurs, le blocage des deux types de
récepteurs AT1/AT2 empéche la croissance cellulaire, réduit la synthése du collagéne de type
I et de I’¢lastine tout en augmentant la rigidité artérielle (Oliverio et al. 1998; Schiffrin 2004).
Ceci suggere I’implication des récepteurs de 1’Ang II dans les changements structuraux au
niveau des artéres de résistance. Le remodelage vasculaire est souvent déclenché par un
stimulus endothélial. A ce niveau, les CE synthétisent et libérent plusieurs facteurs en
réponse & des agents chimiques, hormonaux et aux stimulations mécaniques (exemple forces
de cisaillement). Ils agissent sur le tonus vasculaire, par la synthése et la libération de facteurs
de croissance, ainsi que la différenciation des cellules musculaires lisses et des fibroblastes.
Ceci entraine aussi une stimulation des réponses inflammatoires et de 1'angiogenése (Feletou

et Vanhoutte 2006; Schiffrin 1992).

2. La dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est I’altération des réponses vasomotrices caractérisée par
une réduction de la production ou de la biodisponibilit¢ du NO, une activation de I’agrégation

plaquettaire et de la prolifération des CMLV (Boulanger 1999; Raij 2006). Le tonus
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vasculaire est régulé par l'endothélium. Dans les cellules endothéliales, et en conditions
normales, la NO synthase (eNOS) génére du NO et de la L-citrulline a partir de la L-arginine.
En présence de stimuli chimiques (bradykinine, acétylcholine) ou mécaniques (contrainte de
cisaillement), I’expression de la eNOS augmente ainsi que la production du NO. Le NO active
la guanylate cyclase soluble (GCs) de la CMLV, qui est impliquée indirectement dans
I’inhibition de la libération du calcium (Ca®"), induisant ainsi une vasorelaxation (Brassard et
al. 2005; Munzel et al. 2008). En cas d'HTA, la production des espéces réactives de I'oxygéne
(ROS), spécifiquement I'anion superoxyde (‘O,), augmente au niveau des cellules

endothéliales et tout au long de la paroi vasculaire.

Les ROS sont des inhibiteurs puissants des trois principales voies vasodilatatrices
endothélium-dépendantes: le NO, la prostacycline et le facteur hyperpolarisant dérivé de
I'endothélium (EDHF) (Aubin et al. 2006; Rajagopalan et al. 1996; Kojda et al. 1999; Félétou
et Vanhoutte. 2004; Gao et al. 2001). La dysfonction endothéliale est associée a plusieurs
pathologies retrouvées avec la plupart des facteurs de risque cardiovasculaire (HTA, diabéte
de type 2, vieillissement, hypercholestérolémie, obésité, et tabagisme) (Feletou et Vanhoutte
2006; Munzel et al. 2008; Raij 2006; Taddei et al. 2003). La dysfonction endothéliale liée a
I'HTA est présente au niveau de l'aorte et des artéres de résistances chez les patients et les rats
hypertendus (Brassard et al. 2005; Diep et al. 2002; Feletou et Vanhoutte 2006; Panza 1997,
Virdis et al. 2003). L'inflammation, la vasoconstriction et le remodelage vasculaire (trois
¢léments essentiels de la dysfonction endothéliale), sont directement impliqués dans le

développement de I'hypertension artérielle.

3. Le rdle de la cascade stress oxydatif/inflammation

Le stress oxydatif peut-étre a l'origine d'une augmentation de la pression artérielle de

plusieurs maniéres :

1/ En provoquant une baisse de la biodisponibilit¢ du NO qui favorise I’augmentation des

résistances périphériques vasculaires, la dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire
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(accumulation de la matrice protéique et des CMLYV, migration, transformation et

prolifération des fibroblastes) et 'adhésion des plaquettes et des leucocytes (Vaziri 2008).

2/ Les ROS provoquent une oxydation non enzymatique de l'acide arachidonique des
lipoprotéines et des phospholipides de la membrane cellulaire, ce qui conduit a la génération
des produits vasoconstricteurs pro-inflammatoires (tels que I’isoprostanes) pouvant contribuer
a l'augmentation de la pression artérielle et aux complications cardiovasculaires

(Schnackenberg and Wilcox 1999).

3/ Les ROS peuvent augmenter le tonus des CMLV en augmentant la concentration du

calcium cytoplasmique ionisé ([Ca2+] 1) (Touyz 2005).

Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre la production des ROS et les
défenses anti-oxydatives de 1’organisme. C’est un type d'agression des constituants de la
cellule dii aux ROS natives et azotées (RONS). Dans les circonstances physiologiques
normales, les cellules sont en mesure d'équilibrer la production d'oxydants et d'antioxydants
(comme la catalase et la superoxyde dismutase) pour rétablir 1’équilibre redox. Le stress
oxydatif n’est pas une altération en soi, mais un mécanisme physiopathologique qui survient
lorsque les cellules sont soumises a des niveaux excessifs de ROS, ou a la suite de

I'épuisement des défenses anti-oxydatives (Scandalios 2002).

Les dérivés actifs de I’oxygene sont les produits terminaux de réaction de réduction de
I’oxygene, conduisant a la production du (*O2-), de peroxyde d’hydrogéne (H>O,) et d’eau
(H20). Les principales sources de ROS comprennent la chaine de transport d'électrons
mitochondriale et les enzymes oxydases, telles que la NADPH oxydases, la xanthine oxydase,
la lipoxygénase, la cyclooxygénase, les enzymes du cytochrome P450 et la NOS découplée
(NOSs) (Mueller et al. 2005). Plusieurs études indiquent que les ROS jouent un réle majeur
dans l'initiation et la progression des troubles cardiovasculaires associés a 1'HTA,
I'hyperlipidémie, le diabéte, les cardiopathies ischémiques et l'insuffisance cardiaque
chronique (Taniyama et Griendling 2003). Les ROS peuvent aussi agir en tant que médiateurs
intracellulaires dans le controle de la croissance, la survie et 1’apoptose des cellules

vasculaires (Irani 2000).

L'augmentation du stress oxydatif pourrait jouer un réle important dans 1’élévation de

la pression artérielle (Meng et al. 2003; Meng et al. 2002; Tian et al. 2005) et I'installation de
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I'HTA dans diverses situations pathologiques comme l'insuffisance rénale chronique (IRC), le
diabéte et le syndrome métabolique. Elle peut également étre associée a I’HTA induite par
I’inhibition de la NOS ou par I’Ang II (Vaziri et al. 1998; Vaziri et al. 2005). Inversement,
1'élévation de la pression artérielle provoque un stress oxydatif (Barton et al. 2001; Griendling
et al. 2000). Ces observations suggerent que le stress oxydatif est impliqué dans un cercle

vicieux dans la pathogénéese de 'HTA (Vaziri 2008).

Le role de la NADPH oxydase dans la production de ROS par les phagocytes et les
macrophages est connu depuis des décennies. Plus récemment, le prototype phagocytaires de
la NADPH oxydase, (NOX2) et ses isoformes NOX1, NOX4 et NOXS5 ont été identifiés dans
les cellules endothéliales et les CMLV (Griendling et al. 2000b; Taniyama et Griendling
2003). Les contraintes mécaniques sur la paroi artérielle, I'Ang II et les cytokines pro-
inflammatoires, reconnus comme jouant un réle dans la pathogénése de 'HTA, sont capables
d'activer la NADPH oxydase. (Chabrashvili et al. 2002; Chandramohan et al. 2008; Vaziri et
al. 1998; Zhan et al. 2004).

L’HTA systémique est souvent associée a un processus inflammatoire rénale et
cardiovasculaire (Vaziri et Rodriguez-Iturbe 2006). Ce processus est caractéris€ par
I’infiltration rénale et vasculaire des macrophages et des lymphocytes T (Vaziri 2008). Par
ailleurs, I'augmentation de I’infiltration rénale des macrophages et des lymphocytes T a été
démontrée chez plusieurs modeles d’animaux hypertendus (Bravo et al. 2007; Chandramohan

et al. 2008; Rodriguez-Iturbe et al. 2003).

L’infiltration des cellules immunitaires entraine la production excessive d'anions
superoxyde et I’expression de I'Ang I1. Ces derniers peuvent contribuer au stress oxydatif et
I’HTA (Nava et al. 2003; Rodriguez-Iturbe et al. 2003). L'inflammation joue un réle physio-
pathologique important dans le développement et la progression de l'athérosclérose, mais
aussi de I'HTA et autres maladies associées aux désordres vasculaires (Brasier et al. 2002).
L’HTA est souvent associée a I’inflammation qui contribue a la dysfonction endothéliale
(Viel et al. 2010), a I’augmentation de I’infiltration cellulaire, a la libération des ROS et a
I’activation des macrophages (De et al. 2005). Au cours de I’inflammation [’activation des
macrophages entraine la sécrétion de diverses cytokines, notamment le facteur de nécrose

tumorale (TNFa) qui stimule le processus inflammatoire vasculaire impliqué dans 'HTA
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(Warren and Ralph 1986). L’inflammation contribue a la production des ROS et a
I’épuisement des agents antioxydants, augmentant ainsi le stress oxydatif, qui a son tour est
impliqué dans la dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire et 1’altération de I’activité

du NO; ce qui contribue au développement de I’HTA (Vaziri 2008).

Inversement le stress oxydatif favorise l'inflammation en activant le facteur nucléaire-kappa B
(NF-kappa B) qui a son tour déclenche la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (Vaziri

2008c).

Le stress oxydatif induit l'activation des voies de transduction du signal redox-
sensibles tels que la c-Jun N-terminal kinase (JNK), la protéine-kinase activée par les
mitogénes (MAP-Kinase) (Hehner et al. 2000) et les facteurs de transcription comme NF-
kappa B (impliqué dans plusieurs processus pro-inflammatoires). Par I’activation de NF-
kappa B et de la activator protein 1, le stress oxydatif stimule la production des chimiokines,
des cytokines, 1'adhésion moléculaire ainsi que l'activation et la prolifération des lymphocytes,
ceci entraine ’activation, 1'adhésion et l'infiltration des cellules immunitaires (Vaziri 2008;
Vaziri et Rodriguez-Iturbe 2006). Tous ces ¢léments sont les médiateurs principaux de

I’inflammation.

En revanche, l'inflammation entraine le stress oxydatif principalement via la
production des ROS. Au cours de I’inflammation, les macrophages, les cellules endothéliales,
les CMLYV et les fibroblastes stimulent la production des ROS. Ceci entraine I’épuisement des
enzymes antioxydantes et augmente le stress oxydatif (Vaziri et Rodriguez-Iturbe 2006). 11 a
été démontré que les leucocytes circulants et I’infiltration des cellules immunitaires, au
niveau des reins, stimulent la production des ROS chez les animaux et patients hypertendus

(Barton et al. 2000; Ni et al. 2004; Yoon et al. 2007).

Ainsi, le stress oxydatif et I'inflammation sont impliqués dans un cercle vicieux dans
lequel I’activation de ['un entraine la stimulation de [’autre, avec deux ¢éléments

intermédiaires majeurs: les ROS et NF-kappa B.

La cascade stress oxydatif/inflammation est souvent présente comme un ¢lément
majeur de la physiopathologie de tous les types d’HTA. D’ailleurs, chez des animaux avec
HTA héréditaire ou acquise, il a été découvert une augmentation de ’infiltration tubulo-

interstitielle rénale des lymphocytes T et des macrophages, accompagnée de l'activation de
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I'expression de NF-kappa B (Chandramohan et al. 2008). Les reins jouent un rdle essentiel
dans la régulation de la pression artérielle, surtout a travers le contréle de 1’équilibre sodique
et ’activation du SRAA. Les médiateurs principaux de ’'HTA sel- ou sodium-dépendante au
niveau des reins sont l’inflammation, le stress oxydatif et I’activation du SRAA
(Chandramohan et al. 2008; Rodriguez-Iturbe 2010; Tian et al. 2007; Vaziri and Rodriguez-
Iturbe 2006b).

Le SRAA et la r-HUEPO sont associés a une HTA et des désordres vasculaires comme
le remodelage, la dysfonction endothéliale et la cascade stress oxydatif/inflammation. Nous
allons donc décrire la physio-pathologie hypertensive et le risque cardiovasculaire associé a la

prise de r-HUEPO d'une part et l'activation du SRAA d'autre part.

Il. L'HTA secondaire au traitement r-HUEPO: importance des
facteurs hémodynamiques et des agents vasoactifs dérives de
I'endothélium (ET-1, NO)

L’érythropoiétine (EPO) est une hormone naturelle synthétisée par les cellules
tubulaires du cortex rénal (90 %) et par les cellules de Kupffer du foie (10 %). Sa sécrétion est
une réponse a la diminution de la biodisponibilité en O, dans le sang due a I'hypoxie,
I'hémorragie ou 1'anémie. Son rdle exclusif est de stimuler I’activité érythropoiétique pour
réguler la prolifération, la différenciation et la survie des cellules érythroides, éléments
précurseurs de la formation des hématies, situées dans la moelle osseuse en agissant sur des

récepteurs spécifiques (Lombardero et al. 2011).

L'EPO agit en se fixant sur des récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase
(Fig. 3). Les récepteurs a I'EPO ont été localisés sur les mégacaryocytes (Fraser et al. 1989),
dans le trophoblaste placentaire (Sawyer et al. 1989), les glandes mammaires (Juul et al.
2000), les lymphocytes B (Gogusev et al. 1994), les macrophages de la moelle osseuse (Vogt
et al. 1989) ainsi que les tissus non-érythroides. Il s’agit du cerveau (Masuda et al. 1993), de

la rétine (Grimm et al. 2002), du coeur (Wu et al. 1999), des reins (Westenfelder et al. 1999),
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des cellules musculaires lisses (Ammarguellat et al. 1996) et de I’endothélium vasculaire
(Anagnostou et al. 1994). Ceci a été associé a la découverte de nouvelles fonctions

biologiques de la signalisation endogéne de I'EPO dans les tissus.

Intracellular
EPO Signalling

«Classic» EPO receptor

Putative receptor
for «tissue protection»

Stimulation of

* NO production

* angiogenesis

= endothelial progenitor cells

N

AVANVAVVANFAN

Nucleus
Cytoplasm
Erythrocyte Endothelial Cell
Differentiation Protection

Fig. 3. Récepteur de I’érythropoiétine et la transduction du signal (Fliser et Bahlmann 2008).

En médecine, ’EPO est utilisée surtout pour le traitement des anémies dans plusieurs
maladies comme: I’insufisance rénale chronique, le cancer, I’autotransfusion, la chirurgie, le

sida, ainsi que les maladies hématologiques.

L'EPO-a, I'EPO-B et la darbépoetine-a sont les trois formes commercialisées de

I'érythropoiétine recombinante humaine (r-HuEPO). L’r-HuEPO est utilisée par voie sous-
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cutanée (SC) ou intraveineuse (IV). Sa dose est dépendante de la maladie (généralement 100
Ul/Kg, 2 a 3 fois par semaine). Les différentes formes de I’'r--HUEPO montrent de 1égéeres
différences de structure protéique. Les distinctions les plus marquées sont surtout au niveau
de la glycosylation et du principe de stabilisation utilisé. Ce dernier permet le maintien de
l'activité biologique et la prévention de l'agrégation ou de la dénaturation protéique lors de
l'injection (Guyot et Margueritte 2005). Malheureusement, les résultats cliniques ont
rapidement montré que le traitement par I’r--HuEPO peut étre responsable d'effets secondaires
notamment au niveau cardiovasculaire. En effet, il peut provoquer une HTA et des accidents
thrombotiques tout en contribuant a la croissance des cellules vasculaires et a la coagulation

sanguine.

1. Les effets cardiovasculaires de I’'r-HUEPO

Malgré les effets bénéfiques de I'r-HUEPO sur 1’angiogenése (Chong et al. 2002),
I’infarctus du myocarde (Calvillo et al. 2003; Moon et al. 2003; Parsa et al. 2003) et le
systéme nerveux (Goldberg et al. 1992; Martinez-Estrada et al. 2003), certaines études
suggerent que des taux plasmatiques élevés d'EPO, indépendamment de la concentration
d'hémoglobine, peuvent étre associés a une aggravation de la maladie chez les personnes qui
souffrent d’insuffisance cardiaque (Besarab et al. 1998). L'utilisation de I’r-HuEPO, chez les
patients souffrant d'HTA non controlée, est contre-indiquée puisque 1’administration de ce
produit, d’une facon aigu€ ou chronique, peut aggraver la situation hypertensive (Brown et al.
1989). De méme, le maintien d’un traitement avec de I’'r--HuEPO peut étre a l'origine de
fievres, de vomissements, d’essoufflement et d'infections des voies respiratoires supérieures.
Elle peut avoir comme autres effets, la thrombose vasculaire et entrainer un infarctus du

myocarde (Muirhead et al. 1992).
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2. Physiopathologie de I'HTA secondaire a un traitement a I’r-HUEPO

L’HTA et ses complications cardiovasculaires sont de plus en plus importantes dans le
monde. Plusieurs guides de recommandations sur la prise en charge de 'HTA sont publiés en
Amérique, en Europe et en France. Il est reconnu depuis longtemps que la fonction rénale
affecte ou peut étre affectée par I'HTA. L’HTA secondaire au traitement avec I’r--HuEPO est
I’effet délétere du traitement de 1’anémie chez les insuffisants rénaux (Novak et al. 2003). La
prévalence de 'HTA, due au traitement avec 1’r-HuEPO chez les insuffisants rénaux, dépend
de l'age du patient, de la gravité de l'insuffisance rénale, de la protéinurie ainsi que de la
néphropathie sous-jacente (Ridao et al. 2001). Le traitement avec I’r-HuEPO peut engendrer
une HTA souvent accompagnée par des phénomeénes de compensation, caractérisés par une
augmentation de la viscosité, une augmentation de la réactivité vasculaire (en cas d'hypoxie)
ou des réponses vasoconstrictrices (a cause de la correction de l'anémie), ainsi qu’une
augmentation de I'hématocrite en relation (Cirillo et al. 1992) ou non (Conlon et al. 2000)

avec 'HTA.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ’'HTA induite par le traitement a 1’r-HuEPO.
Une des plus vraisemblables serait I’action directe de I'EPO qui agit a travers des récepteurs
membranaires a activité tyrosine kinase associée. D’ailleurs, certaines études ont montré la
présence des récepteurs a 1'EPO dans plusieurs cellules et organes notamment celles
impliqués dans la régulation cardiovasculaire (le coeur (Wu et al. 1999), les reins
(Westenfelder et al. 1999), les cellules musculaires lisses (Ammarguellat et al. 1996),
I’endothélium vasculaire (Anagnostou et al. 1994), les lymphocytes B (Gogusev et al. 1994)
et les macrophages (Vogt et al. 1989).

Les principales causes du développement de ’HTA induite par le traitement a 1’r-
HuEPO ne sont pas clairement élucidées. Les mécanismes potentiels incluent une
augmentation inappropriée des résistances vasculaires périphériques (Lebel et al. 1998). 11 a
été démontré que I’EPO peut avoir un effet vasopresseur direct via la contraction des CMLV
au niveau des artéres de résistance (Heidenreich et al. 1991). Cet effet peut étre dii en partie a
I’augmentation des taux de calcium cytosolique. Cependant, dans un modéle animal, Roger et

al. (1996) ont montré une augmentation de la pression artérielle chez des rats spontanément
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hypertendus (SHR) et urémiques, sans une augmentation des niveaux de calcium
intracellulaire. 11 a été démontré par plusieurs études que I"EPO augmente le calcium (Ca®")
dans différentes lignées cellulaires, y compris les CMLV (Gibbons et Dzau 1996; Neusser et
al. 1993; Akimoto et al. 2001).

L'EPO exerce ses effets biologiques via des récepteurs spécifiques (EPOR) présents
sur la membrane de cellules cibles comme la cellule endothéliale et la CMLV. La fonction
cellulaire endothéliale peut donc étre activée par I'EPO. Pendant 1'hypoxie, par exemple,
I'expression d'eNOS, son activité enzymatique et la production de NO augmentent en réponse
a I'EPO (Beleslin-Cokic et al. 2004; Morishita et al. 1997). La production de NO semble
dépendante de la concentration d'EPO. Ainsi, la faible teneur en O, augmente la capacité des
cellules endothéliales a produire du NO en réponse a I'EPO, par induction d'eNOS.
L’augmentation de l'activité eNOS et de la production de NO induite par 'EPO semble
essentielle au maintien des mécanismes de normalisation vasculaires (Beleslin-Cokic et al.
2004).

L’EPO peut jouer un rdle vasopresseur sur les artéres de résistance présentes dans le
rein, 'artére mésentérique et 'artére caudale du rat. L action vasopressive de I’EPO ne dépend
pas de la présence de I’endothélium vasculaire. Il est direct, via la stimulation des EPOR
situés sur la membrane des CMLV (Heidenreich et al. 1991; Vaziri et al. 1995).

Le rdle hypertenseur de I’EPO pourrait étre en relation avec I’ Ang II. 11 a été démontré
chez le rat que I'administration d'r-HuEPO entraine une augmentation de la pression artérielle
et que cette augmentation est prévenue par I’utilisation d’un inhibiteur spécifique de l'enzyme
de conversion de l'angiotensine I (ECA) (Eggena et al. 1991; Heidenreich et al. 1991).
Barrett et al. (1998) ont montré, par des études in vitro, que 1’administration de I’r--HuEPO sur
des CMLV en culture entraine une augmentation de I'expression de I'ARNm de la rénine, de
l'angiotensinogene et des récepteurs (AT1) et (AT2) de I’angiotensine II. Ceci suggere que le
SRA tissulaire est impliqué. Cela a été confirmé par d'autres études qui ont montré que
l'inhibition du SRA par le captopril ou le losartan prévenait I'HTA induite par I'administration
d'r-HuEPO (Lebel et al, 1998; 2006).

Par ailleurs, il a été prouvé, chez des rats urémiques, que le traitement a I’r-HuEPO,
augmente le stress oxydatif qui a son tour contribue au développement de 'HTA et a

l'aggravation des Iésions rénales (Rancourt et al. 2010). Le stress oxydatif et les complications
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liées au traitement a I’r-HuEPO, pourraient étre les causes d’une dysfonction endothéliale qui,
a son tour, déclencherait les désordres vasculaires et ’HTA. Par ailleurs, 1’altération de la
production ou de la biodisponibilit¢ du NO (due a I’augmentation des ROS) peut contribuer a
I’HTA chez les insuffisants rénaux (Vaziri et al. 2003). Goicoechea (1998) a montré aussi
que le traitement a I’r-HuEPO stimule la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme

I’interleukine-6 (IL-6), chez les patients hémodialysés.

Le NO et I’ET-1 sont deux médiateurs importants dans la régulation de la fonction
endothéliale. La production d'ET-1 et I’¢lévation de la concentration cytoplasmique en
calcium sont deux éléments majeurs impliqués dans I'HTA induite par le traitement a I’r-
HuEPO, par l'altération notamment de la réponse vasodilatatrice endothéliale (Bode-Boger et

al. 1992; Vaziri et al. 1995).

De nombreuses données expérimentales et cliniques faites chez des patients
hypertendus (Spieker et al. 2000) ou hémodialysés (Joannides et al. 1997) montrent que
I’altération de la fonction endothéliale (notamment le déséquilibre endothéliale du rapport

NO/ET-1) est a I’origine de ’HTA secondaire au traitement avec 1’r-HuEPO.

3. L'importance des agents vasoactifs (NO et ET-1) dans la
physiopathologie de I’'HTA secondaire au traitement par I’r-HUEPO.

L’effet de I’'r-HUEPO sur I’HTA est en relation directe avec la balance (ET-1/NO)
(Rodrigue et al. 2008; Ruschitzka et al. 2000). Face aux différents stimuli, notamment
I’augmentation de la pression artérielle ou les variations du flux sanguin, I’endothélium
maintient un équilibre entre vasoconstriction et vasodilatation. Il module de fagcon majeure le
tonus et la vasomotricit¢ des CMLV sous-jacentes et [’homéostasie du systéme
cardiovasculaire (Davignon et Ganz 2004). Les mécanismes précis controlant cette
homéostasie sont complexes et résultent d’interactions entre le sang, 1’endothélium et les
CMLYV. Dans les conditions physiologiques, I’endothélium garde un équilibre dans la
libération de nombreux facteurs de relaxation et de contraction, en particulier entre le NO et

I’ET-1. La perturbation de cet équilibre par une altération de la production ou la
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biodisponibilit¢ du NO ou encore 1’augmentation de la production de ’ET-1 peut étre une
source de dysfonction endothéliale, de désordre vasculaire et d'une HTA (Feletou et
Vanhoutte 2006).

L'administration de I’r-HuUEPO entraine une augmentation de la production de NO et
de I'excrétion urinaire des nitrites/nitrates (del et al. 1995; Teng et al. 2011) pour maintenir le
tonus vasculaire (Beck et al. 2011). Cet effet est I’inverse en cas d’IRC, puisque I’utilisation
de I’r-HUEPO pour corriger 'anémie, s'accompagne d'une résistance au NO expliquée par une
altération des réponses hypotensives au sodium nitroprusside (SNP) au niveau de l'arteére

caudale des rats urémiques (Vaziri et al. 1996).

L’effet délétere de ’EPO sur la pression artérielle est toujours en relation avec la
production endothéliale de NO. In vitro, 'r-HuEPO augmente la production basale et stimulée
de NO par les cellules endothéliales (Wang and Vaziri 1999). Par ailleurs, I’inhibition de la
synthése de NO par le N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) entraine une élévation de la
pression artérielle systolique EPO-dépendante chez le rat (Moreau et al. 2000).

Malgré le taux élevé d’hématocrite (>80%), les souris transgéniques sur-exprimant
I’EPO ne développent pas d'HTA, ni des désordres thrombo-emboliques. Par contre, en
présence de L-NAME, ces souris développent une HTA ainsi qu'une vasoconstriction
artériolaire sévere et meurent quelques jours plus tard (Ruschitzka et al. 2000). Il a été
également prouvé que I'r-HUEPO augmente considérablement la pression artérielle et
améliore la rigidité vasculaire chez les souris déficientes en eNOS (D'Uscio et al. 2007).
L'ensemble de ces travaux suggere que le NO présent ou stimulé par I'r-HuEPO permet un
blocage de l'effet vasopresseur de I’'r-HuEPO. Il s'agit d'un mécanisme protecteur de la

fonction vasculaire.

L'ET-1, peptide sécrété par l'endothélium vasculaire, posséde 1’effet vasoconstricteur
le plus puissant connu sur les cellules musculaires lisses et joue un role important dans la
régulation du tonus vasculaire par l'intermédiaire de deux types de récepteurs: ETA et ETB
(Awano et al. 2006) (Fig. 4). Il est produit majoritairement dans les cellules endothéliales,
mais également par les cellules épithéliales, les macrophages, les fibroblastes, les

cardiomyocytes et les cellules du systéme nerveux central (Belaidi et Godin-Ribuot 2010).
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Fig. 4. Voies de signalisations de I’ET-1.

L'Ang II et I’'r-HuUEPO sont les principaux facteurs qui stimulent la synthese de I'ET-1,
tandis que le NO et la prostacycline (PGI,) endothéliaux sont des inhibiteurs de [’effet
vasoconstricteur de I’ET-1 (Boulanger et Luscher 1990; Prins et al. 1994; Virdis et al. 2011).

Plusieurs études ont montré que l'incubation de cellules endothéliales en culture avec
de I’'r-HUEPO entraine une augmentation de la sécrétion de I'ET-1 (Bode-Boger et al. 1996;
Carlini et al. 1993; Karadag et al. 2009). Ceci a aussi €té démontré in vivo, chez le rat (Katoh
et al. 1994) ou la souris qui sur-expriment l'érythropoiétine (Quaschning et al. 2003). Chez les
patients traités avec I’EPO, une augmentation du taux de I’ET-1 a été observée (Carlini et al.
1993), mais pas chez tous les patients (Brunet et al. 1994). De méme, I’r-HuEPO semble étre
un des régulateurs de la transcription du gene de I'ET-1. Elle augmente 1'expression de
I'"ARNm de la prépro-ET-1, précurseur de I'ET-1, dans des cellules endothéliales en culture
(Carlini et al. 1995) et chez des rats urémiques (Lariviere et Lebel 2003). Cette sur-expression
est associée a une élévation de la concentration de 1'ET-1 vasculaire (Lebel et al. 1998;
Rodrigue et al. 2003). Par contre, aucun effet de I'r-HuEPO n'a été observé sur les
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concentrations vasculaires d'ET-1 chez le rat ayant une fonction rénale normale (Moreau et al.

2000).

L'ET-1 semble jouer un role dans 'HTA secondaire au traitement a I’r-HuEPO. Chez
l'insuffisant rénal chronique, il existe une corrélation positive entre les concentrations d'ET-1
vasculaire et la pression artérielle (Rodrigue et al. 2003). De méme, la progression de I'HTA
induite par un traitement r-HuEPO est prévenue, suite a 1’utilisation d'un antagoniste sélectif

du récepteur ETA de ’ET-1 (LU 135252) (Brochu et al. 1999; Rodrigue et al. 2008).

Chez les souris transgéniques sur-exprimant I’EPO, [1’érythrocytose excessive
s'accompagne d'une activation marquée du systéme de 1’endothéline tissulaire. Ceci se traduit
par une mortalité accrue lorsque la production du NO est inhibée (Quaschning et al. 2003),
alors que, le traitement avec les inhibiteurs des récepteurs ETA prolonge leur survie en

présence de L-NAME (Quaschning et al. 2003).

Par contre, Brochu et al. (1999) ont montré que I’inhibition simultanée des récepteurs
ETA et ETB ne prévient pas I'HTA secondaire au traitement r-HuEPO. Ceci suggére que
l'effet antihypertenseur de I'administration d'un antagoniste ETA dépend en méme temps de la
disponibilité¢ fonctionnelle des récepteurs ETB. Les récepteurs ETB permettraient de
maintenir une pression artérielle normale au cours du traitement a I’r-HuEPO (Rodrigue et al.

2008).

L’ET-1 contribue a la maitrise du flux et de la pression sanguine dans les artéres
rénales par un effet de vasoconstriction via les récepteurs ETA et un effet vasodilatateur via

les récepteurs ETB (Schildroth et al. 2011).

Les cellules endothéliales sont constamment exposées a des contraintes de cisaillement
par l'écoulement du sang. La transformation des stimuli mécaniques (contrainte de
cisaillement, déformation cyclique ou pression hydrostatique) en signaux biochimiques
intracellulaires est indispensable pour éviter le développement et la progression des maladies
vasculaires. Les forces de cisaillement produites par 1’écoulement du sang, sont donc
ressenties par les cellules endothéliales (Shi et Tarbell 2011). En réponse a un effort de
cisaillement laminaire régulier de durée suffisante et importante, les cellules endothéliales
montrent une ¢longation et un alignement de leur longueur axiale dans la direction de

I'écoulement (Fig.5).
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Les forces de cisaillement (shear stress) stimulent la libération des substances
vasoactives (Chatzizisis et al. 2007), comme le (NO) et la PGI2 (Frangos et al. 1985;
Uematsu et al. 1995). L’effet des forces de cisaillement sur la synthése ou la libération de
I’ET-1, au niveau des CE est moins clair et controversé. Cela se traduit par la contradiction
entre certaines études qui ont montré une augmentation (Morita et al. 1993; Yoshizumi et al.
1989) et d’autres, une diminution de la production d'ET-1 (Kuchan et Frangos 1993; Malek et
al. 1993; Sharefkin et al. 1991).

L’ET-1 joue un role important dans la physiopathologie de I'HTA induite par 1’r-
HuEPO, via les récepteurs ETA. Son effet est souvent contrebalancé par le NO, d’ou
I’importance de maintenir I’équilibre du ratio NO/ET-1 pour éviter le développement d'une
HTA. Ces données suggerent ¢galement 1’importance du role délétére du shear stress dans le
cas d'un déséquilibre NO/ET-1. Nous étudierons l'importance de cet équilibre in vitro (sur des
cellules endothéliales en culture) ex vivo (artéres mésentériques) et in vivo (mode¢le de souris

transgéniques sur-exprimant I'ET-1 endothélial), dans nos deux premiers travaux.
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Fig. 5. L'effort de cisaillement laminaire induit l'alignement des cellules endothéliales.

(Modele schématique représenté a partir de l'expérience de Galbraith et al. sur des cellules

endothéliales en culture). (Galbraith et al. 1998).

I11. Systeme rénine-angiotensine-aldostérone et HTA induite :

importance du processus inflammatoire

Le SRAA est un puissant régulateur de I'homéostasie des systémes cardiovasculaire et
rénal. C’est 1'un des régulateurs les plus importants de la pression artérielle. Il implique I’ Ang
IT et l'aldostérone comme effecteurs. Les médiateurs du SRAA interviennent dans la
vasoconstriction, la prolifération cellulaire et la rétention du sodium. Le SRAA participe aussi
aux réponses inflammatoires. Le déréglement du SRAA joue un role essentiel dans la
pathogénése des pathologies cardiovasculaires, 'HTA, la dysfonction diastolique, la
dysfonction rénale et le diabéte (Nguyen 2007a; Nguyen 2007b). Les traitements par des
bloqueurs du SRAA (inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’Ang II, des récepteurs ATI,
de la rénine ou de I’aldostérone) sont efficaces contre 'HTA (Basile 2009; Zhu et al. 1997).
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1. Implication de I’Angiotensine-Il dans la régulation de la fonction
cardiovasculaire et la pathologie de ’'HTA

Classiquement, le SRAA régule I'homéostasie de la pression artérielle. En réponse a la
diminution du volume sanguin ou stimulation sympathique par les récepteurs adrénergiques
B1, la rénine est libérée par les cellules juxta-glomérulaires. Elle agit comme une protéase
pour cliver I'angiotensinogene en angiotensine I (Ang I). L’Ang [ inactif est ensuite convertie
en Ang II par ’enzyme de conversion de I’Ang II (ECA). L’Ang II se lie avec au moins
quatre types de récepteurs spécifiques (AT1-4), au niveau de la membrane cellulaire (Tran et
al. 2011). L’Ang 11, via le récepteur AT1, stimule la production d'aldostérone par la zone

glomérulée (zone externe du cortex surrénalien) (Atlas 2007).

L'Ang II agit sur les vaisseaux, le rein et le coeur pour contrdler la pression artérielle.
Son action est médiée par deux types de récepteurs, AT1 et AT2. La plupart des effets
provoqués par 1’Ang-II sont médiés par le récepteur AT1 (Kendall et al. 2011). L'Ang II est
impliquée dans de nombreux processus pathologiques comme la fibrose, I’inflammation, le
stress oxydatif et la thrombose. Il joue un role primordial dans la régulation de 'homéostasie
cardiovasculaire en favorisant les effets mitogéniques et en facilitant la croissance cellulaire
résultant d’une altération de I'expression génique. L’inhibition de I’enzyme de conversion de
I’Ang II (ACE) et les bloqueurs des récepteurs de l'angiotensine (ARBs) sont devenus des
piliers modernes dans le traitement de 'HTA (Tran et al, 2011).

Plusieurs études ont montré que I’inhibition du SRAA a un effet bénéfique dans la
prévention et le traitement des maladies cardiovasculaires (Alreja et Joseph 2011).
L’inhibition du récepteur AT1 peut controler plusieurs types de pathologies cardiovasculaires:
I’hypertrophie du ventricule gauche (Zhu et al. 1997), la fibrillation auriculaire (Frustaci et al.
1997) et I’athérosclérose (Sasaki et al. 2010). L’ Ang II intervient aussi dans le processus de
dégradation du NO, augmente les cytokines pro-inflammatoires et la vasoconstriction et altére
la fonction du systéme des endothélines (Li et al. 1998; Virdis et al. 2011).

La stimulation des récepteurs AT1 entraine une réponse vasoconstrictrice de fagon
immédiate, en réponse a l’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium.

L’activation de l'appareil contractile impliquant essentiellement les CMLV est a 1’origine de
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I’augmentation progressive de la pression artérielle suite a 1’administration de 1’Ang II
(Rautureau et al. 2011).

L’Ang II est bien connue comme stimulateur de la pression artérielle systémique et
locale par le biais de son effet vasoconstricteur, la rétention hydrosodée au niveau des tubules
rénaux, la stimulation ainsi que la libération d'aldostérone par la glande surrénale (Kim et
Iwao 2000; Timmermans et al. 1993a; Timmermans et al. 1993b). Il a été démontré que I’Ang
II augmente la réactivité rénale (mesurée par la réponse du flux sanguin rénale en réponse a
I’Ang II) chez les rats et les souris et que la vasoconstriction induite est médi¢e par les
récepteurs de type 1 (AT1) (Ruan et al. 1999). De méme, la perfusion directe de I'Ang II dans

les capillaires péritubulaires entraine une vasoconstriction artériolaire (Brilla et al. 1992).

L'inflammation vasculaire est caractérisée par le recrutement des monocytes et des
lymphocytes dans I'espace sous-endothéliale, la production des cytokines, I’augmentation de
l'expression des molécules d'adhésion, la prolifération des CMLV, la diminution des cellules
précurseurs endothéliales (EPC) et ’altération de la production et de la dégradation de la
matrice extra-cellulaire (Nathan 2002). Au niveau de la paroi vasculaire, I’Ang II a des
actions pro-inflammatoires en stimulant la production des ROS, des cytokines et des
molécules d'adhésion (Suematsu et al. 2002).

L’Ang II module 1'expression des molécules d'adhésion cellulaire vasculaire (VCAM-
1), intercellulaire (ICAM-1) et E-sélectine (Pueyo et al. 2000). Dans les CMLV, I’Ang II
stimule la production de VCAM-1. Elle se trouve é&tre aussi un puissant facteur de la
production de certaines chimiokines telles que les protéines chimiotactiques de monocytes de
type 1 (MCP-1) et I’'IL-6.

Comme on le verra dans le chapitre 5, la réponse immunitaire adaptative a un role
important dans I’HTA et les désordres vasculaires induits.

Différents sous-ensembles des cellules T (synthétisées au niveau du thymus et qui
jouent un réle important dans les réponses immunitaires secondaires) ont un role crucial dans
le développement de I'HTA induite par I’Ang II (Harrison et al. 2010; Schiffrin 2010). Parmi
ses sous-ensembles, citons les cellules T auxiliaires (Thl) (produisant l'interféron 7), les
cellules Th2 (produisant I'lL-4), les cellules Th17 (produisant de 1'L-17), les cellules T

suppresseurs et les cellules T régulatrices (Treg) (exprimant le facteur de transcription Foxp3
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et produisent TGF-f et IL-10). Les cellules Th17 semblent étre particuliérement impliquées
dans I'HTA induite par I’Ang II (Marvar et al. 2010; Vinh et al. 2010). Guzik et al (2007) ont
montré que des souris déficientes en lymphocytes T sont résistantes a I’Ang II et ne
développent pas ’HTA induite. Le transfert adoptif des cellules T et non B contribue au
développement de 'HTA chez ces animaux. Récemment, Il a été prouvé que I’infusion
chronique de 1I’Ang II chez des souris entraine une augmentation de la pression artérielle qui,
a son tour, favorise l'activation des cellules T, I’infiltration des leucocytes et l'inflammation
vasculaire (Marvar et al. 2010). De méme, 1’Ang II favorise ’HTA et les 1ésions rénales suite
a l'activation et la prolifération des cellules T (Crowley et al. 2008). Vinh et al. (2010) ont
montré que I’inhibition du ligand B7 (co-stimulateur des cellules T) diminue ’HTA induite
par I’Ang II, et réduit ’activation des cellules T circulatoires et vasculaires ainsi que la
production des cytokines (Vinh et al. 2010).

Bien que plusieurs études récentes montrent le réle des cellules T dans 'HTA, les

mécanismes qui expliquent I’activation et l'infiltration de ces cellules sont encore peu connus.

2. Implication de I’aldostérone dans la fonction cardiovasculaire et 'HTA

Le produit final de la stimulation du SRA est la production par les glandes surrénales,
entre autres organes, d'aldostérone (Aldo). L'Aldo est une hormone stéroidienne a activité
minéralocorticoide qui est produite principalement par les glandes surrénales (en réponse a
I'Ang 1II, les hormones corticotropes ou l'augmentation du taux de potassium sérique). L'Aldo
est classiquement impliquée dans le transport des électrolytes transépithélial de sodium et de
potassium au niveau des tubules rénaux, pour controler de la rétention et 1’équilibre sodé. Elle
joue donc un rdle clé dans I'HTA et les maladies cardiovasculaires, par ses effets sur le rein et
la rétention hydrosalée (Briet et Schiffrin 2010; 2011; Fujita 2008). L'Aldo exerce des effets
sur les reins, les vaisseaux sanguins et le cceur. Ceci peut avoir des conséquences
physiopathologiques importantes. Elle est impliquée dans 1’augmentation de 1’inflammation
rénale, la prolifération cellulaire, 1’hypertrophie, la fibrose vasculaire et peut altérer la

fonction endothéliale (Briet et Schiffrin 2010).
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Plusieurs travaux suggerent que l'aldostérone et/ou l'activation des récepteurs
minéralocorticoides (MR) contribuent aux désordres cardiovasculaires et rénaux (Brown
2005).

Dans les cellules endothéliales, 1'Aldo est responsable de la déficience en glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G6PD), ce qui entraine 1’augmentation de la production des ROS.
Il s’en suit une diminution de la biodisponibilit¢ de NO (Leopold et al. 2007), ce qui entraine
une altération de la vasodilatation endothélium-dépendante (Struthers et MacDonald 2004).
Cet effet peut étre corrigé en utilisant des antagonistes a 1’aldo (Abiose et al. 2004).

L'Aldo augmente le stress oxydatif, la synthése des molécules d'adhésion, le
remodelage vasculaire (Leopold et al. 2007; Pu et al. 2003) et I’expression de I’ET-1 (Wong
et al. 2007). Tous ces effets sont souvent associés a une fibrose et une rigidité artérielle
(Lacolley et al. 2002).

Chez les modeles animaux, il a aussi été montré que la perfusion d'aldostérone
provoque la dysfonction endothéliale via la production des ROS (Blanco-Rivero et al. 2005;
Nishiyama et al. 2004). L'aldostérone augmente 1'expression des sous-unités de la NADPH
oxydase (p22phox, p47phox et gp91phox), selon un mécanisme MR-dépendant, alors qu’elle
stimule I'expression de I'ARNm des p47phox a travers les récepteurs AT1 et MR (Calo et al.
2004; Hirono et al. 2007). En outre, I'Aldo favorise le «découplage» de la NOS, en induisant
la déphosphorylation de Ser1177 par les protéines phosphatase 2A (PP2A). L'Aldo joue
également un role dans le stress oxydatif et la dysfonction endothéliale; ceci en diminuant

l'expression du G6PD (Leopold et al. 2007; Virdis et al. 2002).

La perfusion chronique de I'Aldo chez le rat augmente la fibrose myocardique (Brilla
et Weber 1992). Le développement de la fibrose est précédé¢ par une inflammation
coronarienne et du muscle myocardique, caractérisée par l'infiltration des monocytes et des
macrophages et une expression accrue des marqueurs de l'inflammation tels que la cyclo-
oxygénase-2 (COX-2), l'ostéopontine, le MCP-1 et 'lCAM-1(Rocha et al. 2000; Sun et al.
2004). Tous ces modifications peuvent étre bloqués par les antagonistes aux MR (Brilla et
Weber 1992; Rocha et al. 2000).

L'Aldo provoque également la fibrose et I'hypertrophie aortique chez les rats
hypertendus via les MR (Benetos et al. 1997; Neves et al. 2005). De méme, 1'Aldo provoque
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des lésions de fibrose glomérulaire et tubulo-interstitielle (Marney and Brown 2007). Les
antagonistes des MR diminuent le développement des lésions glomérulaires (thrombose,
sclérose en plaques et mésangiolyse) et une artériopathie chez des rats spontanément
hypertendus (SHR) (Rocha et al. 1998). Il a été également montré que la pression artérielle
systolique induite par I’Ang II est réduite par la spironolactone (antagoniste de 1’aldostérone)
(Schiffrin 2006). Sur des petites artéres mésentériques, 1'Ang II augmente le ratio
média/lumi¢re et altére la relaxation générée par l'acétylcholine. Ces effets ont été
partiellement améliorés par la spironolactone (Schiffrin 2006). La perfusion d'Aldo annule les
effets protecteurs des inhibiteurs de I'ECA et des antagonistes des récepteurs AT1 de I’Ang II
(Greene et al. 1996).

Ces modifications artérielles représentent une premicre étape dans le développement
de I'HTA, montrant ainsi I’implication de I'Aldo dans ce processus. Le traitement par des
antagonistes des MR permet d’atténuer ces désordres en partie, par la réduction des
médiateurs pro-inflammatoires, y compris MCP-1, IL-8, facteur de croissance basique des
fibroblastes (bFGF), indépendamment de la pression artérielle (Savoia et al. 2008). Ceci
suggere que l'inflammation vasculaire joue un rdle clé dans le remodelage vasculaire induit
par I'Aldo (Marchesi et al. 2008).

Chez les patients qui souffrent d’HTA primaire et secondaire, la dysfonction
endothéliale est souvent associée a une augmentation des taux plasmatiques d'Aldo
(Nishizaka et al. 2004; Taddei et al. 1993). Chez des patients souffrant d’HTA essentielle,
I’augmentation de 1'Aldo plasmatique est corrélée avec la diminution de la compliance
artérielle (Blacher et al. 1997). 11 a aussi été montré chez des sujets sains, que la perfusion de
dose physiologique d'Aldo entraine une altération de la wvasodilatation endothélium-
dépendante en réponse a ’acétylcholine au niveau des artéres périphériques (Farquharson et
Struthers 2002) ainsi qu’une augmentation de la contractilité des artéres de résistances. Ceci
suggere 1’implication de cette hormone stéroide dans les désordres vasculaires notamment
I’HTA, caractérisée par ’augmentation de la résistance vasculaire périphérique (Romagni et
al. 2003).

Ainsi, ’Ang II et 'Aldo contribuent aux désordres vasculaires a travers leurs effets directs

principalement via les récepteurs AT1 de I’Ang Il et MR de 1'Aldo. De plus, il a été démontré
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que l’effet de ’Ang II est dépendant de 1'Aldo puisque I’inhibition des MR entraine la
disparition des effets pro-inflammatoires de I’ Ang II (Neves et al. 2005).

IV. L’exercice physique : élément de prévention de ’'HTA et des

désordres cardiovasculaires

1. Exercice et HTA : observation cliniques et expérimentales

L’activité physique est fortement et inversement corrélée au risque de mortalité
cardiovasculaire, indépendamment de 1’age et du sexe. Plusieurs études montrent
incontestablement que ’activité physique joue un réle de prévention primaire et secondaire de
la mortalité cardiovasculaire liée aux événements coronariens (Jolliffe et al. 2001; Karmisholt
et Gotzsche 2005; Karmisholt et al. 2005; Taylor et al. 2004), d’insuffisance cardiaque
chronique (Lloyd-Williams et al. 2002; Piepoli et al. 2004), et des maladies artérielles
périphériques (Garg et al. 2009; Garg et al. 2006; Richardson et al. 2004). Ces effets ont été
observés aussi bien chez 'homme que le modele expérimental correspondant (Chicco et al.

2008; Emter et al. 2005; Napoli et al. 2006).

L’activité physique, et surtout 1’exercice modéré, améliore la capacité a 1’effort
(Casillas et al. 2007) et prévient I’ensemble des facteurs de risques cardiovasculaires
notamment la pression artérielle. Plusieurs études ont montré 1’effet bénéfique d’un exercice
régulier sur I'HTA (Applegate et al. 1992; Kokkinos et al. 1995; Paffenbarger et Lee 1997,
Turner et al. 2000). L'entrainement physique est maintenant une recommandation dans le
traitement de I'HTA, en association avec un traitement médical (Hackam et al. 2010; Mancia

et al. 2007; Moser 1999).

I1 a été rapporté que I’exercice abaisse la pression artérielle chez des rats SHR (Zhang
et al. 2006), obeses (Pinheiro et al. 2007; Touati et al. 2011) ou d’autres modéles
expérimentaux d’HTA induite (Fregly 1984a; Marcus et Tipton 1985a; Shepherd et al. 1982).
Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués dans 1’effet bénéfique de I’exercice sur I’'HTA.
Parmi eux, la réduction des résistances périphériques vasculaires, ou le systéme nerveux
sympathique (diminution de l'activité du systéme nerveux autonome (Fagard 2000)) et le

40



systéme rénine-angiotensine (Diminution de 1’activité de la rénine plasmatique (Kohno et al
1997)) semblent étre impliqués (Cornelissen et Fagard 2005). Une amélioration (correction)
de la fonction endothéliale revient aussi trés souvent (Higashi et al. 1999), ainsi qu'un effet

anti-inflammatoire (Pedersen 2006; Petersen et Pedersen 2005).

2. Exercice et dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale contribue au développement et la progression de ’'HTA
suite a 1’augmentation des ROS et la diminution de la production et disponibilit¢ du NO
(Munzel et al. 2008), favorisant 1’augmentation des résistances périphériques vasculaires
(Vaziri 2008) et la génération des produits vasoconstricteurs pro-inflammatoires
(Schnackenberg et Wilcox 1999). Les résultats cliniques et expérimentaux démontrent
clairement que l'exercice physique corrige et prévient la dysfonction endothéliale et plus
intéressant encore, I'amélioration de la fonction endothéliale est étroitement liée a la quantité
de la dépense €nergétique généré par 1’organisme (Gielen et al. 2003), suggérant que les effets
bénéfiques de l'exercice peuvent résulter d'un effet direct de l'exercice sur les cellules
endothéliales. L’exercice physique modéré améliore la vasodilatation endothéliale et NO—
dépendante de la plupart des populations présentant un risque cardiovasculaire (HTA, obésité,
diabéte de type 2, vieillissement) (Donato et al. 2007; Heidarianpour et al. 2007; Kuru et al.
2009a; Miyaki et al. 2009; Vinet et al. 2010; Yung et al. 2009) ainsi que des patients
coronarien ou insuffisants cardiaques (Beck et al. 2011; Erbs et al. 2010; Hambrecht et al.
1998). Il augmente également la production du NO par les cellules progénitrices endothéliales

(Sonnenschein et al. 2011).

L’amélioration de la fonction endothéliale induite par I’exercice est probablement en
relation avec les contraintes mécaniques de cisaillement de la surface vasculaire, exercées par
I'élévation de la vitesse de I'écoulement sanguin lors de la stimulation de la fonction cardiaque
et I’élévation concomitante du débit sanguin pendant l'effort. Ces contraintes de cisaillement,
stimulent des mécano-récepteurs membranaires endothéliaux, a Il'origine de Ia
phosphorylation de la eNOS via la voie AKT-dépendante (Hambrecht et al. 2003;
Sonnenschein et al. 2011). Plusieurs études expérimentales confirment que I'exercice peut
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avoir un effet bénéfique sur le développement des maladies cardiovasculaires par la
préservation de la fonction endothéliale (De et al. 2008; Woodman et al. 2003). La sédentarité
peut aussi expliquer d’une maniére inverse, I’importance de 1’exercice dans le maintien de la

fonction endothéliale (Szostak et Laurant, 2011).

L’exercice diminue la production des ROS dans la paroi vasculaire via la réduction de
l'expression des sous-unités de la NADPH oxydase (gp917"*, p22P™* et Nox4) (Adams et al.
2005a). I joue un role dans la régulation des récepteurs AT1, permettant ainsi d’atténuer la
vasoconstriction induite par I'Ang II. L'inactivit¢ physique et la sédentarité exercent
directement des effets biologiques délétéres par la production excessive des ROS et une
diminution de la biodisponibilit¢ de NO, contribuant a la dysfonction endothéliale et le

développement de l'athérosclérose (Szostak et Laurant, 2011).

L’exercice physique empéche 1’¢lévation de la pression artérielle chez des rats SHR
(Horta et al. 2005), diminue la pression artérielle et améliore la qualité de vie chez des
patients ayant une HTA moyenne et sévere (Tsai et al. 2004). Ce méme constat peut €tre
effectué chez des patients hypertendus de stade 1 et 2, (Kokkinos et al. 2001). Chez des rats
obéses avec syndrome métabolique, il a été montré qu’un exercice physique modéré de 12
semaines corrige la dysfonction endothéliale NO-dépendante et abaisse la pression artérielle
systolique qui pourrait étre médiée par le shear stress et I’amélioration de la voie Akt/eNOS
phosphorylée (Touati et al. 2011).

L’exercice physique améliore la vasodilatation flux-dépendante au cours de
I’hypertension aigué (Phillips et al. 2011). Chez des rats SHR, I’exercice physique augmente
la production et la biodisponibilit¢ du NO, diminue les sous-unités de la NADPH oxydase
(gp91phox) contribuant a la restauration de la vasodilatation endothélium-dépendante
(Graham et Rush 2004). II a été montré aussi que le méme type d’exercice améliore a la fois
le contrble du baroréflexe sur la fréquence cardiaque et réduit le niveau de I'HTA chez des
rats SHR (Silva et al. 1997). Un exercice de 13 semaines augmente le gain de la sensibilité
des barorécepteurs aortiques du rat SHR, ce qui peut entrainer une régulation de la pression

artérielle plus efficace par les baroréflexes (Brum et al. 2000).
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3. Exercice et processus inflammatoire

Le stress oxydatif peut étre induit par 1’activation du systéme inflammatoire (Vaziri
2008) et inversement. Il favorise le processus inflammatoire par 1’intermédiaire du NF-kB,
qui a son tour stimule la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Le cercle vicieux dans
lequel agissent ces deux éléments, est impliqué dans la physiopathologie de ’'HTA. (Meng et

al. 2003; Rodriguez-Iturbe et al. 2003) et contribue au risque cardiovasculaire.

L’altération dans la production ou la biodisponibilit¢ du NO, observée dans la majorité
des maladies cardiovasculaires notamment I’HTA, est associée au stress oxydatif, a
I'inflammation, a la stimulation de 1'agrégation plaquettaire, a I'augmentation de la synthese
ainsi qu’a libération des cytokines pro-inflammatoires. Les effets bénéfiques de ’exercice sur
le systéme cardiovasculaire pourraient s'expliquer, entre autres, par l’amélioration des

marqueurs de l'inflammation.

La sédentarité peut étre un facteur de risque pro-inflammatoire alors que 1’exercice
physique a des effets anti-inflammatoires par le contréle au moins de trois cytokines: 1L-6,
TNF-a et interféron-y (IFN-y) (Balducci et al. 2010; Fischer et al. 2007; Petersen et Pedersen
2005). 11 a été montré récemment que ’exercice physique améliore les taux sériques des
cytokines anti-inflammatoires: interleukine-4 (IL-4) et interleukine-10 (IL-10) chez des
patients diabétiques (Hopps et al. 2011).

Chez des sujets sains, 1’exercice physique réduit la libération de TNF-a plasmatique
induit par les lipopolysaccharides (LPS) (Sloan et al. 2007). L’exercice semble aussi s'opposer
aux effets déléteres du TNF-a (résistance a I'insuline, désordres métaboliques et instabilité des
plaques d’athérosclérose) (Szostak et Laurant, 2011). Il a également été montré que le taux
d’IL-6 augmente pendant I’exercice physique chez des patients diabétiques de type 2. Cette
production d'IL-6 aurait pour origine les fibres squelettiques musculaires en contraction
(Petersen et Pedersen 2005). Par ailleurs, ’augmentation du taux d’IL-6 pendant 1’exercice,
entrainerait la stimulation et la libération de cytokines plasmatiques anti-inflammatoires (IL-
10 et IL-1Ra (antagoniste du récepteur IL-1)) (Steensberg et al. 2003) et [’inhibition de la
production d'interleukines pro-inflammatoiures IL-1a, IL-1p, TNF-a, IL-8 ainsi que de la

production de chimiokines, et de l'activation des macrophages (Moore et al. 1993). Ces
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derniers jouent un role essentiel dans l'activation et le recrutement des cellules immunitaires
sur les sites de l'inflammation (Petersen et Pedersen 2005).

L'intensité, la durée et le type d'exercice peuvent influencer les paramétres
immunitaires, qui sont associés aux maladies inflammatoires chroniques (Pedersen et
Hoffman-Goetz 2000; Petersen et Pedersen 2005; Ploeger et al. 2009; Timmons 2005). Par
exemple, au cours de 1'exercice aigu, la libération d'IL-6 peut ou pas augmenter de manicre
significative (Petersen et Pedersen 2005). Les neutrophiles, lymphocytes (cellules T, B et NK)
et les monocytes, ainsi que les concentrations plasmatiques des cytokines pro- (TNF-a, IL-1)
et anti-inflammatoires (IL-1ra, IL-10) varient selon I’intensité et la durée de I’exercice.

Chez les humains l'exercice physique régulier peut réduire les niveaux de plusieurs
marqueurs inflammatoires. Parmi lesquels les protéines C-réactives (CRP) dont la production
est stimulée par I'IL-6 au niveau du foie ou des adipocytes (Calabro et al. 2005), les
leucocytes (Geftken et al. 2001) et les fibrinogenes plasmatiques (Geftken et al. 2001; Lakka
and Salonen 1993).

Pendant 1'exercice physique, les cytokines anti-inflammatoires (IL-1ra, et I’IL-10)
augmentent, alors que les taux circulants de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et
I'IL-1 ne changent pas (Petersen and Pedersen 2005). De méme, dans des cellules en culture
provenant de patients ischémiques ayant suivi un programme d’exercice physique de 6 mois,
Smith, J.JK (1999) (Smith et al. 1999) ont observé une réduction de la production des
cytokines pro-inflammatoires IFN-y, TNF-a et I'IL-1B, et une augmentation de la production

des cytokines anti-inflammatoires TGF-3, IL-4 et IL-10, par rapport aux niveaux de base.

La teneur en glycogéne intramusculaire semble étre un stimulus important pour la
transcription du géne d’IL-6 (Petersen and Pedersen 2005). Il a été démontré que I’'IL-6
augmente au niveau des fibres musculaires contractiles (Hiscock et al. 2004; Penkowa et al.
2003; Steensberg et al. 2002) et peut étre libérer par les adipocytes tissulaires (Lyngso et al.
2002) ou le cerveau (Nybo et al. 2002). Son taux plasmatique augmente d’une fagon
exponentielle pendant 1’exercice, cette augmentation est proportionnelle au type, durée et
intensité de I’exercice (Febbraio and Pedersen 2002; Pedersen et al. 2003; Pedersen et al.

2001).

En plus de son effet anti-inflammatoire au niveau vasculaire. La production de I’IL-6

par les fibres musculaires, au cours de l’exercice, entraine plusieurs effets métaboliques
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comme la lipolyse et ’oxydation du tissu adipeux, ainsi que 1’homéostasie du glucose au

niveau du foie.

4. Exercice et HTA associée au traitement avec I’'r-HUEPO

L’r-HuEPO, produit largement utilisé pour corriger l'anémie, a permis a de nombreux
patients de reprendre leur activité quotidienne normale en raison de 1'énergie fournie par son
utilisation. L'augmentation de la masse globulaire circulante, par le biais de 1’r-HuEPO,
permet un meilleur transport de 1'0O, a destination des tissus musculaires. Ceci a pour

conséquence une amélioration des capacités physiques (Elliott 2008).

Le transport d'O, est un facteur significatif dans I’augmentation de la production
d'énergie aérobie. L'utilisation du r-HuEPO a pour effets une augmentation de la
consommation en O, un recul du seuil ventilatoire, une diminution de la production des
lactates, une meilleure utilisation des graisses de réserve ainsi qu'une épargne glycogénique.
Ces effets s’apparentent pratiquement a ceux d'un entrainement idéal. II y a donc une
corrélation positive entre l’augmentation des hématies circulantes et l'amélioration des
qualités ergogéniques, surtout pour les sports d'endurance. Pour cette raison, I’'r-HuEPO a été
employée de maniére inappropriée, par plusieurs catégories de sportifs de haut niveau, comme

produit dopant (Robinson et al. 2003).

Les effets pervers de I’utilisation de I'r-HuEPO chez les sportifs ont été notés sous
forme d'accidents vasculaires: la thrombose, qui est encore favorisée par la déshydratation due
a l'effort et la bradycardie (en particulier du sommeil). Le risque thromboembolique oblige
souvent l'utilisateur a associer la prise d’EPO avec un anticoagulant (aspirine, coumarine,
héparine) et une supplémentation en fer. Par ailleurs, le traitement avec I’r-HuEPO peut élever
la pression artérielle, qui augmenterait encore plus lors d’un exercice physique (Gareau et al.
1996; Gauthier 2001; Piloto et al. 2009; Thein et al. 1995). Ceci pourrait étre le résultat de
I’augmentation simultanée de la viscosité sanguine et du nombre d'hématies, et la diminution
de la vasodilatation induite par I'hypoxie. Tous ces faits pourraient conduire au

développement d'une HTA et d'une tachycardie (Piloto et al. 2009).
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Il a été clairement démontré que I'exercice diminue la pression artérielle et prévient
I'HTA dans la plupart des modeles expérimentaux, comme par exemple 'HTA induite par le
L-NAME (Kuru et al. 2009a). Cependant, Meziri et al (2011) ont récemment montré que 1’r-
HuEPO aggrave I’état d’HTA du rat hypertendu L-NAME, lorsque celui-ci subit un protocole
d'entrainement, aggrave la dysfonction endothéliale et augmente fortement le taux de
mortalité. Ceci montre que la présence d’une altération de la fonction endothéliale, pas
forcément induite par ’utilisation de I’r-HuEPO, peut étre un élément essentiel dans le

développement de I’HTA dans le cadre d’un entrainement.

L’inhibition de la production du NO par le L-NAME entraine le développement d’une
HTA chez les souris transgéniques sur-exprimant 1’r-HuEPO, avec vasoconstriction artérielle
séveére et mortalité accrue. L’inhibition du NO pourrait étre responsable d’un déséquilibre
endothélial NO/ET-1 en faveur de I’ET-1, entrainant une augmentation du tonus vasculaire
pouvant étre a I’origine d’une HTA (Quaschning et al. 2003). A I’inverse, il se trouve que le
traitement de ces souris avec des antagonistes des récepteurs ETA de 1’endothéline-1, en
présence du L-NAME, prolonge leur survie.

Ces résultats nous ameénent a postuler que I’altération de la vasodilatation NO et flux-
dépendante ainsi que le déséquilibre endothélial ET1/NO, en faveur de I’ET-1, est la cause de

I’HTA induite par le traitement avec I’r-HuEPO.

V. Les cellules T régulatrices (Treg): éléments cellulaires de

prévention des desordres cardiovasculaires

1. Inflammation vasculaire et réle du systéme immunitaire

L'inflammation est un processus de guérison, mais peut devenir dangereux lorsque les
réponses inflammatoires deviennent chroniques. C'est un processus complexe qui stimule les
interactions entre les cellules circulantes et les cellules vasculaires pour compenser les
changements hémodynamiques graves qui affectent 'homéostasie de la paroi vasculaire.

L'inflammation joue un réle clé dans le remodelage vasculaire parallélement a la croissance
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vasculaire et la prolifération des CMLV. L'inflammation vasculaire est un processus qui
implique une plus grande perméabilité de la paroi vasculaire ainsi que l'infiltration des
cellules immunitaires et la réparation tissulaire (Touyz et Schiffrin 2003).

L'inflammation est une réponse adaptative qui est déclenchée par des stimuli, telles
que l'infection et les Iésions tissulaires (Libby 2007). Elle est caractérisée par la libération
séquentielle des cytokines, des chimiokines et des facteurs de croissance qui régulent
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et le recrutement des leucocytes. Toutefois,
lorsque l'inflammation persiste (inflammation chronique), elle peut endommager les tissus et
provoquer la perte de leur fonction (Pullamsetti et al. 2011). L'inflammation chronique peut se
manifester en raison de la persistance de l'infection, de l'antigéne, des I€sions tissulaires ou
d'un échec des mécanismes endogenes anti-inflammatoires (Libby 2007).

La perméabilité vasculaire est un concept qui met en évidence le role de 1I’endothélium
vasculaire des petits vaisseaux sanguins - interface entre le sang circulant et les tissus. Ce
processus augmente lors des phénomeénes inflammatoires, il est caractérisé par une
contraction des cellules endothéliales et une diminution de leur adhérence mutuelle,
permettant le passage des petites molécules (ions, eau, nutriments), voire des cellules enti¢res
(Ilymphocytes) vers I’intérieur ou I’extérieur du vaisseau.

Dans les conditions physiologiques, la perméabilité vasculaire est nécessaire pour
maintenir 1’homéostasie du milieu interne. Dans les conditions pathologiques, notamment
liées a I’inflammation, la perméabilité vasculaire devient I'étape limitante de la progression de
la maladie vasculaire. Cette derni¢re dépend du degré de recrutement et d’infiltration des
cellules immunitaires dans les sites inflammatoires.

L'inflammation vasculaire contribue a la physiopathologie de I1'HTA par
I’augmentation de I’expression des molécules d'adhésion, ’extravasation des leucocytes, la
production des cytokines, I’augmentation du stress oxydatif et l'activation des cellules
immunitaires (Schiffrin 2002). La composante inflammatoire et immunitaire au niveau des
vaisseaux altérés comprend les monocytes, les neutrophiles, les cellules dendritiques (CD), les
macrophages, les lymphocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses. Vraisemblablement, les cellules circulantes migrent vers les sites de 1ésion,

se rapprochent ou adhérent aux cellules endothéliales, pour stimuler la libération d’une grande

47



variété de substances qui agissent sur l'environnement local et induisent le chimiotactisme
(Pullamsetti et al. 2011).

Les cytokines et les facteurs de croissance ainsi produits, stimulent les effets de
I’inflammation via la communication inter-cellulaire, au niveau vasculaire. Ces interactions
contribuent au remodelage vasculaire, a travers le remodelage matriciel, le dépdt de collagene,
la prolifération et la migration de tous les types de cellules vasculaires (Davis et al. 2003).

On distingue deux types principaux d’immunité naturelle: innée et acquise, pouvant étre a

l'origine d'une inflammation vasculaire.

Immunité innée

L’immunité innée est une immunité élémentaire qui est adaptée seulement a un
nombre trés réduit d’antigénes. Parmi ses éléments, on distingue les cellules dendritiques
(CD), les mastocytes et les macrophages/monocytes.

Les CD, cruciales dans l'activation des cellules T naives, jouent un réle important en
tant que cellules présentatrices d'antigéne. Ce sont des modulateurs clés dans I’initiation du
processus inflammatoire (Perros et al. 2007). L'accumulation de ces cellules permet la
présentation des anticorps aux cellules endothéliales, aux fibroblastes et aux antigénes
nucléaires (Perros et al. 2007; Tamby et al. 2005).

Les mastocytes sont des cellules effectrices majeures dans les réactions de défense
immunitaire. Lors de 1'activation, les mastocytes stimulent un large spectre de cytokines pro-
inflammatoires, de facteurs de croissance, de substances vasoactives et des protéases (tryptase
et chymase). Les mastocytes sont une source riche d'interleukines (IL-4). Elles sont rares dans
le systéme vasculaire normal mais, leurs taux vasculaires augmentent en cas de pathologies
hypertensives par exemple (Heath and Yacoub 1991; Miyata et al. 2000).

Le recrutement des macrophages et des cellules mononucléaires (exemple neutrophiles), ainsi
que leur infiltration vasculaire, sont souvent associés a 1’inflammation. Leur activation peut
conduire a la libération d'une variét¢é de cytokines pro-inflammatoires (la MCP-I et
métalloprotéases matricielles) qui sont capables de provoquer une vasoconstriction, une
augmentation de la perméabilité vasculaire et une prolifération induite (Heath et Yacoub

1991; Itoh et al. 2006).
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Immunité acquise

L’immunité acquise se produit sous forme de réponse secondaire (immunité a
mémoire), suite a la réapparition du méme antigéne. Parmi ses éléments :

Les lymphocytes B (cellules B) sont des cellules fondamentales pour la réponse
immunitaire humorale, en raison de leur potentiel a se différencier en cellules produisant des
anticorps. Les cellules B jouent également un role crucial dans la régulation immunitaire a
médiation cellulaire, grace a la présentation des antigénes, la production de diverses
cytokines, la différenciation des cellules T effectrices, et la collaboration avec les cellules
dendritiques présentatrices de I'antigéne (Nicolls et al. 2005).

Les lymphocytes T (ou cellules T) jouent un role central dans I'immunité a médiation
cellule-cellule. Ils se distinguent des autres types de lymphocytes, telles que les cellules B et
cellules tueuses naturelles (cellules NK), par la présence d'un récepteur spécifique sur leurs
surfaces, appelées récepteurs des cellules T (TCR). Il existe plusieurs types de cellules T,
parmi lesquels on trouve :

Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL ou CD8+) qui détruisent les cellules infectées,
les lymphocytes T auxiliaires (T-Helper ou Th) qui sont des intermédiaires de la réponse
immunitaire et les lymphocytes T régulatrices (Treg). Les Treg sont trés importants pour le
maintien de 1’homéostasie. Leur réle principal est de réprimer D’activité des cellules
immunitaires, soit auto-immune, soit en fin de réaction immunitaire. Ils se distinguent
facilement des autres lymphocytes T car ils portent a leur surface les marqueurs CD4 et CD25
a leur état basal, et expriment la molécule FOXP3 (marqueurs spécifique des Treg) dans leur
cytosol.

Les lymphocytes NKT sont un type de lymphocytes présentant des marqueurs de cellule T
(CD3) et des marqueurs de cellules NK. Ils sont donc un lien entre le systéme immunitaire

inné et le systéme immunitaire adaptatif.

La réponse inflammatoire

Pendant le processus inflammatoire, les signaux immunitaires de types inné et acquis

interagissent et convergent sur deux types majeurs de cellules: les cellules épithéliales et les
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cellules mésenchymateuses des organes cibles (Libby 2007). Ces signaux modulent les
réponses tissulaires telles que le recrutement des leucocytes impliqués dans l'inflammation
chronique, le remodelage de la matrice extracellulaire, la prolifération ou la mort cellulaire,
sans oublier I'angiogenése (Fig. 2). Les lymphocytes T auxiliaires sont abondants au cours du
processus inflammatoire dans de nombreux organes, y compris les artéres, notamment les
plaques d'athérosclérose (Libby 2007). Les aspects fondamentaux de I'inflammation
impliquent la migration sélective et séquentielle des cellules du sang dans les tissus et ainsi
l'activation locale et l'interaction de ces cellules avec des cellules de tissus locaux (Libby
2007).

Dans les conditions normales, les cellules endothéliales vasculaires résistent a un
contact prolongé avec les leucocytes. Cependant, suite a l'exposition a un stimulus
d'activation (constituants microbiens, cytokines pro-inflammatoires), I'endothélium exprime
VCAM-1 et les ¢éléments de la famille des sélectines, P et E (Cybulsky et Gimbrone 1991;
Lasky et al. 1989). Le VCAM-1 se lie aux monocytes et aux lymphocytes T. La P-sélectine
se lie aux monocytes et aux neutrophiles tandis que la E-sélectine se lie aux neutrophiles
(Bevilacqua et al. 1989; Libby 2007). Aprés l'adhésion a la surface endothéliale, les
monocytes migrent dans la paroi artérielle médiée par des chimiokines telles que les MCP-1
(Libby 2006).

Une fois présent dans les tissus tels que la paroi de l'artére, les cellules du systeme
immunitaire produisent des ROS, des cytokines procoagulants, et d'autres petites molécules
qui amplifient et soutiennent la réponse inflammatoire.

Les cellules ¢épithéliales et mésenchymateuses répondent aux signaux pro-
inflammatoires produits par les phagocytes mononucléaires et lorsqu'elles sont activées,
participent activement a la propagation de la réponse inflammatoire par la production d’un
spectre similaire de médiateurs comme les phagocytes.

Il a été montré que 1’exposition des cellules endothéliales a des stimuli tels que les
endotoxines bactériennes ou TNF recombinante humaine, entraine l'expression de 1'lL-1a et
I’IL-1B (Libby et al. 1986). Des travaux ultérieurs ont complété le tableau des cytokines et
autres protéines pathogénes exprimées par l'endothélium et le muscle lisse vasculaire (IL-1p,

IL-1a, IL-6, IL-18, TNF, M-CSF, MCP-1, ICAM-1) (Kranzhofer et al. 1999; Yu et al. 1992).
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Les cellules immunitaires sont attirées vers les sites d’inflammation pour stimuler la
migration et la prolifération cellulaire ainsi que la synthése des protéines dans la paroi
vasculaire. L'infiltration des cellules immunitaires est une étape cruciale dans le processus
inflammatoire. L’infiltration des neutrophiles est une étape cruciale de la réponse
inflammatoire. Elle induit des lésions vasculaires par une production accrue des ROS.
L’endommagement vasculaire est associ¢ a l'activité des cellules endothéliales, les CMLV et

les cellules immunitaires (lymphocytes, macrophages, CD et d'autres lignées cellulaires) (Fig.
6).
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Figure 6. Origine et différenciation hématopoiétique des cellules immunitaires. Imhof et al.

(Imhof and Aurrand-Lions 2004).

Il est a noter aussi qu'une réponse vasculaire inflammatoire efficace dépend des
interactions cellule-cellule. Les cellules T sont des régulateurs importants de la réponse
inflammatoire, d’ailleurs ils sont présents dans l'adventice de 1’aorte avant et apres

I’inflammation (Galkina et al. 2006).
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2. Importance du systéme immunitaire dans la pathologie cardiovasculaire
et 'THTA

L'inflammation vasculaire qui est caractérisée par une infiltration des cellules
immunitaires est un mécanisme important dans le développement des maladies
cardiovasculaires et ’'HTA (Eriksson et al. 2001; Schiffrin 2002; Touyz et Schiffrin 2003).
Elle se traduit par une expression accrue des molécules d'adhésion, une extravasation des
leucocytes, une activation des cellules immunitaires avec production de cytokines et
augmentation du stress oxydatif (Schiffrin 2010).

Les désordres vasculaires induits par l'inflammation sont caractérisés par une
accumulation de cellules immunitaires dans les différentes couches de la paroi vasculaire :
macrophages, cellules dendritiques, cellules naturelles tueuses (NK) et lymphocytes T et B.
les cellules de I'immunité innée (macrophages, granulocytes et cellules NK) comme celles de
I'immunité acquise (cellules dendritiques et lymphocytes) contribuent a la pathologie
hypertensive (Verlohren et al. 2009).

Récemment, il a été démontré que Iinfiltration des macrophages et des lymphocytes T
dans I’adventice est associée au développement de I'HTA et au remodelage vasculaire (Guzik
et al. 2007). La souris déficiente en macrophages vasculaires, par contre, est incapable de
développer une HTA et d'induire un remodelage vasculaire suite & 1’administration d’Ang II
(De et al. 2005) ou de la combinaison DOCA-sel (Ko et al. 2007).

L°’HTA voit l'accumulation des cellules T activées dans la graisse périvasculaire et
dans les reins. Dans ces sites, ces cellules libérent des cytokines qui agissent sur les cellules
vasculaires adjacentes et 1'épithélium tubulaire du rein (Harrison et al. 2010). Conformément a
ce concept, plusieurs études récentes ont appuyé l'idée que les cytokines produites par les
cellules T et d'autres cellules inflammatoires contribuent a I'HTA. Le traitement par des
antagonistes du TNFa diminue la pression artérielle de rats spontanément hypertendus (Tran
et al. 2009), prévient la dysfonction vasculaire et 'HTA provoquée par I'Ang II (Guzik et al.
2007), et abaisse la pression artérielle de souris présentant une inflammation chronique
(Venegas-Pont et al. 2010). De méme le traitement avec des antagonistes de TNFa diminue
I’inflammation rénale chez des rats transgéniques hypertendus (Muller et al. 2002). Il a été
prouvé que les cytokines proinflammatoires IL-6 et IL-17 sont impliquées dans I’HTA induite

par I’ Ang II (Schrader et al. 2007; Madhur et al. 2010).
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Les cellules T et NK sont entierement équipés avec les composants du SRAA et sont
potentiellement capables de produire et livrer I’Ang II aux sites d'inflammation (Jurewicz et
al. 2007).

Ces données soutiennent le role de 1'immunité innée dans le mécanisme des réponses
inflammatoires lors de I'HTA. Le rble de I'immunité acquise dans ’'HTA n'a été¢ démontré que
récemment, plus particulicrement 1’implication des lymphocytes T dans les réponses
immunitaires adaptatives et leurs effets dans le processus inflammatoire. Cette immunité
acquise contribue a I'élévation de la pression artérielle et au remodelage vasculaire. Guzik et
al. (2007) ont utilisé des souris RAG-17" (recombination activating genes) qui sont déficientes
a la fois en lymphocytes T et B. Le transfert adoptif des cellules T a un effet hypertenseur sur
ce type de souris traitées avec I’Ang II, associé a un stress oxydatif (augmentation du taux des
*O2- aortique) et une dysfonction endothéliale (altération de la vasodilatation en réponse a

l'acétylcholine).

3. ROle des Treg dans ’'HTA

Les Treg sont des immunosuppresseurs qui se développent dans le thymus (Treg
naturel [n]) (Stephens and Shevach 2007). Ils agissent ensuite au niveau des tissus
périphériques en exercant un effet inhibiteur sur les cellules T pro-inflammatoires. Lors d'une
réponse, les Treg peuvent également se différencier dans la périphérie (Treg induite [i])
(Taleb et al. 2008).

Les Treg expriment les CD4, CD25 (récepteur IL-2), CD45RB (commun a tous les
leucocytes), CD62L (molécule d'adhésion L-sélectine), CD103, et les antigénes cytotoxiques
des lymphocytes T (ACTL). Les cellules Treg agissent sur plusieurs types cellulaires (Thl,
Th2, Th17, cellules B, CD et autres) pendant le processus immunitaire (fig. 7).

Le facteur de transcription forkhead box protein 3 positive (Foxp3+) est spécifique
aux Treg et régule son effet inhibiteur sur les cellules T pathogénes. L'IL-2 est essentielle en
quantit¢ minimale pour I’entretien des Treg, alors que de grandes quantités d'IL-2 sont
cruciales pour effectuer la différenciation des cellules T et leur prolifération (de la Rosa et al.
2004; Thornton et Shevach 1998). En régulant la transcription d'IL-2, les Treg Foxp3+

régulent les réponses pro-inflammatoires. Les cellules naives CD4+ CD25- se trouvent a la
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périphérie. Elles peuvent se différencier en cellules CD4+ CD25+ Foxp3+ (Treg) soit en
présence d'IL-10 ou en présence de TGF-B (Carrier et al. 2007; Levings et al. 2005). Les
effets inhibiteurs des Treg sont basés sur l'expression des cytokines inhibitrices, au niveau du
cytosol, sur les perturbations métaboliques et sur l'inhibition de la fonction des cellules
dendritiques (CD).

L'action inhibitrice des Treg sur les cellules T activées s’explique en trois modes de
suppression qui ne sont pas complétement €élucidés. Il s'agit notamment de la suppression des
cellules de maniere contact-dépendante, la limitation des facteurs de croissance tels que IL-2
et la production des cytokines inhibitrices (Taleb et al. 2008). Le contact cellule-cellule
implique les récepteurs CTLA-4, exprimés sur les Treg avec les molécules CD80 (exprimé
sur les lymphocytes T effecteurs) ou avec les molécules CD80/CD86 sur les cellules
présentatrices d’antigéne (APC) (Paust et al. 2004). L'interaction entre les Treg et APC
conduit & une diminution des réponses des lymphocytes T effectrices par catabolisme du
tryptophane (Fallarino et al. 2003).

Une fois activées, les cellules T effecteurs (Teff) sécrétent de 1'lL-2, qui se lient au
Treg. Elles entretiennent et activent les génes des Treg comme les Foxp3. Par cette activation,
et par un effet de rétroaction, les Treg suppriment et privent les lymphocytes Teff du facteur
de croissance essentiel IL-2.

Les Treg peuvent aussi inhiber 1’activité des lymphocytes T. Ceci, par la production de
cytokines solubles inhibitrices telles 1'lL-10, le TGF-f et 1'lL-35 (Collison et al. 2007). Le
facteur de transcription Foxp3 est nécessaire a la médiation de 1'effet inhibiteur des Treg sur
les cellules T pathogenes. Il est important de mentionner qu’aucune fonction suppressive n’a

été observée sur des Treg isolées de souris knockout Foxp3 (Fontenot et al. 2003).
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Fig.7 Sites d’action des cellules Treg au cours du processus inflammatoire (Akdis 2009)

Réle des lymphocytes T dans I’hypertension

Chez des rats rendus hypertendus par I’infusion d’Ang II, il a été montré que la
production d’IFN-y (produit par les Thl), au niveau des reins et de la rate, augmente
parallélement a une diminution de la production d'IL-4 (cytokine produit par les Th2) (Shao et
al. 2003). Ceci montre que les cellules Thl et Th2 sont impliquées dans ’HTA induite par
I’ Ang II surtout que le blocage des récepteurs AT1 restaure leurs taux.

La premiére étude qui a clairement mis en évidence 1’implication des lymphocytes T
effecteurs (Th1l) dans I’HTA et le remodelage vasculaire, chez des souris infusés par I’angio I1
ou par l'association Doca-sel, est celle de Guzik et al. (2007).

Il a également été mis en évidence que la réduction des cellules dendritiques (cd8a+),
la réduction des cellules NK et I’altération des cellules T mémoires (cd8) chez des souris,

empéche 1’¢lévation de la pression artérielle induite par 1’infusion d’Ang II. Par contre, la
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greffe de moelle osseuse permet de rétablir 'effet de 'Ang II chez ces souris (Gratze et al.
2008).

L’IL-17 produit par les Thl7 joue un réle important dans ’'HTA et les désordres
vasculaires induits par I’Ang II. Ceci se justifie par le fait qu’il a été prouvé que le taux d’IL-
17 augmente dans les cellules provenant des souris traitées avec 1’Ang II et que 1’absence
d’IL-17 (souris IL-17") empéche 1’élévation de la pression artérielle induite par I’Ang I,
avec diminution de I’infiltration des cellules T dans les tissus adipeux périvasculaires et de la
production d'anions superoxyde au niveau de l'aorte (Madhur et al. 2010).

Le systeme nerveux central (SNC) peut stimuler la participation des lymphocytes T
dans I’inflammation et ’HTA périphérique suite & une augmentation du stress oxydatif dans
les tissus périventriculaires du cerveau. Cela a été démontré par l'inactivation du gene de la
superoxyde dismutase extracellulaire dans le systéme nerveux central de souris. Cette
inactivation du dit géne, qui a été suivie par une production accrue d'anions superoxyde dans
le cerveau (Lob et al. 2010), est associée a une €¢lévation de la pression artérielle parallélement
a une augmentation de I’infiltration rénale et vasculaire des Thl et de celle des médiateurs
inflammatoires. Les mécanismes exacts et les voies de signalisations a 1’origine de ce

processus restent a établir.
Roéle des Treg dans ’'HTA

Le transfert adoptif (transfert passif des cellules dans un nouvel organisme dans le but
de transférer les fonctionnalités et les caractéristiques immunologiques) des Treg réduit
considérablement l'activation et l'infiltration des macrophages. Il réduit également Ia
libération des cytokines proinflammatoires (TNF-a) et améliore la relaxation artériolaire
coronaire endothélium-dépendante. Ceci montre que les Treg ont un role important dans le
développement de la dysfonction endothéliale coronaire dans I'hypertension (Matrougui et al.
2011).

Il a ét¢ montré que la déficience partielle en Treg potentialise les Iésions rénales
induites par la reperfusion ischémique. La réduction du nombre des Treg entraine une
augmentation des neutrophiles, des macrophages et de la production des cytokines (Kinsey et

al. 2009).
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Le groupe de Schiffrin a montré, pour la premiére fois, que les Treg sont impliquées
dans un modele d'HTA génétique sensible au sel, marqué par un systeme d’endothéline up-
régulé. Sur ce modele génétique, la participation du chromosome 2 (qui porte de nombreux
génes pro-inflammatoires) explique le role de la génétique dans la détermination de la réponse
immunitaire conduisant a une élévation de la pression artérielle et au remodelage vasculaire
(Viel et al. 2010a). Ils ont étudié une souche consomic (SSBN2), contenant le génome des rats
Dahl sensibles au sel (souche hypertendus) et le chromosome 2 issu d'une souche témoin
normotendue, afin d'évaluer les influences génétiques sur les réponses inflammatoires dans
I'HTA. IIs ont observé une augmentation des marqueurs des cellules Treg (CD4+ CD25+ ;
CD8+ CD25+, lymphocytes (nombre et activité), Foxp3, IL-10 et TGF-B). IIs ont mis en
évidence une augmentation des lymphocytes T (CD45+ CD3-, CD45+ CD3+) et des cellules
Treg (CD4+ CD25+ et CD8+ CD25+) dans le sang et la rate. Celle-ci a été associée a une
augmentation de la pression artérielle et de I'inflammation vasculaire (Viel et al. 2010).

Le systéme vasculaire des rats hypertendus présente un dysfonctionnement des Treg.
Ces derniers expriment des niveaux faibles de Foxp3b et ne produisent pas de médiateurs
immunosuppresseurs (TGF-f et IL-10), ce qui conduit ainsi a une exagération de la réponse
inflammatoire (Viel et al. 2010). Les cellules Treg ont aussi un effet sur le remodelage
cardiaque secondaire a une €élévation de la pression artérielle induite par I’Ang II. En effet, le
transfert adoptif des Treg améliore les 1ésions cardiaques et les réponses aux stimulations
¢électriques chez des souris infusées avec 1’Ang II, sans pour autant diminuer la pression
artérielle (Kvakan et al. 2009).

Bien que I'implication du systéme immunitaire dans le développement des maladies
cardiovasculaires soit suggéré par plusieurs études (Ait-Oufella et al. 2006; Galkina et al.
2007; Taleb et al. 2008; Valaperti et al. 2008), la mise en évidence du role des Treg dans
I'HTA et d'autres formes de maladies cardio-vasculaires est a ses premiers balbutiements.

Nos deux dernic¢res études expérimentales sont parmi les premieres publications qui

étudient I’effet du transfert adoptif des Treg sur ’'HTA et les désordres vasculaires induits.
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- CHAPITRE 2 -
PERTINENCE ET OBJECTIFS DE RECHERCHE
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I. Les objectifs généraux

L’HTA est I'une des pathologies cardiovasculaires les plus fréquentes au monde.
Plusieurs millions de patients hypertendus sont traités en France et son colit économique est
considérable. Elle est souvent associée aux désordres vasculaires des grosses artéres comme
des artéres de résistances localisées au niveau des organes tels le cceur, les reins, le cerveau et
méme les yeux. L’HTA peut étre controlée par le changement du mode de vie, en luttant par
exemple contre 1’obésité, le tabagisme, la consommation des boissons alcoolisées et 1’excés
d’utilisation du sel. Dans la méme veine, des moyens pharmacologiques (médicaments
antihypertenseurs) peuvent étre également utilisés chez des patients pour lesquels les mesures
usuelles ne suffisent pas a atteindre un controle de la pression artérielle, I’exercice physique
d’endurance restant toujours un moyen de prévention recommandég.

Toutefois, les mécanismes cellulaires et endocriniens qui sont & 1’origine de I’'HTA et
des désordres vasculaires associés ne sont pas totalement compris. Aussi, la recherche sur
I’¢étiologie de ces troubles physiopathologiques demeure un enjeu majeur de I’amélioration de
la qualité de vie et de la santé des patients qui en souffrent.

Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine des désordres vasculaires associés a I’'HTA.
Parmi ceux-ci, citons le traitement avec la r-HuUEPO (en cas d’insuffisance rénale chronique)
et la stimulation du SRAA. Ces deux ¢éléments sont impliqués dans la dysfonction
endothéliale, le remodelage vasculaire, le stress oxydatif et I’inflammation.

Plusieurs études ont mis en avant le fait que I’HTA et les désordres vasculaires sont les
effets déléteres du traitement de 1’anémie par la r-HuEPO (facteur limitant de ce traitement).
Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a été faite sur les effets thérapeutiques de

I’exercice physique sur I’HTA induite par la r-HuEPO.

L’objectif de la premiere partie de cette these, était d’étudier ’impact du shear stress
et de I’exercice sur les désordres ou dysfonctions vasculaires induits par la r-HuEPO, en
présence d’un déséquilibre endothélial (ET-1/NO). Pour ce faire, trois environnements ont été
utilisés (in vitro (cellules en culture), in vitro (artéres mésentériques isolées) et in vivo (souris

transgéniques sur-exprimant I’ET-1 endothéliale).
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L’exacerbation du SRAA est impliquée dans 1’augmentation de la PA et les désordres
vasculaires. Les traitements avec des bloqueurs des composantes de 1’angiotensine II et de
I’aldostérone sont efficaces pour lutter contre I’HTA. Toutefois, les résultats de quelques
récentes études suggerent I’implication du systéme immunitaire (spécialement des
lymphocytes T) dans la physiopathologie de I’HTA induite par 'activation du SRAA.

Aussi, la seconde partie de cette thése consistait a examiner 1I’importance du systéme
immunitaire dans la physiopathologie de I’HTA et des désordres vasculaires, lorsque le SRAA
est exacerbé. Il s’agissait également de déterminer le role des cellules T régulatrices comme
¢léments de prévention.

L'intérét général de ce travail était de démontrer que des stratégies thérapeutiques
autres que pharmacologiques peuvent étre tout aussi efficaces pour prévenir ou traiter les
désordres vasculaires et I'HTA.

Le présent document a été rédigé selon le mode « thése par articles ». 1l comporte

guatre manuscrits originaux, articulés autour de ces deux grandes parties.
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- CHAPITRE 3 -
LES ETUDES
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Etude 1

L’ERYTHROPOIETINE RECOMBINANTE
HUMAINE ALTERE LA VASODILATATION
FLUX-DEPENDANTE D'ARTERES
MESENTERIQUES DE RATS PERFUSEES IN
VITRO, EN PRESENCE D’UN DESEQUILIBRE
DU RATIO ENDOTHELIAL ENDOTHELINE-
1/MONOXYDE D’AZOTE

62



Human recombinant erythropoietin alters the flow-dependent vasodilatation of in vitro

perfused rat mesenteric arteries with unbalanced endothelial endothelin-1/nitric oxide ratio.

Tlili BARHOUMLI, Isabelle JALLAT, Alain BERTHELOT and Pascal LAURANT

Publication acceptée dans Canadian Journal of Physiology and Pharmacology (IF 2010: 1, 85)

1. Butde I’étude

Notre but était d’étudier, in vitro, les effets directs de I’r-HuEPO sur la vasodilatation
NO-dépendante induite par 1'élévation du flux intravasculaire des artéres de résistance
pressurisées et perfusées provenant de rats. Dans un second temps, il s’agissait d’étudier cette
méme vasodilatation endothélium- et NO-dépendante, lorsque le NO endothélial est inhibé
par un agent pharmacologique comme le L-NAME. Face aux différents stimuli, notamment
mécaniques tels que I’augmentation de la pression artérielle ou les variations de flux sanguin,
I’endothélium maintient un équilibre entre vasoconstriction et vasodilatation. I1 module de
facon majeure le tonus et la vasomotricité des cellules musculaires lisses sous-jacentes ainsi
que I’homéostasie du systeéme cardiovasculaire (Davignon and Ganz 2004). 1l a ét¢ démontré
que I’EPO peut avoir un effet vaso-presseur direct via la contraction des CMLV au niveau des
artéres de résistance (Heidenreich et al. 1991). L’effet de 1'r-HuUEPO sur I’HTA est en relation
directe avec la balance ET-1/NO (Rodrigue et al. 2008; Ruschitzka et al. 2000). Nous
supposons que le traitement par I''-HuEPO inhibe la vasodilatation endothéliale flux-
dépendante induite par 1’élévation des forces de cisaillement. Il est aussi suggéré que, dans les
conditions expérimentales combinant r-HuEPO et L-NAME, 1’¢élévation du débit de perfusion
(en stimulant les forces de cisaillement a la surface endothéliale) provoque un effet
vasoconstricteur paradoxal, dont 1’élément initiateur serait un déséquilibre du rapport NO/ET-

l.
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2. Meéthode (voir publication jointe pour les détails)

2.1 Prélevement et montage de I’artére mésentérique

Le jour du sacrifice, des rats males Sprague-Dawley (agés de 12 semaines) sont
anesthésiés au pentobarbital sodique (50 mg/Kg). Apres laparotomie, la premiére anse
intestinale est prélevée et placée dans une solution physiologique. Sous une loupe binoculaire,
une artére mésentérique de 2éme ordre est isolée et nettoyée. Un segment de 1’artére est
ensuite prélevé et monté dans la chambre de pressurisation entre deux canules selon le

protocole expérimental défini par Laurant et al. (1997).

2.2 Protocole de perfusion et d’incubation

Apres un protocole défini de stabilisation de la préparation artérielle, les arteres
sont perfusées pendant 15 minutes, soit avec une solution physiologique contréle, soit une
solution physiologique contenant 10 M de L-NAME et/ou 10 UI/mL de I’r-HuEPO et/ou
10° M de Bosentan. Aprés 10 minutes de repos, le flux intravasculaire est augmenté par
étape de 10 pl/min (de 0 a 100 pl/min) toutes les 3min. Pour chacune des valeurs de flux,
on mesure les variations du diametre de la lumiére induite par 1’¢élévation du flux

intravasculaire.

2.3 Culture cellulaire

Une lignée de cellules (EA.hy926) est maintenue dans un milieu de culture DMEM, a
37°C avec 5% de CO,. Pour étudier I’effet du shear stress sur les cellules, les expériences ont
été réalisées avec le dispositif (Streamer TM) qui génere les contraintes de cisaillement (shear
stress).

Les cellules sont exposées a deux degrés de shear stress: 2 ou 14 dynes/cm2. Les

cellules sont des contrdles ou incubées avec 10* M de L-NAME et/ou 10 UI/mL d’r-HuEPO,
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pendant 30 min. Les surnageants de culture sont recueillis pour mesurer la concentration

d’ET-1 par la méthode ELISA.

3. Principaux résultats

3.1 Effet du L-NAME et de I'r-HuEPO sur le diamétre de base de la lumiére
vasculaire

L’incubation avec I'r-HuEPO seule ou en présence de L-NAME provoque une
diminution du diamétre luminal (vasoconstriction), le L-NAME seul n'ayant aucun effet
significatif. La vasoconstriction est plus grande en présence de L-NAME/r-HuEPO que celle

obtenue avec I''-HuEPO seule.

3.2 Effet de I'r-HuEPO sur les changements du diameétre intravasculaire induit
par ’élévation du débit intravasculaire et des forces de cisaillement (shear

Stress)

L'r-HuEPO inhibe partiellement la vasodilatation flux-dépendante. Le L-NAME seul

inhibe complétement 1’élévation progressive du débit intravasculaire flux-dépendante. Par
contre, l'association L-NAME/r-HuEPO est responsable d'une diminution significative du
diamétre intravasculaire en réponse a une élévation du flux intravasculaire, se traduisant par
une vasoconstriction flux-dépendante et une augmentation accrue du shear stress

correspondant (plus que 25 dyn/cm?” )

3.3 Effet du Bosentan sur la réponse vasculaire induite par I’élévation du débit
intravasculaire en présence de L-NAME/rHu-EPO

Le Bosentan, inhibiteur non sélectif des récepteurs de I’ET-1, empéche la
vasoconstriction flux-dépendante induite par la combinaison L-NAME/rHu-EPO, sans pour

autant corriger la vasodilatation.
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3.4 Effet du L-NAME et de I'r-HuEPO sur la réponse vasoconstrictrice de
I’ET-1 d'artéres mésentériques perfusées et pressurisées

La vasoconstriction provoquée par I’ET-1 n’est pas modifiée par 1’incubation avec le
L-NAME ou [Ir-HuEPO. Par contre, 1’association L-NAME/r-HuEPO accentue

significativement la réponse vasoconstrictrice de I’ET-1.

3.5 Effet du L-NAME et de I''-HuEPO sur la concentration d'ET-1 de cellules
endothéliales en cultures exposées au shear stress

Indépendamment de la valeur de shear stress appliquée (2 ou 14 dyn/cmz), la
concentration d’ET-1 est plus grande dans les cellules traitées avec r-HuEPO, L-NAME et r-
HuEPO/L-NAME que dans les cellules non traitées.

Les concentrations d’ET-1 ne dépendent pas du niveau de shear stress. La
concentration d’ET-1 est cependant plus élevée dans les cellules traitées avec I’r-HuEPO et

exposées a un shear stress de 14 dyn/cm® comparativement a celui de 2 dyn/cm”.
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Human recombinant erythropoietin alters the flow-
dependent vasodilatation of in vitro perfused rat
mesenteric arteries with unbalanced endothelial
endothelin-1 / nitric oxide ratio

Tlili Barhoumi, Isabelle Jallat, Alain Berthelot, and Pascal Laurant

Abstract: Chronic use of human recombinant erythropoetin (-HuEPO) 1s accompamed by serious vascular side effects re-
lated 10 the nise in blood viscosity and shear stress. We investigated the direct effects of -HuEPO on endothelium and nitric
oxide (NO)-dependent vasodilatation induced by shear stress of cannulated and pressurized ral mesenteric resistance arteries.
Intravascular flow was increased in the presence or absence of the NO synthase inhibitor ]\l"‘-niu'u-l.-urgininc methyl ester
(L-NAME; 107 mol/L). In the presence of --HuEPO, the flow-dependent vasodilatation was atienuated, while L-NAME
completely inhibited it. The association of r-HuEPO and L-NAME caused 4 vasoconstriction in response to the rise in intra-
vascular flow, Bosentan (1075 mol/L), an inhibitor of endothelin-1 (ET-1) receptors, corrected the attenuated vasodilatation
observed with ~HuEPO and inhibited the vasoconstriction induced by flow in the presence of ~HuEPO and L-NAME. r
HuEPO and L-NAME exacerbated ET-1 vasoconstriction. At shear stress values of 2 and 14 dynfem?® (1 dyn = 107% N), cul-
wred EA hy926 endothelial cells incubated with ~HuEPO, L-NAME, or both released greater ET-1 than untreated cells. In
conclusion, -HuEPO diminishes flow-induced vasodilatation. This inhibitory effect seems to implicate ET-1 release. NO
withdrawal exacerbates the vascular effects of ET-1 in the presence of =-HuEPO, These findings support the importance of a
balanced endothelial ET-1:NO ratio to avoid the vasopressor effects of r-HuEPO.

Key words: erythropoietin, shear stress, vascular flow, nitric oxide, endothelin-1, L-NAME, culture cells, bosentan,

Résumé : L utilisation chronique d°érythropoiéting recombinante humaine (EPOrHu) s accompagne d’effets secondaires vas-
culaires graves liés 4 'augmentation de la viscosité du sang et des contraintes de cisaillement. Nous avons examiné les effets
directs de I'EPOrHu sur 'endothélium et la vasodilatation dépendante de NO induite par la contrainte de cisaillement d’arté-
mes de résistance mésenténiques canulées et sous pression de rats, Le débit intravasculaire a augmenté en présence ou en ab
sence de Uinhibiteur de la NO-synthase, L-NAME (107* M). L'EPOrHu a anénué la vasodilatation dépendante du débit,
alors que L-NAME I'a totalement inhibée. L association EPOHWL-NAME a causé une vasoconstriction en réponse i 1'aug-
mentation du débit intravasculaire. Le bosentan (1075 M), un inhibiteur des récepteurs de I'endothéline-1 (ET-1), a corrigé
I'atténuation de la vasodilatation observée avec 'EPOrHu et inhibé la vasoconstaction induite par le débit en présence de
EPOrHWwL-NAME. L association EPOHWIL-NAME a exacerbé la vasoconstriction induite par I'ET-1. Aux valeurs de cisail-
lement de 2 et 14 dyn.-‘cn?, les cellules endothéliales EA hy926 cultivées, incubées avee 'EPOrHu, L-NAME, ou les deux,
ont libéré davantage d’ET-1 que les cellules non traitées. En conclusion, 'EPOrHu diminue la vasodilatation induite par le
débit. Cet effet inhibiteur semble impliquer la libération I'ET-1. L élimination de NO amplifie les effets vasculaires de
I'ET-1 en présence de PEPOrHu. Ces résultats confirment importance d'un rapport ET-1/NO endothéhal équilibrié pour
éviter les effets vasopresseurs de I'EPOrHu.

Mots-clés : érythropoiétine, contrainte de cisaillement, débit vasculaire, monoxyde d’azote, endothéline-1, L-NAME, cellules
cultivées, bosentan.

[Traduit par la Rédaction]

Introduction often associated with hypertension and thromboembolism,

causing a high mte of cardiovascular mortality in renal failure

Human recombinant erythropoietin (r-HuEPO) is known to
stimulate erythropoiesis and to treat anemia associated with
chronic renal failure (Moreno et al. 2000). Its chronic use is

patients (Raine 1988). Although elevation of blood pressure
is considered to be the main adverse effect under r-HuEPO
therapy, the precise mechanism is still unknown. Excessive
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erythrocytosis and blood hyperviscosity have been proposed
(Bertinieri et al. 1998). Existence of EPO receptors on vascu-
lar endothelial and smooth muscle cells (Anagnostou et al.
1994) supports the hypothesis of a direct effect on the vessel
wall. r-HuEPO stimulates production and release of endothe-
lin-1 (ET-1), a potent vasoconstrictor peptide (Cardini et al.
1993; Katoh et al. 1994; Nagai et al. 1995). However, several
reports demonstrate that some subjects can cope with exces-
sive erythrocytosis (Santolaya et al. 1989; Juvonen et al.
1991). Transgenic mice overexpressing EPO and reaching
hematocrit levels of up to (.89 have an unaffected heart rate,
cardiac output, and blood pressure. In these mice, hyperten-
sion and thromboembolism are prevented by markedly en-
hanced bioavailability of nitric oxide (NO) (Ruschitzka et al.
2000: Vogel et al. 2003).

Vascular tone in small arteries is dependent on endothe-
lium function because endothelial cells are constantly sub-
jected to mechanical stresses in the form of shear stress
generated by blood flow. In response to blood flow, mechan-
ical stress exerted on the endothelial surface triggers a bal-
anced endothelium-dependent dilatation via regulation of the
expression of genes encoding various vasoactive mediators,
among them endothelial nitric oxide synthase (eNOS) andd
ET-1. Laminar shear stress increases eNOS expression, and
the released NO largely contributes to flow-induced vasodila-
tation (Topper et al. 1996; Ziegler et al. 1998)). ET-1 is also
regulated by shear stress, although the manner of response
remains controversial. Most studies, however, reveal that ET-
I release is downregulated by laminar shear stress in a dose-
dependent manner (Groenendijk et al. 2007). A balanced
endothelial release of these opposite mediators has been pro-
posed to regulate vascular tone and blood pressure. Although
the principal factor of NO release is the shearing forces ap-
plied to the endothelial surface, less is known about the di-
rect effect of rHuEPO on the balanced endothelial
regulation of blood flow. Transgenic mice overexpressing
EPO develop hypertension, peripheral vasoconstriction, and
cardiac complications when NO synthesis is blocked by
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), activating the
ET-1 system (Quaschning et al. 2003). In hypertensive he-
modialysis patients treated with r-HuEPO, a positive corre-
lation has been found between blood pressure and plasma
ET-I/NO ratio (Shimada et al. 2003). These findings sug-
gest that the hypertensive effect of r-HuEPO is masked if
NO is present and appears when the balanced endothelial
ET-1/NO ratio is disrupted and rises.

Since shear stress is involved in the regulation of vascular
tone, we hypothesize that ~HuEPO perturbs the mechanical
environment, leading to altered shear stress- and flow-in-
duced vasodilatation in isolated and pertused rat mesenteric
arteries, and that these alterations may be potentiated by a
rise in the ET-1/NO ratio.

Materials and methods

Isolated and perfused mesenteric resistance artery
experiments

Male Sprague-Dawley rats (12 weeks old) (Charles River,
L’Arbresle, France) were used. Animal care and experimental
procedures were carried out in compliance with applicable
guidelines formulated by the European Union for the care
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and use of laboratory animals (L358-86/60%EEC). Rats
were anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg). A
median laparotomy was performed, and a segment of mesen-
teric artery (~100 pm internal diameter, 2-3 mm in length)
was carefully dissected and cleaned of all adherent connec-
tive tissue under a dissecting microscope. It was then cannu-
lated at both ends and mounted in a video-monitored
perfusion system (Living System Instrumentation Inc., Bur-
lington, Vt., USA) (Laurant et al. 1997). The artery was
bathed in a 10 mL organ bath containing a cold physiological
salt solution (PSS) of the following composition: 120 mmol/L
NaCl; 25 mmol/L NaHCO4; 4.7 mmol/L KCl; 1.2 mmol/L
KH;PO,,; 1.2 mmol/L MgS0y; 2.5 mmol/L CaCls; 0.026 mmol/L
EDTA; and 5.5 mmol/L glucose. PSS was bubbled with
95% 0, and 5% CO, to give a pH of 7.4-7.45 and was
maintained at 37 “C. The bath solution was changed contin-
uously at a rate of 10 mL/min. The pressure at both ends of
the artery was monitored by pressure transducers. Intravas-
cular flow and pressure were adjusted by means of a pres-
sure servo system (Living System Instrumentation Inc.).
After intravascular pressure and flow were established, the
arterial segments were checked for leaks, which were iden-
tified by a reduction in the preset intraluminal pressure. The
arterial segments were then equilibrated for 1 h under a
pressure of 60 mm Hg.

The viability of each artery was tested before the experi-
mental protocol. Arterial segments were considered viable
and used in the study if they fully constricted in response to
high-potassium PSS (120 mmol/L NaCl replaced by an equi-
molar amount of KCI), containing 10 mmol/LL norepinephrine
(Sigma—Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) in PSS. The
integrity of endothelium was confirmed if norepinephrine-
precontracted segments fully dilated in response to 10 mmol/L
acetylcholine (Sigma-Aldrich) in PSS.

After a 30 min equilibration, equilibrium internal diameters
were measured with a microcomputer-based video-imaging
system in each segment when intravascular flow was in-
creased in steps of 10 pl/min from 0 to 100 pL/min. Step-
wise increases in flow were subsequently repeated after
addition of either L-NAME (10~ mol/L) (Sigma-Aldrich)
(Barhoumi et al. 2011), ~HuEPO (Epoietin beta, NeoRecor-
mon, 10 U/mL) (Roche, Rosny-sous-Bois, France), or both
for 30 min. The concentration of r-HuEPO used in our
study corresponded to the therapeutic dose subcutaneously
administered in patients (Engert 2005; McFarlane et al
2010) and was higher than physiological levels of circulat-
ing EPO (i.e., 5-20 mU/mL) (Bruneval et al. 1993). In a
separate series of the same experiments, the effect of bosen-
tan (10~% mol/L) (gift from Actelion Pharmaceutical, Allsch-
wil, Switzerdand), a dual ET-1 receptor antagonist, was
assessed on flow-induced dilatation. Flow-induced relaxation
was expressed as an increase in internal diameter as well as
a function of shear stress due to flow in vessels subjected
to an intraluminal pressure of 60 mm Hg (preliminary stud-
ies have shown that vessels developed an optimal level of
myogenic tone under this pressure value). Shear stress (T,
dyn/cm?) (1 dyn = 1075 N) was calculated as previously de-
scribed (Matrougi et al. 1997): T = 4nQ/7r”, where 1 is the
viscosity of the medium (0.01 dynfem? as water viscosity at
37 °C), Q is the flow rate (mL/s), and » is the radius (cm).

In one set of experiments, cumulative concentration—
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response curves to ET-1 (10-"-10-" mmol/L) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo., USA) were performed by ex-
traluminal application of the drug in the presence of L-
NAME and (or) r-HuEPO. The mesenteric arteries were
stimulated until the maximal decrease in lumen diameter
was obtained.

Cell culture and shear stress experiments

‘We used the immortalized endothelial cell line EA.hy926,
kindly provided by the Service of Vascular Medicine (Lau-
sanne University Hospital, Switzerland). This cell line has
been previously chamcterized with regard to the expression
and release of EPO receptor (Ribatti et al. 1999) and was
found to behave very much like human umbilical vein endo-
thelial cells, from which it was initially derived (Edgell et al.
1983). The endothelial cells were maintained in Dulbecco’s
modified minimal Eagle medium (DMEM <+ GlutaAX),
containing 4.5 g/l p-glucose and pyruvate (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Invitrogen), 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomy-
cin (Pen Strepto Penicillin-Streptomycin, GIBCO) (Invitro-
gen) and cultured at 37 °C with 5% CO,. After reaching
confluence under static condition, endothelial cells were tryp-
sinized from the T-75 tlasks, seeded on collagen-coated cul-
ture slides (CS-C culture slips, collagen type I) (Dunn
Labortechnik GmbH, Asbach, Germany), and grown to con-
fluence. Flow stmdies were performed with the Streamer
shear stress device (Flexcell STR-4000)), which is a parallel-
plate flow system for stimulation of cultured cells with lami-
nar shear stress. Six culture slides with confluent cells were
inserted into the parallel-plate flow system equipped with 6
chambers and exposed to flow with either low (2 dyn/cm?)
or elevated (14 dyn/cm?) shear stress. Streamsoft software
controls a flow pump, thereby regulating the flow rate into
the chambers and the magnitude of tluid-induced shear stress
applied to cells. The Streamer was incorporated into a recir-
culation loop fed with the perfusion medium from a medium
reservoir. The medium was driven by peristaltic roller pumps,
and the loop included pulse dampeners to ensure steady lam-
inar flow. The entire flow device was placed in a 37 °C hu-
midified 5% CO; incubator (Hosoya et al. 2005).

Endothelial cells cultured on culture slides were treated
with r-HuEPQ (10 U/mL) and (or) L-NAME (10~ mol/L)
for 30 min under static conditions and subsequently exposed
to flow for 30 min, to reproduce the experimental protocol
used with perfused mesenteric arteries described above. After
the flow exposure, cells on culture slides were cultured in
fresh medium under static conditions for 30 min. Media and
cells were collected and stored at —80 °C before media assay.
The ET-1 concentration in the cell culture medium was meas-
ured by an enzyme-linked immunosorbent assay (R&D Sys-
tems Europe, Lille, France) according to the manufacturer’s
protocol. Results were normalized versus protein concentration.

Statistical analysis

All data are presented as mean + SEM. Statistical signifi-
cance of the differences was determined by ANOVA (one-
way or two-way ANOVA for consecutive measurements).
Means were compared by a Dunnett’s test or Student’s 1 test
when appropriate. Results with p < (.05 were considered to
be significant.
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Fig. 1. Consecutive effects of L-NAME (107 moVL), rHu-EPO

(10 UfmL), and tHu-EPO plus L-NAME on (@) the intravascular
diameter of pressurized mesentenc resistance arteries in the hasal
condition and on (b) acetylcholine-induced vasodilatation (107% mol/
L) when arteries were preconstricted with norepinephrine. Data are
shown as mean + SEM. *#, p < 0,01, and ***, p < 0.001 vs. L-
NAME; (Fg. la) 11, p < 001 vs. tHu-EPO; (Fig. 16) $35. p <
0,001 vs. control and rtHu-EPO; n = 5-6; tHu-EPO, human recom-
binant erythropoieting L-NAME, N%nitro-L-arginine methyl ester.
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Results

Effect of r-HuEPO and L-NAME on vascular tone of the
isolated mesenteric arteries

The addition of ~rHuEPO to the bath significantly de-
creased the basal lumen diameter of the isolated perfused ar-
teries (p < 0.01). L-NAME did not change the lumen
diameter. The association of r-HuEPO and L-NAME induced
a vasoconstriction significantly greater than that observed
with -HuEPQO alone (p < 0.01) (Fig. 1A). In norepinephrine-
constricted arteries, r-HuEPO did not modify the complete
dilatation induced by 105 mol/lL acetylcholine (Fig. 1B).
L-NAME, however, markedly blocked the acetylcholine-in-
duced vasodilatation (~5% decreased lumen diameter). The
r-HuEPO did not modify the inhibitory effect of L-NAME
(Fig. 1B).

Effect of r-HuEPO on the flow- and shear stress-induced
change in intravascular diameter

To oppose the increase of shear stress on the endothelial
surface, mesenteric arteries reacted by flow-dependent vaso-
dilatation (Fig. 2). Stepwise increases in intravascular flow
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Fig. 2. Consecutive effects of L-NAME (107 moVl/L), rHu-EPO (10 U/mL), and rHu-EPO plus L-NAME on (Fig. 2a) flow- and (Fig. 2b)
shear stress-induced vasodilatation in cannulated and pressurized mesenteric arteries. Data are shown as mean + SEM. Each of the curves is
significantly different from the others; n = 5-6; tHu-EPO, human recombinant erythropoieting L-NAME, N"'vni[nhl_vargininc methyl ester.
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and shear stress significantly increased lumen diameter in
control mesenteric arteries. Flow- and shear stress-induced
vasodilatation was partially decreased in arteries incubated
with r-HuEPO (p < 0.03) and completely inhibited in those
incubated with L-NAME (p < 0.001) (Fig. 2). When arteries
were incubated with both L-NAME and r-HuEPO, the pro-
gressive elevation of flow rate and shear stress caused a de-
creased lumen diameter, indicating that flow and shear stress
induced a vasoconstriction of the perfused arteries (p <
0.05).

Effect of Bosentan on the flow- and shear stress-induced
change in intravascular diameter
In the presence of Bosentan (10-5 mol/L), the altered flow-
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and shear stress-induced vasodilatation and shear stress ob-
tained in arteries perfused with r-HuEPO was partally
corrected (p < 0.05) (Fig. 3). Bosentan significantly inhibited
the entire flow- and shear stress-induced vasoconstriction ob-
served in arteries bathed with L-NAME and r-HuEPO (p <
(0.01). Bosentan did not restore the vasodilatation of the ar-
teries treated with L-NAME and r-HuEPO. Bosentan had no
effect on mesenteric arteries incubated with L-NAME.

Eftect of L-NAME and r-HuEPO on the vasoconstrictive
response of ET-1

ET-1 applied extraluminally caused a concentration-
dependent constriction of the isolated arteries. L-NAME
and r-HuEPO did not significantly change the vasoconstric-
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Fig. 3. Consecutive effects of Bosentan (107 mol/L) on flow- and shear stress-induced vasodilatation in cannulated and pressurized mesen-
teric arteries bathed with (Fg. 3a) rHu-EPO; 10 UfmL) and (Fig. 3b) tHu-EPO plus L-NAME. Data are shown as mean & SEM. Each of the
curves is significantly different from the others; n = 5-6; tHu-EPO, human recombinant erythropoietin; L-NAME, N¥-nitro-L-arginine methyl

ester.
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tion of ET-1. The dose-response curve to ET-1 was, how-
ever, significantly shifted to the left in the presence of L-
NAME and r-HuEPO (p < 0.035), indicating an enhanced
vasoconstriction of mesenteric arteries in response to ET-1
(Fig. 4).

Effect of L-NAME and r-HuEPO on ET-1 release from
cultured endothelial cells exposed to flow and shear stress
Cultures of the endothelial cell line EA.hy926 cells con-
stantly generated and released ET-1 into the cell culture me-
dium. Independently of the shear value applied 2 or 14 dyn/
cm?), ET-1 levels were greater in the media containing cells
treated with r-HuEPO, L-NAME, and both r-HuEPO and L-
NAME than in those containing untreated cells (p < 0.05)
(Fig. 5). ET-1 release was not dependent on the shear level
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Shear stress (dynicm?)

in untreated, L-NAME-, and both L-NAME and rHuEPO-
treated cells. The ET-1 concentrations were, however, greater
in r-HuEPO-treated cells exposed to a shear stress value of
14 dyn/cm? than in those exposed to a value of 2 dyn/em?
(p < 0.05).

Discussion

In the present study we showed that ~HuEPO inhibited the
flow-and shear stress-induced vasodilatation of isolated mes-
enteric arteries. NO is essential to counterbalancing the in-
hibitory effect of r-HuEPO, since in the presence of
L-NAME, r-HuEPO induces an opposite effect characterized
by a vasoconstriction with elevated shear stress values. We
also demonstrated that the inhibitory effect of r-HuEPO on
flow-induced wvasodilatation was mediated by ET-1 release

Published by NRC Research Press

71



ress.com by MCGILL UNIVERSITY on 10/07/11

D!

ersonal use only.

For p

Can. I. Physiol. Pharmacol. Downloaded from www.nreresearch

440

Fig. 4. Vasoconstriction induced by endothelin 1 (ET-1) in cannulated
and pressurized mesentenic arteries bathed with L-NAME (107 mol/L),
tHu-EPO (10 U/mL), and rHu-EPO plus L-NAME. Data are shown as
mean + SEM. *, p < (105 vs. other groups; n = 5-6; tHu-EPO, human
recombinant erythropoieting L-NAME, N%-nitro-L-arginine methyl ester.
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Fig. 5. Consecutive effects of L-NAME (10~ mol/L), tHu-EPO
(10 UfmL), and rHu-EPO plus L-NAME on endothelin 1 (ET-1) re-
lease ino the endothelial cell culwre medium from cultured cells
previously exposed to a shear stress of 2 or 14 dynfem®. Data are
shown as mean + SEM. #¥, p < (.01 vs. other groups at respective
shear stress values; F, p < 0,05 vs, rtHu-EPO with shear stress of
2 dynfem?; n = 5-6; rtHu-EPO, human recombinant erythropoieting
L-NAME, N%nitro-L-arginine methyl ester.
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and that the absence of NO exacerbated the vasoconstriction
to ET-1 in the presence of r-HuEPO.

Increases in blood flow at the vessel wall and the resulting
flow-dependent mechanical stress exerted on the endothelial
surface increase the lumen diameter of arteries. The increased
lumen diameter reduces the mechanical effects of shear stress
applied to the endothelial surface, thus creating a vascular
adaptation according to variations in blood flow to regulate
blood perfusion of the muscles in activity during exercise
(Laughlin et al. 2008). The mechanism of flow-dependent
vasodilatation in resistance arteries contributes to the regula-
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tion of peripheral vascular resistance and thus blood pressure
(Bergaya et al. 2004). At a given vessel radins, when flow
increases, shear stress also increases in the wvessel wall
Acutely, flow-induced vasodilatation increases the vessel ra-
dius and thereby returns shear stress toward normal levels.
Flow- and shear stress-dependent vasodilatation is an adap-
tive response that requires the presence of a functional endo-
thelium and the release of endothelial factors. There 1s
growing evidence that increased shear stress is a signal for
local increase in eNOS and decrease in ET-1 gene expression
in endothelial cells (Topper et al. 1996; Malek et al. 1999;
Ohura et al. 2003; Groenendijk et al. 2007). Furthermore,
the maintenance of a correct blood flow-induced vasodilata-
tion is achieved by a balanced endothelial release of NO, a
potent vasodilator, and of its functional counterpart, ET-1,
the most potent known vasoconstrictor. In the present study,
the flow-dependent vasodilatation of the mesenteric arteries
was completely inhibited in the presence of L-NAME, and
the frictional forces on the vascular surface were much
higher, confirming that NO strongly participates in the pro-
tective and dilator response to increased flow to regulate vas-
cular tone and peripheral vascular resistance (Pyke and
Tschakovsky 20035).

In the presence of r-HuEPQO, flow- and shear stress-de-
pendent vasodilatation was diminished in mesenteric arteries.
Although r-HuEPO was extraluminally applied to directly act
on vascular smooth muscle cells, it is likely that rHu-EPO
might affect the endothelial eNOS signaling pathway. Indeed,
extraluminal admiistration of r-HuEPO inhibited the
endothelium- and NO-dependent flow-induced vasodilatation,
suggesting an action of the protein on endothelial cells. The
inhibitory eftect of rHuEPO may be mediated by a dimin-
ished eNOS expression and NO release (Wang and Vaziri
1999). However, several studies have reported inverse effects
(Banerjee et al. 2000). Furthermore, we showed that exposi-
tion to r-HUEPO increased the endothelial secretion of ET-1
in a shear stress-dependent manner, as has been previously
described in cultured endothelial cells and isolated vascular
tissue (Carlini et al. 1993; Katoh et al. 1994). The observa-
tion that Bosentan restored the flow and shear stress-depend-
ent vasodilatation indicates that the vasoconstrictor ET-1
confributes to the impaired flow-dependent vasodilatation in-
duced by r-HuEPO, probably by reducing the vasodilator ef-
fect of NO. Interestingly, -HuEPO induced vasoconstriction
(that was blocked by Bosentan) in response to the rise in in-
ravascular flow when the perfused mesenteric arteries were
incubated with L-NAME. In these experimental conditions,
the absence of NO contributed to unmasking the vasocon-
strictor effect of ET-1 and thus to developing constriction
and elevated vascular tone in response to flow and shear
stress in the presence of -HuEPO. Our findings confirm that
the presence of NO is necessary to counterbalancing the vas-
oconstrictor effect of ET-1, whose release is increased by r-
HuEPO. Furthermore, the presence of NO is also necessary
to modulate the sensitivity to the vascular smooth muscle
cell ET-1 receptor, since the vasoconstrictor response to ET-
I of perfused arteries incubated with r-HuEPO was only exa-
cerbated in the presence of L-NAME. All these findings con-
firm that the balance between these 2 vasoactive substances,
NO and ET-1, which antagonize each other, are essential to
determining the peripheral vascular resistance and thus vas-
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cular tone. Moreover, it is not clear as to why the perfused
arteries did not constrict in response to increased flow when
incubated with L-NAME alone, while endothelial ET-1 re-
lease was increased by L-NAME. Although NO may be the
main vasodilator implicated in the flow-induced vasodilata-
tion, others have been shown to play a potential role (endo-
thelial-derived  hyperpolarized factor, prostacyclin), by
counteracting and inhibiting vasoconstriction due to ET-1
(Koller et al. 1993; Takamura et al. 1999).

By producing and releasing NO, the endothelium seems
able to protect against and counterbalance the noxious effects
of r-HuEPO on vascular function. Imbalance in favor of ET-1
may play a major role in pathophysiological situations associ-
ated with an impaired formation and (or) bioavailability of
NO, as has been previously demonstrated in an in vivo exper-
imental study (Richard et al. 1993). Quaschning et al. (2003)
showed that transgenic mice overexpressing human EPO did
not develop hypertension when NO is present. In the pres-
ence of L-NAME, however, these mice quickly developed
hypertension with severe arteriolar vasoconstriction, and a
stimulated ET-1 system seems to be implicated. Some other
studies have suggested such a link between EPO and stimu-
lated ET-1 production (Carlini et al. 1993; Katoh et al. 1994)
as well as overexpression of both subtypes of ET-1 receptors
(ET, and ETg) (Bode-Boger et al. 1996: Ruschitzka et al.
2000; Rodrigue et al. 2008). The clinical use of r-HuEPO
represents significant progress in the treatment of anemia in
kidney failure patients (Moreno et al. 2000). However, sys-
temic hypertension has been reported to develop, or to wor-
sen, in 20%—=30% of patients treated with -HuEPO. This rise
in blood pressure is commonly observed in experimental
models of renal failure (Lacasse et al. 1997; Ni et al. 1998).
Several potential mechanisms by which rHuEPO therapy may
increase blood pressure in hemodialysis patients have been
listed. They include increased blood viscosity, enhanced tis-
sue renin activity and increased angiotensin II receptor ex-
pression, increased catecholamine release, and especially a
direct vascular effect of r-HuEPO by increasing intracellular
calcium levels (Smith et al. 2003). However, all these effects
of r-HuEPO do not seem to be sufficient to explain hyperten-
sion establishment, since healthy volunteers and normal rats
receiving -HuEPO remain normotensive (Berglund and Ek-
blom 1991: Lacasse et al. 1997). Evidence suggests that r-
HuEPO accentuates a preexisting endothelial dysfunction.
Recent studies have shown that acetylcholine-induced vasodi-
latation was markedly impaired in perfused mesenteric ar-
teries from rats treated with a combination of ~HuEPO and
L-NAME and sustained exercise training to mimic elevated
shear stress. Under these conditions, rats quickly developed
high blood pressure, and half of them died during the exer-
cise and recovery periods (Meziri et al. 2011). Chronic renal
failure is associated with an impaired endothelial function
and defective endothelium-dependent vasodilatation. Several
pathogenic factors have been proposed to cause this defect.
Reduced bioavailability of NO appears to be one of the main
factors involved in endothelial dysfunction associated with
chronic renal failure because of increased oxidative stress in
the vascular wall (Schiffrin et al. 2007). The ET-1 system
has been widely implicated in chronic renal disease, since
plasma ET-1 concentration was increased and renal ET-I
was upregulated with increased urinary ET-1 excretion
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(Dhaun et al. 2006). An amplification of the renal vasocon-
strictive effect of ET-1 has been proposed to explain the wor-
sening of hypertension in chronic kidney disease (Dhaun et
al. 2006). Among patients with chronic renal failure present-
ing endothelial dysfunction and arterial hypertension, r-
HuEPO treatment increased the production of vascular ET-1
(Lariviere and Lebel 2003). In rats with renal falure, r-
HuEPO therapy increased vascular and renal cortex expres-
sion and production of ET-1 (Lariviére and Lebel 2003). Fur-
thermore, the present study and that of others (Boulanger and
Luscher 1990) have clearly demonstrated that the absence of
NO increases endothelial ET-1 production and release, sug-
gesting that NO may play an important role in the control of
synthesis and (or) release of ET-1, thus affecting the ET-1/
NO ratio. In the presence of -HuEPO, it is proposed that
the unbalanced ET-1/NO ratio, in favor of ET-1, unmasks
the vasoconstrictor response to ET-1, leading to an elevation
of vascular tone, which increases blood pressure (Shimada et
al. 2003). Our experimental findings are in accordance with
this hypothesis.

In conclusion, r-HuEPO altered flow- and shear stress-de-
pendent vasodilatation of resistance arteries, at least by in-
creasing ET-1 release and interfering with a balanced ET-1/
NO mtio. Although further examination will be needed to
confirm this hypothesis (e.g.. using NO donors such as L-ar-
ginine, and ET, or ETg receptor blockers), the presence of a
balanced endothelial ET-1/NO ratio seems to be necessary
for avoiding altered blood flow-dependent dilatation, in-
creased vascular tone, and elevated blood pressure, as is the
case in some clinical situations such as patients with chronic
renal failure treated with -HuEPO.
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4. Discussion et conclusion

Notre étude a montré que 1'-HUEPO inhibe la vasodilatation induite par le flux ou
les contraintes de cisaillement (shear stress) sur des artéres mésentériques isolées. La
vasodilatation flux-dépendante des artéres mésentériques est totalement inhibée en
présence de L-NAME parallelement a un niveau de shear stress trés élevé. En présence
de L-NAME, 1'-HuEPO induit un effet inverse caractéris¢ par une vasoconstriction
paradoxal associée a une €lévation prononcée du shear stress. Dans cette étude, nous
montrons aussi que l'effet inhibiteur de I'r-HuEPO sur la vasodilatation induite par
I'écoulement s'accompagne d'une augmentation de la production d'ET-1 et que l'absence
de NO exacerbe la vasoconstriction ET-1-dépendante en présence de I'r-HuEPO.

L'exposition a ItT-HuEPO provoque une augmentation de la production
endothéliale d'ET-1, d'une maniére flux-dépendante. De plus, bien que nous ne
démontrons pas de causalité avec 1'élévation du shear stress, la présente étude, en accord
avec d'autres (Boulanger et Luscher 1990), montrent clairement que I'absence de NO
(incubation avec de 1-NAME) augmente la production endothéliale de I’ET-1. Ceci
suggere que, en condition expérimentale ou une sécrétion basale de NO est présente,
l'artére est capable de maintenir une vasodilatation flux-dépendante en présence de I'r-
HuEPO, bien que la production d'ET-1 soit stimulée par I’r-HuEPO. L'effet
vasodilatateur NO-dépendant contrebalance ou s'oppose a un effet vasoconstricteur. En
présence de I'r-HUEPO et de L-NAME, I’¢lévation du débit de perfusion (en stimulant les
forces de cisaillement a la surface endothéliale) provoque en retour, un effet
vasoconstricteur induit localement par I’ET-1. Le NO, dont la production est inhibée, ne
peut s'opposer a l'effet vasoconstricteur de I'ET-1.

En fait, la présence de NO est nécessaire pour contrebalancer 'effet

vasoconstricteur de 'ET-1, dont la libération est augmentée par I’r-HuEPO. Par ailleurs,
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la présence de NO est aussi nécessaire pour moduler la sensibilité aux récepteurs de I’ET-
1 au niveau des CMLV. Cela est suggéré par le fait que la réponse vasoconstrictrice a
I'ET-1, des artéres perfusées incubées avec 1I'r-HUEPO, a été exacerbée seulement en
présence de L-NAME. L'équilibre fonctionnel vasomoteur entre ces deux substances
vasoactives, NO et ET-1, est donc essentiel pour déterminer le niveau du tonus
vasomoteur dont un des éléments de régulation essentiels sont les forces de cisaillement
en réponse a I'¢lévation de la vitesse de I'écoulement sanguin.

Le NO joue un role important dans le controle de la synthése et/ou la sécrétion
d'ET-1 affectant ainsi le rapport ET-1/NO. En présence de I’r-HuEPO, il est suggéré que
le rapport ET-1/NO peut étre déséquilibré en faveur de 'ET-1. Ceci pourrait prendre un
sens pathologique en présence d'une dysfonction endothéliale et un défaut de synthese ou
de biodisponibilit¢ du NO, démasquant ainsi la réponse vasoconstrictrice a 'ET-1. Tout
ceci conduit & une élévation du tonus vasculaire et conséquemment, de la pression

artérielle (Shimada et al. 2003).

En conclusion, I''-HuEPO altére la vasodilatation flux- et shear stress-dépendante
des artéres de résistance, en augmentant la sécrétion d'ET-1 et en agissant sur 1’équilibre
du rapport ET-1/NO. D’autres expériences supplémentaires seront nécessaires pour
confirmer cette hypothése (par exemple en utilisant des donneurs de NO comme la L-
arginine ou les antagonistes des récepteurs ETB et ETA). Par ailleurs, la présence d'un
ratio équilibré ET-1/NO endothéliale semble étre nécessaire afin d'éviter toute altération
de la vasodilatation flux—dépendante induite par 1’écoulement du sang. Cette derniére
pouvant conduire a une ¢lévation de tonus vasomoteur et de la pression, comme dans le

cas de certaines maladies telles que l'insuffisance rénale chronique traités par I’r-HuEPO.
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- Etude 2 -
L'HYPERTENSION ARTERIELLE ET LE STRESS
OXYDATIF PROVOQUES PAR
L'ERYTHROPOIETINE RECOMBINANTE
HUMAINE SONT CORRIGES PAR
L'EXERCICE CHEZ UN MODELE DE SOURIS
TRANSGENIQUE SUREXPRIMANT
L’ENDOTHELINE-1 ENDOTHELIALE.
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1. Butde I’étude

Nos résultats précédents démontrent que I'ET-1 pourrait étre impliqué dans
l'altération de la vasodilatation flux-dépendante de l'artére mésentérique en présence de
I'-HUEPO, et induirait méme une vasoconstriction flux-dépendante en présence d'une
dysfonction endothéliale. Par ailleurs, la littérature fait aussi état de ce que I'ET-1
semblerait jouer un role dans 'établissement de 'HTA de patients traités a 1I’r--HuEPO
(Rodrigue et al. 2003). Le but, ici, était d’étudier les effets cardiovasculaires du
traitement avec 1'r-HUEPO sur des souris transgéniques sur-exprimant ’ET-1 endothéliale
(eET-1), puis d’évaluer I’impact de 1’exercice physique sur les risques cardiovasculaires

induits par I’r-HuEPO.

Les parametres de risques cardiovasculaires étudiés étaient :
la pression artérielle

le remodelage vasculaire

la dysfonction endothéliale.

le stress oxydatif

A o e

I'inflammation
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Nous supposons que I'r-HuEPO provoque une augmentation de la pression
artérielle associée a une dysfonction endothéliale, un processus inflammatoire et un stress
oxydatif élevé chez les souris transgéniques eET-1, et que I’exercice, au vu des résultats
de l'¢tude précédente, devrait accentuer ou corriger les altérations cardiovasculaires

induites par le traitement a 1'-HuEPO.

2. Méthode

2.1 Animaux

Des souris transgéniques males (eET-1) (agés de 8-10 semaines) sur-exprimant
I’ET-1 sélectivement dans 1I’endothélium vasculaire, par le biais du promoteur Tie2, ont
¢été utilisées. Les animaux étaient repartis de fagcon aléatoire en 4 groupes :

1. un groupe eET-1controle

2. un groupe eET-1 traité avec I'r-HUEPO
3. un groupe eET-1 + exercice
4

un groupe eET-1 + exercice et traité avec I'r-HuEPO.

Des souris C57BL/6 (Wild Type) sont utilisées comme controles et
divisées en 2: groupe controle et groupe traité a 1'-HuEPO.
Le traitement avec I'r-HuEPO est de 100 Ul/kg en sous-cutané, 3 fois par semaine

pendant 8 semaines.
2.2 Protocole d’exercice

Les animaux dans les groupes exercices ont suivi un programme de nage pendant
8 semaines (6 fois/semaine; 60 min/jour) selon le protocole modifié, défini par Pellegrin

et al (2007; 2009a).
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2.3 Etapes de I’investigation

Mesure de I’évolution de la pression artérielle par la méthode du fail-cuff
Mesure du taux d’hématocrite.

Mesure de la concentration plasmatique de I’ET-1.

b

Mesure de la concentration plasmatique des cytokines INF-y, TNF-a, IL-6 et IL-

10 avec un Bioplex multiplex Kit.

5. Evaluation de la fonction endothéliale: Etude ex-vivo de la vasodilatation
dépendante et indépendante de I’endothélium des artéres mésentériques isolées et
pressurisées, en réponse a I’acétylcholine (réponse endothélium- et NO-
dépendante) et au nitroprussiate de sodium (réponse endothélium-indépendante).

6. Quantification de I’infiltration des macrophages dans 1’aorte et le cortex rénal.

7. Quantification de I’expression et de I’infiltration du facteur de transcription

Foxp3+ ( X-linked forkhead/winged helix ), marqueur spéficique des Treg dans la

rate et le cortex rénal par immunoflorescence.

3. Principaux Résultats

3.1 Effet du traitement avec I’r-HUEPO sur les souris eET-1
- Augmente la pression artérielle systolique
- Augmente la concentration plasmatique en ET-1
- Augmente I’activité de la NADPH oxydase et la production aortique des anions
superoxides
- Augmente I’infiltration des monocytes / macrophages aortiques (MOMA-2).
- Augmente le taux des cytokines pro-inflammatoires INF-y, TNF-a et IL-6
- Entraine une altération de la fonction endothéliale caractérisée par une réduction

de la vasodilatation NO-dépendante en réponse a 1’acétylcholine
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3.2 Effet de I’exercice physique

- Prévient les effets déléteres de I'r-HUuEPO :

- Prévient I'élévation de la pression artérielle systolique;

- Prévient le stress oxydatif;

- Prévient la dysfonction endothéliale;

- Prévient I'infiltration des macrophages;

- Diminue le taux de I’'INF-y.

Il est a noter aussi que 1’exercice augmente le taux du Foxp3 dans la rate et le cortex
rénal, ce qui traduit ’implication du systéme immunitaire et des cellules Treg dans 1’effet

bénéfique de I’exercice.
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Abstract
Erythropoietin has been shown to increase blood pressure in patients and animal models
when used to treat anemia. This effect might partly contribute by oxidative stress and
increased ET-1 production and release. Chronic exercise prevents or reduces development
of cardiovascular disease such as hypertension. However, it is unknown whether exercise
prevents erythropoietin-induced hypertension. Mice with an endothelial specific
preproET-1 (eET-1) overexpression exhibit vascular damage in absence of blood pressure
rise. We hypothesized that erythropoietin induces hypertension and exacerbates vascular
damage in eET-1 mice, and that exercise training will prevent these effects. Eight to 10-
week old male eET-1 and wild type (WT) mice were treated with human recombinant
erythropoietin (r-HuEPO 100 U/kg, s.c., 3 times/week) or not (control), and subjected to
a program of chronic swimming (1 h/d, 6 d/week) for 8 weeks or maintained in sedentary
condition. The blood pressure was measured weekly. NADPH oxidase activity was
evaluated by Ilucigenin chemiluminescence and superoxide production by
dihydroethidium staining. In eET-1 mice treatment with r-HuEPO increased SBP
(141.45+£5.4 vs. 111.15+£5.5 mmHg, P<0.01), plasmatic ET-1 concentration (P<0.001),
NADPH oxidase activity in kidney (37%, P<0.05) and in aorta (56%, P<0.01), impaired
acetylcholine vasodilatory responses by 70% compared to control (£<0.01) and increased
vascular remodeling (P<0.05) in mesenteric artery. R-HuEPO increased mesenteric artery
vascular cell adhesion molecule expression (2-fold, P<0.05), and aortic macrophage

infiltration (P<0.001) in eET-1 mice. All the above were prevented by exercise. Exercise
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caused a 2 folds increase in Foxp3" expression (specific marker of natural T regulatory
cells) in renal cortex. Thus, r-HUEPO treatment induced blood pressure elevation and
vascular injury. These effects were prevented by swimming exercise in part through

decrease of vascular oxidative stress, inflammation and endothelial dysfunction.

Introduction

Erythropoietin (EPO) is a hypoxia-induced hormone that is essential for normal
erythropoiesis. Human recombinant erythropoietin (r-HuEPO) is widely accepted as a
treatment of anemia associated with chronic kidney disease (CKD) (Fisher 2003; Krantz
1991). However, large clinical trials conducted within CKD patients showed an increase
in cardiovascular events and hypertension in the group of patients randomly assigned to
the higher hematocrit levels target (Cerasola et al. 2009; Singh et al. 2006; Unger et al.
2010). Whether these adverse effects are due to the molecule by itself or hematocrit
levels is still controversial. Experimental data suggest that r-HuEPO could have a direct
effect on the cardiovascular system. Beside its classical expression in erythroid
progenitor cells, EPO receptor was found in endothelial cells and vascular smooth muscle
cells (Bogoyevitch 2004; Chong et al. 2002b). In a rat model of uremia, r-HuEPO
administration induced high blood pressure (BP) and oxidative stress (Rancourt et al.
2010b). Endotelin-1 (ET-1) has been involved in r-HuEPO-induced cardiovascular injury.
Increased levels of ET-1 were shown in hemodialysis patients treated with r-HuEPO

85



(Carlini et al. 1993b). Cardiovascular injury induced by r-HuEPO in uremic rats were
blunted by endothelin-1 subtype A receptor blockers (Rodrigue et al. 2003c).
Endothelin-1 (ET-1) was first characterized as a potent vasoconstrictor and is
overexpressed in the vasculature in different models of hypertension, such as
deoxycorticosterone acetate-salt rats, Dahl salt-sensitive rats, and stroke-prone
spontaneously hypertensive rats

ET-1 is a powerful vasoconstrictor peptide that is implicated in BP elevation in different
models of experimental hypertension such as deoxycorticosterone acetate-salt rat, stroke-
prone spontaneously hypertensive rats, and Dahl salt-sensitive rats, (Iglarz and Schiffrin
2003; Schiffrin 2005a) and in high blood pressure in human (Cardillo et al. 1999). In a
mice model overexpressing ET-1 in endothelial cells, we demonstrated that ET-1
overexpression induced endothelial dysfunction, vascular remodeling and reactive
oxygen specie generation in mesenteric resistance arteries in the absence of significant
blood pressure (BP) elevation (Amiri et al. 2004).

Aerobic exercise is associated with systemic changes in heart rate, cardiac output,
systolic and pulse pressure leading to acute vascular functional adaptations by generating
hemodynamic shear stress (Duncker and Bache 2008; Kemi and Wisloff 2010). Increased
blood flow and shear stress induced by aerobic exercise were modulated mainly by NO
and endothelium-dependent vasodilation in order to protect blood vessels, decrease
peripheral resistance and favor O, delivery to muscles in activity (Duncker and Bache

2008; Maiorana et al. 2003). R-HUEPO administration further increases oxidative stress,
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which might partly account for the accentuation of hypertension and renal injury
(Rancourt et al. 2010b). Several studies, shown that r-HuEPO treatment increased
proinflammatory cytokines in hemodialysis patients (Goicoechea et al. 1998b).
Chronique exercise decreased proinflammatory cytokines (Balducci et al. 2010b) and
oxidative stress (Ji 1999b). Exercise have a deleterious effect in rats treated with r-
HuEPO with pre-existing cardiovascular risk (L-NAME treatment) (Meziri et al. 2011b).
However there is no study about the effect of exercise and r-HuEPO in case of ET-1
overexpressing in the endothelium.

The aims of the current study were 1/ to investigate the effects of r-HuEPO treatment on
blood pressure, vascular function and remodeling, oxidative stress, and inflammation in
transgenic mice overexpressing human preproendothelin-1 specifically in the
endothelium of blood vessels, 2/ to assess a putative beneficial effect of regular
swimming on blood pressure, vascular damage, and the same cardiovascular risk factors
in this model of mice. Swimming is considered equally effective as jogging, biking, or
walking as a recommended aerobic exercise with beneficial effects on cardiovascular risk

reduction (Delagardelle and Feiereisen 2011).

Methods
Animals
The study was approved by the Animal Ethics Committee of the Lady Davis Institute for

Medical Research (LDI) and conducted according to recommendations of the McGill
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University Animal Care Committee and performed according to the recommendations of
the Canadian Council for Animal Care. Eight to 10-week—old male transgenic mice
overexpressing human preproET-1 selectively in the endothelium using the Tie2 promoter
(eET-1) previously described (Amiri et al. 2004) and wild-type littermate mice were
studied. Mice were treated with r-HuEPO (100 U/kg, s.c., 3 times/week) or not (control),
for 8 weeks (n=8-10). Systolic blood pressure (SBP) was measured weekly by the tail-
cuff method using a MC4000 BP analysis system (Hatteras Instruments).

Endurance Swimming Protocol and Sacrifice

eET-1 mice were subjected to endurance exercise or maintained in sedentary condition.
The exercise group underwent 8-week swimming program. Briefly, mice swam always in
the morning between 10 and 12 am (Pellegrin et al. 2009b). The duration of swimming
period was 60 minutes per day, 6 days per week in water kept at 36°C to 37°C. During the
first week, we increased progressively the time of swimming exercise from 10 to 60
minutes by adding 10min each day. Mice should be in moving during all the time of
exercise. At the end of each exercise session, mice were carefully dried and placed under
a lamp 5 to 10 minutes.

Endothelial Function and Vessel Mechanics

Second-order branches of mesenteric arteries were dissected and mounted on a
pressurized myograph. Endothelial function and vessel mechanics were determined as
described previously (Leibovitz et al. 2009). Briefly, vessels were equilibrated for 60 min
at 45SmmHg of intraluminal pressure in warmed oxygenated (95% air—5% CO2) Krebs
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solution (pH 7.4) containing (mmol/I): 120 NaCl, 25 NaHCO3, 4.7 KCI, 1.18 KH2PO4,
1.18 MgS04, 2.5 CaCl2, 0.026 EDTA and 5.5 glucose. Media and lumen diameters were
measured by a computer-based video imaging system (Living Systems Instrumentation,
Burlington, Virginia, USA). Endothelium-dependent and -independent relaxations were
assessed by measuring the dilatory responses to cumulative doses of acetylcholine (Ach,
10° to 10™*mol/L) and sodium nitroprusside (SNP, 10® to 10”mol/L), respectively, in
vessels precontracted with norepinephrine (NE, 5 x 10° mol/L). To evaluate the
contribution of nitric oxide (NO) to the vascular response, in a different set of
experiments the dose-response curve to Ach was determined before and after a 30-minute
preincubation with the NO synthase inhibitor Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME, 10 mol/L). Thereafter, vessels were perfused with Ca*'-free Krebs solution
containing 10 mmol/l EGTA for 30 min to eliminate vascular tone. Media and lumen
diameters were measured at 3, 10, 20, 30, 40, 45, 60, 80, 100, 120 and 140 mmHg
intraluminal pressures. Media cross-sectional area and media/lumen ratio were calculated
(Lacolley et al. 2002b).

Reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NADPH) oxidase activity and
generation of reactive oxygen species (ROS)

ROS generation was determined in the aorta, cardiac apex and the kidney cortex by
measuring NADPH oxidase activity by chemiluminescence using lucigenin and NADPH,
as described in our previous studies (Barhoumi et al. 2011). Vascular superoxide (¢O27)

production was assessed on 5 um cryosections of aorta with the superoxide-sensitive
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fluorescent dye dihydroethidium (DHE, 2 umol/L) in dark conditions for 5 min at 37°C.
Fluorescence was visualized and captured with a fluorescence microscope with a CY3
filter as previously described (Barhoumi et al. 2011).

Plasma cytokine measurement

Plasma levels of interleukin (IL)-1f, IL-6, IL-10, interferon (IFN)-y, and tumor necrosis
factor (TNF)-o were measured using Bio-Rad Laboratories Bio-Plex Multiplex System
(Hercules, CA, USA).

Immunofluorecent detection of macrophages and lymphocytes

Immunofluorescence microscopy was performed on 5-pum-thick cryostat aortic sections.
Aortic sections were air-dried for 30 min, fixed for 5 min in a mixture of
acetone:methanol (1:1) at -20°C and washed with PBS containing 0.1 % Tween-20
(PBST) twice for 10 min. Sections were blocked with PBST containing 10% normal goat
serum for 1 h at room temperature and then incubated with a rat anti-macrophage-specific
antigen MOMA-2 antibody (1:50, Abcam, Cambridge, MA, USA), a hamster anti-CD3
monoclonal antibody (1:100, 145-2C11) or rabbit anti-Foxp3 antibody (marker of natural
T regulatory cells) (1:500, Abcam) in blocking solution overnight at 4°C. The sections
were washed 3 times with PBST and incubated with Alexa Fluor® 488 goat anti-hamster,
Alexa Fluor® 555 goat anti-rat or Alexa Fluor® 555 goat anti-rabbit (1:200, Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA, USA) in the blocking solution for 1h at room temperature and then
washed 3 times with PBST and mounted with Vectashield containing 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Images were captured
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using a fluorescent microscope Leica DM2000 (Leica Microsystems, Richmond Hill,
ON, Canada). The percentage of MOMA-2 and CD3 staining/total surface area was
quantified with Image J software (National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland, USA).

Data analysis

Results are presented as means + SEM. Comparisons between multiple groups were done
by one-way analysis of variance (ANOVA). For comparison of systolic blood pressure, a
two-way analysis of variance for repeated measurements was used. For studies
comparing the acetylcholine response curves, two-way ANOVA was performed on the
sum-of-squares data from each curve. ANOVA was followed by a Student—-Newman—

Keuls post-hoc test. P<0.05 was considered statistically significant.

Results

Physiological variables of eET-1 and control mice

Table 1 summerizes the physiological characteristics of eET-1 and wt mice treated or not
with r-HuEPO and subjected or not to exercise. eET-1, eET-1 + exercise and eET-1 + r-
HuEPO + exercise mice had lower body weight compared with WT, eET-1 and eET-1 + r-
HuEPO mice respectively, Tibia length was not different between groups. Heart weight
was increased in WT + rHu EPO compared to WT and in eET-1 + r-HuEPO + exercise
compared to eET-1 + r-HuEPO. Spleen weight was increased in WT + r-HuEPO
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compared to WT and in eET-1 + r-HuEPO compared to eET-1 Hematocrit was increased
in all mice treated with r-HuEPO.

Effects of exercise on r-HUEPO-induced hypertension

Systolic blood pressure was comparable in WT and eET-1 mice. Blood pressure was
similar in WT and WT + r-HuEPO but was increased in eET-1 + r-HuEPO compared to
eET-1. (Figure 1).

Exercise prevented r-HUEPO-induced impairment of mesenteric artery
endothelium-dependent relaxation and remodelling

Mesenteric arteries from eET-1 and WT showed no difference in relaxation responses to
acetylcholine (Figure 2A). In contrast to WT and WT + r-HuEPO, eET-1 + r-HuEPO
exhibited an impairment in relaxation responses to acetylocholine compared to eET-1
(Figure 2A), indicating endothelial dysfunction. Exercise prevented r-HuEPO induced
endothelial dysfunction in eET-1 mice (Figure 2A). Endothelium-independent relaxation
responses to sodium nitroprusside were similar in all the groups, indicating integrity of
the vascular smooth muscle cell layer (Figure 2C). In mesenteric arteries, relaxation to
acetylcholine was significantly blunted by eNOS inhibition with .-NAME in all groups
except in eET-1 + r-HuUEPO + exercise (Figure 2B).

M/L ratio was increased in eET-1 compared to WT. WT + r-HuEPO and eET-1 + r-
HuEPO had significantly higher M/L ratio than WT and eET-1 respectively (Figure 3).

Exercise prevented r-HUEPO induced M/L increased in eET-1 + r-HuEPO (Figure 3).
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Exercise prevented r-HUEPO-induced oxidative stress

Heart, aorta and kidney NADPH oxidase activity levels were greater in eET-1 compared
to WT. rHu-EPO treatment increased NADPH oxidase activity in both the aorta and the
kidney cortex of eET-1 mice but not in WT mice (Fig. 4A). Exercise decreased NADPH
oxidase activity in heart, kidney cortex and aorta in eET-1 and eET-1 + r-HuEPO.
Superoxide-induced dihydroethidium fluorescence in the aorta was increased in eET-1
mice compared to wild type; this level was furthermore increased by rHu-EPO treatment.
This effect was abrogated by swimming exercise. rHu-EPO treatment had no significant
effect in wild type mice (Fig. 4B).

Effect of exercise on rHu-EPO-induced immune response

Monocyte/mmacrophage infiltration in aortic adventitia and periadventitial fat was higher
in eET-1 compared to WT mice. Monocyte/macrophage infiltration was furthermore
increased by rHu-EPO treatment in eET-1 mice and decreased significantly in exercise
groups. No change was observed in wild type mice treated with rHu-EPO (Fig 5 A). In
the renal cortex, monocyte/macrophage infiltration was increased in eET-1 compared to
WT mice. In WT and eET-1 mice, rHu-EPO treatment had no effect in MOMA-2
staining. Exercise decreased monocyte/macrophage infiltration in eET-1 mice, but has no
effect in eET-1 + rHu-EPO (Fig. 5B).

Expression of Foxp3, marker of T regulatory cells (Treg), was examined by
immunofluorescence in renal cortex since kidneys play a key role in BP regulation (Fig.

5C). Foxp3 staining was not significantly different between WT and eET-1 mice and was
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not modified by r-HuEPO treatment. However exercise increased Foxp3 expression by 2-
fold in eET-1 mice and in eET-1 + rHu-EPO (Fig 5C).
CD4'CD25'FOXP3" T Cells levels in the spleen were similar in WT and eET-1 mice.
Treatment with r-HuEPO significantly decreased CD4 CD25FOXP3" T Cells levels in
the spleen in WT and eET-1 mice. Exercise restored CD4'CD25 FOXP3" T Cells levels
in the spleen of eET-1 + r-HuEPO (Figure 6).
There is no change in cytokines levels in WT and eET-1 mice, however, rHu-EPO
treatment in eET-1 mice increased pro-inflammatory cytokine IL-6 and tended to increase
INF-y. In this group exercise decreased INF-y levels, but has no significant effect in the
other pro-inflammatory cytokines. Plasma levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10
tended to increase by rHu-EPO treatment in eET-1 mice, but was not affected by exercise.
However exercise significantly increased IL-10 levels in eET-1 mice without rHu-EPO
treatment (Fig. 7).
EPO-induced elevation in Plasma ET-1 concentrations levels
Plasma ET-1 concentration was increased in eET-1 mice compared to WT. Treatment
with r-HuEPO significantly increased ET-1 levels in eET-1 mice. Exercise had no effect
in plasma ET-1 concentration in eET-1 mice but tended to decrease ET-1 concentration in
eET-1 mice treated with r-HuEPO (Fig. 8).

Discussion
Treatment with recombinant human erythropoietin (r-HuEPO) is usually associated with

an increase in blood pressure (BP) resulting in de novo hypertension or exacerbation of
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existing hypertension, this effect was markedly if models present an endothelial
dysfunction (Abraham and Macres 1991; Lebel et al. 1998c) and has not been reported
when r-HuEPO was administered to healthy patients (Berglund and Ekblom 1991) or
control animals without any renal or cardiovascular disease (Lacasse et al. 1997).
However, hypertension has been observed in normal rats with higher doses of r-HuEPO
(Muntzel et al. 1993). In this study, we support and extend this concept by demonstrating
that r-HuEPO treatment increased systolic blood pressure (SBP) in transgenic mice
overexpressing human preproET-1 selectively in the endothelium, with an endothelial
dysfunction (Amiri et al. 2004).

The present study provides the first in vivo demonstration that r-HuEPO treatment when
associated with endothelin-1 overexpression, results in increased systolic blood pressure
(SBP), enhanced endothelial dysfunction and vascular remodeling of resistance vessels,
mediated in part by increased plasmatic ET-1 concentration, oxidative stress and
inflammation. This effect was prevented by swimming exercise.

R-HUEPO treatment has no effect on blood pressure (BP), in models with normal
endothelial function, since it’s hematopoietic effect may be counterbalanced by
endothelial vasodilatory agents such as increase in nitric oxide production (Ruschitzka et
al. 2000b; Vogel et al. 2003a) or endothelial ETg receptor expression (Rodrigue et al.
2008c). However, in our study, r-HuEPO attenuate endothelial vasodilation in response to
acetylcholine, suggesting that chronic use of r-HuEPO is able to impair endothelial
function. R-HUEPO did not increase systemic ET-1 release and did not disturb the level

95



of blood pressure that is remains normal in WT mice treated with EPO. In contrast, r-
HuEPO treatment induced hypertension and vascular damage in eET-1 mice. These
effects are mediated at least partly through increased oxidative stress, macrophages
infiltration and plasmatic ET-1 concentration.

It was shown that r-HuEPO induced hypertension in presence of endothelial dysfunction
(Rodrigue et al. 2008a; Ruschitzka et al. 2000). In our study, r-HuEPO treatment may
exacerbate the unbalance in ET-1/NO ratio which leads to further more the endothelial
dysfunction and pressure rise in eET-1 mice. Although transgenic mice without treatment
with r-HuEPO did not exhibited alteration in endothelium-dependent vasorelaxation to
acetylcholine in the absence of changes in (SBP), R-HuEPO treatment of transgenic mice
(eET-1+ r-HuEPO) resulted in significant endothelium-dependent vasorelaxant
dysfunction through deficiency of nitric oxide as demonstrated by reduced responses to
acetylcholine.

Several studies have shown that r-HuEPO can stimulate the release of ET-1, a powerful
endothelial vasoconstrictor (Smith et al. 2003). In our study plasmatic ET-1 concentration
was increased by r-HuEPO treatment and may be leads to impair the ET-1/NO ratio.
Many previous study shown that ET-1 induces endothelial dysfunction (Amiri et al. 2004;
Li et al. 1998b) and inflammation has been associated with BP elevation, which is
associated with excess ET-1 (Schiffrin 2005a; Virdis and Schiffrin 2003a), more
interestingly Amiri et al, 2008 (Amiri et al. 2008) shown that ET-1 has an effect on

vascular inflammation independent of BP elevation.
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Our results shown that r-HuEPO treatment increased plasmatic endothelin-1
concentration in eET-1 mice, these data with that of others demonstrate the detrimental
effects of excess production of ET-1 and its pathophysiological consequences specially
in pressure rise (Schiffrin 2005a; Virdis and Schiffrin 2003b). These suggest that increase
in systolic blood pressure (SBP) was caused by decreased of vascular ETBRs or
increased in ETARs. Furthermore, these results seem to suggest that -HuEPO seems to
affect Tie-2 promoter.

To further investigate the mechanisms by which r-HuEPO treatment in these mice
overexpressing endothelin-1 may contribute to (SBP) elevation and endothelial
dysfunction, we studied the role of oxidative stress and nitric oxide bioavailability.
Significantly increased vascular NADPH oxidase activity in eET-1 mice + r-HuEPO
compared to wild-type + r-HuEPO mice reinforces the large body of evidence on the
potent role of endothelin-1 in ROS generation. These findings are in agreement with
previous results in these models of transgenic mice overexpressing endothelin-1 in the
vasculature (Amiri et al. 2008).

Hypertension is associated with an increase in vascular inflammatory responses, which
contributes to vascular dysfunction monocyte/macrophage infiltration in aortic adventitia
and periadventitial fat was higher in eET-1 compared to WT mice. This level was
furthermore increased by rHu-EPO treatment. Vascular inflammation is characterized by
a greater expression of cell adhesion molecules (VCAM-1 and ICAM-1) by endothelial
cells and by the accumulation of immune cells such as dendritic cells (DCs) and T cells in
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the vascular wall (Viel et al. 2010b). In arterial hypertension experimental and clinical
data suggest a possible interplay of inflammatory molecules with both oxidative stress
and endothelial activation markers (Cerasola et al. 2009).

In our study exercise decrease macrophages infiltration and increased T regulatory cells
(cd4+cd25+foxp3) infiltration in kidney of eET-1 mice treated with r-HuEPO accordily
with a higher level in the spleen of this group. These findings are in agreement with our
previous results shown that T regulatory cells were implicated in hypertension and
vascular damage Angiotensine II-induced (Barhoumi et al. 2011).

The beneficial effect of swimming was likely mediated by downregulating oxidative
stress inflammatory cells infiltration and plasmatic ET-1 concentration. Decreased
oxidative stress in vascular tissues of eET-1 mice treated with r-HuEPO with swimming
exercise was associated with suppression of macrophages and T lymphocytes, both of
which could have contributed to r-HuEPO-induced oxidative stress. Whether ROS
produced by macrophages and T lymphocytes infiltrating the adventitia and
periadventitial fat are able to reach and react with endothelium-derived NO contributing
to endothelial dysfunction, remains to be demonstrated (Touyz 2005a).

Despite some controversial results, it has been clearly demonstrated that low- to
moderate-intensity exercise decreases elevated blood pressure or delays the onset of
hypertension in various experimental hypertension models in animals (Kuru et al. 2002a),
spontaneously hypertensive rats (Yen et al. 1995), Dahl-salt hypertension (Tipton 1991),
DOCA-induced hypertension (Fregly 1984b), and Goldblatt hypertension (Marcus and
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Tipton 1985b), L-NAME-treated rats (Kuru et al. 2009b; Meziri et al. 2011b).
Accordingly, we showed that regular swimming exercise training prevented the rise in
blood pressure in eET-1 mice treated with r-HuEPO.

It has been clearly demonstrated that exercise decreases elevated blood pressure and
prevents hypertension in the most experimental models of hypertension.

In summary, r-HuEPO associated with endothelial cell-restricted preproendothelin-1
overexpression induces increase in plasmatic endothelin-1 concentration, plasma
inflammatory cytokines INF-y, TNF-a and IL-6, endothelial dysfunction, vascular
remodeling, and enhanced ROS production all contributing to elevation in (SBP). To our
knowledge, the present study provides the first in-vivo demonstration that endothelin-1
overexpression associated r-HuEPO treatment results in enhanced endothelial
dysfunction and vascular remodeling of resistance vessels, and contributes to elevated

(SBP), and the role of exercise to abrogated these effect.
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Tables

Table 1. Physiological Variables of eET-1 and control mice

Parameters WT WT+EPO eET-1 eET-1+EX eET-1+EPO eET-1+EPO+EX
Body weight, g 344 +23 321 +£25 29.2 +2.1** 251 +1.1'T 288 +1.1 26.2 +1.5¢
TL, mm 175 +0.2 169 0.1 174 £0.2 16.8 £0.1 17.4 0.1 16.8 £0.1

Heart weight/TL, mg/mm 6.9 £0.8 7.8 *0.6* 6.7 £0.6 6.7 £0.5 7.0 £0.5 8.1 £0.5#
Kidney weight/TL, mg/mm 87 +09 11.3 +1.2 10.1 #4.0 8.8 £6.4 10.7 +6.4 88+15

Spleen weight/TL, mg/mm 4.2 £0.9 8.1 *25* 4.1 *0.7 3.3 #0.3 9.2 +6.5 3.9 +0.9%
Hematocrit 476 18 653 £2.1* 424 £71 514 %22 65.3 +1.5" 63.6 £4.21

Values are mean = SEM. n=7 to 8 mice per group. TL indicates tibia length. Data are
means = SEM. *P<0.05 and **P<0.01 vs. WT, P<0.05 and 71P<0.01 vs. eET-1,
1P<0.05 and {f P<0.01 vs. eET-1 + EPO
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Figure 1. Exercise prevented EPO-induced hypertension. Systolic blood pressure was
measured by tail-cuff technique in wild type mice (WT) and in mice overexpressing eET-
1 in the endothelium (eET-1), in WT and eET-1 treated with EPO (WT + EPO and eET-1
+ EPO respectively), and eET-1 assigned to an exercise regimen in addition or not to the
EPO treatment (eET-1 + EX and eET-1 + EPO + EX respectively). Data are presented as
means = SEM. P<0.05 vs. eET-1 withn=6 - 8.
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Figure 2. Exercise prevented EPO-induced impairment of vasodilatory responses
to acetylcholine. Responses to acetylcholine without (A) or with L-NAME (B)
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and nitroprusside (C) were determined in the same groups as in figure 1 (n=6-8).
Data are means + SEM. 1P<0.01 vs. eET-1; {f P<0.01 and { P<0.05 vs. eET-1 + EPO.

.|..
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67 * % :t
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Figure 3. Exercise prevented EPO-induced small mesenteric arteries remodeling. Media
to lumen ratio was determined in the same groups as in figure 1 (n=6-8).

Data are means + SEM. *P<0.05 and **P<0.01 vs. WT, 1P<0.05 and {1P<0.01 vs. eET-1
and I P<0.05 vs. eET-1 + EPO.
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Figure 4. EPO-induced oxidative stress was prevented by exercise. NADPH oxidase
activity in heart, aorta and kidney (A) and dihydroethidium staining revealing superoxide
generation were determined in the same group as in figure 1. Data are means + SEM.
*P<0.05 and **P<0.01 vs. WT, 7P<0.05 and 77P<0.01 vs. eET-1 and {} P<0.01 vs. eET-
1 + EPO withn=6 — 8.
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Figure 5. EPO induced immune cell
infiltration in the aorta and the kidney.
Exercise increased the number of
FoxP3 positive cells in the kidney.
Monocyte/macrophage infiltration in
the aorta (A) and the kidney (B) was
determined by immunofluorescence
(red fluorescence, n=3-5) in the same
groups as figure 1. Regulatory T cells
infiltration in the kidney (C) was
determined by immunofluorescence
(red fluorescence, n=6-8). Arrow heads
point at Foxp3+ cells. Elastin
autofluorescence and nuclear stain 4,6-
diamidino-2-phenylindole were shown
in green and blue, respectively. Data
are means = SEM. *P<0.05 and
**P<0.01 vs. WT, 1P<0.05 and
+1P<0.01 vs. eET-1 and {{ P<0.01 vs.
eET-1 + EPO withn=6 - 8.
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Figure 6. CD4+CD25+FOXP3+ T Cells levels in the spleen were determined by Flow

Cytometry Analysis in the same groups as figure 1. Data are means = SEM. *P<0.05 vs.
WT, with n= 6-8.
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Figure 7. Plasma cytokine levels. The levels of IFN-, TNF-, IL-6, and IL-10 were
determined in wildtype mice (WT), mice overexpressing eET-1 in the endothelium (eET-
1), WT mice treated with EPO (WT+EPO), eET-1 mice treated with EPO (eET-1 +EPO),
eET-1 mice with exercise (eET-1 +EX), eET-1 mice treated with EPO with exercise (eET-
1 +EPO+EX). Data are means = SEM. 1P<0.05 and §1P<0.01 vs. eET-1 and { P<0.05 vs.
eET-1 + EPO withn=6 - 8.
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Figure 8. EPO-induced elevation in Plasma ET-1 concentrations levels .Levels were
determined in wildtype mice (WT), mice overexpressing eET-1 in the endothelium (eET-
1), WT mice treated with EPO (WT+EPO), eET-1 mice treated with EPO (eET-1+EPO),
eET-1 mice with exercise (eET-1+EX), eET-1 mice treated with EPO with exercise (eET-
I+EPO+EX). Data are means + SEM. **P<0.01 vs. WT, 1P<0.05 vs. eET-1 withn=6 —
8.
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4. Discussion et conclusion

Notre étude a montré pour la premiére fois que le traitement a I'r-HuEPO, lorsqu'il
est associé a une sur-expression de I'ET-1, augmente la pression artérielle systolique
(PAS), exacerbe la dysfonction endothéliale et le remodelage vasculaire des arteéres de
résistance, augmente la concentration plasmatique d'ET-1, augmente le stress oxydatif
(I’activité de la NADPH oxydase et la production des anions superoxydes) et
I'inflammation (augmentation de I’infiltration des monocytes et des macrophages
aortiques) et augmentation les taux des cytokines pro-inflammatoire INF-y, TNF-a et IL-
6). L'exercice d’endurance prévient ces effets délétéres. Ceci confirme notre hypothese:
I’r-HuEPO entraine une augmentation de la pression artérielle chez les souris
transgéniques sur-exprimant I'ET-1, suggérant ainsi que 1'état hypertensif associé a un
traitement a 1' r-HuEPO est 1ié¢ a une anomalie de la production d'ET-1 d'origine
vasculaire. L’exercice est capable de prévenir les altérations cardiovasculaires induites
par l'association r-HUEPO/ET-1.

Ces résultats confirment ceux d’autres travaux, qui ont montré que 1’effet délétére
de I''-HuEPO apparait dans les modeles qui présentent une dysfonction endothéliale
altérée avec une inhibition de la biosynthése de NO et une exagération du systeme des
ET-1 (Meziri et al. 2011; Quaschning et al. 2003; Ruschitzka et al. 2000; Vogel et al.
2003b). Par contre, en présence de NO ou d'une sur-expression des récepteurs ETB de
I’ET-1 (Meziri et al. 2011; Rodrigue et al. 2008), 1'effet délétere (HTAn, vasoconstriction
périphérique) de I’r-HuEPO n'apparait pas.

Dans notre étude, I'HTA et les dommages vasculaires, provoqués par I'r-HuEPO
chez la souris sur-exprimant 1'ET-1, sont associés a une stimulation du stress oxydatif, un
processus inflammatoire vasculaire caractérisé par D’infiltration de macrophages et de
lymphocytes. Ils sont également associés a une augmentation de l'activit¢ de la NADPH
oxydase, et une élévation de la concentration plasmatique en ET-1. Il est reconnu que

I'ET-1 est pro-inflammatoire et pro-oxydant (Schiffrin 2005). De plus, en présence d'une
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dysfonction endothéliale, I''-HUEPO semble exercer un effet permissif sur l'activité de
I'ET-1 (Lariviere and Lebel 2003). L’infiltration des macrophages et des lymphocytes T
dans l'adventice et le tissu péri-vasculaire contribue probablement, avec I'augmentation
de l'activit¢ de la NADPH oxydase, a la production des ROS. Les ROS et les anions
superoxides réagissent avec le NO, pour en abaisser sa biodisponibilité et contribuer a la
dysfonction endothéliale (Touyz 2005).

Dans notre étude, I’effet de I’exercice régulier de nage confirme les résultats
d’autres études qui ont montré les effets bénéfiques de 1’exercice, a intensité faible ou
moyenne, sur la pression artérielle et les désordres vasculaires associés. Il s’agit du
maintien de la fonction endothéliale, I’augmentation de la production et de Ia
biodisponibilit¢ du NO, 1’augmentation de I’activité¢ et de I’expression de eNOS,
I’amélioration de la vasodilatation NO-dépendante en réponse a I’acétylcholine et au flux,
la diminution de la rigidité¢ artérielle et de la résistance vasculaire périphérique, la
diminution de ’expression de la NADPH oxydase vasculaire et I’amélioration de la voie
Akt/eNOS phosphorylée, pour ne citer que ces effets (Adams et al. 2005; Kuru et al.
2002; Kuru et al. 2009; Meziri et al. 2011; Sonnenschein et al. 2011; Tipton et al. 1991;
Touati et al. 2011)

En plus de son effet bénéfique sur la fonction endothéliale et le stress oxydatif,
l'exercice diminue I’infiltration rénale et aortique des macrophages et augmente celle des
cellules T régulatrices (Foxp3) dans le rein des souris eET-1 traitées avec I’r-HuEPO,
parallélement a une élévation de leur pourcentage dans la rate. Ceci montre que les
cellules Treg pourraient contribuer aux effets bénéfiques de 1’exercice sur la pression
artérielle et les désordres vasculaires induits par le traitement a I’r-HuEPO. Ces résultats
confirment également ceux qui suggerent, d’une part, que le systéme immunitaire joue un
role essentiel dans la pathogenese de 'HTA et des maladies cardiovasculaire (Ait-Oufella
et al. 2006; Galkina et al. 2007; Taleb et al. 2008; Valaperti et al. 2008) et d’autre part

que les lymphocytes T influencent la pression artérielle (Guzik et al. 2007). Il a été
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démontré aussi que les Treg sont impliqués dans l'athérosclérose (Ait-Oufella et al.
20006).

Plusieurs études ont montré que 1’exercice physique exerce des effets anti-
inflammatoire et entraine des modifications considérables sur le systéme immunitaire
(MacNeil et Hoffman-Goetz 1993; Nieman et al. 1993; Pedersen et Hoffman-Goetz 2000;
Pedersen et al. 1989). Nous suggérons que I’exercice, via l'inhibition de l'infiltration des
macrophages et la stimulation de celle des Treg, contribue probablement a protéger le
systetme artériel contre les désordres vasculaires a l'origine de I'HTA et de l'athéro-

thrombogénese induits par I’r-HuEPO.

En résumé, I’r-HUEPO, associée a la sur-expression de la preproendotheline-1 des
cellules endothéliales, provoque une augmentation de la concentration plasmatique de
I'ET-1, une élévation du taux des cytokines inflammatoires INF-y et d'IL-6, une altération
de la dysfonction endothéliale et du remodelage vasculaire, sans occulter une exagération
de la production des ROS et qui contribuent tous, a I'élévation de la pression artérielle. A
notre connaissance, la présente étude fournit la premiere étude in vivo qui fait la
démonstration que la sur-expression de I'ET-1, associée au traitement a I’r-HuEPO,
provoque une dysfonction endothéliale accrue, un remodelage vasculaire des artéres de
résistance et contribue a 1’¢lévation de la pression artérielle. Par ailleurs, il est clairement
démontré que l'exercice empéche ces effets grace a des propriétés anti-inflammatoires,
anti-oxydantes et probablement par un effet immunitaire, en [’occurrence par
I’augmentation des cellules Treg, qui pourrait étre 1’un des principaux facteurs a I'origine

des effets bénéfiques de I’exercice.
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I. Leslymphocytes T regulatrices empéchent I’hypertension et les
Iésions vasculaires induites par I'angiotensine 11

T regulatory lymphocytes prevent angiotensin II-induced hypertension and vascular

inju
Tlili Barhoumi, Daniel A. Kasal, Melissa W. Li, Layla Shbat, Pascal Laurant, Mario
F. Neves, Pierre Paradis and Ernesto L. Schiffrin

Publication acceptée dans Hypertension (IF 2010: 6.1)

1. But de I’étude

Dans I'étude précédente nous avons observé que l'effet bénéfique de I'exercice sur
I'HTA et les désordres vasculaires associés (comme l'inflammation) étaient associés a une
¢lévation de l'infiltration des Treg. Les Treg sont une lignée de cellules immunitaires
dont on commence a comprendre le réle dans 1’étiologie des maladies cardiovasculaires
et ’HTA (Schiffrin 2010). Notre but, dans la présente étude, était d’étudier les effets d’un
transfert adoptif des Treg sur la pression artérielle et 1’altération vasculaire, sur un
modele expérimental d’HTA secondaire : la souris traitée a 1’ Ang I1.

Nous supposons que l'amélioration des Treg, cellules qui modulent les
phénoménes de suppression immunitaire, prévient les effets déléteres de I’Angi II. Le
transfert adoptif des Treg (CD4+CD25+) prévient 1’augmentation de la pression
artérielle, la dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire, le stress oxydatif et

I'inflammation chez des souris traitées par I’ Ang II.
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2. Méthode

2.1 Animaux

Des souris males C57BL/6 (agés de 10 a 12 semaines) ont regu, par voie
intraveineuse, trois fois toutes les deux semaines, du PBS, 3x10° cellules Treg
(CD4+CD25+) ou 3 x 10° cellules T effectrices (Teff) (CD4+CD25-). Puis, ont été
infusées avec I’Ang II (1 ug/kg/min, sc) pendant 14 jours, en utilisant des mini-pompes
osmotiques. Quant aux souris contrdle, il leur était également administré (injections) du
PBS par voie intraveineuse.

La pression artérielle systolique a ét¢ mesurée pendant la période de perfusion
avec I’Ang 11, par radiotélémétrie et par la méthode de tail-cuff (3 fois par semaine) dans
un groupe séparé. Apres 2 semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées sous

anesthésie a l'isoflurane.

2.2 Isolation et transfert adoptif des cellules Treg et des Teff

Les lymphocytes T ont été isolés a partir de 3 rates de souris C57BL/6, suite a deux
¢tapes de sélection:

1- sélection négative pour avoir des cellules T CD4 +

2- sélection positive pour avoir des cellules T CD25 +
L’isolation est réalisée en utilisant des billes magnétiques et la pureté des cellules a été

vérifiée par cytométrie du flux (Fluorescence-activated cell sorting FACS).
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2.3 Evaluation de la fonction endothéliale
La fonction endothéliale est déterminée sur des artéres mésentériques de

deuxieme ordre (150-250 um de diametre), en utilisant la méthode du myographe

pressurisé.

3 Résultats principaux

3.1 Le transfert adoptif des cellules T régulatrices prévient I’HTA induite par
I’Ang II.

L’Ang II induit une augmentation de la pression artérielle systolique, cet effet est

prévenu par le transfert adoptif des Treg, mais pas des Teff.

3.2 Le transfert adoptif des Treg prévient 1’altération de la vasodilatation
endothélium-dépendante induite par I’Ang 11

Le traitement avec 1’Ang II entraine une altération de la vasodilatation en réponse
a l'acétylcholine. Celle-ci a été inhibée par le transfert adoptif des Treg et légerement

réduite par les cellules Teff.

3.3 Le transfert adoptif des Treg prévient la rigidité des artéres mésentériques
induite par I’Ang 11

3.4 Le transfert adoptif des Treg diminue le stress oxydatif induit par I’Ang 11

L’Ang II augmente l'activit¢ de la NADPH oxydase dans l'aorte et le coeur. Le

transfert adoptif des Treg, mais pas celui des Teff, prévient cet effet.
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3.5 Le transfert adoptif des Treg diminue les réponses immunitaires induites
par ’Ang I1

L’Ang II augmente les taux plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires (INF-
Y, TNF-a et d'IL-6) ainsi que ’infiltration aortique et rénale des macrophages. Ce taux
diminue par le transfert adoptif des Treg. Aucun changement n’a été¢ observé par le

transfert des Teff.
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T Regulatory Lymphocytes Prevent Angiotensin II-Induced
Hypertension and Vascular Injury

Tlili Barhoumi, Daniel A. Kasal, Melissa W. Li, Layla Shbat, Pascal Laurant, Mario F. Neves,
Pierre Paradis. Ernesto L. Schiffrin

Abstraci—Angiciensin (Ang) Il induces hypertension by mechanisms mediated in part by adaptive immunity and T
effector lymphocytes. T regulatory lymphocytes (Tregs) suppress T effector lymphocytes, We questioned whether Treg
adoptive transfer would blunt Ang [I-induced hypertension and vascalar injury. Ten- to | 2-week—old male C3TBLSG
mice were injected IV with 33 10F Treg (CDY CD25 ) or T effector (CD47CO257) cells, 3 times at 2-week intervals,
and then infused or not with Ang 11 (] pg'kg per minate, SC) for 14 days. Ang II increased systolic blood pressure by
43 mm Hg (P=20.05), NADPH oxidase activity 1.5-fold in acrta and 1.8-fold in the heart (P<<0.05), impaired
acetylcholine vasodilatory responses by 70% compared with control (P=20.05), and increased vascular stiffness
(P=0.001 ), mesentenc atery vascular cell adhesion molecule expression (2-fold; P=20L05), and acrtic macrophage and
T-cell infiltraton (P=20.0017. All of the above were prevented by Treg but not T effector adoptive transfer. Ang 11
cansed 2 43% decrease in Foxp3™ cells in the renal cortex, whensas Treg adoptive transfer increased Foxp3™ cells 2-fold
compared with control. Thus, Tregs suppress Ang [l-mediated vascular injury in part through anti-inflammatory actions,
Immune mechanizms modulate Ang [I-induced blood pressumr elevaton, vascular cxidative stress, inflammation, and

endothelial dysfunction. (Hypertension. 2001:57 469-476.) ® Online Data Supplement

Key Words: adaptive immunity @ inflammation @ cytokines @ blood pressure @ vascular remaodeling
® endothelial dysfunction

A ngiotensin (Ang) II plays a role in the development of
hypertension in part through vasoconstriction and in-
creased peripheral vascular mesistance, endothelial dysfunction,
structural vascular remodeling, and low-grade inflammation.
Ang I plays a key role in inflammation, through oxidative sress
and production of adhesion mokcules and cytokines.>* Innate
and adaptive immunity are involved in Ang H-induced hyper-
tension and end-organ damage. >+ as first suggested by Shao et
al.” who demorstrated that Ang II infusion in rats caused
recruitment of T cells in the kidney, an effect prevented by Ang
M type | receptor (AT R blockers. Guzik et al® showed that Ang
N-induced increase in blood pressure (BF). endothelial dysfunc-
tion, vescular remodeling. and =superoxide production wene
reduced in mag-1 " mice defizient in T and B cells and could be
restored by adoptive transfer of T but not B cells.

Mouse T and B cells and mecrophages isolated from the
spleen express AT R and. in viro, Ang II regulates the
proliferation of wild-type but not AT, R-deficient (agtlar™ )
splenic lymphocytes.® Angiotensinogen, Ang 1. and Ang I
induced proliferation of human T and natural killer cells'®
suggesting a functional renin-Ang syskem in these cells. These
cells express renin. menin receplors, angictensinogen, Ang-

converting enzyme, AT R, and Ang IT type 2 recepbor. Similarty,
mouse T lymphocytes express a local enin-Ang system regu-
lating T-cell activation, expression of tissue homing markers,
and production of tumor necrosis factor (THNF) a1

A subset of T lymphocytes, regulatory T lymphocybes
(Tregs), suppresses innate and adaptive immune responses,'?
including proinflammatory effects of other lymphocytes, mac-
rophages, dendritic cells, and neutrophils. They express CDd,
interleukin (IL) 2 receptor g-subunit {CD25 ), and the ranscrip-
tion factor X-linked forkhead'winged helix (Foxp3.'* Defi-
ciency in Treg is associated with autcimmune diseases in
humans and mice.'* Treg lymphocytes of patients with type 1
diabetes mellits had reduced capacity to suppress T-cell prolif-
emation in viro.® The number and suppressor function of Treg
were decreased in apolipoprotein E knockout (apeE™ ) mice, ™
and Treg adoptive rarsfer attenuated development of athero-
sclerogis in these mice. Recently, we showed chromosome
2—dependent modulation of immune responses in genetic hy per-
tension via Treg lymphocytes.' In the Dahl salt-sensitive (55)
rats, vascular inflammation and BF elevation were associated
with dysfunction of Treg suppressar effects. Consomic SSBN2
rats, which have the 58 rat genome and chromosome 2 from
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nommotensive Brown Norway rats, had improved Treg function
and decreased hypertension and vascular and systernic inflam-
matory mediators compared with 55 rats. Furthermone, adoptive
transfer of Treg prevented Ang O-induced cardiac hypertrophy
and fibrosis, TMF-o¢ expression, immune cell infiltration, and
electric remodeling of the heart independent of BP-lowering
effects.® To test the hypothesis that enhancing Treg-mediated
immune suppression will blunt Ang T-induced hypertension
and wvascolar injury, we determined whether Treg adoptive
transfer prevents Ang O-induced hypertension, endothelial dys-
function, vascular remodeling, oxidative siress, and inflamma-
tion in mice.

Methods

A nimea bs

The study was approvesd by the Amdmal Core Committee of he Lady
vz Inatibute and MoCHI Dalvessity, and followed recommendations
of the Cansdian Council of Animal Care. Tieg sdoplive ransfer was
performed = described previously with minor modifications.”® Ten- &
1Z-week—old male CSTBLA mice (Harbn Laboratorks, Indiampolis,
) were tnjected TV via the til veln 3 Gmes, at 2-week intervale, with
PBS, 3 107 CD4 ™ CD25" (Tregy or CD4 ¥ CD25™ cell jcompamtar T
effector [Tadl]), and then infsed with Ang T (1 peke par moube, SC)
for 14 days using ALZET cemotic minpumps (Duscty. Coniml mice
were similarly injectsd TV with velicle (FBS). Sysiclc BP (SBF) was
messured during Ang IT infusion 3 tmes per week by e tail-cufl
method using 4 MCA000 BP analyss systemn (Hatteras Irstmments),
Adter 2 weeks of Ineatment. mice were kllad under anesthesia with
{soflumne. BP wis sl delermdned by telemetry in a sepamie goup of
mice. Ten-week-old male mice were apesthelized with dsoflurane,
augically instmmenked with PA-CL0 radiotelometry Wanamiters a2
moommended by the manufscturer (Data Sciences Tnkermational )y, al-
lovwed bomcover for 7 days, and treatied as descr bad aboeee, and then BP
was debenmined every 5 minutes fon 10 seconds for 2 consaculive days.
Thereafter, mice were infused of ool with Ang I for 14 days, and BP
wad determdoed hroughout tis pedod.

Isolation and Adoptive Transfer of Treg and
CD4TCD25~ Cells

T ymphocytes were i=olated from 3 epleena of 10- to 1 2-week-old
male CSTBLA mdce through g™ T-call-oegative selection fol-
lowed by CD25 + T-cell—positive selection of splenccyies & per the
Mmanufacturers nsuctons using the EasySep Motse CD4* T Cell
Pre- Endchment and CD25 Positive Salection kits ( Stem Cell Tech-
nalogles). Purity of Trag cell wa3 verfiad by fow cylomety by
fist blocking with Fo-Block (BD Biosciences) for 30 mdoubes at 47C,
followed by stundng with anli-Chd APC-conjugabed (Rh4-57 and
a0l-CO25 PE-conjugated (3CT) anlibodies (BD Biosclences) for |
hour at 4°C, Calls were wiehed, resuspended, and analyzed using
FaCSCalibur fow cytometer (BD Blosciencay and FCS Express W2
software (D Movo Software). To pedform adoptive tmnsfer, mice
wene placed under a heal lamp o incease hlood fow o the il vein
and en wansferrsd © 4 heldog devics (AIMS restradnery The
lateral fail vedns wera ideatified and 100 pl of PES of I 10 el
injected using & 0.5-mL Syrings Wilh 4 26-gauge nesdle,

Endothelial Function and Vessel Mechanics
Second-order branches of mesenterc artedes (I 150 o 250 pm)
wang dissected and monoled on a pressudzed myograph. and
endotbellal functon and vesssl mechanics were determined as
descrited prerviously.®® Detalls of the protocol am presented in the
online Daty Supplement (please see hitpoiy perahajonmals. org).
NADPH cxidase activity ond generation of reactive oxygen specles,
plazma cytokine meazurement. Western blof analysia. and immnos-
Mueescent detection of macrophages and Iymphocy tes are presented
in the online Cata Supplement & wall
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Figure 1. Treq adoptive trarafer prevented Ang IHRduced
hypartersion. SBP asseosed by the tail-cuff technique (A) was
determined in control mice (Ctd) and in mice infussd with Ang Il
ard pretrsated with PBE, Treq, or Tef (CO4°C0257) cellz. SEP
was ako determined by telemstry (B and CL B, Mean 24-hour
SBP data are presented. &, Mean houdy SBP data of day 0 and
12 are shown. Daytime and nighttime are highlighted by nEan
ard cloae horizontal bars. Data are presanted as mean=5EM;
"P=0.05 and *P=0.001 va Gtrl or PBS at day 0 and tP=0.05
and 11P<0.001 va PBS+Ang Il or PBS+Ang |l at day 13 with
n=5 for A and n=24 data points per day for each of 3 to 4 mics
for B.
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Figure 2. Treg adoptive frarefer prevented Ang IHinduced impaimment of vesodilatory reeponsss to acetylcholine. Resporees to acetyl
choline without (&) or with L-MAME [B) and sodium nitroprussids (O were determined in the same groups as in Figurs 1. The sum of

squares of vascdiatory acetylcholne

Data Analysis

Rezulis are presented ag mean=5SEM. Compadsons between multi-
ple groups were done by 1-way ANOWVA. Comparizon of SBP was
by Z-way AMOVA for mepeated measurements. Acetylcholine re-

sponse curves and stressfsirain relationships were companed by
2-way ANOWV A on the sum of squares from each curve. For plema
cytkines, control and Treg+Ang I groups were jodnily consldersd
a8 contols, Acrlic and renal corex Foxp® and monocybeimnacmo-
phage specific antigen-2 (MOMA-I) immunoofluomscence wem
compared uzing Kruskal-Walde 1-way ANOVA. AMNOVA was
followed in all of he cases by Shadent-Mewman-Kenls of Bonferoont
post hoc teste, P05 was consldersd statistically significant.

Resulis

Adoptive Transfer of Treg Prevents

Ang Il-Induced Hypertension

Mice were treated with 3 adoptive transfers of Treg at 2-week
intervals, starting 4 weeks before infusion of Ang IL Cell purity
determined by Now optometry indicated that Treg and Telf prepa-
rations contained 81, 1£2.5% and 5.5%1 2% of CT4 T CD257 cells.
respectvely. To test the specificity of Treg effects, a group of mice
received 3 adoptive transfiers of Teff.

Ang I induced o progressive increase of SBP (Figure 1A),
which was prevented by adoptive transfer of Treg but not
Teff. Results with the tail-coff technique were confirmed by
elemetry (Figure 1B and 1C) Body weight and heart

saa without (&) or with
Ctrl; $P=0.05 and +1F<0.001 va PBS+Ang II; and $P=00001 va L-

(EEJE-WE and statistical reeulta are presented in C. *P00m va
M

E wiith n== to 10.

weight:tibia length ratio were not affected by any treatment
(data not shown).

Adoptive Transfer of Treg Prevents

Ang [-Induced Impairment of Mesenteric

Artery Endothelium-Dependent Relaxation

Ang 1T treatment impaired the vasodilatory respomse of mesen-
teric arteries to acetylcholine, and this was prevented by adop-
tive transfer of Treg and slightly reduced by TedT (Figure 2A and
2C). YWasodilatory resporses to acetylchaline were abrogated by
the MO synthase inhibitor AN-pito-L-arginine methyl ester
(L-MAME) in control and Treg+Ang I groups, but no signifi-
cant change was noted in the PBS+Ang I and Teff+Ang NI
groups (Figure 2B and 2C), indicating that endothelinl NO
synthase—dependent vasodilatory responses were impaired by
Ang I and that this wes not comected by Teff tramsfer.
Vasodilation with sodium niroprusside was similar in all of the
groups (Figure 2.

Adoptive Transfer of Treg Prevents

Ang [l-Induced Mesenteric Artery Staffness

Mo significant changes in medinlumen mbio or media cross-
sectional area of resistance mesenteric aneries wene ohaerved
(Table 51, available in the online Data Supplement). However,
Ang I infusion msulted in displacement o the left of stress!
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Figure 3. Treg adoptive trarsfer praventsd Ang IHnduced
increass in smal messnteric artery stifness. Streeafstrain rela-
tionship was detsrmined in the same groups as in Agure 1. n=8
1o 8 P ve Cirl; 170,05 va PBS+Ang I for strain mea-
aured at 140 mm Hg.

srain curves of Ang [I4nfused mice, indicating increased
stiffness compared with arteries from control mice (Figure 3 and
Table 51). effect abolished by administration of Treg but not
Tedff.

Adoptive Transfer of Treg Prevents

Ang II-Induced Oxidative Stress

Ang I infusion increased NADPH oxidase activity in both
the aorta and the heart (Figure 44 and 4B). Adoptive transfer
of Treg but not Teff prevented this effect. Ang I infusion
increased superoxide-induced dibydroethidium fluoescence
inthe acrta, which was abrogated by adoptive transfer of Treg
but not Teff (Figure 40C).

Adoptive Transfer of Treg Prevenis

Ang II-Induced Immune Response

Plasma levels of the proinflammatory cytolines interferon
(IFM)=y. TMF-ce, and 1L-6 were increased by Ang 11, which was
prevented by Treg adoptive transfer but unaffected by Teff
transfer (Figure 5). Plasma levels of the anti-inflammeatory
cytokine IL- 10 were significantly increased by Ang II reatment
and prevented by Treg transfer but not affected by Teff (Figune
5). Ang I treatment increased the lkevels of vascular cell
adhesion molecule 1 in mesent eric arteries, which was prevented
by adoptive transfer of Treg but not Teff (Figure 6A). Monocytef
macrophage-specific antigen MOMA-2 immunostaining was
incressad in aortic adventitia and periadventitial fat by Ang ITin
mice treated with vehicle or Teff. whereas no change was
ohserved in mice that received Treg (Figure 6B). In addition.
Ang I treatment incressad T-cell infilration in the aortic
adventitia and periadventitial fat, an effect prevented by Treg but
nat by Teff (Figune 6C).

Renal Cortex, Site of Treg Action?

Expression of Foxp3, a marker of Treg, was examined by
immunaofluorescence in aorta. A very low numbser of Foxp3™
cells was detected in aora of control mice (Figure TA).
Meither Ang I1 nor Treg or Teff transfer altered the number of
Foxp3™ cells in aorta. Expression of Foxp3 was examined in
the renal corex because kidneys play a key role in BP

=

50 - Aorta

NADPH cxidase activity
(% change from Cirl)
s

Cird FBS Treg Teff

+Ang I

m

a5y, Heart

200 4

MADPH oxdase activity
(% change from Cird)

Ctd FBS Trag Taff
+Ang ll

Teff + Angll

um

Figure 4. Ang IHnducsd aeidative stress wes prevented by Treg
adoptive tranafar. MADPH oxidsss activity in aorta (A) end heart (B)
and dibydrosthidum staining revealing superoxide gensration (C)
wiers datermined in the same groups as in Figurs 1. P06 va
Crl; TP=0.06 and HHP=0u v PES+Apg Il n=612 7.

regulation. A significant number of Foxp3 ™ cells was de-
tected in the renal cortex of contral mice (Figure TH). Ang I1
caused a 43% decrease in Foxpd™ cells in the renal cortex
compared with control mice. Adoptive transfer of Treg
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increased Foxp3™ cells 2-fold in the renal cortex compared
with control mice. Teff transfer induced a 42% decrease in
Foxp3™ cells in the renal cortex compared with Ang I1-
treated mice. Ang M—induced decrease in Foxp3 ™ cells was
associated with a 9-fold increase in monocyte/macrophages
in the renal corex as revealed by MOMA-2 staining ( Figure
TC). Treg ransfer did not reduce MOMA-2 smining. How-
ever, Teff adoptive transfer increased monocyte/macrophage
infiltration in the renal cortex 1.6-fold further.

Discussion

Multiple lines of evidence link cardiovascular disease, includ-
ing hypertension, with a chronic low-grade inflammatory
state. More recently, innate and adaptive immunity have been
identified as playing a role in cardiovascular disease and
hypertension.*—* The findings of the present study support
and extend this concept by demonstrating that Tregs are
involved in the pathophysiology of Ang Il-induced BP
elevation and vascular injury.

The ohservation that Treg adoptive transfer prevented Ang
N-induced hypertension. vascular damage, and immune cell
infiltration complements and extends the understanding of a
role of T effector lymphocyles in hypertension provided by
the study of Ang IT effects in mag-7 = mice lacking T and B
cells® and that Treg adoptive ransfer prevents cardiac hyper-
trophy, inflammation, and electric remodeling induced by
Ang I1."* Tregs have been characterized as potent suppressars
of T-helper lymphocytes, but molecular mechanisms through

which they exert their suppressive effects remain unknown. !
The suppressive action of Treg is also exerted on other cells,
such as activated monocytes and macrophages.'? Acoord-
ingly. the results of the present study suggest that not only
ad apti ve but also innate immune responses were prevenbed by
adoptive transfer of Tregs, because macrophage infiltration
was decressed in adwventitihn and periadventitial fat. It is
noteworthy that we observed previously that Ang Il-induced
hypertension and vascular damage weme blunted in .'r:c.!.:.‘a"'a*'
mice deficient in macrophages and innate immunity.=

Ang H-induced hypertension and vascular damage are
mediated at least partly through production of oxidative stress
by macrophages and T Iy mphocytes. Both cell types express
AT R and NADPH oxidase 224 Guzik et al* demonsirated
that adoptive transfer of T cells deficient in AT,R (atlar )
or lacking a functional NADPH oxidase (T cells from
PAFFRT mice) into rag-J T mice impaired the ability of
Ang O to induce BP elevation and vascular damage. De-
creased oxidati ve stress in vascular tissues of mice receiving
Treg was associated with suppression of both macrophages
and T lymphocytes, both of which could have contributed to
Ang O-induced oxidative stress. Whether reactive oxygen
species produced by macrophages and T lymphocytes infil-
trating the adventitia and periadventitial fat are able to reach
and react with endothelium-derived MO, contributing to
endothelial dysfunction.® remains to be determined.

Incremsed arterial stiffness is part of Ang Il-induced
vascular damage in both rodents® and humans®™ and is
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associated with low-grade inflammotion.2® Here we show that
a strategy modulating immune homeostasis interferes with
Ang H-induced vascular stiffness thal contributes to the
pathophysiology of hypertension.

Kvakan et al'" demonstrated that transfer of Treg interfered
with Ang O-induced inflammatory and immune responses
and ameliorated cardiac hypertrophy and fibrosis, TMNF-u
expression, immune cell infilration, and electric remodeling.
However, Treg had no effect on Ang O-induced BP eleva-
tion. This discrepancy with our study may be explaiped by
differences in Treg adoptive transfer protocol and mouse
strain. Here, mice were injected IV 3 times, at 2-week
intervals, with 33 10° Treg cells, and then infused with Ang
II fior 14 days, whereas, in the smdy of Kvakan et al.'® mice
were injectad I'V only once with 2 g Treg, | day after the
beginning of the Ang I1 infusion. Repeated injection with
50% more Treg as in our study may be more effective. The
preventive strategy used in the present study versus the
“reabment” stmtegy in the study of Kvakan el al'® may also
explain different effects on BP. Finally, Kvakan et al'* used
NMRI mice, whereas we studied C5TBLAS mice. NMRI mice
are prone o develop glomemlonephritis with aging (www.
criver.com) and have 2 renin genes, whereas C5TBLAG mice

have 1 renin gepe.? Other factors, including differences in
handling of mice, differential feeding, and intestinal micro-
biota, may contribute to modulate the immune responses and
their effects on the vascul ature and BP to explain the different
behavior of mice in 2 experimental settings.

We demonstrated previously that genetic background pro-
vides a framewaork linking the genome, inflammati on, immu-
nity. and a role of Treg in salt-sensitive hyperension.'” In
consomic S5BN2 rats bearing a chromesome 2 from normo-
tensive Brown-Morway rats on a Dahl 55 genetic back-
ground, both BP and vascular inflammation were reduced.
associated with enhanced Treg activity in the aortic wall, as
demonstrted by increased expression of Foxp3 and the
anti-inflammatory  cytokines transforming growth factor B
and IL-10. The present study extends this concept. showing
that manipulation of the Treg pool can prevent Ang I1-
induced hypenension, inflammation, and immune response.

Ang D-induced hypertension. vescular damage, and immune
cell infilration were associated with increased plosma inflam-
matory cytokines [FN-y, TWF-u. and IL-6. Somewhat surpris-
ingly. IL-10 levels increased with Ang I infusion and decreased
with Treg adoptive transfer but not with Teff transfer. In besal
conditions the production of IL- 10 may be sufficient to moderate
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the expression of inflammatory cytokines. An increase in sys-
termic IL-10 in association with enhanced levels of inflammatory
cytokines has been observed in patients with heart failure afier
acute mryocardial inforction®™ and in dilated candiomy opathy 2
Interestingly. Treg adoptive rarsfer was associated with nor-
malization of plasma levels of inflammatory cytokines and of
IL-10. as well as the suppression of macrophage and
T-lymphooyte infiltration. This may be interpreted as a resnlt of
feedbeck loops that modulate proinflammatory cytokines by in-
cremmes in anti-inflommatory IL-10 acting in a counterregulatory
fashion. This may apply to systermic levels of cytokines, becage
local levels may change in a different way, with enhanced IL-10
associated with increasad Treg vascular infilration as found in
corsomic SSBN2 rats, companed with increased TFMN-y, THF-x.
and 1L with Teff infilirution in the vasculature in Dahl 55 mtsa?

The kidney plays a major role in long-term contral of BP and
in the development and maintenance of hypertension’2 Ang
N-induced hypertension was associated with a decrease in Treg
and an increase in monocyte'macrophages in the renal cortex
Treg adoptive transfer was accompanied by increased Treg in
the renal corex. Although this did nol result in a significant
decrease in monocyte'macrophage infilration, this may hawe
reduced inflammation, renal damage, and BP rise. The kidney
may represent one of the sites of action of Treg thet could play
an important role in the regulation of inflammaticn-induced BP
rise. It was not possible to detect changes in Treg in the aorta in

this stucly, which might be becanse of the technique used.
Further experiments will be necessary to betber understand the
direct effects of Treg on the vasculatune.

A limitation to the present study is the fact that mecha-
nisms whereby Treg may improve vascular effects and BF in
Ang M-infused mice were not completely elucidated. TL- 10—
mediated effects could play a role via anti-inflammatory
actions, but this peeds to be further inwvestigated. Further
studies, particularly in humans, will be necessary to estahlish
that immune imbalance plays a mle in hypertension in
humans as in Ang I-dependent hyperension in mice. Fi-
nally, whether effects on endothelial function, oxidative
stress, and plasma cytokines caused BF rise or are secondary
to hypertension remains to be determined.

Perspectives

The present smdy demonstrates that anti-inflammatory Treg
lymphocytes modulate Ang M-induced BP elevation, vascular
oxidative stress, inflammation, and endothelial dysfunction.
extending previous findings of other investigators on effiects of
Treg on Ang I effects on the heart. T-regulatory lymphocytes
sgem to be implicated in mechanisms that modulate the degree
to which Ang I1 may induce hypentension. vascular injury. and
an inflammatory response. Together with previous studies on T
effector cells, particularly Thl and Thi7, and their mle in BP
elevation and vascular damage. this suggesis thal a ying/yang
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relatioreship of Treg and Teff (Thl and ThI7) may modulate
vascular msponses in cardiovescular disepse. These resulls
underline the potential for immunomodulatory approaches to
prevent Ang H-induced BP elevation, vascular oxidative stress,
inflammation, and endothe lial dysfunction.
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Expanded Methods
Endothelial function and vessel mechanics

Second-order branches of the mesenteric artersal tree (internal diameter between
150-250um) were dissected and mounted on a pressurized myograph as previously
described.” Briefly, vessels were equilibrated for 60 pun at 45mmHg intraluninal
presswe in warmed oxygenated (93% air—3% COy) Krebs solution (pH 7.4) containing
(mmelT): 120 NaCl 23 NaHCO;, 4.7 KCL 1.18 KH:POy, 1.18 MgS0y, 2.5 CaCly, 0.026
EDTA and 5.5 glucose. Media and lnmen diameters were measwed by a computer-based
wideo imaging system (Living Systems Instrumentation, Burlington, Virginia, TUSA).
Endothelivm-dependent and -independent relaxation was assessed by ﬂ].EaE-UI‘iﬂg the
dilatory responses to cumulative doses of acetylcholine (Ach, 107 to 107mol/L) or
sodivm nitroprusside (SNE, 1{:.3t.3 107 mol/L). respectively, in vessels precontracted with
norepinephrine (NE, 5 x 107 mol'L). To evaluate the contribution of nitric oxide (NO) to
the vascular respeonse, the dose-response cwve to Ach was determined before and after a
30-minute premcubation with the NO synthase inhibitor No-nitro-L-arginine methy] ester
(L-NAME. 10" mol/L). Thereafter, vessels were perfused with Ca’ -free Krebs solution
containing 10 mmol1l EGTA for 30 min to eliminate vascular tone. Media and lumen
diameter were measured at 3, 10, 20, 30, 40, 45, 60, 80, 100, 120 and 140 mmHg
infraluminal presswres. Media cross-sectional area, media/lwmen ratio, and stress and
strain were calenlated as previously described.”

Reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NADPH) oxidase activity and
generation of reactive oxygen species (ROS)

ROS generation was determined in acrta and apex of the heart by measuing
NADPH oxidase activity by chemiluminescence using Iucigenin and NADPH. as
described in our previous studies” Vascular superoxide (+0;7) production was assessed
on 3 pm cryosections of aorta with the superoxide-sensitive fluosescent dye
dibydroethidivm (DHE, 2 pmelL) in dark conditions for 5 mun at 37°C. Fluorescence
was visualized and captured with a fluorescence microscope with a CY3 filter as
previously described.’

Plasma cytokine measurement

Plasma levels of interlenkin (IL)-6. IL-10, interferon (IFN)-y , and tomer necrosis
factor (TINF)-c were measured with a Bio-Rad Laboratories Bio-Plex Multiplex System
(Hercules, CA USA) by an operator unaware of the groups studied.

Western blot analysis

Protein expression was determined by Westem blot’ using specific antibody anti-
wvascular cell adhesion melecule (VCAM)-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Signal was revealed by chemiluminescence (SuperSignal West Pico, Thermo
Scienfific, Rockford, IL, USA) with the Molecular Imager Chemidoc XES system (Bio-
Fad. Missizsanga. ON. Canada). and gquantified by densitometry using Image lab
software (Bio-Ead). Membranes were subsequently stripped and reprobed with anti-B-

(]
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actin antibody (Sigma Chemucals, St Louss, Missourd, TUSA) to verfy equal leading.
Results were expressed as percentage of control group optical density.

Immunofluorecent detection of macrophages and Iymphocytes

Immunoflucrescence microscopy was performed on 5-pm-tluck cryostat aortic
sections. Aoitic sections were atr-dried for 30 min, fixed for 5 min in a mixture of
acetone:methanol (1:1) at -20°C and washed with PBS containing 0.1 % Tween-20
(TEST) twice for 10 min Sections were blocked with PBST contaiming 10% normal goat
serum for 1 h at room temperature and then incubated with a rat anti-macrophage-specific
antigen MOMA-2 antibody (1:30, Abcam, Cambridge, MA TUSA), a hamster anti-CD3
monsclonal antibody (1:100, 145-2C11) or rabbit anti-Foxp3 antibody (1:500, Abeam) in
blocking sclution overnight at 4°C. The sections were washed 3 times with PBST and
incubated with Alexa Fluor® 488 geat anti-hamster, Alexa Fluor® 555 goat anti-rat or
Alexa Flucr® 555 goat anti-rabbit (1:200, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, TUSA) in the
blocking solution for 1h at room temperature and then washed 3 times with PBST and
mounted with Vectashield containing 4'.6-diamidino-2-phenvlindcle (DAPI, Vector
Laboratories, Burhingame, CA, TUSA). Images were captwed using a fluorescent
mucroscope Leica DM2000 (Leica Microsystems, Fichmond Hill, ON, Canada). The
percentage of MOMA and CD3 staining/total surface area was gquantified with Image J
software (Wational Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, TTSA).
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Table 51. Treg adoptive transfer effects on Ang IT vascular actions

Parameter Vehicle Angiotensin II
Ctrl PES Treg CD4°CD25
Media/lumen ratio {%jx 4752027 569073 4900359 5632097

Media cross-sectional area {pmj}: 6666 £ 694

[
Lh
I+
=
Lh
e

Stress (x10° d}-‘ue-‘.\-'cmijg 4.

Strain® 0.96+ 004

g7ag £ 1282 6605 £ 633

401083 45920735

0772003 092002t

6882 £ 1021

417064

087004

Media-to-lumen ratio, media cross section, stress and strain were determined 1n comtrol

nuce (Ctrl) and in . Data are means = SEM. *P=0.01 vs. Ctrl, TP<0.03 vs. PBS + Ang

II. n=6-5; *measured at 43 mmHg and measured at 140 nmHg.
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4 Discussion et conclusion

Plusieurs hypothéses ont suggéré une relation entre les maladies cardiovasculaires
(y compris I'HTA), et I’état d’inflammation. Plus récemment, les immunités innée et
acquise ont été identifiées comme jouant un role dans les maladies cardio-vasculaires et
I’HTA (Harrison et al. 2010; Schiffrin 2010). Les résultats de notre étude permettent
d'étendre ce concept, montrant que le transfert adoptif des Treg prévient ’'HTA et le
dommage vasculaire induits par ’Ang II. Ce transfert empéche [I’altération de la
vasodilatation endothélium-dépendante, la rigidité des artéres mésentériques, le stress
oxydatif, diminue les réponses immunitaires (taux plasmatiques des cytokines pro-
inflammatoires INF-y, TNF-a et d'IL-6, et linfiltration aortique et rénale des
macrophages). Ceci confirme notre hypothése selon laquelle le transfert adoptif des Treg
(CD4+CD25+) empéche I’augmentation de la pression artérielle et les désordres
vasculaires induits par I’Ang II.

L'observation que le transfert adoptif des Treg prévient les 1ésions vasculaires,
l'infiltration des cellules immunitaires et ’HTA induite par I’Ang II, compléte et €largit
la compréhension du role des lymphocytes T effecteurs dans I'hypertension. (Guzik et al.
2007; Kvakan et al. 2009).

Dans notre étude, les Treg diminuent le taux d’infiltration des macrophages et
monocytes dans [’aorte et le cortex rénal, suggérant d’une part que, les réponses
immunitaires adaptatives et innées ont été prévenues par un transfert adoptif des Treg.
D’autre part, la diminution du stress oxydatif dans les tissus vasculaires des souris
recevant les Treg a été associée a la suppression des macrophages et des lymphocytes T,
ce qui pourrait avoir contribué¢ au stress oxydatif induit par I'Ang II (Griendling et al.
2000; Griendling et Ushio-Fukai 2000).

Dans notre étude, le transfert adoptif des Treg empéche la rigidité des artéres
mésentériques induite par 1I’Ang II. Ainsi, un mécanisme de modulation d'homéostasie

immunitaire interfére avec ce processus et contribue a la physiopathologie de I'HTA.
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L’HTA, les altérations vasculaires et l'infiltration des cellules immunitaires
induites par I’Ang II ont été associ€ées a une augmentation des cytokines plasmatiques
pro-inflammatoires (INF-y, TNF-a et IL-6). Ce taux diminue suite au transfert adoptif des
Treg alors qu’aucun changement n’a été observé par le transfert des T effecteurs (TefY).
Assez curieusement, 1'TL-10 augmente avec la perfusion d'Ang II et diminue avec le
transfert adoptif des Treg, mais pas les cellules Teff. Dans notre étude, I’augmentation
d’IL-10 peut étre interprétée comme effet des boucles de rétroaction qui modulent les
cytokines pro-inflammatoires par des pics de I'L-10 et qui agit comme anti-
inflammatoire. Cela peut s'appliquer a des niveaux systémiques de cytokines. Par contre,
au niveau local, les productions peuvent changer d'une maniére différente, avec un taux
plus élevé d’IL-10 associé a une augmentation de I'infiltration vasculaire des Treg (Viel
et al. 2010).

L'HTA induite par I’Ang II est associée a une diminution des Treg et une
augmentation des monocytes/macrophages, dans le cortex rénal. Dans notre étude, le
transfert adoptif des Treg était accompagné par une augmentation de ces cellules dans le
cortex rénal. Malgré que ce transfert n’a pas entrainé une diminution significative de
l'infiltration des macrophages, il peut étre l’origine de la diminution du taux de
lI'inflammation, des Iésions rénales et de la pression artérielle. Le rein peut représenter
I'un des sites d'action des Treg pouvant jouer un réle important dans la régulation de
l'inflammation. Cette derni¢re induirait ’augmentation de la pression artérielle. Dans
cette étude, il n'était pas possible de détecter des changements dans le taux des Treg au
niveau de l'aorte, conformément a la technique utilisée. D'autres expériences seront

nécessaires pour mieux comprendre les effets directs des Treg sur le systeme vasculaire.
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- Etude 4 -
HTA ET SRAA:
IMPLICATION DE L INFLAMMATION ET DU
SYSTEME IMMUNITAIRE (ROLE DES
CELLULES T REGULATRICES)
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I. Les lymphocytes T régulatrices empéchent les lésions vasculaires
induits par l'aldostérone

T regulatory lymphocytes prevent aldosterone-induced vascular injury

Daniel A. Kasal*, Tlili Barhoumi* Melissa W. Li, Pascal Laurant, Mario
F. Neves, Pierre Paradis and Ernesto L. Schiffrin

*Both authors contributed equally to this work.

Publication acceptée (révision mineur) dans Hypertension (Impact factor 6.614)

1. Butde I’étude

Apres avoir étudié 'effet des Treg sur 'HTA induite par 1'Ang 11, il nous a semblé
intéressant d'étudier les effets des Treg sur une HTA induite par I'aldostérone, hormone
impliquée aussi dans les désordres rénaux et cardiovasculaires ainsi que les pathologies
hypertensives. Notre but était d’étudier les effets d’un transfert adoptif des Treg sur la
pression artérielle et 1’altération vasculaire chez des souris traitées par 1’Aldostérone
(Aldo).

Nous supposons que I'amélioration des Treg qui modulent les phénomenes de
suppression immunitaire, prévient les effets déléteres de 1I’Aldostérone. Le transfert
adoptif des Treg (CD4+CD25+) empécherait I’augmentation de la pression artérielle, la
dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire, le stress oxydatif et 1'inflammation

chez des souris traitées a I’ Aldostérone.

2. Méthode

2.1 Animaux

Souris males C57BL/6 (agés de 13 a 15 semaines) ont subi une injection de PBS par voie

intraveineuse, deux fois & intervalle d’une semaine, 3 x 10° de Treg (CD4+CD25+) ou T
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effectrices (Teff) (CD4+CD25-). Ces souris ont été infusées pendant 14 jours avec 1’Aldo
(600 ng/kg/d), en utilisant des mini-pompes osmotiques. Du PBS ¢était également
administré (injection) aux souris contrdle, par voie intraveineuse.

La pression artérielle systolique a ét¢ mesurée pendant la période de perfusion
avec I’Aldo, par télémétrie et par la méthode de tail-cuff (3 fois par semaine), dans un
groupe séparé. Apres 2 semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées sous

anesthésie a l'isoflurane.

2.2 Isolation et transfert adoptif des cellules Treg et des Teff

Les lymphocytes T ont été isolés a partir de 3 rates de souris C57BL/6, suite a deux
¢tapes de sélections :

1- sélection négative pour avoir des cellules T CD4 +

2- sélection positive pour avoir des cellules CD25 +
L’isolation est réalisée en utilisant des billes magnétiques et la pureté des cellules a été

vérifiée par FACS.

2.3 Evaluation de la fonction endothéliale
La fonction endothéliale est déterminée sur des artéres mésentériques de

deuxiéme ordre (150-250 pm de diamétre), en utilisant la méthode du myographe

pressurisé.
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3. Résultats principaux

3.1 Le transfert adoptif des Treg prévient I’augmentation de la pression artérielle
systolique induite par 1’Aldo.

L’Aldo entraine une augmentation de la pression artérielle systolique. Cet effet
disparait par le transfert adoptif des Treg. Aucun effet n’a été observé suite au transfert

adoptif des cellules Teff.

3.2 Le transfert adoptif des Treg prévient 1’altération de la vasodilatation endothélium-
dépendante induite par 1’Aldo

Le traitement avec 1’Aldo entraine une altération de la vasodilatation en réponse a
l'acétylcholine, ce qui a été empéché par le transfert adoptif des Treg mais pas avec les

cellules Teff.

3.3 Le transfert adoptif des Treg prévient le remodelage hypertrophique induit par I’Aldo
sur les artéres mésentériques

_3.4 Le transfert adoptif des Treg diminue le stress oxydatif induit par I’Aldo

L’Aldo augmente l'activité de la NADPH oxydase dans l'aorte, le cceur et le

cortex rénal. Le transfert adoptif des Treg, mais pas les Teff, a empéché tous ces effets.

3.5 Le transfert adoptif des Treg diminue 1’infiltration des cellules immunitaires
inflammatoires induite par I’Aldo

L’Aldo augmente le taux du VCAM-1 dans l’aorte. Aucune variation n’a été
observée suite au transfert adoptif des Treg, alors que les Teff exacerbent cet effet.
L’Aldo augmente I’infiltration aortique et rénale des macrophages. Ce taux diminue par

le transfert adoptif des Treg tandis que les Teff I’exacerbent.
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T Regulatory Lymphocytes Prevent Aldosterone-Induced
Vascular Injury

Daniel A. Kasal. Tlili Barhoumi, Melissa W. Li. Naoki Yamamoto, Evguenia Zdanovich, Asia Rehman,
Mario F. Neves, Pascal Laurant, Pierre Paradis, Ernesto L. Schiffrin

Abstract—Aldosterone mediates actions of the renin-angiotensin-aldosterone system inducing hypertension, oxidative
stress, and vascular inflammation. Recently, we showed that angiotensin [I-induced hypertension and vascular damage
are mediated at least in part by macrophages and T-helper effector lymphocytes. Adoptive transfer of suppressor
T-regulatory lymphocytes (Tregs) prevented angiotensin II action. We hypothesized that Treg adoptive transfer would
blunt aldosterone-induced hypertension and vascular damage. Thirteen to |5-week—old male C57BL/6 mice were
injected intravenously at 1-week intervals with 3x10° CD47CD25" cells (representing Treg) or control CD4™CD25~
cells and then infused or not for 14 days with aldosterone (600 wg/kg per day. SC) while receiving 1% saline to drink.
Aldosterone induced a small but sustained increase in blood pressure (P<<0.001), decreased vasodilatory responses to
acetylcholine by 66% (P<0.001), increased both media:lumen ratio (P</0.001) and media cross-sectional area of
resistance arteries by 60% (P=20.05), and increased NADPH oxidase activity 2-fold in aorta (P<20.001), kidney and
heart (P<<0.05). and aortic superoxide production. As well, aldosterone enhanced aortic and renal cortex macrophage
infiltration and aortic T-cell infiltration (all P<0.05), and tended to decrease Treg in the renal cortex. Treg adoptive
transfer prevented all of the vascular and renal effects induced by aldosterone. Adoptive transfer of CD47CD25™ cells
exacerbated aldosterone effects except endothelial dysfunction and increases in media:lumen ratio of resistance arteries.
Thus, Tregs suppress aldosterone-mediated vascular injury, in part through effects on innate and adaptive immunity,
suggesting that aldosterone-induced vascular damage could be prevented by an immunomodulatory approach.
(Hypertension. 2012:59:00-00.) ® Online Data Supplement

Key Words: adaptive ® innate immunity ® inflammation ® oxidative stress m blood pressure L remodellng
m endothelial dysfunction

he renin-angiotensin (Angj)-aldosterone system (RAAS)
plays an important rolé*in the homeostasis of blood

pressure (BP).! Ang IT acts in part by causing vaseceonstric-,

tion or, indirectly, by Tncreasing blood volume-through
enhanced renal sodium and water reabsorption, the latter
directly but also via the release of aldostérone from the
adrenal glands, which, through bindmg tomineralocorticoid
receptors (MRs), incréases renal sodium and water reabsorp-
tion, contributing to BP rise. MR is expressed in several
nonrenal tissues such as blood vessels,? and, thus, aldosterone
could also regulate BP by direct vascular actions.>-6

Ang II participates in the development of hypertension by
increasing peripheral vascular resistance, at least in part by
causing endothelial dysfunction and vasoconstriction, remod-
eling, oxidative stress, and inflammation. Aldosterone medi-
ates some of the Ang Il-induced wvascular effects. Ang

II-induced hypertension and vascular injury in rats were
reduced by MR antagonist treatment in rats.™* Aldosterone
infusion indeed caused endothelial dysfunction and vascular
rcmedelmg oxldnl.ne stress, and inflammation in rats®-12 and
mlcc I}

Tnnate and adaptive immunity aﬁpearto be involved in Ang
II-induced hypertension and vascular damage.'* -7 A role for
regulatory T Iymphocytes (Tregs). which are suppressors of
the fnnate and adaptive immune responses,’®-20 has been
suggested in Ang Il-induced BP elevation and vascular
damage. Ang Il induced a decrease in Treg, and adoptive
transfer of Treg prevented Ang Il-induced BP rise and
vascular damage.?"-** Innate and adaptive immunity may also
be involved in aldosterone-induced vascular damage. Aldo-
sterone induced perivascular monocyte/macrophage infiltra-
tion in the heart' and in mesenteric arteries.’* Aldosterone-
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induced endothelial dysfunction and vascular oxidative stress
were decreased in mesf”"*, which have a low monocyte/
macrophage number in the vessel wall.’* Guzik et al>
showed that deoxycorticosterone acetate (DOCA )sali—in-
duced hypertension and superoxide production in the aorta
were blunted in rag™~ mice deficient in T and B lympho-
cytes, and adoptive transfer of T but not B cells restored the
mineralocorticoid effects. Furthermore, aldosterone activates
T cells in vitro.?* However, it is unknown whether Tregs play
a role in aldosterone-induced hypertension and vascular
damage.

To test the hypothesis that Tregs play a role in aldoste-
rone-induced vascular damage, we determined whether Treg
adoptive transfer could prevent aldosterone-induced endothe-
lial dysfunction and vascular remodeling, oxidative stress,
and inflammation in mice. In addition, we determined
whether aldosterone would decrease Treg.

Methods

Additional materials and methods are mentioned in the online Data
Supplement (please see hitp:/hyper.ahajournals.org).

Animals

Thirteen to 15-week—old male C5TBL/6 mice (Harlan Laboratories,
Chicago, IL) mice were injected intravenously via the tail vein twice,
at 1-week intervals, with PBS or 3x10° CD4 CD25" (Treg) or
CD4°CD25 ™ cells, and then infused with aldosterone (600 pglkg
per day) for 14 days using ALZET osmotic minipumps (Durect,
Cupertino, CA), while receiving 1% saline in drinking water. Control
mice were similarly injected intravenously with vehicle and received
tap drinking water. Systolic and diastolic BP were measured during
aldosterone infusion by telemetry, as described previously.?! The
study was approved by the animal care committee of the Lady Davis
Institute for Medical Research and MeGill University and followed
recommendations of the Canadian Council of Animal Care.

Isolation and Adoptive Transfer of Treg arrd
CD47CD25 Cells

Treg and CD47CD25 cells were isolated from spleens of 10- to
12-week—old male C5TBL mice through CD4* T cell negative
selection followed by a CD25% T cellpositive selection of spleno-
cvies using EasySep Mouse CD4* T Cell Pre-Enrichment and CD23
Positive Selection kits (Stem Cell Technologies, Vancouver, British
Columbia, Canada). Details of the protocol are presented as material
in the online Data Supplement.

Endothelial Function and Vessel Mechanics

Second-order branches of mesenteric arteries (ID 130-250 pwm) were
dissected and mounted on a pressurized myograph and endothelial
function and vessel mechanics determined as described previously. '
Details of the protocol are presented in the online Data Supplement.

NADPH Oxidase Activity and Generation

of Superoxide

NADPH oxidase activity was determined by lucigenin chemilumi-
nescence, ! and superoxide production was examined by dihydro-
ethidium staining.?' as described previously. Details of the protocol
are presented in the online Data Supplement.

Immunofluorescence Microscopy

Noxl. Nox2, Nox4, and vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1
expression in the aorta and monocyte/macrophage (MOMA-2) and T
Iymphocyte (CD3) infiltration in the aorta and kidney, and Treg
(Foxp3) infiltration in the kidney were determined by immunofluo-

@Citrl

1407 opBS + Aldo*

oTreg + Aldo
#CD4"CD25 + Aldo

130

SBP (mmHg)
B

1104

Days of treatment

Figure 1. Aldosterone-induced small systolic blood pressure
(SBP) rise was not prevented by T-regulatory lymphocyte (Treg)
adoptive transfer. SBP was determined by telemetry in control
mice (Ctrl) and in mice infused with aldosterone (Aldo) and pre-
treated with PBS, Treg, or CD4*CD25 cells. Mean 24-hour
SBP data are presented. Data are presented as means+=SEM.
*P=0.05 vs Ctrl, n=5 to 6 mice.

rescence microscopy on 3-pm—thick cryostat sections. Details of the
protocol are presented in the online Data Supplement.

Data Analysis

Results are presented as mean=SEM. Comparisons between multi-
ple groups were done by 1- or 2-way ANOVA. BP data were
compared with 2-way ANOVA for repeated measures. For compar-
ison of acetylcholine response curves, 2-way ANOVA was per-
formed on the sum-of-squares data from each curve. ANOVA was
followed by a Student-Mewman-Keuls post hoc test. P</0.05 was
considered statistically significant.

.~ Results

Characterization of CD47CD25" and
CD41CD25™ T Cells

The content of CD4™, CD25", and Foxp3™ cells was deter-
mined inthe preparations 0fCD4CD25" and CD4"CD25~
T cells by flow eytometry. The preparation of CD4"CD25
Tcells used was enriched in Tregs, because 829 of cells were
CD4™, 87% were CD25", 58% were Foxp3™, and 57% were
triple-positive CD4*CD25 Foxp3 ™ cells (Figure S1, avail-
able in the online Data Supplement at hitpu//hyper.ahajournals.
org). The preparation of CD4*CD25~ T cells was enriched in
CD4* cells (87%) and poor in Tregs, containing only 7% CD25,
9% Foxp3™, and 5% triple-positive CD4*CD25* Foxp3™ cells.
Accordingly, the preparation of CD4*CD25" cells is identified
in the remainder of this article as “Treg.”

Adoptive Transfer of Treg Reduced
Aldosterone-Induced Systolic BP Rise

Aldosterone infusion and 1% saline in drinking water caused
a small but significant increase in systolic BP, which rose 8
and 11 mm Hg at days 2 and 3 and continued to rise slowly
over the following days to 12 mm Hg, achieving a plateau by
day 9 up to the end of the experiment in mice injected with
PBS compared with control mice (Figure 1). A similar
finding was observed in mice injected with CD4°CD25~
cells. However, systolic BP in mice in which Treg adoptive
transfer was carried out was not significantly different from
control mice or those injected with PBS. No significant
change in diastolic BP was observed in mice injected with

Downloaded from http://hyper.ahajournals.org/ by ERWESTO SCHIFFRIN on December 6. 2011

142



Kasal et al

A B
0
g € 2
[ [
3 i
T T 75
L o [ +iname |
100 +—T—T—T
9 8 7 6 5
Acetylcholine Acetylcholine
{10* moliLy {10* moliL)
C D o cml
o- L«AME ® PBS + Aldo
= .“LN"\ME & Treg + Aldo
$8 3 0w * CD4°CD25 + Aldo
23 =
£ 25
1E :
a3 2 50
1s 10 H
g": 375
¥ S 5§ ﬁ_
@ 0 100
Ctrl PBS Trag CD4* 8 -7 6 -5 4 -3
co2s Sodium nitroprusside
X
+Aldo (10* mol/L)
E F f
10 1 15 w5
g = £
8 12 "
e 1t cl:L
g 6 g 9
= % 5
ﬁ o a 3
= H
0 0
Cil PBS Treg CD4 Ctrl PBS Treg CD4
CD25 CD25
+Aldo +Aldo

Figure 2. T regulatory lymphocyte (Treg) adoptive transfer pre-
vented aldosterone-induced endothelial dysfunction and vascu-
lar remodeling. Vasodilatory responses to acetylcholine without
(&) or with N™-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; B), vasodi-
latory response to sodium nitroprusside (D), and mediadumen
ratio (media/lumen; E) and media cross-sectional area (media
cross-sectional area [MCSA]; F) were determinad in mesenteric
arteries of the same groups as in Figure 1. The sum of squares
of vasodilatory acetylcholine responses without (—L-NAME) or
with (+L-MAME) L-MAME are presented in C. Data are
means=SEM. *P=-0.05 and **P=0.001 vs control (Ctrl), TF=0.05
and TTP=0.01 vs PBS+aldosterone (Alda), $P<0.05 and
11P=0.001 vs Treg+Aldo, and §P<-0.01 and §5P=-0.001 vs
—L-NAME; n=6 to 8.

PBS. Treg, or CD4*CD25~ cells compared with control mice
(Figure 52).

Adoptive Transfer of Treg Prevented
Aldosterone-Induced Mesenteric Artery
Endothelial Dysfunction

Aldosterone decreased the vasodilatory response of resistance
mesenteric arteries to acetylcholine by 66% compared with
control, effect prevented by adoptive transfer of Treg but not
CD4*CD25™ cells (Figure 2A and 2C). Vasodilatory re-
sponses to acetylcholine were almost completely abrogated
by the NO synthase inhibitor N™-nitro-L-arginine methyl
ester in all of the groups (Figure 2B and 2C), indicating that

Treg Blunt Aldosterone Vascular Effects 3

NO was the major mediator of the vasodilator response in all
of the groups in this size vessel in this experimental para-
digm. Vasodilatory responses to sodium nitroprusside were
similar in all of the groups (Figure 2D).

Adoptive Transfers of Treg Prevented
Aldosterone-Induced Mesenteric Artery
Hypertrophic Remodeling

Aldosterone-treated mice exhibited a 60% greater media:lu-
men ratio and a 57% larger media cross-sectional area of
mesenteric arteries compared with control (Figure 2E and
2F). This effect was prevented by adoptive transfer of Treg
but not CD4*CD25" cells. In addition, adoptive transfer of
CD47CD25™ cells exacerbated aldosterone-induced increase
in media cross-sectional area, causing an additional 28%
increase compared with aldosterone-treated rats receiving
sham lymphocyte transfer.

Adoptive Transfer of Treg Prevented

Aldosterone-Induced Oxidative Stress

Aldosterone infusion increased NADPH oxidase activity
2-fold in aorta, heart, and renal cortex (Figure 3A through
3C). Adoptive transfer of Treg but not CD47CD25™ cells
prevented these effects. Adoptive transfer of CD47CD25™
cells exapgerated aldosterone-induced increase in NADPH
oxidase activity in aorta, resulting in 24% higher activity
level than in aldosterone-infused mice not receiving lympho-
cyte transfer (Figure 3A). Aldosterone increased superoxide
as measured by dihydroethidium fluorescence in vascular
smooth muscle cells and perivascular eells of aorta, which
was abrogated by adoptive transfer of Tregs but not
CD47CD25" cells (Figure 3D). To better understand the
mechanism involved in changes in NADPH oxidase activity
described above, the expressions of Nox1, Nox2, and Nox4
were determined by immunofluerescence in the aorta. No
significant change.in the expression of the different Nox
family homologues was found because variability was large
(Figure 53). However, aldosterone qualitatively increased the
level of expression of Nox2 and Nox4. Because NADPH
activity was higher, this may represent increased activity of
either of these 2 Tatter Nox family members.

Adoptive Transfer of Treg Prevented
Aldosterone-Induced Inflammatory and Immune
Cell Tissue Infiltration
Aldosterone increased 2.2-fold the level of VCAM-1 expres-
sion in aorta, which was not prevented by adoptive transfers
of Treg and was enhanced 1.5-fold by CD4"CD25 cells
{Figure 4A). Aldosterone increased 4.6-fold monocyte/mac-
rophage-specific antigen MOMA-2 immunostaining in ad-
ventitia and periadventitial fat of aorta, which was prevented by
adoptive transfer of Treg and exaggerated by CD47CD25 cells
by 30% (Figure 4B). Aldosterone treatment increased aortic
vascular and perivascular T cell infiltration 4.5-fold. This effect
was prevented by adoptive transfer of Treg and enhanced
2.7-fold by adoptive transfer of CD4CD25~ cells (Figure 4C).
To determine whether Treg infiltration is modulated by
aldosterone infusion, the number of Foxp3™ cells was quan-
tified by immunofluorescence in the renal cortex and me-
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Figure 3. Aldosterone-induced oxidative stress was prevented by T-regulatory lymphocyte (Treg) adoptive transfer. NADPH oxidase
activity in aorta (A), heart (B), and renal cortex (C) and dihydroethidium staining revealing superoxide generation in aorta (D) were deter-
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dulla. Small clusters of Foxp3™ cells were observed in the
kidney. Aldosterone tended to decrease the number of
Foxp3™ cells in the renal cortex (Figure 4D and Figure S4).
Adoptive transfer of Treg counteracted the effects of aldoste-
rone and resulted in a 3.3-fold increase in Foxp3™ cells
compared with the PBS™ aldosterone group, whereas
CD47CD25™ cell adoptive transfer had no effect. Similar
observations were made in the renal medulla (Figure 55).
Detection of monocyte/macrophages using the MOMA-2
antibody revealed a homogenous distribution over the cortex
and medulla, although with a lower expression level in the
medulla. Aldosterone induced =10-fold increase in mono-
cyte/macrophage infiltration in the renal cortex, which was
reduced by adoptive transfer of Treg and which tended to
increase after CD4*CD25~ cell transfer (Figure 4E and
Figure 56). Monocyte/macrophage infiltration in the renal
medulla and T cell infiltration in both renal cortex and
medulla were unaltered by aldosterone or adoptive transfer of
Treg or CD37CD25" cells (Figures 57 and 58).

Discussion

An association among the RAAS, hypertension, vascular
damage, and chronic low-grade inflammation has been sug-
gested by numerous experimental and clinical studies. Innate
and adaptive immunities have been shown to play a role in
hypertension and associated cardiovascular disease.">'” The
present study extends this notion by demonstrating that Treg
adoptive transfer prevents aldosterone-induced vascular dam-
age in a BP-independent fashion.

The observation that adoptive transfer of Treg prevented
the vascular damage and monocyte/macrophage and T lym-
phocyte infiltration associated with aldosterone infusion un-
derlines the importance of the role of innate and adaptive
immunity in RAAS-induced hypertension and vascular dam-

age. We showed previously the participation of the innate
immune response in Ang II- and DOCA/salt-induced hyper-
tension and vascular damage and aldosterone-induced vascu-
lar injury when these were blunted in mice deficient in
macrophages.'*>** The imporance of adaptive immune
responses was demonstrated by Guzik et al.” who showed
that Ang II- and DOCA/salt-induced hypertension and vas-
cular damage were blunted in rag ™~ mice deficient in T and
B lymphocytes and effects restored by adoptive transfer of T
but not-B cells. More recently, we and others showed that
adoptive transfer of Treg prevents Ang [l-induced infiltration
of monogyte/macrophages and T eells and, thus, innate and
adaptive immune responses.227 Interéstingly, Ang II might
activate, at least in part, adaptive immunity by decreasing the
number of Tregs. thus reducing their suppressive effects.
Indeed. we showed that Ang IT decreased the number of Tregs
in the renal cortex,?' and Matrougui et al*? reported that Ang
II-induced apoptosis of Tregs. The results of the present
study suggest that both the innate and adaptive immune
responses are involved in aldosterone-induced vascular in-
jury, because aldosterone induced monocyte/macrophage and
T lymphocyte infiltration, which was prevented by adoptive
transfer of Tregs. As in the case of Ang II, aldosterone tended
to reduce the number of Tregs in the renal cortex, which
could contribute to activate the adaptive immune response.
Importantly, adoptive transfer of CD47CD25™ cells (T lym-
phocytes not including Treg) exacerbated most of the
aldosterone effects, including the increases in mesenteric
artery media cross-section, oxidative stress, VCAM-1, and
monocyte/macrophage, as well as T-cell infiltration, which
supports the hypothesis that aldosterone activates immune
responses.

Aldosterone-induced endothelial dysfunction and vascular
remodeling and inflammation are mediated through genera-

Downloaded from http://hyper.ahajournals org/ by ERNESTO SCHIFFRIN on December 6. 2011

144



Kasal et al

Treg Blunt Aldosterone Vascular Effects 5

A B B C 1t
__2p- Aorta B __ g Aorta T __ §- Aora t
3 P 2 cd 2 o
£15 &5 o £
w3 * 93 3 4
=@ * o B L
gz 10 =35 ¢ 835
>8 = E L =] 2 #*
5 5 B 2 s t
£ 2 2
0 Ctrl PBS Treg CD4" 0 Ctrl PBS Treg CD4” 0 Ctl PBS Tmeg CDd
CcD2s CcD25 ChO2s
+Aldo +Aldo +Alde
Treg + Aldo Ctrl Treg + Aldo Treg + Aldo

Ctd

PES + Aldo CD4°CD25 + Aldo PBES + Aldo CD4+CD25 + Aldo PBS + Aldo CD4'CD25 + Aldo
D 10 Renal cortex E _ Renal cortex H
“E T g ek
% 8 4 o £ 24 -
3% °© 4@ 18
= t =3 1
£e 4 S5 12 T
= &2
g 2 e ®
S £
07ctl PBS Treg CD4' O7Cti PBS Treg CD4'
CD25 CDh25
+Aldo +Aldo
Treg + Alda Treg + Aldo

En
oF
=

CD4"CD25 + Aldo

PBS + Aldo

PBS + Aldo

CD4-CD25 + Aldo

Figure 4. Aldosterone-induced inflammatory and immune cell infiltration was prevented by T regulatory lymphocyte (Treg) adoptive
transfer. Immunoflucrescence (in red) was used to determine the expression levels of vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 in
aorta (A; n=4), monocyte/macrophage infiltration in aorta (B; n=3-4) and renal cortex (E; n=4), T lymphocyte infiltration in aorta (C;
n=4), and Treg number in renal cortex (D; n=4) in the same groups as in Figure 1. Elastin autofluorescence and nuclear stain 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) are shown in green and blue, respectively. Arrowheads point at Foxp3™ cells, and the arrow indicates

a glomerulus. Data are means=SEM; *P=0.05 and **P=0.001 vs control (Ctr), TP=0.05 and T1P=-0.001 vs PBS+aldosterone (Aldo),

and 1P=-0.05 and $3P=0.001 vs Treg+Aldo.

tion of oxidative stress that could be related to infiltrating
macrophages and T cells, because both oxidative stress and
immune cell infiltration were prevented by Treg adoptive
transfer. Macrophages express both MR and Ang II type 1
receptor, whereas T cells abundantly express Ang II type 1
receptor, but MR at low levels, and both cell types express
NADPH oxidase.2425-30 Aldosterone induces oxidative stress

in macrophages in vitro and in vivo in apeE~"" mice "
Macrophages express a local renin-Ang system that may
contribute to target organ damage.*®' Local production of
Ang II may participate in aldosterone-induced oxidative
stress in macrophages and vascular cells. Keidar et al®®
showed that aldosterone-induced oxidative stress in macro-
phages was completely inhibited only when both MR and
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Ang-converting enzyme or Ang II type 1 receptor were
inhibited. Guzik et al® showed that DOCA/salt-induced
superoxide production was blunted in rag™~ mice and
restored by adoptive transfer of T but not B cells, suggesting
that T cells could be involved in aldosterone-induced oxida-
tive stress, because DOCA acts through MRE.** T lymphocytes
also express a local renin-Ang system that could contribute to
aldosterone-induced oxidative stress.”® Aldosterone induced
superoxide production in the vascular wall, which could be
attributed at least partly to infiltrating macrophages and T
cells, because aldosterone-induced superoxide production in
vascular smooth muscle cell was prevented by adoptive
transfer of Treg and blunted in mice deficient in macro-
phages.1*21 Whether superoxide produced by infiltrating
macrophages and T cells or by vascular smooth muscle cells
is able to interact with endothelium-derived NO and to
contribute to endothelial dysfunction®2 remains to be deter-
mined. The quantification of expression of Nox1, Nox2, and
MNox4 in the aorta by immunofluorescence showed qualitative
increases of Nox2 and Nox4 in response to aldosterone.
Because NADPH oxidase activity was enhanced by aldoste-
rone, the increase may occur in part as a result of upregulation
of Nox2 and Nox4. However, the mechanisms of regulation
of NADPH oxidase activity by aldosterone with or without
adoptive transfer of Treg or CD4"CD25~ cells remain to be
clarified.

Although we found previously that Ang Il-induced
VCAM-1 expression in the aorta was prevented by Treg
adoptive transfer,®® Treg adoptive transfer did not prevent
aldosterone-induced VCAM-1 expression in the aorta. Aldo-
sterone-induced VCAM-1 expression in mesenteric arteries
was blunted in mesf™ mice with reduced macrophages
when compared with control wild-type mice." Treg may fail
to affect the action of aldosterone on VCAM-1 expression.

The kidney could represent one of the sites of action of

Treg that could participate in the regulation of inflammation
and immunity-induced BP rise.>! As in the case of Ang II,
aldosterone tended to decrease Treg and increased monocyte/
macrophage infiltration in the“renal eortex, which were

reversed by Treg adnpbvc transfer. However, aldosterone

induced only modest increases in BP. Accordmgl}, the
kidney may represent one of the sites of action of Treg that
could play an important role in the regulation of vascular
inflammation beyond BP regulation.

Perspectives

The present study demonstrates that enhanced suppressor
Tregs prevent aldosterone-induced endothelial dysfunction,
vascular remodeling, and oxidative stress, extending previous
findings on the effects of Treg on Ang Il effects. Treg may be
implicated in mechanisms that modulate the degree to which
the RAAS induces hypertension, vascular injury, and innate
and adaptive immune responses. Several studies in animal
models and humans have shown that inhibition of the RAAS
used to control hypertension and vascular damage is associ-
ated with a decrease in the inflammatory state. Platten et al®*
showed that blocking Ang-converting enzyme or Ang II type
1 receptor suppressed autoreactive T-helper | and T-helper
17 cells and promoted Treg in a model of autoimmunity.

Taken together, these observations suggest that it could be
possible to develop immunomodulatory approaches to treat
hypertension and associated vascular injury. Loss-of-function
studies are required to confirm the role of Treg in the
pathogenesis of Ang II- and aldosterone-induced hyperten-
sion and vascular damage.
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Expanded Methods

Isolation of Treg and CD4+CD25- cells

CD4"CD25" cells (Treg) were isolated from 2 spleens of 10 to 12-week old male
C57BL/6 mice through CD4™ T cell negative selection followed by a CD25" T cell
positive selection of splenocytes as per manufacturer’s instructions using the using
EasySep® Mouse CD4™ T Cell Pre-Enrichment and CD25 Positive Selection Kits (Stem
Cell Technologies. Vancouver. BC. Canada). CD4°CD25 cells not retained by the
CD25 positive selection were collected and used as control cells for the adoptive
transfer. This produced enough cells for one injection of Treg and CD4 CD25 eells.
Purity of Treg 'md CD47CD25 cells was determined by flow cytometry as follows.
Isolated cells (10 ) were resuspended in PBS containing 2% fetal bovine serum
(Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) Buffer). Cells were blocked with mouse
BD Fc-Block™ (1:200. clone 2.4G2. BD Biosciences, Mississauga, ON. Canada) for 30
minutes at 4°C to avoid non-specific binding to mouse Fe-gamma receptors. stained for 1
hour at 4°C with APC-conjugated rat anti-mouse CD4 antibody (1:2000. clone RM4-5,
BD Biosciences), and with PE-conjugated anti-mouse CD25 antibody using Mouse CD25
Positive Selection Kits (Stem Cell Technologies). washed with FACS Buffer. fixed and
permeabilized using the Foxp3 Staining Buffer Set as per manufacturer’s instructions
(eBioscience. San Diego, CA). and stained with FITC-conjugated rat anti-mouse Foxp3
antibody (1:1000. clone FIK-16s. ¢Bioscience) for 1 hour at 4°C Cells were washed.
resuspended with FACS Buffer. and analyzed using FAC SCalibur™ flow eytometer (BD
Biosciences) and FCS Express V3 software (De Novo Software. Los Angeles, CA).

Endothelial function and vessel mechanies
Second-order branches of the mesenteric arterial tree (internal diameter between
150-250pm) were dissected and mounted on a pressurized myograph as previously
described.! Briefly. vessels were equilibrated for 60 min at 45mmHg intraluminal
pressure in warmed Krebs solution (pH 7.4) containing (mmol/1): 120 NaCl. 25 NaHCO;,
.7 KCl, 1.18 KHyPOy, 1.18 MgS0Oy, 2.5 CaCly, 0.026 EDTA and 5.5 glucose, bubbled
'm‘rh a mixture of 95% air—5% COs:. Media and lumen diameters were measured by a
computer-based video imaging system (Living Systems Instrumentation. Burlington.
Virginia. USA). Endothelivm-dependent and -independent relaxation was assesscd by
measuring the dilatory responses to cumulative doses of acetylcholine (Ach. 10® to 107
“mol’L) or sodium nitroprusside (SNP, 10° to 10*mol/L). respectively, in vessels

precontracted with norepinephrine (NE. 5 x 10~ mol/L). To cvaluate the contribution of

nitric oxide (NO) to the vascular response. the dose-response curve to Ach was
determined before and after a 30-minute preincubation with the NO synthase inhibitor
N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME. 10 molL). Thereafter. vessels were
perfused with Ca’™-free Krebs solution containing 10 mmol/l EGTA for 30 min to
eliminate vascular tone. Media and lumen diameter were measured at 3, 10. 20, 30, 40,
45, 60, 80, 100. 120 and 140 mmHg intraluminal pressures. Media cross- scctmnal area.
media/lumen ratio, and stress and strain were calculated as previously described.’

Downloaded from http://hyper.ahajournals.org/ by ERNESTO SCHIFFRIN on December 6, 2011

149



Immunofluorecence microscopy

Noxl. Nox2, Nox4 and VCAM-1 expression in the aorta and
monocyte/macrophage (MOMA-2) and lymphocyte T (CD3) infiltration in the aorta and
kidney and Treg (Foxp3) infilration in the kidney were determined by
immunofluorescence microscopy on S-pm-thick cryostat sections. Sections were air-dried
for 30 min. and then fixed for 5 min in a mixture of acetone:methanol (1:1) at -20°C (for
VCAM-1). in 4 % paraformaldehyde for 20 min at RT (for CD3. Foxp3. MOMA-2.
Nox2. and Nox4) or in ice cold acetone for 10 mun at RT (for Nox1). Thereafter. sections
were washed with PBS containing 0.1 % Tween-20 (PBST) twice for 10 min followed by
a wash with PBS. Sections were blocked with PBST containing 10% normal goat serum
(for Nox1 and VCAM-1) or PBS containing 20% fetal bovine serum. 1% bovine serum
albumin and 0.4% triton (for CD3. Foxp3, MOMA-2, Nox2 and Nox4), for 1 h at RT and
then incubated with a rat anti-WVCAM-1 (1:100. Abeam, Cambridge, MA). a rat anti-
macrophage-specific antigen MOMA-2 (1:50. Abcam). a rabbit anti-CD3 polyclonal
(1:200, Dako Canada, Burlington, ON. Canada). a rabbit antu-Foxp3 (1:500. Abcam). a
goat anti-Nox1 (1:50, Santa Cruz Biotechnology. Santa Cruz, CA. USA). a rabbit anti-
Nox2 (1:50. kindly provided by Dr. Mark Quinn, University of Montana. MT), a rabbit
anti-Nox4 (1:200. Abcam) antibodies in blocking solution overnight at 4°C. The sections
were washed 3 times with PBST and incubated with Alexa Fluor® 555 goat anti-rat.
Alexa Fluor® 488, 555 or 568 goat anti-rabbit or Alexa Fluor® 555 donkey anti-goat
antibodies (1:400 for Nox4 and 1:200 for all the other antibodies. Invitrogen Corp..
Carlsbad, CA, USA) and then washed 3 times with PBST and mounted with
Vectashield® Hardset™ with DAPI (Vector Laboratories, Burlingame. CA. USA),
Images were captured using a fluorescent microscope Leica DM2000 (Leica
Microsystems, Richmond Hill. ON. Canada) and analyzed with Image J software
(National Institute of Mental Health. Bethesda, Maryland).
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Figure S1. Flow cytometry profile of T regulatory lymphocytes (Treg) and CD4 CD25
cells. Cells were separated using CD4™ T cell negative selection followed by CD25™ T
cell positive selection of splenocytes. stained with APC-conjugated anti-mouse CD4, PE-
conjugated anti-mouse CD25 and FITC-conjugated anti-mouse Foxp3 antibodies. and
analyzed by flow cytometry. Cells were gated as lymphocytes in the Side Scatter
(SSC)/Forward Scatter (FSC) plot. and lymphocytes were gated as CD4" cells in the
SSC/CD4 plot. Gated CD4™ cells were characterized for CD4™CD25" (right panels).
CD4 Foxp3™ (upper panels) and CD4 CD25Foxp3™ (upper right panel) in the
Foxp3/CD25 plot. Representative flow cytometry results are presented. The % of CD4™
cells in lymphocytes. % of CD25" cells in CD4” cells. % of Foxp3™ cells in CD4" cells
and % of CD4"CD25 Foxp3™ cells in CD4™ cells are presented. Data are means = SD
from three independent experiments.

Downloaded from http://hyper.ahajoumals.org/ by ERNESTO SCHIFFRIN on December 6. 2011

152



O Ctrl

®PBS + Aldo

¢ Treg + Aldo

4+ CD4*CD25 + Aldo

Days of treatment

Figure S2. Diastolic blood pressure was not significantly changed by any of the
treatments. Diastolic blood pressure (DBP) was determined by telemetry in control mice
(Ctrl) and in mice infused with aldosterone (Aldo) and pretreated with PBS. Treg or
CD4'CD25 cells. Mean 24-h SBP data are presented. Data are presented as means =
SEM. n = 5-6 mice.
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Figure S3. Noxl. Nox2 and Nox4 expression in aorta. Immunofluorescence was used to
determine the expression level of Nox1 (in yellow). Nox2 (in yellow) and Nox4 (in red)
in the aorta of control mice (Ctrl) and in mice infused with aldosterone (Aldo) and
pretreated with PBS, Treg (CD47CD25") or CD4°CD25" cells. Elastin autofluorescence
and the nuclear stain DAPT are shown in green and blue. respectively. Representative
elastin autofluorescence. DAPI nuclear staining and Nox immunofluorescence merged
images are shown. Data are means = SEM. n = 3.
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Figure S4. Adoptive transfer of Treg counteracts aldosterone-induced decrease in Treg
infiltration in the renal cortex. Immunofluorescence (in red) was used to determine the
number of Treg in renal cortex (n = 4) in control mice (Ctrl) and in mice infused with
aldosterone (Aldo) and pretreated with PBS, Treg (CD47CD25") or CD47CD25 cells.
DAPI nuclear staining is shown in blue. Representative DAPI nuclear staining. Foxp3
immunofluorescence and merged 1mages are shown.
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Figure S5. Treg infiltration in the renal medulla. Immunofluoreseence (in red) was used
to determine the number of Treg infiltration in the renal medulla in control mice (Ctrl)
and in mice infused with aldosterone (Aldo) and pretreated with PBS, Treg (CD4"CD257)
or CD4"CD25 cells. DAPI nuclear staining is shown in blue. Representative Foxp3
immunofluorescence and DAPI nuclear staining (in blue) merged images are shown. Data
are means = SEM. n = 3-4.
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Figure S6. Aldosterone-induced monocyte/macrophage infiltration in the renal cortex
was prevented by Treg adoptive transfer. Immunofluorescence (in red) was used to
determine monocyte/macrophage infiltration in renal cortex (n = 4) in control mice (Ctrl)
and in mice infused with aldosterone (Aldo) and pretreated with PBS. Treg (CD4"CD257)
or CD47CD25" cells. DAPI nuclear stamning 1s shown in blue. Representative DAPI
nuclear staining, MOMA-2 immunofluorescence and merged images are shown. The
arrows pointed at the same glomerulus in the DAPL MOMA-2 and Merged panels.
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Figure S7. Monocyte/macrophage infiltration in the renal medulla. Immunofluorescence
(in red) was used to determine the number of the monocyte/macrophage infiltration in the
renal medulla in control mice (Ctrl) and in mice infused with aldosterone (Aldo) and
pretreated with PBS, Treg (CD4°CD257) or CD47CD25" cells. DAPI nuclear staining is
shown in blue. Representative MOMA-2 immunofluorescence and DAPI nuclear staining
(in blue) merged images are shown. Data are means = SEM., n = 3-4,
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Figure S8. T lymphocyte infiltration in the kidney. Immunofluorescence (in red) was
used to determine the number of T lymphocyte infiltrating the renal cortex (A) and
medulla (B) in control mice (Ctrl) and in mice infused with aldosterone (Aldo) and
pretreated with PBS. Treg (CD4 CD257) or CD4 CD25" cells. DAPI nuclear staining is
shown m blue. Representative DAPI nuclear staining and Foxp3 immunofluorsscence
merged images are shown. Data are means = SEM. n = 3-4.
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4. Discussion et conclusion

Notre ¢étude montre que le transfert adoptif des Treg réduit partiellement
I’¢é1évation modeste de la pression artérielle et prévient le dommage vasculaire ainsi que
I’infiltration des macrophages et lymphocytes T induites par I’ Aldo. Ceci confirme notre
hypothése selon laquelle le transfert adoptif des Treg (CD4+CD25+) empéche
I’augmentation de la pression artérielle, la dysfonction endothéliale, le remodelage
vasculaire, le stress oxydatif et l'inflammation chez des souris traitées par 1’Aldo. Ces
résultats permettent d’étendre l'importance du role de 1'immunité innée et acquise dans
I'HTA et les altérations vasculaires induites par le SRAA.

Comme nous l'avons précédemment démontré dans notre étude sur ’Ang II, le
transfert adoptif des Treg empéche [Dinfiltration aortique et rénale des
monocytes/macrophages et de cellules T induites par 1’Aldo. Ceci suggere que
I’activation du SRAA pourrait activer le systéme immunitaire acquis, au moins en partie,
en diminuant le nombre des Treg et donc la réduction de leurs effets suppresseurs.

La dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire et l'inflammation induite
par 1’Aldo sont médiés, au moins en partie, par la production du stress oxydatif qui
pourrait étre associ¢ du moins en partie, a l'infiltration des macrophages et des cellules T.
Le transfert adoptif des Treg prévient I’augmentation du stress oxydatif et l'infiltration
des cellules immunitaires.

Nous avons également observé que 1’Aldo augmente la production d'anions
superoxyde dans les CMVL. La production des anions suproxyde, par I’infiltration des
macrophages et des cellules T au (CMVL), est en mesure d'atteindre et de réagir avec le
NO dérivé de l'endothélium et de contribuer a la dysfonction endothéliale.

Dans notre étude précédente, nous avons émis comme hypothése que le rein
pourrait représenter 1'un des sites d'action des Treg impliqués dans la régulation de la
pression artérielle induite par 1’inflammation. Nous avons fait le constat que 1I’Aldo

diminue le nombre des Treg et augmente 1’infiltration des monocytes/macrophages dans
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le cortex rénal. Ces effets sont inversés par les Treg. Du fait que I’ Aldo induise seulement
une augmentation modeste de la pression artérielle, on pourrait conclure que le rein soit
I'un des sites d'action des Treg jouant un rdle important dans la régulation de
l'inflammation, au-dela de la régulation de la pression artérielle.

L’Aldo entraine une augmentation de la pression artérielle systolique, une
altération de la fonction endothéliale (réduction de la vasodilatation en réponse a
l'acétylcholine), un remodelage vasculaire hypertrophique, un stress oxydatif et une
infiltration aortique et rénale des macrophages. Cet effet disparait par le transfert adoptif
des Treg. L’information supplémentaire que cette étude apporte, comparativement aux
autres ¢études réalisées sur ’Ang II, est que le transfert adoptif des Teff exacerbe la

plupart des effets de 1’ Aldo.
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION
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L’HTA est une pathologie responsable de complications cardiovasculaires et
cérébrales. Elle est souvent associée aux désordres vasculaires notamment la dysfonction
endothéliale, le remodelage vasculaire, I’inflammation et le stress oxydatif. La sédentarité
et D’alimentation excessive sont associées fréquemment a I’HTA. En effet, cette
pathologie est présente souvent chez les obeses et les diabétiques. D’ailleurs, I’exercice
physique a toujours été recommandé comme moyen de prévention.

Les mécanismes impliqués dans le développement de I’HTA induite par le
traitement a la r-HuEPO, dans I’IRC, sont toujours non identifiés. Cependant, la
dysfonction endothéliale, le déséquilibre ET-1/NO, le stress oxydatif et 1’inflammation
restent toujours des éléments clés dans ce processus. En plus de la rigidité artérielle, la
cascade stress oxydatif/inflammation est une étape cruciale dans les désordres vasculaires
et ’HTA induite soit par un traitement comme la r-HuEPO ou soit par la stimulation du
SRAA. Plusieurs progres ont ¢été réalisés dans le traitement de I’HTA par des
médicaments antihypertenseurs a base d’inhibiteurs des différentes composantes du
SRAA ou par des moyens thérapeutiques ou préventifs comme 1’exercice physique.
L’implication du systéme immunitaire dans la physiopathologie de I’HTA, est de plus en
plus importante. Ainsi, le développement de thérapies pour I’HTA, par des moyens
immunitaires, peut constituer 1’originalit¢ majeure dans ce domaine. Dans notre travail
nous avons ¢étudié la physiopathologie des désordres vasculaires induits par la r-HuEPO
et le SRAA, et ’effet de I’exercice ou du transfert adoptif des Treg comme éléments de
prévention ou thérapeutiques

Dans notre premicre ¢tude, nous avons montré que la r-HuEPO inhibe la
vasodilatation induite par le flux ou les contraintes de cisaillement (shear stress). La
vasodilatation flux-dépendante des artéres mésentériques est totalement inhibée en
présence de L-NAME parallelement a un niveau de shear stress trés €levé. En présence
de L-NAME, la r-HuEPO induit un effet inverse caractérisé par une vasoconstriction

paradoxale, associée a une é€lévation prononcée du shear stress. Dans cette étude, nous
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avons aussi démontré que l'effet inhibiteur de la r-HuEPO sur la vasodilatation induite par
I'écoulement, était médié par une augmentation de la production d'ET-1. De plus,
l'absence de NO exacerbe la vasoconstriction ET-1-dépendante, en présence de la r-
HuEPO.

Indépendamment du shear stress, ce travail, en accord avec d'autres (Boulanger et
Luscher 1990) montrent clairement que l'absence de NO augmente la production
endothéliale de I’ET-1. L'exposition a la r-HuEPO provoque une augmentation de la
production endothéliale d'ET-1 d'une manicre flux-dépendante. Ceci suggere que, en
condition expérimentale, ou la sécrétion basale de NO est présente, 1'artére est capable de
maintenir une vasodilatation flux-dépendante en présence de r-HuEPO, bien que la
production d'ET-1 soit stimulée par la r-HuEPO. L'effet vasodilatateur NO-dépendant
contrebalance ou s'oppose a un effet vasoconstricteur. En présence de la r-HuEPO et de
L-NAME, I’¢lévation du débit de perfusion, en stimulant les forces de cisaillement a la
surface endothéliale, provoque en retour un effet vasoconstricteur induit localement par
I’ET-1.

En fait, la présence de NO est nécessaire pour contrebalancer 'effet
vasoconstricteur de I'ET-1. Par ailleurs, la présence de NO est aussi nécessaire pour
moduler la sensibilité¢ aux récepteurs de I’ET-1 au niveau des CMLYV, puisque la réponse
vasoconstrictrice a I'ET-1 des artéres perfusées et incubées avec la r-HuEPO a été
exacerbée seulement en présence de L-NAME. L'équilibre fonctionnel vasomoteur, entre
ces deux substances vasoactives, NO et ET-1 est donc essentiel pour déterminer le niveau
du tonus vasomoteur dont un des ¢léments de régulation essentiels sont les forces de
cisaillement en réponse a I'élévation de la vitesse de I'écoulement sanguin.

Le NO joue un rdle important dans le contrdle de la synthése et/ou la sécrétion
d'ET-1 (Bode-Boger et al. 1996; Quaschning et al. 2003). En présence de la r-HuEPO, il
est suggéré que le rapport ET-1/NO peut étre déséquilibré en faveur de 1'ET-1, ceci
pourrait prendre un sens pathologique en présence d'une dysfonction endothéliale et un

défaut de synthése ou de biodisponibilit¢ du NO, démasquant ainsi la réponse
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vasoconstrictrice a I'ET-1, conduisant a wune élévation du tonus vasculaire et
conséquemment, de la pression artérielle (Shimada et al. 2003).

Notre étude in vivo a confirmé encore que le déséquilibre du rapport ET-1/NO en
faveur de I'ET-1 est a I’origine de ’'HTA et des désordres vasculaires induits. On a montré
pour la premicre fois que le traitement avec la r-HuEPO, lorsqu'il est associé a une sur-
expression de 'ET-1 (souris transgéniques sur-exprimant I'ET-1 endothéliale), augmente
la PAS. Il exacerbe la dysfonction endothéliale et le remodelage vasculaire des arteres de
résistance, augmente la concentration plasmatique d'ET-1, le stress oxydatif et
l'inflammation. L'exercice d’endurance prévient ces effets délétéres. Ceci montre que
I'état hypertensif associé a un traitement r-HuEPO est 1i¢ a une anomalie de la production
d'ET-1 d'origine vasculaire. L’exercice est capable de prévenir les altérations
cardiovasculaires induites par l'association r-HuEPO/ET-1.

Ces résultats confirment ceux d’autres travaux, qui ont montrés que |’effet
deélétere de la r-HuEPO apparait dans les modeles qui présentent une dysfonction
endothéliale altérée avec une inhibition de la biosyntheése de NO et une exagération du
systéme des ET-1 (Meziri et al. 2011; Quaschning et al. 2003; Ruschitzka et al. 2000;
Vogel et al. 2003). Par contre, en présence de NO ou d'une sur-expression des récepteurs
ETB de I’ET-1 (Rodrigue et al. 2008), l'effet délétere (HTA, vasoconstriction
périphérique) de la r-HuEPO n'apparait pas.

On sait que I'ET-1 est pro-inflammatoire et pro-oxydant (Schiffrin 2010). De plus,
en présence d'une dysfonction endothéliale, la r-HuEPO semble exercer un effet permissif
sur l'activité de I'ET-1 (Lariviere et Lebel 2003). L’infiltration des macrophages et des
lymphocytes T dans 1'adventice et le tissu péri-vasculaire contribuent probablement, avec
l'augmentation de l'activité de la NADPH oxydase, a la production des ROS et d'anions
superoxides qui réagissent avec le NO dérivé de l'endothélium, pour en abaisser sa
biodisponibilité et contribuer a la dysfonction endothéliale (Touyz 2005).

Dans notre étude, 1’effet de 1’exercice régulier de nage confirme les résultats

d’autres études qui ont montré les effets bénéfiques de I’exercice a intensité faible ou
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moyenne. Ce type d’exercice permet de maintenir la fonction endothéliale (augmentation
de la production et de la biodisponibilit¢ du NO, augmentation de D’activité et de
I’expression de ’eNOS, amélioration de la vasodilatation NO-dépendante en réponse a
I’acétylcholine et au flux, diminution de la rigidité artérielle et de la résistance vasculaire
périphérique). Il diminue aussi I’expression de la NADPH oxydase vasculaire et améliore
la voie Akt/eNOS phosphorylée (Adams et al. 2005; Kuru et al. 2009; Marcus and Tipton
1985; Meziri et al. 2011; Sonnenschein et al. 2011; Tipton et al. 1991; Touati et al. 2011).

L’effet bénéfique de I’exercice sur le systéme immunitaire est caractérisé par la
diminution de I’infiltration rénale et aortique des macrophages et I’augmentation de celle
des cellules T régulatrices (CD4+CD25+Foxp3) dans le rein et la rate des souris eET-1
traitées avec 1I'r-HuEPO. Ceci montre que les Treg pourraient contribuer aux effets
bénéfiques de 1’exercice sur la pression artérielle et les désordres vasculaires induits par
le traitement a I’'r-HUEPO. Ces résultats confirment également ceux qui suggerent, d’une
part, que le systéme immunitaire joue un role essentiel dans la pathogenese de I'HTA et
des maladies cardiovasculaire (Ait-Oufella et al. 2006; Galkina et al. 2007; Taleb et al.
2008b; Valaperti et al. 2008b), et d’autre part, que les lymphocytes T influencent la
pression artérielle (Guzik et al. 2007). Ceci suggere aussi que les Treg pourraient étre un
¢lément crucial dans la régulation des maladies de la paroi artérielle. D’ailleurs, il a été
démontré que ces cellules sont des inhibiteurs puissants de 1'athérosclérose chez plusieurs
modeles de souris (Ait-Oufella et al. 2006).

Plusieurs études ont montré que 1’exercice physique entraine des modifications
considérables sur le systéme immunitaire (MacNeil et Hoffman-Goetz 1993; Nieman et
al. 1993; Pedersen et Hoffman-Goetz 2000; Pedersen et al. 1989). Nos résultats suggerent
que D’exercice, via l'inhibition de l'infiltration des macrophages et la stimulation de celle
des Treg, contribue probablement a protéger le systéme artériel contre les désordres
vasculaires a l'origine de I'HTA et de l'athéro-thrombogénése induits par I’r-HuEPO.

Par ailleurs, il est clairement démontré que I'exercice empéche ces effets grace a

des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et probablement par un effet
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immunitaire, notamment par 1’augmentation du nombre des cellules Treg qui pourrait étre
I’un des facteurs responsables des effets bénéfiques de 1’exercice. Récemment,
I'i'mmunité innée et acquise ont été identifiées comme jouant un role dans les maladies
cardio-vasculaires et I’HTA (Harrison et al. 2010; Schiffrin 2010). Les résultats de notre
deuxiéme partie d’étude montrent que le transfert adoptif des Treg prévient I’HTA induite
par I’Ang II ainsi que la dysfonction endothéliale (I’altération de la vasodilatation
endothélium-dépendante et la rigidit¢ des artéres mésentériques). Il prévient aussi
l'infiltration des macrophages et monocytes dans I’aorte et le cortex rénal et diminue le
taux des cytokines plasmatiques pro-inflammatoires (INF-y, TNF-a et IL-6). Ce
processus pourrait contribuer a la diminution du stress oxydatif induit par 1’Ang II chez
les souris recevant les Treg.

L'HTA induite par I’Ang II est associée a une diminution des Treg et une
augmentation des monocytes/macrophages dans le cortex rénal. Dans notre étude, le
transfert adoptif des Treg était accompagné par une augmentation de ces cellules dans le
cortex rénal. Bien que cela n’ait pas entrainé une diminution significative de l'infiltration
rénale des macrophages, ce transfert pourrait étre a I’origine de la diminution du taux de
l'inflammation, des lésions rénales et de la pression artérielle.

L’ Aldostérone (derniére composante du SRAA) entraine une augmentation de la
PAS, une altération de la fonction endothéliale (réduction de la vasodilatation en réponse
a l'acétylcholine), un remodelage vasculaire hypertrophique, un stress oxydatif et une
infiltration aortique et rénale des macrophages. Tous ces effets disparaissent avec le
transfert adoptif des Treg. L’information supplémentaire que cette étude apporte,
comparativement a 1’é¢tude réalisée sur I’Ang II, est que le transfert adoptif des T
effecteurs exacerbe la plupart des effets de 1’Aldo. Ces résultats et autres (Platten et al.
2009) montrent que 1’activation du SRAA pourrait déclencher, au moins en partie, le
systéme immunitaire adaptatif, en diminuant le nombre des Treg et donc la réduction de

leurs effets suppresseurs. Le transfert adoptif des Treg restaure cette déficience.
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L’ensemble de notre travail montre que I’exercice physique et le transfert adoptif
des Treg pourrait étre des €léments essentiels, au moins en partie, dans la prévention et/ou
le traitement de I’HTA et les désordres cardiovasculaires induits. Ces deux types de
thérapies se focalisent sur une nouvelle cible pathologique: l'inflammation vasculaire
(Chiasson et al. 2011; Hopps et al. 2011; Ploeger et al. 2009; Randolph et Fathman 2006).
D'autres expériences seront nécessaires pour mieux comprendre les effets directs des Treg
sur le systéme vasculaire et les mécanismes exacts par lesquels ils agissent pour prévenir
ou traiter les déséquilibres immunitaires et inflammatoires impliqués dans 'HTA. 11 est
tout aussi important d’évaluer 1’effet du transfert adoptif des Treg au cours de I’HTA, en
analysant les parametres inflammatoires sur plusieurs points de traitement. Ceci
permettrait un meilleur ciblage de D’effet thérapeutique direct et des mécanismes
impliqués. D’autre part, il faudrait se poser la question suivante: pourquoi l'exercice
augmente l'infiltration et la mobilisation des Treg au niveau tissulaire? Est-ce 1a I’'un des
effets bénéfiques de I’exercice sur le systéme immunitaire (Wilson et al. 2009)? Ou est-ce
un ¢lément essentiel impliqué dans la prévention de I’HTA, médié par I’exercice.

Enfin, il reste a dire que garder une homéostasie fonctionnelle equilibrée est
tres importante pour éviter la pathogénéese cardiovasculaire. Les désordres
vasculaires sont en étroite relation avec les processus inflammatoire et immunitaire.
Il serait important et original de développer deux approches thérapeutiques anti-
inflammatoires: I’une a partir de I’exercice et I’autre a partir du transfert adoptif

des Treg.
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