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Vascular Purinergic Signaling — Regulation and Role of the Nucleoside Triphosphate
Diphosphohydrolase-1 (CD39) in Hypertension

Résumé

La signalisation purinergique participe a de
nombreux processus physiopathologiques dans le
systeme cardiovasculaire. Alors que les
nucléotides extracellulaires sont considérés
comme des « signaux de danger » ; la NTPDase1
(CD39), ectonucléotidase a Il'origine de leur
hydrolyse, permet de maintenir I’homéostasie
vasculaire par ses actions anti-thrombotiques et
immuno-modulatrices. Le réle de CD39 dans la
fonction vasculaire liée a I'hypertension artérielle
(HTA) reste méconnu. L’'HTA, facteur de risque
majeur de complications cardiovasculaires, est
caractérisée par un remodelage structurel
(hypertrophie, fibrose) et fonctionnel
(hypercontractilité, dysfonction endothéliale) des
vaisseaux, causées notamment par un stress
oxydatif et wune inflammation périvasculaire.
L’objectif de notre projet a consisté a étudier
I’évolution de CD39 ainsi que son rdle potentiel
dans la condition vasculaire pathologique de
'HTA. Nous mettons en évidence une diminution
de I'expression et de l'activité du CD39 vasculaire
dans I'HTA. Une diminution de l'activit¢ ADPase
du CD39 soluble a également été observée au
niveau circulant. L’étude des éléments a l'origine
de cette diminution montre une sensibilit¢ du
transcrit vasculaire de CD39 a certaines cytokines
pro- et anti-inflammatoires, mais également a une
tension mécanique. Une étude in vivo du potentiel
role de CD39 (souris déficientes pour le géne de
CD39 (Entpd1) et traitement a I'apyrase) dans un
modele d’HTA a I’Angiotensine-ll a également été
réalisée. L’ensemble de ces données suggére
qu’une diminution du CD39 vasculaire et circulant
pourrait contribuer a majorer les altérations
vasculaires contemporaines de 'HTA.

Mots clés : CD39 - nucléotides extracellulaires -
hypertension artérielle - Angiotensine Il -
inflammation - altérations vasculaires

Abstract

Purinergic signaling is involved in numerous
physiopathological processes in cardiovascular
system. While extracellular nucleotides are
considered as « danger signals » ; the NTPDase1
(CD39), ectonucleotidase responsible for their
hydrolysis, preserves vascular homeostasis by its
anti-thrombotic and immunomodulatory actions.
The role of CD39 in vascular function related to
arterial hypertension remains unknown.
Hypertension, the major risk factor of
cardiovascular complications, is characterized by
structural remodeling (hypertrophy, fibrosis) and
functional (hypercontractility, endothelial
dysfunction) of vessels caused in particular by
perivascular oxidative stress and inflammation.
Our aim was to investigate the evolution of CD39
expression/function and its potential contribution in
the pathological vascular condition of
hypertension. We highlighted a decrease in
vascular CD39 expression and activity in the
context of hypertension. A decrease in soluble
ADPase activity specific to CD39 was also
observed in blood circulation. Investigation of
elements responsible for this decrease reveals a
sensitivity of vascular CD39 transcription to
several pro- and anti-inflammatory cytokines and
to mechanical tension. In vivo study of potential
role of CD39 (mice deficient for CD39 gene
(Entpd1) and treatment with apyrase) in
Angiotensin-lIl model of hypertension was also
carried out. All these data suggest that a decrease
in circulating and vascular CD39 may contribute to
vascular changes associated with hypertension.

Key words : CD39 - extracellular nucleotides -
arterial  hypertension -  Angiotensin-Il -
inflammation - vascular alterations
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INTRODUCTION



1- Le systeme cardiovasculaire

1-1- Structure et fonctions du systeme vasculaire

Le systéme cardiovasculaire est un systéme fermé composé d’une pompe (le coeur) et de
vaisseaux qui transportent le sang du coeur vers les organes par les artéres et des
organes vers les poumons par les veines. Ce systéeme permet |'apport en nutriments et
oxygéne aux différents organes. Toute dérégulation de ce systéme ou de cet équilibre
finement régulé en conditions pathologiques ou associée au vieillissement pourra avoir

comme conséquence une atteinte vasculaire globale délétere.
1-1-1- L'appareil cardiovasculaire

Le systéme vasculaire est divisé en deux parties : la circulation systémique et la
circulation pulmonaire. Dans la circulation systémique, la contraction du coeur permet de
propulser le sang oxygéné dans l'artére la plus longue et de plus gros calibre de
I'organisme, l'aorte. Le sang circule ensuite par des artéres de plus petit calibre, les
artéres de résistance, puis a travers les plus petits vaisseaux de l|'organisme, les
capillaires, ou se situe la pression la plus faible. Les capillaires permettent d’irriguer la
totalité des différents organes grace a leur organisation en réseau trés dense formant des
« lits capillaires ». C'est a ce niveau qu’ont lieu les échanges entre le sang et les tissus :
I'apport en oxygéne et en nutriments essentiels (vitamines et minéraux) et la
récupération des déchets cellulaires/métaboliques et du dioxyde de carbone. Le chemin
inverse est réalisé par le circuit veineux repassant par le ventricule droit du coeur puis
dans l'artére pulmonaire ol le passage du sang se fait a basse pression. L’'hématose du
sang s’effectue dans la circulation pulmonaire. Il s’agit de la transformation du sang
appauvri en dioxygene et riche en dioxyde de carbone en sang renouvelé en oxygéne au
niveau des alvéoles pulmonaires. Le sang réoxygéné peut alors repartir vers le ventricule

gauche par les veines pulmonaires puis dans la circulation systémique.
1-1-2- Les arteres

La fonction des artéres est déterminée par les propriétés structurelles de leur paroi. Bien
que les différents types d’artéres varient au niveau structurel et fonctionnel, celles-ci
partagent une organisation histologique commune. La paroi des artéres est composée de

3 tuniques distinctes séparées par des limitantes élastiques et ayant des fonctions
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distinctes, organisées en couches concentriques : l'adventice, la média et lintima
(Figure 1). Les capillaires, composés d’'une monocouche de cellules endothéliales et
d’'une membrane basale entourée de péricytes, sont caractérisés par |'absence de muscle
lisse afin d’optimiser les échanges avec les tissus.

Concernant les artéres, les proportions (rapport relatif) des différentes tuniques leur
conferent des fonctions viscoélastiques distinctes (compliance, résistance a I’écoulement,
contractilité, échanges gazeux). L'organisation de la paroi artérielle avec |'adventice (a),

la média (b), lI'intima (c), est décrite ci-dessous :

Intima

Cellules
endothéliales

—— Limitante élastique
interne

Media

[Cellules musculaires

lisses

41 Limitante élastique
/ externe

— (o

Figure 1 : Structure de la paroi artérielle

Source : adaptée de Servier Medical Art

Les arteres sont classées en différents types : les artéres de gros calibre dites de
conductance ou encore de compliance (l’'aorte, les carotides et les artéres pulmonaires)
et les artéres dites de résistance qui correspondent a des vaisseaux de petites tailles et
enfin les capillaires.

Les arteres de conductance n‘opposent qu’une faible résistance au flux sanguin et ont
pour role d’amortir les ondes produites par les battements du coeur afin d’obtenir une
pression de perfusion suffisante et ce grace a leur élasticité. Aprés le passage dans
I'aorte, le sang est acheminé vers des artéres de plus petit calibre, les artéres de
résistance. Ces derniéres en opposant une résistance a I’écoulement du sang permettent
une régulation fine de la perfusion des organes (Mulvany & Aalkjaer 1990). Elles sont le

site principal des résistances vasculaires périphériques.
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a) L’adventice

L'adventice est la tunique située en périphérie des artéres. Elle contient essentiellement
du tissu conjonctif composé de fibres de collagéne laches ainsi que de protéoglycans et
sels minéraux permettant de former la matrice extracellulaire (MEC). Le tissu conjonctif
est entouré de fibroblastes, cellules de soutien, d’adipocytes et de cellules immunitaires
(leucocytes). Cette tunique permet de relier les vaisseaux au tissu environnant et de les
soutenir et les protéger. L'adventice des grosses artéres est parcouru d’'un réseau de
petits vaisseaux a paroi fine nommés vaso vasorum permettant la bonne irrigation des
vaisseaux en nutriments et oxygéne (Pugsley & Tabrizchi 2000). Cette tunique est
séparée de la média par la limitante élastique extérieure qui joue le role de support
structurel. En condition pathologique, I'adventice est le site de la fibrose conduisant a

une rigidité artérielle affectant le bon fonctionnement des arteres.

b) La média

La média est la tunique intermédiaire de la paroi artérielle, située entre |'adventice en
périphérie et l'intima tapissant la lumiére du vaisseau. Cette tunique est composée
essentiellement des cellules musculaires lisses (CMLs) impliguées dans |la
vasoconstriction et des fibres d’élastine et de collagéne. La proportion des CMLs dans la
paroi dépend du type d’artére. Proportionnellement a leur petit calibre, les artéres de
résistance ont une paroi trés riche en CMLs permettant, par leur contraction, de réduire
le diametre artériolaire et d’opposer des résistances a I'écoulement du sang. A l'inverse
les artéres de conductance contiennent un nombre élevé de fibres élastiques afin
d’amortir la pression et le volume sanguin a chaque systole. Outre son rble dans la
vasoconstriction, la média est aussi le site ol apparaissent des modifications de
composition et de géométrie dans le but de s’adapter aux contraintes pariétales et/ou en

condition pathologique.

c) L'intima

L'intima est essentiellement composée d'une monocouche de cellules endothéliales (CEs)
juxtaposées qui tapissent la lumiére des artéres a l'interface avec le sang. La
monocouche de CEs est séparée de la média par la limitante élastique interne. Cette
tunique contient également un tissu connectif composé de fibres d’élastine au niveau

sub-endothélial permettant la flexibilité de I'endothélium.
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La découverte des facteurs vasorelaxants dérivés de |I’endothélium, incluant le monoxyde
d’azote, par Robert Furchgott en 1980 (Prix Nobel) (Furchgott & Zawadzki 1980) a
permis de mettre en évidence le réle crucial de I'endothélium dans la vasodilatation.
Effectivement, I'endothélium est métaboliquement trés actif puisqu’il libére de nombreux
agents vasoactifs capables de moduler le tonus vasculaire et a un rdle essentiel dans la
vasodilatation (Furchgott & Vanhoutte 1989). De plus, de par sa position stratégique,
I'endothélium a un réle considérable dans le maintien de l'intégralité vasculaire puisque
celui-ci est une barriére anatomique permettant I’écoulement libre du sang a sa surface.
L'endothélium joue un rble de barriére sélective en régulant la migration des cellules et
constituants du sang (filtration et transport actif ; régulation de sa perméabilité) et des
échanges (gaz, nutriment) vers la média. Enfin, celui-ci posséde des propriétés anti-
thrombotiques, empéchant les réactions d’hémostase de par son intégrité (Botting &
Vane 1989). Une atteinte de l'intégrité fonctionnelle de I'endothélium est d’ailleurs
traduite par une perte de la capacité dilatatrice artérielle. D’'une maniére plus globale, la
perte de l'‘action protectrice de I'endothélium pourra entrainer une dysfonction
endothéliale qui aura de plus larges conséquences hémostatiques et inflammatoires
(MlUnzel et al. 2008).

1-1-3- Régulation du tonus artériel

Dans les conditions physiologiques, les facteurs hémodynamiques (pression artérielle,
débit sanguin) influencent la biologie de la paroi artérielle. Cela par des actions directes
sur les cellules vasculaires liées aux variations du flux sanguin (stimuli mécaniques,
pression et cisaillement) ou indirectement par lintermédiaire de facteurs chimiques
locaux (hormones, peptides...) libérés par les cellules sanguines et vasculaires.

Ces stimuli locaux (hormones paracrines et forces mécaniques) servent essentiellement a

ajuster le débit sanguin a court terme en fonction des besoins métaboliques du tissu.

a) Réponses aux forces mécaniques

Les débits sanguins locaux sont régulés rapidement en réponse a des forces mécaniques
auxquelles sont soumises les cellules vasculaires, qui modifient le diamétre artériolaire, il
s’agit de la mécano-transduction. Au niveau des cellules endothéliales, la dilatation
dépendante du flux est caractérisée par une vasodilatation en réponse a une
augmentation des forces de cisaillement (ou « shear stress») exercées par le flux
sanguin sur la paroi des artéres (Thijssen et al. 2011). A l'inverse, le tonus myogénique
est défini par la capacité des artéres de petit calibre a se contracter en réponse a

I'augmentation de la pression intraluminale (Davis & Hill 1999; Henrion 2005). L'équilibre
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de ces mécanismes permet de maintenir un débit sanguin local physiologique en temps
réel afin d‘assurer une perfusion adéquate des organes. Le rétablissement d'un tonus
myogénique physiologique a été proposé comme stratégie thérapeutique dans de
nombreuses pathologies vasculaires, incluant I’hypertension artérielle (Hill et al. 2009).

La modulation de la vasomotricité en réponse a ces forces mécaniques s‘opére par la

libération de molécules d’origine endothéliale ou musculaire citées ci-dessous.

b) Les facteurs vasorelaxants dérivés de I'endothélium

La balance vasomotrice est régulée par des substances chimiques intervenant localement
et de maniere paracrine, afin de réguler le tonus artériel et donc les débits sanguins
locaux. L’endothélium joue un réle primordial dans la régulation de la vasomotricité
locale. La relaxation des CMLs est largement dépendante de l'intégrité anatomique de
I'endothélium. L’endothélium sécréte et libére de puissants vasorelaxants nommés
facteurs relaxants dérivés de I'endothélium (Endothelium-derived relaxing factor, EDRF)
et des vasoconstricteurs appelés les facteurs vasoconstricteurs dérivés de I'endothélium
(Endothelium-derived vasoconstricting factor, EDCF) (Rubanyi 1991). Physiologiquement,
il existe un équilibre entre ces facteurs vasorelaxants et vasoconstricteurs. Quelques

exemples sont cités ci-dessous.

Les principaux facteurs vasorelaxants sont le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline
(PGI,) et les facteurs hyperpolarisants (EDHF) (Figure 2) (Stankevicius et al. 2003).

Le monoxyde d’'azote

Le monoxyde d’azote (NO, nitric oxyde) joue un role crucial dans la vasodilatation. Le NO
est formé par les enzymes NOS (Nitric oxyde synthase) qui permettent la conversion de
la L-arginine en citrulline avec libération de NO. 3 isoformes de NOS existent : la NOS
neuronale (nNOS), la NOS inductible (iNOS) exprimée dans les cellules exposées a des
médiateurs inflammatoires et enfin la NOS endothéliale (eNOS), exprimée dans le
systéme vasculaire. C'est en particulier la phosphorylation activatrice de la eNOS qui sera
responsable de la production de NO par I'endothélium en réponse a une élévation de flux.
Différents agonistes (chimiques) sont connus pour induire la production de NO
endothélial comme la bradykinine (BK), l’‘acétylcholine (Ach), l'adénosine triphosphate
(ATP), I'adénosine diphosphate (ADP) et I'adénosine (ADQ). L'acétylcholine est elle trés
largement utilisée expérimentalement ex vivo pour I'évaluation de la fonction
endothéliale. Une fois synthétisé, le NO peut diffuser vers les CMLs dans le but d’inhiber
la vasoconstriction (Sandoo et al. 2010). Au niveau des CMLs sous-jacentes, |'activation

de la guanylate cyclase soluble par le NO augmente les taux de GMP cyclique (GMPc), ce
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qui aura pour conséquence d’activer la protéine kinase G (PKG) conduisant finalement a
la diminution de calcium intracellulaire ([Ca®*]i) (Figure 2) (Vanhoutte 1998). Le NO est
également anti-inflammatoire, anti-mitogénique et anti-thrombotique (Harrison et al.
2006).

AlC Siic K+Y\CALM " Mppélz G:p
cAMP cGMP PKA release junctions

Hyperpolarization

Figure 2 : Signalisation des facteurs vasorelaxants dérivés de I'endothélium
Représentation de la signalisation des EDRF dans des artéres en condition physiologique
impliquant les voies de la PGI,, du NO et des EDHF. AC : adénylate kinase, COX :
cyclooxygénase, PGI, : prostaglandine I, cAMP : AMP cyclique, PKA : protéine kinase A,
NO : monoxyde d’azote, EDHF : facteurs hyperpolarisants dérivés de |’endothélium,
NOS3 : NO synthase endothéliale, sGC : guanylate cyclase soluble, cGMP : GMP cyclique,
PKG : protéine kinase G, EETs : acide époxy-eicosatriénoique, EC : cellule endothéliale,
SMC : cellule musculaire lisse.

Source : (Kang 2014)

La prostacycline

Les enzymes cyclooxygénases (COX) permettent la conversion de I'acide arachidonique
(AA) en de nombreuses substances parmi lesquelles on retrouve la prostacycline (PGI,).
Les COX, dérivés du métabolisme de I’AA incluent 2 isoformes : COX-1 et COX-2. Ces 2
enzymes sont exprimées dans les CMLs et de maniére plus importante dans les CEs. La
COX-1 est exprimée constitutivement alors que la COX-2 est exprimée lors de dommages
tissulaires et de réactions inflammatoires (Wong et al. 2010). La prostacycline inhibe la

vasoconstriction, et ce d'une maniere similaire au NO (figure 2). La diminution du
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[Ca%*]i dans les CMLs résultent d’une activation de la protéine kinase A (PKA) suite a la
formation d'AMP cyclique (AMPc) par l|'adénylate cyclase (Vanhoutte 1998). La

prostacycline est également anti-thrombotique.

Les facteurs hyperpolarisants

La BK et I’Ach induisent également une vasodilatation indépendante de la production de
NO ou PGI, mais sensible au blocage de canaux potassiques. En effet, bien qu’encore mal
déterminés et possiblement de nature différente selon les territoires vasculaires, les
facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHF) peuvent étre caractérisés par
leur capacité a induire une hyperpolarisation suite a l'efflux de potassium des CEs et
CMLs par des canaux potassiques endothéliaux (IKca ou SKCa) et musculaires (BKCa)
respectivement, ou par des communications myoendothéliales (Garland et al. 2011).
Cette hyperpolarisation entraine la diminution de [Ca®*']i des CMLs, en empéchant
I'activation des canaux calciques dépendant du potentiel de membrane, résultant en une
vasodilatation.

Parmi les différents EDHF identifiés, les acides époxyeicosatriénoiques ou EETs sont des
dérivés de I’AA métabolisés par les cytochromes P450 epoxygénases (Bellien & Joannides

2013) (Figure 2).

c) Les facteurs vasoconstricteurs dérivés de I'endothélium

Les vasoconstricteurs principaux sont le thromboxane A, (TXA,), I'endothéline-1 (ET-1)
et [I'ATP. D'autres substances, moins connues, participent également a |la

vasoconstriction ; c’est le cas des dinucléosides polyphosphates.

Le thromboxane A,

Le TXA; issu du métabolisme de I’AA, est un vasoconstricteur majeur produit par les
COX. La thromboxane-A synthase catalyse la synthése de TXA, a partir de la PGH,
convertie par la COX-1. Le TXA, induit la vasoconstriction par |’activation du récepteur

thromboxane-prostanoide (récepteur TP) sur les CMLs (Sellers & Stallone 2008).

Les molécules suivantes sont impliquées a la fois dans la vasoconstriction et la

vasodilatation.

L'endothéline-1
L'endothéline-1 (ET-1) est exprimée dans le systéme vasculaire. Les récepteurs ET-1
sont exprimés a la fois sur les CMLs (ET, et ETg,) et les CEs (ETg:). Une vasoconstriction

est induite lors de la liaison de I'ET-1 sur les récepteurs ET, des CMLs par une
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augmentation du [Ca®*']i. A linverse, la fixation d’ET-1 sur les récepteurs ETg; de
I’endothélium induit une vasodilatation par la libération de NO et de PGI, (Thorin & Clozel

2010).

L'ATP

L'endothélium a la capacité de libérer de I’ATP en réponse a l‘augmentation du flux
(Bodin et al. 1991). Cette libération permet d’induire une vasodilatation par les CEs par
action paracrine sur les récepteurs P2X4 et P2Y2 (Yamamoto et al. 2006; Wang et al.
2015). En ce qui concerne la vasoconstriction par les CMLs, celle-ci est principalement
induite par I’ATP libéré par les terminaisons nerveuses sympathiques (discuté dans la
partie 3-1-1).

Les dinucléosides polyphosphates

L'uridine adénosine tétraphosphate (UP(4)A) a été décrit comme étant un puissant
facteur vasoconstricteur dérivé de I’endothélium (Jankowski et al. 2005) mais également
capable de vasodilatation par induction de NO (Télle et al. 2010). Les diadénosine
pentaphosphate (Ap(5)A) et hexaphosphate (Ap(6)A) sont également des

vasoconstricteurs puissants (van der Giet et al. 1999).

d) Les espéces réactives de I'oxygene : ROS

Les espéces réactives oxygénées (ROS) jouent un role crucial dans la modulation de la

vasomotricité en condition physiologique et pathologique.

Présentation des espéces réactives de l'oxygéne

Les ROS ou encore radicaux libres sont des dérivés réactifs du métabolisme de 1'0O,. Les
ROS incluent : l‘anion superoxyde (O,7), le radical hydroxyle (.OH), le peroxyde
d’hydrogene (H,0,), le peroxynitrite (ONOO") et l'acide hypochloreux (HOCI). Tous les
types de cellules vasculaires, les CEs, CMLs et fibroblastes adventiciels, produisent des
ROS. Différentes sources de ROS ont été décrites, parmi lesquelles on retrouve la
nicotinamide dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase (source principale de ROS dans le
systeme vasculaire), la mitochondrie, la xanthine oxydase et le découplage de la eNOS
(Touyz & Schiffrin 2004).

La NADPH oxydase est un complexe enzymatique membranaire composé de multiples
sous-unités : les NOX (pour NADPH oxydase), p22phox, p47phox et p67phox.
Concernant les NOX, 5 isoformes existent (NOX1 - 5) (Cheng et al. 2001). La NOX1,

NOX2, NOX4 et NOX5 sont exprimées dans les tissus vasculaires ou elles jouent un role
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majeur. Ce complexe enzymatique est constitutivement actif et produit en continu de
faibles concentrations d’O,” par la réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygéne.
Quant a la production de ROS mitochondriale, celle-ci intervient dans les cellules
vasculaires principalement lors de la phosphorylation oxydative. Le flux d’électrons
provoque en effet un transfert d’électrons a la molécule d'oxygéne conduisant a la
génération d'O,”. La xanthine oxydase, principalement exprimée dans |’endothélium,
réduit I'oxygéne entrainant la formation d'H,0, et d'O,".

Enfin, le découplage de la eNOS, provoqué par |'oxydation des 2 composants essentiels
de la eNQOS, la L-arginine et la tétrahydrobioptérine, conduit a la formation de ROS a la
place du NO (Birukov 2009) (Figure 3).
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Figure 3 : Les multiples sources de ROS cellulaire
Représentation des principales sources d’espéces réactives oxygénées incluant la NADPH
oxydase, la production par la mitochondrie et le découplage de la eNOS. NOS : NO
synthase, ROS : espéces réactives oxygénées, XO : xanthine oxydase, NOX : NADPH
oxydase.
Source : (Birukov 2009)

Des enzymes antioxydantes permettent de contrebalancer la production excessive de
ROS. Parmi celles-ci, on retrouve les superoxydes dismutases (SOD) présentes sous 3
isoformes : la SOD cytosolique (CuZn-SOD ou SOD-1), la SOD mitochondriale (Mn-SOD
ou SOD-2) et la SOD extracellulaire (EC-SOD ou SOD-3) (Fridovich 1997). Les SOD ont
la capacité d’éliminer I'O,” en le convertissant en H,0, puis en H,O dans les cellules

vasculaires. Dans des conditions physiologiques, le taux de production des ROS est
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équilibré par leur taux d’élimination. Cependant, dans des conditions pathologiques, un
déséquilibre entre la formation de ROS et la capacité a se défendre par les antioxydants
conduit a un état de stress oxydatif (discuté dans la partie 1-3-3) (Landmesser &
Harrison 2001).

Régulation du tonus artériel par les ROS

Dans le systeme cardiovasculaire, le controle du stress oxydatif joue un role
physiologique essentiel dans le maintien de l'intégrité vasculaire. Dans des conditions
physiologiques, les ROS générés a de faible concentration et de maniére controlée,

régulent la contraction et la dilatation artérielle (Touyz & Schiffrin 1999).

1-2- Mécanismes de régulation de la pression artérielle

Dans le but de maintenir un apport en nutriments et oxygéne aux différents organes, le
maintien d’une pression de perfusion est indispensable. Cette pression est créée par la

contraction du cceur et entretenue par les résistances hémodynamiques.

La pression artérielle (PA) dépend du débit cardiaque associé aux résistances vasculaires
périphériques. Le débit cardiaque dépend de la force et la fréquence de contraction du
cceur et donc sa capacité a éjecter du sang a chaque contraction. Les résistances
vasculaires périphériques désignent la force qui s’oppose a I’écoulement du sang. Celles-
ci respectent la loi de Poiseuille définissant les écoulements laminaires de liquides
visqueux dans des tubes rigides de diamétre constant dépendant de la viscosité du
liquide et des propriétés du conduit (la longueur et le rayon). Enfin, les éléments

influencant la volémie (volume total de sang) sont cruciaux dans la régulation de la PA.

Chez I'Homme, une PA physiologique est d’environ a 120 mmHg pour la systole et a 80
mmHg pour la diastole. Différents processus interviennent afin de maintenir la pression
artérielle. La régulation de la PA systémique se fait principalement par modulation des
résistances vasculaires par le systéme nerveux autonome et par le systéme rénine-

angiotensine aldostérone (SRAA).

1-2-1- Régulation par le systeme nerveux autonome

Le systéme nerveux autonome constitué du systéme nerveux parasympathique et du

systéeme nerveux orthosympathique/sympathique est considéré comme le centre
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vasomoteur. Celui-ci gére les fonctions automatiques de régulation de la PA par

régulation des résistances périphériques.

Le baroréflexe

Le baroréflexe est un réflexe déclenché lors de la stimulation d'un barorécepteur. Les
barorécepteurs jouent un rdle essentiel dans la régulation des variations de pression
aigués (Osborn 1997). Les barorécepteurs sont des récepteurs sensoriels localisés dans
les sinus carotidiens et aortiques mais également dans les parois des artéres de gros
calibre situées au niveau du cou et du thorax. Il s’agit d'un réflexe déclenché lors d'une
variation de pression. Lorsque la pression artérielle s'éléve, les barorécepteurs stimulés,
par l'intermédiaire des nerfs craniens, transmettent des influx successifs au centre
vasomoteur. En réponse a ses influx nerveux, le systéme nerveux sympathique
« excitateur » est alors inhibé afin de diminuer le débit cardiaque et la vasomotricité.
Inversement, lorsque les barorécepteurs sont stimulés en réponse a une diminution de la
PA, ceux-ci provoquent la vasoconstriction et |‘augmentation du débit cardiaque
(Wehrwein & Joyner 2013).

Les neurotransmetteurs et hormones

Le centre vasomoteur exécute ses actions par l'intermédiaire de neurotransmetteurs et
d’hormones. Parmi ces substances, on retrouve |'adrénaline et la noradrénaline,
principaux neurotransmetteurs du systéme nerveux sympathique, de la famille des
catécholamines. Ces derniers sont sécrétés par les neurones et les cellules chromaffines
de la médullo-surrénale. L'adrénaline, libérée par les terminaisons nerveuses
sympathiques, induit la vasoconstriction par activation des récepteurs al-adrénergiques
des CMLs des artéres. Au niveau cardiaque, l'‘adrénaline active les récepteurs B1-
adrénergique entrainant I'augmentation de la fréquence cardiaque (FC) et la force de
contraction du cceur. D’autres substances interviennent, comme la vasopressine ou
encore le neuropeptide Y (NPY) et I’ATP. La vasopressine (ou ADH) est une hormone
antidiurétique sécrétée par I'hypothalamus. La vasopressine est capable d’'induire une
vasoconstriction importante et une augmentation du volume sanguin par diminution de la
perte d’eau (réduction de la diurése). Le NPY et I’ATP sont libérés par les terminaisons
nerveuses sympathiques comme co-transmetteurs et entrainent la vasoconstriction en
activant leurs récepteurs NPY Y1 et P2X, respectivement sur les CMLs (Pablo Huidobro-
Toro & Verdnica Donoso 2004; Thomas 2011).

Le systéme nerveux sympathique est capable de réguler la PA de maniére indirecte
puisqu’il interagit avec le principal systéme hormonal/endocrinien impliqué dans la
régulation de la PA : le SRAA. En effet, la noradrénaline libérée par le systeme nerveux

stimule les récepteurs B-adrénergiques rénaux permettant |‘activation du systéme
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rénine-angiotensine aldostérone (SRAA). Le SRAA permet une régulation a long terme de

la PA en modulant la volémie.

1-2-2- Régulation par le SRAA

Lors d’'une diminution de la PA et du volume sanguin ou en réponse a une hyperkaliémie
(exceés de potassium dans le plasma sanguin) et une hyponatrémie (déficit de sodium
dans le plasma sanguin), la rénine est sécrétée par les cellules de l'appareil juxta
glomérulaire rénal. La rénine va former de |'angiotensine I (Angl) a partir de
I'angiotensinogene produit par le foie. L’Angl est ensuite convertie, par lI'enzyme de
conversion de l'angiotensine (ECA) exprimée principalement par les cellules endothéliales

particulierement au niveau des poumons, en angiotensine II (Angll) (Figure 4).
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Figure 4 : Le systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone
L'angiotensine I est formée par l'action de la rénine sur I'angiotensinogéne synthétisé
dans le foie et est ensuite convertie en angiotensine II grace a I'enzyme de conversion de
I'angiotensine. L'angiotensine II va agir sur les artéres pour entrainer la vasoconstriction
et sur la glande corticosurrénale pour permettre la libération d’aldostérone qui régule la
volémie en favorisant la rétention hydro-sodée au niveau rénal.

(Source : Encyclopaedia Britannica, Inc.)

L'’AngIl entraine une augmentation de la pression artérielle a court et long terme par
différents mécanismes. i) L’activation du récepteur AT1 par I'Angll stimule la sécrétion

d’aldostérone par les glandes corticosurrénales, permettant la régulation de la balance
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hydro-sodée en entrainant une rétention d’eau et de sel au niveau du rein. Ce processus
permet de réguler la volémie des artéres (Rassler 2010). ii) L'’AngIl est un
vasoconstricteur puissant qui agit directement sur les vaisseaux par l'activation de son
récepteur AT1R sur les CMLs (Hughes 1998). iii) I’Angll est également capable de
stimuler I'activité sympathique (Brooks 1997; Fyhrquist & Saijonmaa 2008).

1-3- L’'hypertension artérielle et ses lésions vasculaires

1-3-1- Définition de I'hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) est définie par une pression artérielle systolique (PAS) =
140 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique (PAD) = 90 mmHg. Les causes de
I'HTA sont multiples et incluent les facteurs environnementaux (le mode de vie, le
tabagisme, l'obésité, la sédentarité, la consommation excessive de sel), les facteurs

génétiques (ethniques), ou encore I'age et le sexe (Dickson & Sigmund 2006).

L'HTA représente le facteur de risque majeur de survenue de complications
cardiovasculaires athérothrombotiques (infarctus du myocarde, accident vasculaire
cérébral, AVC). C’est également la cause principale d’insuffisance cardiaque et rénale
(Schmieder 2010). L'HTA augmente aussi le risque de ruptures d'anévrisme pouvant
conduire a des AVC hémorragiques.

Comme les maladies cardiovasculaires constituent la principale cause de décés dans les
pays industrialisés et que leur prévalence augmente avec le vieillissement des
populations, la réduction de la pression artérielle représente |'objectif premier pour
réduire la mortalité et la morbidité associées a I'HTA. L'HTA dite essentielle représente
90% des cas et reste de cause inconnue. Elle nécessite en général un traitement anti-
hypertenseur a vie. Malgré un arsenal thérapeutique important, prés de 50% des sujets
hypertendus le restent. L'incapacité a correctement normaliser la pression est
principalement causée par des problémes d’efficacité, d’‘observance autant que par les

effets secondaires des médicaments disponibles.

1-3-2- Les traitements de I’hypertension

Les principaux traitements thérapeutiques actuels sont :
- Les antagonistes des récepteurs a I’AngIl AT1 (ARA2) et les inhibiteurs de

I'enzyme de conversion de I’Angiotensine (IEC) (Pichler et al. 1996; Carson et al.
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2001). En effet, I’Angll est un des principaux acteurs dans le contexte de I'HTA
(Schmieder et al. 2007).

- Les inhibiteurs calciques (ou bloqueurs des canaux calciques) agissent au niveau
des canaux calciques voltage-dépendants. Ils limitent ainsi I'entrée d’ions calcium
dans les CMLs et la force de contraction et I'éjection systolique au niveau du cceur
régulant ainsi la PA.

- Les B-bloquants sont des antagonistes des récepteurs B-adrénergiques cardiaque.
Ces derniers permettent de réduire le débit cardiaque.

- Les diurétiques hypokaliémiants et hyperkaliémiants agissent par élimination

d’eau et de sels par l'urine, diminuant ainsi la volémie et donc la PA.

1-3-3- Les altérations ou atteintes vasculaires associées a I'HTA

L'initiation de I'HTA et la chronologie des processus impliqués dans le développement de
I'HTA ne sont pas bien définis. Parmi les processus impliqués on compte la dysfonction
endothéliale, les désordres neuro-hormonaux (systéme nerveux sympathique et SRAA)
et des altérations structurelles et fonctionnelles des arteres.

L'ensemble de ces phénomeénes aboutit a une rigidité artérielle (perte de I'élasticité et
fibrose excessive), une hypercontractilité artérielle qui renforcera les résistances
vasculaires périphériques et meénera a une raréfaction vasculaire. L'altération de la
perfusion tissulaire amplifiera ainsi |I'élévation de la PA et les risques de complications

cardiovasculaires associés.

a) Le remodelage artériel

La dysfonction endothéliale

Une perturbation de I'homéostasie endothéliale appelée « dysfonction endothéliale »
survient de maniére précoce lors de I'HTA. Cette dysfonction endothéliale est le trait
commun de tous les facteurs de risque cardiovasculaire chez I'Homme et dans les
modeéles expérimentaux chez I'animal. Cette dysfonction est retrouvée aussi bien au
niveau des petits que les gros vaisseaux (Schiffrin 1996). Celle-ci est caractérisée par
une altération de la relaxation dépendante de I’'endothélium associée a une diminution de
la production de facteurs vasorelaxants tels que le NO, la PGI, et les facteurs
hyperpolarisants ainsi qu’'une augmentation des facteurs vasoconstricteurs tels que les
ROS ou I'ET-1. Cette dysfonction est également accompagnée de lésions causées par des
facteurs pro-thrombotiques et pro-inflammatoires. Les mécanismes a l|'origine de la
dysfonction endothéliale sont complexes et peuvent étre multifactoriels, ils seront

discutés ci-apreés.
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Remodelage structurel des artéeres
Le remodelage structurel artériel définit toute modification de la géométrie (diameétre,

épaisseur) et de la composition (réorganisation de la matrice extracellulaire MEC)
artérielle. Celui-ci s‘opére dans des conditions physiologiques mais également
pathologiques. Le remodelage artériel physiologique est initialement une adaptation
destinée a normaliser les contraintes pariétales imposées par I'augmentation de pression
intraluminale. Ce remodelage physiologique peut survenir pendant un exercice physique
mais également pendant la croissance ou une grossesse. Dans des conditions
pathologiques et a long terme, le remodelage structurel peut compromettre, par exemple
au niveau des arteres de résistance, une perfusion optimale des organes. Il existe
différents types de remodelage artériel structurel incluant le changement de diametre de
I'artére (externe ou interne) et le changement de |'épaisseur de la paroi artérielle :
hypotrophique, eutrophique ou hypertrophique correspondant, respectivement a la

diminution, le maintien ou I'augmentation de la paroi (Figure 5).

hypotrophic eutrophic hypertrophic
Resistance arteries
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Figure 5 : Les différents types de remodelage vasculaire

Représentation des différents types de remodelage artériel structurel incluant le
changement de diamétre et I'épaisseur de paroi artérielle. Les remodelages s’opérant
respectivement dans les artéres de conductance et les artéres de résistance dans le
contexte de I'hypertension artérielle sont également représentés.

Source : adapté de (van Varik et al. 2012)
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Dans le contexte de I'hypertension, les artéres de résistance subissent un remodelage
structurel de type eutrophique interne caractérisé par une masse de paroi constante
autour d'un diameétre plus petit (Feihl et al. 2008). Il n’y a ni d’hypertrophie ni
d’hyperplasie cellulaire mais une réorganisation d'une méme quantité de matériau autour
d’'une lumiere réduite. Les artéres de conductance subissent essentiellement un
remodelage hypertrophique externe caractérisé par une augmentation de |’épaisseur de

paroi et du diamétre.

La fibrose

Dans une phase plus tardive, I'HTA est associée a l'activation de mécanismes de
réparation entrainant des dommages vasculaires principalement dus a la mise en place
de la fibrose. La fibrose est un processus dynamique caractérisé par une accumulation de
collagéne de type IV et V, de fibronectine, de protéoglycans et une réorganisation de la
composition de la MEC survenant aussi bien dans les petits que les gros vaisseaux
(Harvey et al. 2016).

La fibrose est associée a une perte d’élasticité artérielle aboutissant a des dommages
hémodynamiques affectant les tissus périphériques ainsi que le travail du cceur par une

augmentation de la post charge conduisant a une hypertrophie ventriculaire.

b) Les processus impliqués : stress oxydatif et inflammation

De nombreux mécanismes sont impliqués dans le remodelage structurel et fonctionnel
des artéres associé a I'HTA. Les processus impliqués de maniere prédominante sont le
stress oxydatif et linflammation. Ces derniers contribuent a la diminution de la
biodisponibilité en NO et donc a la dysfonction endothéliale, a la modulation du
phénotype des cellules vasculaires (prolifération, apoptose, migration) et Ila
déstructuration de la MEC vasculaire. L'induction du stress oxydatif et des réponses
inflammatoires conduisant au remodelage vasculaire dans I'HTA est largement
dépendante de I'action de I’AngIl (Mahmud & Feely 2004; Duprez 2006; Muifioz-Durango
et al. 2016).

Le stress oxydatif

L'HTA est accompagnée d‘une production excessive de ROS tels que les anions
superoxides, les peroxydes d’hydrogéne et en paralléle d’'une diminution de l'activité
antioxydante (SOD). Tous les constituants vasculaires, incluant les CEs, les CMLs et les
cellules adventitielles, ainsi que les macrophages sont capables de générer des ROS
(Papaharalambus & Griendling 2007). Les principales sources de superoxides dans les

processus pathologiques liés a I'HTA sont la NADPH oxydase et la eNOS découplée.
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Différentes études chez I'animal ont permis de confirmer le role important du stress
oxydatif, et notamment de la NADPH oxydase dans I'HTA induite par l'infusion d’AngIl
(Rajagopalan et al. 1996; Griendling & Ushio-Fukai 2000; Zalba et al. 2001). Par
exemple, Cifuentes et al ont démontré la surproduction d’O,”, dans lI'adventice de |'aorte
chez des souris traitées a I’Angll, due a une surexpression des sous-unités de la NADPH
oxydase (Cifuentes et al. 2000). La NADPH oxydase vasculaire est régulée par de
nombreux facteurs, tels que des médiateurs pro-thrombotiques et pro-inflammatoires : le
PDGF (platelet-derived growth factor), le TGF-B (transforming growth factor-), le TNF-a
(tumor necrosis factor) et la thrombine. Ce complexe enzymatique est également activé
par des agents vasoactifs comme I'ET-1 et I'AnglIl. L'AngIl induit la production de ROS
par activation des récepteurs AT1 de I’'endothélium, des CMLs et des fibroblastes
(Lasségue & Clempus 2003). Enfin, cette enzyme pro-oxydante est régulée par les forces
mécaniques comme |’étirement cellulaire et les forces de cisaillement (Grote et al. 2003).
L'implication du découplage de la eNOS comme source de ROS dans |'hypertension chez
la souris a également été décrite (Landmesser et al. 2003). Les études sur la xanthine
oxydase et les ROS mitochondriaux ont montré, a ce jour, une contribution mineure de

ces sources dans I'HTA.
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Figure 6 : Effets vasculaires des ROS
Les ROS influencent différents processus cellulaires dans la paroi artérielle tels que la
croissance cellulaire, la migration, |'apoptose, l'inflammation et le réarrangement de la
matrice extracellulaire conduisant a une dysfonction endothéliale et a un remodelage de
la média. ECM : matrice extracellulaire, MMP : metalloprotéinase, ROS : especes
réactives oxygénées, VSMC : cellule musculaire lisse vasculaire.
Source : (Touyz & Schiffrin 2004)
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Les effets vasculaires des ROS dans I'HTA sont décrits ci-dessous (Figure 6) :

Dans le développement de I'HTA, il apparait un déséquilibre entre la production de NO et
la génération de ROS. Dans ce contexte, la surproduction de ROS diminue la
biodisponibilité du NO conduisant a la dysfonction endothéliale (Zalba et al. 2001; Munzel
et al. 2010). Ce déséquilibre conduit également a une prolifération et donc a une
hypertrophie accélérée des CMLs contribuant au remodelage des artéres. Plus
spécifiguement, NOX1 et NOX4, exprimées par les cellules vasculaires, contribuent a la
prolifération et donc a I'hypertrophie des vaisseaux (Munzel et al. 2010; Hilenski et al.
2004). Selon la concentration et le type d'espéces réactives de |'oxygéne produits, un
stress oxydatif exacerbé peut également induire I'apoptose cellulaire.

Enfin, les ROS sont impliqués dans les processus inflammatoires. Un stress oxydatif
entraine |’expression de molécules pro-inflammatoires comme MCP-1 (monocyte
chimoattractant protein 1) et interleukine-6 (IL-6), et de molécules d’adhérence incluant
la molécule d’adhérence intercellulaire 1 (ICAM-1 ou CD54) et la molécule d’adhérence
des cellules vasculaires (VCAM-1 ou CD106). Cela contribue a la transmigration

leucocytaire et au remodelage vasculaire de I'HTA (Touyz & Schiffrin 2004).

L'inflammation

L'HTA est considérée comme une maladie inflammatoire chronique caractérisée par une
infiltration de cellules immunitaires périvasculaires. Dans le contexte pathologique de
I'HTA, la dysfonction endothéliale associée a une augmentation de la perméabilité
vasculaire facilite la transmigration de leucocytes dans la paroi des artéres. Une étape
nécessaire a l'arrimage des leucocytes aux CEs puis a leur transmigration implique
I'augmentation des molécules d’adhérence ICAM-1 et VCAM-1, par l'intermédiaire des
ROS (van Buul & Hordijk 2004).

Parmi les cellules immunitaires, les lymphocytes T pro-inflammatoires (Thl et Th17) et
les macrophages jouent un rdle central dans I|'élévation de la PA et le remodelage
vasculaire. En effet, les souris thymectomisées et les souris déficientes pour les
lymphocytes T (RAG-1-/-) ne développent pas d'HTA (Guzik et al. 2007). A l'inverse,
I'injection de lymphocytes T régulateurs (LT reg), lymphocytes immuno-suppresseurs,
prévient le développement de I'HTA et les blessures vasculaires impliquées dans la
pathologie. Inversement, la déficience en LT reg entraine une augmentation spontanée
de I'élévation de PA et est associée a une majoration des atteintes vasculaires induites
par I’Angll (Barhoumi et al. 2011; Mian et al. 2016). Concernant l'implication des
macrophages, une étude a permis d’établir un lien entre les macrophages recrutés et le
remodelage vasculaire, en condition d’hypertension produite par un traitement a I’AngII.
En effet, les souris déficientes pour Macrophage Colony-Stimulating Factor-Deficient Mice

(m-CSF), qui ont comme caractéristique une déficience en macrophages et une
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monocytopénie, ne développent plus d’HTA ni de remodelage vasculaire (De Ciuceis
2005). De la méme maniére que le stress oxydatif, la réponse inflammatoire participe au
remodelage vasculaire en modulant le phénotype des cellules vasculaires (prolifération,

migration, apoptose, réorganisation de la MEC).

Dans une phase plus tardive de I'HTA, les réponses inflammatoires et oxydatives
participent a la réorganisation de la MEC et la mise en place de la fibrose. La signalisation
par le TGF-B1 (transforming growth factor Bl) est a l'origine de l'accumulation des
protéines de la MEC comme la fibronectine, le collagéne, le Ctgf (connective tissue
growth factor) et I'inhibiteur de I'activateur du plasminogéne 1 (PAI-1) (Douillet et al.
2000; Ruiz-Ortega et al. 2007). Ces derniéres jouent un réle clé dans la mise en place de
la fibrose vasculaire. L'accumulation des protéines de la MEC (collagene de type IV et V
et fibronectine) est notamment facilitée par la régulation des activités des
métalloprotéinases telles que les gélatinases (MMP2 et MMP9), impliquées dans la

dégradation de la MEC (Rajagopalan et al. 1996).

En résumé, les facteurs pro-thrombotiques, pro-inflammatoires et la génération de ROS
sont étroitement impliqués dans les différents processus du remodelage vasculaire dans
le contexte de I'HTA. Il est important de noter que le remodelage vasculaire induit lors du
développement de I'HTA emprunte des processus similaires a ceux du remodelage
vasculaire associé au vieillissement (Harvey et al. 2016). La figure 7 synthétise les

processus impliqués dans le remodelage vasculaire au cours de I'HTA et du vieillissement.
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Figure 7 : Représentation schématique du phénotype vasculaire dans I'HTA et le
vieillissement.
Représentation des modifications s’opérant dans l'intima, la média et I'adventice de la
paroi artérielle dans I'HTA et le vieillissement. ECM : matrice extracellulaire, TIMPs :
inhibiteur tissulaire des MMPs, VSMC : cellule musculaire lisse.
Source : (Harvey et al. 2016)
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2- La signalisation purinergique vasculaire

Les nucléotides sont avant tout connus pour leur role intracellulaire.

Ce sont les éléments de base pour la composition des acides nucléiques ribo- et
désoxyribonucléique (ADN, ARN). Ce sont les intermédiaires du métabolisme énergétique
de la chaine respiratoire. Dans la mitochondrie, la phosphorylation oxydative est le
processus permettant la phosphorylation de I'ADP en ATP grace a |'énergie libérée par
I'oxydation de donneurs d'électrons par la chaine respiratoire. L'’ATP formé est une source
d’énergie indispensable considérée comme le réservoir énergétique des cellules. Les
nucléotides servent également d’intermédiaires/substrats de signalisation, il s’agit des
nucléotides cycliques (AMPc, GMPc). Enfin, I’ATP est un donneur de phosphate pour les

processus de phosphorylations.

Le concept de la libération des nucléotides et de leur role dans le milieu extracellulaire
n’‘est apparu que bien plus tard. Une action physiologique extracellulaire des nucléotides
ft rapportée pour la premiére fois par Drury et Szent-Gyorgy en 1929 (Burnstock
1990b). Le terme de signalisation purinergique définit la signalisation par ces
nucléotides extracellulaires qui jouent un réle de messagers intercellulaires en agissant

sur des récepteurs membranaires spécifiques.

2-1- Les nucléotides, I'adénosine et leurs récepteurs

2-1-1- Structure des nucléotides et de I'adénosine

Un nucléoside est une molécule organique composée d'une base azotée (ou base
nucléique) et d’un sucre ribose (pentose ; ose a cinqg atomes de carbone). Par exemple,
I'adénosine (ADO) est composée de la base adénine et d’'un désoxyribose. L’association
du nucléoside avec un ou plusieurs groupements phosphate (H3PO,4) forme un nucléotide.
Les nucléotides sont donc des esters-phosphates de nucléosides
(condensation/estérification alcool-acide) et sont composés d‘une base azotée, d’un

pentose et d'un groupement phosphate (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation topologique des nucléotides et nucléosides
Un nucléoside est composé d'une base azotée et d'un pentose. Un nucléotide est
composé d’un nucléoside et d'un ou plusieurs groupements phosphate. Ici, I'ATP est
composé de la base adénine, d'un ribose et de trois groupements phosphates.

Source : Cours de biochimie par E. Jaspard

Il existe deux familles de bases azotées : les bases puriques (adénine et guanine) et les
bases pyrimidiques (uracile, cytosine et thymine).

Les nucléotides retrouvés au niveau extracellulaire sont : I'adénosine triphosphate (ATP),
I'uridine triphosphate (UTP), la guanosine triphosphate (GTP), la cytidine triphosphate
(CTP) et la thymidine triphosphate (TTP) ainsi que les produits de leur hydrolyse di et
monophosphate.

Le réle extracellulaire des guanosines, cytidines et thymidines n’est pas connu.
Cependant, les rbles extracellulaires de I’ATP, ADP et I'UTP et UDP et leurs récepteurs
spécifiques sont bien décrits dans la littérature.

De la méme maniére, le role extracellulaire du produit final de I’'hydrolyse de I’ATP, I’ADO

est également largement documenté.
2-1-2- Sources et mode de libération des nucléotides

Le concept de transmission purinergique a été proposé par Geoffrey Burnstock en 1972
(Burnstock 1972). En effet, la mise en évidence de l'action d’'une molécule, autre que
I'adrénaline et I'acétylcholine (systeme non adrénergique, non cholinergique NANC), au

niveau du systéme nerveux flt le point de départ de la découverte d’'une action de I’ATP
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en tant que neurotransmetteur. Depuis cette découverte, un réle ubiquitaire et pléiotrope
des nucléotides a été décrit. Les nucléotides, uracyliques (UTP, UDP) et adényliques
(ATP, ADP), participent a de nombreux processus vasculaires physiologiques et

pathologiques (Burnstock & Ralevic 2014a).

Les sources des nucléotides

Les sources des nucléotides sont nombreuses et variées dans le systéme vasculaire. Les
nucléotides peuvent étre libérés par les terminaisons nerveuses mais également par des
cellules non-excitables, incluant les cellules ou éléments figurés du sang comme les
érythrocytes, les plaquettes et les leucocytes (neutrophiles, monocytes et
macrophages...), mais aussi par les cellules vasculaires elles-mémes (CEs et CMLs)

(Praetorius & Leipziger 2009).

Les mécanismes et conditions de libération des nucléotides

Alors que la concentration cytoplasmique d’ATP est de |'ordre du millimolaire (5 a 8 mM),
sa concentration extracellulaire est de l'ordre du nanomolaire ou micromolaire en
condition physiologique (Yegutkin 2008). Une libération massive de nucléotides
cytoplasmiques peut se produire lors de la lyse cellulaire. Ce mécanisme a lieu dans des
conditions de l|ésions d’organe, de choc traumatique ou bien encore d’inflammation
(Bours et al. 2006). De nombreux mécanismes cellulaires non-lytiques conduisant a la
libération de nucléotides de maniére controlée ont été documentés et sont décrits ci-

apres.

Des mécanismes d’exocytose de granules vésiculaires. Effectivement, toutes les
cellules sécrétoires connues a ce jour sécretent de I’ATP (plaquettes, neurones,
mastocytes) (Evans et al. 1992; Zimmermann 2008). Les quantités libérées par ce mode
d’action peuvent étre considérables puisque, a titre d’exemple, les granules plaquettaires
contiennent des concentrations proche de 0,5 mole/L d’ATP et d’ADP ce qui permet
d‘atteindre des concentrations extracellulaires de plusieurs dizaines de micromolaires
(Beigi et al. 1999).

Le stockage de I’ATP dans les autres cellules n’est pas bien connu mais différents

mécanismes de libération non sécrétoire sont rapportés :

Les connexines qui, sous forme d’hémicanaux (non impliquées dans les jonctions
communicantes), peuvent libérer de petites molécules chargées négativement, dont des
nucléotides. Les pannexines, homologues des connexines ne formant pas de jonction

cellulaire, ont été décrites récemment comme de gros pourvoyeurs de nucléotides
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notamment dans le systéme vasculaire (Dahl 2015). Enfin, les transporteurs ABC (ATP
binding cassette transporter) comme le CFTR (Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) responsable du flux d’ions chlorure a la capacité de libérer de
I’ATP (Lazarowski et al. 2003; Yegutkin 2008; Praetorius & Leipziger 2009).

A titre d’exemple :

Concernant les cellules vasculaires, les CEs et les CMLs peuvent libérer des nucléotides
suite a de nombreux stimuli mécaniques comme les forces de cisaillement « shear
stress », le gonflement cellulaire (cell swelling) engendré par un milieu hypotonique ou
encore dans des conditions d’étirement (Milner et al. 1990; Yegutkin et al. 2000). Il a été
décrit que les CEs vasculaires libérent des quantités considérables d’ATP en réponse aux
forces de cisaillement et en condition d’hypoxie (Bodin & Burnstock 2001; Faigle et al.
2008). Les CMLs peuvent libérer des nucléotides en réponse au tonus myogénique
(Gordon 1986; Kauffenstein et al. 2016). La libération d’ATP des CEs survient également
en réponse a des agonistes comme la thrombine, la bradykinine, I'acétylcholine (stimuli
chimiques) (Yang et al. 1994).

En ce qui concerne les éléments du sang, les leucocytes sont également source de
nucléotides. La littérature met en évidence une libération par les neutrophiles et les
monocytes suite a des lésions et a l'inflammation (Eltzschig et al. 2006; Wong et al.
2006).

Les nucléotides jouent un rbéle de médiateurs locaux (effets autocrines et paracrines) par
activation de récepteurs membranaires spécifiques, les récepteurs P2 et les récepteurs

P1 définissant les récepteurs a I’ADO.

2-1-3- Les récepteurs aux nucléotides

a) Présentation des récepteurs purinergiques

Une large famille de récepteurs purinergiques membranaires relaye les effets cellulaires
des nucléotides, les récepteurs P2, et de I’ADO, les récepteurs P1 (Ralevic & Burnstock
1998; Rossi et al. 2012).

Les récepteurs P2 se distinguent en 2 sous-familles de récepteurs, P2X (P2XR) et P2Y
(P2YR). Les P2XR, au nombre de 7 chez les mammiféeres (P2X1 - 7), sont des canaux
cationiques activés par I'ATP. Les P2YR sont au nombre de 8 chez I'Homme (P2Y1, 2, 4,
6, 11, 12, 13, 14) et 7 chez les rongeurs (pas de P2Y11). Ces derniers font partie de la
famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G
(RCPG). Les P2YR se distinguent pharmacologiquement les uns des autres par les
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nucléotides qui les activent. Les nucléotides activent leurs récepteurs a des
concentrations de l'ordre de la micromolaire.

Le produit de la métabolisation de I'ATP, I'’ADO, active des récepteurs RCPG qui
présentent des affinités différentes pour leur ligand : les récepteurs de type P1 (A1, A2A,
A2B et A3) (Fredholm et al. 2001). Les récepteurs Al, A2A et A3 sont également
capables de lier I'inosine, le produit de dégradation de I’ADO (Figure 9).

Adenosine/ P2X receptors P2Y receptors

P1 receptors

P2X1-7:ATP

ca % P2Y:: ADP > ATP
Na- Goq
A1 @o % P2Y2: UTP, ATP
Gaq"
P2Ya: UTP
. A2a g‘&m Goq=—, =
adenosine Gaq%’ P2Ys: UDP>UTP
Acpg === Gos G g’
? L) Gaq§ P2Y11 % ATP
=

/Gio
A % Gio .
5 - \\%r P2Y12: ADP
Gi°@ P2Y13: ADP

P2Y14: UDP, UDP-glucose

Figure 9 : Les agonistes spécifiques des récepteurs aux nucléotides (P2) et a
I’ADO (P1)
Schéma représentant les récepteurs purinergiques P2 : P2X et P2Y ainsi que leurs
agonistes spécifiques et les récepteurs P1 a l'adénosine. Les différentes protéines G
auxquels sont couplés les récepteurs P2 et P1 sont spécifiées. Protéine Gio : couplée a
I'inhibition de l'adénylyl cyclase, Gas : couplée a l'activation de l'adénylyl cyclase et
Gagq : couplée a l'activation de la phospholipase C .

Source : (Ralevic & Dunn 2015)

Dans le systéeme vasculaire, les récepteurs P1 et P2 sont exprimés a la surface des
plaquettes, des érythrocytes, des différents leucocytes et dans les terminaisons
nerveuses sympathiques mais également a la surface des CMLs et des CEs vasculaires
(Erlinge & Burnstock 2008a; Rossi et al. 2012).

Le chapitre qui suit décrit I'expression des principaux récepteurs purinergiques sur les

cellules vasculaires selon les connaissances actuelles.
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b) Expression des récepteurs purinergiques vasculaires

Expression des récepteurs purinergiques sur les CMLs vasculaires

Les principaux récepteurs purinergiques exprimés sur les CMLs des gros vaisseaux tel
que l'aorte sont les récepteurs P2X1, P2Y2, P2Y4 et P2Y6. Concernant les CMLs des
petites artéres de résistance tels que les arteres mésentériques, il s'agit des récepteurs

P2X1 et P2Y6 qui dominent trés largement.

Expression des récepteurs purinergiques sur les CEs vasculaires

Les principaux récepteurs purinergiques exprimés sur les CEs des gros vaisseaux tel que
I'aorte sont les récepteurs P2X1, P2Y1, P2Y2 et P2Y6. La littérature décrit également
I’'expression dominante des récepteurs P1 sur les CEs au niveau de l'aorte (A1, A2, A2g
et A3). L'expression dominante du récepteur P2X1 sur les CEs des petites artéeres de
résistance (artéres mésentériques) a également été décrit (Burnstock 2009; Burnstock
2017) (Tableau 1).

Tableau 1 : Expression des différents récepteurs purinergiques sur les CMLs et
CEs selon le type de vaisseaux et I’espéce

P1 Receptors P2X Receptors | P2Y Receptors P1 Receptors P2X Receptors | P2Y Receptors
BloodVessels| SM | EC | SM | EC | SM | EC | BoodVessels| SM | EC | SM | EC | SM | EC
Aorta » A 7 A A ‘ Mesenteric vessels
Guinea pig ' A A, ' . ‘ pay,, | Arery . 7 ‘ .
Rat | AMA, [P PY,, | Rt | A | A, | Paxt | paxi| Py, | Py,
Mouse | AAAGA | P2x1 | [y, [Py, | Ranbit | | Paxt |
Hamster | A, ' T ' Guinea P
Rabbit | P2y, | P2y, - - | | . |
Pig [ [ PX5 | [ ‘ Hamster}' A _ P2X1 . A P2y, ,
Rat tal artery AA, | Paxt | P2Y,,, | Mates Pt | P21 | 'R2%
: ' ' " [ Vein
222?\:‘ “ ket FeYey Guinea '
| | : px1 P2y,
Coronary vessels I g | | | | |
Human | A,A, | paX1 P2y, Rat | P2Y,,
Guineapig | A, ‘ AAA, | ‘ ' | pay,, | Renal vessels 7
Pig amal A, | [ ey, | pay, [ Ate - |
Dog | e || Rt | | Ay P [P, | PRV,
Rat ‘ Py, Human | _ | Paxt | \
Rabbit P2X1 | |
Mouse | | pax1| | ey, |

Source : adapté de (Burnstock 2017)

Cependant, il existe des différences dans l'expression des différents sous-types de

récepteurs selon le territoire vasculaire et les espéces (Burnstock & Ralevic 2014b). A

37



titre d’'exemple, chez la souris, seul le récepteur P2Y6 a été décrit comme étant exprimé
sur les CMLs des artéres rénales contrairement a |'aorte ol d‘autres récepteurs P2 sont
exprimés sur ces mémes cellules. Concernant les différences d’expression selon les
especes, le tableau ci-dessus (Tableau 1) démontre les différences d’expression selon
I'espéce concernée. A titre d’exemple, sur les CEs de l'aorte chez les rat, le récepteur
P2Y4 est le récepteur le plus exprimé alors qu'il s’agit du récepteur P2Y6 chez la souris
(Burnstock 2017).

Les récepteurs P2 de par leur diversité et leurs effets pléiotropes jouent un rdle dans
différents contextes physiopathologiques. Parmi les effets cellulaires les mieux
documentés on retrouve la régulation du tonus vasculaire, la prolifération, la

différentiation, la migration et I'apoptose cellulaire (discuté dans la partie 3).

2-2- Hydrolyse des nucléotides par les ectonucléotidases

Le renouvellement des nucléotides comprend : la libération transitoire des nucléotides,
les évenements de signalisation par l'intermédiaire des récepteurs purinergiques et enfin

I’hydrolyse de ces nucléotides par des enzymes membranaires et solubles.

2-2-1- Les différentes ectonucléotidases

L'activité  d'hydrolyse des nucléotides extracellulaires est portée par les
ectonucléotidases. Il s'agit d’enzymes exprimées a la membrane plasmique des cellules
et dont les sites catalytiques sont orientés vers le milieu extracellulaire. Outre leur
distribution cellulaire et tissulaire, la contribution des ectonucleotidases dans la
signalisation purinergique dépend de la disponibilité de leur substrat que sont les
nucléosides et nucléotides tri, di et mono phosphophates (NTP, NDP et NMP).Quatre
principales familles d’ectonucléotidases ont été clonées et caractérisées
fonctionnellement : la famille des ectonucléotides pyrophosphates/phosphodiestérases
(E-NPPs) ; la phosphatase alcaline (PAL) ; la 5’-ectonucléotidase (CD73) et la famille des
ectonucléosides triphosphophates diphosphohydrolases (E-NTPDases) (Figure 10).
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Figure 10 : Les ectonucléotidases a la surface cellulaire
Représentation des 4 principales familles d’ectonucléotidases vasculaires. NTPDase :
nucléoside triphosphate diphosphohydrolase. NPP : nucléotide
pyrophosphate/phosphodiestérase, CD73 : cluster de différenciation 73 ou Ecto-5'-
nucléotidase.

Source : Laboratoire J. Sévigny

a) La famille des E-NPPs

Les E-NPPs ne possédent qu‘un seul domaine transmembranaire et un domaine N-
terminal en intracellulaire. Les E-NPPs, au nombre de 7, sont structurellement reliées
(NPP1 a NPP7). La NPP1, exprimée au niveau du cartilage et des os est également la
forme majoritaire au niveau cardiovasculaire. Les NPPs hydrolysent les NTP en NMP et en
pyrophosphate (PPi) un anti calcifiant physiologique. En inhibant la formation des
cristaux d’hydroxyapatite, le PPi permet de prévenir la calcification ectopique des tissus
mous notamment des artéres. Les souris knock-out pour la NPP1 (Enpp1-/-) développent
une calcification aortique a un age trés précoce (Terkeltaub 2001; Okawa et al. 1998).
Par ailleurs, la déficience en ENPP1 chez I'homme entraine le GACI (Generalized Arterial
Calcification of Infancy). Il s’agit d’'une maladie rare entrainant une calcification majeure

des artéres et une mortalité précoce par insuffisance cardiaque.

b) La phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline (PAL) est une enzyme ubiquitaire organisée sous forme
homodimérique avec un domaine N-terminal extracellulaire (Millan 2006). La
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phosphatase alcaline contient une ancre glycosylphosphatidyl inositol (GPI) qui permet
un ancrage solide a la membrane plasmique. Néanmoins, comme toute autre enzyme a
ancrage GPI, la PAL peut étre clivée de la membrane cellulaire conduisant a une forme
soluble. La PAL soluble sert de biomarqueur sanguin pour évaluer les dommages
hépatiques et osseux. Une augmentation de |'activité PAL sérique est observée au cours
de toutes les maladies du foie (maladies cholestatiques) et les maladies osseuses
(tumeurs osseuses, arthrose...). La phosphatase alcaline posséde un large spectre de
substrats. La PAL hydrolyse séquentiellement les NTP en NDP et en NMP générant un
nucléoside et un phosphate inorganique (Pi) ; elle hydrolyse également le PPi en 2 Pi. Il
existe plusieurs iso-enzymes incluant 3 isoformes (90-98% d’homologie) spécifiques des
tissus intestinaux et placentaires et des cellules germinales. Le dernier isoforme est la
TNAP (tissue nonspecific alkaline phosphatase), possédant seulement 50% d’homologie
avec les autres isoformes, est trés exprimée dans les os, le foie et le rein. Le role
régulateur de la TNAP au niveau de I'os dans le développement et la minéralisation du
squelette est bien décrit (Hessle et al. 2002). Néanmoins, ses fonctions dans les autres

organes sont moins bien comprises.

c) CD73 (5’-ectonucléotidase)

La b5’-ectonucléotidase, communément nommée CD73, contient 2 sous-unités
glycoprotéiques attachées par des liaisons non covalentes a |'extrémité N-terminale
(domaine extracellulaire) (Martinez-Martinez et al. 2000). CD73, tout comme la PAL, est
ancrée a la membrane plasmique grace a une ancre GPI. CD73 peut étre clivée de la
membrane, aprés traitement avec la phospholipase C spécifique du phosphatidyl inositol,
conduisant a sa forme soluble (Yegutkin 2008). L’enzyme hydrolyse efficacement les NMP
en un nucléoside en libérant un Pi. Cette enzyme est exprimée dans de nombreux tissus
avec une expression abondante dans le colon, le rein, le cerveau, le foie, le cceur et les
poumons. Dans le systéme vasculaire, CD73 est associée a l’endothélium vasculaire.
Dans le systéme immunitaire, I'expression de CD73 est retrouvée dans certaines sous-
populations de leucocytes. Les érythrocytes et les plaquettes n‘expriment pas ou trés peu
CD73. La fonction essentielle de I'enzyme semble intimement corrélée a la génération
d’ADO tissulaire et I'activation des récepteurs P1.

La déficience en CD73 chez I'homme entraine le CALJA (calcification of joints and
arteries) une maladie rare conduisant a une calcification des artéres et des articulations
(St Hilaire et al. 2011). Un effet qui semble étre lié a une élévation de la phosphatase

alcaline en lien avec un déficit d’ADO tissulaire.
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d) La famille des E-NTPDases

La famille des E-NTPDases contient 8 membres (NTPDase 1 a 8). Les NTPDases sont
classées en deux groupes selon leur topographie a la membrane : les NTPDasesl a 4
sont ancrées a la membrane par deux hélices transmembranaires (N-terminal et C-
terminal intracellulaires) avec une longue boucle extracellulaire contenant le site
catalytique alors que les NTPDases5 et 6 sont caractérisées par I'absence du domaine
transmembranaire en C-terminal (Robson et al. 2006). Le clivage de la NTPDase5 au
niveau de son domaine N-terminal résultant en une forme soluble de I'enzyme a été
démontré. Les NTPDases difféerent selon leurs substrats d’hydrolyse, représentés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2 : Principaux substrats des NTPDases chez ’'THomme

Famille Nom de la protéine Pseudonymes Nom du géne Principaux substrats Produit final

NTPDasel CD39 ENTPD1 NTP, NDP NMP, Pi

NTPDase2 CD39L1 ENTPD2 NTP (NDP) NMP, Pi

NTPDase3 CD39L3 ENTPD3 NTP, NDP NMP, Pi

Ecto-nucléoside NTPDase4 UDPase ENTPD4 NP NTPA(S’:)"EU LU NMP, Pi

triphosphate
diphosphohydrolase NTPDase5 CD39L4 ENTPD5 S i g NMP, Pi
peu ATP) !

NTPDase6 CD39L2 ENTPD6 UDP, GDP, CDP NMP, Pi

NTPDase7? LALP1 ENTPD7 HIE: GTP/'\?:)P (on;pey NMP, Pi

NTPDase8 hATPDase ENTPD8 NTP (NDP) NMP, Pi

Source : adapté de (Zimmermann et al. 2012)

La NTPDasel, appelée CD39, notre enzyme d'intérét, hydrolyse séquentiellement les
NTP et NDP en NMP et un Pi. Le paragraphe suivant est focalisé spécifiquement sur
CD39.

2-2-2-  Propriétés structurelles et fonctionnelles de CD39

a) Structure moléculaire de CD39

CD39 (cluster of differentiation 39) a été identifié, pour la premiére fois, comme étant un
marqueur de différenciation des lymphocytes B transformés par le virus d’Epstein-Barr

(EBV) (Rowe et al. 1982). Les caractéristiques structurelles de CD39 ont donc été mises
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en évidence sur les cellules lymphoides ou |'enzyme est considérée comme étant un
marqueur antigénique (Maliszewski et al. 1994).

La NTPDasel/CD39 est encodée par le géne ENTPD1 qui est localisé sur le chromosome
10 locus 24 (10g24) chez I'Homme et sur le chromosome 19 chez la souris. CD39 est
ancrée a la membrane par deux domaines transmembranaires en N-terminal et en C-
terminal avec une large boucle extracellulaire hautement glycosylée et présente une
masse moléculaire de 78 KDa (Robson et al. 2006). CD39, tout comme les autres ecto-
enzymes de la famille des E-NTPDases, posseéde 5 domaines de séquences hautement
conservées nommeées « apyrase conserved regions » (ACR1 a 4) qui correspondent aux

sites portant leur activité catalytique.

b) Propriétés fonctionnelles de CD39

Ce n'est que suite a sa caractérisation en tant que marqueur que son activité
enzymatique fOt découverte. A cette époque, une activité ATPDase (adénosine
triphosphate diphosphohydrolase) soluble nommée apyrase, a été purifiée et clonée a
partir de pomme de terre (Solanum tuberosum). Cela a permis de mettre en évidence
I'homologie de séquence importante avec CD39 suggérant sa fonction d’ecto-apyrase
(Wang & Guidotti 1996).

La fonction de CD39 est de déphosphoryler les nucléosides triphosphates et les
nucléosides diphosphates (Sévigny et al. 1997). CD39 hydrolyse séquentiellement I'’ATP
en ADP puis en AMP avec une affinité équivalente pour les 2 substrats. En effet, le ratio
d’hydrolyse ATP : ADP par CD39 est de |I'ordre de 1 :0,5 a 1 :0,9 avec un Km de |'ordre
de 10-200 uM (Zimmermann et al. 2012). CD39 exige la présence de cations divalents
tels que le Calcium (Ca’*) et le Magnésium (Mg?*), d’une concentration de l'ordre du
millimolaire, pour une activité enzymatique maximale et est inactive en leur absence.
CD39 est abondamment exprimée sur les CEs et les CMLs mais également sur la plupart
des cellules immunitaires (Koziak et al. 1999). De ce fait, des études ont permis de
mettre en évidence que l'activité ATPDasique endothéliale, connue depuis longtemps
pour exercer des effet anti-thrombotiques en hydrolysant I’ADP promoteur d’agrégation

plaquettaire, était portée par CD39 (Kaczmarek et al. 1996).
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Figure 11 : Représentation de la chaine enzymatique de CD39 et CD73
Représentation de I'hydrolyse des nucléotides tri- et diphosphates par CD39 et de

I'adénosine monophosphate en adénosine par CD73.

La compréhension actuelle du role de CD39 a permis de mettre en évidence que
I'hydrolyse de I’ATP et de I’ADP en AMP (Figure 11) :
- limite la biodisponibilité des nucléotides extracellulaires et donc l’activation des
récepteurs P2.
- permet la génération d’ADO, par l'intermédiaire de CD73 a partir de I'’AMP, et ainsi

I'activation des récepteurs P1.

- prévient la désensibilisation des récepteurs P2 en limitant leur activation excessive

Par ses actions et par l'intermédiaire de CD73, CD39 joue donc un réle complexe dans
I'activation des récepteurs P2 et P1 du systéme vasculaire et va influencer I'agrégation
plaquettaire et l'inflammation (discuté dans la partie 3) (Jalkanen & Salmi 2007; Sun
et al. 2009; Kanthi et al. 2014).

CD39 soluble

Gennady Yegutkin et son équipe ont décrit I'existence d’une activité ATPDase soluble
dans la circulation générale qui semble étre portée en grande partie par CD39, puisque
cette forme soluble est absente chez les souris déficientes pour CD39 (Entpd1”")
(Yegutkin et al. 2012). Toutefois l'origine cellulaire tout comme la forme moléculaire de
I'enzyme n’est pas connue. Les CEs vasculaires pourraient en étre la source car celles-ci
liberent une activité ATPase en plus de la forme soluble de CD73 en réponse au flux
(Yegutkin et al. 2000). Les terminaisons sympathiques innervant les canaux déférents
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ont également été rapportées pour libérer une activité « CD39 like » lors d'une
stimulation neurogénique sans que celle-ci ne soit moléculairement identifiée (Todorov et
al. 1997).

c) Régulation de CD39

Il n'y a pas d’évidence de modulation de l'activité indépendamment de son expression,
c'est-a-dire que l’enzyme correctement exprimée a la membrane et glycosylée est
constitutivement active. Au niveau transcriptionnel, 2 facteurs de transcription ont été
décrits comme régulateurs de CD39 : SP1 et CREB.

La régulation de CD39 par le facteur de transcription SP1 (specific protein 1) a été
décrite par Holger Eltzschig et son équipe en condition d’hypoxie. Ils y appuyaient un rble
central de SP1 associé a une élévation majeure de l'expression génique de CD39 sous
hypoxie. De la méme maniére, l'induction de I'expression de CD39 par SP1 a été décrite
comme étant primordiale dans le pré-conditionnement ischémique au niveau du foie
(Eltzschig et al. 2009; Hart et al. 2010).

CD39 Promoter

!

CD39 mRNA
Transcription

Figure 12 : Régulation transcriptionnelle de CD39 par la voie AMPc/PKA
Représentation de la régulation du transcrit codant CD39 par la voie AMP cyclique / PKA.
AKT : protéine kinase B (PKB), ATF2 : facteur de transcription 2, cAMP : AMP cyclique,
CREB : les protéines de liaison a CRE « cAMP-response element », ERK : kinase régulée
par les signaux extracellulaires, PKA : protéine kinase A, mRNA : ARN messager.

Source : (Liao et al. 2010)

44



Liao et al. a mis en évidence une régulation transcriptionnelle de CD39 par la
phosphorylation d’ATF2 (activating transcription factor 2) et CREB (cAMP response
Element-binding protein). La phosphorylation de CREB résulte de |'activation de la PKA
suite a la formation d’AMPc. Alors que la phosphorylation d’ATF2 dépend de la
phosphorylation d’AKT (ou protéine kinase B, PKB) et/ou de la phosphorylation d’ERK
(Extracellular signal-regulated kinase) a partir de I'activation de la PKA (Figure 12) (Liao
et al. 2010).

2-2-3- Expression et activité vasculaire de CD39

Expression vasculaire de CD39

Dans le systeme vasculaire, I'enzyme CD39 est aussi bien exprimée sur les CMLs que sur
les CEs. En effet, un immunomarquage de la NTPDasel se superpose a un marquage de
I’'endothélium (PECAM) et un marquage des CMLs (a-actine, Figure 13). L'enzyme CD73

est exclusivement exprimée sur les CEs vasculaires.

o DIEPETR | YT

NTPDasel || :-PECAM || o actin

Figure 13 : Expression de CD39 sur le muscle lisse et I'’endothélium dans I'aorte
coronaire

Immunomarquage de la NTPDasel/CD39 dans |'aorte coronaire de souris combinant avec

un marquage PECAM spécifique des CEs et un marquage a-actine spécifique des cellules

musculaires lisses. Ceci démontre |I’expression de CD39 sur les CMLs et CEs de la paroi

artérielle.

Source : (Sévigny et al. 2002)

Activité nucléotidase vasculaire de CD39

L'activité ATPase et ADPase de CD39 est présente au niveau des CMLs et des CEs de la
paroi artérielle, comme représenté ci-dessous dans l|’aorte thoracique chez la souris
(Figure 14). Ceci est confirmé par le fait que ces activités sont nulles chez les souris
déficientes en CD39 (Entpd1”"). L'activité AMPase de CD73 est, elle, exclusivement

retrouvée a la surface des CEs.
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Figure 14 : Activité ATPDase de CD39 sur le muscle lisse et I'’endothélium dans
I’aorte thoracique
Activité ATPase et ADPase in situ par histochimie dans l'aorte thoracique chez la souris
Wild-type et déficiente pour CD39 (Entpdi”’). Ceci démontre lactivité ATPDase
dominante de CD39 aussi bien a la surface des CMLs que des CEs. L’activité ATPase
présente au niveau de l'adventice correspond a l'activité de la NTPDase2.

Source : (Kauffenstein, Drouin, et al. 2010)
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3- Le role des nucléotides et de CD39 dans la

physiopathologie vasculaire

Les récepteurs aux nucléotides et les enzymes qui les hydrolysent, CD39 au premier
plan, sont largement distribués dans le systéme vasculaire (Erlinge & Burnstock 2008a).
D’une maniere générale les nucléotides sont considérés comme des « signaux de
danger » car ils exercent des effets vasoconstricteurs, pro-thrombotiques (agent
agrégant plaquettaire) et pro-inflammatoires en favorisant la perméabilité endothéliale,
I'infiltration leucocytaire (migration leucocytaire, sécrétion cytokinique) et la sécrétion de
cytokines (Eltzschig et al. 2012). Le rble délétére des nucléotides dans différentes

pathologies vasculaires a attiré I'attention sur le role protecteur de CD39.

3-1- Roles des nucléotides dans la physiopathologie vasculaire

3-1-1- Tonus artériel et hypertension

Les mécanismes impliqués dans la régulation du tonus artériel ont été décrits plus tot,
mettant en évidence I'existence d’un certain nombre d’agents vasorelaxants et
vasoconstricteurs (Figure 2 dans la partie 1-1-3). En plus de ces mécanismes,
I'implication des nucléotides dans le tonus artériel est décrite dans la littérature mais
varie selon les espéces. Les nucléotides, par activation de récepteurs P2 exprimés sur les
CEs et CMLs, entrainent une vasodilatation et une vasoconstriction respectivement et
ainsi participent localement a la régulation du tonus vasculaire. A titre d’exemple, I’ATP
induit une vasoconstriction, par l'activation du récepteur P2X1 sur les CMLs, lorsqu’il est
libéré par les nerfs sympathiques vasculaires comme co-transmetteur avec l'adrénaline
(Figure 15). A l'inverse, une vasodilatation est observée lorsque I’ATP agit sur les CEs
apres libération par les cellules et éléments figurés du sang (Burnstock 1990a; Burnstock
2007).

a) La régulation du tonus artériel par les nucléotides

Les CMLs et la vasoconstriction

Les récepteurs dominants sur les cellules musculaires sont les récepteurs P2X1, P2Y6 et

P2Y2. Le récepteur P2X1, abondamment exprimé sur les CMLs est impliqué dans la

vasoconstriction rapide en réponse a I’ATP (Figure 15) (Vial & Evans 2002). Quant au

récepteur P2Y6, celui-ci induit la contraction des muscles lisses en réponse a |'UDP (et
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I'UTP dans une moindre mesure) dans les artéres mésentériques et dans |'aorte de souris
(Bar et al. 2008; Kauffenstein, Drouin, et al. 2010).

J'ai pu participer a un travail mené au laboratoire qui a permis de mettre en évidence le
role central du récepteur P2Y6 dans le tonus myogénique des petites artéres

(Kauffenstein et al. 2016). Article N°2 en annexe

Comme cité ci-dessus, |'expression des récepteurs purinergiques est différente selon
I'espéce et le territoire vasculaire, ainsi leurs effets vasculaires vont également dépendre

de ces critéres.

NO, EDHF —> VVASORELAXATION

adenosine —> , A, Ay ATP + NA

ENTPDase
CD73
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-
. P nerve
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ATP, ADP, UTP

Shear stress
Hypoxia

Endothelium

Figure 15 : Récepteurs P2 et P1 dans la régulation du tonus artériel
Représentation de la régulation du tonus vasculaire par les nucléotides et |'activation des
récepteurs P2 et P1. L'’ATP et la noradrénaline libérés par les terminaisons nerveuses
sympathiques entrainent une vasoconstriction en activant, respectivement les récepteurs
P2X1 et a-adrénergique du muscle lisse. Les nucléotides (libérés dans la lumiere des
vaisseaux en réponse au shear stress ou a |l'hypoxie) et I’ADO (formée par |'activité
hydrolytigue des enzymes endothéliales CD39 et CD73) entrainent une vasodilatation en
activant leurs récepteurs endothéliaux P2 (P2Y1, 2, 4 et P2X4) et P1 (A2A et A2B),
respectivement. NA : noradrénaline.

Source : (Burnstock & Ralevic 2014a)

Les CEs et la vasorelaxation

Les récepteurs dominants sur I'endothélium sont les récepteurs P2Y1, P2Y2 et P2X4 et
les récepteurs P1 a I'adénosine (A2A et A2B).

Les récepteurs P2 endothéliaux provoquent la libération de NO, d’EDHF et de PGI,
conduisant a une relaxation. C'est le cas des récepteurs P2X4 et P2Y2, tout deux
impliqués dans la dilatation flux dépendante (Yamamoto et al. 2006; Wang et al. 2015).

L'activation de P2X4 semble de plus étre impliquée dans l'induction de KLF2, facteur de
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transcription protecteur de la fonction endothéliale sensible aux forces de cisaillement
(Sathanoori et al. 2015). L'activation des récepteurs A2A et A2B endothéliaux (et

musculaires) par I’ADO conduit a une vasorelaxation (Figure 15).

b) La contribution des nucléotides dans I’hypertension

Différents modéles expérimentaux ont permis de mettre en évidence l'implication de
certains récepteurs P2 in vivo dans |'évolution pathologique de la pression artérielle.

Une étude récente a mis en évidence un rble du récepteur P2Y6 dans I'HTA par infusion
d’Angll chez les souris. Les souris déficientes pour P2Y6 sont en effet protégées contre
I'augmentation de pression artérielle. La contribution de P2Y6 semble spécifiquement liée
a I’AnglI, puisque P2Y6 hétérodimérise avec le récepteur AT1R, ce qui a pour effet de
limiter sa désensibilisation (Nishimura et al. 2016).

Par ailleurs, Pijacka et son équipe ont démontré la contribution du récepteur P2X3 dans
I’élévation de la pression artérielle chez des rats SHR par une diminution de la PA
secondaire suite a l'utilisation d’antagonistes spécifiques de ce récepteur (Pijacka et al.
2016). Les auteurs ont émis I'hypothése que l'effet protecteur des antagonistes de P2X3
reflétait sa contribution dans la régulation des barorécepteurs réflexe localisés au niveau
de la carotide.

L'implication du récepteur P2X7 dans I'HTA a également été mise en évidence chez la
souris dans un modeéle DOCA-Salt; les souris déficientes pour P2X7 développaient une
hypertension moins importante associée a une atténuation de la fibrose et de
I'inflammation rénale.

Enfin, une étude récente du groupe de Stefan Offermanns a rapporté un roéle du
récepteur P2Y2 endothélial dans le maintien de la pression artérielle en contribuant a la
dilatation flux-dépendante (Wang et al. 2015). En effet, une délétion sélectivement au
niveau endothélial de P2Y2 s’accompagne d’une élévation de pression artérielle qui

semble étre attribuable a un défaut de réponse vasodilatatrice au flux (Ji et al. 2012).

Chez I'Homme, le r6le des nucléotides dans I'HTA n’est pas connu. Néanmoins, des
polymorphismes des récepteurs P2X4 et P2X7 sont observés chez les patients
hypertendus (Palomino-Doza et al. 2008). De maniére intéressante, |’équipe de Yegutkin
a récemment mis en évidence une augmentation des taux d’ATP et d’ADP dans les
plasmas de patients atteints de diverses pathologies vasculaires dont I'hypertension
(Jalkanen et al. 2015).

3-1-2- Agrégation plaquettaire et thrombose
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a) L’agrégation plaquettaire par les nucléotides

L'adhésion, I'activation et I'agrégation des plaquettes, survenant dans des conditions de
Iésion de la paroi vasculaire, implique un certain nombre de protéines thrombogéniques
contenues dans les cellules du sang et la matrice sub-endothéliale. La premiéere étape fait
intervenir les interactions entre la glycoprotéine GPIba (sous-unité du complexe GPIb-V-
IX) et le facteur de von Willebrand, et entre la GPVI et le collagéne permettant I'adhésion
et I'activation des plaquettes au site de Iésion (Ruggeri 2002). De maniére concomitante,
de nombreux agonistes solubles (TXA,, sérotonine, ADP) sont libérés par les plaquettes
activées. Ceux-ci renforcent l'agrégation plaquettaire et permettent le recrutement de
plaquettes circulantes supplémentaires. La génération de thrombine renforce cet effet en
activant la protease-activated receptors (PARs) (Brass 2003) et permet la formation du

caillot de fibrine en clivant le fibrinogéne (Narumiya & FitzGerald 2001).

ATP ADP

\

ﬁ?’i’?ﬁ%@?ﬁ

f%

RTINS
’ég@g@@g@ B2

FRge
@@@gif*‘

shape change

initiation amplification

integrin activation
platelet aggregation
secretion

Figure 16 : Participation des récepteurs P2 dans |'activation plaquettaire
Représentation de l'implication des récepteurs P2Y1 et P2Y12 activés par I’ADP dans
I'amplification des signaux d’activation des plaquettes. Le récepteur P2X1 activé par I'ATP
entrainant |'agrégation plaquettaire par un influx important de calcium est aussi
représenté. AC : adénylate kinase, cAMP : AMP cyclique, Ga;; : couplée a l'inhibition de
I'adénylyl cyclase, Gaq : couplée a |'activation de la phospholipase C 8 (PLC B).

Source : (Gachet 2008)
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Les nucléotides adényliques (I’ATP et I’ADP), contenus et libérés par les granules denses
des plaquettes activées, contribuent largement au développement et a I'extension de la
thrombose artérielle (Gachet 2006). Bien que I’ADP soit considéré comme un agoniste
« faible » des plaquettes du fait qu’il entraine une agrégation réversible sans sécrétion
des granules plaquettaires (contrairement a la thrombine ou au collagéne par exemple),
I’ADP amplifie considérablement |'agrégation et le recrutement des plaquettes en agissant
comme co-facteur. Les effets de I’ADP sont médiés par deux récepteurs spécifiques, P2Y1
et P2Y12 (Figure 16) (Hechler et al. 1998; Jennings 2009).

La co-activation des récepteurs P2Y1 et P2Y12 est nécessaire pour une agrégation
plaquettaire normale induite par I’ADP, puisque l'inhibition séparée par des antagonistes
sélectifs résulte en une diminution critique de l|'agrégation (Jin & Kunapuli 1998).
Néanmoins il a été mis en évidence que le récepteur P2Y12 a un r6le central dans
I'amplification de l'activation plaquettaire, l'agrégation et la sécrétion d’agents pro-
coagulants chez les hommes (Storey et al., 2000). Un troisieme récepteur participe a
I'agrégation plaquettaire, il s’agit du récepteur P2X1 activé spécifiqguement par I’ATP
entrainant l'activation plaquettaire par un influx important de calcium (Mahaut-Smith et
al. 2011). Puisque le récepteur P2X1 désensibilise tres rapidement, I'étude de son rdle

reste complexe.

b) Les nucléotides dans les pathologies thrombotiques

L'inhibition des récepteurs P2 pro-agrégants en réponse a I’ADP est mise a profit
pharmacologiquement pour lutter contre la thrombose en clinique, indiquant le rdle
important de I’ADP dans la fonction plaquettaire.

Effectivement, les complications athérothrombotiques sont prévenues efficacement par
un antagoniste P2Y12R, inhibant l'action de I'ADP et agissant comme antiplaquettaire
(Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor) (Savi & Herbert 2005). Des approches in vivo chez le
rat ont démontré plus récemment une atténuation nettement plus rapide de la
thrombose en inhibant de maniere synergique le récepteur P2Y1 et P2Y12 (Gremmel et
al. 2016).

3-1-3- Inflammation vasculaire

L'inflammation vasculaire joue un rble primordial dans la progression du remodelage
artériel et des dommages tissulaires contemporains de I’'HTA. La signalisation par les
nucléotides et leurs récepteurs P2 jouent un rdle clé dans les processus inflammatoires
(Eltzschig et al. 2012). L'ATP est considéré comme le plus puissant signal de détresse ou

de lésion parmi les DAMPs (damage-associated molecular pattern) (Di Virgilio & Vuerich
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2015). Lors de l'initiation de l'inflammation, les DAMPs sont essentiels pour recruter les

cellules immunitaires au site des lésions tissulaires.

a) Le role des nucléotides dans la réponse immunitaire

Les nucléotides participent a I'adhésion et la migration a travers I'endothélium
vasculaire.

L'activation du récepteur P2Y2 endothélial par I’ATP favorise la trans-activation du
récepteur VEGFR-2 conduisant a l'expression de VCAM-1 (Seye et al. 2004). VCAM-1
permet I'adhésion cellulaire et participe au recrutement et a la migration des monocytes
et des lymphocytes au niveau de |'endothélium d’artéres coronaires humaines. Le
récepteur P2Y1 endothélial est également impliqué dans le recrutement leucocytaire

dans le contexte d’une inflammation vasculaire induite par le TNF-a (Zerr et al. 2011).

Role essentiel de I’ATP dans le chimiotactisme leucocytaire

Le chimiotactisme des neutrophiles est induit par l'activation autocrine du récepteur
P2Y2 en réponse a I’ATP (Chen et al. 2006). De la méme maniére, le chimiotactisme des
macrophages vers le site de l'inflammation a été décrit in vitro par un effet autocrine de
I’ADP et de I’ATP agissant sur les récepteurs P2Y2 et P2Y12, respectivement (Kronlage
et al. 2010).

Activation lymphocytaire

Différents récepteurs P2 contribuent a l'activation lymphocytaire. Ainsi, I'activation des
lymphocytes T (LT) est induite par une action autocrine de I’ATP sur le récepteur P2X7.
L’ATP active également les récepteurs P2X4/P2X7 d’un maniére paracrine a l‘origine de la
motilité des LT et de l'interaction des LT avec les cellules présentatrices d’antigene (APC)
(Schenk et al. 2008; Yip et al. 2009; Wang et al. 2014). Enfin, le récepteur P2Y6 semble
contribuer a l'activation des LT, puisque leur activation est bloquée par des antagonistes
de P2Y6 (Tsukimoto et al. 2009).

Production et libération de cytokines
Les nucléotides participent aussi a la sécrétion et la libération de cytokines pro-
inflammatoires (Di Virgilio & Vuerich 2015).

Monocytes/macrophages

L'IL-1B est une cytokine pro-inflammatoire puissante a l'origine de [linitiation des
réponses inflammatoires aiglies. La maturation et la libération d'Il-1B résultant de
I'activation du récepteur P2X7 par I'’ATP a été décrite dans les macrophages (Ferrari et al.

2006; Pelegrin & Surprenant 2006). De la méme maniere, I’ATP libéré par les monocytes
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agit de maniére autocrine par activation de son récepteur P2X7 a l'origine de la sécrétion
d’Il-1B et de IL-18 (Piccini et al. 2008). Par ailleurs, le récepteur P2Y6 en réponse a |'UDP
induit la production d'IL-8 par les monocytes mais également d'IL-6 et de MIP-2
(macrophage inflammatory protein 2-alpha; équivalent murin de IL-8) par les
macrophages (Warny et al. 2001; Bar et al. 2008).

Cellules endothéliales

L’ATP par l'activation d’un récepteur P2 non défini stimule la libération d'IL-6, d'IL-8, de
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) et augmente |'expression de ICAM-1 dans
une lignée de CEs humaines (HMEC-1) (Seiffert et al. 2006).

L'ensemble de ces données montre un role essentiel des nucléotides extracellulaires dans
le recrutement, la migration, I'activation et la polarisation leucocytaire ainsi que dans la

sécrétion de cytokines.
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Figure 17 : Implication des nucléotides dans le contexte de I'athérosclérose
Représentation des effets des nucléotides et de leurs récepteurs P2 dans l'inflammation
vasculaire et le changement phénotypique des CMLs dans le contexte de I'athérosclérose.
ICAM-1 : molécule d’adhésion intercellulaire 1, IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase, IL :
interleukine, MCP-1 : protéine chimioattractante des monocytes, VCAM : molécule
d’adhésion vasculaire, Ty, : lymphocyte T helper 1, TSP-1 : thrombospondine-1.

Source : (Erlinge & Burnstock 2008b)
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b) Le role des nucléotides dans les pathologies inflammatoires

La réponse inflammatoire induite par les nucléotides et les récepteurs P2, décrit ci-
dessus, aura pour conséquence une modulation du phénotype des CMLs. Par exemple,
les récepteurs P2Y2 et P2Y6 en réponse a I'UTP/ATP et I'UDP respectivement, induisent la
prolifération des CMLs vasculaires (Hou et al. 2000; Hou et al. 2002). Dans le contexte
de l'athérosclérose, l'inflammation vasculaire par les nucléotides contribue au passage
d’'un phénotype contractile a un phénotype synthétique des CMLs (Figure 17). Ces
données suggérent que le remodelage vasculaire s’‘opérant dans I'HTA pourrait étre en
partie induit par les effets trophiques des nucléotides (Burnstock 2016).

Dans des conditions pathologiques, lors d’une inflammation vasculaire ou dans la maladie
du greffon contre I'hote, l'inhibition pharmacologique des récepteurs P2Y6 et P2X7,
respectivement, montre une réponse inflammatoire atténuée (Riegel et al. 2011; Wilhelm
et al. 2010). Globalement, les nucléotides participent a un certain nombre de pathologies
inflammatoires comme |'athérosclérose, le choc septique ou encore I'asthme (Hechler &
Gachet 2015; Idzko et al. 2007).

3-2- Roles vasculoprotecteurs de CD39

3-2-1- Thrombose et Iésions d’ischémie reperfusion

La monocouche de cellules endothéliales fournit une surface anti-thrombotique
essentielle par la libération de PGI, et de NO qui tout deux inhibent I'activation
plaquettaire. Il a été décrit trés tot qu’en plus de la PGI, et du NO sécrétés par
I’endothélium, une activité ATDPase (identifiée plus tard comme étant CD39) était
responsable de l'inhibition de l'agrégation plaquettaire et de I'antithrombogénicité de
I'endothélium sain (Kaczmarek et al. 1996; Marcus et al. 1997). CD39 permet de limiter
la biodisponibilité de I’ATP et de I’ADP et donc |'activation des plaquettes et est considéré
a ce jour comme un des principaux agents anti-thrombotiques. CD39 joue un role
essentiel dans la régulation de la thrombose artérielle également par son
expression/activité monocytaire. Quant a CD73, cette enzyme semble avoir des effets
limités sur la thrombose in vivo chez la souris (Covarrubias et al. 2016). Il est important
de noter que les souris déficientes pour CD39 (Entpd1”) ont un temps de saignement
paradoxalement prolongé (Enjyoji et al. 1999). L'explication avancée s’appuie sur une
réduction de I’'agrégation due a une désensibilisation des récepteurs P2Y1 des plaquettes.
La restauration de l'agrégation a I’ADP in vitro chez ces souris par la supplémentation en

apyrase exogéne semble confirmer I'hypothése d’une désensibilisation. L’activité
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ADPasique de CD39 permet donc de prévenir la désensibilisation des récepteurs P2Y1 a

I’ADP in vivo.

Le potentiel thérapeutique de CD39 dans les accidents athérothrombotiques commence a
étre évoqué comme une stratégie thérapeutique alternative a l'inhibition des récepteurs
P2 plaquettaires. Expérimentalement, dans des modeles d'ischémie-reperfusion
reproduisant des accidents vasculaires cérébraux et intestinaux in vivo chez la souris,
I'injection de CD39 soluble (SolCD39) et d'apyrase respectivement, limite la taille de
I'infarctus (Pinsky et al. 2002; Guckelberger et al. 2004). Le rble protecteur de CD39 a
également été décrit dans I'ischémie-reperfusion cardiaque. En effet, la délétion de CD39
et l'utilisation d’un inhibiteur de CD39 (POM-1) résultent en une augmentation de la taille
de l'infarctus abolissant la cardioprotection (Kohler et al. 2007; Marcus et al. 2005). Des
expériences de ciblage immunologique de CD39 sur les plaquettes activées (protéine de
fusion entre CD39 et un anticorps spécifique de GPIIb/IIIa activé) et un traitement avec
une apyrase humaine optimisée (ATPDase soluble générée a partir de la NTPDase3
humaine) semble prometteur avec la mise en évidence d’une protection des accidents
thombotiques (Hohmann et al. 2013; Moeckel et al. 2014).

3-2-2- Inflammation vasculaire

CD39, par I'hydrolyse des nucléotides, permet de limiter leurs effets pro-inflammatoires
(discuté ci-dessous). De plus, le produit de la métabolisation des nucléotides, I’ADO,
généré par CD39 et CD73, a un rdle anti-inflammatoire en régulant le recrutement et
I'activation leucocytaire et la génération de cytokines pro-inflammatoires (Ohta &
Sitkovsky 2001; Bours et al. 2006; Linden 2011).

Monocytes/Macrophages

Kronlage et al. ont mis en évidence la diminution du recrutement des monocytes in vitro
et in vivo par l'apyrase suite a I’'hydrolyse de I’ATP (Kronlage et al. 2010). En paralléle,
les souris Entpdl”” affichent une migration désordonnée et diminuée des
monocytes/macrophages, cela est due a une désensibilisation de récepteurs P2 (Goepfert
et al. 2001). De maniére intéressante, la sécrétion d’Il-1B pro-inflammatoire par les
macrophages résultant de |'activation du récepteur P2X7 par I’ATP est régulée par CD39
(Lévesque et al. 2010). Deux phénotypes de macrophages (M1 pro-inflammatoire et M2
anti-inflammatoire) coexistent au niveau tissulaire et le transfert coordonné entre ces
deux phénotypes serait déterminant dans lissue du processus inflammatoire. Les
macrophages de type M2 hydrolysent rapidement I'ATP en ADO en comparaison aux M1.

En effet, les M2 possedent une activité ATPase plus importante (portée par CD39) que les
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M1 leur conférant un phénotype immuno-modulateur (Zanin et al. 2012). Enfin, I’ADO
par activation de ses récepteurs A2A et A2B prévient l'activation excessive de

macrophages M1 pro-inflammatoires (Hasko & Pacher 2012).

Dans ce cadre, j'ai d’ailleurs pu participer a un travail démontrant un réle immuno-
modulateur prédominant de CD39 en cancérologie. En effet, le phénotype immuno-
suppresseur des macrophages associés aux tumeurs (TAM) est acquit grace a CD39 (d’
Almeida et al. 2016). Article N°3 en annexe

Lymphocytes

Par ailleurs de nombreuses études sur le role de CD39 a la surface des lymphocytes
confirment son action immuno-modulatrice. La génération d’ADO catalysée par CD39
exprimé sur les lymphocytes T régulateurs contribue a leur fonction immunosuppressive
(Deaglio et al. 2007). Ainsi, I'hydrolyse de ATP en ADO par CD39 et CD73, confére un
phénotype immunosuppresseur aux lymphocytes T et donc I'activation de lymphocytes T
régulateurs (Takenaka et al. 2016).

De plus, I'IL27 (cytokine favorisant I'immuno-suppression) induit I'expression de CD39
sur les cellules dendritiques qui est nécessaire pour supprimer la réponse des
lymphocytes T pro-inflammatoires, confirmant le réle immuno-modulateur de CD39
(Mascanfroni et al. 2013).

L'absence de CD39 entraine une perméabilité vasculaire accrue et I'accumulation des
neutrophiles en condition d’hypoxie chez la souris (Eltzschig 2004). Cet effet semble étre
lié a un défaut de génération d’ADO. La migration des neutrophiles vers le lieu de
I'inflammation est limitée par CD39 (Corriden et al. 2008). CD39 favorise également la
survie dans le contexte du choc septique microbien en atténuant linflammation
systémique (Csoka et al. 2015). Son potentiel thérapeutique a récemment été évoqué
dans le contexte de I'athérosclérose (Kanthi et al. 2015).

Ainsi, CD39 est considérée comme étant une enzyme aux effets vasculoprotecteurs lors

d’événements thrombo-inflammatoires.

3-2-3- L'hypertension artérielle

Dans des conditions physiologiques, CD39 contr6le aussi bien la relaxation que la
contraction de |'aorte. Effectivement, son activité a la surface des CMLs permet de limiter
la vasoconstriction induite par l'activation du récepteur P2Y6 in vitro (Kauffenstein,

Drouin, et al. 2010). A la surface de I'endothélium, I'activité de CD39 permet de limiter
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I'activation des récepteurs P2Y1 et P2Y2 in vitro, tout en limitant la désensibilisation

homologue du premier (Kauffenstein, Flrstenau, et al. 2010).

Le role de CD39 dans I'hypertension est peu décrit et encore mal compris. Seules 2
études montrent un role direct de cette ectonucléotidase dans 2 modéles distincts
d’hypertension. D’une part, il a été décrit que les souris transgéniques sur-exprimant
CD39 étaient protégées de I'augmentation de pression artérielle dans un modeéle de pré-
éclampsie (hypertension gestationnelle) (McRae et al. 2013). Plus récemment, c’est dans
un modéle d'HTA pulmonaire (HTAP) induite par hypoxie que Visovatti et son équipe ont
montré une majoration de la pathologie chez les souris invalidées pour CD39 suggérant

un role protecteur de I'enzyme (Visovatti et al. 2016).
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4- Objectifs de la these

Malgré les études récentes démontrant I'implication des récepteurs P2 dans I'HTA, le rdle
des nucléotides et de CD39 dans la pathologie hypertensive reste encore mal connu.
Néanmoins, les effets pro-inflammatoires et pro-thrombotiques des nucléotides et a
I'inverse, les effets anti-thrombotiques et immuno-modulateurs de CD39 sont bien décrits
dans la littérature.

Etant donné que I'HTA est une pathologie inflammatoire chronique et un facteur de risque
majeur d’accidents athérothrombotiques, I’étude du role de la signalisation purinergique

dans ce contexte est nécessaire.

Par conséquent, notre hypotheése suggere que CD39 peut influencer I'évolution de la
condition vasculaire au cours de I’hypertension artérielle. L'objectif de mon projet
de thése vise a caractériser la régulation et le role de CD39 dans I'HTA et les

atteintes vasculaires associées.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la régulation de I'expression et
de l'activité de CD39 dans I’'HTA chez I'animal.

Dans un second temps, nous avons étudié |'effet d'un traitement par I’'apyrase in vivo,
enzyme extraite de pomme de terre a activité ATPDase similaire a CD39, chez des souris
rendues hypertendues par un traitement a I’AngIl. Nous avons ensuite étudié le réle de
CD39 dans le méme modéle d’'HTA (infusion d’AngII), en utilisant des souris déficientes
pour CD39 (Entpd1™" et Entpd1™).

58



Autres travaux :

En paralléle de mon travail de thése, j'ai participé activement a un projet portant sur le
role de P2Y6 dans le tonus myogénique et I'hypertension :

Kauffenstein G, Tamareille S, Prunier F, Roy C, Ayer A, Toutain B, Billaud M, Isakson BE,
Grimaud L, Loufrani L, Rousseau P, Abraham P, Procaccio V, Monyer H, de Wit C,
Boeynaems J-M, Robaye B, Kwak BR & Henrion D (2016) Central Role of P2Y ¢
UDP Receptor in Arteriolar Myogenic ToneHighlights. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 36, 1598-1606.

Article N°2 en annexe

Enfin, j'ai eu l'occasion de collaborer avec I’équipe 7 du CRCNA a Angers (U892 INSERM)
sur un projet mettant en évidence le role de CD39, dépendant de I'IL-27, dans

I'acquisition d’un phénotype immuno-régulateur des macrophages associés aux tumeurs :

D’ Almeida SM, Kauffenstein G, Roy C, Basset L, Papargyris L, Henrion D, Catros V, Ifrah
N, Descamps P, Croue A, Jeannin P, Grégoire M, Delneste Y & Tabiasco ] (2016)
The ecto-ATPDase CD39 is involved in the acquisition of the immunoregulatory
phenotype by M-CSF-macrophages and ovarian cancer tumor-associated
macrophages: Regulatory role of IL-27. Oncoimmunology 5, e1178025.

Article N°3 en annexe
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MATERIELS ET METHODES



1- Modele expérimental d’hypertension

Les expériences ont été réalisées en accord avec les directives 2010/63/EU du Parlement
Européen sur la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques (autorisation du
laboratoire #00577) ainsi qu‘avec le comité d’éthique des Pays de la Loire
(CEEA.2015110316335189). Les souris déficientes en NTPDasel (Entpd1*” et Entpd1”")
utilisées dans notre travail ont été produites comme décrit précédemment (Enjyoji et al.
1999). Des souris males C57BL6/] agées de 15-20 semaines et de 20-24 mois ont été
utilisées (Entpd1*’*, Entpd1*” et Entpd1”"). L'hypertension a été induite par infusion
sous-cutanée d’AngIl (Bachem ; dose de 0,5mg/kg/] pendant 21 jours) a l'aide de
minipompes osmotiques (ALZET® 2004). Certaines souris males C57BL6/] agées de 15-
20 semaines (Wild-type) ont été traitées a une dose d’1mg/kg/] pendant 21 jours pour
évaluer I'expression et |'activité de CD39 dans le contexte de I'HTA.

L'administration d‘'un morphinique en sous-cutanée en pré-opératoire (Temgésic, sous-
cutané, solution a 0.2mg/ml, 0.1 ml pour 10 g) a été réalisée. La procédure est ensuite
réalisée aprés que les souris ont été anesthésiées a l'aide d’isoflurane (induction 5% v/v
0, et maintien 2% v/v 0;). Une fois les poils rasés et la zone de l'incision aseptisée avec
de la bétadine, la peau est incisée (1cm) et décollée avec une sonde cannelée
préalablement stérilisée. La pompe est insérée jusqu’a la base du dos de I'animal de
fagon a ce que l'infusion se fasse de maniére distale par rapport a la cicatrice. La peau
est recousue avec du fil (COROLENE® 5/0) et la cicatrice aseptisée a la bétadine. Les

souris controles (Sham) ont subi la méme opération mais sans l'insertion de pompe.

Traitement par I'apyrase

Des souris males C57BL6/] agées de 15-20 semaines (Wild-type) ont été traitées a
I’AnglII a une dose d’1mg/kg/] pendant 12 jours (minipompes ALZET® 1002). Chez ces
souris, un groupe a également été traité avec de l'apyrase (EC: 3.6.1.5; grade VII -
A6535 Sigma-Aldrich). L'apyrase a été diluée dans une solution de NaCl et a été co-
administrée avec I’AnglI dans la pompe osmotique a une dose de 2,7 U/J, en plus d’une

injection de 500U/kg/] en intra-péritonéale tous les 3 jours.

En paralléle, des souris males C57BL6/] agées de 15-20 semaines ont été traitées avec
de l'acétate de désoxycorticostérone (DOCA ; Innovative Research of America) et du sel
(NaCl a 1% d'eau potable) associée a une uni néphrectomie pendant 21 jours. Enfin, des
rats spontanément hypertendus (SHR agés de 16 semaines) ont été comparés a leur
contrble Wistar Kyoto (WKY).
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2- Mesure de la pression artérielle

La mesure de la pression artérielle a été réalisée sur les souris vigiles par
pléthysmographie (tail-cuff method, BP200 Blood Pressure Analysis SystemTM ; BioSeb).
Cette technique non-invasive permet la mesure de la pression artérielle systolique (PAS),
la pression artérielle moyenne (PAM), la pression artérielle diastolique (PAD) et la
fréquence cardiaque (FC). La pression pulsée (PP) est calculée a partir de la PAS et PAD
(PAS-PAD). Aprés une habituation des souris au confinement et a la mesure de pression
a la queue pendant 15 jours, ces parameétres ont été mesurés tous les jours avec 10

mesures préliminaires et 20 mesures enregistrées par jour pour chaque souris.

A l'issu du traitement, les souris ont été euthanasiées par inhalation de CO, (3L/min) et

des prélévements de différents organes et tissus ont été réalisés.

3- Reéactivité vasculaire ex-vivo - myographe de

Mulvany

Apres euthanasie de I'animal, I'aorte thoracique est prélevée chez les souris agées de 15-
20 semaines (graisse périvasculaire conservée) et chez les souris agées de 20-24 mois
(la graisse est retirée) dans une solution d’Artério 1X (NaCl 130 mM, KCI 3,7 mM, MgS04
1,2 mM, NaHCO3 14,9 mM, CaCl2 1,6 mM, HEPES 5 mM, KH2P0O4 1,2 mM, D glucose 11
mM, pH 7.4). Apres division de |'aorte en 2 segments de 2 mm, ceux-ci sont ensuite
montés entre 2 fils de Tungsten de 40 um paralléles reliés a des vis micrométriques dans
la cuve de myographe contenant 5 ml de solution d’Artério 1X. Cette solution est
maintenue a 95% d'0O,, 5% de CO, et a pH=7,4 tout le long des expériences pour se
trouver dans les conditions physiologiques nécessaires a la fonctionnalité de I'aorte. La
contraction a été testée par une solution de chlorure de potassium (KCL ; NaCl 55,8 mM,
KCl 78,8 Mm, pH 7.4) puis par la phényléphrine (PE), agoniste sélectif des récepteurs al
adrénergiques mimant l‘action de la noradrénaline. La relaxation a été étudiée par
I'acétylcholine (Ach), agoniste entrainant une relaxation endothélium-dépendante par
libération de NO et par le carbachol, un agoniste muscarinique non-hydrolysable ayant le
méme effet que I’Ach. Enfin, la relaxation indépendante de I'endothélium a été étudiée

par le nitroprussiate de sodium (SNP), donneur de NO.
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4- Etudes histologiques

Une partie de I'aorte thoracique (environ 4 mm) a été prélevée et placée verticalement
dans une cassette contenant un milieu de cryopréservation, I'OCT (optimal cutting
temperature ; Cryomatrix ; Thermoscientific). Ces échantillons ont ensuite été congelés

et conservés a -80°C avant utilisation.

4-1- Histomorphométrie

Des sections transversales de 7 um ont été réalisées sur les aortes thoraciques avec un
cryostat et ensuite déposées sur lame (SuperFrost Ultra Plus ; Thermoscientific). Des
méthodes histologiques ou l'autofluorescence naturelle des lames élastiques ont permis
de visualiser et de quantifier I'épaisseur de paroi. Des photos au grossissement X10 ont
été prises grace a une caméra (Sony ; DXC-390P) connectée a un microscope optique.
L'épaisseur de la paroi a été quantifiée a I'aide du logiciel image J et normalisée grace a

un micrometre.

4-2- Immunofluorescence

Des sections transversales de 7um ont été réalisées sur les aortes thoraciques dont la
graisse périvasculaire a été préservée afin de pouvoir étudier l'infiltration immunitaire et
I'inflammation périvasculaire. Des études d'immunofluorescence ont été réalisées sur ces
coupes. Les lames ont été séchées 30 minutes et réhydratées avec du PBS puis saturées
avec du PBS-BSA 5% (BSA ; Sigma). Les coupes ont ensuite été incubées avec du DAPI
(4',6-diamidino-2-phénylindole, Invitrogen) pour localiser les noyaux cellulaires et des
anticorps couplés a des fluorochromes : le CD45, marqueur des leucocytes totaux, couplé
a la phycoérythrine (CD45 PE ; Biolegend) ; le CD31 (ou PECAM1), marqueur des cellules
endothéliales, couplé a lisothiocyanate de fluorescéine (CD31 FITC ; eBioscience).
L'incubation a été réalisée une nuit a 4°C dans une chambre humide et a I'obscurité.
Apres lavages successifs, les coupes on été montées entre lame et lamelle avec un milieu
de montage (Mowiol 4-88 ; Broth). Les coupes ont ensuite été observées a l'aide d'un
microscope a Epi-fluorescence. Plusieurs photos (3-5; grossissement X20) par coupe
(CD45, filtre rouge ; CD31, filtre vert et le DAPI, filtre bleu) sont capturées grace a la
caméra (Nikon ; AxioCam MRm Zeiss) et le logiciel Zen. Les photos ont été quantifiées
automatiquement a l'aide du logiciel image ] grace a la création d’'une macro réalisées
aprés sélection des filtres et seuils de fluorescence appropriés permettant d’obtenir le
compte de particules reflétant le nombre de cellules CD45 positives présentes par coupe.
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4-3- Marquage des ROS par le Dihydroéthidium

La production d’especes réactives de I'oxygéne a été quantifiées grace au
Dihydroéthidium (DHE ; Molecular Probes) sonde oxydo-sensible. Le dihydroétidium
s'oxyde en présence de ROS (d’anions superoxydes en particulier) pour former de
I’éthidium qui va s’intercaler dans la double hélice d’ADN. L'éthidum va émettre a une
longuer d'onde de 585 nm avec un spectre d’absorption de 488 nm. Immédiatement
aprés la réalisation des coupes, les lames sont séchées 10 minutes, réhydratées avec du
PBS et incubées en présence d’'un mélange de DHE (5 uM) et DAPI (5 mg/ml) pendant
30 min sur glace et a I'obscurité. Aprés ringage, le Mowiol est utilisé pour monter lame et
lamelle et les coupes sont observées au microscope a Epi-fluorescence. Les photos sont
quantifiées a l'aide d’'image J grace a la création d’'une macro permettant d’obtenir une

quantification de la fluorescence moyenne reflétant la quantité de ROS dans I'échantillon.

5- Western blot

L'expression protéique de CD39 a été étudiée sur un homogénat d’aorte abdominale
provenant de souris WT traitées a I’AngIl (1mg/kg/]) pendant 12 et 21 jours. Pour cela,
les aortes ont été broyées dans |'azote et dans 100 pl d'HBSS contenant de I’'HEPES, du
CaCl2 2,5 mM et du MgCI2 1 mM a pH=7,5 mais également des inhibiteurs de protéases
tels que de I'aprotinine (10 pg/ml ; Sigma-Aldrich) et du PMSF (0,1 mM ; Sigma-Aldrich).
Aprés quantification des protéines présentes dans |'homogénat, celui-ci a été
homogénéisées dans un tampon de chargement : SDS a 1%, Tris 10 mM, Orthovanadate
de sodium 1 mM, Fluorure de sodium 10 mM, B-glycérophosphate 10 mM, Cocktail
d'inhibiteur de protéase (Complet, Roche). Aprés dénaturation pendant 5 min a 90 °C, 10
Mg de protéines sont séparées par SDS-PAGE (gel d'acrylamide a 10%) et ensuite
transférées dans des membranes de nitrocellulose (GE Healthcare). L'immuno-détection
a été réalisée en utilisant un anticorps primaire dirigé contre le CD39 de souris (mN1-2c
1/600 ; ectonucleotidases-ab.com) et I'a-actine, marqueur des cellules musculaires lisses
(1/10000, Sigma-Aldrich) comme témoin de charge. Des protéines couplées a la
Peroxydase (1/10000 ; Invitrogen) ou anti-souris de chévre (1/5000 ; Thermoscientific)

ont été utilisées pour la détection.
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6- Mesure de l'activité ADPase tissulaire et

sérique

Les tissus utilisés (sang et aortes abdominales) pour mesurer l'activité ADPase
proviennent des souris WT traitées a I’AngIl (1mg/kg/J) pendant 12 et 21 jours et des
souris WT, Entpd1*" et Entpd1”" contrdles.

Le sang des souris a été récolté par ponction intracardiaque dans des tubes activateurs
de coagulation (temps de coagulation <30 min). Aprés centrifugation (3000 g pendant 15
minutes) a 4°C, le sérum a été stocké a -80°C jusqu'a utilisation. Les aortes abdominales
ont été broyées dans l'azote liquide avec de I'HBSS (HEPES ; 2,5 mM CaCl, et 1 mM
MgCl, a pH=7,5) contenant de l'aprotinine (10 pg/ml ; Sigma-Aldrich) et du PMSF
(0,1 mM ; Sigma-Aldrich). Une sonication a ensuite été réalisée pour aider la libération
des protéines membranaires. 3 pl de sérum ou 5 a 10 pg de protéine homogénéisée
d'aorte ont été ajoutés au mélange réactionnel (HBBS contenant HEPES, CaCl2 et MgCI2
a pH 7,5). La réaction contenait également un inhibiteur de I'adénylate kinase (Ap5a, 80
ug/ml ; Sigma-Aldrich) et de la phosphatase alcaline (levamisole, 1 mg/ml ; Fluka) afin
de s'affranchir de I'activité non spécifique liée a celle d’autres enzymes. Préalablement, la
transformation de I’ADP en Etheno-ADP (dérivé fluorescent) a été réalisée par une
incubation dans du Na,HPO, (25 mM) et du chloroacétaldéhyde 50% (1 M) a 72°C
pendant 30 minutes. La réaction a débuté a 37°C en ajoutant le dérivé fluorescent
Etheno-ADP (100 pM) comme substrat. L'etheno-ADP mélangé avec un échantillon
provenant de souris Entpd1”” ou la réaction sans échantillon a servi de témoin négatif.
L'hydrolyse a été stoppée aprés 30 minutes (aorte abdominale) ou 1 heure (sérum) en
recueillant une fraction du surnageant qui a été précipité avec de |'acide trichloroacétique
a 10% (TCA ; Sigma-Aldrich) dans la glace. Les échantillons ont été centrifugés (12000 g
pendant 10 minutes a 4°C) pour éliminer les protéines résiduelles. Une fraction du
surnageant a été diluée a 100X (concentration finale de I'Etheno-ADP 1 uM) et utilisée

pour la détermination de I'Etheno-ADP, AMP et adénosine par HPLC.

L'activité ADPase est calculée en mesurant I'hydrolyse de I'Etheno-ADP fluorescent. Pour
cela, les Etheno-ADP, AMP et adénosine sont séparés par colonne HPLC (Waters 2695
Separations Module ; Alliance analytical, Fremont, CA) et mesurés grace a un détecteur
de fluorescence (Waters 2475 Multi A Fluorescence Detector). La séparation est réalisée a
I'aide d’une colonne C18 & phase inverse (Vydac, 300 &, 5 pm, 4.6 mm i.d. x 250 mm)
avec une phase mobile de KH,PO4 (50 mM pH=4.0) et un gradient de MeOH durant 13
minutes. Les aires sous la courbe correspondant a chaque Etheno-nucléotide ou Etheno-
adénosine sont intégrées et les résultats sont exprimés en activité spécifique normalisée

au volume du sérum ou a la quantité de protéine.
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7- Cultures cellulaires

Les CMLs ont été obtenues a partir de l'aorte thoracique de souris C57BL6/] males
comme décrit précédemment (Moon et al. 2001) et utilisées entre les passages 2 et 5.
Des CEs de pancréas de souris (Mile Sven 1 ; MS1) ont été obtenues auprés d’ATTC. Les
cellules, incubées a 37°C en présence de 5% de CO, et d’humidité, ont été cultivées dans
du milieu DMEM F-12 (DMEM ; PAN-Biotech) contenant de la pénicilline et de la
streptomycine (100U/ml ; PAN Biotech) ainsi que de la glutamine (2 mM ; PAN Biotech)

et 10% de sérum de veau foetal (SVF ; Eurobio).

7-1- Stimulation par des agents pharmacologiques

Les cellules (CMLs et CEs) ont été cultivées dans des plaques 24 puits et incubées a
37°C. Les cellules ont ensuite été sevrées (0% SVF) pendant 24 heures avant la
stimulation. L'origine et la concentration des molécules recombinantes utilisées pour
stimuler nos cellules sont présentées dans le tableau 3 ci-dessous. Les cellules ont été
stimulées avec les différentes molécules pendant 24 heures. A la fin de la stimulation, les
cellules sont récupérées avec du Qiazol afin de réaliser une RT-gPCR (procédures décrites

ci-dessous) pour évaluer |'expression d'ARNm de CD39.

Tableau 3 : Provenances et concentrations des molécules recombinantes

Recombinant molecules Concentrations Provider
Angll 1 pmol/L Bachem
endothelin-1 1 umol/L Sigma-Aldrich

ATP 100 pmol/L Sigma-Aldrich
ADP 100 pmol/L Sigma-Aldrich
ADO 100 pmol/L Sigma-Aldrich
uTP 100 pmol/L Sigma-Aldrich
UDP 100 pmol/L Sigma-Aldrich
rh TNF-a 3500 U/ml R&D System
m IL-18 10 ng/ml Immunotools
m IL-27 20 ng/ml R&D System
mlL-17a 50 ng/ml eBioscience
mIL-6 50 ng/ml Immunotools
m TGF-B1 10 ng/ml Peprotech
m Mcp1/Ccl2 50 ng/ml R&D System
m IFN-y 1 ng/ml Immunotools
m IL-10 50 ng/ml Immunotools
mIL-12 30 ng/ml Miltenyi
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7-2- Etirement cellulaire

Un étirement cyclique a été imposé sur ces mémes cellules (CMLs et CEs) cette fois-ci
cultivées dans des plaques 6 puits revétues de collagéne de type I (Bioflex ; Dunn
Labortechnik, GMBH). Les cellules ont été cultivées dans les plagues pendant 72 heures
puis sevrées pendant 24 heures (0% SVF). Les plaques incubées a 37°C ont ensuite été
connectées au Flexcell (Flexcercell Strain Unit FX-4000). Nous avons réalisé un étirement
sinusoidal continu avec des cycles de relaxation avec un pic d'élongation de 15% et une

fréquence de 0,5 Hz pendant 6, 24 et 72 heures.

Aprés le protocole d'étirement, les cellules sont récupérées avec du Qiazol afin de réaliser
une RT-gPCR (procédures décrites ci-dessous) pour évaluer |'expression d'ARNm de
CD39. Dans ce protocole, les expressions d’ARNm de Mmp2, Icam-1, Vcam-1 et Hifla,
connus pour varier en réponse a l’étirement, ont également été étudiées comme
controles positifs. La liste des oligonucléotides utilisés est représentée dans le Tableau 4

ci-apreés.

7-3- Mobilisation calcique

Les CMLs ont été obtenues a partir d’artéeres mésentériques de rat Sprague Dawley. La
dissection de la graisse périvasculaire a été réalisée dans du DMEM F-12 avec de la
pénicilline et de la streptomycine (100U/ml ; PAN Biotech). Les artéres ont ensuite été
placées dans un milieu de digestion enzymatique (DMEM F-12 + HEPES) contenant de la
collagénase de type I (2 mg/ml ; Worthington Biochemical), de |’élastase (125 pg/ml ;
Worthington Biochemical) et des inhibiteurs de trypsine (2,5 g/ml). La digestion est
réalisée sur une nuit a 37°C. Les CMLs ont ensuite été cultivées dans du milieu DMEM
contenant les antibiotiques ainsi que de la glutamine (2 mM ; PAN Biotech) et 10% de
sérum de veau foetal (SVF ; Eurobio). Ces CMLs ont été utilisées a des passages précoces
(P3-4). La mobilisation calcique (protocole réalisé sur les cellules cultivées en plagues 96
puits a fond clair) a été évaluée dans un milieu HBSS contenant une sonde Fura-2-
acetoxymethyl ester (FURA-2 AM, 3 uM ; Sigma-Aldrich) et de l'acide pluronique (0,02%)
pour faciliter la pénétration de la sonde. L’intégration du signal de fluorescence de liaison
au calcium (ex340/em510) sur le signal de la sonde libre (ex380/em510) permet la
mesure en temps réel des variations de calcium intracellulaire.

Les cellules ont été stimulées avec de I’AngII (1 pM) diluée dans une solution de NaCl. En
parallele, une stimulation avec des solutions d’AngIl (1uM ; NaCl) préalablement
incubées avec de I'apyrase a 37°C (2, 6 et 12 jours) ont été réalisées. Les concentrations
pour le mélange AngIl (530 pyM) + apyrase (50 U/ml) étaient proportionnellement
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identiques aux concentrations utilisées dans la pompe osmotique pour le traitement in
vivo des souris. Le controle positif de mobilisation calcique utilisé était I'’ATP (100 pM).
Une double excitation a 340/380 nm avec une seule émission de 510 nm a été réalisée a
l'aide de la Flexstation-3 (Molecular Devices). Les données sont représentées en
mesurant l‘aire sous la courbe du signal de rapport de fluorescence 340/380 et
normalisées au signal maximum obtenu par la perméabilisation des cellules avec de la

saponine 0,1%.

8- Etudes moléculaires par RT-PCR quantitative

Les tissus (aorte thoracique, artéeres mésentériques, rate et ganglions lymphatiques
inguinaux) ont été disséqués dans une solution de PBS sur glace, puis conservés a -20°C
dans du RNA Later Stabilization Reagent (Qiagen). L'extraction de I'’ARN a été réalisée
sur ces tissus broyés et sur les cellules (CEs et CMLs) avec du Qiazol (Qiagen), du
chloroforme (Sigma-Aldrich) et le kit RNeasy® Micro (Qiagen). Un segment d’aorte
thoracique a également été prélevé et préservé de sa graisse périvasculaire dans le but
de pouvoir étudier les cellules infiltrantes et conservée a -20°C dans du RNA Later
Stabilization Reagent (Qiagen). Sur ces tissus, le kit RNeasy® lipid tissue mini (Qiagen) a
été utilisé pour extraire I’ARN. 200 ou 500ng d’ARN extrait ont été utilisés pour
synthétiser I'’ADN complémentaire avec le Kit Quantitect® Reverse Transcription
(Qiagen). La PCR en temps réel, avec 10 ng d’ADN complémentaire/point a été effectuée
avec le mix Syber® Select Master (Applied Biosystems) sur le Light cycler 480 (Real-
Time PCR System ; Roche). Pour étre validés, les oligonucléotides utilisés pour amplifier
les genes d'intérét, ne présentaient qu’un seul pic de dissociation et une efficacité entre
1.85 et 2.1. Gapdh, Gusb et Hprt ou Actgl ont été utilisés comme geénes de référence

pour la normalisation de I'expression des génes d’intérét. Les résultats ont été exprimés

(Ct target gene - Ct mean of ref genes)

comme suit : 2 . La liste des oligonucléotides utilisés est

représentée dans le Tableau 4 ci-dessous.
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Tableau 4 : Liste des oligonucléotides utilisés pour la PCR quantitative

Gene Protein Gene ID AmPIicon Primers sequence
size forward reverse
Gapdh GAPDH NM_008084.2 121 ccggggctggeattgctcte ggggtgggtggtccagggtt
Gusb GUSB NM_010368.1 72 ctctggtggccttacctgat cagttgttgtcaccttcacctc
Hprt HPRT NM_013556.2 125 ggggtggatggtccagggtt aagacattctttccagttaaagttgag
Ptprc CD45 NM_011210 111 cgggatgagacagttgatga gtattctgcgcacttgttect
Emrl F4/80 NM_010130 113 gcaaggagaatgagtccattaac tgagacaaaagccactectg
Ccl2 bis MCP1 NM_011333.3 75 gcctgetgttcacagttge caggtgagtggggcgtta
Vegfa bis VEGF-A NM_001025250.3 74 aaacgaaagcgcaagaaatc atgctttctcegctctgaac
Kdr VEGFR-2 NM_010612.2 65 cagtggtactggcagctagaag acaagcatacgggcttgttt
Icaml ICAM-1 NM_010493.2 80 gctaccatcaccgtgtattcg aggtccttgectacttgctg
Vcami VCAM-1 NM_011693.2 110 tgattgggagagacaaagca aacaaccgaatccccaactt
Cybb NOX2 NM_007807.4 71 gaggttggttcggttttgg gttttgaaagggtgggtgac
Nox4 NOX4 NM_015760.4 69 ctggaagaacccaagttcca aaaggcacaaaggtccagaa
Cyba P22-PHOX NM_007806.3 94 tgcectecacttectgtt gcagatagatcacactggcaat
Ncfl P47-PHOX NM_010876.2 102 gaggttgggtccctgcat gctttgatggttacatacggttc
Ncf2 P67-PHOX NM_010877.4 75 ccaagacaacttttctggcttc ttctgggattttgggtctg
Sod1 SoD1 NM_011434.1 78 caggacctcattttaatcctcac tgcccaggtctccaacat
Sod2 Mn-SOD2 NM_013671.3 68 gacccattgcaaggaacaa gtagtaagcgtgctcccacac
Nos2 iNOS NM_010927.3 65 ctttgccacggacgagac tcattgtactctgagggctgac
Nos3 eNOS NM_008713.4 65 ccagtgcectgcttcatce gcagggcaagttaggatcag
Thbd Thrombomodulin NM_009378.3 62 tggcgataaccacaccagt agagtggagcegtctggtce
Mmp2 MMP2 (gelatinase A) NM_008610.2 74 gtgggacaagaaccagatcac gcatcatccacggtttcag
Mmp9 MMP9 (gelatinase B) NM_013599.2 108 ttctggcacacgcctttc ccatagtaagtggggatcacg
Timp1 bis TIMP1 NM_011593.2 93 catggaaagcctctgtggat gatgtgcaaatttcegttce
Timp2 TIMP2 NM_011594 60 ttttgcaatgcagacgtagtg ggaatccacctecttcteg
Serpinel Serpinel (PAI-1) NM_008871 80 ggcacctttgaatactcagga tttcccagagaccagaacca
Hspg2 HSPG2 NM_008305.3 95 caccttcgctggctcaag tggcagctctggtctaagttc
Ctgf CTGF NM_010217.2 112 tgacctggaggaaaacattaaga agccctgtatgtcttcacactg
Tgfbl TGFB-1 NM_011577.1 70 tggagcaacatgtggaactc cagcagccggttaccaag
Hifla HIF-1A NM_010431.2 104 gcactagacaaagttcacctgaga cqctatccacatcaaagcaa
Collal COL1A1 NM_007742.3 94 catgttcagctttgtggacct gcagctgacttcagggatat

O-

Analyses statistiques

Les données sont représentées en moyenne = SEM (Standard error of the mean). Les
analyses statistiques ont été réalisées a l'aide de GraphPad PRISM (La Jolla, CE, USA).
Les groupes multiples sont comparés grace au test One-way ANOVA ou Two-way ANOVA.
Les graphiques comprenant seulement 2 groupes sont comparés utilisant le test de
Student. La valeur p <0.05 est considérée comme statistiquement significative. * p
<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 et **** p <0.0001.
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PREMIERE ETUDE

DIMINUTION DE LA NUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE
DIPHOSPHOHYDROLASE1/CD39 DANS
L'HYPERTENSION
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1- Introduction

L'objectif de cette premiere étude était d’évaluer I’évolution de l'expression et de
I’activité de CD39 dans le contexte de I'HTA. Nous avons, dans un premier temps, étudié
I’évolution de l’'expression du CD39 vasculaire dans différents modeéles expérimentaux
d’'HTA chez la souris. L'évolution de I'activité enzymatique de CD39 dans les vaisseaux et
dans la circulation sanguine a également été étudiée dans le modéle d'HTA par un
traitement a I’AngIl. Afin de comprendre et d’identifier les éléments a l‘origine de
I’évolution de I'expression et de l'activité enzymatique de CD39, nous avons réalisé des
expériences in vitro sur des cellules vasculaires stimulées par des molécules
pharmacologiques potentiellement rencontrées lors de I'HTA ; et soumises a des forces
mécaniques telles que la tension, pouvant refléter la tension mécanique que subissent

ces cellules lors de I'augmentation de pression artérielle durant I'HTA.

Cette partie est présentée sous forme d’article (soumis a la revue ATVB) et discutée en

détail ensuite.

2- Article N°1 : Downregulation of Nucleoside
Triphosphate Diphosphohydrolase 1/CD39

in hypertension
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ABSTRACT

Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1 (NTPDase-1/CD39), the major
vascular/immune ectonucleotidase, by hydrolyzing extracellular nucleotides (danger
signals), exerts anti-thrombotic and immunomodulatory effect. Hypertension, a major
risk factor of atherothrombotic complications and end organ damage, is a vascular
inflammatory disease. Here we investigated the impact of arterial hypertension on
CD39 expression and activity in mice.

Arterial expression of CD39 was determined by RT-gPCR in experimental models of
hypertension including Angll-treated mice (1mg/kg/day, 21 days), DOCA-Salt mice
(1% salt and uninephrectomy, 21 days) and SHR rats. A decrease in CD39
expression occurred in resistant and conductance arteries of hypertensive animals
with no effect in lymphoid organs. In Angll-treated mice, decreased CD39 protein
(western blot) was corroborated by reduced arterial nucleotidase activity evaluated by
fluorescent (etheno)-ADP hydrolysis by HPLC. Moreover, serum soluble ADPase
activity, supported by CD39, was significantly decreased in Angll-treated mice.
Experiments were conducted in vitro on vascular cells to determine elements
underlying this downregulation. We found that CD39 transcription was downregulated
by pro-inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a on vascular smooth muscle cells and
IL-6 and also by anti-inflammatory and pro-fibrotic cytokine TGF-B1 on endothelial
cells. By contrast, IL-27 increased CD39 expression on vascular smooth muscle
cells. In addition, CD39 expression was downregulated by mechanical stretch on
vascular cells.

Arterial expression and activity of CD39 are decreased in hypertension as a result of
both pro-inflammatory environment and mechanical strains exerted on vascular cells.
Reduced ectonucleotidase activity may alter vascular condition enhancing arterial

damages and remodeling and thrombotic events.

Abbreviations: angiotensin I, Angll; spontaneously hypertensive rat, SHR;
mesenteric resistance artery, MRA; vascular smooth muscle cell, VSMC; endothelial
cell, EC; adenosine 5'-triphosphate, ATP; adenosine 5-diphosphate, ADP;
adenosine 5’-monophosphate, AMP; adenosine, ADO; nucleoside triphosphate

diphosphohydrolase, NTPDase.



INTRODUCTION

Signaling by extracellular adenine nucleotides and nucleosides (ie purinergic
signaling) serves as intercellular communication. Extracellular nucleotides and
adenosine act as cofactors, which amplify biological responses or exert feedback to
primary stimulus through P2 (P2X and P2Y) and P1 receptors activation’. In the
vasculature, extracellular nucleotides are considered as “danger signals” since they
promote platelet aggregationz, vascular inflammation® and permeability4. P2 and P1
receptor activation also contributes to regulate vasomotricitys, promoting relaxation or
constriction depending on either endothelial or vascular smooth muscle activation.
Thereby, in pathological conditions, nucleotides have been shown to promote
atherothrombosis and to contribute to other inflammatory diseases such as sepsis
and asthma®”’.

Extracellular nucleotides are metabolized by membrane-bound ectonucleotidases
among which the nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDases) play a
major role as a regulator of purinergic signaling in cardiovascular system’.
NTPDase1 (CD39) converts adenosine 5’-triphosphate (ATP) and adenosine 5’-
diphosphate (ADP) to adenosine 5’-monophosphate (AMP). CD39, in concert with
ecto 5" nucleotidase (CD73), contributes to generate adenosine (ADO). In addition to
its vasodilatory action, ADO exerts anti-inflammatory effects®® and is usually
considered as a vasculoprotective molecule. By reducing ATP and ADP
concentration and favoring ADO accumulation, CD39 protects against thrombosis

10,8

and inflammation and limits post-ischemic vascular permeability’"'?. We

previously showed that this enzyme controls vasoconstriction and vasodilatation

1314 However, the contribution of CD39 in

depending on P2 receptor activation
vascular alterations, such as observed in hypertension, remains to be established.

Hypertension represents the main risk factor for cardiovascular ischemic and
thromboembolic complications. It is associated with arterial functional and structural
remodeling and endothelial dysfunction, which is mainly attributed to predominant
oxidative stress'®, increased arterial tone increasing peripheral vascular resistance
and systemic blood pressure. In the longer term, structural remodeling of large sized
arteries includes hypertrophy, fibrosis and proteolytic alterations of structural
components such as elastin'®. In the last decades, abundant literature evidenced that
hypertension may be considered as a chronic inflammatory disease'’. Innate immune

cells infiltration in the perivascular environment, together with pro- and anti-
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inflammatory cytokines play a pivotal role in the pathology'’. Indeed, macrophages
and T lymphocytes contribute to endothelial dysfunction, arterial remodeling and
elevated blood pressure'®. Angiotensin Il (Angll) plays a pivotal role in these effects
through the recruitment and activation of immune cells to vascular sites, but also by
promoting oxidative stress and vascular alteration'®. Although various
antihypertensive drugs are available, side effects and a lack of efficiency are
problematic. A better knowledge of other molecular mechanisms underlying the
vascular alteration associated with hypertension is thus required to develop new
therapeutic strategies. In this context, extracellular nucleotides, and their associated
regulatory ectonucleotidases are privileged candidates.

Here, we investigated the impact of systemic arterial hypertension on the dominant
vascular ectonucleotidase, namely NTPDase1 or CD39, following its expression and

activity and its potential link to vascular homeostasis alterations.



MATERIALS AND METHODS

Animals

Animals were manipulated in accordance with the European Community Standards
on the Care and Use of Laboratory Animals (Ministére de I'Agriculture, France,
authorization No. 6422). The protocol was approved by the Committee on the Ethics
of Animal Experiments of “Pays de la Loire” (permit # CEEA.2015110316335189).
NTPDase1 deficient (Entpd71-/-) mice were generated as previously described®.
Animal model of Hypertension - C57BI6/J male mice (15-20-week old) were treated
or not with Angll (1mg/kg/day) using osmotic pump (ALZET model 2004) during 21
days. Alternatively, mice were treated with deoxycorticosterone acetate (DOCA,;
Innovative Research of America) and salt (NaCl 1% drinking water) associated to
uninephrectomy during 21 days. Spontaneously hypertensive rats (SHR; 16-week
old) were compared to Wistar Kyoto (WKY). To evaluate the effect of ageing, 24-
month old mice were compared to 20-week old mice. Animals were euthanized under
CO; (3 ml/min) and tissues were harvested and dissected in ice cold PBS, dried and

stored at -80°C until use.

Cell culture

Mouse VSMCs were obtained as previously described®' and used between passages
2 and 5. Mouse pancreas ECs (Mile Sven 1; MS1) were obtained from ATCC. Cells
were cultured in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM; PAN-Biotech)
containing 10% fetal bovine serum (FCS; Eurobio), penicillin/streptomycin (100U/ml;
PAN-Biotech) and L-glutamine (2mM; PAN-Biotech). Cells were cultured in 24-well
plates and starved (no FCS) 24 hours before stimulation. The origin and the
concentration of the recombinant molecules used are presented in Table S1.
Alternatively, cyclic stretch was imposed to cells using type | collagen coated 6-well
plates (Bioflex, Dunn Labortechnik, GMBH) connected to Flexercell Strain Unit FX-
4000 (Flexcell). A continuous sinusoidal stretch and relaxation cycle with a peak level
of 15% elongation and a frequency of 0.5 Hz for 6, 24 and 72 hours was performed.
After the stimulation or stretch protocol, CD39 mRNA expression was measured

using of RT-gPCR following the procedures described below.



Quantitative real time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) analysis

Dissected tissues (thoracic aorta, mesenteric resistance arteries MRA, spleen and
inguinal lymph nodes) from Angll-infused and DOCA-Salt mice, 24-month old mice
and SHR rats compared to their respective control were stored at -20°C in RNAlater
Stabilization Reagent (Qiagen). RNA extraction was performed on these samples
and also on vascular cells (VSMCs and ECs) using RNeasy® micro kit or (Qiagen).
Perivascular fat of thoracic aorta from wild-type and CD39-deficient mice has been
preserved to evaluated infiltrated cells and RNeasy® Lipid Tissue mini kit was used
for extraction. RNA extract (200 ng) was used to synthesize cDNA using the
QuantiTect® Reverse Transcription kit (Qiagen). Quantitative real-time PCR was
performed with Sybr® Select Master Mix (Applied Biosystems) using a Light cycler
480 Real-Time PCR System (Roche). Primer pairs were designed using primer 3 and
those presenting a single peak of dissociation and an efficacy ranging from 1.85 to
2.1 were retained. After verifying the absence of significant modifications in their
expression between groups Gapdh, Gusb, Hprt and Actg? were used as

housekeeping genes for normalization. Results were expressed as: 2(Ct aroet gene - Ct

mean of ref genes) ‘gequences of primer pairs are represented in Table S2.

Western blot

Arterial protein expression of CD39 was assessed in mouse abdominal aortas
homogenates. Aortas were crushed in liquid nitrogen and 100ul of HBBS (with
HEPES, CaCl, 2,5 mM and MgCl, 1mM at pH 7,5) containing aprotinin (10ug/ml,
Sigma-Aldrich) and PMSF (0,1mM, Sigma-Aldrich). After quantification (Pierce™
BCA Protein Assay Kit) proteins were homogenized in loading Buffer: 1% SDS, 10
mM Tris, Sodium orthovanadate 1 mM, Sodium fluoride 10 mM, B-glycerophosphate
10 mM, protease inhibitor cocktail (Complete; Roche). After denaturation 5 min at
90°C, 10 pg proteins were separated by SDS-PAGE (10% acrylamide gel) and
transferred to nitrocellulose membranes (GE Healthcare). Immunodetection was
performed using primary antibody directed against mouse CD39 (mN1-2c 1/600;
ectonucleotidases-ab.com) and a-actin of smooth muscle cells (1/10000; Sigma-
Aldrich) as a loading control. Peroxidase coupled Protein-A (1/10000; Invitrogen) or

Goat anti-mouse (1/5000; Thermoscientific) were used for detection.



Measurement of CD39 activity

Mice whole blood was harvested by intracardiac puncture in clot activator tubes
(clotting time < 30min). After centrifugation (3000g for 15 minutes) at 4°C, serum was
stored at -80°C until use. Mice abdominal aortas were crushed in liquid nitrogen and
in buffer as described above, in the western blot experiment. Preparation was briefly
sonicated to release membrane proteins. 3ul of serum or 5-10ug of aorta
homogenate protein was added to reaction mixture (HBBS containing HEPES, CaCl,
and MgCl, at pH 7,5). The reaction also contained inhibitor of adenylate kinase
(ApSa; 80ug/ml, Sigma-Aldrich) and alkaline phosphatase (levamisole; 1mg/ml,
Fluka). Etheno-ADP in mixture with Entpd1-/- mice sample or reaction without sample
serves as negative control. Reaction was started at 37°C by adding Etheno-ADP
(100uM) fluorescent derivative as a substrate. Hydrolysis was stopped after 30
minutes (abdominal aorta) or 1 hour (serum) by collecting a fraction of the
supernatant that was precipitated with ice cold 10% trichloroacetic acid (TCA; Sigma-
Aldrich). Samples were centrifuged (12000g for 10 minutes at 4°C) to eliminate
residual proteins. A fraction of the supernatant was diluted 100x (1uM Etheno ADP
final concentration) and used for HPLC etheno ADP and AMP determination.
ADPase activity was calculated by measuring fluorescent etheno-ADP hydrolysis.
Etheno-ADP, -AMP and -Adenosine were separated by HPLC Waters purification
systems (Waters 2695 Separations Module ; Alliance analytical, Fremont, CA) using
fluorimetry (Waters 2475 Multi A Fluorescence Detector) and C18 Reversed-Phase
Column (Vydac, 300 A, 5 ym, 4.6 mm i.d. x 250 mm). Mobile phase: KH,PO, buffer
(50mM pH 4.0) and MeOH gradient. Areas under the curve corresponding to each
etheno nucleotide and etheno adenosine were integrated and results were expressed

as specific activity normalized to serum volume or amount of protein.

Data Analysis

Data are presented as mean + SEM. Statistical analyses were performed using
Graphpad PRISM (La Jolla, CA, USA). Multiple groups were compared using One-
way ANOVA or Two-way ANOVA with post-test Bonferroni’s correction. Two groups
were compared using an unpaired Student’s t test (2- tailed), p values <0.05 were

considered statistically significant.



RESULTS

Reduction of CD39 mRNA expression in arteries of hypertensive animals.

Among all actors of purinergic signaling, from P2 receptors, nucleotide releasing
hemichannels (connexins, pannexins) to ectonucleotidases, investigated by RTqPCR
in resistance arteries in 2 models of hypertension, induced either pharmacologically
in Angll-infused mice or genetically in SHR rats, CD39 mRNA was the sole to be
redundantly decreased (data not shown). Indeed, transcript encoding CD39 in
mesenteric resistance arteries (MRA) was significantly decreased in three different
experimental models of hypertension, Angll-infused mice, SHR rats and also DOCA-
Salt treated mice (Fig. 1A, left panel). This decrease assessed in small muscular
arteries further extended to large elastic arteries (thoracic aorta) in the 2 mouse
models (Fig. 1A, right panel). In Angll-infused mice the decrease in CD39 mRNA
expression was correlated with an increase in heart weight associated with cardiac
remodeling, a hallmark of hypertension (Fig. 1B). No changes were found in lymphoid
organs of Angll treated animals (spleen and lymph nodes; Fig. 1C). Still, aging was
also associated with a drop in CD39 mRNA levels in MRA of 24-month-old mice

compared to 5-month-old animals (Fig. 1D).

Decrease of CD39 protein and activity in Angll-infused mice arteries.

Focusing on Angll-treated mice, we investigated CD39 protein expression and
tissular activity. Western blot analysis revealed a =30% decrease of CD39 protein in
abdominal aorta of Angll-treated mice (Fig. 2B) corroborating RTqPCR results.
Expression of CD39 was not significantly changed 13 days after the start of Angll
treatment, suggesting a slow regulatory process that likely occurs as a consequence
of hypertension (Fig. 2A). In order to evaluate the activity of CD39, we measured
hydrolysis of fluorescent etheno-ADP in aortic homogenate. A reduced hydrolysis of
etheno-ADP was measured in Angll-treated mice homogenates compared to control
mice (2.75 £ 0.13 vs. 3.16 = 0.16 ymol/mg/hour, respectively; Fig. 2C). Here again
the decrease of vascular CD39 activity negatively correlated to cardiac remodeling in

Angll-treated mice (Fig. 2D).

Decrease in circulating CD39 ADPase activity in serum of Angll-treated mice.
We further measured circulating ADPase activity in serum of Angll-treated mice.

Results showed a significant decrease in soluble ADPase activity in hypertensive
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mice after 21 days of treatment (0.15 + 0.01 vs. 0.21 £ 0.02 for control group, p<0.05;
Fig. 3B). Serum ADPase activity was abolished in Enfpd1-/- mice, demonstrating that
it mostly relies on CD39. Here again, in accordance with a delayed impact of
hypertension on CD39 protein expression, circulating ADPase activity was not
significantly reduced after 13 days of Angll treatment compared to non-treated

control animals (Fig. 3A).

Alteration of CD39 mRNA expression in response to pro-inflammatory
cytokines and mechanical strains

In order to identify elements underlying CD39 mRNA downregulation, we conducted
in vitro experiments to mimic the microenvironment of hypertension. We stimulated
endothelial cells (ECs) or vascular smooth muscle cells (VSMCs) with vasoactives
molecules and also pro- and anti-inflammatory cytokines potentially encountered in
the vascular wall with hypertension. Again, results showed a decrease in CD39
expression in ECs in response to pro-inflammatory cytokines interleukin 6 (IL-6) and
transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) (Table 1). In VSMCs, a reduction of
CD39 was measured in response to tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin 1 beta (IL1-B). Interestingly, CD39 expression was up-regulated by the
cytokine interleukin 27 (IL-27) corroborating recent reports on type 2 macrophages
and dendritic cells?*% (Table 1).

Besides pharmacological stimuli, we wanted to mimic in vitro mechanical strains
encountered in hypertension. Orbital shear stress upregulated CD39 expression in
mouse endothelial cells compared to static conditions (shown in supplemental, Fig.
S2) corroborating recent report of CD39 downregulation by turbulent flow compared
to laminar flow?*. Sinusoidal stretch was applied to ECs and VSMCs using Flexcell
method (15% elongation; 0.5 Hz) for 6, 24 and 72 hours. We first validated the effect
of stretch by evaluating the upregulation of Mmp2 in VSMCs® and Hif1-a in ECs®®
(Table S3). Contrasting with the effect of shear on ECs, cyclic stretch induced a
progressive decrease in CD39 mRNA with time in both VSMCs and ECs. This
decrease reached significant after 72h stretch both in VSMCs and ECs (Fig. 4).

Evaluation of vascular risk factors occurring in arteries holding reduced CD39
expression
Total deletion of CD39 in Entpd1-/- mouse has been reported on several occasions to

20,24,27

be associated with profound P2 receptors desensitization which might not be
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encountered in Entpd1+/- mice displaying half reduction in the ADPase activity.
Indeed, we measured a 45% and 82% reduction of the ADPase activity in aortic
homogenates of Entpd1+/- and Entpd1-/- mice respectively compared to wild-type
(shown in supplemental, Fig. S1), revealing the dominant contribution of CD39 in
vascular ADP hydrolysis as previous described and a gene dosage effect’®?*. Then,
to evaluate the potential consequences of CD39 decrease, we investigated arterial
expression of molecules linked to hypertension and the associated vascular
alterations by RTqPCR in Entpd1+/+, +/- and -/- mice.

Interestingly, while aortic gene expression of Entpdi-/- mice revealed a sole
significant increase in the inflammatory marker CXCR3 compared to WT mice,
Entpd1+/- mice showed altered gene expression in a comprehensive manner (Table
2). Alterations in aortic gene expression were associated to oxidative stress,
regarding to upregulation of NADPH oxidase subunit (Nox4) in Entpd1+/- mice and
dysregulation of endothelial permeability associated with increased Vegfr2 and
HSPG2 (perlecan) mRNA levels in Entpdi+/- mice. A non-significant increase was
observed for CD45 mRNA expression, suggesting an increased infiltration of
leukocytes in the vascular wall of Entpd1+/-. Finally, alterations in gene expression in
Entpd1+/- were associated to pro-fibrotic processes (extracellular matrix
reorganization and collagen deposition) evidenced by an up-regulation of connective
tissues growth factor (Ctgf) mRNA and up- and down-regulation of Mmp9/Timp1 ratio
and Mmp2/Timp2 ratio, respectively.

10



DISCUSSION

Hypertension is associated with early and late vascular alterations including arterial
remodeling and endothelial dysfunction. In the present work, we showed that CD39
decrease occurs in the vasculature of three different experimental model of
hypertension. Considering the numerous vasculoprotector roles described for CD39,
we anticipate that this decrease may worsen the vascular prognostic of hypertension.
A tissue specific effect - We found that CD39 expression is altered in arteries but
not in lymphoid organs (spleen; lymph nodes) neither in kidneys (data not shown and
%) of Angll-treated animals suggesting a vascular specific downregulation of CD39 in
Angll-dependent hypertension. Despite both conductance (aorta) and resistant
arteries (MRA) were affected, the more pronounced drop in CD39 expression in
thoracic aorta (=50%) compared to MRA (=25%) might however suggest that large
elastic arteries could be preferentially affected.

On the molecular nature of CD39 downregulation - Experiments conducted in
vitro highlighted downregulation of CD39 by pro-inflammatory cytokines and
mechanical stretch. We report here, for the first time, a decrease in CD39 mRNA
expression in VSMCs in response to pro inflammatory molecules TNF-a and 1L1-3.
TNF-a is well known to mediate vascular damage especially on endothelial cells in
resistant hypertension®. Importantly, Robson et al. highlighted an oxidative
inactivation of endothelial CD39 by TNF-a, resulting in an alteration of ADP-

dependent platelet recruitment®

. TNF-a is responsible for pro-inflammatory events,
modulation of VSMC phenotype and matrix remodeling®'. Our present data suggest
that VSMC phenotypic changes may be related to P2 receptor signaling alteration
due to profound CD39 downregulation. In monocytes and macrophages, P2X7
receptor activation by ATP induces pro-inflammatory cytokines such as IL-13 and IL-
18 secretion®*®, this secretion is regulated by CD39 in macrophages®. Monocytes
are also responsible for VSMC proliferation by IL-18 and IL-18 action leading to vein
thickening, suggesting a cross-talk between VSMCs and monocytes, in part by IL-13
production35. This suggests that hypertrophy remodeling may be due to CD39
decrease and thus exacerbated P2 receptor activation.

By contrast, CD39 was upregulated in response to IL-27. IL-27 is produced by
activated antigen presenting cells including monocytes, endothelial cells and
dendritic cells and promotes immuno-suppression. A link between CD39 and IL-27

was recently reported on dendritic cells and tumor-associated macrophages®>%2. In

11



both cases, IL-27-dependent CD39 increase was associated to the acquisition of
immuno-regulatory/immuno-suppressive phenotype. Our present data suggest that
the effect of IL-27 is not restrained to immune cells but also apply to VSMCs.

In ECs, we found that CD39 was downregulated by IL-6 and TGF-B1, with no effect
of IL-27 or TNF-a in contrast to VSMCs. IL-6 plays a central role in hypertension
since mice deficient for the gene encoding the cytokine are protected against Angll-
dependent hypertension36. Importantly, Thiolat et al. showed that IL-6 receptor
blockade enhances immunosuppressive phenotype in T regulatory cells¥, pointing
on a common mechanism of downregulation of CD39 by IL-6 in immune and non
immune cells. Since we did not observe direct effect of Angll on CD39 in vitro, it is
likely that IL-6 (and other cytokines) may represent an intermediate between Angll
AT1R activation and CD39 downregulation.

TGF-B1 is an anti-inflammatory but also a profibrotic cytokine. ECs exposed to TGF-
B1 undergo endothelial-mesenchymal transition which results in endothelial
phenotype loss and appearance of markers of myofibroblastic differentiation and
therefore to fibrosis*®3°. Noteworthy, several P2 receptors participate in cardiac,
vascular and lung fibrosis*®. One can hypothesize that the profibrotic action of TGF-
B1 partly relies on CD39 downregulation and enhanced P2 receptor activation.
Mechanical forces modulate CD39 expression. Shear stress upregulated CD39 on
ECs while stretch downregutaled the enzyme on both ECs and VSMCs. Kanthi et al.
recently reported that endothelial CD39 is upregulated by laminar flow in vivo and in
vitro demonstrating the potential regulation of the enzyme by mechanical forces®* (ie
shear stress). In conditions of high blood pressure, increased tangential forces are
imposed to vascular wall and stimulate hypertrophic remodeling‘”. CD39 transcription
is reduced by cell stretch, in both VSMCs and ECs. Interestingly, it has been
described that a mechanical stretch applied to VSMCs induced cytokine secretion
such as TNF-a, leading to modulation of gene expression and cellular function®?. In
this work, we link CD39 downregulation to both TNF-a and mechanical stretch
independently, however an overlap of the two pathways is not excluded.

Then vascular CD39 is sensitive to pro-inflammatory environment associated to
immune infiltration and cell stretch imposed by increased tangential forces when
blood pressure rises. Future experiments are necessary to define how
proinflammatory molecules and cell strains (or their combination) are responsible for

CD39 down regulation in vascular cells.

12



Consequences of decreased CD39 - Decrease in ectonucleotidase activity
increases pericellular nucleotide bioavailability and results in increased P2 receptor
activation. Knowing in witch extent ATPDase activity is reduced on ECs and VSMCs
(or other vascular cells ie pericytes or fibroblast) would allow anticipating
consequences on vascular homeostasis.

In VSMCs, drop in ATPDase activity, by increasing nucleotide bioavailability and P2
receptor activation, will likely enhance constriction' and occasionally excessive
proliferation (hypertrophic remodeling)43. We and others recently reported that P2Y¢
receptor participates to microvascular tone, pathological elevation of blood pressure
and fibrosis caused by Angll infusion***®. Deficiency of CD39 strongly exacerbated
P2Yes-dependent vasoconstriction in vitro and one can anticipate that this
phenomenon may worsen hypertension in vivo. The contribution of P2X7 receptors
was evidenced in blood pressure elevation in DOCA-salt mice*®. This contribution to
pathological elevation of blood pressure was based on renal damage. Here again, a
drop in CD39 might exacerbate deleterious activation of P2X7 receptors.

In healthy ECs, beside the anti aggregating properties of nitric oxide NO and
prostacyclin (PGl,), platelet activation regulation resides in the hydrolysis of the key
platelet activator ADP by CD39%°%. In addition, CD39 prevents endothelial
permeability by contributing to adenosine generation48. Altogether, these results
suggest that a reduction of CD39, such as this encountered in hypertension, may
increase platelet activation, promote vascular permeability and favor immune cells
infiltration impacting vascular remodeling and thrombogenesis.

Other risk factors associated to CD39 decrease - Ageing is considered as a
cardiovascular risk factor. Interestingly, we showed that CD39 was decreased by half
in thoracic aorta of aged mice compared to young adult animals. Other data from the
literature suggest that CD39 disappearance may constitute a common trait of various
vascular dysfunctions. Endothelial activation after a xenotransplantation is a well
documented example associated to CD39 downregulation*®. Mercier et al. correlated
a decrease in CD39 expression with pre atherosclerotic state leading to local
accumulation of ATP and ADP at sites of atherogenesisso. Finally, the ATPDase
activity in blood vessels from patients with aortic aneurism is decreased®’.

Potential therapeutic treatment - The vascular protection of CD39 against
thrombosis and ischemia reperfusion injury has led researchers to take an interest in
its therapeutic potential. This proof of concept has been validated by recent works

that bring into evidence a protective effect of soluble recombinant forms of

13



nucleotidases to counter thrombosis by scavenging pro aggregating ADP*? and
reperfusion lesions by generating anti-inflammatory adenosine®. In the context of
hypertension few data are available, however it has been shown that transgenic mice
systemically overexpressing CD39 are protected against preeclampsia in a model of
Th1 lymphocyte injection®. More recently, Visovatti et al. demonstrated a protective
role of apyrase, a soluble enzyme with similar activity to CD39, in pulmonary arterial
hypertension in Entpd1-/- mice®®. In the context of primary hypertension, the potential
protection by administration of a soluble form of CD39 or equivalent ATPDase
undoubtedly deserves special attention.

Increased endothelial CD39 activity was associated to treatment with simvastatin.
This induction was thought to inhibit the pro-inflammatory and pro-thrombotic effects
of IL-17 and TNF-a on endothelial cells®. These data suggest that IL-27 and/or statin
may ameliorate vascular prognosis in the context of vascular pathologies including
hypertension by increasing CD39 in vivo.

Soluble CD39 activity - It has been recently reported that many soluble nucleotidase
and kinase activities exist in the blood circulation®’. Among these, ADPase activity is
largely dependent on CD39, (abrogated in Entod1-/- mice; Figure 2C and *®). Here,
we evidenced a significant decrease of soluble ADPase activity specific to CD39 in
the circulation of hypertensive mice. These data are in agreement with the recent
work of Jalkanen et al. who reported that levels of ADP in sera of hypertensive
patients were significantly increased, probably as a consequence of decreased CD39
activity *°. Circulating ADPase activity may serve as a potential biomarker in primary

hypertension.

To conclude, our data show that arterial expression and functionality of CD39 is
decreased in hypertension. Reduced nucleotidase activity may enhance pathology-
associated vascular damage, increasing endothelial permeability and inflammation

and increasing risk of end organ damage and thrombogenesis.
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Figure 1. Alteration of vascular CD39 mRNA expression in hypertensive mice. (A) Vascular CD39 mRNA
expression in MRA (left panel) and thoracic aorta (right panel) in three different models of hypertension.
Correlation between left ventricular hypertrophy and CD39 mRNA expression on thoracic aorta of Angll-
infused mice (B). CD39 expression in immune tissues (spleen and lymph nodes) (C). CD39 mRNA expression
in MRA ageing mice (24 month-old) compared to 20 week-old mice (D). Each experimental models of
hypertension were compared to their own control. Data are presented as means * SEM. * p < 0.05, ** p <
0.01 and *** p < 0.001 (Student’s t-test) vs. wild-type controls. 22
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Figure 2. CD39 protein expression and ADPase activity in hypertensive mice. Quantification of CD39
protein expression from abdominal aorta was assessed by Western Blot and normalized to SMCa actine,
after 12 days (A) and 21 days (B) of Angll treatment. Measurement of ADPase activity from abdominal aorta
specific to CD39 was assessed by HPLC method using abdominal aorta of Entpd1-/- mice as negative control
(C). Correlation between left ventricular hypertrophy and ADPase activity on abdominal aorta of Angll-
infused mice (D). Data are presented as means = SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01 and **** p < 0.0001

(Student’s t-test) vs. wild-type controls. 23
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Figure 3. Soluble ADPase activity in serum of Angll-infused mice. ADP hydrolysis in sera after 12 days (A)
and 21 days (B) of Angll treatment. This activity is abolished in Entpd1-/- mice showing the markedly
contribution of CD39 to the measured reaction. Data are presented as means + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01
and *** p < 0.001 (One-way ANOVA test) vs. wild-type controls. 24



Figure 4
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expression on VSMCs (A) and ECs (B) after mechanical stretch for 6, 24 and 72. Data are presented as means

+ SEM. * p < 0.05 (One-way ANOVA test; vs. time match control). 55



Table 1

Smooth Muscle Cells Endothelial Cells

Fold change % conpared to unstimulated + SEM p-Value* Fold change % conpared to unstimulated + SEM p-Value*

TNF-a 61.2+5.3 p<0.05* TNF-a 80.9+7.6 ns
IFN-y 141+ 44.4 ns IFN-y 106 + 7.4 ns
Mcp1 125.3+3.5 ns Mcp1 127.7 £ 14 ns

IL-6 116.1+£6.3 ns IL-6 61.6+6.2 p<0.05*
IL-1B 474+4.4 p <0.01* IL-1B 83.4+10.1 ns
IL-27 182.2+5.4 p < 0.001 *** IL-27 100.6 + 6.1 ns
IL-17a 142 + 20.6 ns IL-17a 113+9.8 ns
IL-12 95.3+441 ns IL-12 97 + 8.6 ns
IL-10 126.2+27.3 ns IL-10 122.7+ 16 ns

TGF-g1 78.5+ 4.1 ns TGF-B1 51+6.6 p<0.01*
Angll 103.3+ 10.1 ns Angll 89.8+12.6 ns
ET-1 93.4+4.2 ns ET-1 106.1 £ 12 ns
ATP 82.2+5.8 ns ATP 136.9+6.4 ns
ADP 79.7+11.4 ns ADP 119.8 + 14.1 ns
UTP 77.1+10 ns UTP 95+ 11.1 ns
UDP 93+4.2 ns UDP 85.4+13.9 ns
ADO 107.5+11.4 ns ADO 125.2+12.6 ns

Table 1. CD39 expression vascular. Expression of CD39 in ECs and VSMCs stimulated in the presence of pro
inflammatory cytokines, endotheline-1 (ET-1), Angll, nucleotides and nucleosides for 24h. Source and
concentrations of molecules used are listed in supplemental Table 1. Means * SEM are represented.
Comparison was done using one-way ANOVA vs controls; p values are shown. 26



Table 2

Entodi+/s Entod1+/- ' Entpd1-/-
mean SEM mean SEM p mean SEM p
Inflammation

CD45 Ptopre 2,5E-03 1,9E-04 | 4,1E-03 9,1E-04 0,06 | 3,5E-03 4,5E-04 0,16

F4/80 Emr1 8,7E-03 1,2E-03 | 8,9E-03 1,4E-03 0,94 8,5E-03 1,1E-03 0,86

Cxcr3 Cxcr3 6,7E-03 2,1E-03 | 8,0E-03 8,3E-04 0,81 1,8E-02 4,7E-03 0,03

Cox2 Ptgs2 1,1E-02 3,6E-03 | 2,3E-02 5,4E-03 0,1 2,5E-02 5,0E-03 0,05

-6 -6 5,1E-03 8,9E-04 | 3,3E-03 9,2E-04 0,22 6,1E-03 1,1E-03 0,45

Mcp1 Ccl2 4,0E-02 1,7E-02 | 1,6E-02 3,9E-03 0,17 1,9E-02 3,7E-03 0,19

Cxcl2 Cxcl2 2,1E-02 7,5E-03 | 4,5E-03 1,7E-03 0,053 | 1,2E-02 2,1E-03 0,23

Inducible nitric oxide synthase Nos2 3,8E-03 8,4E-04 | 4,9E-03 6,6E-04 0,35 4,0E-03 8,2E-04 0,86

Oxidative stress
Cybb Gp91-phox 1,2E-02 3,0E-03 | 1,2E-02 2,2E-03 0,91 1,4E-02 2,0E-03 0,49

Superoxide dismutase-1 Sod1 1,0E+01 1,0E+00 | 9,4E+00 7,8E-01 0,61 1,0E+01  9,5E-01 0,99
Superoxide dismutase-2 Sod2 9,7E+00 1,1E+00 | 1,5E+01 3,7E+00 0,11 9,1E+00 1,4E+00 0,82
NADPH oxidase 4 Nox4 4,7E-02 6,1E-03 | 9,8E-02 27E-02 0,02 | 51E-02 9,0E-03 0,82
Cell adhesion
Vascular cell adhesion molecule-1 Veam1 3,4E-02 6,0E-03 | 4,6E-02 8,3E-03 0,177 | 3,3E-02 3,0E-03 0,91
Intercellular adhesion molecule-1 lcam1 1,6E-02 3,0E-03 | 1,7E-02 3,2E-03 0,62 1,9E-02 3,9E-03 0,36
E-selectin Sele 7,3E-03 1,8E-03 | 1,6E-02 3,2E-03 0,053 | 1,3E-02 3,4E-03 0,16
Matrice proteolysis

Matrix metalloproteinase-2 Mmp2 2,8E-02 3,4E-03 | 3,4E-02 9,8E-03 0,52 3,3E-02 4,7E-03 0,52
Matrix metalloproteinase-9 Mmp9 1,5E-03 2,7E-04 | 1,6E-03 1,0E-04 085 1,1E-03 1,6E-04 0,22

Tissue inhibitor of metalloproteinase-1 Timp1 2,0E-02 2,0E-03 | 2,4E-02 5,2E-03 0,4 2,8E-02 3,5E-03 0,1
Tissue inhibitor of metalloproteinase-2 Timp2 6,8E-01 1,4E-01 | 94E-01 3,1E-01 0,32 6,6E-01  1,1E-01 0,96

Mmp9/Timp1 53E-02 1,1E-02 | 9,5E-02 2,3E-02 0,049 | 3,7E-02 3,7E-03 0,38
Mmp2/Timp2 59E-02 1,9E-03 | 3,8E-02 1,1E-02 0,04 | 52E-02 4,8E-03 0,36

Plasminogen activator Inhibitor-1 Serpinet 2,7E-02 8,2E-03 | 2,5E-02 9,6E-03 0,83 1,7E-02  3,8E-03 0,35
Neutrophil elastase Elan 4,7E-03 1,4E-03 | 9,9E-03 1,8E-03 0,22 | 73E-03 28E-03 046
Cathepsin G Ctsg 1,7E-02 3,9E-03 | 1,1E-02 6,2E-03 035 | 6,6E-03 24E-03 0,06
Thromboregulation
Thrombomodulin Thbd 2,1E-02 2,2E-03 | 3,1E-02 4,4E-03 0,14 | 2,8E-02 4,8E-03 024
Heparan sulfate proteoglycan Hspg2 6,2E-02 1,2E-02 | 1,9E-01 4,5E-02 0,002 | 7,5E-02 1,7E-02 0,66
Fibrosis
Conective tissue growth factor Ctgf 6,1E-01 8,9E-02 | 1,1E+00 3,7E-01 0,055 | 4,6E-01 5,3E-02 0,5
Tissue growth factor-beta-1 Tgfb 5,7E-02 1,1E-02 | 6,5E-02 7,4E-03 0,57 | 6,3E-02 7,6E-03 0,63
Collagen-1 Coll1A1 8,8E-02 1,4E-02 | 14E-01 3,9E-02 0,16 | 8,4E-02 1,8E-02 0,9
Vascular permeability
Vascular endothelial growth factor-a Vegfa 1,2E-01  2,3E-02 | 1,6E-01 2,1E-02 0,27 1,3E-01 1,3E-02 0,81
Vascular endothelial growth factor receptor-2 Kdr 1,8E-02 2,4E-03 | 2,8E-02 24E-03 0,02 | 19E-02 28E-03 0,67
Hypoxia inducible factor Hifla 1,5E-01  1,3E-02 | 2,0E-01 1,7E-02 0,08 1,7E-01  2,1E-02 0,43
Endothelial nitric oxide synthase Nos3 51E-02 9,5E-03 | 5,7E-02 4,3E-03 0,61 5,3E-02 8,2E-03 0,81

Table 2. Gene expression alteration in Entpd1+/- mice in aorta. Expression of genes involved in several
processes leading to vascular remodeling on aorta (with perivascular fat) was investigated using RTqPCR.
Most of expressional alterations which occurs in hypertension were found in Entpd1+/- mice. Data are
presented as means + SEM (N=4 to 6) . Comparison was done using One-way ANOVA test, p values vs

controls are represented. 57



Figure S1
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Supplemental Figure 1. ADPase activity in mouse abdominal aortic homogenates was measured by HPLC
using fluorescence etheno-ADP as substrate as describe in methods. Entpd1+/- mice display 50% ADPase
activity reduction compared to wild-type (1.82 + 0.2 vs. 3.3 + 0.3 nmol/ug protein/hour). Approximately
85% ADPase activity is lost in Entpd1-/- mice compared to wild-type activity (0.24 + 0.02 vs. 3.3 + 0.3 nmol /
ug / hour). These results confirmed 50% of CD39 reduction in Entpd1+/-. Data are presented as means +

SEM (n=4-6 per group). *** p < 0.001 (Student’s t-test) vs. control cells. )8



Figure S2
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Supplemental Figure 2. Orbital shear stress induces up-regulation of CD39 mRNA expression in vitro.
Endothelial cells were exposed to orbital shear stress (210 rpm = 11.5 dynes/cm?) for 24 hours by using an
orbital shaker as previously described (Dardik et al. J. Vasc. Surg 2005). CD39 mRNA expression was
normalized to reference gene and compared to cells cultured in static condition. Data represent the mean +

SEM of 3 independent experiments. ** p < 0.01 (Student’s t-test) vs. control cells. 59



Table S1

Recombinant molecules Concentrations Provider
Angll 1 ymol/L Bachem
endothelin-1 1 umol/L Sigma-Aldrich

ATP 100 umol/L Sigma-Aldrich
ADP 100 umol/L Sigma-Aldrich
ADO 100 pmol/L Sigma-Aldrich
UTP 100 pmol/L Sigma-Aldrich
UDP 100 pmol/L Sigma-Aldrich
rh TNF-a 3500 U/ml R&D System
m IL-18 10 ng/ml Immunotools
m IL-27 20 ng/ml R&D System
m IL-17a 50 ng/ml eBioscience
m IL-6 50 ng/ml Immunotools
m TGF-1 10 ng/ml Peprotech
m Mcp1/Ccl2 50 ng/mi R&D System
m IFN-y 1 ng/ml Immunotools
m IL-10 50 ng/ml Immunotools
m IL-12 30 ng/ml Miltenyi
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Table S2

Gene Protein Gene ID Ams|iozI|:on forward reverse
Actgl ACTIN G1 NM_009609.2 61 gagcacgctgtagatgagaaag gatcactcagtggtgctcaca
Ccl2 bis MCP1 NM_011333.3 75 gcctgctgttcacagttge caggtgagtggggcgtta
Cd3e CD3e NM_007648.4 93 ccagcctcaaataaaaacacg gatgattatggctactgctgtca
Collal Collal NM_007742.3 94 catgttcagctttgtggacct gcagctgacttcagggatgt
Ctgf Ctgf NM_010217.2 112 tgacctggaggaaaacattaaga agccctgtatgtcttcacactg
Ctsg Cathepsin G NM_007800.2 91 acggttctggaaagatgcag tctcggcectccaatgatct
Cxcl2 ter MIP2 NM_009140.2 102 aacatccagagcttgagtgtga ttcagggtcaaggcaaactt
Cxcr3 Cxcr3 (CD183) NM_009910 89 gcagcacgagacctgacc ggcatctagcacttgacgttc
Cyba p22-phox NM_007806.3 94 tgccctccacttectgtt gcagatagatcacactggcaat
Cybb Gp91-phox NM_007807.4 71 gaggttggttcggttttgg gttttgaaagggtgggtgac
Ela-2 Neutrophile Elastase NM_015779.2 94 tggaggtcatttctgtggtg ctgcactgaccggaaatttag
Emrl F4/80 NM_010130 113 gcaaggagaatgagtccattaac tgagacaaaagccactcctg
Entpd1 CD39 NM_009848.3 76 ctcctgcaaggctataacttcac gcgttgctgtctttgatcttg
Gapdh GAPDH NM_008084.2 121 ccggggctggceattgctctc ggggtgggtggtccagggtt
GP5 glycoprotéine 5 NM_008148.4 81 tggcgtgccattacactatt ttctgaagagaggggagaagaa
Gusb GUSB NM_010368.1 72 ctctggtggccttacctgat cagttgttgtcaccttcacctc
Hifla HIFla NM_010431.2 104 gcactagacaaagttcacctgaga |[cgctatccacatcaaagcaa
Hprt HPRT NM_013556.2 125 ggggtgggtggtccagggtt aagacattctttccagttaaagttgag
Hspg2 Hspg2 NM_008305.3 95 caccttcgctggctcaag tggcagctctggtctaagttc
Icam1l ICAM NM_010493.2 80 gctaccatcaccgtgtattcg aggtccttgcctacttgctg
Il6 IL-6 NM_031168.1 84 gatggatgctaccaaactgga ccaggtagctatggtactccagaa
Itgam CD11b NM_001082960.1 64 caatagccagcctcagtgce gagcccaggggagaagtg
Kdr VegfR2 NM_010612.2 65 cagtggtactggcagctagaag acaagcatacgggcttgttt
Mmp2 MMP2 (gelatinase A) NM_008610.2 74 gtgggacaagaaccagatcac gcatcatccacggtttcag
Mmp9 MMP9 (gelatinase B) NM_013599.2 108 ttctggcacacgcectttc ccatagtaagtggggatcacg
Ncfl p47phox NM_010876.2 102 gaggttgggtccctgceat gctttgatggttacatacggttc
Ncf2 p67phox NM_010877.4 75 ccaagacaacttttctggcttc ttctggggttttgggtctg
Nos2 iNOS NM_010927.3 65 ctttgccacggacgagac tcattgtactctgagggctgac
Nos3 eNOS NM_008713.4 65 ccagtgccctgcttcatc gcagggcaagttaggatcag
Nox4 NOX4 NM_015760.4 69 ctggaagaacccaagttcca aaaggcacaaaggtccagaa
Nt5e CD73 NM_011851.4 76 ccattgatgagaagaacaatggta gtcaaatgtccctccaaagg
PF4 platelet factor 4 NM_019932.4 93 tgggatccatcttaagcaca ccattcttcagggtggctat
Ptgs2 bis COX2 NM_011198.3 109 gggagtctggaacattgtgaa gcacattgtaagtaggtggactgt
Ptprc CD45 NM_011210 111 cgggatgagacagttgatga gtattctgcgcacttgttcct
Sele E-selectin NM_011345.2 67 tcctctggagagtggagtgce ggtgggtcaaagcttcacat
Serpinel Serpinel (PAI1) NM_008871 80 ggcacctttgaatactcagga tttcccagagaccagaacca
Sod1 SOD1 NM_011434.1 78 caggacctcattttaatcctcac tgcccaggtctccaacat
Sod2 SOD2 mitochondriale NM_013671.3 68 gacccattgcaaggaacaa gtagtaagcgtgctcccacac
Tgfbl Tgf-betal NM_011577.1 70 tggagcaacatgtggaactc cagcagccggttaccaag
Thbd Thrombomodulin NM_009378.3 62 tggcgataaccacaccagt agagtggagccgtctggtc
Timp bis TIMP1 NM_011593.2 93 catggaaagcctctgtggat gatgtgcaaatttccgttcc
Timp2 TIMP2 NM_011594 60 ttttgcaatgcagacgtagtg ggaatccacctccttctcg
Vcam1l VCAM1 NM_011693.2 110 tgattgggagagacaaagca aacaaccgaatccccaactt
Vegfa bis Vegfa NM_001025250.3 74 aaacgaaagcgcaagaaatc atgctttctccgcetctgaac
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Table S3

Vascular smooth muscle cells

Fold change compared to time control
Stimulation time 6 24 72
Mmp2 0,80 + 0,05 1,29 + 0,15 1,83 £ 0,19 **
Icam-1 0.76 £ 0.22 0.75 £ 0.12 1.09 £ 0.19
Vcam-1 0.32 +£ 0.28 1.26 £ 0.4 2.09 £ 0.39 **
Hifl-a 0.84 £ 0.22 1.14 £ 0.15 1.78 + 0.65
Endothelial
cells
Fold change compared to time control
Stimulation time 6 24 72
Mmp2 0.82 +£ 0.33 0.94 £ 0.42 0.71 £ 0.40
Icam-1 1.02 £ 0.24 1.39 £ 0.76 0.68 £ 0.14
Vcam-1 1.54 £ 0.26 1.58 + 0.54 0.67 £ 0.15
Hifl-a 1.59 + 0.24 * 1.20 + 0.06 1.42 £ 0.06

Supplemental Table 3. Gene expression variation evaluated by RTqPCR in ECs and VSMCs submitted to
cyclic stretch (15%, 0,5Hz). Data represent the mean + SEM of 3 independent experiments. * p < 0,05, ** p
< 0.01 (Student’s t-test) vs. time match control. 39



DEUXIEME ETUDE :

EFFET DU TRAITEMENT PAR L'APYRASE ET ROLE
DE CD39 DANS LES ALTERATIONS VASCULAIRES
LIEES A L'HTA
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1- Introduction

1-1- Rationnel de I'étude

Le rationnel de ce projet s’articule autour des points suivants :

Nous avons montré que l’‘expression et |‘activité artérielle du CD39 est diminuée dans
I'HTA.

Les effets immuno- et thrombo-modérateurs de CD39 sont bien documentés.

Plusieurs récepteurs P2 contribuent au développement de I'HTA dans différents modeéles

expérimentaux chez I'animal.

1-2- Modele expérimental d’hypertension

Nous avons utilisé deux doses d'AngIl différentes pour notre étude. Dans un premier
temps, un traitement par |'apyrase a été réalisé avec une dose d’AngIl d’1mg/kg/J (12
jours) connue pour entrainer une forte augmentation de pression artérielle, un stress
oxydatif, une inflammation et un remodelage structurel vasculaire important. Dans un
second temps, I'hypertension chez les souris Entpd1™ et Entpdl”” a été induite par
infusion d’AngIl a une dose de 0,5mg/kg/] (21 jours) considérée comme une dose
intermédiaire/faible (Kawada et al. 2002). Cette seconde dose plus faible a été choisie de
facon a pouvoir induire une HTA modérée afin de pouvoir mettre en évidence une

influence des différents génotypes étudiés.

1-3- Modele de souris déficientes pour CD39

Modeéle de souris Entpd1*/~ et Entpd1” : ou la déficience peut révéler un
phénotype paradoxal

Les souris déficientes pour CD39 ont été générées par recombinaison homologue tel que
précédemment décrit (Enjyoji et al. 1999). Elles nous ont été fournies par le Professeur
SC Robson. Afin d’étudier le r6le de CD39 dans I'HTA, nous avons utilisé des souris
homozygotes knock-out (Entpd1”") mais également des souris hétérozygotes (Entpd1*’").
Ce choix a été motivé par de nombreuses études mettant en évidence un phénotype
paradoxal des souris Entpd1™/" lié a une désensibilisation de certains récepteurs
P2. L'exemple le mieux documenté est celui de lI'impact de la délétion de CD39 sur
l'agrégation plaquettaire. Les souris Entpdl” présentent une fonction plaquettaire

hémostatique altérée in vivo (temps de saignement prolongé) et ex vivo (plasma riche en
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plaquettes). Ces résultats sont paradoxaux dans la mesure ou |l'absence de CD39 de la
surface de I’endothélium (et des leucocytes circulants), en augmentant les concentrations
extracellulaires d’ADP, devrait entrainer une agrégation plaquettaire exacerbée. Ce
phénoméne, qui s’estompe in vitro, est expliqué par une désensibilisation persistante du
récepteur P2Y1 des plaquettes in vivo (Enjyoji et al. 1999). Suivant ce méme schéma, le
récepteur P2Y1 endothélial de I'aorte est plus sensible a la désensibilisation par I’ADP in
vitro chez les souris Entpd1”” (Kauffenstein, Fiirstenau, et al. 2010). Le récepteur P2X1
exprimé par le muscle lisse des canaux déférents est également désensibilisé. La perte
de fonction contractile se traduisant, dans ce cas, par une baisse de la fertilité des souris
males Entpd1”" (Kauffenstein et al. 2014). En revanche, certains récepteurs comme le
récepteur P2Y6 qui désensibilise trés peu (Robaye et al. 1997), peuvent étre suractivés
chez la souris (Kauffenstein et al. 2012). En conclusion, le phénotype des souris Entpd1””
méle suractivation et désensibilisation de récepteurs et peut, dans certains cas, s'avérer
complexe pour linterprétation. Pour cette raison, nous avons prété une attention
particuliére aux résultats obtenus avec les souris Entpd1* qui présentent une réduction
de 50% de la protéine et de l'activité CD39 (Cf partie 2-2). Dans ce modéle, a notre

connaissance, aucune désensibilisation n‘a été rapportée.

1-4- Objectif de I'étude

Aprés avoir démontré la baisse significative de I'expression de CD39 dans I'HTA, deux
approches ont été utilisées de maniére a mettre en évidence |'effet vasculo-protecteur de
CD39 d‘une part et de tester le potentiel thérapeutique de son activité dans un modeéle

d'HTA induite par infusion d’AngllI chez la souris d'autre part.

i) le traitement des animaux avec une ATPDase soluble, I'apyrase.
i) I'utilisation de souris déficientes pour CD39, hétérozygotes (Entpd1*’") et knock-out
(Entpd1™").
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2- Reésultats

2-1- Effet d’'une ATPDase de substitution, l'apyrase, dans le

développement de I'hypertension

Dans la premiére partie de mon travail, nous avons mis en évidence une diminution de
I'expression et de l'activité de CD39 dans les artéres de souris hypertendues. Au vu de
cette diminution, nous avons décidé de supplémenter les souris traitées a I’AnglIl avec de

I'apyrase, enzyme soluble qui porte une activité ATPDase similaire a celle de CD39.

2-1-1- L'effet de I'apyrase sur la pression artérielle dans I'hypertension

La mesure de la pression artérielle montre une augmentation significative de la PAS chez
les souris traitées a I’AnglI aprés 12 jours en comparaison avec les souris Sham (150,0 %
4,4 vs. 124,2 * 2,357 mmHg). Cette augmentation observée chez les souris
hypertendues est aboli chez les souris traitées a I’AngII + |'apyrase (150,0 = 4,4mmHg
vs. 132,0 £ 3,1) qui affichent une pression similaire aux souris Sham (Figure 18). Ces
résultats suggérent un role protecteur d’un traitement par I'apyrase dans I'augmentation

de pression artérielle systolique en réponse a un traitement a I’AngiII.

Systolic blood pressure

160+

150+

B 140 .
T Systolic blood pressure
£
& 130 1607
v " Il Sham
e [ Angll
120 < 140- E= Angll + apyrase
-e- Sham E
: - Angll —
1104 : = Angll + apyrase % 120-
— T T T T w
A 2 5 8 11
Days of Angll treatment 100-

Figure 18 : Pression artérielle systolique

Panel de gauche : Cinétique de la pression artérielle systolique. Panel de droite :

représentation graphique de la moyenne des 2 derniers jours de traitement de la
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pression artérielle systolique (Sham n=15; Angll * apyrase n=17). Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

2-1-2- L'effet de l'apyrase sur le remodelage cardiaque et aortique dans

I’'hypertension

L'étude du remodelage cardiaque, par la pesée du ventricule gauche (VG), permet
d’évaluer l'augmentation de |’épaisseur du myocarde, le remodelage hypertrophique
cardiague. Un remodelage significatif du ventricule gauche du cceur est observé chez les
souris hypertendues traitées a I’AngIl en comparaison avec les souris Sham (110,9 + 4,3
vs. 100,9 £ 2,7 mg). Ce remodelage ne s’opére pas chez les souris traitées a I’AngIl +

I'apyrase par rapport aux souris Sham (98,8 £ 3,5 vs. 100,9 £ 2,7 mg) (Figure 19).

De la méme fagon, I'étude histomorphométrique montre une augmentation de I'épaisseur
de l'aorte chez les souris traitées a I’AngIl comparées aux souris non traitées (42 + 3,5
vs. 32,1 £ 2,4 um). Ce remodelage est aboli chez les souris traitées a I’AngII + |'apyrase
(32,4 £ 2,2 um).
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Figure 19 : Remodelage cardiaque et aortique

Panel de gauche : poids du ventricule gauche normalisé au poids du corps (Sham n=15 ;
Angll n=14 ; AngIl + apyrase n=15). Panel de droite : épaisseur de la paroi aortique
(Sham n=9; AngIl n=9; Angll + apyrase n=10). Les résultats sont exprimés en
moyenne £ SEM. * p <0.05.
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Ces résultats indiquent que le traitement par |‘apyrase prévient les remodelages

cardiaques et aortiques induits par un traitement a I’AnglIL.

2-1-3- L'effet de I'apyrase sur les facteurs impliqués dans le remodelage

vasculaire pathologique

Nous nous sommes intéressés a évaluer |'effet de |'apyrase dans les processus impliqués
dans I'évolution pathologique des arteres de I'animal hypertendu. Les facteurs impliqués
ont été quantifiés par RT-PCR quantitative. Les expériences ont été réalisées sur des
échantillons d’aorte thoracique en présence de la graisse périvasculaire pour évaluer
également |'expression des génes liés a l'infiltration leucocytaire périvasculaire. Différents
groupes de geénes ont été choisis de maniére a quantifier différents mécanismes

pathogéniques :

Nous avons étudié les génes impliqués dans lI'inflammation périvasculaire, incluant
les marqueurs de sous-populations leucocytaires ainsi que les molécules
d’adhésion et les facteurs impliqués dans la perméabilité endothéliale. Nous avons
également étudié |'expression des geénes impliqués dans la régulation du stress
oxydatif comme les sous-unités de la NADPH oxydase et les SOD, systéme de défense
contre le stress oxydant. Enfin, I'expression des génes impliqués dans la réorganisation
et la déstructuration de la MEC et dans la mise en place de la fibrose a été mesurée.

Un tableau contenant lI'expression de tous les génes étudiés (tableau 7) ainsi qu’une
représentation visuelle de I'expression de ces génes (Figure 37) se trouvent en annexe
(pages 130 et 131).

Pour résumé, la totalité des effets connus de I’AngIl sont clairement visibles et
quantifiables chez nos souris hypertendues (infiltration leucocytaire, stress oxydatif,
Mmp, fibrose...). Ces effets sont abolis dans le groupe de souris traitées a I’AngIl +

I'apyrase.

Le stress oxydatif vasculaire
Le stress oxydatif a été évalué au niveau de l'aorte thoracique chez ces mémes souris,
d’une part, par des expériences sur tissu révélant la génération d’espéces réactives de

I'oxygéne.
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Figure 20 : Stress oxydatif vasculaire

Panel du haut : génération de ROS évaluée par microscopie au niveau de la paroi
aortique (Sham n=12; Angll n=11; Angll + apyrase n=11). Panel du bas : niveaux
d’expression des ARNm des sous-unités de la NADPH oxydase, enzyme pro-oxydante et
des enzymes anti-oxydantes SOD1 et SOD2, dans l'aorte et sa graisse périvasculaire

(Sham n=15; Angll n=14; Angll + apyrase n=15). Les résultats sont exprimés en

moyenne £ SEM. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Les résultats montrent une augmentation significative de la génération de ROS associée a
la fluorescence du produit oxydé de la sonde DHE dans la paroi aortique de souris
hypertendues traitées a I’AngIl comparées aux souris Sham. Cette augmentation de ROS
n’‘est pas observée chez les souris traitées a I’Angll + |'apyrase.

L'étude par PCR quantitative montre une augmentation significative des ARNs messagers
des sous-unités de la NADPH oxydase (NOX2, P22-phox, P67-phox et P47-phox) chez les
souris hypertendues par rapport aux souris Sham. Cette augmentation est absente chez
les souris traitées par l'apyrase qui présentent des expressions similaires aux souris

Sham (Figure 20).

L'inflammation périvasculaire

Les expériences d'immunofluorescence sur tissu montrent une infiltration significative de
leucocytes totaux (CD45, marqueur des cellules immunitaires totales) dans la graisse
périvasculaire chez les souris hypertendues. Cette infiltration est normalisée chez les
souris traitées a I’AnglII + 'apyrase, suggérant une absence d’'inflammation périvasculaire
aprés un traitement par l'apyrase. Ce résultat est cohérent avec I'étude de |’'expression

de I’ARN messager codant pour CD45 par PCR quantitative (Figure 21).
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Figure 21 : Infiltration vasculaire des leucocytes

Panel de gauche: Infiltration leucocytaire quantifiéee en microscopie par
immunofluorescence du marquage CD45 dans l'aorte et sa graisse périvasculaire (Sham
n=4 ; Angll n=2 ; Angll + apyrase n=5). Panel de droite : Niveaux d’expression des

ARNmM codant pour CD45, marqueur des leucocytes totaux, normalisés a I'expression des

79



genes de référence (Sham n=15; Angll n=14 ; Angll + apyrase n=15). Les résultats

sont exprimés en moyenne = SEM. * p <0.05, ** p <0.01.

De la méme facon, une infiltration périvasculaire de macrophages (marquage F4/80) est
abolie chez les souris AngIl + apyrase. Ce résultat est cohérent avec ['élévation des
niveaux d’ARN messagers codant pour F4/80 mesurée dans les aortes + graisse
périvasculaire de souris traitées a I’Angll. En paralléle, nous observons une augmentation
significative de |'expression génique de Mrcl codant pour CD206, un marqueur des
macrophages de type M2, en réponse au traitement a I’Angll, suggérant d‘une
orientation de type M2 des macrophages infiltrant. Cette infiltration est par ailleurs

encore une fois normalisée chez les souris traitées par I'apyrase (Figure 22).
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Figure 22 : Infiltration vasculaire des macrophages
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Panel du haut : infiltration des macrophages par immunofluorescence dans |'aorte et sa
graisse périvasculaire (Sham n=5; Angll n=2 ; AngIl + apyrase n=5). Panel du bas :
Niveau d’expression des ARNm codant pour des marqueurs identifiant des macrophages
totaux Emr1 (F4/80) et une sous-population de type M2 Mrcl (CD206) (Sham n=15;
AnglIl n=14 ; Angll + apyrase n=15). Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM.,
** p <0.01, *** p <0.001.

Protéases matricielles et processus fibrotique

L'expression génique des facteurs impliqués dans les processus fibrotiques a également
été étudiée dans l'aorte et sa graisse périvasculaire. Les métalloprotéinases matricielles
Mmp2 et Mmp9 sont responsables de la dégradation de la MEC. Leur activité est régulée
par les Timps (Tissue inhibitor of metalloproteinases), leurs inhibiteurs endogénes.
L'analyse de l|'expression de ces différents génes montre une diminution du ratio
Mmp9/Timp1l (reflétant l'activité de Mmp9) et une augmentation significative du ratio
Mmp2/Timp2 chez les souris hypertendues traitées a I’AngIl par rapport aux souris
Sham. La encore, ces modifications ne sont plus observées chez les souris AngIl +
apyrase.

L'expression du TGF-B1, cytokine impliquée dans la fibrose, est augmentée
significativement chez les souris hypertendues. De méme, le Ctgf (Connective Tissue
Growth Factor), protéine de la MEC connue pour ses propriétés pro-fibrotique, et le
collagéne de type 1 (Collal) sont également surexprimés en réponse a I'’Angll. La
surexpression de ces genes est une nouvelle fois abolie chez les souris co-traitées par

I'apyrase (Figure 23).

Ces résultats suggerent un effet protecteur de I'apyrase dans la fibrose vasculaire dans le
contexte de I'HTA.
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Figure 23 : Protéases matricielles et processus fibrotique

Niveaux d’expression, normalisés a |'expression des génes de référence, des ARNmM
codant pour le collagéne de type I (Col1al) et des facteurs impliqués dans les processus
fibrotiques dans l'aorte et sa graisse périvasculaire (metalloprotéinases Mmp2, Mmp9 et
leurs régulateurs Timp1, Timp2 ; facteurs pro-fibrosants tels que Ctgf et Tgfbl (Sham
n=15; Angll n=14 ; Angll + apyrase n=15). Les résultats sont exprimés en moyenne =+
SEM. ** p <0.01.

En résumé, nous avons pu observer que notre modeéle par infusion d’AnglIl in vivo
entrainait une hypertension marquée dés une semaine de traitement, maintenue aprés
12 jours. Nous avons par ailleurs établi que cette hypertension s‘accompagnait d'un
stress oxydant, d’une infiltration périvasculaire de leucocytes dont macrophages, et d'un
remodelage hypertrophique marqué.

Ces différents paramétres étaient normalisés par le co-traitement avec l'apyrase des
souris AnglI.

L'étude d’'un effet thérapeutique de cette ectonucléotidase soluble impliquant une co-
administration de I’Angll et d'apyrase dans la pompe osmotique, il était nécessaire de
vérifier que l'apyrase n’interférait pas avec I’AngIl. Par conséquent, afin de valider
entierement notre traitement, nous avons vérifié in vitro I'effet de I'apyrase sur I’AngII en
étudiant la fonctionnalité de I’AngIl par suivi de la mobilisation calcique de CMLs en
culture.
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2-1-4- L'effet de I'apyrase sur I’AnglI in vitro

Nous avons évalué la mobilisation calcique mesurée par la sonde FURA2 dans les CMLs
en réponse a I’AngllI seule, et en réponse a I’Angll incubée avec de I'apyrase pendant 2,
6 et finalement 12 jours correspondant au temps du traitement a I’AnglII in vivo. L'Angll
incubée avec l'apyrase induit une mobilisation calcique moins importante que I’AnglI
seule sur les mémes CMLs. Ces résultats suggérent qu'il existe une interférence entre
I'apyrase et I’AnglIl (Figure 24).
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Figure 24 : Mobilisation calcique des CMLs en réponse a I’AnglIlI in vitro

Cinétique de la mobilisation calcique des CMLs d’artéres mésentériques de rat en réponse
a I’Angll préalablement incubée ou non avec l'apyrase (AngIl n=8; Angll + apyrase
n=8). Les résultats sont exprimés en moyenne * SEM.
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La nature de cette interaction n’est pas connue. Cependant, nos résultats montrent
I'apparition d’un effet de l'apyrase sur I’Angll seulement a partir de 6 jours. De plus,
cette interférence n‘impacte pas de maniere compléte la fonctionnalité de I’AngIl. Ceci
suggére que l'effet de I’AngIl n’est pas totalement aboli. Par conséquent, les résultats
obtenus chez les souris traitées a I’Angll + apyrase in vivo, bien qu’encourageants, ne
nous permettent pas de conclure de maniere définitive quant aux mécanismes a |'origine

de l'effet protecteur de |I'apyrase.
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2-2- Roble de CD39 dans le développement de I'hypertension

artérielle

L’activité ADPase vasculaire chez les souris déficientes pour CD39

La perte d’activité nucléotidase vasculaire de CD39 chez les souris Entpd1*’~ et Entpd1™”
a été évaluée en mesurant I'hydrolyse d'un dérivé fluorescent d’ADP (etheno-ADP) par
des homogénats d’‘aortes. Les résultats montrent une perte d’environ 50% de |'activité
ADPase chez les souris Entpd1*” par rapport aux souris WT (1,82 £+ 0,2 vs. 3,29 £ 0,3
nmol d’hydrolyse d’ADP/um protéine/heure). Les souris Entpd1”” présentent une activité
quasiment nulle par rapport aux souris WT (0,25 £ 0,02 vs. 3,29 + 0,3) (Figure 25).
Ces résultats mettent en évidence une contribution dominante de CD39 dans |'activité

ADPase vasculaire et reflete le dosage génique.
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Figure 25 : Activité ADPase aortique chez les souris déficientes pour CD39

Panel de gauche : chromatogramme représentatif du pourcentage d’hydrolyse de I’ADP et
de I’AMP en adénosine par des homogénats d’aortes abdominales de souris WT, Entpd1 "~
et Entpd1”". Panel de droite : mesure de |'activité ADPase (WT n=6 ; Entpd1l™ n=4;

Entpd1” n=6). Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM. *** p <0.001.
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2-2-1- Les parametres cardiovasculaires

Les paramétres cardiovasculaires étudiés incluent pression artérielle (systolique,
moyenne, diastolique et pulsée), fréquence cardiaque, poids du coeur et du ventricule

gauche et I'épaisseur de la paroi aortique (Tableau 5).

D’aprés nos résultats, les souris Entpd1*”” et Entpd1”™ ne présentent pas de différence de
pression artérielle systolique (PAS), moyenne (PAM), diastolique (PAD) et pulsée (PP) de
base en comparaison avec les souris WT.

Tableau 5 : Parameétres cardiovasculaires et poids corporel de base

Genotypes
Entpd1*/*
Parameters
SBP (mmHg) 102 £ 0.83 101.4 £ 2.43 102.5 + 1.35
MBP (mmHg) 70.4 £ 0.8 69.9 + 1.37 72+ 1.1
DBP (mmHg) 54.7 £ 0.9 54 + 1.48 56.7 £ E6
PP (mmHg) 47.2 £ 0.8 47.2 £ 2.6 45.9 + 1.13
Heart Rate (bpm) 687.6 £ 10.7 727.3 7.9 * 686.1 £ 9 #
Body weight (g) 26.9 £ 0.5 24.8 £ 0.5 28.9 £ 0.8 * #
Heart weight (mg) 123:3:213.3 120:5:£15.:6 120.9 +£ 2.8
LV weight (mg) 81.6 £ 2.2 76.5 = 3.6 81.6:+ 2.2

Media thickness

33.4 + 0.9 34.8 + 0.6 33.4+1.4
(um)

Pression artérielle et pulsée, fréquence cardiaque et poids du corps (WT n=30 ; Entpd1*’”
n=10; Entpd1”  n=20). Poids du coeur et du VG et épaisseur de paroi aortique (WT
n=13; Entpd1™" n=4; Entpd1” n=9). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.

* p <0.05 WT vs. Entpd1*” et Entpd1”" et # p < 0.05 Entpd1*’" vs. Entpd1™".

La fréquence cardiaque

Les souris Entpd1*” présentent une fréquence cardiaque (FC) significativement
augmentée par rapport aux souris WT (727,3 £ 7,9 vs. 687,6 £ 10,7 bpm).

Les souris Entpd1+/' présentent également une FC significativement augmentée par
rapport aux souris Entpd1”” (727,3 £ 7,9 vs. 686,1 £ 9 bpm).
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Ces résultats suggérent que CD39 pourrait jouer un réle dans la régulation de la FC et

montrent que les souris Entpd1*” ne « suivent » pas le phénotype des souris Entpd1™".

Le poids corporel

Les souris Entpd1*" présentent une diminution du poids corporel par rapport aux souris
WT, bien que ces résultats ne soient pas significatifs (p=0,056). A l'inverse, les souris
Entpd1” affichent un poids significativement plus élevé comparées aux souris WT (28,9
+ 0,8 vs. 26,9 £ 0,5 g). Par conséquent, les souris Entpd1”” ont un poids corporel
significativement plus élevé que les souris Entpd1* (28,9 + 0,8 vs. 24,8 £ 0,5 g). Ceci
ne nous permet pas d’utiliser le poids du corps pour normaliser le poids du cceur et du

ventricule gauche.

2-2-2- Roble de CD39 dans la pression et la fréquence cardiaque dans

I’'hypertension

La pression

Les souris WT affichent une élévation de PAS significative en réponse au traitement a
I’Angll en comparaison avec les souris Sham (149,7 + 3,1 vs. 99,5 £ 1,4 mmHg),
validant notre modéle d'HTA. Les souris Entpd1*’ traitées & I’Angll présentent une
élévation de PAS équivalente (142,7 = 0,5 vs. 98,8 = 2,8 mmHg).

Enfin, I'élévation de pression mesurée chez les souris Entpd1”” présente un profil
différent. La cinétique d’évolution de la PAS est comparable jusqu’au jour 15 puis une
augmentation tardive s’opére a partir de ce jour chez les souris WT (et Entpd1*’") alors
que les souris Entpd1”” stagnent et donc atteignent un niveau final de PA moins élevé
(149,7 £ 3,1 vs. 129,8 £ 6,2 mmHg) (Figure 26).
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Figure 26 : Parametres tensionnels

Panel du haut : Cinétique de la pression artérielle systolique et représentation graphique
de la moyenne des 5 derniers jours de traitement. Panel du bas : représentation
graphique de la moyenne des 5 derniers jours de traitement de la pression moyenne,
diastolique et pulsée (Sham : WT n=13 ; Entpd1™ n=4; Entpdl1” n=9 ; Angll : WT
n=17 ; Entpd1* n=6 ; Entpd1” n=11). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.
* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 et **** p < 0.0001.

Les mesures des PAM, PAD montrent de la méme maniére une élévation moins
importante chez les souris Entpd1”” en réponse & I’Angll par rapport aux souris WT. La
PP est augmentée de maniére significative en réponse au traitement a I’Angll dans les

trois groupes d‘animaux suggérant une augmentation de la rigidité artérielle

indépendante du génotype.

La fréquence cardiaque
La fréquence cardiaque diminue significativement chez les souris WT en réponse au

traitement a I’AngIlI par rapport aux souris Sham (-159,2 = 19,3 bpm). Ceci est d{ a une
activation du baroréflexe en réponse a I'augmentation de PA qui va augmenter la post-

charge au niveau du muscle cardiaque afin de s’adapter a cette augmentation de
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pression. Les souris Entpd1*” n’affichent pas de différence de FC par rapport aux souris
WT (-155,2 £ 7,3 vs. -159,2 £ 19,3 bpm).

Alors que les souris Entpd1”” présentent une diminution de la FC moins marquée en
réponse au traitement a I’Angll par rapport aux souris WT (-92,6 + 11,9 vs. -159,2 =
19,3 bpm) (Figure 27). Néanmoins cet effet peut étre expliqué par I'augmentation de

pression moins importante chez les souris Entpd1™".
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Figure 27 : Fréquence cardiaque

Représentation graphique du delta entre les souris Sham et Angll de la moyenne des 5
derniers jours de traitement de la fréquence cardiaque (Sham : WT n=13 ; Entpd1*"
n=4 ; Entpd1” n=9 ; Angll : WT n=17 ; Entpd1*" n=6 ; Entpdl” n=11). Les résultats

sont exprimés en moyenne = SEM. ** p <0.01.

2-2-3- RoOle de CD39 dans la réactivité de I'aorte ex vivo

Des données concernant la réactivité vasculaire des souris Entpd1”” nous éclairent ici sur
une absence de dysfonction endothéliale a proprement parlé chez ces souris adultes.
Cette étude préliminaire fonctionnelle issue d’un travail antérieur, a été réalisée ex vivo
par myographie sur aorte thoracique en présence de sa graisse périvasculaire
(Figure 28).

L'évaluation de la fonction contractile des aortes issues de souris Entpd1”~ a montré une
réponse a la phényléphrine (agoniste adrénergique) similaire aux souris WT. En ce qui
concerne la fonction endothéliale, les aortes de souris Entpdl”” développaient une
meilleure réponse relaxante au carbachol, un agoniste muscarinique non-hydrolysable,
comparativement a leurs controles sauvages. Il est a noté que, au niveau aortique, cette
relaxation dépendante de I'endothélium est connue pour étre largement dépendante de la
libération de NO. Par contre, chez les souris Entpd1”", la relaxation indépendante de
I’endothélium en réponse a un donneur de NO, le nitroprussiate de sodium (SNP), n’était

pas modifiée. Ainsi, I'amélioration de la relaxation endothéliale observée chez les souris
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Entpd1” suggére I'apparition d’une modification de la fonctionnalité de I'endothélium et
non d’une hypersensibilité des cellules musculaires lisses au NO. Ces expériences ayant
été réalisées en présence de graisse périvasculaire, une influence particuliere de son
action vasoactive ne peut étre exclue chez les souris Entpd1”". Il serait donc nécessaire

de renouveler ces expériences en absence de graisse périvasculaire.
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Figure 28 : Réactivité de I'aorte thoracique

Panel haut : Contraction en réponse a des concentrations croissantes de phényléphrine.
Panel bas : Relaxation en réponse a des concentrations croissantes de carbachol
(gauche) et de nitroprussiate de sodium SNP (droite) (WT n= 7 ; Entpd1”” n= 8). Les

résultats sont exprimés en moyenne + SEM.

2-2-4- Role de CD39 dans le remodelage cardiaque et aortique dans

I’hypertension

L'Angll induit un remodelage significatif du VG chez les souris WT comparées aux souris
Sham (122,6 + 3,8 vs. 100 = 1,8 mg). Ce remodelage s’opére mais de maniére moins
importante chez les souris Entpd1*~ (p=0,0994) et Entpd1”” (p=0,0616). Alors que les

souris Entpd1”" affichent un remodelage du VG significativement diminué par rapport aux
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souris WT (110 + 4,4 vs. 122,6 + 3,8 mg), nous n'observons pas de différence
significative entre les souris WT et Entpd1*” (Figure 29). Le remodelage du VG du cceur
moins important chez les souris Entpd1”” peut étre expliqué par l'augmentation de

pression moins élevée chez ces souris par rapport aux souris WT.
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Figure 29 : Remodelage cardiaque et aortique

Poids du ventricule gauche normalisé aux souris Sham et épaisseur de la paroi aortique
(Sham : WT n=13 ; Entpd1*" n=4 ; Entpd1” n=9 ; Angll : WT n=17 ; Entpd1*" n=6 ;
Entpd1” n=11). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. * p <0.05, ** p <0.01,
*** p <0.001 et **** p < 0.0001.

La mesure de I|'épaisseur de paroi aortique chez ces souris met en évidence un
remodelage hypertrophique significatif suite au traitement a I’AnglII chez les souris WT
comparées aux souris Sham (39,8 = 1,6 vs. 33,4 = 0,9 pm). Les souris Entpd1*"
traitées a I’Angll ont également une épaisseur de paroi significativement augmentée par
rapport aux souris Entpd1*” Sham (42,5 + 1,7 vs. 34,8 £ 0,6 pm). Le méme résultat est
observé chez les souris Entpd1”” (39,6 + 1,2 vs. 33,4 £ 1,4 um). Aucune différence dans

I’épaisseur de paroi aortique entre les différents génotypes n’est observée (Figure 29).

2-2-5- Evaluation de facteurs impliqgués dans le remodelage vasculaire

pathologique

De la méme fagon que pour le traitement par l'apyrase (Cf partie 2-1-3), différents
groupes de geénes ont été choisis de maniere a évaluer différents mécanismes

pathogéniques dans l'aorte thoracique en présence de la graisse périvasculaire :
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L'inflammation et le stress oxydatif périvasculaire

Concernant les facteurs impliqués dans l'inflammation, |’expression du marqueur
ubiquitaire des cellules immunitaires (CD45) est inchangée en réponse a [|'Angll.
Néanmoins, le marqueur spécifique des macrophages F4/80 augmente significativement
chez les souris WT AngllI par rapport aux souris WT Sham. Cette augmentation n’est pas
observée chez les souris Entpd1*” ni Entpd1”". 1l sera nécessaire de confirmer ces
résultats précédents par immunofluorescence.

L'expression du gene codant pour la molécule d'adhésion ICAM-1, responsable de
I'adhésion des leucocytes sur I'endothélium vasculaire, est augmentée significativement
chez les souris WT Angll par rapport aux souris WT Sham. Bien que ¢a ne soit non
significatif, cette augmentation en réponse au traitement est également observée chez
les souris Entpd1*” (p=0,097). Cette augmentation n’est, néanmoins, pas observée
chez les souris Entpd1™”.

Concernant les genes impliqués dans le stress oxydatif, le transcrit codant la SOD2, un
des systémes de défense contre le stress oxydant, diminue significativement chez les
souris Entpd1*” hypertendues, ce qui n’est pas observé dans les autres génotypes
(Figure 30).
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Figure 30 : Inflammation et stress oxydatif vasculaire

ARN messagers des facteurs impliqués dans l'inflammation et le stress oxydatif dans les

aortes thoraciques en présence de la graisse périvasculaire (Sham : WT n=6 ; Entpd1

+/-

n=4 ; Entpdl”" n=6; Angll : WT n=7 ; Entpd1*" n=6 ; Entpd1”~ n=7). Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM. * p <0.05, ** p <0.01.
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Protéases matricielles et processus fibrotique
Nous observons une diminution significative du ratio Mmp9/Timp1 (reflétant I'activité de

la Mmp9) chez les souris WT et Entpd1*" traitées a I’Angll.
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Figure 31 : Protéases matricielles et processus fibrotique

ARN messagers des protéases matricielles et des facteurs impliqués dans les processus
fibrotiques dans les aortes thoraciques en présence de la graisse périvasculaire (Sham :
WT n=6 ; Entpd1™” n=4 ; Entpd1” n=6; Angll : WT n=7 ; Entpd1™" n=6; Entpdl””
n=7). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. * p <0.05, ** p <0.01, **** p <
0.0001.

Le transcrit codant pour le Pai-1 (plasminogen activator inhibitor, serpine-1), inhibiteur

des protéases conduisant a la réduction de la dégradation matricielle, augmente
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significativement chez les souris WT et Entpd1™" traitées a I’AnglII par rapport aux souris
Sham.

En ce qui concerne les processus impliqués dans la fibrose, les transcrits codant pour le
Ctgf et le collagéne de type 1 (Collal) sont augmentés significativement chez les souris
WT et non significativement chez les souris Entpdl*™” (p=0,1161 et p=0,0692,
respectivement) (Figure 31). Pour I'ensemble de ces génes surexprimés en réponse a
I’Angll chez les souris WT et Entpd1*”, les souris Entpd1”, elles, ne présentent aucune

différence.

Globalement, aucun processus ne semble « augmenté » de maniére évidente chez les
souris Entpd1”” en réponse a I’Angll. Les souris Entpd1*/” ne présentent pas de différence

évidente par rapport aux souris WT dans ces différents processus en réponse a I’AngIl.

2-3- CD39 dans le vieillissement et I’hypertension artérielle

2-3-1- Les parametres cardiovasculaires des souris agées

Nous avons également évalué l'impact de |'absence de CD39 dans le vieillissement

(souris agées de 20-24 mois).

Les souris Entpd1 - présentent une PAS significativement diminuée par rapport au souris
WT (92,8 + 1,9 vs. 98,9 £ 1,1 mmHg). En ce qui concerne les souris Entpd1”", celles-ci
présentent une PAD significativement plus élevée par rapport aux souris WT (56,2 + 2
vs. 51,3 = 1,4 mmHg). Ces souris présentent également une PP significativement
diminuée par rapport aux souris WT (41,4 = 1,1 vs. 47,5 £ 0,9 mmHg), ce résultat est
expliqué par la PAD augmentée (puisque PP=PAS-PAD).

Les souris Entpd1™ présentent un poids du VG significativement plus élevé par rapport
aux souris WT. Néanmoins, le nombre de souris Entpd1*” est insuffisant (n=3) pour
conclure. Les souris Entpd1*’~ présentent une FC plus élevé (non significatif, p=0.1065)
par rapport aux souris WT. Ces derniers résultats sont en accord avec les résultats
obtenus chez les souris plus jeunes. Enfin, bien que la différence soit non significative
(p=0,0503), les souris Entpd1”” ont une FC diminuée par rapport aux souris Entpd1*’"
mais similaire aux souris WT, confirmant le phénotype paradoxal chez les souris Entpd1™”
(Tableau 6).
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Tableau 6 : Parameétres cardiovasculaires et poids corporel chez les souris dgées
de 20-24 mois

Genotypes
Entpd1*/*
Parameters
SBP (mmHg) 98.9 + 1.1 92.8+ 1.9 * 97.3 1.7
MBP (mmHg) 67.2 £ 1.3 62.8 £ 0.8 69.8+ 1.9 #
DBP (mmHg) 51.3 & 1.4 47.7 £ 1.1 56.2 £ 2* #
PP (mmHg) 47.5 + 0.9 448 £ 2.2 41.4 £ 1.1 ***
Heart Rate (bpm) 691.2 + 5.9 723:2 £:5.9 683.8 +£ 12.8
Body weight (g) 33.4+£0.9 33+ 1.4 31.7 £ 0.6
LV weight (mg) 129.1 £ 7 160.3 + 10.7 * 137 £ 6.6

Pression artérielle (systolique, moyenne, diastolique et pulsée), fréquence cardiaque et
poids du corps (WT n=22 ; Entpd1™" n=6-7 ; Entpd1”" n=20-21). Poids du ventricule
gauche (WT n=11 ; Entpd1*" n=3; Entpdl” n=8). Les résultats sont exprimés en
moyenne £ SEM. * p < 0.05 et *** p < 0.001 WT vs. Entpd1*", Entpd1”" et # p < 0.05
Entpd1*" vs. Entpd1™".

Les souris Entpdl”" &gées ne présentent plus I’'augmentation du poids corporel par
rapport aux souris WT, en comparaison avec les souris agées de 15-20 semaines. Nous
observons méme une tendance a la diminution (non significative, p=0,1142). Cela
pourrait s’expliquer par le fait que ces souris sont trés dgées voir sénescentes (20-24
mois), un age ou une perte de poids commence a apparaitre (les différences sont donc

masquées).

Dans le vieillissement, le parameétre cardiovasculaire se distinguant de ceux observés
chez les souris plus jeunes est la PP diminuée chez les souris Entpd1”” suggérant une

compliance artérielle accrue par rapport aux souris WT.

2-3-2- Role de CD39 dans la pression artérielle dans le contexte du

vieillissement et de I’'hypertension
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Nous avons étudié I'effet de I'HTA chez les souris Entpd1”” &4gées de 20-24 mois, afin
d’ajouter un facteur de risque supplémentaire.

Les résultats montrent une élévation significative de la PAS chez les souris WT et
Entdp1” en réponse a I’Angll. Aucune différence entre les génotypes n’est mesurée. Ce
résultat peut étre en partie expliqué par une augmentation de PAS moins importante

chez les souris WT dans le vieillissement (Figure 32).
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Figure 32 : Pression artérielle systolique chez les souris agées de 20-24 mois

Panel de gauche : cinétique de la pression artérielle systolique. Panel de droite :
représentation graphique de la moyenne des 5 derniers jours de traitement de la PAS
(Sham : WT n=11 ; Entpd1™ n=4 ; Entpd1” n=10 ; Angll : WT n=11 ; Entpd1* n=4 ;
Entpd1” n=10). Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM, ** p <0.01, *** p <

0.001.

2-3-3- Role de CD39 dans la réactivité aortique chez les souris agées

Une étude préliminaire de la réactivité vasculaire a été conduite chez un petit nombre de
souris agées de 20-24 mois. L'évaluation de la réactivité vasculaire a été réalisée par
myographie ex vivo aprés dissection et dégraissage de |'aorte thoracique (Figure 33).
L'analyse de la fonction contractile de ces artéres a montré que les souris Entpd1”~ dgées
présentaient une contraction similaire aux souris WT en réponse a la phényléphrine. Les
réponses relaxantes a |'acétylcholine (Ach) semblent encore une fois étre potentialisées
chez les souris Entpd1”” par rapport aux souris WT, alors que la relaxation en réponse au
SNP ne montre qu’une légére amélioration de la sensibilité chez les souris Entpd1”". Au
vu de ces expériences, |'hypothése d‘une modification de la fonctionnalité de
I'endothélium comme conséquence de la déficience en CD39 semble se confirmer.

De maniére intéressante, ces résultats préliminaires obtenus chez des souris dgées pré-

sénescentes corroborent ceux obtenus dans un autre cadre d’étude chez des souris
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adultes de 15-20 semaines. Bien que préliminaires et nécessitant le renouvellement des
expériences avec un plus grand nombre de souris, ces données appuient une
modification du phénotype vasculaire (endothélial), engagé vers un profil « protecteur »,

chez les souris Entpd1™".
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Figure 33 : Réactivité de I'aorte thoracique

Panel du haut: Contraction en réponse a des concentrations croissantes de
phényléphrine. Panel du bas : Relaxation en réponse a des concentrations croissantes

d’acétylcholine (gauche) et de nitroprussiate de sodium SNP (droite) (WT n= 4 ; Entpd1

/~n= 3). Les résultats sont exprimés en moyenne * SEM.

2-3-4- Role de CD39 dans le remodelage cardiaque dans le contexte du

vieillissement et de I'hypertension

Les résultats montrent une absence de remodelage du ventricule gauche du cceur chez
les souris agées traitées a I’AnglII et cela dans les 3 génotypes (Figure 34). L'absence de
remodelage cardiaque peut étre expliquée par une augmentation de pression faible chez
ces souris agées.
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Figure 34 : Absence de remodelage du ventricule gauche

Poids du ventricule gauche du coeur normalisé aux souris Sham (Sham : WT n=5 ;
Entpd1*” n=3; Entpd1” n=5; Angll : WT n=6 ; Entpd1*" n=3; Entpd1” n=7). Les

résultats sont exprimés en moyenne + SEM.
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES



L'HTA peut étre considérée comme une pathologie chronique évolutive mettant en jeu
une inflammation artérielle ainsi qu’un stress oxydatif périvasculaire, deux processus clés
contribuant aux altérations vasculaires associées a I'HTA (Harrison et al. 2011; Touyz &
Schiffrin 2004). La dysfonction endothéliale, commune a la plupart des pathologies a
composante vasculaire, altére la vasodilatation, exacerbe des facteurs pro-thrombotiques
et augmente la perméabilité vasculaire. Le processus inflammatoire favorise l'infiltration
leucocytaire qui contribue aux réarrangements structurels et fonctionnels de la paroi
artérielle : hypertrophie, prolifération, déstructuration de la MEC et in fine fibrose. Ces
processus renforcent I'HTA et les risques de dommages d’organes cibles (ischémie,

insuffisance cardiaque).

Les nucléotides sont des médiateurs clés dans les processus thrombo-inflammatoires et
sont considérés comme des « signaux de danger » (Eltzschig et al. 2012). Dans le
systéme cardiovasculaire, les effets des nucléotides sont sous la dépendance de

I’ectonucléotidase artérielle et immunitaire majeure CD39.

L'étude de la régulation de I'expression et de |'activité de CD39 au cours de I'HTA ainsi
gue son impact sur I’évolution de la pathologie ont constitué les deux parties de mon

travail de these.

L'objectif de ce travail a consisté a étudier la régulation de I'enzyme CD39 dans le
contexte de I'HTA et les conséquences potentielles que la modification de son expression
pourrait entrainer. De nouvelles connaissances sur le role de CD39 dans la fonction
vasculaire liée a I'HTA pourraient aboutir a lidentification de nouvelles stratégies
thérapeutiques. D’autre part, l'utilisation d’'une ATPDase soluble de substitution,
I'apyrase, a permis de mettre en avant un effet protecteur puissant contre I’hypertension
dépendante de l'angiotensine II. Ces résultats semblent étre corroborés par les données
récentes de la littérature et bien qu’ils ne soient pas définitifs, ils sont trés

encourageants.

Un schéma général récapitule nos données (Figure 36) et intégre notre
compréhension des phénomeénes liés a la diminution pathologique de CD39 mise

en regard du phénotype paradoxal lié a sa déficience constitutive.

Les résultats de la premiéere étude (Article N°1) sont discutés ci-aprés
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1- Diminution du CD39 vasculaire dans I'HTA

Nous avons mis en évidence une diminution transcriptionnelle significative du CD39
vasculaire dans 3 modéles d’'HTA de nature différente, souris traitées a I’Angll, DOCA-
Salt et rats SHR. Ces résultats suggerent que |'altération de I'expression de CD39 est un
phénoméne commun a tout type d'HTA et de plus ne semble pas espéce-dépendante.
L'effet semble s’opérer tout au long de I'arbre artériel avec toutefois un effet plus marqué
au niveau de l'‘aorte thoracique suggérant une atteinte plus marquée des artéeres
élastiques de large diamétre. Dans le modéle d’HTA induite par I’AnglII, |'expression de
CD39 n’est pas modifiée dans la rate et les ganglions lymphatiques ni dans le rein, en
accord avec les données de la littérature (Zhang et al. 2013).

Toutefois, notre approche expérimentale de RT-PCR quantitative sur les aortes
thoraciques en présence de la graisse périvasculaire ne permet pas d’évaluer I'expression
de CD39 sur les leucocytes infiltrant. Effectivement, en réponse a I’'HTA, I'expression de
CD39 augmente comme reflet probable de I'accumulation de cellules immunitaires
adventitielles, la plupart exprimant CD39 ; sa diminution vasculaire (AngIl) a été mise en
évidence sur les vaisseaux débarrassés de la graisse périvasculaire. Par conséquent, il
n‘est pas exclu que certaines sous populations de lymphocytes expriment moins de
CD39. Cette question est importante dans la mesure ou il est de plus en plus clair que
CD39 joue un role clé dans la polarisation lymphocytaire et I'immunosupression (Deaglio
et al. 2007). Une approche par cytométrie en flux de la graisse périvasculaire serait
déterminante pour étudier les sous populations lymphocytaires ainsi que leur expression
respective de CD39 chez les souris traitées a I’Angll. Cependant, cette approche
nécessite des mises au point considérables liées a la quantité trés limitée de matériel.
Les essais que j'ai pu réaliser sur les tissus de souris traités a I’AngIl n’ont

malheureusement pas été concluants.

Nos données montrent clairement une diminution artérielle de la transcription de CD39
chez I'animal hypertendu. L'activité hydrolytique de I’ADP, qui dépend trés largement de
CD39, est négativement corrélée a un marqueur de gravité de la pathologie, le
remodelage cardiaque. Bien que l'origine (et la forme) du CD39 soluble ne soit pas
connue, la diminution en paralléle de l'activité sérique soluble de CD39 chez les souris
hypertendues suggeéere que celle-ci pourrait étre d’origine endothéliale. La diminution de
I’activité ADPase observée dans la circulation des souris hypertendues est cohérente avec
des données récentes de la littérature. Effectivement, Jalkanen et al. ont mis en évidence
que le taux d’ADP dans le plasma de patients hypertendus était significativement
augmenté (Jalkanen et al. 2015), probablement en raison de la diminution de l'activité
CD39. La détection d’une évolution de I'activité de CD39 dans la circulation sanguine a un

potentiel de biomarqueur.
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Dans un autre contexte pathologique, Mercier et al. ont mesuré une diminution de
I'activité CD39 dans la phase précoce de I'athérosclérose (souris Apoe”) (Mercier et al.
2012). Les auteurs émettent I'hypothése que les nucléotides en excés (accumulation
locale d’ATP et d’ADP) pourraient aggraver la pathogenése par une majoration des

réponses pro-inflammatoires et pro-thrombotiques.

Connaissant la large spécificité de substrat de CD39 dans I'hydrolyse des nucléotides
puriques et pyrimidiques, tri- et diphosphates, la diminution de son activité aura pour

conséquence une activation exacerbée de nombreux récepteurs P2 vasculaires.

Des travaux précédant mon travail de thése ont permis de mettre en évidence que
I'absence de CD39 exacerbait la vasoconstriction induite par le récepteur a I'UDP P2Y6
(Kauffenstein, Drouin, et al. 2010). Au cours de ma these, j'ai participé a un travail qui a
permis de mettre en évidence une contribution de ce récepteur dans le tonus des artéres
de résistance (Kauffenstein et al. 2016) et dans I'HTA chez des souris traitées a I’AnglII.
Ce rOle a été mis en évidence par une équipe japonaise au méme moment. Les auteurs
de ce travail proposent que le récepteur P2Y6 contribue au remodelage hypertrophique
cardiaque induit par I’AnglI en formant un hétérodimeére avec le récepteur AT1 de I’Angll,
ce qui aurait pour conséquence de ralentir sa désensibilisation (Nishimura et al. 2016;
Nishida et al. 2008). D’autres récepteurs P2 semblent contribuer a I'HTA. C'est le cas
notamment du récepteur P2X3 fortement exprimé dans la carotide. La surexpression de
P2X3 observée dans la carotide des rats SHR serait a I'origine d’une augmentation de la
tonicité et de l'exagération des réflexes au niveau des barorécepteurs (Pijacka et al.
2016).

Il a été rapporté également que le récepteur P2X7 contribuait a la fibrose interstitielle
rénale et a I'augmentation de la pression artérielle dans un modéle DOCA-Salt chez la
souris. Ce travail suggére un rOle promoteur du récepteur P2X7 dans la réponse
inflammatoire via la libération d’IL-1B par les macrophages qui l'expriment (Ji et al.
2012).

Une diminution de l'activité CD39 pourrait entrainer une suractivation de ces différents
récepteurs P2Y6, P2X3 et P2X7 par accumulation de leurs agonistes naturels, et ainsi

favoriser leurs effets délétéres.

De plus, l'activité de CD39 est connue depuis longtemps comme étant le principal
inhibiteur de I'agrégation plaquettaire sur I'endothélium contribuant avec le NO et la PGI,
a « l'anti-thrombogénicité » de I'endothélium sain (Marcus et al. 1997). Une diminution
de l'activité endothéliale de CD39 a déja été mise en évidence dans le contexte du rejet
de xénogreffe. Effectivement, les premiers travaux de SC. Robson (pionnier dans
I’étude du rGle thrombo-régulateur de CD39) ont permis de mettre en évidence une
« activation endothéliale » associée a une diminution importante de l'activité ATPDase

cellulaire lors du rejet de greffe. Ces travaux suggéraient qu’une perte rapide de |'activité
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ATPDase endothéliale, en présence d‘un environnement inflammatoire (TNF-a) et pro-
oxydant, pourrait avoir des conséquences sur le dépot plaquettaire survenant dans les

Iésions de la transplantation d’organes (Robson et al. 1997).

Une diminution vasculaire de CD39 semble étre un marqueur commun de
nombreuses dysfonctions vasculaires de natures différentes (xénogreffe,
athérosclérose, hypertension). Les complications liées a cette perte d’activité
sont clairement de nature athérothrombotique pour les deux premiers cas de
figure. Dans le contexte de I'HTA, nous émettons I'hypothése que la diminution
de CD39 pourrait étre de mauvais pronostique en augmentant le risque de
thrombose mais également en majorant les altérations vasculaires par une

exacerbation de l'inflammation, du stress oxydatif et de la fibrose.

2- Meécanismes de reégulation du CD39

vasculaire

Dans le but de caractériser les éléments a |'origine de la régulation transcriptionnelle de
CD39, nous avons réalisé des expériences in vitro sur les cellules vasculaires, CMLs et
CEs. Nous avons étudié l'influence de différentes molécules présentes dans les artéres
(agonistes vasoactifs, nucléotides) ou produites lors de l'infiltration leucocytaire
(cytokines pro- et anti-inflammatoires) en condition d’HTA. Nous avons aussi étudié

I'influence d’une tension mécanique exercée sur les cellules vasculaires.

Implication de cytokines dans la régulation du CD39 vasculaire

Nous n’avons pas mis en évidence de changement de I’'expression de CD39 en réponse a
I'ET-1 ni a I'AnglIl. Ce résultat suggére que l'effet in vivo du traitement par I’AngIl sur
I'expression de CD39 n’est pas direct. Ceci est compatible avec la cinétique de disparition
de l'enzyme dont l'activité n’est pas diminuée de maniére significative a 12 jours de
traitement, suggérant que cette diminution est une conséquence d’autres changements
plus précoces. La production cytokinique associée a l'infiltration leucocytaire semble faire
partie de l'explication. La littérature récente suggere que les molécules vasoactives
comme I'ET-1 et I’AngIl qui jouent un réle central dans I'HTA exercent un effet sur la
polarisation des lymphocytes Th1. Il est de plus en plus évident que la balance entre les
lymphocytes T effecteurs (Thl et Th17) d’un c6té, avec libération de cytokines pro-
inflammatoires et les lymphocytes T régulateurs, et les macrophages de types M2 de

I'autre jouent un réle central et antagoniste dans la pathologie.
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Nous avons mis en évidence jn vitro une diminution transcriptionnelle de CD39 par
différentes cytokines pro-inflammatoires ou pro-fibrotiques IL-1B et TNF-a, IL-6 et TGF-
B1. A linverse, la cytokine immunosuppressive, I'IL-27, augmente |'‘expression de
I'ectonucleotidase.

Nous avons donc tenté de comprendre ces résultats et d’émettre des hypothéses
concernant le réle de chacune de ces cytokines contribuant a la diminution de CD39 dans
I'HTA.

L'IL-1B est la cytokine sécrétée lors de l'activation de l'inflammasome, un élément clé
de l'immunité innée. L'IL-1B est sécrétée par les monocytes et les macrophages
tissulaires activés. La contribution de I'IL-1B dans le contexte de I'HTA n’‘est pas
documentée. Toutefois, dans la paroi vasculaire, I'IL-1B est responsable de la
prolifération et de la migration des CMLs par |'activation du récepteur P2Y2 en réponse a
I'UTP contribuant au remodelage artériel dans |'athérosclérose (Eun et al. 2015). La
maturation de I'IL-1B fait appel a son clivage par la caspasel (élément du complexe
NLRP3). Cette étape post-transcriptionnelle est dépendante de |'activation du récepteur
P2X7 par I'ATP et est limitée par CD39 (Ferrari et al. 2006; Lévesque et al. 2010). Nous
mettons en évidence une diminution du CD39 exprimé par les CMLs en réponse a I'IL-1.
Dans le contexte de I'HTA, la diminution du CD39, pouvant contréler l'activation des
récepteurs P2 des cellules voisines, pourrait amplifier I’activation du récepteur P2X7 des

macrophages et ainsi alimenter une boucle pro-inflammatoire.

Le TNF-a, facteur de nécrose tumorale, est une cytokine pro-inflammatoire impliquée
dans les réactions inflammatoires de phase aigués. Cette cytokine est produite par des
leucocytes mais également par les CEs. Dans le contexte de I'HTA résistante, le TNF-a est
connu pour induire des lésions endothéliales (Barbaro et al. 2015). Dans la paroi
vasculaire, le TNF-a induit un changement phénotypique des CMLs (contractile a
synthétique) in vitro et in vivo (Kim et al. 2015; Ali et al. 2013). Nous mettons en
évidence une diminution du CD39 exprimé par les CMLs en réponse au TNF-a. Nos
données actuelles suggéerent que les changements phénotypiques des CMLs et/ou les
Iésions de I'endothélium provoqués par le TNF-a, peuvent potentiellement impliquer les

récepteurs P2 qui seront alors amplifiés par une diminution de CD39 sur les CMLs.

L'IL27 est produite par les cellules présentatrices d'antigéne activées, comprenant des
monocytes et des cellules dendritiques, mais également par les CEs. Cette cytokine est
classiguement considérée comme une cytokine immunosuppressive. Elle limite
I'athérosclérose in vivo en atténuant I'accumulation et I'activation des macrophages dans
la paroi artérielle (Koltsova et al. 2012). L'IL-27 induit une surexpression de CD39 dans
les CMLs. Le méme effet a été rapporté sur les cellules dendritiques et les macrophages
associés aux tumeurs. Dans les deux cas, I'augmentation de CD39 dépendante de I'IL-27
est associée a l'acquisition d'un phénotype immunosuppresseur (Mascanfroni et al. 2013;

d’ Almeida et al. 2016). Nos données suggérent que l'effet de I'IL-27 s'applique
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également aux CMLs. L’augmentation de CD39 par I'IL-27 dans les CMLs pourrait

favoriser un environnement anti-inflammatoire dans la paroi artérielle.

L'IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans les réactions inflammatoires
de phase aigués. Celle-ci est libérée par les leucocytes, les CEs et les CMLs. Elle participe
aussi dans les réponses immunes adaptatives en influengant la polarisation des
lymphocytes T. Thiolat et al. ont décrit que le blocage du récepteur de I'IL-6 in vivo
résulte en une augmentation de CD39 et du phénotype immunosuppresseur des
lymphocytes T régulateurs, suggérant une inhibition des lymphocytes T régulateurs
exprimant CD39 par I'IL-6 (Thiolat et al. 2014). De la méme maniére, I'IL-6 diminue
I'expression du CD39 endothélial, ce qui pourrait favoriser encore une fois

I’'environnement pro-inflammatoire dans la paroi artérielle.

Le TGF-B1 est une cytokine considérée comme anti-inflammatoire et est bien connue
pour son rOle pro-fibrotique. Celle-ci est impliquée dans le vieillissement artériel et la
fibrose vasculaire, notamment en contribuant a la synthése de protéines de la MEC chez
le rat (fibronectine, collagéne et Pai-1) (Douillet et al. 2000; Ruiz-Ortega et al. 2007).
Les CEs exposées a du TGF-B1 subissent une transition endothéliale-mésenchymateuse
ayant pour conséquence la perte du phénotype endothélial et leurs caractéristiques
biologiques avec l'expression de marqueurs myofibroblastiques (actine-a des muscles
lisses, collagéne...) (Hinz et al. 2007; Piera-Velazquez & Jimenez 2012). Enfin,
I'implication des récepteurs P2Y6 et P2X7 est connue dans la fibrose cardiaque et
pulmonaire (Nishida et al. 2008; Riteau et al. 2010). Nous mettons en évidence une
diminution du CD39 exprimé par les CEs en réponse au TFG-B1l. Nous émettons
I’'hnypothése que cette diminution serait un moyen d’amplifier I'activation des récepteurs
P2 a activité pro-fibrosante par les nucléotides en limitant l'action de |'enzyme

responsable de leur métabolisme.

Ainsi, nos données montrent un effet de I|'environnement pro-inflammatoire sur
I'expression vasculaire de CD39. Le profil cytokinique est compatible avec la présence de
macrophages et de lymphocyte T qui sont connus pour infiltrer la paroi vasculaire lors de
I'HTA. Par ailleurs, certains effets vasculaires de ces cytokines ont été rapportés pour
impliquer l'activation de différents récepteurs P2. Nos résultats suggérent que cette
boucle «d’amplification purinergique» pourrait étre liée a la réduction de

I’activité vasculaire de CD39.

Stimuli mécaniques : implication de I’étirement mécanique dans la diminution
du CD39 vasculaire
Le flux laminaire subi par les CEs de la paroi des vaisseaux semble étre nécessaire a une

expression normale du CD39 endothélial in vivo et in vitro (Kanthi et al. 2015). Nous
avons reproduit cet effet in vitro avec des CEs MS1 murine (lignée issue de pancréas).

Ceci semble donc étre un mécanisme général de régulation du CD39 endothélial. A notre
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connaissance, aucune donnée dans la littérature ne rapporte l'effet de I'étirement
cellulaire sur I'expression de CD39. Nous avons pu mettre en évidence une diminution de
CD39 aussi bien dans les CMLs que dans les CEs suite a un étirement mécanique.
L'étirement mécanique imposé par une pression artérielle élevée résulte en un
remodelage des CMLs (Zeidan et al. 2005). De maniére intéressante, la littérature met
en évidence l'induction du TGF-B1 et du TNF-a suite a un étirement mécanique sur les
CEs et les CMLs, respectivement (Shyu 2009). Dans ce travail, nous montrons la
diminution de CD39 en réponse a ces deux cytokines et également a I'étirement
mécanique, mais un chevauchement des deux voies n'est pas exclu. Bien que la
différence ne soit pas statistiguement significative, nous observons dans notre
expérience une nette tendance a la diminution de CD39 en réponse au TGF-B1 dans les
CMLs. Or, l'application d'un étirement mécanique sur des CMLs humaines et de rat
entraine la production de TGF-B1. La diminution de I'expression du CD39 par le TGF-B1 et
I’étirement mécanique pourrait étre impliquée dans les processus de la réorganisation de
la MEC et la fibrose (Joki et al. 2000; O’Callaghan & Williams 2000).

Ces données suggérent qu'il existe une synergie entre |’étirement mécanique et la
production de cytokines pro-inflammatoires. A travers les exemples illustrés, il est
probable que ces deux types de stimuli entrent en synergie in situ pour induire une
diminution de CD39.

En conclusion, nous avons démontré l'influence de cytokines pro- et anti-
inflammatoires dans la régulation transcriptionnelle de CD39 sur les cellules
vasculaires, ainsi qu’une régulation a la baisse de CD39 en réponse a un

étirement mécanique.

Les résultats de la premiere étude (Article N°1) et de la deuxiéme étude

concernant les paramétres de bases chez les souris CD39 sont discutés ci-apres.

3- Impact cardiovasculaire de la diminution de
CD39

Nous avons mesuré les parameétres cardiovasculaires chez les souris invalidées pour
CD39 (Entpd1””) et hétérozygotes (Entpd1*”). Il est important de préciser que les
ectonucléotidases de la famille CD39 sont constitutionnellement actives et leur activité
est directement fonction de leur niveau d’expression a la membrane plasmique. La
diminution de 50% de l'activité ADPase vasculaire observée chez les souris hétérozygotes
le confirme.

Comme précédemment expliqué, l'utilisation de souris hétérozygotes est justifiée par les

données montrant un phénotype paradoxal chez les souris Entpdl” lié a la
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désensibilisation profonde de certains récepteurs P2 tels que le récepteur P2Y1 pro-
agrégant et le récepteur P2X1 dans les canaux déférents.

Les parametres tensionnels (PAS, PAM, PAD et PP) ne sont pas modifiés chez les souris
déficientes pour CD39. Néanmoins, les souris Entpd1*” présentent une fréquence
cardiaque significativement plus élevée. Un effet chronotrope positif de I’ATP chez
I'animal et a l'inverse un effet chronotrope négatif de l'activation du récepteur Al par
I’Ap(6)A ont été démontrés (Vahlensieck et al. 1996; Sitdikov et al. 2008). Moins de
CD39 au niveau cardiaque pourrait conduire a une suractivation des récepteurs P2 et une
sous activation des récepteurs P1 (génération tissulaire d’ADO plus faible). Cela aurait
pour conséquence d'augmenter les effets chronotropes positifs tout en diminuant les
effets chronotropes négatifs. De plus, la FC est régulée par les barorécepteurs du nceud
sinusoidal au niveau des oreillettes du cceur et du sinus carotidien. La contribution du
récepteur P2X3 dans I'augmentation des réflexes au niveau du sinus carotidien a été
décrite récemment. La suractivation du récepteur P2X3 en l'absence de 50% de CD39
pourrait étre a l'origine de I’'augmentation de la FC chez les Entpd1*". De maniére
surprenante, les souris Entpdl”” ne présentent pas ce phénotype. La encore, la
désensibilisation de certains récepteurs P2 pourrait étre a l'origine de ce résultat
paradoxal. Or, le récepteur P2X3 est capable de désensibiliser, ce qui permettrai
d’expliquer la « non augmentation » de la FC chez les souris Entpd1™".

Un autre phénotype particulier chez les souris Entpd1” a été mis en évidence. Celles-ci
ont une meilleure relaxation dépendante de I’endothélium par rapport aux souris WT en
réponse a l'acétylcholine, suggérant des modifications de la réactivité des vaisseaux chez
ces souris. Nos résultats n‘ont pas montré de modification des niveaux d’expression
géniques de la eNOS au niveau aortique. Cependant des modifications de la signalisation
menant a une activation de la eNOS ne sont pas a exclure dans un contexte d'absence de
métabolisation de I’ATP. En effet, son r6le majeur dans la réponse endothéliale aux forces
de cisaillement est maintenant clairement établi en tant qu’agent vasoactif autocrine
libéré par I'endothélium en amont de I'activation de la eNOS (Wang et al. 2015). Outre la
poursuite de I’évaluation de la fonction vasculaire chez les souris Entpd1”” mais aussi
Entpd1*”, il serait intéressant d’étudier les niveaux d’activation (phosphorylation) de la
eNOS particulierement au niveau aortique dans ces modéles de déficience constitutive en
CD39.

L'étude transcriptionnelle de différents génes impliqués dans le remodelage vasculaire
pathologique (inflammation, stress oxydatif, réorganisation de la MEC) montre que
I’expression de certain de ces génes est dérégulée chez les souris Entpd1*’", mais pas
chez les souris Entpd1”” (Article N°1). Nous avons mesuré une surexpression de génes
impliqués dans linflammation et la perméabilité vasculaire (CD45, Vegfr2), le stress
oxydatif (NOX4) et le remodelage de la MEC et la fibrose (ratio Mmp9/Timp1, ratio

Mmp2/Timp2, Ctgf, Collal) chez les souris hétérozygotes. Ces résultats suggerent un
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phénotype particulier chez les souris Entpd1*’” qui présenteraient un risque vasculaire

accru.

Des études histologiques et moléculaires plus spécifiques sont prévues de maniére a

évaluer les dommages vasculaires et rénaux corrélés au niveau d’expression de CD39.

En conclusion, les souris Entpd1™”~ présentent un phénotype paradoxal lié a la
suractivation et la désensibilisation de certains récepteurs P2. Ceci rend les
résultats obtenus avec ces souris difficilement interprétable particulierement in
vivo. Pour cette raison, le choix de l'utilisation de souris hétérozygotes peut
s’'avérer judicieux. Une diminution de CD39 (Entpd1*/") se traduit par
I'augmentation de génes impliqués dans des processus pathologiques
vasculaires en lien avec l'inflammation, le stress oxydatif et le remodelage

structurel de la paroi artérielle.

Les résultats de la deuxiéme étude concernant le développement de I’'HTA chez
les souris CD39 sont discutés ci-apreés.

4- Role de CD39 dans le développement de

I’hypertension

Nous avons choisi d’induire une hypertension par infusion d’Angll a une dose
intermédiaire afin d’obtenir une hypertension modérée. Le traitement par une dose de
0,5mg/kg/] d’Angll entraine une élévation progressive et modérée de la PAS (Kawada et
al., 2002) caractérisée par une inflammation, un stress oxydatif et une fibrose moins
importante par rapport a une dose plus élevée.

De maniere surprenante, I'augmentation de pression artérielle dans la troisieme semaine
de traitement est moins importante chez les souris Entpd1”” mais équivalente entre les

souris sauvages et Entpd1*".

Notre hypothése de départ s’appuyait sur le fait qu’'une absence de CD39 conduirait en
une suractivation des récepteurs P2 par les nucléotides « signaux de danger », ainsi
gu’une altération du phénotype vasculaire plus marquée et par conséquent une élévation
de la pression artérielle plus importante chez les souris Entpdl”" et/ou Entpd1™. Ce
n‘est pas le cas. Il est a noter que ces résultats ont été obtenus lors de ma derniére
année de thése en raison d‘une reproduction des souris insuffisante. Nos données

obtenues récemment ont donc substantiellement changé notre hypothése de départ.

Les connaissances sur I’'enchainement des événements survenant lors du développement
de I'HTA restent encore mal connues. Effectivement, le point de départ de l'initiation de

I'HTA n’est pas bien défini. Néanmoins, des données récentes suggérent |'existence de
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deux phases dans le développement de |I'hypertension. Harrison et al. ont proposé un
nouveau concept pour expliquer comment les stimuli a l'origine de I’'HTA pouvaient
favoriser l'inflammation et I’élévation de pression artérielle dans une deuxiéme phase
plus tardive. Les auteurs proposent que les stimuli tels que I’Angll, le sodium ou autres
induisent une élévation de pression artérielle modérée, il s'agit de la pré-hypertension.
Cette premiere phase provoque une réaction inflammatoire, probablement par génération
de néo-antigénes activant les lymphocytes T effecteurs conduisant a l'infiltration de ces
cellules dans la graisse périvasculaire ainsi que dans le rein. Par la suite, la libération de
cytokines par les lymphocytes T mais également par les macrophages va agir de concert
avec les effets directs des autres stimuli (AnglI, sodium). Cette étape va provoquer une
deuxiéme phase d'HTA plus sévére caractérisée par une dysfonction vasculaire et rénale
favorisant la vasoconstriction et le remodelage vasculaire (Figure 35) (Harrison et al.
2011).

T Cell

Eg. Ang lI, High Salt, —{ NAQ

ROS, etc. Dendritic Cell r

\
Sp————— Blood Vessels
Hypertensive stimuli '

T Cell

Neoantigen formation T cell proliferation, migration
and antigen presentation and infiltration
Pre-Hypertension Overt hypertension and inflammation

Figure 35 : Les deux phases d’hypertension proposées par David G. Harrison

Source : (Harrison et al. 2011)

Concernant lI'atténuation de I'HTA et des altérations vasculaires associées chez

les souris Entpd1”/":

Nous émettons I'hypothése que des éléments dans la deuxiéme phase de I'HTA

pourraient intervenir.

La désensibilisation (ou méme la perte de fonctionnalité / hyper-activation chronique) de
certains récepteurs P2 pourrait constituer un élément d’explication. Deux récepteurs
(P2Y1 et P2X1) sont particulierement sensibles a la désensibilisation homologue. En

I'absence de I'effet protecteur de CD39 leur fonction peut étre profondément affectée.
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Bien qu’il n‘existe pas de données définitives concernant |'implication de ces récepteurs
dans la pathogénése de I'HTA une perte de fonction de I'un ou l'autre pourrait contribuer

a expliquer le phénotype des souris Entpd1™".

Par exemple, dans les processus inflammatoires endothéliaux, il a été montré que le
récepteur P2Y1 activé aprés stimulation au TNF-a contribue au recrutement leucocytaire
et la transmigration endothéliale par induction des molécules d'adhésion (Icam-1, Vcam-
1, P-sélectine) (Zerr et al. 2011). Cette contribution délétére du récepteur P2Y1
endothéliale semble participer aux dommages glomérulaires et a la raréfaction capillaire
dans un modeéle de glomérulonéphrite (Hohenstein et al. 2007). Par conséquent, la
protection partielle des souris Entpd1”” dans la phase finale de I'HTA pourrait &tre liée a

la perte de fonction de P2Y1.

Concernant le récepteur P2X1, son role dans I'HTA n’est pas clairement établi, mais sa
forte expression au niveau des CMLs des artéres de petit calibre et |’étude de sa
pharmacologie in vitro suggérent qu’il pourrait étre impliqué dans la régulation
sympathique des résistances vasculaires et dans l'autorégulation rénale (Vial & Evans
2002; Inscho et al. 2003). Une fonctionnalité diminuée du récepteur P2X1 au niveau de
|'artériole afférente rénale est bien documentée dans les modeles DOCA-Salt, SHR et
AnglII chez le rat. De maniére intéressante, I'immunosuppression prévient cet effet (Guan
et al. 2013; Gordienko et al. 2015; Guan et al. 2016). L'ensemble de ces données
suggére que les dommages secondaires rénaux pourraient aussi étre impliqués dans nos

résultats observés.

L'analyse des genes impliqués dans les différents aspects du remodelage vasculaire
pathologique au niveau de |'aorte thoracique chez ces souris ne montre aucune différence
dans I'expression des génes chez les souris Entpd1”” en réponse a I’Angll. L'absence
d’induction dans I'expression des genes impliqués dans le remodelage vasculaire chez les
souris Entpdl”” hypertendues peut étre expliquée par le fait que l'augmentation de

pression artérielle est moins importante.

Concernant I'étude de I'HTA et des altérations vasculaires associées chez les

souris Entpd1*/":

Dans notre travail, les réponses inflammatoires et oxydatives sont trés marquées dans le
modele utilisant la dose forte (1 mg/kg/]) par rapport a la dose faible (0,5 mg/kg/J)
utilisée dans cette partie de mon travail. Notre hypothése d’un effet vasculo-protecteur

de CD39 reposait essentiellement sur son réle immunomodulateur.

Or, nos résultats concernant les souris Entpd1™" ne montrent pas de différence évidente
dans l'augmentation de PA, le remodelage hypertrophique cardiaque et aortique et

Iinduction dans l’'expression des genes impliqués dans le remodelage vasculaire par
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rapport aux souris WT. Effectivement, comme exemple, l'induction de I|‘expression
génique des processus impliqués dans la fibrose et le réarrangement de la MEC (Ctdf,
Pai-1 et le ratio Mmp9/Timp1l) au niveau vasculaire dans I'HTA est semblable entre les
deux génotypes.

Ceci pourrait étre expliqgué par une dose d’Angll trop faible caractérisée par une
inflammation modérée qui pourrait masquer nos résultats. A l'inverse, l'inflammation
importante dans le modeéle utilisant la dose forte d’Angll pourrait en partie expliquer
I'effet protecteur de l'apyrase par une atténuation de l'inflammation. Enfin, on ne peut
pas exclure l'implication des effets secondaires rénaux décrits plus haut qui semblent
étre absents a une dose plus faible par rapport a la dose de 1mg/kg/]. Effectivement,
Kawada et al. ont démontré qu’une dose élevée d’Angll a 1mg/kg/] provoquait une
hypokaliémie. Ce défaut de potassium dans le plasma sanguin a notamment été associé
a des dommages interstitiels et a un dysfonctionnement tubulaire rénal (Suga et al.
2001; Kawada 2002).

Nous émettons I'hypothése qu’une infusion d’AngIl a une dose plus élevée pourrait

mettre en évidence des effets différents de I'hétérozygote par rapport aux WT.

Enfin, nous avons observé une dérégulation de génes impliqués dans les processus de
remodelage vasculaire pathologique dans les vaisseaux des souris Entpd1*” (Article
N°1), suggérant des altérations de base pouvant avoir des conséquences sur ce que |'on

observe lorsque I'on traite ces souris a I’Angll.

Cependant, l'analyse des niveaux d’expression génique du marqueur macrophagique
F4/80 nous indique une élévation de cette population au niveau des aortes de souris
sauvages traitées par I’AngIl. Or, cet effet de I’AngIl n’est retrouvé ni chez les souris
Entpd1” ni chez les Entpd1*/". Ce point reste & étre confirmé par immuno-marquage,
afin de quantifier l'infiltration macrophagique effective dans la graisse périvasculaire,
mais peut constituer un élément d’explication du phénotype hypertensif moins marqué

chez les souris possédant un défaut d’expression de CD39 constitutif.

Il serait intéressant de réitérer lI'expérience avec une dose plus élevée d’Angll de
maniere a forcer une inflammation vasculaire systémique. L’infusion continue d’Angll
peut rendre compliquée |'étude de mécanismes vasculo-protecteurs comme celui de
CD39, aussi un modéle d’HTA dépendant de I’AngIl mais sans infusion de celle-ci comme
le modéle L-NAME et le modéle DOCA-Salt, particulierement inflammatoire, pourrait étre
informatif. En particulier, le modéle L-NAME, conduisant a une hypertension suite au
blocage chronique de la production de NO, pourrait démasquer un phénotype marqué
chez les souris Entpdl”. En effet, si les observations ex vivo concernant une
amélioration de la fonction endothéliale chez les souris Entpd1”” (jeunes adultes et
agées), certainement par une potentialisation de la voie eNOS, s’avérent effectives in

vivo, l'inhibition chronique de cette enzyme par le L-NAME aurait des conséquences
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hypertensives plus importantes chez les souris Entpdl” comparées & leurs contrdles
sauvages.

Enfin, nous n‘avons observé aucun impact de la délétion de CD39 dans le vieillissement
et dans le contexte de I'HTA. Ceci peut s’expliquer par le peu d’effet provoqué par I’AnglI
dans [|'élévation de pression artérielle observé également chez les souris WT. Ces
résultats peuvent étre dus a l'utilisation de souris pré-sénescentes agées de 20 a 24

mois.

5- Traitement thérapeutique par I'apyrase

Nous avons utilisé I'apyrase afin de traiter des souris avec une activité ATPDase exogene.
Les souris traitées par l'apyrase en combinaison avec I’AngIl (1mg/kg/] pendant 12
jours) ne développent pas d'HTA comparées aux souris traitées par I’Angll seule. Les
remodelages cardiaques et aortiques sont normalisés par |'apyrase. La quantification de
I'infiltration leucocytaire et la génération de ROS au niveau vasculaire montre une
infiltration leucocytaire totale (CD45), macrophagique (F4/80) ainsi qu’un stress oxydatif
aboli chez les souris traitées par I’enzyme. Ces résultats mettent en évidence un role
protecteur puissant de I'apyrase. Bien que nous ayons détecté une interférence possible
entre l'apyrase et I’AngIl (co-administration dans la méme pompe osmotique) qui a
tempéré notre enthousiasme, ces résultats restent encourageants et justifient d’aller plus
en avant. Il serait intéressant de doser I’AngllI dans la circulation de nos souris traitées

par I'apyrase afin de valider ou d’invalider de maniére certaine notre modéle.

Par conséquent, a I’'heure actuelle, notre traitement par I’'apyrase in vivo ne peut pas étre
validé. Cependant ces résultats restent trés encourageants puisque cohérents avec la
littérature. Effectivement, dans un modele de pré-éclampsie (hypertension pendant la
gestation) les souris sur-exprimant CD39 sont protégées de |'augmentation de pression
artérielle (McRae et al. 2013). Plus récemment, c’est dans un modéle d'HTA pulmonaire
(HTAP) induite par hypoxie chez la souris que Visovatti et son équipe ont démontré un
role protecteur de 'apyrase suggérant un role bénéfique de CD39 dans cette pathologie
(Visovatti et al. 2016). Bien que ces deux modeles d'HTA soient bien différents de notre
modele d'HTA systémique, il serait nécessaire de connaitre l'effet d’'un traitement par

I'apyrase dans I’'hypertension systémique.

Ainsi, des expériences complémentaires sont nécessaires. Le traitement par I'apyrase

pourrait étre réitéré dans un autre modéle d’'HTA comme le modéle L-NAME ou DOCA-

Salt ou le traitement hypertensif est administré par I'eau de boisson. Cela n‘impliquerait

pas de co-incubation de molécules et pourrait étre plus informatif et permettre de

confirmer |'effet protecteur de I'apyrase dans I'HTA. Si cet effet protecteur était préservé,

il serait évidemment intéressant d‘identifier les mécanismes moléculaires impliqués. En
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d’autres mots, identifier I’étape a laquelle I'apyrase enraye la pathogénése, alors que nos

résultats tranchés suggeérent qu'il s'agit d’'un stade précoce.

Concernant les études in vivo dans le but de définir le role de CD39 dans I'HTA,
celles-ci révelent un role complexe de CD39. Effectivement, notre étude chez les
souris adultes montre une augmentation de PAS moins importante chez les
souris Entpd1”” en réponse a I’AngIl. Des désensibilisations plausibles chez ces
souris pourraient compliquer l'interprétation des résultats ; d’autre part les
souris Entpd1*/~ ne montrent pas de différence dans la cinétique et le niveau
d’élévation de la pression artérielle dans le développement de I'HTA.
Néanmoins, le modéle d’HTA induit par I’'AngII n’est pas forcément adapté afin
de démasquer le role de CD39 avec |'hétérozygote. Finalement, un effet
protecteur puissant de I'apyrase observé dans notre travail doit étre confirmé.
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Figure 36 : Schéma récapitulatif de I'ensemble de nos résultats concernant

CD39 dans I'hypertension

(Les différents PMID correspondant aux effets connus de la délétion de CD39 chez la souris sont

indiqués dans le schéma)
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CONCLUSION



Les résultats obtenus dans mon travail de thése nous permettent de mettre en évidence
un impact de I'HTA sur l’'ectonucléotidase CD39 au niveau vasculaire. L'étude in vivo du
role de CD39 dans I'HTA met en évidence son rble complexe, des études

complémentaires sont nécessaires afin de définir le role de cette enzyme dans I'HTA.

1. Dans la premiére étude, nous montrons une diminution de l'expression et de
I'activité de CD39 dans les arteres mais également dans la circulation sanguine.
Cette diminution pourrait étre due, du moins en partie, aux cytokines pro-
inflammatoires retrouvées dans la graisse périvasculaire et/ou a l|'étirement
mécanique exercé par la pression artérielle sur les cellules vasculaires. Nous
émettons I'hypothése que cette diminution pourrait exacerber les dommages
vasculaires associés a la pathologie mais également augmenter le risque
d’événements athérothrombotiques, qui est une des complications de

I'hypertension.

2. La deuxiéme partie du projet consistait a étudier le role de CD39 dans I'HTA.

D’une part, les possibles désensibilisations s‘opérant chez les souris Entpdl™””
compliquent l'interprétation des résultats. D’autre part, le nombre de génes
dérégulés de base chez les souris Entpd1*/~ et I'hypothése d’une dose trop faible
d’Angll ne nous permet pas de montrer un role évident de CD39 dans I'HTA.
Néanmoins, nos résultats ne sont que préliminaires et nécessitent fortement des
expériences complémentaires dans le but de clarifier le réle de CD39 dans le
développement de I'HTA. Finalement, notre traitement par |'apyrase est en grande
partie invalidé suite a la détection d’une interférence entre I’Angll et l'apyrase.
Une expérience supplémentaire d’un traitement par |'apyrase dans un autre

modeéele d’'HTA sera trés certainement informative.

D’autres études seront par conséquent nécessaires afin de clarifier un éventuel role de
I'ectonucléotidase CD39 dans la fonction vasculaire et ce dans le contexte de
I’hnypertension artérielle. Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans le
développement de I'HTA pourrait contribuer a la découverte de nouvelles cibles

thérapeutiques afin de prévenir I'HTA et les complications cardiovasculaires résultantes.
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Tableau 7 : Expression des génes étudiés dans l|'aorte des souris traitées a

I’AngII + apyrase

Sham Angll Angll + apyrase
Protéine géne moyenne SEM moyenne SEM p vs Sham | moyenne SEM p vs Sham
stress oxydatif
p22phox Cyba 2,2E-01 8,9E-03 3,7E-01 3,6E-02 0,0019 2,5E-01 2,1E-02 0,4864
gp91phox Cybb 3,9E-02 1,0E-03 7,7E-02 7,5E-03 0,005 6,4E-02 9,9E-03 0,0469
p47phox Ncf1 5,8E-03 3,6E-04 1,3E-02 1,6E-03 0,0007 8,5E-03 7,6E-04 0,1283
p67phox Ncf2 1,9E-02 1,4E-03 3,6E-02 3,3E-03 0,0011 2,5E-02 2,8E-03 0,2045
superoxyde dismutase soluble Sod1 1,3E+01 8,4E-01 1,3E+01 5,8E-01 0,7645 1,3E+01 3,1E-01 0,9352
superoxyde dismutase mitochondriale Sod2 7.4E+00 2.8E-01 6,4E+00 2,7E-01 0,0179 7,2E+00 2,5E-01 0,686
sous-population de cellules immunitaires
Cd45 (leucocytes totaux) Ptprc 8,0E-03 8,7E-04 1,6E-02 1,9E-03 0,0016 1,1E-02 1,1E-03 0,1881
Cd11b (Myéloides) Itgam 2,9E-02 3,2E-03 5,7E-02 5,2E-03 0,0084 5,0E-02 7,9E-03 0,0439
Cd68 (Monocytes/ Macrophages) gp110 7,6E-02 6,4E-03 1,4E-01 8,8E-03 <0,0001 8,8E-02 6,9E-03 0,2585
F4/80 (Macrophages) Emr1 2,8E-02 3,0E-03 5,9E-02 4,3E-03 0,0037 4,3E-02 8.6E-03 0,1168
Cd4 (lymphocytes totaux) Cd4 2,2E-03 2,9E-04 3,6E-03 8,7E-04 0,0915 2,1E-03 2,3E-04 0,9092
Cd3e (Lymphocytes T) Cd3e 5,8E-03 5,0E-04 7,2E-03 1,2E-03 0,3412 6,4E-03 1,2E-03 0,6949
Tbet (Lympocytes Th1) Tbx21 1,3E-03 9,2E-05 1,6E-03 2,8E-04 04728 1,3E-03 2,3E-04 0,9538
Gata3 (Lympocytes Th2) Gata3 1,0E-02 8,4E-04 1,1E-02 7,7E-04 0,3058 1,2E-02 7,5E-04 0,0412
Ror yT (Lympocytes Th17) Rorc 1,3E-01 1,7E-02 9,6E-02 1,2E-02 0,1253 9,7E-02 1,2E-02 0,1462
Foxp3 (Lymphocytes T régulateurs) Foxp3 2,9E-03 7,9E-04 2,3E-03 5,2E-04 0,4485 2,4E-03 4,5E-04 0,5643
Cxcr3 (Lymphocytes T activés) Cxcr3 2,1E-03 1,4E-04 3,6E-03 4,8E-04 0,0037 1,9E-03 6,3E-05 0,7002
polarisation M1
nitric oxide syntase inductible Nos2 1,2E-02 1,1E-03 1,2E-02 1,2E-03 0,7324 1,0E-02 1,2E-03 0,3142
Il-12ap35 Il-12ap35| 7.4E-04 1,3E-04 1,0E-03 6,8E-05 0,0705 9.9E-04 1,1E-04 0,1184
1-12bp40 II-12bp40| 8,0E-04 1,8E-04 1,4E-03 4,6E-04 02111 7.1E-04 1,7E-04 08612
polarisation M2
Arginase-1 Arg1 1,1E-02 7,0E-03 3,6E-03 9,1E-04 0,327 2,8E-02 5,1E-03 0,0231
Cd206 Mrc1 2,2E-01 2,4E-02 4,2E-01 2,7E-02 <0,0001 2,7E-01 2,3E-02 0,1585
cross-présentation
Cd8o0 (B7.1) Cd80 2,7E-03 4,5E-04 5,6E-03 1,2E-03 0,0227 3,7E-03 2,6E-04 0,4304
Cd8é (B7.2) Cd86 2,0E-02 1,5E-03 4,0E-02 3,9E-03 0,0003 2,6E-02 3,1E-03 0,174
sécrétion chimiokines / interleukines
Cxcl2 Cxcl2 4,7E-03 1,6E-03 4,0E-03 8,6E-04 0,7832 5,3E-03 2,1E-03 0,7832
monocyte chemoattractant protein (Mcp)-1 Ccl2 4,7E-02 1,0E-02 7,8E-02 2,8E-02 0,2706 24E-02 3,6E-03 0,4043
I-18 118 1,4E-02 3,8E-03 9,9E-03 2,2E-03 0,2403 1,0E-02 1,3E-03 0,2494
118 1-18 1,3E-02 1,8E-03 1,9E-02 1,3E-03 0,0462 1,5E-02 2,4E-03 0,5672
II-2 -2 8,2E-04 1,0E-04 9,3E-04 2,2E-04 0,684 7,9E-04 1,9E-04 0,9102
II-6 -6 1,9E-03 4,9E-04 5,2E-03 1,5E-03 0,0341 2,3E-03 4,5E-04 0,7887
I-10 I-10 4,3E-03 7.9E-04 1,8E-02 5,9E-03 0,0642 1,2E-02 4,6E-03 03225
1I-27p28 127 8.4E-04 2,0E-04 2,6E-03 2,6E-04 0,0002 2,5E-03 2,5E-04 0,0004
tumor necrosis factor-alpha Tnfa 8,2E-04 2,0E-04 6,6E-04 1,9E-04 0,653 8,9E-04 3,1E-04 0,8453
interféron gamma Ifng 2,0E-03 5,3E-04 2,9E-03 6,3E-04 0.2144 2,0E-03 2,5E-04 <0,9999
vasculaire
Cd39 Entpd1 6,1E-02 9,1E-03 7,7E-02 7,9E-03 0,1543 6,9E-02 5,3E-03 04616
Angiotensin converting enzyme, Ace Ace 2,4E-01 3,2E-02 4,9E-01 5,6E-02 0,0004 2,7E-01 1,7E-02 0,6049
Agtria, angiotensin receptor 1A Agtria 7,9E-03 4,0E-04 1,1E-02 1,1E-03 0,0159 1,1E-02 8,9E-04 0,0151
Agtr1b, angiotensin receptor 1B Agtrib 3,3E-03 9,6E-04 6,7E-03 1,6E-03 0,0442 3,8E-03 3,7E-04 0,7696
cyclooxygenase-1 Ptgs1 6,8E-02 5,6E-03 7,9E-02 5,3E-03 02147 8,1E-02 6,7E-03 0,1497
cyclooxygenase-2 Ptgs2 1,4E-02 1,9E-03 2,2E-02 3,0E-03 0,113 1,7E-02 4,4E-03 04716
prostacyclin Ptgis 2,0E-01 3,1E-02 3,1E-01 4,3E-02 0,0401 2,0E-01 2,5E-02 0,9902
nitric oxide synthase 3, endothéliale Nos3 8,9E-02 6,8E-03 1,1E-01 8,8E-03 0,048 9,5E-02 8,0E-03 0,6019
matrice extracellulaire
tissue inhibitor of metaloproteinase-1 Timp1 4,7E-02 1,0E-02 1,8E-01 3,2E-02 0,0003 4,7E-02 4,2E-03 0,9988
tissue inhibitor of metaloproteinase-2 Timp2 1,2E+00 1,4E-01 2,1E+00 2,2E-01 0,0015 1,3E+00 9,1E-02 0,711
matrix metaloproteinase-2 Mmp2 1,2E-01 1,9E-02 3,2E-01 5,8E-02 0,0016 1,2E-01 1,2E-02 0,9318
matrix metaloproteinase-9 Mmp9 3,6E-03 9,4E-04 5,3E-03 9,6E-04 0,3511 6,3E-03 1,4E-03 0,1506
matrix metaloproteinase-12 Mmp12 4,9E-03 6,6E-04 1,6E-02 3,1E-03 0,0013 5,9E-03 1,2E-03 0,7162
matrix metaloproteinase-13 Mmp13 3,2E-03 6,1E-04 4,9E-03 1,1E-03 0,3287 4,6E-03 1,3E-03 04219
matrix metaloproteinase-14 Mmp14 4,7E-03 4,7E-04 8,5E-03 3,5E-04 <0,0001 4,8E-03 5,0E-04 08187
Mmp9/Timp1 0,1077 0,1767
Mmp2/Timp2 0,0031 0,9616
fibrose
connective tissue growth factor Ctgf 2,0E+00 1,9E-01 3,3E+00 6,0E-01 0,0619 1,6E+00 3,2E-01 0,4398
collagen, type |, alpha 1 Col1at 9,3E-01 2,1E-01 3,5E+00 8,7E-01 0,004 8,0E-01 1,0E-01 0,8673
collagen, type |, alpha 3 Col3at 7,7E-01 1,2E-01 2,4E+00 4,2E-01 0,0004 7,0E-01 8,5E-02 0,8497
transforming growth factor, beta 1 Tafb1 1,4E-01 9,8E-03 1,8E-01 7.8E-03 0,0038 1,4E-01 8,7E-03 0,7859
transforming growth factor, beta 2 Tgfb2 5,8E-02 9,3E-03 1,0E-01 1,4E-02 0,0058 5,8E-02 5,4E-03 0,9808
transforming growth factor, beta 3 Tgfb3 4,5E-04 8,5E-05 6,2E-04 1,2E-04 0,1952 4,0E-04 6,2E-05 0,6704

RTQqPCR sur aorte de souris (avec graisse périvasculaire) rendues hypertendus par un traitement Angll (1 mg/kg/j; 12j) traitées avec ou

sans apyrase (sc 2.7U/j + ip 500U/kg/j). p22phox, gp91phox, p47phox, p67phox: sous unités de la NADPH (Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) oxydase. Les expériences ont été réalisées sur X animaux par groupe. Les données réprésentent les niveaux

d'expression normalisés a trois génes de référence (voir méthode)
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Figure 37 : Visualisation/stratification de I'’expression des génes étudiés dans

I'aorte des souris traitées a I’AngII + apyrase

Représentation visuelle et stratifiée de I’'expression des différents genes impliqués dans le
remodelage vasculaire pathologique chez les souris traitées a I’Angll * apyrase.
Représentation réalisée a |'aide de MeV (Multiple Experiment Viewer). Légende : le Vert

correspond aux génes sous-exprimés ; le Rouge correspond aux génes sur-exprimés.
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Article N°2 : Central Role of P2Ys UDP Receptor in
Arteriolar Myogenic Tone.

Dans le cadre de ma thése, j'ai également participé a un travail portant sur le réle du
récepteur P2Y6 dans le tonus myogénique (TM). Le TM repose sur la capacité du muscle
lisse des artéres de petit calibre a se contracter en réponse a I'étirement cellulaire. Ce
processus permet de protéger les capillaires en aval des artéres de résistance a des
augmentations trop importantes de pression (rupture, cedéme). Bien que le réle du TM
dans I'hypertension ne soit pas clairement établi, cette composante tonique des artéres
de résistances est « intuitivement » liée aux résistances vasculaires périphériques et au

niveau de pression artérielle systémique.

Cette publication rapporte que le TM est diminué dans les artéeres mésentériques de
souris déficientes pour P2Y6 (P2ry67") par rapport aux souris WT. La prévention de
I'hnydrolyse des nucléotides grace a un inhibiteur de CD39 (ARL67156), a linverse,
augmente le TM. Le TM augmenté chez les souris déficientes pour CD39 avait déja été
démontré précédemment (Kauffenstein, Drouin, et al. 2010).

Aprés la mesure du TM, les voies de signalisation impliquées dans la contraction ont été
étudiées.
L'augmentation du [Ca**]i dans le muscle lisse des artéres est aboli chez les souris
P2ry6” lors d’une stimulation par I'UDP, mais pas par I'UTP/ATP suggérant l'implication
du récepteur P2Y2 dans la mobilisation calcique par I'UTP/ATP. Le TM n’est néanmoins
pas altéré chez les souris P2ry2”7 soulignant le réle spécifique de P2Y6 dans le TM. Il a
été montré que l'activation de P2Y6 était nécessaire pour la phosphorylation et
I'activation des voies de signalisation responsables de la contraction des CMLs de ces
artéres.

La littérature a démontré l'implication de protéines membranaires formant des pores
pour libérer les nucléotides. En se basant sur I'hypothése de |'ouverture d'un conduit
nucléotidique en réponse a |'étirement, nous avons montré que les souris déficientes
pour le récepteur P2X7 et la Connexine 43 présentent un TM également diminué. Ceci
suggére une libération potentielle des nucléotides par P2X7 et/ou la Connexine 43 en
réponse a |'étirement.

Pour résumé ces résultats mettent en évidence la contribution du récepteur P2Y6 a I'UDP
dans l'induction du TM des artéres de résistance. Ce mécanisme pourrait contribuer a
I'altération de la perfusion tissulaire dans les maladies cardiovasculaires, notamment

I'insuffisance cardiaque.
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Il a également été mis en évidence l'implication du récepteur P2Y6 dans I’'HTA induite par
infusion d’Angll (travail étroitement lié avec mon travail de thése). L'augmentation de
pression artérielle est diminuée chez les souris P2ry67". Ces résultats ont été publiés au

méme moment par une autre équipe.

Dans le travail associé a cette publication, ma contribution a consisté a étudier in vitro la
transduction propre au récepteur P2Y6 de maniére a comprendre son role particulier dans
les arteres de résistances. Les résultats réalisés sur CMLs de rat et de souris montrent
qgue le récepteur P2Y6 active différentes MAP kinases (ERK, P38, IJNK) ainsi que la voie
Rho kinase. J'ai également réalisé les expériences de RT-PCR quantitative afin d’étudier
les niveaux d’expressions géniques des différents récepteurs P2, des connexines et des

pannexines spécifiquement dans les artéres mésentériques.
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Original Research

Central Role of P2Y, UDP Receptor
in Arteriolar Myogenic Tone

Gilles Kauffenstein, Sophie Tamareille, Fabrice Prunier, Charlotte Roy, Audrey Ayer,
Bertrand Toutain, Marie Billaud, Brant E. Isakson, Linda Grimaud, Laurent Loufrani,
Pascal Rousseau, Pierre Abraham, Vincent Procaccio, Hannah Monyer, Cor de Wit,
Jean-Marie Boeynaems, Bernard Robaye, Brenda R. Kwak, Daniel Henrion

Objective—Myogenic tone (MT) of resistance arteries ensures autoregulation of blood flow in organs and relies on the
intrinsic property of smooth muscle to contract in response to stretch. Nucleotides released by mechanical strain on
cells are responsible for pleiotropic vascular effects, including vasoconstriction. Here, we evaluated the contribution of
extracellular nucleotides to MT.

Approach and Results—We measured MT and the associated pathway in mouse mesenteric resistance arteries using
arteriography for small arteries and molecular biology. Of the P2 receptors in mouse mesenteric resistance arteries,
mRNA expression of P2X| and P2Y, was dominant. P2Y fully sustained UDP/UTP-induced contraction (abrogated in
P2ry6~"~ arteries). Preventing nucleotide hydrolysis with the ectonucleotidase inhibitor ARL6156-enhanced pressure-
induced MT by 20%, whereas P2Y  receptor blockade blunted MT in mouse mesenteric resistance arteries and human
subcutaneous arteries:=Despite-normal-hemodynamic-parameters; P2ry6~=mice were protected-against MT elevation in
myocardial infarction—induced heart failure. Although both P2Y , and P2Y,, receptors contributed to calcium mobilization,
P2Y, activation was mandatory for RhoA-GTP binding, myosin light chain, P42-P44, and c-Jun N-terminal kinase
phosphorylation in arterial smooth muscle cells. In accordance with the opening of a nucleotide conduit in pressurized
arteries, MT was altered by hemichannel pharmacological inhibitors and impaired in Cx43*~ and P2rx7~~ mesenteric
resistance arteries.

Conclusions—Signaling through P2 nucleotide receptors contributes to MT. This mechanism encompasses the release of
nucleotides coupled to specific autocrine/paracrine activation of the uracil nucleotide P2Y , receptor and may contribute
to impaired tissue perfusion in cardiovascular diseases. (Arterioscler<Thromb Vasc Biol. 2016;36:00-00. DOI: 10.1161/
ATVBAHA.116:307739.)

Key Words: myaocytes,;smooth muscle ® myosin, light chains ® nucleotides
B (purinoceptorP2Y6 ® rhoA GTP-binding protein

yogenic tone (MT) underlies the ability of small arteries

to contract in response to increased internal pressure.'
This mechanism ensures constant organ perfusion, reducing
flow as pressure increases, and increasing flow when pressure
drops to prevent tissue damage and edema from elevated pres-
sure in capillaries. Abnormal MT has been reported in vascu-
lar dysfunctions related to vasospasm,” chronic heart failure
(CHF),} cardiomyopathies,* and hypertension.’ Resetting of
MT has been proposed as a valuable strategy to protect sensi-
tive vascular territories.’

MT is an intrinsic property of smooth muscle cells
(SMCs), occurring independently of neurohumoral or endo-
thelial input. Pressure sensing in SMCs implicates an inte-
grated mechanotransduction, allowing conversion of wall
stress into cell contraction.® Pressure induces conformational
changes in extracellular matrix protein—binding adhesion sites
in the cell membrane, mainly integrins.” The mechanical stim-
ulus is transmitted to the submembrane space through several
mechanosensitive structures. The opening of stretch-operated
channels results in cationic (predominantly Na*) current,
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms
Angll angiotensin Il

CHF chronic heart failure

GPCR G-protein—coupled receptor

MRA mesenteric resistance artery

MT myogenic tone

SMC smooth muscle cell

sustaining membrane depolarization.® The resulting secondary
calcium entry through voltage-gated Ca** channels is essential
for electromechanical coupling of MT. The molecular identity
of cation channels leading to stretch-induced depolarization is
unknown, but transient receptor potential channels may have
a large role.?

Recent data suggest that G-protein—coupled receptors
(GPCRs) contribute to MT,’ at the fore of which is angioten-
sin 1T (AnglI) type 1 receptor.!® This receptor, proposed to be
a mechanosensor activated in an agonist-independent man-
ner,'! directly couples to transient receptor potential through
the Gq-protein pathway. This-scheme sequentially-associates
GPCRs and transient receptor potential channels, mediating the
effects of pharmacological inhibitors of both entities on MT.!°
However, several points remain to be clarified: the redundancy
of the process with other GPCRs, the means of receptor activa-
tion, and the intracellular signaling pathways implicated.

In the vasculature, extracellular nucleotides participate in
local control of blood flow through activation of P2 receptors. Two
types of P2 receptors, ionotropic P2X, . and G-protein—coupled
P2Y,!2461-14 hind both purine and*pyrimidine:** Activatiomnof
endothelial P2 receptors-induces local vasorelaxation; whereas
direct activation of vascular SMC receptorsypromotes vaso-
constriction via P2X, or pyrimidine-sensitive P2Y-receptors.'
Besides the well-known granular ATP secretion by platelets and
nerve terminals, nonvesicular release of nucleotides occurs in
virtually all cells. Such'release occurs on agonist, chemical, or
mechanical stimulation, appearing to involve a variety of anionic
pore-forming membrane proteins, such as pannexins, connexins,
P2X_ receptor, or ATP-binding cassette transporters.'

Here, we assessed the contribution of extracellular nucleo-
tides and specific P2 receptors to the development of pressure-
induced MT.

Materials and Methods
Materials and Methods are available in the online-only Data
Supplement.

Results

Expression of P2 Receptors in
Mesenteric Resistance Arteries

We evaluated the expression pattern of P2 nucleotide recep-
tors in mesenteric resistance arteries (MRAs) by quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction. P2Y  was the
most expressed P2Y receptor, followed by P2Y, and P2Y,
and to a lesser extent P2Ym3 and P2Y , (no detectable P2Y ).
Among P2X receptors, P2X, was most expressed in MRAs,

which is in agreement with previous work,' followed by P2X_

and P2X, and to a lesser extent P2X; PZX()’ P2X, and P2X,
were barely detected (Figure 1A).

Impaired Contraction in P2ry6”- MRAs

The contractile response to the uracil nucleotide UDP, its
nonhydrolyzable analog UDP@S, and UTP were abrogated
in P2ry6”~ MRAs (Figure 1B through 1D). Concentration—
response curves to phenylephrine, endothelin-1, Angll, and
the stable thromboxane A2/PGH2 receptor agonist U46619
were unaffected by the absence of P2Y receptor (Figure 1E
and 1H). Moreover, endothelium-dependent (acetylcholine)
and endothelium-independent (sodium nitroprusside) relax-
ations were comparable in both mice strains (Figure 11 and
1J). As previously described in MRAs, ATP induced tran-
sient contraction through activation of the P2X| ligand-gated
channel.™ This response was prevented by pharmacological
blockade (NF449) or desensitization (a,3-MeATP) of P2X|
receptor. P2X function was normal in P2ry6~" arteries as
shown by comparable contractile 'tesponses to a,3-MeATP
(Figure I in the online-only Data Supplement).

Interference With Purinergic Signaling

Impairs MT: Role of P2Y, Receptors

Stepwise increases in pressure (10-75 mmHg) induced MT
in MRAs. This response was reproducible over time through
4 successive step increases (Figure II in the online-only Data
Supplement). We compared the amplitude of successive myo-
genic responses after a 20-minute incubation period with
inhibitors that interfered with purinergic signaling versus the
appropriate vehicle. The ectonucleotidase inhibitor ARL67156
potentiated MT by 32% compared, with control, whereas P2Y
receptor blockers reactive blue-2 or MRS2578 blunted =50%
of the responsey(Figure-2Avand 2B). Pharmacological block-
ade of P2Y (MRS2179),,P2Y, (suramin), or P2X, (NF449)
receptors-did-not-alter MT(Figure 2B):"MT was strongly
impaired in.P2ry6~7-MRAs compared with those of P2ry6**
(Figure 2C through 2E). In human subcutaneous arteries, MT
was,significantly reduced by P2Y,.blockade with reactive
blue-2 (Figure 2F).

Elastic properties of MRAs—passive diameter, media
thickness, cross-sectional compliance, distensibility, and pas-
sive wall tension—were not modified in P2ry6~~ mice (Figure
Il in the online-only Data Supplement). MT was decreased
in P2ry6~- arteries compared with P2ry6**vessels with
comparable diameters (Figure IIIf in the online-only Data
Supplement), confirming an intrinsic defect in contractility.
P2Y receptor contribution to MT may vary along the vas-
culature. We measured P2Y  receptor expression level, phar-
macological contraction, and MT in tail arteries: in P2ry6™"",
when compared with P2ry6**, lower receptor expression cor-
related with the absence of uracil nucleotide—induced contrac-
tion (data not shown) and comparable MT (Figure IV in the
online-only Data Supplement).

P2ry6 Deletion Protects Against

Pathological Increase in MT

To evaluate the potential impact of P2Y receptor on blood
pressure in vivo, we monitored cardiovascular parameters
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Figure 1. Expression and vasoconstrictor function of P2Y, recep-
tor in mesenteric resistance arteries. A, Relative expression of
P2Y and P2X receptors in mesenteric resistance arteries (MRAs)
determined by quantitative real-time quantitative reverse tran-
scription polymerase chain reaction (mean+SEM of 5 indepen-
dent experiments). Dose-dependent contraction developed by
endothelium-denuded MRAs in response to UDP (B), UDPfS (C),
UTP (D), phenylephrine (PE; E), angiotensin Il (Angll; F), endo-
thelin-1 (G), and the stable thromboxane-A2 analog (U46619;

H) was measured by wire myography. | and J, Dose-dependent
relaxations in response to sodium nitroprusside (SNP) and acetyl-
choline (Ach) were measured on intact MRAs. Mean valuexSEM
of 5 to 8 independent experiments are shown.

in conscious, freely moving mice. Three days of continuous
recording showed no significant changes in blood pressure of
P2ry6™~ animals, but heart rate slightly increased (Figure V in
the online-only Data Supplement). In contrast, blood pressure
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in anesthetized (isoflurane) animals significantly increased.
When subjected to Angll treatment (1 mg/kg per day for 3
weeks), P2ry6~~ mice displayed reduced hypertension com-
pared with wild-type littermates (Figure VI in the online-only
Data Supplement). Resistance to Angll-dependent hyperten-
sion was recently reported," consistent with a P2Y receptor
effect on blood pressure regulation in pathological conditions.

CHF is known to induce increased peripheral vascular
resistance, partly through enhanced MT.? In P2ry6**animals,
CHF (induced by coronary artery ligation; Figure VII in the
online-only Data Supplement) was associated with a signifi-
cant increase in MT ( range, 50-100 mm Hg), an increase not
observed in P2ry6~ animals (Figure 3A). Concentration—
response curves to phenylephrine were comparable in both
genotypes and not modified by CHF (Figure 3B).

P2Y Receptor-Induced Signaling Pathways

Besides intracellular calcium mobilization, several signaling
pathways participate in MT, including'RhoA/Rho kinase, P38
and P42-P44 (extracellular signal-regulated kinases 1 and 2)
mitogen-activated protein kinase, and PI3-kinase-y.'*'8 We
evaluated the ability of P2Y, receptor to. trigger these path-
ways. UDP, UTP, and ATP induced intracellular calcium
increase in wild-type arterial SMCs in a concentration-depen-
dent manner. In P2ry67/ cells, calcium mobilization was
abrogated in response to UDP but only slightly diminished
in response to UTP and normal in response to ATP, suggest-
ing that P2Y, receptors (UTP/ATP) are functional and can
mobilize calcium in the absence of P2Y, (Figure 4A). As the
expression pattern of receptors in artérial SMCs may vary in
culture, we compared nucleotide-induced calcium mobiliza-
tion in freshly dissociated and early passage (P2) SMCs iso-
lated from MRAs, which, gave similar results (Figure VIII in
the online-only Data-Supplement).

Theractive-form(GTP-bound)-of -the small G-protein
RhoA was quantified by pull-down after nucleotide stimula-
tion. UDP, UTP, or UDPf3S increased GTP binding to Rho in
aortic.rings. This response was abrogated in P2ry6~'~ arteries,
whereas response to the thromboxane-A2 analog U46619 was
preserved (Figure 4B).

In P2ry6** SMCs, P2Y, stimulation (UDP) induced con-
centration-dependent phosphorylation of myosin light chain
associated with a trend toward increased myosin light chain
phosphatase (ser-696 and ser-853) and mitogen-activated pro-
tein kinase extracellular signal-regulated kinase (P42-P44),
P38, and c-Jun N-terminal kinase. These phosphorylations
were abrogated in P2ry6~~ cells (Figure 4C; Figure X in the
online-only Data Supplement).

Hemichannel-Dependent Nucleotide Release

Endogenous extracellular nucleotide release can occur
through the opening of membrane pore-forming proteins
belonging mainly to the Panx and Cx families. We evalu-
ated the expression and potential contribution of these pro-
teins to MT. Quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction performed on RNA isolated from mouse
MRAs revealed the presence of Cx, commonly described
in the vasculature (Cx37>Cx45=Cx40>Cx43) and Panx1,
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Figure 2. Interference with purinergic signaling affects myogenic response—exclusive contribution of P2Y, receptor. A, Representative
traces showing arterial diameter change after a step increase of intraluminal pressure (10-75 mmHg). The ectonucleotidase inhibitor
ARL67156 potentiates myogenic tone(MT), whereas a specific P2Y cantagonist, MRS2578, inhibits MT (CT, no inhibitors). B, Quantifica-
tion of the effect of ARL67156-(100umol/L); pharmacological-antagonists of P2Y, (MRS2179, 20, pmol/L),P2Y,(suramin, 100 pmol/L),
P2Y, (reactive blue-2 [RB-2], 10.pmol/L; MRS2578, 10.umol/L),’and P2X] (NF449, 10 pmol/L) receptors; and DMSQ (MRS2578, vehicle)
on MT. Data represent mean+SEM of 3 to 5 independent experiments. **P<0.005 and *P<0.05 (1-way ANOVA). Representative traces (C)
and average of pressure-diameter relationship induced by step increases in intraluminal pressure (D). E, MT calculated as a percentage
of contraction normalized to passive diameter (mean+SEM of 5 independent experiments). *P<0.05'and **P<0.005, P2ry6++ vs P2ry6-"-;
#P<0.05 and ##P<0.005, P2ry6++ active vspassive diameter. F, MT developed by human cutaneousiarteries with or without preincuba-
tion with the P2Y, antagonist:RB=2(10-umol/L). Data represent mean=SEM of 2 separate donors; **P<0:05: Graphs corresponding to the
measurement of raw arterial diameter in pressurized human arteries are available in Figure XIV in the online-only Data Supplement. CBX
indicates carbenoxolone; FFA, flufenamic acid; and MFQ, mefloquine.

but not in Panx2 and Panx3 (Figure 5A). Panx1 expression arterial contraction but no involvement of P2X_ receptors
was further shown by immunolabeling (Figure XIII in the (Figure XI in the online-only Data Supplement).

online-only Data Supplement). Pharmacological blockers
of connexin channels (18a-glycyrrhetinic acid, flufenamic
acid, and carbenoxolone) reduced MT significantly, whereas
the more selective Panx1 blockers (probenecid, mefloquine,
or '"Panx-blocking peptide) had no effect (Figure 5B), con-
sistent with normal MT in PanxI~~ mice despite reduced
phenylephrine-induced contraction (Figure 5C and 5D), as

Discussion
In addition to the well-described neurogenic release of ATP
with noradrenaline that contributes to sympathetic tone, ura-
cil nucleotides are vasoconstrictor mediators in many vascu-
lar territories through activation of P2Y, ,  receptors. Despite

previously described." Although Cx37 deletion did not affect ~ ™Many in vitro investigations of purinergic signaling in the
MT (Figure SE), the response was significantly reduced in cardiovascular system, the pathophysiological implications
Cx43*~ and P2rx7~ animals (Figure SF and 5G). MT was remain misunderstood.”” In this study, we show that P2Y,
inhibited by KN62, a P2X,, antagonist (Figure 5B). However, UDP receptor, the most expressed P2Y receptor in mouse
P2rx7-~ arteries did not display obvious dysfunction, as resistance arteries, is required for maintaining proper arterial
shown by contraction and relaxation induced by phenyleph- tone. This receptor fully supports in vitro arterial contraction
rine and ACh, respectively (Figure XI in the online-only Data in response to UDP and UTP and substantially contributes to
Supplement). ATP, BzATP (P2 receptor agonist with good MT through an autocrine/paracrine activation loop.

affinity for P2X_), and a,3-MeATP (P2X, receptor agonist) Our results indicate that MT was also sensitive to phar-
induced comparable contraction in P2rx7** and P2rx7~~ macological inhibition of P2Y by reactive blue-2 in human
mice arteries, suggesting the sole involvement of P2X in subcutaneous arteries, suggesting that some human small
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Figure 3. P2ry6 deletion prevents myogenic tone (MT) increase
associated with chronic heart failure. Chronic heart failure (CHF)
induced by permanent coronary artery ligation significantly
enhanced MT in P2ry6** but not P2ry6~ in mice as shown by
mesenteric resistance artery diameter changes (A) and calculated
MT (B). C, Phenylephrine-induced contraction was equivalent in
both genotypes and unaffected by CHF condition. Data represent
mean+SEM of 4 to 6 experiments; *P<0.05 and **P<0.01 accord-
ing to the genotype; #P<0.05 and ###<0.0005 according to the
experimental group (CHF or control; 2-way ANOVA). PE indicates
phenylephrine.

arteries may develop MT, at least in part,/ through thé.mecha-
nism described here.

This observation adds to the emerging concept that
GPCRs participate in'MT.’ Ascomprehensiveischeme of P2Y,,
receptor activation and its contribution to MT is represented
in Figure 6.

As a G -coupled receptor, P2Y activates phospholipase-
CPB and increases intracellular calcium through inositol
triphosphate-sensitive stores®® and protein kinase C activity
through diacyl glycerol formation. We showed that calcium
increase was abrogated in P2ry6~- arterial SMCs (freshly
dissociated and cultured cells) stimulated by UDP but only
marginally affected after UTP/ATP stimulation. These results
suggest efficient coupling of P2Y, (UTP/ATP) receptor to
calcium mobilization, whereas P2Y, modestly contributes
to this response. Unlike P2ry6~~ animals, P2ry2~~ mice did
not display altered MT (Figure IX in the online-only Data
Supplement) highlighting a nonredundant role of P2Y  recep-
tor in MT where intracellular calcium increase is minimally
involved.?!

P2Y  receptor activation induced phosphorylation of mito-
gen-activated protein kinase, including P38, P42-44, and c-Jun
N-terminal kinase. P38 is involved in MT"” and contributes to
blood pressure rise after CHF, a condition characterized by
elevated peripheral resistance with a major myogenic com-
ponent.”” In contrast, P42/44 extracellular signal-regulated
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Figure 4. P2Y/ receptor signaling in arterial smooth muscle cells
(SMCs) favors myogenic tone (MT). Dose-response curves mea-
suring intracellular calcium were performed on FURA-2-loaded
vascular SMCs isolated from P2ry6++ and P2ry6~'- mice.

A, Compared with wild-type cells, P2ry6 deficiency abolished
UDP-induced calcium increase and significantly reduced UTP
response but did not affect ATP response in P2ry6-- SMCs. Data
represent mean+SEM of 3 experiments performed on independent
cell cultures; *P<0.05 and **P<0.005 (2-way ANOVA). (Continued)
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Figure 4 Continued. B, RhoA activation, measured through its
GTP binding by pull-down, was absent in P2ry6-'- aortic rings
after stimulation with UDP (100 umol/L), UTP (100 pmol/L), and
UDPfS (10 umol/L) but remained unaffected after U46619 (1
pmol/L) stimulation. C, Reduced phosphorylation assessed

by Western blot of MLC, P42-44, and c-Jun N-terminal kinase
(UNK) kinases in arterial SMCs isolated from P2ry6-/- mesenteric
resistance arteries and stimulated with UDP. Data represent
mean+SEM of 3 experiments performed on independent cell
cultures; *P<0.05 and **P<0.005 (2-way ANOVA). The P value
according to the genotype is indicated.

kinase 1/2 is activated by cell stretch with no causal relation-
ship with MT.” c-Jun N-terminal kinase is a stress-activated
protein kinase sensitive to UV irradiation, heat, and osmotic
shock.* P2Y receptor has also been implicated in the cellular
response to these stresses®?%; thus, c-Jun N-terminal kinase
activation by P2Y, receptor may represent a cellular stress
response, such as SMC response to stretch.

Ga,,,, proteins activate the small G-protein RhoA and con-
stitute, with Rho-kinase, a calcium-sensitizing pathway, pro-
moting myosin light chain phosphorylation through inhibition
of phosphatase. GTP binding to RhoA in response to UDP/UTP
was suppressed in P2ry67=mices-We havesalready-shown-that
the RhoA-Rho kinase pathway contributes to MT.?” Thus, acti-
vation of the G, Rho-kinase pathway may explain a large part
of the exclusive contribution of P2Y to MT.

Although the real trigger of MT remains to be estab-
lished, in physiology, maintenance of the response (myogenic
contraction) is consistent with protection of downstream

capillaries pressure overload: MT lasts when pressure remains
elevated. How the same mechanism participates in both trig-
gering and sustaining the response to pressure is an old debate.
Although the molecular determinants remain to be identified,
membrane tensegrity seems to be central to mechanosensa-
tion. Tensegrity stabilizes cell shape by providing continuous
tension that depends on cytoskeletal integration of mechani-
cal forces through interactions with the extracellular matrix
and adhesion molecules; it results in tangential forces that
develop at the membrane.?® The resulting signal transduction
converges on actin—myosin interaction and cellular contrac-
tion." Our hypothesis (Figure 6) places the P2Y, activation
loop below mechanical perception, which should therefore be
maintained as the tangential forces are applied to the mem-
brane. Moreover, P2Y displays slow desensitization?; this,
combined with the fact that the receptor activates the calcium-
sensitizing pathway, suggests that a single activation after
UDP release may last over time.

Mechanical strains are well known to trigger nucleotide
release.* Here, we propose that vascular-cell stretch caused by
a rise in intraluminal pressure induces the release of nucleo-
tides that stimulate P2Y;and promote SMC contraction. This
hypothesis may diverge from recent data showing that Angll
type 1 receptor can be activated by stretch in an agonist-inde-
pendent manner.'® Key observations argue in favor of auto-
crine/paracrine nucleotide release rather than direct activation
by stretch. First, diminishing extracellular nucleotide hydroly-
sis with an ectonucleoside triphesphate diphosphohydrolase-1
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Figure 5. Functional hemichannels contribute to nucleotide release in myogenic response. A, Determination of the relative expression

of vascular connexins and pannexins by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction in mesenteric resistance arteries
(MRAs). B, Effect of pharmacological inhibitors on myogenic tone (MT; 75 mmHg). Inhibition of connexins by 18a-glycyrrhetinic acid
(180GA; 100 pmol/L), flufenamic acid (FFA, 100 nmol/L), and carbenoxolone (CBX, 100 pmol/L) reduced the MT in MRAs, as did a P2X,
antagonist, KN62 (0.3 pmol/L). Pharmacological inhibitors of the pannexins mefloquine (MFQ; 10 umol/L), probenecid (2 mmol/L) and
“Panx peptide (200 pmol/L) did not affect the response. C, Panx1-- mice display normal MT despite (D) altered contraction in response
to phenylephrine. E, MT is altered in cx43~- (mean+SEM of 5 independent experiments) and (F) P2rx7-- mice MRAs (mean+SEM of 5
independent experiments); *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001 (2-way ANOVA). The graphs corresponding to the measurement of the raw
arterial diameter in pressurized arteries is available in Figure Xll in the online-only Data Supplement. PE indicates phenylephrine.
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Figure 6. Functional scheme integrating extracellular nucleotide
release and P2Y-dependent pathway in myogenic tone. ERK
indicates extracellular signal-regulated kinases; and JNK, c-Jun
N-terminal kinase.

(or CD39) inhibitor,/the dominant arterial ectonucleotidase,
enhanced MT, in agreement with our previous work showing
that MT is exacerbated in Entpdl~- mouse arteries.’' Second,
pharmacological interference with nucleotide-releasing mol-
ecules reduced MT similarly to P2Y receptor blockade or
deletion, in accordance-with thereffect-of -a pharmacological
connexin channel blockade on-MT.3-53

Candidate protein-releasing nucleotides-should be per-
meable to anions and mechanosensitive. Such-properties
are held by connexins and pannexins, suggesting that they
open in response to mechanical forces.** Unlike connexins,
pannexins do not form cell=to=cell'channels'but only. single-
membrane channels:® Notably, Panxl is involved in ATP
release in response to adrenergi¢ receptor stimulation.’
Nevertheless, MT was not diminished in PanxI~~ arteries
and not affected by Panx1 inhibitors, ruling out its contribu-
tion to MT.

Similarly, Cx37 can function as a hemichannel.’® A
reverse relationship exists between Cx37 expression level and
arterial diameter®’; we found that Cx37 displayed the largest
expression level in MRAs. However, MT was not reduced in
Cx377"~ arteries—it was potentiated—ruling out its contribu-
tion in mechanosensitive-nucleotide release. However, MT
was reduced in Cx43*~ mice arteries. Notably, the MRAs of
Cx43~~ mice could not be studied because of the lethality
of these mice at birth.*® The hemichannel function of Cx43
may involve other partners, among them P2X_ receptors.”
MT was similarly reduced in MRAs from P2rx7~ mice,
and a pharmacological blockade of P2X_ strongly reduced
it. P2X, receptors can form large pores,* and heterologous
expression allows cells to release ATP in response to hypo-
tonic swelling.*' The receptor has a long C-terminal cyto-
plasmic tail that binds to integrins or cytoskeletal elements
(a-actin, o-actinin, supervillin)** putatively implicated in
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mechanosensation. These data suggest that the P2X_ opening
is sensitive to membrane stretch. P2Y  and P2X_ receptors are
characterized by slow desensitization®“’; thus, their contribu-
tion to MT may occur in a nontransient manner. Their sensi-
tivity to mechanical deformation and their ability to release
nucleotides suggest that P2X_ and Cx43 are involved in MT
through cellular nucleotide release. A direct molecular asso-
ciation of the 2 proteins was described in macrophages® and
could potentially occur in arterial SMCs. Moreover, Cario-
Toumaniantz et al*’ reported P2X -dependent vascular con-
traction in human saphenous veins: P2X_ activation formed
membrane pores permeable to large molecules, promoting
myocyte contraction followed by cell lysis when stimulation
was maintained. For unknown reasons, we did not observe
P2X_-dependent contraction in our setting (Figure XI in the
online-only Data Supplement). P2X_ receptor was initially
described as an apoptosis promotor; since then, it has been
implicated in many complex cellular processes, including
potassium efflux and NLRP3/inflammasome activation,*
transglutaminase-2 secretion,® pérmeability to chloride,*
and amyloid precursor protein secretion.”’ Intriguingly, these
mechanisms:could be dissociated from cellular depolariza-
tion. Hence, P2X7 function remains enigmatic; character-
ization of its activation mechanism in the context of MT
represents a challenging future investigation.

Thus, 'besides the existing therapeutic tools targeting
arterial tone, drugs targeting P2Y, or associated pressure-
sensitive pores could more selectively target MT. This is espe-
cially important as MT so far cannot be selectively targeted,
although resetting it may represent a new therapeutic option.®
The emergence of GPCRs, suchyas ‘sphingosine- 1 -phosphate,
prostanoids, cysteinyl leukotriene; or "Angll receptors®* as
MT modulators, may offer such opportunity.

As demonstrated in'this'study, purinergic signaling, often
presented as a danger ‘signal,” is involved in acute arterial
response to pressure. This may be importantin various vascular
disorders at the foreground CHF, a condition associated with
increased peripheral vascular resistance and exacerbated MT.?
We found that the absence of P2Y  receptor protects against
the increase in MT in heart failure after myocardial infarc-
tion. In the long-term, chronic overstimulation of P2Y, may
play a role not only in defective tissue perfusion (ie, brain)>
but also in deleterious arterial remodeling associated with
ischemic/inflammatory arteriopathies.’! Interestingly, recent
investigations reported that P2Y  is also involved in long-term
arterial remodeling associated with aging and hypertension
through specific synergistic interaction with AnglII receptors.'?
Altogether these data indicate that P2Y receptor might con-
stitute a valuable target in vascular diseases associated with
impaired tissue perfusion.

We describe a new mechanism contributing to MT devel-
opment that shares a common pathway with cellular stress
(inflammation and swelling). GPCRs to date represent the
target for nearly half of currently available drugs, but drugs
exploit only a limited number of receptors®; thus, unravel-
ing the expression and contribution of arterial GPCRs is man-
datory. Specific targeting of P2Y, may be advantageous in a
pathological context in which MT is impaired (heart failure,
diabetes mellitus, and hypoxia).

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on June 6, 2016


http://atvb.ahajournals.org/

8

Arterioscler Thromb Vasc Biol August 2016

Acknowledgments

We thank Jean Kanellopoulos for providing P2rx7~~ mice and
Jennifer Deschamps and Celine Beaujean for maintenance and care
of animals.

Sources of Funding

BNMI was supported by INSERM, CNRS, University of Angers,
CHU of Angers, Région Pays de la Loire, Angers-Loire Métropole,
and Département du Maine et Loire. This work was supported by
grants from the Fondation Lefoulon Delalande and Fondation pour la
Recherche Médicale (V. Procaccio, D. Henrion, and G. Kauffenstein,

contract no. 20121125554) and the

Swiss National Science

Foundation (310030_143343 and 310030_162579 to B.R. Kwak).

Disclosures

None.

References

. Davis MJ, Hill MA. Signaling mechanisms underlying the vascular myo-

genic response. Physiol Rev. 1999;79:387-423.

. Cipolla MJ, Curry AB. Middle cerebral artery function after stroke:

the threshold duration of reperfusion for myogenic activity. Stroke.
2002;33:2094-2099.

. Gschwend S, Henning RH; Pinto YM; de Zeeuw D; van Gilst WH;

Buikema H. Myogenic constriction is increased in mesenteric resistance
arteries from rats with chronic heart failure: instantaneous counteraction
by acute AT1 receptor blockade. Br J Pharmacol. 2003;139:1317-1325.
doi: 10.1038/sj.bjp.0705367.

. Maron BJ, Wolfson JK, Epstein SE, Roberts WC. Intramural (“small ves-

sel”) coronary artery/disease in hypertrophic cardiomyopathy. J Am Coll
Cardiol. 1986;8:545-557.

. Izzard AS, Bund SJ, Heagerty AM. Myogenic tone in mesenteric arter-

ies from spontancously hypertensive rats. Am J Physiol. 1996;270(1 pt
2):H1-H6.

. Hill MA, Meininger GA, Dayis-MJ, Laher I. Therapeutic potential.of phar-

macologically targeting arteriolar myogenic tone:Trends Pharmacel Sci.
2009;30:363-374. doi: 10.1016/j.tips.2009.04.008.

. Davis MJ, Wu X, Nurkiewicz TR, Kawasaki“J, Davis GE, Hill

MA, Meininger GA. Integrins ~and mechanotrangduction of ~ the
vascular myogenic response. Am “J -Physiol Heart “Cire~ Physiol:
2001;280:H1427-H1433-

. Earley S, Brayden JE. Transient receptor potential channels in the vascu-

lature. Physiol Rev.2015;95:645-690. doi: 10:1152/physrev.00026.2014.

. Kauffenstein G, Laher I, Matrougui Kj»Guérineau NC, Henrion. D.

Emerging role of G protein-coupled receptors in microvascular myogenic
tone. Cardiovasc Res. 2012;95:223-232. doi: 10.1093/cvr/cvs152.

. Mederos y Schnitzler M, Storch U, Gudermann T. Atl receptors as mecha-

nosensors. Curr Opin Pharmacol. 2011;11:112-116.

. ZouY, Akazawa H, Qin Y, et al. Mechanical stress activates angiotensin 11

type 1 receptor without the involvement of angiotensin II. Nar Cell Biol.
2004;6:499-506. doi: 10.1038/ncb1137.

. Burnstock G, Ralevic V. Purinergic signaling and blood vessels in

health and disease. Pharmacol Rev. 2014;66:102-192. doi: 10.1124/
pr.113.008029.

. Lazarowski ER, Boucher RC, Harden TK. Mechanisms of release of

nucleotides and integration of their action as P2X- and P2Y-receptor
activating molecules. Mol Pharmacol. 2003;64:785-795. doi: 10.1124/
mol.64.4.785.

. Vial C, Evans RJ. P2X(1) receptor-deficient mice establish the native

P2X receptor and a P2YG6-like receptor in arteries. Mol Pharmacol.
2002;62:1438-1445.

. Nishimura A, Sunggip C, Tozaki-Saitoh H, Shimauchi T, Numaga-Tomita

T, Hirano K, Ide T, Boeynaems JM, Kurose H, Tsuda M, Robaye B, Inoue
K, Nishida M. Purinergic P2Y6 receptors heterodimerize with angiotensin
AT receptors to promote angiotensin II-induced hypertension. Sci Signal.
2016;9:ra7. doi: 10.1126/scisignal.aac9187.

. Dubroca C, You D, Lévy BI, Loufrani L, Henrion D. Involvement of RhoA/

Rhokinase pathway in myogenic tone in the rabbit facial vein. Hypertension.
2005;45:974-979. doi: 10.1161/01.HYP.0000164582.63421.2d.

. Massett MP, Ungvari Z, Csiszar A, Kaley G, Koller A. Different roles of

PKC and MAP kinases in arteriolar constrictions to pressure and agonists.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

DY

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2002;283:H2282-H2287. doi: 10.1152/
ajpheart.00544.2002.

Carnevale D, Vecchione C, Mascio G, et al. PI3Ky inhibition reduces
blood pressure by a vasorelaxant Akt/L-type calcium channel mechanism.
Cardiovasc Res. 2012:;93:200-209. doi: 10.1093/cvr/cvr288.

Billaud M, Lohman AW, Straub AC, Looft-Wilson R, Johnstone SR,
Araj CA, Best AK, Chekeni FB, Ravichandran KS, Penuela S, Laird
DW, Isakson BE. Pannexinl regulates ol-adrenergic receptor- medi-
ated vasoconstriction. Circ Res. 2011;109:80-85. doi: 10.1161/
CIRCRESAHA.110.237594.

Govindan S, Taylor CW. P2Y receptor subtypes evoke different Ca2+
signals in cultured aortic smooth muscle cells. Purinergic Signal.
2012;8:763-777. doi: 10.1007/s11302-012-9323-6.

Mauban JR, Zacharia J, Fairfax ST, Wier WG. Pc-plc/sphingomyelin syn-
thase activity play a central role in the development of myogenic tone in
murine resistance arteries. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2015.
Hoefer J, Azam MA, Kroetsch JT, Leong-Poi H, Momen MA,
Voigtlaender-Bolz J, Scherer EQ, Meissner A, Bolz SS, Husain M.
Sphingosine-1-phosphate-dependent activation of p38 MAPK main-
tains elevated peripheral resistance in heart failure through increased
myogenic vasoconstriction. Circ Res. 2010;107:923-933. doi: 10.1161/
CIRCRESAHA.110.226464.

Loufrani L, Lehoux S, Tedgui A, Lévy BI, Henrion D. Stretch induces
mitogen-activated protein kinasesactivation and myogenic tone through 2
distinct pathways. Arterioscler Thromb Vase Biol.1999;19:2878-2883.
Rosette C, Karin M. Ultraviolet light and osmotic stress: activation of
the JNK cascade through multiple growth factor and cytokine receptors.
Science. 1996;274:1194-1197.

Takai E, Tsukimoto M, Harada H, Kojima S. Involvement of P2Y6 recep-
tor in p38 MAPK-mediated COX-2 expression in response to UVB irra-
diation of human keratinocytes. Radiat Res. 2011;175:358-366. doi:
10.1667/RR2375.1.

Tamaishi N, Tsukimoto M, Kitami A, Kojima.S. P2Y6 receptors and
ADAM 17 mediate low-dose gamma-ray-induced focus formation (activa-
tion) of EGF receptor. Radiat Res. 2011;175:193-200.

Dubroca C, Loyer X, Retailleau K, Loirand G, Pacaud P, Feron O,
Balligand JL, Lévy BI, Heymes C, Henrion D. RhoA activation and inter-
action with caveolin-1 are critical for pressure-induced myogenic tone in
rat mesentericaresistance arteries. Cardioyasc Res. 2007;73:190-197. doi:
10.1016/j.cardiores.2006.10.020.

Wang N, Butler JP, Ingber DE. Mechanotransduetion across the cell sur-
face and through the cytoskeleton. Science. 1993;260:1124-1127.
Robaye. B, Boeyna¢ms M, Communi D. Slow desensitization of the
humanP2Y6 receptor-EurJPharmacol. 1997;329:231-236.
Praetorius-HA; - Leipziger J. - ATP.release-from non-excitable cells.
Purinergic Signal. 2009;5:433-446. doi: 10.1007/511302-009-9146-2.
Kauffenstein G, Drouin A, Thorin-Trescases N, Bachelard H, Robaye B,
D’Orléans=Juste P, Marceau F, Thorin E, Sévigny J. NTPDasel (CD39)
controls nucleotide-dependent vasoconstriction in mouse. Cardiovasc Res.
2010;85:204-213. doi: 10.1093/cvr/cvp265.

Matchkov VV, Rahman A, Peng H, Nilsson H, Aalkjaer C. Junctional
and nonjunctional effects of heptanol and glycyrrhetinic acid derivates
in rat mesenteric small arteries. Br J Pharmacol. 2004;142:961-972. doi:
10.1038/sj.bjp.0705870.

Lagaud G, Karicheti V, Knot HJ, Christ GJ, Laher I. Inhibitors of gap junc-
tions attenuate myogenic tone in cerebral arteries. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2002;283:H2177-H2186. doi: 10.1152/ajpheart.00605.2001.
Scemes E, Spray DC, Meda P. Connexins, pannexins, innexins: novel roles
of “hemi-channels”. Pflugers Arch. 2009;457:1207-1226. doi: 10.1007/
s00424-008-0591-5.

Sosinsky GE, Boassa D, Dermietzel R, Duffy HS, Laird DW, MacVicar
B, Naus CC, Penuela S, Scemes E, Spray DC, Thompson RJ, Zhao HB,
Dahl G. Pannexin channels are not gap junction hemichannels. Channels
(Austin). 2011;5:193-197.

Derouette JP, Desplantez T, Wong CW, Roth I, Kwak BR, Weingart R.
Functional differences between human Cx37 polymorphic hemichannels.
J Mol Cell Cardiol. 2009;46:499-507. doi: 10.1016/j.yjmcc.2008.12.018.
Hill CE, Rummery N, Hickey H, Sandow SL. Heterogeneity in the distri-
bution of vascular gap junctions and connexins: implications for function.
Clin Exp Pharmacol Physiol. 2002;29:620-625.

Reaume AG, de Sousa PA, Kulkarni S, Langille BL, Zhu D, Davies TC,
Juneja SC, Kidder GM, Rossant J. Cardiac malformation in neonatal mice
lacking connexin43. Science. 1995;267:1831-1834.

Fortes FS, Pecora IL, Persechini PM, Hurtado S, Costa V, Coutinho-Silva
R, Braga MB, Silva-Filho FC, Bisaggio RC, De Farias FP, Scemes E, De

Downloaded from http://atvb.ahajournals.org/ at INSERM - DISC on June 6, 2016


http://atvb.ahajournals.org/

40.

Carvalho AC, Goldenberg RC. Modulation of intercellular communica-
tion in macrophages: possible interactions between GAP junctions and P2
receptors. J Cell Sci. 2004;117(pt 20):4717-4726. doi: 10.1242/jcs.01345.
North RA. Molecular physiology of P2X receptors. Physiol Rev.
2002;82:1013-1067. doi: 10.1152/physrev.00015.2002.

Kauffenstein et al

47.

P2Y6 Control of Myogenic Tone 9

Darmellah A, Rayah A, Auger R, Cuif MH, Prigent M, Arpin M, Alcover
A, Delarasse C, Kanellopoulos JM. Ezrin/radixin/moesin are required
for the purinergic P2X7 receptor (P2X7R)-dependent processing of the
amyloid precursor protein. J Biol Chem. 2012;287:34583-34595. doi:
10.1074/jbc.M112.400010.

41. Pellegatti P, Falzoni S, Pinton P, Rizzuto R, Di Virgilio F. A novel recom- 48. Storch U, Blodow S, Gudermann T, Mederos Y Schnitzler M. Cysteinyl
binant plasma membrane-targeted luciferase reveals a new pathway for leukotriene 1 receptors as novel mechanosensors mediating myo-
ATP secretion. Mol Biol Cell. 2005;16:3659-3665. doi: 10.1091/mbc. genic tone together with angiotensin II type 1 receptors-brief report.
E05-03-0222. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2015;35:121-126. doi: 10.1161/

42. Kim M, Jiang LH, Wilson HL, North RA, Surprenant A. Proteomic and ATVBAHA.114.304844.
functional evidence for a P2X7 receptor signalling complex. EMBO J. 49. Eltzschig HK, Sitkovsky MV, Robson SC. Purinergic signaling dur-
2001;20:6347-6358. doi: 10.1093/emboj/20.22.6347. ing inflammation. N Engl J Med. 2013;368:1260. doi: 10.1056/

43. Cario-Toumaniantz C, Loirand G, Ladoux A, Pacaud P. P2X7 receptor NEJMc1300259.
activation-induced contraction and lysis in human saphenous vein smooth 50. Yang J, Noyan-Ashraf MH, Meissner A, et al. Proximal cerebral arteries
muscle. Circ Res. 1998;83:196-203. develop myogenic responsiveness in heart failure via tumor necrosis factor-

44. Di Virgilio F. Liaisons dangereuses: P2X(7) and the inflamma- a-dependent activation of sphingosine-1-phosphate signaling. Circulation.
some. Trends Pharmacol Sci. 2007;28:465-472. doi: 10.1016/j. 2012;126:196-206. doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.111.039644.
tips.2007.07.002. 51. Levy BI, Schiffrin EL, Mourad JJ, Agostini D, Vicaut E, Safar ME,

45. Adamczyk M, Griffiths R, Dewitt S, Knduper V, Aeschlimann D. P2X7 Struijker-Boudier HA. Impaired tissue perfusion: a pathology common to
receptor activation regulates rapid unconventional export of transgluta- hypertension, obesity, and diabetes mellitus. Circulation. 2008;118:968—
minase-2. J Cell Sci. 2015;128:4615-4628. doi: 10.1242/jcs.175968. 976. doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.107.763730.

46. Tsukimoto M, Harada H, Ikari A, Takagi K. Involvement of chloride in 52. Maguire JJ, Davenport AP. Regulation of vascular reactivity by estab-
apoptotic cell death induced by activation of ATP-sensitive P2X7 purino- lished and emerging GPCRs. Trends Pharmacol Sci. 2005;26:448-454.
ceptor. J Biol Chem. 2005;280:2653-2658. doi: 10.1074/jbc.M411072200. doi: 10.1016/j.tips.2005.07.007.

Highlights

Tissue perfusion, vascular resistance, and microcirculation integrity rely'on pressure-induced myogenic tone..Many aspects of mechanotrans-

duction underlying myogenic tone remain undefined.

Cellular nucleotides are danger signals released in cell stress conditions, including mechanical strain.
Several P2 nucleotide receptors are expressed in vascular smooth muscle cells and coupled to vasocontraction,including P2Y, receptors.

P2Y, is the most expressed P2Y receptor in resistance arteries and is mandatory for uracil (UTP and UDP) nucleotide—mediated constriction.
P2Y, activation'is characterized by Rho-kinase pathway activation, moderated calcium mobilization, and mitogen-activated protein kinase
triggering.

P2Y, receptors contribute to.myogenic. tone’in.physiological conditions'and chronic heart failure, a condition :associated with exaggerated
arterial tone and vascular resistance.

P2Y, receptor activation occurs after,endogenous nucleotide releasesthrough cellular hemichannels;-likely involving connexin43 and P2X,
receptor but not connexin37 or‘pannexin:

A clear understanding of the cellular and molecular determinants of myogenic tone is lacking. Combining a pharmacological with a gene-
targeting approach, we demonstrate the contribution of extracellular nucleotides to this process. Nucleotides can be released by cellular
strain and signal danger in inflammatory disease and thrombosis. We show that extracellular nucleotides participate in tonic control of
resistance arteries in response toipressure increase through autocrine activation of G-protein~coupled receptor P2Yy. Identification of such
partners in the myogenic process may lead to new therapeutic approaches in the treatment of vascular ischemic disorders.
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Online Figure |

Representative traces illustrating that the stable ATP analogue, ATPyS, induces contraction of MRA through the exclusive
involvement of P2X, receptor. (a) The response to ATPgS stimulation (*) was not observed after P2X; receptor desensitization
(aMeATP 10 uM) nor in the presence of P2X, receptor antagonist (NF449 10 puM). (b) Pic contraction elicited by P2X; activation
in P2ry67- arteries is comparable to the one measured in P2ry6*/*arteries. Values are reported as means + SEM of 5 to 8
independent experiments.
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Online Figure

Reproducibility of the myogenic contraction induced by a single step increase from 10 to 75 mmHg in mouse MRA. The level of

contraction was stable for 4 successive protocols. Upper panel: representative traces. Lower panel: quantification of four
independent experiments £ SEM
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Online Figure Il

Comparison of elastic properties of mesenteric arteries isolated from P2ry67- compared to wild type mice P2ry6**. (a) Passive
arterial diameter, (b) arterial wall thickness, (c) cross sectional compliance, (d) distensibility and (e) passive wall tension were
evaluated on MRA following step increase of intraluminal pressure using a pressure myograph. Mean + SEM of 10 arteries from 5
different mice. (f) Correlation between passive arterial diameter and MT illustrates that MT is systematically lower in P2ry67
MRA with equivalent diameter to P2ry6+/+.
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Online Figure IV

(a) Comparison of the expression levels of P2Y, receptor by RTqPCR in thoracic aorta (Tho Ao), mesenteric resistance artery
(MRA), tail caudal artery (CA) and kidney. Lower panel shows equivalent MT in P2ry6**and P2ry67- caudal artery. Values
represent the mean + SEM of 7 independent experiments.
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Online Figure V

Hemodynamic parameters were measured in conscious mice using telemetric implants. Arterial pressure (systolic, mean,
diastolic) and heart rate are shown as 24h mean values (a) or separated according to day and night (b). Arterial pressure was not
different between P2ry67 and wild type mice and both genotypes displayed a circadian rhythm with enhanced values at night
time (b, * indicates p<0.05 vs. day). Heart rate was significantly increased in P2ry67- animals (indicated by #). Data represent
mean + SEM of parameters registered on 4 separate animals of each genotype. Values were collected for 3 consecutive days and
a mean value was calculated for each animal from these data.
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Online Figure VI

Mice were treated with Angiotensin-ll (1mg/kg/day, Alzet sub cutaneous osmotic pump) for 21 days. Mean arterial blood
pressure was measured under isoflurane anesthesia using intra arterial catheter connected to a pressure transducer and a blood
Pressure Analyser-200A (Micro-Med, Tustin, CA).
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Online Figure VII

Chronic heart failure (CHF) was evaluated by cardiac dysfunction and gross cardiac morphology 6-8-weeks after permanent
coronary artery ligation. a Left ventricular diastolic dimension (LVEDD) and b fractional shortening were determined using
echocardiography (n=4 in each group). Mice were sacrificed one week after echocardiography and cardiac gross morphology was
analyzed. ¢ Representative hearts with and without CHF from P2rY6+/+ and P2rY6-/- mice. d Left ventricle (LV) weight / body
weight ratio showing LV hypertrophy. Data are expressed as mean + sem. *P<0,05 vs. same genotype without CHF.
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Online Figure VIII

Comparison of intracellular calcium mobilization measured on freshly dissociated (left) or cultured vascular SMCs (right) isolated
from P2ry6** and P2ry67- mouse MRA. (a, b) Basal fluorescence ratio (FURA-2 ex 340/380; em 510 nm) as a indicator of resting
intracellular calcium level was not modified by P2Y, receptor deletion in cultured or dissociated cells. (c, d) Tracings representing
the kinetic of calcium mobilization (F/FO ratio) induced by the indicated nucleotides (UDP, ATP, UTP 10 uM, 1min injection). (e, f)
quantification of intracellular calcium mobilization as measured by the area under the curve (AUC) of the F/FO signal
(represented in c and d). Data represent the mean + SEM of experiments performed in duplicate on 3 independent primary cell
cultures or triplicate dissociated cell preparations, *P<0.05 (2-way ANOVA).
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Online Figure IX

MT developed by MRA from P2Y2 deficient mice (P2ry2-/-) was not altered compared to the response of their wild type
littermates (P2ry2+/+) (mean = SEM of 5 independent experiments ).
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Online Figure X
Representative western blots of protein phosphorylation in P2ry6+*/* vs P2ry67- arterial SMCs. Cells were stimulated with UDP (1,
10, 100 uM) for 5 min, lysed and protein were analyzed for phosphorylation using specific antibodies (see Table 2).
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Online Figure XI

Arterial reactivity of P2rx7/- mice was evaluated with a pressure myograph. (a) Phenylephrine (PE)-dependent contraction and
acetylcoline (ACh)-dependent relaxation are not affected in P2rx77- arteries as compared to their control. Data represent the
mean + SEM of 11 arteries from 5 different mice. (b) Kinetic of contraction of arteries from P2rx7*/* (black) vs P2rx77- (red) mice
in response to ATP, P2X7 agonist BzATP (100 uM), and P2X; agonist afMeATP (10 pM). Data represent the mean = SEM of n=3 to
5.
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Online Figure Xl

Myogenic Tone evaluation in MRA from Panx1-/-; Cx37-/-; Cx43+/- and P2rx7-/- mice was determined using a pressure myograph
as described in the experimental section. Left panels represent arterial diameter monitoring following step pressure increases in
intraluminal pressure in active and passive (PSS O calcium, EDTA, plus sodium nitroprusside and papaverine) conditions. Right
panels represent the MT as a percentage of contraction normalized to passive diameter. Data represent mean + SEM of 5 to 13
independent experiments as indicated in the legend (*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05).
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Online Figure XllI
Expression of Panx1 but not Panx2 or Panx3 was evidenced by immunofluorescence and immunolabelling coupled to

transmission electron microscopy (TEM) in MRA and quantified by the number of beads/um2 in endothelial cells (EC),
myoendothelial junction (MEJ) and vascular SMC (upper panel). The immunostaining represents Panx1 in red, autofluorescence
of the internal elastic lamina (IEL) in green and DAPI (nuclei) in blue. Scale bar for immune-TEM is 1 um, for ICC is 10 um and
asterisks indicates the lumen of the vessel.
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Myogenic Tone evaluation in human cutaneous arteries was determined using a pressure myograph as described in the
experimental section. Left panels represent arterial diameter monitoring following step pressure increases in intraluminal
pressure in active and passive (PSS 0 calcium, EDTA, plus sodium nitroprusside and papaverine) conditions. Right panels
represent the MT as a percentage of contraction normalized to passive diameter. Data represent the mean = SEM of 2 separate
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ONLINE SUPPLEMENT
METHODS

Ethical policies

The investigation for animals handling was performed in agreement with the
guidelines from Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the protection
of animals used for scientific purposes (authorization of the laboratory # 00577).
Human subjects gave informed consent that was approved by an institutional review
committee.

Chemicals

18a-glycyrrhetinic acid, flufenamic acid, carbenoxolone, probenecid, mefloquine
(QUO24-1, Bioblocks, CA, USA). Reactive Blue-2 (RB-2) was from Tebu (Le Perray-
en-Yvelines, France). Antagonists, NF449, MRS2578, MRS2179, ARL67156 and
suramin were from Tocris Bioscience (R&D Systems Europe, Lille, France). Other
compounds were purchased from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
Stock solutions of drugs were prepared according to the manufacturers’ protocol, and
appropriate vehicle controls were used. The effect of pharmacological blockers was
tested after an incubation period of at least 15 minutes vs control vehicle.

Animals

Mice genetically invalidated for P2Ys (P2ry6™), P2Y2 (P2ry2”), P2X7 (P2rx7"),
pannexin1 (panx1”), connexin37 (Cx37”) ' and connexin43 (Cx43"") were
generated as previously described 2. All animals were manipulated in accordance
with the European Community Standards on the Care and Use of Laboratory Animals
(Ministere de I'Agriculture, France, authorization No. 6422). The protocol was
approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of “Pays de la
Loire” (permit # CEEA.2011.14).

Quantitative real time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
analysis

Mesenteric arterial field were dissected in ice cold PSS, dried and stored at -20°C in
RNAlater Stabilization Reagent (Qiagen). RNA extraction was performed using the
RNeasy® micro kit (Qiagen). 100 ng of RNA extract were used to synthesize cDNA
using the QuantiTect® Reverse Transcription kit (Qiagen). Quantitative real-time PCR
was performed with Sybr® Select Master Mix (Applied Biosystems) using a Light
cycler 480 Real-Time PCR System (Roche). Primer pairs were designed using
primer 3 and those presenting a single peak of dissociation and an efficacy ranging
from 1.85 to 2.1 were retained (Table 1). Gapdh, Gusb and Hprt were used as

housekeeping genes for normalisation. Results were expressed as: 2(Ct!argetgene ~Ct
mean of ref genes)

Animal model of heart failure

Heart failure (HF) was induced by experimental myocardial infarction. Preoperative
analgesic buprenorphine injection (Temgesic® 0.1mg/kg subcutaneous) was
performed. Animals were anaesthetized by intraperitoneal injection of a mixture of
ketamine (50 mg/kg) and Xylazine (6 mg/kg) and intubated-ventilated at 120-130
breaths per minute (tidal volume 200 uL). Myocardial infarction was performed by
permanent ligation of the left anterior descending coronary artery. In sham-operated



controls, the thorax and pericardium were opened, but no ligation was performed.
After either procedure, the chest was closed and the mice were extubated and allow
recovering on spontaneous respiration. After 6 to 8 weeks, mice developed altered
left ventricular dilatation and reduced shortening fraction.

Functional analysis of MRA

Animals were sacrificed by CO; inhalation. Mesenteric arteries were dissected in ice-
cold physiological salt solution (PSS) of the following composition (mmol/L): 130.0,
NaCl; 15.0, NaHCOg3; 3.7, KCI; 1.6, CaCly; 1.2, MgSO4 and 11.0, glucose.
Pharmacological study was performed on 2-mm-long arterial segments mounted on a
wire-myograph (DMT, Aarhus, DK) °. Cumulative concentration-dependent
contraction was tested on arteries with a disrupted endothelium (flushed with 1ml
Triton X-100 0.04 %). Cumulative concentration-response curve to acetylcholine was
performed on arteries contracted with phenylephrine (1 uM). Endothelium-
independent relaxation was tested at the end of the protocol in response to the nitric
oxide donor, sodium-nitroprusside (SNP).

For pressure myography, third order mesenteric arteries (internal diameter 140-

220 ym) were cannulated between two glass pipettes and bathed in PSS (pH 7.4,
PO, 160 mmHg, and PCO, 37 mmHg). Pressure was controlled by a servo-perfusion
system and diameter changes and arterial wall thickness were measured
continuously. MT was determined in response to stepwise increases in intra luminal
pressure from 10 to 125 mmHg using a video-monitored perfusion system (LSI) ©. At
each pressure, a 5-6 min-equilibration period was allowed to achieve stable vessel
diameter. The experiment was repeated with Ca**-free PSS containing ethylenbis-
(oxyethylenenitrolo) tetra-acetic acid EGTA (2 mM), the non specific
phosphodiesterases inhibitor papaverin (100 pmol/L) and sodium nitroprusside

(10 pM) to ensure complete arterial relaxation, and the passive diameter was
recorded for each pressure. MT at a given perfusion pressure was defined as the
magnitude of the percent myogenic tone (%MT) at that pressure. The %MT was
expressed by the active (AD) and passive vessel diameters (PD) such that %MT =
[(PD - AD)/PD] - 100%.

Calcium mobilization assay

Early passages (P3-4) VSMC cultures prepared from enzymatically digested
mesenteric arteries were used for in vitro experiments ’. Cells were cultured in
DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics. Intracellular calcium
mobilization was measured on Fura-2-acetoxymethyl ester (Invitrogen) loaded cells.
Dual excitation at 340/380 nm with single emission at 510 nm was assessed using a
Flexstation-3 Microplate Reader (Molecular Devices). Data represent area under the
curve of the ratio 340/380 signal normalized to maximal signal obtained by cells
permeabilization with 0.1% saponine.

Freshly dissociated cells were used to avoid any bias linked to cell culturing. Smooth
muscle cells were dissociated from arteries using a HEPES-buffered isolation
solution containing: (in mM) 140 NaCl, 80 sodium glutamate, 5.6 KCI, 2 MgCI2, 10
HEPES, and 10 glucose (pH 7.35 with NaOH). Briefly, mesenteric arteries were
placed into isolation solution containing 1 mg/ml papain, 1 mg/ml dithioerythreitol and
1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) for 25 minutes at 37°C. Arteries were then
immediately transferred to isolation solution containing 0,7 mg/ml collagenase F and
0,3 mg/ml collagenase H (Sigma), 100 yuM CaCl2 and 1 mg/ml BSA for 8 minutes at
37°C. Arteries were subsequently washed in isolation solution and dispersed using a



pipette to yield single smooth muscle cells. Cells were allowed to adhere in 96 well
micro plate coated with type | rat-tail collagen (Santa Cruz) in DMEM cultured
medium containing 10% FBS and antibiotics for one night. Intracellular calcium
mobilization was measured as described above.

Measurement of GTP-bound RhoA

RhoA activation was assessed in agonists-stimulated aorta. Thoracic aortas were
dissected from perivascular fat and adventitial tissue in icecold PSS and the
endothelium was disrupted by perfusion of PSS containing Triton X-100 (0.04 %,
1mL). Aortic rings (2 mm) were stimulated for 10 min in 37°C heated PSS containing
nucleotides or the thromboxane A; analogue U46619. Tissues were snap frozen in
liquid nitrogen, reduced to powder and resuspended in ice-cold homo%enization
buffer. GTP-bound RhoA content was determined with using G-LISA”
(Cytoskeleton, Denver, CO) according to the manufacturer instructions.

Western Blot

Smooth muscle cells were obtained from the whole mesentery arterial bed. After
removing adventitial peripheral fat with thin forceps MRA were enzymatiquely
digested using elastase (0.125 U/ml) and collagenase (2 U/ml) (Worthington,
Lakewood NJ) over night at 37°C with agitation in DMEM medium without serum.
Cells between P2 and P4 were seeded in 48 well plates and starved once reached
80% of confluence for 12h. Stimulation was performed for 3 min at 37°C stopped with
ice cold PBS and directly lysed and homogenized in loadding Buffer: 1% SDS,

10 mmol/L Tris, Tmmol/L Sodium orthovanadate 1 mmol/L, Sodium fluoride

10 mmol/L, B-glycerophosphate 10 mmol/L, complete protease inhibitor cocktail
(Roche), 5% p-mercapto ethanol. After boiling 5 min at 90°C, proteins were
separated by SDS-PAGE (12% acrylamide) and transferred to nitrocellulose
membranes (GE Healthcare). Membranes were analyzed for phosphorylated proteins
using the appropriated antibodies (Table2).

Statistical analyses

Data are presented as mean + SEM. Statistical analyses were performed using
Graphpad PRISM (La Jolla, CA, USA). Differences between groups were assessed
using two-way ANOVA followed by Fisher's LSD Multiple-Comparison Test except for
single dose of inhibitors comparison where one-way ANOVA was used. P values
<0.05 were considered statistically significant.



Table 1

Primers sequence

Gene Protein Gene ID Am|_:)|icon
size forward reverse
Gapdh GAPDH NM_008084.2 121 ccggggcetggcattgctctc ggggtgggtggtccagggtt
Gusb GUSB NM_010368.1 72 ctctggtggcecttacctgat cagttgttgtcaccttcacctc
Hprt HPRT NM_013556.2 125 ggggtgggtggtccagggtt aagacattctttccagttaaagttgag
Gja4 Connexin37 NM_008120 59 tcctgggaaaaagcactgat ctgtgtctgtccaggtgacg
Gjal Connexin43 NM_010288.3 86 tcctttgacttcagectcca ccatgtctgggcacctct
Gja5s ter Connexin40 NM_008121.2 64 acaggagttctggtgaacagg ctagcaggcgagtcaggaag
Gjcl (Gja7) Connexin45| NM_001159382.1 70 acaggagttctggtgaacagg ctagcaggcgagtcaggaag
P2rx1 P2X1 NM_008771.3 86 ccgaagccttgctgagaa ggtttgcagtgccgtacat
P2rx2 P2X2 NM_153400.3 77 agtcagcatcatcaccagga ctgtgaaccctcatgctctct
P2rx3 P2X3 NM_145526 77 catcattcccaccatcatca aggatgatgtcacagagaacagtc
P2rx4 P2X4 NM_011026.2 89 ccaacacttctcagcttggat tggtcatgatgaagagggagt
P2rx5 P2X5 NM_033321.3 77 cacagtcatcaacattggttcc | aggtagataagtaccaggtcacagaag
P2rx6 P2X6 NM_011028.2 64 tgtccccagtactcecttcca caccagtgattggctgtcc
P2rx7 P2X7 NM_011027.2 76 ctggttttcggcactgga ccaaagtaggacagggtgga
P2ry1 P2Y1 NM_008772.4 60 ctgtgtggaccccattcttt tcgggacagtctccttctga
P2ry2 P2Y2 NM_008773.3 127 tgcgctgatgaactttgttt ggcaggaaacaggaagaaca
P2ry4 P2Y4 NM_020621.3 114 gaagaagcagcagaacacca caaggagtctgcactggtca
P2ry6 P2Y6 NM_183168.1 80 tcttccatcttgcatgagaca ggatggtgccattgtcct
P2ry12 P2Y12 NM_027571.3 94 gagacactcatatccttcagattcag tcgggacagtctccttctga
P2ry13 P2Y13 NM_028808.3 60 atgtgtgagatggggaaagg gtcccaggggagaaggtg
P2ry14 P2Y14 NM_001008497.2 59 ctttgcctccagaggtgaga ggctggtttggagggtct
Panx1 pannexin-1 NM_019482.2 61 agaccaagggagaggacca gctgctcaggtccaaatctt
Panx2 pannexin-2 [ NM_001002005.2 122 gtaccccctgccctacca gatttccttctcggggagtg
Panx3 pannexin-3 NM_172454.2 63 gaaatctctctggcctcacaa atacatggccacagccaga




Table 2

Target protein Reference Provider
Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) 4511 Cell Signaling Technology
p38 MAPK 9212 Cell Signaling Technology
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 9101 Cell Signaling Technology
ERK1 610031 BD biosciences
Phospho-Akt (Ser473) 4060 Cell Signaling Technology
Akt (pan) (C67E7) 4691 Cell Signaling Technology
Phospho-MYPT-1 (Thr850) 04-773 Merck Millipore
Phospho MYPT-1 (Thr 696) sc-17556 Santa Cruz Biotechnology
MYPT-1 612164 BD biosciences
Phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) 9251 Cell Signaling Technology
INK1 551197 BD biosciences
Phospho-Myosin Light Chain 2 (Thr18/Ser19) 3674 Cell Signaling Technology
Myosin Light Chain 2 3672 Cell Signaling Technology
Beta-Actin A5316 SIGMA-ALDRICH
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Article N°3 : The ecto-ATPDase CD39 is involved in the
acquisition of the immunoregulatory phenotype by M-
CSF-macrophages and ovarian cancer tumor-associated
macrophages: Regulatory role of IL-27.

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont des cellules immunosuppressives qui
peuvent s'accumuler dans le microenvironnement tumoral. Chez les patientes atteintes
d'un cancer de I'ovaire, leur densité est corrélée a un mauvais pronostique.
L'ectonucléotidase CD39 exprimée a la surface des macrophages leur confere des
propriétés immunosuppressives en favorisant |'accumulation d’adénosine par |'activation
du récepteur A2A.

Cette publication rapporte que les TAM (CD14+ CD163+) isolés chez des patientes
atteintes de cancer de I'ovaire tout comme les macrophages générés in vitro avec du M-
CSF (M2) expriment des niveaux élevés de CD39 comparativement aux macrophages
activés (M1). Un inhibiteur de CD39 (POM-1) tout comme |'adénosine désaminase (ADA),
deux traitements qui diminuent I'accumulation et les effets de I'adénosine, diminuent les
fonctions immunosuppressives des macrophages (CD14+ CD163+ et CD39+) dont la
sécrétion d'IL-10 (cytokine anti-inflammatoire). De plus, I'IL-27, sécrétée par les
neutrophiles infiltrant la tumeur, a été immuno localisée a proximité des macrophages
(CD163+) infiltrant. L'IL-27 a pour fonction d‘augmenter I|‘expression du CD39
macrophagique leur conférant des propriétés immunorégulatrices. En effet, une déplétion
de I'IL-27 diminue I'expression de CD39 et la sécrétion d’'IL-10 par les macrophages M-
CSF. Ces données mettent en évidence que |'activité de CD39 induite par I'IL-27 maintien
le phénotype immunosuppresseur des TAM dans le cancer de l'ovaire.

Ce travail apporte de nouvelles informations sur I'acquisition de propriétés
immunosuppressives des macrophages infiltrant les tumeurs. Le ciblage des médiateurs
contrélant la génération ou la différenciation des TAM représente un défi thérapeutique
qui vise a surmonter l'immunosuppression associée aux tumeurs.

Dans ce travail, j'ai contribué aux expériences de mesure de |'activité ATPase de CD39
sur les macrophages in vitro. J'ai mis au point la méthode (par fluorescence en HPLC)
pour mesurer de maniére optimale I’'hydrolyse de I’ATP par CD39 sur ces cellules. J'ai
également contribué a I'analyse et l'interprétation des résultats de maniére a pouvoir les

intégrer a la publication.

Mon travail de thése s’appuie sur un effet vasculoprotecteur de CD39. Néanmoins, ce
travail souligne que nous ne devons pas oublier les effets délétéres potentiels d'une
activité CD39 exacerbée, notamment en cancérologie. Effectivement, lI'enzyme est
responsable d’'un microenvironnement immunosuppresseur (accumulation d’adénosine)

et favorise le développement tumoral.
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The ecto-ATPDase CD39 is involved in the acquisition of the immunoregulatory
phenotype by M-CSF-macrophages and ovarian cancer tumor-associated
macrophages: Regulatory role of IL-27
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INSERM, CNRS, Université d’Angers, Université de Nantes, Nantes, France

ABSTRACT

Tumor-associated macrophages (TAM) are immunosuppressive cells that can massively accumulate in the
tumor microenvironment. In patients with ovarian cancer, their density is correlated with poor prognosis.
Targeting mediators that control the generation or the differentiation of immunoregulatory macrophages
represents a therapeutic challenge to overcome tumor-associated immunosuppression. The
ectonucleotidase CD39 hydrolyzes ATP into extracellular adenosine that exhibits potent
immunosuppressive properties when signaling through the A2A adenosine receptor. We report here that
CD14" CD163" TAM isolated from ovarian cancer patients and macrophages generated in vitro with M-
CSF, express high levels of the membrane ectonucleotidase CD39 compared to classically activated
macrophages. The CD39 inhibitor POM-1 and adenosine deaminase (ADA) diminished some of the
immunosuppressive functions of CD14"9" CD163"9" CD39"9" macrophages, such as IL-10 secretion. We
identified the cytokine IL-27, secreted by tumor-infiltrating neutrophils, located close to infiltrating CD163™
macrophages, as a major rheostat of CD39 expression and consequently, on the acquisition of
immunoregulatory properties by macrophages. Accordingly, the depletion of IL-27 downregulated CD39
and PD-L1 expression as well as IL-10 secretion by M-CSF-macrophages. Collectively, these data suggest
that CD39, drived by IL-27 and CD115 ligands in ovarian cancer, maintains the immunosuppressive
phenotype of TAM. This work brings new information on the acquisition of immunosuppressive properties
by tumor-infiltrating macrophages.
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Introduction

Macrophages are involved in numerous functions, ranging Macrophages are plastic cells. Their phenotype and func-

from tissue homeostasis to microbe eradication. Accordingly,
they can exhibit different states of polarization,' with M1 and
M2 representing two extreme states of a continuum spectrum
of activation. M1-polarized macrophages, also named “classi-
cally activated macrophages,” are characterized by an IL-12"&"
IL-10 phenotype. They play a protective role against
microbes and tumors via the production of inflammatory cyto-
kines. M2-polarized macrophages, referred to as “alternatively
activated macrophages,” exhibit immunoregulatory properties,
and are characterized by an IL-10"€" IL-12'°" phenotype and
the ability to suppress Thl immunity. M2-type macrophages
are involved in the resolution of inflammation and the protec-
tion against some parasites. They also promote angiogenesis,
tissue remodeling and wound healing.>’

tions can be modulated, depending on their microenvironment.
As an example, type I and type II IFNs can revert M2-type
macrophages into immunostimulatory cells.* To the same
extent, GM-CSF prevents the differentiation of human mono-
cytes into immunosuppressive macrophages.’

At the tumor site, the accumulation of immunosuppressive
cells abrogates effector cell functions and contributes to main-
tain tumor-immune tolerance.’ In various solid tumors, such
as breast and ovarian cancers, tumor-associated macrophages
(TAM) accumulate more than any other immune cell type, and
their density is correlated with poor prognosis.” TAM derive
from circulating monocytes recruited locally by CCL2, M-CSF
and/or VEGF.® TAM exhibit an immunoregulatory phenotype
and suppress antitumor immune responses by altering the
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cytotoxic properties of CTLs and by promoting apoptosis or
inhibiting the proliferation of effector T cells. Via its ability to
switch the differentiation of monocytes from DCs into macro-
phages, to favor the expression of inhibitory molecules on mye-
loid cells and to prevent T cell priming, IL-10 appears as the
prominent immunoregulatory mediator expressed by TAM.
Moreover, TAM favor the local recruitment of Treg cells by
secreting CCL22.” We have previously reported that the CD115
ligands M-CSF and IL-34, drive monocytes into IL-10"&" IL-
12'°Y immunoregulatory macrophages which are similar to
ovarian cancer TAM.>'>!" They represent a robust model to
decipher in vitro the biology of immunoregulatory
macrophages.

Accumulating data have underlined the impact of the local
tumor-associated metabolism in regulating the recruitment
and/or functional polarization of immune cells, among which
ATP and its metabolites have emerged as potent regulators of
immune cells.'***> However, and to the best of our knowledge,
the role of tumor-associated ATP metabolites on functional
macrophage polarization has not been addressed in detail.

In an inflammatory context, extracellular ATP is considered
as a potent danger signal that activates immune cells via P2
receptors.'*'® It was previously described that, under activation
or stress, numerous cell types and particularly monocytes,
release ATP.'®'” ATP is important for immune cell response, it
attracts antigen-presenting cells and potentiates the initiation
of protective antitumor immune responses.'®'? Even though
inflammation is important for pathogens and tumor cells eradi-
cation, a chronic inflammation could be detrimental to the
host. Consequently, ATP has to be removed from the extracel-
lular milieu to avoid unabated inflammation. Landmark studies
of Ohta and Sitkovsky highlighted the importance of adenosine
in immunoregulation.”® ATP could be rapidly shifted into an
immunosuppressive mediator upon catabolism into adenosine,
a well-known potent inhibitor of immune cells.**** This obser-
vation led to analyze the cellular-mediated ATP catabolism.
ATP is essentially hydrolyzed by the membrane-bound nucleo-
tidase CD39 (NTPDasel, nucleoside triphosphate diphospho-
hydrolase 1) into ADP and AMP, the Ilatter being
dephosphorylated by the ecto-5nucleotidase CD73 into adeno-
sine.”*”! Ohta, Sitkovsky and others showed that, among the
different adenosine receptors (Al, A2A, A2B and A3),* the
adenosine receptor 2A has a major role in the attenuation of
inflammation and tissue damage.”>*"”*>> These studies evi-
denced the CD39-CD73-adenosine receptor axis blockade as a
promising therapeutic target.”"**?

In line with these studies and with the objective to better
understand the mechanism involved in the acquisition by
TAM of an immunoregulatory phenotype, this study aimed at
evaluating the impact of ATP and ATP metabolites on TAM
functions.

In tumors, all these partners are present: (i) ATP is mainly
released by dying cells and infiltrated immune cells,">" (ii)
CD39 and CD73 are expressed by numerous primary tumor
cells **** and by some infiltrating immunosuppressive cells **
* and (iii) adenosine receptor 2A is expressed by immune-infil-
trating cells.*’ Furthermore, an accumulation of extracellular
adenosine in tumor microenvironment and the subsequent

purinergic signaling are involved in the regulation of immune
cell functions. >4

In this context, we hypothesized that the CD39-CD73-aden-
osine receptor axis plays a strategic role in the acquisition
of immunoregulatory properties by tumor-infiltrating macro-
phages. The objective of this study was to investigate the role of
CD39 in the polarization of human macrophages generated
using CD115 ligands and of TAM isolated from ovarian cancer
patients.

Results

M-CSF-macrophages and ovarian cancer TAM express
higher levels of CD39 than GM-CSF-macrophages

We analyzed, by flow cytometry, the expression of CD39 by M-
CSF-macrophages and GM-CSF-macrophages, used as proto-
types of M2-polarized and M1-polarized macrophages, respec-
tively. Results showed that, at the end of the differentiation
process (day 7), the expression of CD39 was higher on M-CSE-
macrophages, compared to GM-CSF-macrophages (RFI = 5.8
£ 0.82 and RFI = 2.96 + 0.37, respectively; mean £+ SEM,
n = 11) (Fig. 1A). Interestingly, the expression of CD39 was
increased during the differentiation process on M-CSF-macro-
phages (Fig. 1B). On the contrary, CD39 expression remained
stable on GM-CSF-macrophages during the 7-d differentiation
process and was only slightly increased compared to freshly iso-
lated monocytes (Fig. 1B). We previously reported that M-CSF-
macrophages are similar to TAM isolated from ovarian cancer
patients.'’  M-CSF-macrophages and TAM are CD14"¢"
CD163"8" that produce high amounts of IL-10, but not IL-12,
upon stimulation with LPS (Fig. 2C and data not shown)."" We
observed that the levels of CD39 on ovarian cancer TAM iso-
lated from patients are similar to the ones of M-CSF-macro-
phages (RFI = 6.28 compared to 5.8, respectively; mean, n = 5
and n = 11, respectively) (Fig. 1A). IHC confirmed, in ovarian
cancer tissues, that CDI14+ macrophages express CD39
(Fig. S1).

GM-CSF-macrophages and M-CSF-macrophages express
functional CD39

In order to evaluate the functionality of CD39, we quantified the
degradation of exogenous etheno-ATP into ADP, AMP and
adenosine (ADO) by GM-CSF-macrophages and M-CSF-macro-
phages. After 20 min., more than 80% of ATP is hydrolyzed by
both macrophages subsets (Fig. 1C). Furthermore, M-CSF-mac-
rophages hydrolyzed extracellular etheno-ATP more efficiently
than GM-CSF-macrophages (3.9 puM/min vs. 2.9 pM/min,
respectively; mean of two representative experiments) while
producing more AMP compared to GM-CSF-macrophages from
0 min to 20 min (61.2% vs. 47.7%, respectively). These results
confirmed that a high level of CD39 expression by M-CSF-mac-
rophages was associated to a high ATPase activity compared to
GM-CSF macrophages. Finally, the addition of the CD39 inhibi-
tor POM-1 prevented extracellular ATP and ADP from hydroly-
sis in both M-CSF- and GM-CSF-macrophages (Fig. 1C and
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Figure 1. CD39 is more expressed in M-CSF-M¢ and TAM from ovarian cancer patients compared to GM-CSF-M¢ (A) The expression of CD39 was analyzed by flow cytom-
etry on GM-CSF-M¢, M-CSF-M¢ and TAM isolated from patients. Results are expressed in relative fluorescent intensity (RFl values are the ratio of antibody/isotype control
antibody) (mean + SEM, n = 11 for M-CSF-Mg, GM-CSF-Me and n = 5 for TAM), *p < 0 .05 compared to GM-CSF-Me (B) M-CSF-M¢ polarization results in the acquisition
of CD39 expression whereas GM-CSF-M¢ polarization results in its maintenance. CD39 expression was analyzed by flow cytometry. Results are expressed in RFl values, as
mean =+ SEM (n = 4 for monocytes, n = 11 for GM-CSF-M¢ and n = 11 for M-CSF-Me). (C) HPLC analysis of Etheno-ATP (ATP), -ADP (ADP), -AMP (AMP) and -adenosine

(Ado) are expressed in percentage compared to the initial dose of ATP (200 uM =

donors). In certain conditions, CD39 inhibitor (POM-1) was used at 10 M.

Fig. S2). This result confirms the role of CD39 in the metabolism
of extracellular ATP in by M-CSF-macrophages.

Previous study has reported that the secretion of IL-18 is
correlated to the concentration of extracellular ATP,* therefore
quantification of mature IL-18 in culture supernatants allowed
us to monitor extracellular ATP release by macrophages. There-
fore, we evaluated the impact of CD39 inhibition on ATP
dependent IL-1p secretion by M-CSF-macrophages (Fig. 2A, left
panel). As previously reported,” LPS triggered IL-18 secretion
by GM-CSF-macrophages (Fig. 2B and Fig. S3A) but induced
low levels of IL-18 by M-CSF-macrophages (Fig. 2A, left panel).
However, no IL-18 was produced by non-stimulated macro-
phages (data not shown). Interestingly, IL-18 secretion was
increased in M-CSF-macrophages upon stimulation with LPS in
the presence of POM-1 (6.59-fold increase; mean, n = 5)
(Fig. 2A, left panel). A moderated but reproducible increase of
IL-1P secretion was observed using TAM isolated from ovarian
cancer patients stimulated in the presence of POM-1 (3.65-fold
increase; mean, n = 3) (Fig. 2A, right panel). By contrast,
POM-1 only marginally modulated IL-18 secretion by GM-
CSF-macrophages (1.3-fold increase; mean, n = 5) (Fig. 2B and

100%) during 20 min. in GM-CSF-M¢ and M-CSF-M¢ (mean of two representative

Fig. S3A). These results suggest an autocrine role of ATP and of
its metabolites in regulation of M-CSF-macrophages properties.

CD39 is involved in the acquisition of the
immunoregulatory phenotype by M-CSF-macrophages
and ovarian cancer TAM

We therefore evaluated whether CD39 is involved in the acquisi-
tion of an immunoregulatory phenotype by M-CSF-macro-
phages and TAM isolated from ovarian cancer patients.
Interestingly, inhibiting CD39 with POM-1 significantly
decreased the production of IL-10 by M-CSF-macrophages in
response to LPS (7.18 £ 1.22 ng/mL and 1.99 & 1.04 ng/mL
without and with POM-1, respectively; mean + SEM, n = 7; p
value = 0.011) (Fig. 2C left panel). A similar but not statistically
significant effect was observed on ovarian cancer TAM (6.14 +
2.22 ng/mL compared to 1.36 £ 0.88 ng/mL with and without
POM-1, respectively; mean = SEM, n = 4) (Fig. 2C, right panel)
and GM-CSF-macrophages (4.66 £+ 0.93 ng/mL compared to
0.68 + 0.38 ng/mL; mean + SEM, n = 5; p value = 0.03)
(Fig. S3B). This decrease of IL-10 production was associated
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Figure 2. Secretion profile after CD39 blockade with POM-1 in GM-CSF-Mg, M-CSF-Me and TAM isolated from patients (A) M-CSF-M¢ and TAM were stimulated with LPS
(200 ng/mL) with or without POM-1 (10 M), ATP (1 mM) for 6 h. M-CSF-M¢ and TAM isolated from patients were stimulated with LPS (200 ng/mL) with or without ADA
(2.5 Ul/mL) for 24 h. (B) GM-CSF-M¢ were stimulated with LPS (200 ng/mL) with or without POM-1 (10 «M) for 6 h. (A and B) IL-18 secretion in supernatant was analyzed
by ELISA (pg/mL). Results are expressed in pg/mL (mean £ SEM, M-CSF-Mg: n = 4 for POM-1 and ATP experiments, n = 9 for ADA experiment; TAM: n = 3 for POM-1
and ATP; GM-CSF-Mg: n = 5, *p <0.05 compared to LPS alone). (C) M-CSF-M¢ and TAM isolated from patients were stimulated with LPS (200 ng/mL) with or without
POM-1 (10 M) or ADA (2.5 Ul/mL) for 24 h. The secretion of IL-10 was analyzed by ELISA. Results are expressed in ng/mL as mean £ SEM (M-CSF-M¢: n = 7 for POM-1
experiment and n = 8 for ADA experiment; TAM: n = 4 for POM-1 experiment and n = 5 for ADA experiment). (D) M-CSF-M¢ were stimulated with LPS (200 ng/mL)
with or without POM-1 (10 M) during 24 h. Expression of PD-L1 by M-CCSF-M¢ was analyzed by flow cytometry. Results are expressed in mean & SEM of percentage of

RFI compared to LPS-stimulated M-CSF-M¢g as 100% (n = 4).

with a decrease of IL-10 mRNA expression in all macrophage
subsets (Fig. S3C). In contrast, the expression of the costimula-
tory molecules CD80 and CD86 was not modulated by POM-1
(data not shown). In parallel, we observed a decrease of PD-L1
expression on LPS-stimulated M-CSF-macrophages or LPS-stim-
ulated CD39"" M-CSF-macrophages upon treatment with
POM-1 (Fig. 2D). By contrast, the expression of IL-12, both at
the mRNA and protein levels, by all macrophage subsets, was
not modulated by POM-1 (Fig. S3D and E and data not shown).
These results suggest that CD39 plays a central role in regulating
the expression of immunoregulatory molecules by M2-type
macrophages, with a marginal effect if any on the expression of
costimulatory molecules.

The addition of exogenous ATP slightly decreased IL-10
production but did not induce IL-12 production by M-CSF-
macrophages and ovarian cancer-isolated TAM (data not
shown) and did not affect IL-12 secretion by GM-CSF-macro-
phages (Fig. S3D). As a control, ATP significantly increased IL-
1B secretion by LPS-activated M-CSF-macrophages (139.4 £
58.3 pg/mL to 1070 £ 68.14 pg/mL in the absence or presence
of ATP, respectively, mean & SEM ; n = 4; p value = 0.005),
TAM (from 111.4 &+ 36.2 pg/mL to 239.6 & 90.9 pg/mL; n = 3)
and GM-CSF-macrophages (from 1557 £ 309.2 pg/mL to 8236
+ 3906 pg/mL; n = 4) (Fig. 2A and Fig. S3A). These data sug-
gested that the hydrolysis of ATP may be pivotal in regulating

the immunoregulatory phenotype of M-CSF-macrophages. As
macrophages express adenosine receptors and that adenosine
receptor stimulation regulates IL-10 secretion,”’ we addressed
the role of adenosine generated following ATP hydrolysis on
the cellular fate of macrophages by using adenosine deaminase
(ADA) that degrades adenosine, and caffeine that inhibits
adenosine receptor. Results showed that inhibition of adenosine
receptor during M-CSF-macrophages activation inhibits IL-10
secretion (Fig. S4). Likewise, the presence of ADA during the
activation led to a similar decrease of IL-10 secretion by
LPS-stimulated M-CSF-macrophages, ovarian cancer-isolated
TAM (Fig. 2A) and GM-CSF-macrophages (Fig. S3A).
Adenosine depletion showed no effect on IL-12 secretion by
GM-CSF-macrophages (Fig. S3D) nor triggered IL-12 secretion
by M-CSF-macrophages and ovarian cancer-isolated TAM
(data not shown). Surprisingly, adenosine depletion triggered
IL-18 secretion by M-CSF-macrophages and slightly increased
IL-18 secretion by GM-CSF-macrophages upon stimulation
with LPS (Fig. 2A, and Fig. S3A). The increase of IL-18 produc-
tion was associated with an increase of IL-18 mRNA expression
by both macrophage subsets (Fig. S3F).

Collectively, these results suggest that ATP metabolites, gen-
erated in a CD39-dependent manner, are involved in the acqui-
sition of immunoregulatory properties by M-CSF-macrophages
and ovarian cancer TAM.
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The expression of CD39 is regulated by interleukin-27

Results underlined the pivotal role played by CD39 in control-
ing the immunoregulatory properties of M-CSF-macrophages
and ovarian cancer TAM. Previous studies have reported that
IL-27 receptor knock-out down-modulates the expression of
CD39 on dendritic cells and regulatory T cells.”>* LPS-stimu-
lated human monocytes produce IL-27 (Fig. S5A) and LPS-
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stimulated macrophages expressed the transcript encoding IL-
27,1L-27RA and gp130 (data not shown). We thus investigated
the role of IL-27 in the CD39-mediated acquisition of an
immunoregulatory phenotype by M-CSF-macrophages.
Neutralizing IL-27 during the 7-d culture of monocytes
reduced membrane and mRNA CD39 expression by M-CSF-
macrophages (Figs. 3A-B). Moreover, the neutralization of IL-
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Figure 3. IL-27 blockade during macrophage differentiation in the presence of M-CSF-M¢ decreased CD39 expression. (A) M-CSF-M¢ was cultivated during 7 d with M-
CSF in the presence of control medium, an anti-IL-27 antibody (5 +g/mL) or its control antibody. CD39 expression was analyzed by flow cytometry. Results are expressed
in percent of CD39 expression in monocytes differentiated during 7 d with M-CSF as mean £ SEM (n = 4). (B) CD39 mRNA expression was analyzed by RT-qPCR. Results
are expressed in mRNA expression normalized to GAPDH, as mean £ SEM (n = 4). (C, left panel) After stimulation of all type of macrophages generated with LPS
(200 ng/mL) during 24 h, the secretion of IL-10 was analyzed by ELISA. Results are expressed in ng/mL as mean £ SEM (n = 5). (C, right panel) IL-10 mRNA expression
was analyzed by RT-qPCR. Results are expressed in mRNA expression normalized to GAPDH, as mean =+ SEM (n = 4). (D) All type of macrophages generated were stimu-
lated with LPS (200 ng/mL) during 24 h. Expression of PD-L1 by M-CSF-M¢ was analyzed by flow cytometry. Results are expressed in percentage of RFI compared to
LPS-stimulated M-CSF-M¢ as 100% (n = 5). “p < 0.05 compared to differentiation process with control antibody or medium alone.
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Figure 4. IL-27 is expressed by tumor-infiltrating neutrophils in vicinity of CD163+ macrophages. Immunochemical analysis of IL-27 (A) and CD163 (B) in normal tissue

(left panel) and in ovarian adenocarcinomas (right panels).

27 decreased the ability of M-CSF-macrophages to produce IL-
10 (Fig. 3C Left panel), to express IL-10 mRNA (Fig. 3C, right
panel) and to express PD-L1 (Fig. 3D) in response to LPS. The
modulation of PD-L1 expression by M-CSF-macrophages was
comparable to one observed in the presence of POM-1 (18.1%
decrease with anti-IL-27 Ab compared to 26.4% decrease with
POM-1) (Figs. 2D and 3D) without affecting CD14 and CD163
expression (data not shown). These data suggest that autocrine
IL-27 controls, at least in part, the acquisition of some immu-
noregulatory features by macrophage via the upregulation of
CD39 expression.

We thus evaluated IL-27 expression in ovarian cancer tis-
sues. [HC revealed that infiltrating neutrophils are the main IL-
27-producing cells in the tumors (Fig. 4A, middle and right
panels). Interestingly, infiltrating CD163™" macrophages are in
close vicinity of infiltrating neutrophils (Fig. 4A, middle and
right panels). Only few IL-27-producing cells were detected in
ovarian tissues from healthy subjects (Fig. 4A, left panel). In
agreement with previous studies, we observed that peripheral
blood neutrophils from healthy subjects constitutively express
IL-27 (Fig. S5B). These data indicate that tumor-infiltrating

neutrophils represent the major source of IL-27 in ovarian can-
cer tissue.

Discussion

In the present work, we report that the ectonucleotidase CD39,
overexpressed by ovarian cancer TAM and by M-CSF-macro-
phages, is involved in the acquisition of some immunoregula-
tory features by these immunoregulatory cells. Moreover, we
observed that, during the in vitro differentiation of monocytes
into macrophages, the level of CD39 expression was controlled
by autocrine IL-27. In spite of uprising their level of activation,
CD39 blockade shifts human macrophages from an immuno-
suppressive toward a more inflammatory phenotype; however
contrary to murine macrophages,”* they remain unable to pro-
duce IL-12.

Even though human macrophages express low levels of
membrane CD73,”>> we confirmed that macrophages express
CD73 mRNA and that its expression is increased upon LPS
stimulation. In line with this result we showed that (i) CD73
metabolites were diluted in the cell culture supernatant of
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macrophages and (ii) that CD73 inhibition prevents the pro-
duction of II-10 by activated macrophages (personal unpub-
lished data). We thus focused this study on CD39 rather than
on CD73 *' or adenosine receptor blockade.”® Indeed, blocking
CD39 maintains a pool of extracellular ATP suitable for inflam-
masome activation and prevents the production of immuno-
modulatory adenosine. The capacity of TLR agonists to induce
ATP release and to activate caspase-1, an activated cascade
required to induce the release of active IL-18 by myeloid cells,
has for long been subjected to controversy.'>® After stimula-
tion with LPS alone, GM-CSF-macrophages but not M-CSF-
macrophage produced IL-18. This result suggested that GM-
CSF-macrophages release their endogenous ATP after LPS acti-
vation, a result in agreement with Riteau et al. and Lévesque
et al.””*® In the present study, the blockade of CD39 and the
depletion of adenosine rendered human TAM and M-CSE-
macrophages able to secrete IL-18, a process that reflects their
ability to release ATP. These results confirmed the importance
of endogenous ATP for the tuning of immunostimulatory
properties by human macrophages.

Extracellular nucleotides also regulate the fate of immune
cells,'*** and immunosuppressive properties of adenosine in
solid carcinomas have been extensively described.”> Moreover,
hypoxia modulates immune cell sensitivity to adenosine via
increase of HIFla expression which leads to modulation of
CD73 and ADORA2A. Hypoxia has emerged as a major
inducer of tumor immune suppression. Interestingly, studies
have reported that Ado is involved in maintaining T cell
immune suppression in hypoxic conditions. Based on these
data, we could hypothesize that hypoxia may also participate/
amplify the macrophage-dependent tumor-induced immune
suppression induced by ATP metabolites.*"*®

CD39 belongs to the arsenal of regulatory T cells and ovarian
cancer cells to generate an immunosuppressive environ-
ment.*****® Here, we describe that ovarian tumor-infiltrating
macrophages are also active players of this process. Newly
recruited monocytes in the tumor are in contact with ATP-
derived nucleotides which may participate to the acquisition of
an IL-10™€" TL-12'°% immunosuppressive phenotype.'®® As
CD39 is located upstream the ATP metabolism, we hypothesized
that manipulating the ATP/AMP ratio may modulate the immu-
nosuppressive properties of M-CSF-macrophages. Accordingly,
we observed that CD39 inhibition or adenosine depletion
enhanced the capacity of activated TAM and M-CSF-macro-
phages to produce IL-18 and reduced their capacity to produce
IL-10. The field of cancer immunology has recently been fed
with studies on the roles of the ectonucleotidases CD39 and
CD?73 on the biology of tumor-associated immune cells, showing
that CD39 and/or adenosine receptors are major negative regu-
lators of T cells, myeloid cells and cancer cells that could be
targeted within the tumor microenvironment.”>*"** To support
our choice to target CD39, it has been shown that CD73 (an
ectonucleotidase hydrolyzing AMP into Adenosine) may be dis-
pensable for M2-type macrophage polarization.®*

Numerous studies have underlined the role of IL-27 in the
generation of an immunoregulatory microenvironment in
physiological and pathological settings. IL-27 limits tissue
inflammation and autoimmunity in various settings ®* and IL-
27 inhibits Th17 cells and promotes Treg cells differentiation

ONCOIMMUNOLOGY e1178025-7

in tumors and inflamed skin.®*** IL-27 also confers immuno-
suppressive properties to several immune cells. Although the
anti-inflammatory role of IL-27 has been reported during the
course of inflammation,”>*> knowledge is limited about its role
during the regulation of myeloid cell polarization and in the
regulation of innate immunity. IHC analysis of ovarian cancer
tissues revealed that tumor-infiltrating neutrophils represent
the main source of IL-27.

IL-27 potentiates immunosuppression at least by inducing
the acquisition of CD39 at the surface on cells present in the
tumor microenvironment.*>* However, this effect might
depend on the target cells and on the microenvironment.®® IL-
27 polymorphisms affecting IL-27 have been associated to an
increased susceptibility to ovarian cancer.”” As proposed by
Kalliolas et al.,’° IL-27 may exhibit opposite effects on innate
and adaptive immune cells. It is more likely that monocytes/
macrophages express IL-27 upon stimulation. These results
support the hypothesis that IL-27 might exert, at least, its
immunosuppressor properties by increasing CD39 expression
on TAM. As a matter of fact, IL-27 acts as a rheostat for CD39.

PD-L1 appears as an important immune checkpoint. Modu-
lation of PD-L1 expression may impact the fate of tumor cells
and infiltrating immune cells from the microenvironment in
adenocarcinomas.®®”! After CD39 blockade or IL-27 depletion,
the reduced PD-L1 expression by macrophages might affect the
ratio of costimulatory vs. coinhibitory molecules in the context
of inflammation.

Ovarian cancer is the gynecological malignancy with the
worse prognosis. TAM density was originally correlated with
bad prognosis. Currently, different approaches have been pro-
posed to avoid TAM polarization or to neutralize some immu-
nosuppressive or pro-tumor factors produced by TAM (e.g. IL-
10, VEGF, MMPs, IDO).*° For this concern, to identify strate-
gies that may inhibit their recruitment, block their generation,
reverse their trophic and immunosuppressive roles or interfere
with their survival may represent new therapeutic opportuni-
ties.'” As a matter of fact, our study identifying the role of
membrane CD39 in the acquisition and maintenance of an
immunosuppressive phenotype by M-CSF-macrophages and
TAM, could define ATP metabolism and IL-27 as privileged
targets.s“’55

Experimental procedures / materials and methods
Cell isolation and macrophage generation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained
from healthy human volunteers (Blood collection center,
Angers, France; agreement ANG-2003-2). Ascites were col-
lected from ovarian cancer patients with written informed con-
sent in accordance with the Angers University Hospital ethics
committee requirements and the declaration of Helsinki
(Agreement 2013/38) and through the Center de Ressources
Biologiques (CRB) Santé of Rennes (Agreement BB-0033-
00056).

Mononuclear cells were isolated using standard Lymphocyte
Separation Medium (PAA Laboratories, Pashing, Austria).
CD14" monocytes and CD14* TAM were isolated by magnetic
sorting (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). M-
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CSF-macrophages and GM-CSF-macrophages were generated
by culturing monocytes (1 x 10° cells/mL) for 7 d in RPMI
1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum and
antibiotics (all from Lonza, Verviers, Belgium) in the presence
of 50 ng/mL M-CSF (ORF Genetics Kopavogur, Iceland) or
20 ng/mL GM-CSF (Cellgenix, Freiburg, Germany), respec-
tively. In some experiments, in order to evaluate the role of IL-
27 during the 7-d differentiation process, cells were cultured in
the presence of 2.5 or 5 pg/mL anti-IL-27 (R&D Systems,
Abingdon, UK) or isotype control Abs (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO).

Neutrophils were isolated from blood by 3% dextran (Amer-
sham Biosciences) density-gradient sedimentation. Contami-
nating red blood cells were lysed by hypo-osmotic shock.
Purity was determined by FACS analysis on forward scatter/
side scatter parameters; purity was routinely >96 %.

Cell activation

Macrophages were activated or not for 6 h or 24 h with 200 ng/
mL LPS (from E. coli serotype O111:B4; Sigma-Aldrich). In
some experiments, macrophages were cultured for 6 h or 24 h
in the presence of 10 uM POM-1 (Tocris, Bristol, UK), a potent
CD39 antagonist,”” or for 24 h in the presence of 0.25 Ul/mL
ADA (Sigma-Aldrich) containing less than 11 ng/mL endo-
toxin or Caffeine (Sigma-Aldrich), a pan adenosine receptor
antagonist during activation with LPS.

Cytokine quantification

IL-18, IL-10, IL-12 (Diaclone, Dijon, France) and IL-27 (R&D
Systems) were quantified with ELISA.

Flow cytometry analysis

Cells were incubated with FITC-labeled anti-CD80, PE-labeled
anti-CD86, PE-labeled anti-CD39 (all from BD PharMingen,
San Diego, CA), BV421-labeled anti-PD-L1 (Biolegend, San
Diego, CA), FITC-labeled anti-CD14 (Milteny biotec) or APC-
labeled anti-CD163 (R&D Systems) mAbs. Data were acquired
using a FACS Canto flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA) and analyzed with the FlowJo software (Tree Star, Ash-
land, OR). Results are expressed as relative fluorescence intensi-
ties (RFI) determined as follows: (A/B), where A and B were the
MFI values obtained with specific and isotype control mAbs,
respectively. MFI values were determined on 7-AAD™ viable
cells.

Analysis of mRNA expression

After cell lysis using the Trizol reagent (Life technologies, Saint-
Aubin, France), total RNA were extracted using RNeasy Micro
kit according to the manufacturer recommendations (Qiagen,
Hilden, Germany) and reverse transcribed using Superscript II
reverse transcriptase (Life technologies). The expression of IL-
18, IL-10, IL-12p35, IL-12p40, IL-27p28, CD39 and CD163
mRNA was analyzed by qPCR using the iQ™ SYBR® Green
Supermix (Biorad, Marnes-la-Coquette, France); primer
sequences are available upon request. Specific gene expression

was calculated using the 27*4“" method using GAPDH as
calibrator.

HPLC measurements

Nucleotidase activity of in vitro generated M-CSF-M¢ and
GM-CSF-M¢ was assessed by measuring fluorescent etheno-
ATP hydrolysis. Etheno-ATP was obtained by incubating ATP
(100 mM) for 30 min at 72°C in the presence of 1 M chloroace-
taldehyde and 25 mM Na,HPO, (pH 4.0), as previously
described.”> M-CSF-M¢ and GM-CSF-M¢ (500 x 10° cells)
were incubated at 37°C with 200 uM etheno-ATP, in the pres-
ence of 10 uM POM-1. At different time points (0, 10, 20,
50 min), a fraction of the supernatant was collected and precip-
itated on ice with 10% trichloroacetic acid (TCA; Sigma-
Aldrich). Etheno-ATP, -ADP, -AMP and -Adenosine were sep-
arated by HPLC Waters purification systems (Alliance analyti-
cal, Fremont, CA) and C18 column (Sigma-Aldrich). Areas
under the curve corresponding to each etheno nucleotide and
etheno adenosine were integrated. Results were expressed as a
percentage of each nucleotide present in the supernatants at
the different time points, taking 100% as the dose of Etheno-
ATP added at the start of the experiment and remaining with-
out cells.

Immunohistochemistry (IHC)

Paraffin-embedded ovary biopsies from patients with ovarian
adenocarcinomas or from healthy subjects were from the
Department of Tissue Pathology of the University Hospital of
Angers. After deparaffinization following Bond Max protocol
(Leica) slides were treated with citrate for 30 min for IL-27-
CD39-CD14 staining and with EDTA for 20 min for CD163
staining. IHC was performed using rabbit anti-human IL-27
(Abcam, Paris France), rabbit anti-human CD163 (Interchim,
Montlugon, France), rabbit anti-human CD39 (Atlas antibod-
ies) or mouse anti CD14 (Abcam) antibodies. Bound antibodies
were detected with the HRP substrate 3, 3’-diaminobenzidine
(brown) or Red Permanent (Red) After counter-staining with
hematoxylin coloration, sections were mounted on coverslips
and analyzed under a light microscope or NanoZoomer
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan).

Immunofiluorescence analysis

PNN were seeded on poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) coated ster-
ile at 1 x 10° cells per mL in complete medium SVF 2%. Mem-
brane Fc receptors were blocked with Human Immunoglobulin
(IgH, Sigma-Aldrich). Cells were incubated with mouse anti-
human CD66b PE or its control isotype for 15 min. and fixed
with PFA 4% for 15 min. at room temperature. Cell permeabili-
zation was obtained after 30 min. with PBS 0,1% saponin plus
2% BSA. Cells were incubated with goat anti-human anti-IL-27
(R&D) or its control isotype for 30 min. Cells were then
incubated with anti-goat FITC for 30 min. Samples were
mounted with proLong gold (Thermo Fischer Scientific) and
analyzed with Leica TCS SP8 confocal microscope.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Data are shown as
mean + SEM and were analyzed by Mann-Whitney test to ana-
lyze non-parametric data or one-way analysis of variance
(ANOVA) with a post-hoc Bonferroni’s multiple comparison
tests. Statistical significance was considered when p values were
less than 0.05.
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Supp Figure 1: CD39 is expressed by CD14* ovarian carcinomas infiltrating CD14* macrophages.
Immunochemical analysis of CD39 and CD14 expression in ovarian adenocarcinomas. Left,
magnification x20; right, magnification x40; black arrows, CD14* CD39* infiltrating macrophages.
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Supp Figure 2: GM-CSF-macrophages and M-CSF-macrophages express functional CD39 (A and B) HPLC
analysis of Etheno-ATP (ATP), -ADP (ADP), -AMP (AMP) and -adenosine (Ado) are expressed in percentage
compared to the initial dose of ATP (200uM = 100%) during 0, 5, 20 or 50 minutes in GM-CSF-M¢ and M-
CSF-M@ (mean of 2 representative donors). In certain conditions, CD39 inhibitor (POM-1) was used at 10
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Supp Figure 3: CD39 blockade or addition of ATP or ADA modulate IL-1b, IL-10 but not IL-12 mRNA
expression and secretion by human macrophages (A) GM-CSF-M¢ were stimulated with LPS (200
ng/mL) with or without POM-1 (10 uM), ATP (1mM) for 6 hours. GM-CSF-M¢ were stimulated with LPS
(200 ng/mL) in presence or absence of adenosine deaminase (ADA) (0.25Ul/mL) for 24 hours. Results are
expressed in pg/mL (IL-1B) as mean = SEM (n=5 for POM-1 experiment, n=4 for ATP experiment and n=7
for ADA experiment). (B) GM-CSF-M¢ were stimulated with LPS (200 ng/mL) with or without POM-1 (10
M) for 24 hours with or without POM-1 or ADA. IL-10 secretion in culture supernatants were analyzed
by ELISA. Results are expressed in ng/mL as mean * SEM (n=5 for POM-1 experiment, n=6 for ADA
experiment). (C) The expression of IL-10 mRNA was analyzed by RT-qPCR in M-CSF-M¢, M-CSF-M¢o and
TAM isolated from patients either stimulated or not with LPS. Results are expressed in mRNA expression
normalized to GAPDH, as mean + SEM (n=4 for GM-CSF-M¢, n=4 for M-CSF-M¢, n=3 for TAM). (D) GM-
CSF-M¢ were stimulated with LPS (200 ng/mL) with or without POM-1 (10 uM), ATP (1mM) for 6 hours.
GM-CSF-M¢@ were stimulated with LPS (200 ng/mL) in presence or absence of adenosine deaminase
(ADA) (0.25Ul/mL) for 24 hours. IL-12 secretion was measured by ELISA. Results are expressed in pg/mL
as mean + SEM (n=2 for POM-1 experiment, n=3 for ATP experiment and n=3 for ADA experiment). (E)
The expression of IL-12p40 mRNA was analyzed by RT-qPCR in GM-CSF-M@ and M-CSF-M¢ either
stimulated or not with LPS. Results are expressed in mRNA expression normalized to GAPDH, as mean +
SEM (n=4 for GM-CSF-M¢ and n=3 for M-CSF-M@). (F) The expression of IL-1b mRNA was analyzed by RT-
gPCR in GM-CSF-M¢@ and M-CSF-M¢ either stimulated or not with LPS. Fold increase is compared to LPS-
stimulated cells. Results are expressed in mRNA expression normalized to GAPDH, as mean + SEM (n=2). 45
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Supp Figure 4: IL-10 production by M-CSF-M¢ after adenosine receptor blockade with caffeine.
M-CSF-M¢@ were stimulated with LPS (200 ng/mL), with or without, caffeine (200uM) for 24 h. IL-10 was
quantified by ELISA. Results are expressed in ng/mL (n=7) *p<0.05 compared to LPS alone.
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Supp Figure 5: IL-27 is express by myeloid circulating blood cells (A) Monocytes were stimulated with LPS
(500 ng/mL) during 24 hours. IL-27 secretion was analyzed in culture supernatants. Results are expressed in

pg/mL as mean + SEM (n = 5). (B) Immunofluorescence analysis of IL-27 expression by CD66*neutrophils
isolated from peripheral blood of healthy donors.
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Signalisation Purinergique Vasculaire — Régulation et Réle de la
Nucléoside Triphosphate Diphosphohydrolase-1 (CD39) dans
I’Hypertension Artérielle

Vascular Purinergic Signaling — Regulation and Role of the Nucleoside Triphosphate
Diphosphohydrolase-1 (CD39) in Hypertension

Résumé

La signalisation purinergique participe a de
nombreux processus physiopathologiques dans le
systeme cardiovasculaire. Alors que les
nucléotides extracellulaires sont considérés
comme des « signaux de danger » ; la NTPDase1
(CD39), ectonucléotidase a I'origine de leur
hydrolyse, permet de maintenir I’homéostasie
vasculaire par ses actions anti-thrombotiques et
immuno-modulatrices. Le réle de CD39 dans la
fonction vasculaire liée a I'hypertension artérielle
(HTA) reste méconnu. L’'HTA, facteur de risque
majeur de complications cardiovasculaires, est
caractérisée par un remodelage structurel
(hypertrophie, fibrose) et fonctionnel
(hypercontractilité, dysfonction endothéliale) des
vaisseaux, causées notamment par un stress
oxydatif et une inflammation périvasculaire.
L’objectif de notre projet a consisté a étudier
I’évolution de CD39 ainsi que son rdle potentiel
dans la condition vasculaire pathologique de
'HTA. Nous mettons en évidence une diminution
de I'expression et de l'activité du CD39 vasculaire
dans I'HTA. Une diminution de l'activit¢ ADPase
du CD39 soluble a également été observée au
niveau circulant. L'étude des éléments a l'origine
de cette diminution montre une sensibilit¢ du
transcrit vasculaire de CD39 a certaines cytokines
pro- et anti-inflammatoires, mais également a une
tension mécanique. Une étude in vivo du potentiel
role de CD39 (souris déficientes pour le géne de
CD39 (Entpd1) et traitement a I'apyrase) dans un
modele d’HTA a I’Angiotensine-ll a également été
réalisée. L’ensemble de ces données suggére
qu’une diminution du CD39 vasculaire et circulant
pourrait contribuer a majorer les altérations
vasculaires contemporaines de 'HTA.

Mots clés : CD39 - nucléotides extracellulaires -
hypertension artérielle - Angiotensine Il -
inflammation - altérations vasculaires

Abstract

Purinergic signaling is involved in numerous
physiopathological processes in cardiovascular
system. While extracellular nucleotides are
considered as « danger signals » ; the NTPDase1
(CD39), ectonucleotidase responsible for their
hydrolysis, preserves vascular homeostasis by its
anti-thrombotic and immunomodulatory actions.
The role of CD39 in vascular function related to
arterial hypertension remains unknown.
Hypertension, the major risk factor of
cardiovascular complications, is characterized by
structural remodeling (hypertrophy, fibrosis) and
functional (hypercontractility, endothelial
dysfunction) of vessels caused in particular by
perivascular oxidative stress and inflammation.
Our aim was to investigate the evolution of CD39
expression/function and its potential contribution in
the pathological vascular condition of
hypertension. We highlighted a decrease in
vascular CD39 expression and activity in the
context of hypertension. A decrease in soluble
ADPase activity specific to CD39 was also
observed in blood circulation. Investigation of
elements responsible for this decrease reveals a
sensitivity of vascular CD39 transcription to
several pro- and anti-inflammatory cytokines and
to mechanical tension. /n vivo study of potential
role of CD39 (mice deficient for CD39 gene
(Entpd1) and treatment with apyrase) in
Angiotensin-lIl model of hypertension was also
carried out. All these data suggest that a decrease
in circulating and vascular CD39 may contribute to
vascular changes associated with hypertension.

Key words : CD39 - extracellular nucleotides -
arterial  hypertension -  Angiotensin-Il -
inflammation - vascular alterations



