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CHAPITRE PREMIER

Introduction

Les maladies cardiovasculaires représentent dans les pays développés la premiére cause de mortalité
(Lozano R, Lancet 2012). Les cardiopathies ischémiques (ou maladies coronariennes) occupent, au
sein des maladies cardiovasculaires, une place importante et seraient responsables d’apres
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de prés de sept millions de décés par an soit 12,8% de la
mortalité globale (WHO, available http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/). Les
cardiopathies ischémiques recouvrent un ensemble de troubles dus a l'insuffisance des apports
d’oxygéne au myocarde, allant de I'ischémie transitoire a la nécrose myocardique (Thygesen K,
Circulation 2018). L'infarctus du myocarde (IDM) représente la forme la plus sévére des
coronaropathies et se définit comme une nécrose d’origine ischémique d’'une zone myocardique
dont la perfusion est soudainement et de facon prolongée interrompue par l'occlusion de I'artere
coronaire correspondant a ce territoire. Dans la grande majorité des cas, I'occlusion résulte du
développement de I'athérosclérose. Les IDM représentent dans les pays développés une pathologie
fréquente et grave. L'ischémie myocardique peut également refléter des éléments dynamiques de la
résistance vasculaire coronarienne, un phénomene embolique et des affections responsables d’une
inadéquation entre le flux coronaire et la demande d’oxygéne du myocarde (sténose aortique,

régurgitation aortique ou cardiomyopathie hypertrophique).

Le nombre d’infarctus représente la meilleure approximation de la prévalence de maladie
cardiovasculaire dans un pays (Roffi M, EHJ 2018 and Puymirat E, Circulation 2017). En France, ce
nombre a connu une diminution fulgurante entre 2002 et 2008 de I'ordre de 20% mais depuis 2008
semble se stabiliser chez les patients de plus de 65 ans, alors que chez les adultes de moins de 65 ans

une augmentation de 9 a 19% est constatée.
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Figure 1 : Evolution des taux standardisés” de patients hospitalisés pour infarctus du myocarde selon le sexe

et I'dge, 2002-2013. France entiére
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Figure 2 : Evolution annuelle des taux (pour 100 000 habitants) de patients hospitalisés pour infarctus du myocarde
(IDM) selon le sexe et la classe d'age, 2008-2013, France entiére
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Parallelement la mortalité par accident coronarien a diminué de facon spectaculaire entre 1980 et

2009 en Europe avec toutefois de fortes disparités entre les pays (Nichols M, EHJ 2013).

Figure 3 : Evolution des taux standardisés™ de mortalité par infarctus du myocarde selon le sexe et I'age, 2002-2012, &
France entiére
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Les maladies cardiovasculaires sont la conséquence de la formation de plaque d’athérome. Plusieurs
mécanismes s’associent pour aboutir a la formation de la plaque : la pénétration des lipoprotéines
dans l'intima artériel ; le recrutement des monocytes et leur transformation en macrophages puis en
cellules spumeuses ; la réaction inflammatoire ; enfin, la formation de la chape fibreuse. Ces plaques
d’athérome vont avoir plusieurs évolutions possibles allant de la progression a la rupture.

La progression de la plaque d’athérome vers la sténose est un phénoméne trés lent lié a
I"accumulation de cellules graisseuses dans la plaque. Le rétrécissement de calibre artériel associé a
I’extension de la plaque va conduire a I'existence d’une ischémie myocardique d’effort, I'apport en
oxygeéne étant limité par la réduction du flux sanguin coronaire. Dans ce cas, I'ischémie myocardique

est chronique et ne se développe qu’a I'effort. La rupture ou érosion de plaque aboutit a I'exposition
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au flux sanguin des composants de la plaque d’athérome et a une réaction thrombotique. Elle est

donc associée a la survenue d’un IDM (Thygesen K, Circulation 2018).

Figure 4 : évolution de la plaque d’athérome
1 1 1 1 I I I
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Depuis plusieurs années il a été mis en évidence le fait que I'adénosine et ses récepteurs
membranaires (Le systéme adénosinergique) jouent un rdle clef dans le bon fonctionnment du
systeme cardiovasculaire en général, et dans le flux sanguin coronarien en particulier. C’est ce que

nous allons voir maintenant en détail.

Systéme adénosinergique

L’adénosine est un nucléoside issu principalement de la déphosphorylation de I’ATP, en particulier
lors du stress oxydatif, de la baisse de la pression partielle en oxygéne lors de phénoméne
ischémique ou hypoxique ou au cours des processus inflammatoires (Eltzschig HK, Blood 2006 ;
Eltzschig HK, Trends Mol Med 2013). Cependant en absence de stress et en normoxie, une partie de
I’'adénosine provient du cycle du métabolisme de la méthionine a partir de I'hydrolyse de la s-
adénosyl-homocystéine (voir figure 1). Ainsi notre équipe a montré qu’il existait une corrélation
entre les concentrations en homocystéine et en adénosine chez le coronarien (Fromonot J and

Deharo P, Can J Physiol Pharmacol 2016).
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Figure 5 : relation entre cycle de la methionine, homocysteine et adénosine.
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L’adénosine qui est synthétisée a partir de tous types cellulaire (cellules endothéliales, myocytes,
fibroblastes, lymphocytes, neurones, adipocytes), quitte la cellule pour gagner le milieu extérieur via
un systéme de diffusion facilitée a 11 domaines transmembranaires (Plageman PG, J Cell Physiol
1986). Dans certaines cellules nucléées, et en particulier dans les lymphocytes et les macrophages, il
existe toutefois un systéme concentratif de transport de I'adénosine (Plagemann PG, Biochem
Pharmacol 1991). Dans le milieu extra-cellulaire, et en particulier dans le sang, I'adénosine va étre
absorbée par les érythrocytes qui vont agir comme des éponges via le systeme de diffusion facilitée.
Ce captage de I'adénosine par les érythrocytes, explique la durée de vie bréeve de ce nucléoside dans
le sang, qui est aux alentours de 30 secondes. Notre équipe a d( mettre au point une technique de
prélevement sanguin utilisant une solution bloquante permettant de protéger I'adénosine de ses
voies de dégradation afin de pouvoir la doser dans le sang mais aussi dans toutes sortes de liquides
biologiques. Cette solution contient essentiellement des inhibiteurs du captage érythrocytaire
(dipyridamole) et un inhibiteur de I'adénosine déaminase (deoxycoformycine) (Guieu R, Clin Chim
Acta 1994 ; Marlinge M, J Anal Bionalyt Tech 2017). Une partie de I'adénosine qui n’a pas été
capturée par les érythrocytes, va étre désaminée en inosine par une adénosine deaminase (ADA) soit
d’origine plasmatique, soit d’origine tissulaire. L'inosine rejoint ensuite le pool de I'acide urique (voir

figure 2). Notre équipe a montré qu’il existait une corrélation entre les concentrations en adénosine
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plasmatique et en acide urique chez le coronarien (Fromonot and Deharo, Can J Physiol Pharmacol

2016). A noter qu’il existe une adénosine deaminase portée par les cellules mononucléees, et liée au

cluster CD26 via des liaisons salines (MCADA pour mononuclear cell adenosine deaminase). Ce CD26

est également porteur d’une activité de type DPPIV qui contrdle les concentrations extra-cellulaire en

plusieurs peptides régulant le systeme cardiovasculaire, neuropeptide Y, brain natriuretic peptide

(BNP) mais également des peptides opioides (endomorphine Il). (Salles TA, Int J Mol Sci 2015 et voir

figure 2).

La majeure partie de |'adénosine extra cellulaire provient de [Iaction d’ectonulcléotidases

membranaires qui déphosphorylent I’ATP en ADP et AMP (CD39) et I’AMP en adénosine (CD73). Ce

systeme permet aux cotés de MCADA, de réguler finement les concentrations extra-cellulaires en

adénosine (Figure 2).

Figure 6 : Métabolisme de I'adénosine intra et extracellulaire. ADA : adénosine déaminase ; ATP :
adénosine triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate ; AMP : adénosine monophosphate ; XO :

Xanthine oxydase/ DPPIV ; dipeptidyl peptidase IV ; MCADA : mononuclear cell adenosine
deaminase ; NY : neuropeptide Y
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L’adénosine résiduelle (qui n’a été ni incorporée aux érythrocytes par diffusion facilitée ni
désaminée) va agir sur un groupe de récepteurs qui sont propres a I'adénosine. L’activation de ces
récepteurs, impacte les fonctionnments des systémes nerveux, immunitaire, ainsi que l'appareil

cardiovasculaire. Seuls les effets sur ce dernier seront envisagés ici.

Récepteurs de I'adénosine
Les récepteurs de I'adénosine font partie de la superfamille des récepteurs a 7 domaines trans-

membranaires couplés aux protéines G. lls ont été classés en quatre sous types, AiR, AzaR, AR et
AsR, en fonction de leur séquence primaire et de leurs propriétés pharmacologiques (Ralevic V,
Pharmacol Rev 1998 ; Burnstock G, Circ Res. 2017). lls sont caractérisés par une seule chaine
polypeptidique comprenant sept hélices transmembranaires, avec une partie N-terminale extra-
cellulaire et une partie C-terminale cytosolique. Ces hélices, sont connectées par trois boucles intra
et trois boucles extra-cellulaires. Les régions extra-cellulaires contiennent des sites pour les
modifications post-traductionnelles comme la glycosylation. Les A;aR possédent un long segment C-
terminal de plus de 120 acides aminés qui les différencient des autres sous-types et explique le poids

moléculaire plus élevé.

SIGNALISATION

L'effecteur classique des quatre sous-types de récepteurs de I'adénosine est I'adényl cyclase
dont I'activité est soit stimulée, soit inhibée suivant le sous-type de récepteur présent sur la cellule
cible. Les AR et les AsR d’'une part, les AsaR et les AR d’autre part ont été initialement distingués
par leurs propriétés respectives d’inhibition et de stimulation de I'adényl cyclase et donc d’inhibition
ou de production d’AMPc dans les cellules cibles. Apres I'activation des protéines G, la voie de

signalisation affecte les protéines kinases (PKA) et les canaux ioniques.

Distribution

La répartition des récepteurs de I'adénosine dans les différents tissus est indiquée dans le
tableau ci-dessous.
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Tableau 1 : Expression des sous-types de récepteurs de I'adénosine dans différents tissus

Expression forte Expression intermédiaire Expression faible
Autres régions du cerveau,
Cerveau (cortex, cervelet, .
, muscle squelettique
hippocampe), cordons . N ) .
AR , . . Foie, rein, tissus adipeux, Poumons, pancréas
postérieurs de la moélle, .
, glandes salivaires, cesophage,
yeux, coeur, surrénales .
colon, testicules
Rate, thymus, leucocytes, . .
. Coeur, poumons, vaisseaux Cerveau, ganglions de la
AR plaquettes, striatum, bulbes .
. sanguins base
olfactifs
Poumon, vaisseaux, yeux, Tissu adipeux, surrénale,
AR Caecum, colon éminence médiane, cerveau, reins, foie,
Mastocytes ovaires
AR Testicules Cervelet, hippocampe Thyroide, cerveau, coeur,
Mastocytes Poumon, rate, hypophyse intestin, surrénales, foie

D’aprés By et al 2009

L’expression des A:R comme des Az R est forte dans le systéme nerveux et I’appareil cardiovasculaire
avec toutefois des répartitions différentes. Forte expression dans le cortex pour les AiR, dans les
ganglions de la base pour les Aza et Azs. Tous les sous-types de récepteurs sont exprimés a un niveau
élevé dans le systéme cardiovasculaire.

Récepteurs A;
Le gene codant pour le A;R comporte six exons et cing introns et il est situé sur le chromosome

1g32.1 (Townsend-Nicholson A, Genomics, 1995). L’activation des A;R induit une inhibition de
I’adényl cyclase, une activation des canaux K*, comme les canaux potassium rectifiant entrant et les
K ATP (Lerman BR, Circulation 1991 ; Belardinelli L, FASEB J 1995) via les sous-unités B,y de la
protéine G ; une inactivation des canaux Ca%* de types N, P et Q, une activation de la phospholipase
CB et une activation des MAP-kinases. Ces voies de signalisation semblent étre identiques pour les

AsR.

Récepteurs A; dans le systeme cardiovasculaire

Outre linhibition de la production d’AMPc et des canaux calcium voltage-dépendants,
I'activation des A;R conduit a une hyperpolarisation post synaptique via la modulation de canaux
potassium rectifiant rentrant. Ces effets rendent compte des effets chronotropes (fréquence
cardiaque), dromotropes (vitesse de conduction myocardique) et inotropes (contractilité
myocardique) négatifs (Olsson RA, Physiol Rev 1990). L’activation des A;R conduit a une modulation

indirecte du tonus vasculaire par inhibition de la libération des neurotransmetteurs au niveau pré-
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jonctionnel dans les fibres sympathiques péri-vasculaires (Goncalves J, Br J Pharmacol 1996). Les A;R
sont largement décrits comme responsables, via les canaux ATP sensibles, des effets protecteurs de

I’adénosine dans les accidents d’ischémie-reperfusion myocardiques.

Récepteurs A, de I'adénosine

Le géne codant pour le A;aR humain est localisé sur le chromosome 22q11.2 et posséde une
structure a deux exons (Fredholm BB, Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 2000). L'AR a été
cloné dans de nombreuses especes. Sa masse moléculaire est de 45 kDa et sa structure
cristallographique a été déterminée par rayons X (Jaakola VP, Science 2008). Par rapport aux AsR, les

AzaR ont une affinité plus faible pour I'adénosine.

Récepteurs A;a dans le systéme cardiovasculaire

L’activation des AzaR conduit a un relachement des fibres musculaires des parois vasculaires et a une
vasodilatation (Belardinelli L, J Pharmacol Exp Ther 1998; Conti A, Arch Pharmacol 1993; Iwamoto T,
Biochem Biophys Res Commun 1994; Shryock JC, Am J Cardiol, 1997). Ainsi les souris KO pour le géne
codant pour le Az;aR sont spontanément hypertensives, tandis qu’elles possédent une hyper-
agrégabilité plaquettaire (Ledent C, Nature 1997). Dans l'aorte (lwamoto T, Biochem Biophys Res
Commun. 1994) et dans les artéres coronaires (Cushing DJ, Am J Physiol 1991), I'effet
vaosodilatateur induit par I'activation des A, R, passe en partie par la voie de '’AMPc. Mais surtout
par I'inhibition de canaux calcium voltage-dépendant via une interaction directe du complexe béta-
gamma de la protéine G avec les canaux calcium présynaptiques. Il a été montré que I’activation des
AR au niveau central induisait une tachycardie, tandis que I'activation des AaR périphériques était
responsable d’un effet hypotensif (Schindler CW, Br. J. Pharmacol, 2005). A la frontiere entre
systeme cardiovasculaire et systéeme nerveuy, il a été montré que les AR sont tres exprimés dans
une région du tronc cérébral qui contréle la fréquence cardiaque et la pression artérielle.
L'expression des I’A;aRs peut étre stimulée par une protéine kinase C (PKC, Peterfreund RA, Eur. J.
Pharmacol 1997; Kobayashi SJ, J Physiol 1998) et par I’hypoxie (By Y, Purinergic Signal 2012), bien
gu’on ne connaisse pas précisément tous les facteurs de transcription impliqués, notre équipe a
cependant montré que NF kappa-B était impliqué dans la modulation de I'expression des récepteurs

Aua (Bruzzese L, Cell Signal 2014).

A c6té du role de protection contre I'ischémie assuré par les AR, il a été démontré chez la souris
que I'activation des A,aR avait une action protectrice contre certains effets délétaires secondaires au

phénomeéne d’ischémie-reperfusion, et que cet effet protecteur était d{, en partie, a une action anti-
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inflammatoire via les lymphocytes (Yang Z, Circulation, 2005). Dans les plaquettes, I'activation des
AsaR induit une inhibition de I'agrégation plaquettaire en augmentant la concentration intra-

cellulaire en AMPc (Varani K, Circulation 2000).

Il faut noter qu’il existe un polymorphisme (SNP pour single nucleotide polymorphisme) du
A.aR, en particulier, le SNP T1083C est plus représenté chez les caucasiens que chez les asiatiques.
Ce polymorphisme serait associé a certaines pathologies comme les attaques de panique (Hamilton
SP, Neuropsychopharmacology 2004). Il a été par ailleurs montré que ce polymorphisme, bien que
muet, était associé a une augmentation de I'expression des AzaR des cellules mononuclées (Saadjian
AY, Eur. Heart J 2009). Indépendament du polymorphisme, une hyperexpression des AR a éte
mentionné dans certains pathologies cardiovasculaire comme I'hypertension (Varani K, Hypertension
2002), l'insuffisance cardiaque (Carrega L, NDT 2007), le choc cardiogenique (Gaubert M, Crit Care
Med 2018) ou encore le SIRS (Kerbaul F, J Investig Med 2008).

Récepteurs A de I'adénosine

Le récepteur Az (AsR) est le sous-type le moins étudié de la famille des récepteurs de
I’adénosine. Le géne codant pour I’Azs R se trouve sur le chromosome 1g32. Les études des ARNm
montrent que les AssRs sont présents principalement dans le caecum, le colon et |a vessie, ainsi qu’au
niveau des noyaux gris de la base du créne ou, a c6té des AuaRs, ils participeraient au contréle de la
motricité. lls sont exprimés également, quoiqu’a un faible niveau, dans les poumons, les vaisseaux
sanguins, les yeux et les mastocytes (voir tableau). L’affinité de ces récepteurs pour I'adénosine reste
faible et leur activation nécessite de forte concentration d’adénosine. L’activation des AzsRs induit
une dégranulation des mastocytes, impliqués dans les réactions allergiques et inflammatoires
(Feoktistov L, Pharmacol. Rev, 1997), et conduit a une vasodilatation comme I'activation des A,aRs
(Rubino A, Pharmacol. Rev 1995). L’activation des AzsRs entraine aussi une inhibition de la
prolifération des fibres musculaires lisses vasculaires (Dubey RK, Hypertension 1996) favorisant leur

apoptose et participant vraisemblablement au processus d’athérosclérose (Peyot M, Circ Res 2000).

Récepteurs A; de I’adénosine

Le récepteur A3 (A3R), découvert le plus récemment, a été cloné dans diverses espéces et son
géne est localisé chez ’homme sur le chromosome 1p13.3 (Monitto C, Genomics 1995). Il est le seul
récepteur sur lequel I'inosine a un effet en provoquant la dégranulation des mastocytes (Jin X, J. Clin.

Invest 1997). Des études sur les ARNm ont montré un haut niveau d’expression des AsRs dans les
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testicules et les mastocytes de rat, une expression plus faible dans le cerveau, le cceur, les reins, la

rate, le placenta, I'utérus, et I'intestin (Fredholm BB, Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 2000).

L'activation des AsRs induit une dégranulation des mastocytes, favorisant ainsi I'inflammation
(Ramkumar V, J. Biol. Chem 1993), et conduit a une diminution de I'activité motrice chez la souris
(Jacobson KA, FEBS 1993). Les AsRs semblent étre impliqués dans I'effet cardio-protecteur et neuro-
protecteur de I'adénosine comme les A;Rs (Tracey WR, Cardiovasc. Res 1998; von Lubitz DK, Eur J
Pharmacol 1999). Dans les cellules polynucléées, I'endothélium, les cardio-myocytes et les fibres
musculaires lisses, I'activation des AsR stimule le systéme anti-oxydant par augmentation de I'activité
de la superoxyde dismutase, de la catalase et de la glutathion réductase (Maggirwar SB, Biochem.

Biophys. Res. Commun 1994).
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Systeme Cardio-vasculaire

Le systeme adénosinergique influence tres fortement 3 systéemes: le systeme immunitaire, le
systéme nerveux et le systeme cardiovasculaire. Nous ne détaillerons ici que I'impact sur le systéme
cardiovasculaire. Au niveau cardiovasculaire les effets les plus importants sont représentés par i) un
effet vasodilatateur et hypotenseur via les récepteurs du groupe A;; ii) un effet bradycardisant via
les récepteurs A; ; iii) un effet protecteur contre I'ischémie reperfusion via les récepteurs A; et As,
Nous nous concentrerons essentiellement sur les récepteurs A;a qui ont été tout particulierement
étudiés dans ce travail de thése. Les récepteurs A,a sont exprimés aussi bien sur les fibres lisses que
sur I'endothélium et leur activation conduit a un relachement des fibres musculaires lisses et a une
vasodilatation (lwamoto T, BBRC. 1994). Comme vu précédement, ces effets sont principalement dus
a lI'inhibition présynaptique des canaux calcium voltage dépendants, mais également a la modulation
post synaptique des canaux potassium (rectifiant rentrant et Karp) (Lerman BB, Circulation 1991).
L'activation des récepteurs A2B de plus faible affinité conduit également a des effets vasodilatateurs

(Rubino A, Brit J Pharmacol 1995).

Systéme coronaire et adénosine

Dés 1929 et les travaux de Drury et Szent-Gyorgyi, il a été mis en évidence le fait que les nucléotides
et ses dérivés n’étaient pas seulement des dérivés métaboliques mais possédaient des effets
biologiques. Depuis il a été mis en évidence que I’ATP, précurseur de I'adénosine possede des effets
vasodilatateurs via I'activation des récepteurs P2Y. L’ATP est libérée par les cellules endothéliales et
par les fibres sympathiques induisant une vasodilatation coronaire endothélium dépendante
(Saetrum Opgaard O, Eur Heart J 1997) et plus généralement un relachement des fibres lisses. Mais il
est trés vraisemblable que la plupart des effets vasodilatateurs décrits comme étant induits par I’'ATP
sont en réalité des effets dus a I'adénosine. Ceci parce que I'ATP et ses dérivés phosphorylés sont
tres vite hydrolysés par des ectonucléotidases, CD39 et CD73 et la demi vie de I’ATP dans le milieu
extracellulaire est de moins de 1s. En conséquence de cette rapide dégradation, les concentrations
en ATP dans le milieu extracellulaire sont trés faibles 1nM (Burnstock G, Cell Tissue Res 2017).
L'adénosine est un coronaro-dilatateur puissant dans toutes les especes de mammiféres testés. Cet
effet vasodilatateur est secondaire a I’activation des récepteurs Asa et Ays (Shryock JC, Am J Cardiol
1997 and 1998). Il est corrélé a la production d’AMPc (Cushing DJ, Am J Physiol 1991a, 1991b;
Sabouni MH, J Pharmacol Exp Ther 1991) bien que ces effets soient principalement dds a I'inhibition
présynaptique des canaux calcium voltage dépendants (effet dit inhibiteur calcique-like). Ainsi les
effets vasodilatateurs des nucléotides et de I'adénosine sont annulés par les antagonistes des
récepteurs Axa (Alefishat E, Purinergic Signal 2015). Par ailleurs I'adénosine déaminase (ADA) enzyme

de dégradation de I'adénosine jouerait un rdle important in situ. En effet, I'inhibition de cette
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enzyme conduit a diminuer la production de molécules pro-inflammatoires. Par ailleurs, cette
inhibition ralentirait le processus inflammatoire lié a I'athérosclérose au niveau coronaire (Tang R,
Med Hypotheses 2006). Cet effet anti-inflammatoire majoritairment dG a I'activation des AR

(Lalenti A, J Pharmacol Exp Ther 2018).

Récepteurs A;a de réserve

La notion de récepteurs de réserve est une notion ancienne ou déja Stephenson mentionnait le fait
gue contrairement aux hypothéses de Clarke (1937) qui stipulait que les effets biologiques d’une
drogue augmentait linéairement avec sa concentration, dans certaines conditions, les effets
biologiques, (par exemple la contraction maximale d’un muscle lisse lors de I'incubation avec de
I"acétylcholine), pouvait étre obtenu alors que tous les récepteurs ne sont pas occupés par le ligand
tandis que les effets biologiques n'augmentent pas de maniere linéaire avec la concentration en
ligand (Stephenson RP, Br J Pharmacol 1956, revue dans Br J Pharmacol 1997). La notion de
récepteurs de réserve dans le systéme coronaire a été plus récemment remis en évidence par
Shryock et Belardinelli (Shryock JC, Circulation 1998) qui ont montré que chez le cochon d’Inde,
I"activation de seulement 5% des récepteurs A,a de la paroi coronaire, conduisait a une vasodilatation
maximale de I'artére. Ce mécanisme serait un systéme de protection pour faire face a une pénurie de
ligand. S’il est physiologique en endocrinologie ou les concentrations en certaines hormones sont
tres faibles dans le sang, il apparait comme un mécanisme adaptatif dans le domaine
cardiovasculaire, en tout cas pour ce qui est du sysréme adénosinergique. Pour étudier la présence
de ses récepteurs de réserve (spare receptors), il est indispensable de disposer d’un ligand (agoniste
ou antagoniste) se fixant de maniére irréversible (au moins le temps des mesures) au récepteur. En
effet, pour évaluer la présence de ces récepteurs dits de réserve, il faut étre sir que le ligand qui
s’est fixé a un des récepteurs, ne s’est pas détaché pour fixer un autre récepteur a proximité dans un
temps trés court. Shryock et Belardinelli ont utilisé un ligand organique de synthese établissant des
liaisons covalentes avec le récepteur. Notre équipe a développé un anticorps, Adonis (By Y, Mol.
Immunol 2009) qui se fixe sur la deuxieme boucle extra cellulaire du récepteur A;a humain de
maniére irréversible (au moins durant le temps de I'expérimentation) et qui posséde en outre des
propriétés agonistes. Ainsi I'incubation d’Adonis avec des cellules exprimant le récepteur A;x permet
a la fois de calculer I'affinité (KD) mais aussi la production d’AMPc. On définit ainsi le Kp comme la
concentration en agoniste (ici Adonis) qui permet d’occuper 50% des récepteurs. Ce Kp peut étre
évalué par mesure densitométrique des images obtenues en western blot lors de I'incubation des
cellules cibles avec des concentrations croissantes d’Adonis. On définit également I'ECso qui est une
notion d’effets biologiques et qui est la concentration en Adonis qui produit la moitié de la quantité

maximale d’AMPc par la cellule cible. Dans le cas des artéres coronaires, notons que la production
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d’AMPc est corrélée a la vasodilatation coronaire (Cushing DJ, Am J Physiol 1991). Par conséquent la
mesure de la production d’AMPc par le tissu coronaire est la méthode appropriée pour mesurer la
fonctionalité des récepteurs A;a. En temps normal pour les récepteurs de I'adénosine, la valeur du Kp
est < ECso, ce qui signifie que les effets biologiques maximaux sont obtenus seulement lorsque tous
les récepteurs sont activés. Dans le cas de l'artére coronaire du cochon d’Inde, I'activation de
seulement 5% des récepteurs des muscles lisses des parois vasculaires conduit a une vasodilatation
maximale, ce qui signifie que I'ECsp est < au Kp et que 95 % des récepteurs ne sont pas impliqués dans
|'effet vasodilatateur du ligand. Ainsi lorsque la valeur de I'ECso est < a la valeur du Kp, on peut
suspecter la présence de récepteurs de réserve. C'est ce que permet d’étudier Adonis. La premiere
étude ayant mis en évidence la présence de récepteurs de réserve associée a une pathologie
cardiovasculaire a été le fait de notre équipe ou il a été mentionné la présence de « spare » chez des
patients atteints de syncopes neurocardiogéniques (Jaquin L, FEBS open Bio 2012 ; Franceschi F,
Europace 2013). Il s’agit d’'une découverte purement « sérendipitaire ». Depuis notre équipe a mis en
évidence le role de ces spares dans les coronaropathies (Ruf J, Mol Med 2017 ; Paganelli F, JAHA

2018).

Adénosine et Athérosclérose

L’ATP et ses voies de signalisation sont impliquées dans les processus d’athérosclérose (Ferrari D,
Trends Mol Biol 2015). Par ailleurs I'adénosine favorise la prolifération des cellules endothéliales au
cours de I'angiogenése (Burnstock G, Circ Res2017) et la prolifération des fibres lisses des parois
vasculaires (Dubey RK, Hypertension 2015). En hypoxie I'adénosine favorise la synthése de VEGF et
d’HIF (Reiss AB, Arterioscler Thromb Vasc Biol 2012). Le processus d’athérosclérose semble accéléré
par |'activation des récepteurs A,z de faible affinité lors de I'exposition a de fortes concentrations
chroniques en adénosine. En effet I'activation de ces récepteurs favorise I'apoptose des myocytes
des parois vasculaires, diminuant I’élasticité des parois vasculaires et précipitant I'athérosclérose
(Peyot ML Circ Res 2000). A noter gqu’il existe au niveau coronaire, un systéme de relargage d’ATP par
exocytose a partir des terminaisons sympathiques et des cellules endothéliales (Burnstock G, Circ Res
2017). Or I’'ATP favorise la prolifération des fibres lisses des parois coronaire chez le porc via
I'activation des récepteurs P2Y. Cette action est synergique avec celle de I'insuline et donc aussi de
I’adénosine.

CD39 qui est exprimé a la surface des cellules endothéliales et des leucocytes, exerce un effet
protecteur contre I'athérosclérose (Khanti Y, J Clin Invest 2015). Cet effet protecteur a été attribué a
I’hydrolyse rapide de I’ATP. On peut considérer que les nucléotides adényliques et leurs dérivés ont
globalement un effet d’accélération du processus d’athérosclérose (Ferrari D, Trends Mol Med 2015).

L 'homocystéine (HCy) est un acide aminé produit pendant le métabolisme de la méthionine pour
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former de la cystéine (Esse R, Int J Mol Sci 2019). L'hyperhomocystéinémie est associée a un risque
accru de maladie cardiovasculaire et constituent un facteur de risque cardiovasculaire indépendant
et un facteur de risque indépendant de décés chez les patients atteints de maladie coronarienne. Or
nous avons vu dans le précédent travail qu’il existe un lien étroit entre adénosine et homocystéine

chez le coronarien.

chémie, Xi i
Ischémie, Hypoxie et Inflammation
L'ischémie résulte d’une baisse du débit sanguin apportant I'oxygéne et les nutriments nécessaires a
un organe. Au cours du processus ischémique, on observe une libération d’un grand nombre de
, . N , e
molécules dont certaines sont délétéres et d’autres ont des effets protecteurs. Ainsi |'adénosine
possede des effets cyto-protecteurs contre les lésions induites par I'ischémie. Cet effet procéde de
I'activation des récepteurs A; et As qui favorise I'apparition d’une circulation collatérale, tandis que
I'activation des récepteurs A, favorise la dilatation vasculaire. Au cours de l'ischémie, I'oxygene
nécessaire a la formation d’ATP a travers la pompe a proton mitochondriale fait défaut, et du coup
les réserves locales en ATP s’épuisent rapidement. La rephosphorylation de I'adénosine en ATP
normalement assurée par les kinases est entravée en raison de la baisse du pH (induit par
I'accumulation de lactates en anaérobie) peu favorable a leurs actions. L’adénosine accumulée dans
les cellules (en particulier endothéliales et musculaires) se libére dans le milieu extracellulaire via les
transporteurs a 11 domaines transmembranaires équilibratifs. D’autre part I'action de CD39 et CD73
se trouve favorisé au cours des processus ischémiques et inflammatoires, accroissant encore la
synthése d’adénosine extra cellulaire a partir de I’ATP (Reutershan J, FASEB J 2009). Ceci explique
I"augmentation massive d’adénosine dans les espaces extracellulaires puis dans le sang circulant au
cours de I'ischémie. Le méme phénomene se rencontre au cours de I’hypoxie tissulaire. Par ailleurs,
I'activation du récepteur A;a par I'adénosine au cours de I'ischémie ou de I'hypoxie conduit a une
surexpression des transporteurs de |'adénosine a la membrane et a une libération massive
d’adénosine par les cellules nucléées dans I'espace extracellulaire, créant ainsi un cercle vicieux
(Pinto-Duarte A, J Neurochem 2005). Notre équipe a par ailleurs montré que I’hypoxie induisait une
activation du systeme purinergique et en particulier du récepteur A;a (By Y, Purinergic Signal 2012).
Ainsi comme précédement dit, 'augmentation de I'adénosine extra cellulaire induit par I’hypoxie,
réduit le phénomene inflammatoire et la réponse immunitaire via une up régulation des récepteurs
Aza en utilisant NF kappa-B comme voie de transduction (Bruzzese L, Cell Signal 2014). Au cours de
I'ischémie, la libération massive d’adénosine permet par ailleurs, de par son action anti-radicalaire,
e protéger les tissus en souffrance et apparait comme un signal de sécurité, permettant de limiter
d t les t ff t t Id t ttant de limit
I'inflammation tissulaire associée au manque d’oxygéne (Grenz A, Antiox Redox Signal 2011). Sur le

plan hémodynamique, I'augmentation de I'adénosine extracellulaire, va induire via les récepteurs Axa
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et A une vasodilatation permettant de mieux oxygéner les tissus en souffrance et au-dela, si
I’hypoxie ou surtout I'ischémie se prolonge, de favoriser I'apparition d’une circulation collatérale de
suppléance. Les concentrations en adénosine extracellulaire lors de I’hypoxie sont largement
contrblées par I'adénosine déaminase associée aux cellules endothéliales et celle associée au CD 26
lymphocytaire (Eltzschig HK, Blood 2006). Ainsi I'adénosine déaminase diminue le flux coronaire par
diminution de la concentration en adénosine extra cellulaire (Merill GF, Cardiovasc Res 1988).

Enfin le réle protecteur des récepteurs A;a dont I'activation réduit la réponse inflammatoire apparait
crucial dans un grand nombre de pathologies inflammatoires (Ohta A, Nature 2001). Les récepteurs
Azs sont par ailleurs trés impliqués dans l'ischémie reperfusion (Zimmerman MA, PNAS 2017).
L'activation des récepteurs Az permet de diminuer les besoins en oxygene au cours de I'ischémie
myocardique, suggérant que des médicaments ciblant ses récepteurs pourraient étre utile dans
I'infarctus du myocarde (Eltzschig HK, Trends Mol Med 2013) et au-dela permettre de protéger les

organes au cours d’intervention chirurgicales (Eltzschig HK, Anesthesiology 2013).
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CHAPITRE SECOND

Publication N° 1: Adenosine plasma level correlates with homocysteine and uric acid
concentrations in patients with coronary artery disease.

Introduction :

L 'homocystéine (HCy) est un acide aminé non conventionnel issu du cycle de la méthionine (voir
Figure 1). L'hyperhomocystéinémie est reliée a des déficiences enzymatiques génétiques et / ou des
défauts nutritionnels, en particulier déficit en B12/Folates. Plusieurs grandes études
épidémiologiques ont montré que des niveaux élevés d'HCy total sont associés a un risque accru de
maladies cardiovasculaires. L’hyperhomocysteinémie constitue un facteur de risque cardiovasculaire
indépendant et un facteur de risque indépendant de décés chez les patients atteints de maladie
coronarienne. Cependant, les essais cliniques visant a abaisser les niveaux d'HCy (en utilisant
majoritairement l'acide folique ou le traitement multivitaminique) n'ont pas permis de réduire
I'incidence des événements cardiovasculaires.

En conditions basales I'adénosine et I'Hcy sont formés a partir de I'hydrolyse de la S-
adénosylhomocystéine (SAH) catalysée par la SAH hydrolase (SAHH) et, in vivo toute augmentation
de la concentration plasmatique d'HCy entraine une diminution de la concentration d’adénosine.
Cette réaction est prédominante dans le foie et est réversible, avec un Ky similaire de SAH et de
I'adénosine pour SAHH. Dans ces conditions, la réaction catalysée par I'hydrolase conduit a la
production de SAH tandis que I'adénosine est consommeée pour alimenter le cycle et donc sa
concentration diminue. Notons toutefois, qu'une partie de HCy peut étre re-convertie en adénosine
via la "réaction de Palmer" (Palmer JL, J Biol Chem. 1979). Ceci est d’autant plus marqué losqu’il
existe une hyperhomocystéinémie, dans le cadre d’un processus inflammatoire, comme c’est le cas
de la coronaropathie. Ainsi il pourrait y avoir un lien entre concentration en HCy et concentration en
adénosine. Enfin, une partie de HCy est ensuite convertie en cystathionine via une béta-synthase.
L'HcY peut également étre convertie en méthionine par la méthionine synthase avec le méthyl-
tétrahydrofolate (5-MeTHF) en tant que donneur de méthyle et cobalamine (vitamine B12) en tant
que cofacteur. Ainsi, une hyperhomocysteinémie peut résulter d'une déficience congénitale de la
béta-synthase, mais la cause la plus fréquente d’ hyperhomocysteinémie est la carence en B12 /
Folates.

A coté de HCy, l'acide urique, bien qu’ayant des propriétés anti-oxydantes, est aussi
considéré comme un facteur de risque cardiovasculaire (Bagheri B, J Clin Diagn Res. 2016). Par
ailleurs notre equipe a montré une correlation entre la dysfonction endothéliale et la concentration
en acide urique chez le patient souffrant de syndrome cornarien aigii (Gaubert M, Purinergic Signal

2018)
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Or les métabolismes de HCy, de I'acide urique et de I'adénosine sont étroitement reliés. En
effet, I'adénosine est le métabolite d’amont de I'acide urique, tandis que adénosine et HCy sont
étroitment liés via le cycle de la methionine (voir figure 2 et figure 4).

L’ HCy, I'acide urique, et I'adénosine plasmatique sont augmentées chez les patients atteints
de coronaropathie. L'augmentation de I'HCy ne s’explique pas par une carence en folate et en
vitamine B12 (car non corrigé par une supplémentation).

Le but de ce premier travail a été d’étudier in vivo (chez des patients coronariens) et in vitro
(sur un modele de culture d’hépatocytes), les correlations possibles entre concentrations en HCy, en
acide urique et en adénosine. Pour la partie in vivo, 78 patients hospitalisés pour coronarographie
ont été inclus consécutivement. La gravité de la coronaropathie a été évaluée par le score SYNTAX.
Trente sujets sans antécédents cardiovasculaires, appariés sur I'dge et le sexe et sans pathologie
inflammatoire ont servi de témoins pour les données biologiques. Pour la partie in vitro, nous avons
utilisé des cellules de carcinome hépatique humain HuH7. Les cellules hépatiques ont été choisies car
le foie est le principal synthétiseur d’homocystéine. Ont été mesurés, en dehors du bilan biologique

standard I’ HCy plasmatique, I’acide urique et I'adénosine plasmatique.
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Abstract

The role of hyperhomocysteinemia in coronary artery disease (CAD) patients remains unclear. The
present study evaluates the relationship between homocysteine (HCys), adenosine plasma
concentration (APC), plasma uric acid, and CAD severity evaluated using the SYNTAX score. We also
evaluated in vitro the influence of adenosine on HCys production by hepatoma cultured cells (HuH7).
78 patients (mean age+SD: 66.31£11.3; mean SYNTAX score: 19.9 +12.3) and 30 healthy subjects
(mean age: 61+13) were included. We incubated HuH7 cells with increasing concentrations of
adenosine and addressed the effect on HCys level in cell culture supernatant. Patients vs controls had
higher APC (0.8210.5uM vs 0.53+0.14uM; p <0.01), HCys (1517.6 uM vs 6.8+3uM, p<0.0001) and uric
acid (242.6197 vs 202459, p < 0.05) levels. APC was correlated with HCys and uric acid concentrations
in patients (Pearson‘s R = 0.65 and 0.52; p<0.0001, respectively). The SYNTAX score was correlated
with HCys concentration. Adenosine induced a time- and dose-dependent increase in HCys in cell
culture. Our data suggest that high APC is associated with HCys and uric acid concentrations in CAD
patients. Whether the increased APC participates in atherosclerosis or, conversely, is part of a

protective regulation process needs further investigations.

Key words: adenosine, homocysteine, coronary artery disease

Introduction

Hyperhomocysteinemia is associated with cardiovascular disease (Mc Cully 1969; Refsum et al. 1998;
Riksen et al 2003; Kumakura et al. 2014; Hoogeven et al. 2000) and a predictor for death in patients
with coronary disease (Hoogeveen et al 2000). In the so-called methionine cycle of the one carbon
metabolism, Homocysteine (HCys) is remethylated into methionine (Met) by Methionine synthase
with Methyl-tetrahydrofolate (5-MeTHF) as a methyl donor and cobalamin (vitamin B12) as a co-
factor. Methionine is the precursor of S-adenosyl-methionine (SAM) and SAM, the precursor of S-
adenosyl-homocysteine (SAH) in the methionine cycle (Guéant et al. 2013). SAH is subsequently
hydrolyzed into homocysteine and adenosine via S-adenosy-homocysteine hydrolase (SAHH, Figure
1). This reaction is predominant in the liver and is highly reversible (Palmer and Abeles 1979), with a
similar Km of SAH and adenosine for SAHH. Under these conditions, it would be expected that any
increase of homocysteine production par SAHH is accompanied by a similar increase of adenosine.
Homocysteine is increased in CAD patients through mechanisms, which are not explained by
deficiency in folate and vitamin B12. An intensive production of experimental and epidemiological

studies showed a link between HCys and coronary artery disease and stroke. The causative effect of
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HCys in CAD became questionable when lowering HCys failed to produce any benefit on CAD risk, in
interventional studies with folate and vitamin B12 (Clarke et al. 2011).

Beside HCys, adenosine is another metabolite, which modulates CAD risk. Adenosine is protective
toward atherosclerosis, accounts for 50% of coronary vasodilatation and protects from
ischemia/reperfusion injury (Risken NP et al. 2003). Adenosine may be therefore considered to
balance the effects of HCys and uric acid. Adenosine exerts a multitude of cardiovascular effects that
influence the pathogenesis of atherosclerosis, vascular tone and thrombosis (Johnson-Cox et al.
2012; Layland et al. 2014; Burnstock and Ralevic 2013; Shryock and Belardinelli 1997). Adenosine is a
ubiquitous nucleoside produced via the methionine cycle but also via the dephosphorylation of ATP
during hypoxemia or ischaemia, uric acid being the final product of purine metabolism. Despite short
half-life, adenosine impacts strongly the cardiovascular system via the activation of G-coupled
membrane receptors namely AiR, AR, AzuR and AsR depending on their primary sequence and
pharmacological properties (Shryock and Belardinelli 1997; Ralevic and Burnstock 1998). Recent data
demonstrate that purinergic signaling participate in atherosclerosis. Activation of most P1 receptors
and ecto-nucleotidases exert a protective, anti-atherosclerotic function whereas activation of P2
receptors promotes atherosclerosis (Ferrari et al. 2015).

Acute release of adenosine may have beneficial effects on the myocardium via A,4R activation
leading to coronary vasodilation (Shryock and Belardinelli 1997; Shryock et al. 1998). In addition
inhibitors of adenosine uptake, like dipyridamole, that increase extracellular adenosine level induce
coronary vasodilation (Takezawa, H et al. 1968).

As mentioned above, SAHH is at the cross point between HCys and adenosine metabolisms.
According to the stoechiometry of the reaction catalyzed by SAHH, it would be expected that the
whole cellular production of HCys and part of adenosine production results from hydrolysis of SAH. It
is assumed that SAHH produce at least 30% of cellular adenosine, at base line, at least in the liver
(Lautt 1991). Despite these evidences, to the best of our knowledge, the association between HCys
and adenosine has never been investigated in CAD patients.

In this study, we evaluated the relation between HCys, APC uric acid in CAD patients and we

confirmed the effect of adenosine concentration on HCys in a cellular model.

Patients and Methods

Study population: Consecutive patients admitted for coronary angiography, in the department of
Cardiology, Timone University Hospital, Marseille, between January 2011 and January 2012 were
eligible for this study. Clinical presentation could be an acute coronary syndrome, stable angina or
preoperative evaluation. All included patients received a loading dose of Clopidogrel 600 mg before

percutaneous coronary intervention (PCl). Exclusion criteria for the current study were creatinine
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clearance < 25 ml/min. Two different interventional cardiologists reviewed independently the
angiographic films. Both cardiologists underwent a training session in which the angiogram review
process and the Synergy Between Percutaneous Coronary Intervention With Taxus and Cardiac
Surgery (SYNTAX) score calculations were reviewed. Angiographic coronary lesions complexity was
determined according to SYNTAX score (Ong et al. 2006), using the online SYNTAX score calculator
(http://syntaxscore.com. Accessed April 1,2011). Blood sample was collected before the
angiography and haematological and biochemical profiles were measured. Adenosine, HCys and uric
acid were systematically assessed. 30 Healthy subjects without cardiovascular disease (10 women
and 20 men, mean +SD age 61113 years) were recruited from the medical staff, and included as
controls for APC, HCys and uric acid measurements.

The ethics committee of our institution approved the study protocol performed in accordance with
the ethical standards as laid down in the 1964 declaration of Helsinki, and informed consent was

obtained from all individual participants included in the study.

APC measurement

Blood samples were collected and processed as described previously (Bonello et al. 2014; Saadjian et
al. 2002). 3 ml of whole blood was collected through a cubital vein, using a syringe containing 2 ml of
cold stop solution which allows to prevent uptake and degradation of adenosine by red blood cells
(Guieu et al. 1994). The stop solution was composed of dipyridamole 0.2mmol/l, ethylene diamine
tetracetic acid disodium (4 mmol/I), erythro 9-2-hydroxy-3-nonyl adenine (5mmol/l), a.p -
methyleneadenosine 5’ diphosphate (79 mmol/l); coformycine 10 pg/mL, and heparin sulfate 11U/mL
(SIGMA Aldrich). After collection, samples were put in ice then centrifuged (4°C, 1500g), and
deproteinized (perchloric acid, 5%, 0,25 ml/ml of plasma), then stored at -20°C until analysis.
Defreezed samples were analyzed by chromatography. A modular system with a diode array detector
(Chrom System, Germany) was used. Samples were dissolved in 1 mL of phosphate buffer and eluted
with a methanol gradient (0 to 35% in 60 min) on a Merck LiChrospher C18 column (Nottingham, UK).
Adenosine was identified by its elution time and by spectrum and quantified by comparison of peak
areas with those of known quantities of adenosine. The sensitivity threshold was 2 pmol/ml of

plasma matrix. The intra- and inter-assay coefficients of variation ranged from 1% to 4%.

Uric acid measurement

Assays on uric acid were performed on the DXC 800 Synchron® system (Beckman Coulter, Inc, Brea,
California, USA). Briefly, uric acid concentration is measured by a timed-endpoint method. Uric acid is
oxidized by uricase to produce allantoin and hydrogen peroxide. The hydrogen peroxide reacts with

4-aminoantipyrine (4-AAP) and 3,5-dichloro-2-hydroxybenzene sulfonate (DCHBS) in a reaction
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catalyzed by peroxidase to produce a colored product. The system monitors the change in
absorbance at 520 nanometers. This change in absorbance is directly proportional to the
concentration of uric acid in the sample and is used by the system to calculate and express the uric

acid concentration.

Total HCys measurement

Assays on total homocysteine were performed on ADVIA Centaur® XP system (Siemens Healthcare
Diagnostics, Erlangen, Germany). Briefly, total HCys concentration is measured by a competitive
immunoassay using direct, chemiluminescent technology. The different forms of homocysteine in the
patient sample are first reduced to free HCys by the reducing reagent (dithiothreitol). Free
homocysteine is then converted to S-adenosylhomocysteine (SAH) by S-adenosylhomocysteine
hydrolase. Converted SAH from the patient sample competes with SAH covalently coupled to
paramagnetic particles in the solid phase for a limited amount of acridinium ester-labeled anti-SAH.
An inverse relationship exists between the amount of HCys present in the patient sample and the

amount of relative light units detected by the system.

HuH-7 cells culture

HuH-7 is a well differentiated hepatocyte-derived carcinoma cell line that was originally taken from a
liver tumor in a 57-year-old Japanese male in 1982 (Nakabayashi et al. 1982). These cells were
choosen because the major part of blood HCys results from liver prduction by SAHH. HuH-7 cells
were cultured in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) with 10% FCS at 37°C. Cells were plated
in Multiwell 6 cell culture plates (1x10° cells per well) for 24 h and then incubated 1 h with DMEM
containing 1mM Methionine (Sigma), 500 nmol/| 5’-MethylITetraHydroFolate (Sigma) and 740 pmol/I
vitamin B12 (Sigma). Then 200 or 600 nmol/ml Adenosine (Sigma) was added every 30 min for 2 or 4
h. Cell culture supernatants were collected and HCys concentrations were measured. Each assay was

performed in triplicate.

Statistical analysis

Data were described by mean and standard deviation or median and interquartile range. Correlations
between biological parameters were quantified and tested using Pearson’s correlation coefficient.
Comparisons of biological parameters between patients and controls were performed using a
variance analysis (ANOVA two ways ). Multivariate linear regression models were used to calculate

the linear association between APC, HCys and SYNTAX score (dependent variables) and clinical
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characteristics (independent variables) using the stepwise method. All statistical tests were two-
sided and P values less than 0.05 were considered statistically significant. Analysis were performed

with SPSS software (version 13.0 2004 SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA).

Results

Seventy-eight patients undergoing coronary angiography were included in the study. After coronary
angiography, all patients received daily aspirin (75 mg) in association to clopidogrel (75mg). Clinical
characteristics of this population are summarized in Table 1. Of note, we reported 14 (18%) women
with a mean age of 66.3 £ 11.3 years and mean BMI of 25.9 + 4.1 kg/m?, 34 (43%) patients presented
as ACS, 21 (27%) for stable angina and 23 (30%) for preoperative evaluation. Mean SYNTAX score
was 19.9+12.3.

We did not observed significant impact of genre neither on APC levels (p=0.23) nor on HCys levels

(p=0.35).

APC, HCys and uric acid concentrations

APC, HCys and uric acid were slightly but significantly higher in patients than in controls; meanzSD;
APC: 0.82+0.5pmol/I vs 0.53+0.14umol/l; p< 0.01, Figure 2A; HCys: 15+7.6 umol/I vs 6.8x3umol/I,
p<0.001, Figure 2B; uric acid: 242.6+97 vs 202159, p=0.03, Figure 2C. APC was higher in patients with
acute coronary syndrome (ACS, n=21) compared with non urgent PCl patients (n=57: 0.7+0.1 umol/I
vs. 1.1+0.1 umol/l; p=0.03). Uric acid (uM) concentration was also higher in ACS patients (31592 vs
226191, p=0.03). We did not observed significant impact of genre neither on APC levels (p=0.23) nor
on HCys levels (p=0.35).

Correlation data

In patients, APC was correlated with HCys and uric acid concentrations (r=0.65; p<0.0001, and r=0.52;
p<0.0001, respectively; Figure 3A and 3B). Such correlations were not found in control subjects
(p=0.5). Syntax score was correlated with APC and HCys (r=0.48; p<0.001 and r=0.73; p<0.001,
respectively, Figure 3C and 3D). In multivariate analysis SYNTAX score remains highly correlated with

HCys (p=0.01) but not with APC (p=0.25).

In vitro study

Adenosine added to culture medium containing the hepatoma cell line, induced a time- and dose-
dependent increase production in HCys: +88 and +360% at 2 and 4h, respectively, for 200 nmol/mL
adenosine; +210 and + 470% at 2 and 4 h, respectively, for 600 nmol/mL.
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Discussion

The main finding of the present study is that patients with CAD have higher APC, high HCys and acid
uric concentrations than controls, with positive correlations between these parameters found only in
CAD. In addition, both HCys concentration was correlated with the SYNTAX score in CAD patients.
The SYNTAX score reflects the coronary anatomy and is recognized as an important tool for grading
the complexity of coronary artery disease (Sianos et al. 2005). We confirmed these results in a vitro
hepatocyte cell model, in which adenosine induced a dose- and time-dependent increase in HCys
concentration. It is likely however that other factors including inflammation and renal failure also
increase HCys and APC. The higher concentration in uric acid in CAD patients has been previously
reported in women (Zhang et al. 2014). The positive correlation between uric acid and APC suggested
that increased uric acid was secondary to increased degradation of adenosine. Taken together, our
results suggested that high APC may participate to both high HCys and uric acid concentrations.

This study is the first, which considered the link between APC and high HCys through the influence of
increased adenosine, in CAD patients. Our in vivo and in vitro results contrast with previous
experimental data in animal models, which showed that supra-physiological HCys concentrations
induce a decrease in adenosine tissue concentration through inhibition of SAH hydrolase (Sciotti and
Van Wylen 1993; Schrader et al. 1981). It was found also that acute as well as chronic
hyperhomocysteinemia in rat decreases plasma adenosine concentration (Chen et al 2002) In
agreement with these data, it was postulated that increased HCys concentration would reverse the
biochemical reaction catalyzed by the SAH hydrolase, leading to decreased adenosine concentration
and thus lowering the cardiovascular protective effects of adenosine (Riksen et al. 2003). However, if
the murine model is adequate to for HCys metabolism studies, it is probably not a good model for
adenosine metabolism study since conversely to human, extracellular adenosine is not regulated by
the CD26/MCADA complex (lwaki-Egawa et al. 1997; Guieu et al. 2006).

Here we found that, conversely, high APC was associated with high HCys concentration. Several
arguments may explain the discrepancy between our results with the above-mentioned data. First,
we studied the link and effect of adenosine on HCys in CAD, while most of previous studies
considered the link and effect of HCys on adenosine in experimental models. Furthemore, part of
these previous studies tested the effect of HCys on adenosine formation in vitro cell culture models
and may have missed the influence of other metabolic determinants. The production of adenosine
has to be considered in integrated models, since ATP, is also a precursor of adenosine. Indeed, under
baseline conditions, adenosine is not only produced by the hydrolysis of SAH by SAHH but also by
intra- and extra-cellular hydrolysis of AMP by 5’-nucleotidase (Riksen et al. 2003). In addition,

adenosine has a similar affinity than that of SAH for SAHH. It behaves as a product of the SAHH
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reaction in function of a predominant metabolic flux of SAH generated by the upstream
transmethylation reactions, in the methionine cycle. In these conditions, in any metabolic disruption
producing a higher concentration of adenosine than that of SAH, it should be expected that
adenosine inhibits SAHH. In consistence with this hypothesis, it is well known that extracellular
adenosine is generated during stress (Fredholm 2007), inflammation (Sitkovski et al. 2004) or
ischaemia (Eltzschig et al 2012; Sollevi 1986; Paganelli et al. 2000). The local increase in the
extracellular spaces may be over 30uM (Pedata et al. 2001; Latini et al. 1999) and can reach to near
1mM in situ (unpublish data), a concentration which is in the same order of magnitude than the Km
of adenosine for SAHH. Here we found that the higher APC were measured in ACS patients, during
acute ischaemia. In addition, increased adenosine concentration inhibits TNF-B production (Sajjadi et
al. 1996) and TNF-alpha is needed for the activation of CBS, the enzyme, which degrades
homocysteine in the transulfuration pathway. The impaired degradation of HCys by CBS could
therefore explain, at least in part, the positive correlation between adenosine and homocysteine, in
CAD. This hypothesis however needs further investigations.

Taken together, our data suggest that adenosine is a surrogate marker of homocysteine, in CAD. This
could explain the controversy on the link between HCys and CAD after the absence of effects of HCys
lowering on CAD risk, in interventional studies. Adenosine via the AR have strong vasodilatory
properties, especially in the coronary arteries (Shryock and Belardinelli 1997; Ralevic and Burnstock
1998; Shryock et al. 1998). Adenosine, via low affinity A;sR have strong anti-inflammatory properties
(Ehrentraut et al. 2012) and inhibits atherosclerosis in high fat diet model of rats (Koupenova et al.
2012). However, it was also reported that activation of these receptors leads to the apoptosis of
arterial smooth muscle that promote atherosclerosis (Peyot et al. 2000). Interestingly, the
consumption of coffee (containing caffeine as principal active drug, which is a non specific AxR
antagonist) was inversely associated with death due to heart disease (including CAD) and stroke
(Freedman et al. 2012).

An alternative view is that the increased levels of adenosine counteract the effects of high levels of
HCys and uric acid in CAD patients. Both HCys and uric acid cause endothelial dysfunction, have
deleterious vascular and pro-inflammatory effects, enhance platelet activity, potentiate
ischemia/reperfusion injury and promote atherosclerosis, all effects that can be compensated by
high adenosine levels.

In conclusion, we found that high APC in CAD patients is associated with high HCys and uric acid
concentrations. If the increased APC participates into the atherosclerosis process or, conversely, is

part of a protective regulation process needs further investigations.

Limitation of the study
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We did not examine the long term effects of high APC on atherosclerosis. Thus, because APC was
correlated with both HCys and uric acid levels, we could not distinguish the effects of high APC as

well as high HCys or high uric acid levels on atherosclerosis.
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Table 1

Basal characteristics of patients with coronary artery disease

Patient Characteristics (n=78)
Female gender (n, %) 14 (18%)
Age (years; m1SD) 66.3+11.3
BMI (kg/m2; mzSD) 25.944.1
Hypertension (n,%) 40 (51%)
Type Il diabetes (n,%) 16 (20%)
Dyslipidemia (n,%) 37 (47%)
Current smoker (n,%) 24 (30%)
Previous coronary stenting (n,%) 40 (51%)
ACS (n,%) 34 (43%)
SYNTAX Score (mSD) 19.91+12.3
One vessel disease (n,%) 22 (28%)
Two vessel disease (n,%) 27 (34%)
Three vessel disease (n,%) 28 (35%)
Stent restenosis (n,%) 11 (14%)
Occlusion lesion (n,%) 11 (14%)
Small vessel disease (n,%) 9 (11%)
Coronary calcifications (n,%) 13 (16%)
BNP (ng/L; m+SD) 213.94+311
CRP (mg/l; mxSD) 8.5+18.5
Fibrinogen (g/l; mSD) 3.8%1.0
Triglycerides (G/L; mtSD) 1.1+0.7
Cholesterol (G/L; mtSD) 1.7+0.7
HDL (G/L; m1SD) 0.40+0.2
LDL (G/L; m#SD) 1.01+0.4
Troponin (ug/L; miSD) 6.3129.3
Glycemia (g/L; mtSD) 1.1+0.3
Creatinine (umol/L; mSD) 95.1+34.1
CPK (UI/L; m%SD) 337.0+579
HbA1c (%; m1SD) 6.7+1.4
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Figure 1

Schematic representation of the link between homocysteine (HCys) and adenosine metabolism in
cells.

1 Step catalyzed by the methionine synthase with methyl tetrarahydrofoalte as a methyl donor, in
the presence of B12 vitamin as coenzyme. 2, Step catalyzed by methionine adenosyl transferase,
leading to the formation of S-Adenosylmethionin (SAM). 3, Step catalyzed by a methylase, leading to
S-adenosylhomocystein (SAH). 4, Step catalyzed by S-adenosyl homocystein hydrolase (SAHH),
leading to the formation of HCys and adenosine. 5, Step catalyzed by a beta synthase. While part of
adenosine comes from the HCys metabolism, ATP is the main source of adenosine in case of

ischaemia or hypoxia.
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Figure 1

Figure 2
Adenosine plasma concentration (APC) (A), homocysteine (HCys) (B) and uric acid (C) evaluated in

patients (n=78) and in controls (n=30).
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Correlation curve (Pearson’s R coefficient of correlation) between adenosine plasma concentration
(APC) and homocysteine (HCys) (A) or uric acid (B). Correlation curve (Pearson’s R coefficient of

correlation) between SYNTAX score and APC (C) and HCys (D)
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Discussion

Nous avons mesuré des concentrations plus élevées en HCy, acide urique et adenosine chez les
patients coronariens vs les témoins. De fagon intéressante les concentrations d’adénosine circulante
étaient plus élevés dans le sous groupe de patients avec syndrome coronarien aigu, maladie instable
avec ischémie coronaire s’accompagnant d’un relargage plus important d’adénosine (a partir de la
déphosphorylation de I’ATP), mécanisme adpatatif a I'ischémie, pour tenter de reperméabiliser le
systéme coronaire.

Nous avons observé une correlation nette et significative entre concentration en adénosine
plasmatique et HCy d’une part, et entre concentration en adénosine et concentration en acide urique
d’autre part. Par ailleurs nous avons constaté une corrélation entre la gravité de la cornaropathie
évaluée a I'aide du score SYNTAX et HCy d’une part et entre ce méme score et concentration en
adenosine plasmatique d’autre part. Notre étude in vitro montre que I'ajout d’adénosine dans le
milieu de culture cellulaire induit une augmentation d’HCy proportionnel a la concentration en
adénosine et au temps d’incubation. |l existe donc bel et bien une possibilité de transformation de

I’adénosine en HCy via la réaction réversible de Palmer.
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Ces données sont innovantes car les premiéeres publiées chez I’'homme. Jusqu’ ici il était postulé, suite
a des modeles in vitro, que I’ hyperhomocysteinémie était associé a une diminution de la
concentration en adénosine, cette derniere étant consommée. Toutefois en condition ou il existe une
source importnate d’adénosine suité a un processus ischémique et ou iflammatoire, I'adénosine peut
étre convertie en Hcy. Ainsi, nous avons demontré que, chez le cornarien, en situation de processus
inflammatoire, d’ischémie chronique et donc de libération accrue d’adénosine dans les espaces
extracellulaires, il existe une corrélation entre HCy et adenosine plasmatique. Par ailleurs, le fait que
la corrélation entre adenosine et HCy soit significative et forte semble indiquer qu’une partie au
moins de HCy provient en fait de I'adénosine, ce qui semble se confirmer in vitro.

La sévérité de la coronaropathie évaluée par le score SYNTAX était proportionnelle aux
concentrations en adénosine ou en homocystéine, confirmant un lien étroit entre ces 2 molécules et
la maladie coronaire. Nos résultats mentionnent par ailleurs une correlation importante entre acide
urique et adenosine plasmatique. Ceci n’a rien d’étonnant puisque I'acide urique est le métabolite
final de dégradation de I'adénosine. Cependant cette notion n’avait jamais été rapporté chez le
coronarien. Si I'acide urique posséde des propriétés anti oxydantes et a ce tritre pourrait avoir un
effet protecteur contre I'atherosclérose, les concentrations élevées en adénosine, si elles sont
bénéfiques a court terme en favorisant la dilatation coronaire via I'activation des récepteurs Asx et
Az, a long terme, nous avons vu qu’une augmetation de l'adénosinémie pourrait favorsier

I"athérosclérose (Peyot ML, Physiol Rev 2018).
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Papier 2: Adenosine Axx receptors and homocysteine in patients with coronary artery disease.

Introduction :

Dans le travail précédent, nous avons observé des concentrations plus élevées d’adénosine et d’ HCy
chez le coronarien en comparaison du sujet sain. De plus, une corrélation forte et significative entre
concentration plasmatique en HCy et en adénosine était mentionnée. Ces deux variables étaient
également positivement corrélées avec la sévérité de |'atteinte vasculaire coronaire (score SYNTAX).
Par ailleurs, une série de travaux menés, par notre équipe a montré qu'’il existe un niveau faible
d’expression des A;aRs mesurés sur les cellules mononucléées périphériques (PBMCs pour peripheral
blood mononuclear cells) chez les patients coronariens. Les PBMCs sont un bon modéle pour évaluer
I’état du systéme adénosinergique chez le patient coronarien. En effet, le niveau d’expression des
AzaRs (évalué par western blot), et leur fonction (évaluée par la production d’AMPc), et mesurés sur
les PBMCs ou dans le tissu coronaire sont trés bien corrélés (Gariboldi V, IntJ Cardiol 2017). D’autre
part, la production d’AMPc induite par I'activation des AaRs est proportionelle au flux coronaire
(Cushing DJ, Am J Physiol 1991). Ainsi, le défaut d’expression des A;aRs chez le coronarien pourrait
participer au manque de débit coronaire chez le patient puisque I'activation des Aa R induit une
forte coronaro-dilatation (Belardinelli L, J Pharmacol Exp Ther 1998).

Cependant la cause de ce niveau bas d’expression demeure floue mais pourrait éttre en relation avec
I’'HCy. En effet, notre équipe a montré in vitro, en utilisant un mode d’hypoxie et d’inflammation
chimique, que HCy induisait une baisse concentration-dépendante du niveau d’expression des AzaRs
via la libération d'H,S (Bruzzese L, J Cell Mol Med 2016). Cependant, cette relation entre HCy et
niveau d’expression des A;aRs, n’avait jamais été évaluée in vivo chez le coronarien. Le but de ce
travail était de rechercher une éventuelle corrélation entre concentration en HCy et niveau
d’expression des A;aR des PBMCs chez le coronarien d’une part, et de confirmer in vitro I'influence
de HCy sur la prodution d’AMPc induite par un agoniste, et donc sur la fonction d’autre part. Pour ce
faire nous avons utilisé Adonis un anticorps monoclonal précédement décrit et qui posséde des

propriétés agonistes Az (By Y, Mol Immunol2009).
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Abstract

Background: Hyperhomocysteinemia is associated with coronary artery disease (CAD); the
mechanistic aspects of this relationship are unclear. In CAD-patients, homocysteine (HCy)
concentration correlates with plasma level of adenosine that controls the coronary circulation via the
activation of A;x adenosine receptors (A2aR). We addressed in CAD-patients the relationship between
HCy and AzaR expression and in-cellulo the effect of HCy on A,aR function.

Methods: 46 consecutive patients with CAD and 20 control healthy subjects were included. We
evaluated AxaR level expressed by peripheral blood mononuclear cells using Western-blotting. We
studied in cellulo (CEM cells) the effect of HCy on cAMP production following Aza R activation.
Results: HcY concentrations were higher in CAD patients/vs controls (median, range:16.6[7-45]uM/vs
8[5-12]uM, p<0.001. A,a R expression was lower in patients/vs controls (1.1[0.62-1.6] /vs 1.53[0.7-
1.9] arbitrary units, p<0.001). We observed a negative correlation between HCy concentration and
Aza R expression (r=-0.43; p<0.0001), with decreased A,a R expression above 25 uM HCy. In cellulo,
HCy inhibited A,aR expression and cAMP production.

Conclusion: HCy downregulates A,a R expression in CAD-patients, as well as expression and function
in cellulo. The decrease in Aza R expression and function, which is known to hamper coronary blood
flow and promote inflammation, may support CAD pathogenesis.

Key words: adenosine, homocysteine, coronary artery disease, A,a receptor, inflammation
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Introduction

Homocystein (HCy) is a thiol-containing amino acid intermediate the metabolism of which is linked to
those of methionine, uric acid and adenosine. HCy and adenosine concentrations are correlated at
least in coronary artery disease (CAD) patients [1]. Adenosine is an ATP derivative that is released by
endothelial cells and myocytes during ischemia, hypoxia or inflammation [2-3]. Adenosine impacts
the cardiovascular system via the activation of its receptors namely A1 R, AzaR, AR or AsR pending
on their pharmacological properties [4]. A;aR activation exerts coronary vasodilation [5] via cAMP
production [6], cAMP production and coronary vasodilation being correlated [7].

Chronic ischemia elicits coronary vasodilation in the myocardial cells [8]. This adaptive response is
partly due to adenosine release that improves coronary blood flow via activation of A;a R [5, 9, 10]
and A R [10-11]. If, acute release of adenosine leads to coronary vasodilation and may be
consequently beneficial for the myocardium, chronic exposure to high adenosine level may have
however deleterious effects [12].

Hyperhomocysteinemia (HHCy) is associated with cardiovascular disease [13-14] and independently
associated with coronary artery disease (CAD); [15-16], and myocardial infarction-induced death [17].
It was also found that HHCy is correlated with CAD severity [1,18] although the mechanistic aspects
of this relationship are unclear. Finally, HHCy is associated with increased oxidative stress [19] and
endothelial dysfunction [20]. However the precise mechanism by which HHCy participates into CAD
progression remains controversial because homocysteine-lowering therapy does not affect the
inflammatory status of CAD patients [21] and poorly influences cardiovascular risk [22]. Because
PBMCs can be easily sampled and the behavior of adenosine receptors expressed on PBMC mirrors
their counterparts in heart [23], and in coronary arteries [24], PBMC is a useful model to address A;a
R pharmacological properties in patients and to evaluate the influence of HCy on adenosine
receptors of the vascular system. For these reasons, we evaluated here the relationship between HCy
concentration and A;a R expression in CAD patients. We also examined in cellulo the effect of HCy
concentration on A;a R expression and cAMP production in basal conditions and after agonist

exposure.

Material and Methods

Patients

Study population: we recruited 46 consecutive patients (13 women and 33 men, mean age
69.3+11.6 years) admitted for coronary angiography in the department of Cardiology, University
Hospital, Marseille, between January 2016 and January 2018. Clinical presentation could be an acute

coronary syndrome or stable angina. The patients included presented with a significant CAD defined
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by an angiographic stenosis > 50%. Exclusion criteria for the study were creatinine clearance < 25
ml/min and age <18 or > 80 years. Twenty healthy subjects (7 women and 13 men, mean age 63+ 7)
from the medical staff, matched for age and sex, were used as controls for the adenosinergic profile.
They were without history of cardiovascular or inflammatory disease and not under any medical
treatment. The ethic committee of our institution approved the study protocol, and patients gave

written informed consent for participation.

Blood samples collection

Blood samples collection was performed before invasive coronary angiography (ICA). For adenosine
measurement, blood samples (3mL) were collected from a cubital vein using a syringe containing 2
ml of a cold stop solution that prevents uptake and degradation of adenosine by red blood cells [38-
39]. The stop solution was composed of dipyridamole (0.2mM), ethylene diamine tetracetic acid
disodium (4 mM), erythro -9-(2-hydroxy-3-nonyl adenine (5uM) I, a3 -methyleneadenosine 5’
diphosphate (79 uM), coformycine 10 pg/mL, and heparin sulfate 11U/mL (SIGMA Aldrich). After

collection, samples were placed on ice then centrifuged (4°C, 1500g).

Adenosine plasma concentration (APC) measurement
APC was performed as previously described by liquid chromatography-tandem mass spectrometry
after extraction [39-40] using a Shimadzu UFLC XR system (Shimadzu, Marne la Vallée, France). The
system was interfaced with an ABSciex 4500 triple quadrupole mass spectrometer (Les Ulis, France)
operating with an electrospray ionization source using nitrogen.

Liquid chromatography-mass spectrometry-grade methanol and water were purchased from
VWR (Fontenay-sous-Bois, France). Formic acid, adenosine, and 2-chloroadenosine were obtained
from Sigma Chemical (Saint-Quentin Fallavier, France). Whatman 903 protein saver cards™ for

sample collection and preparation were acquired from GE Healthcare (Cardiff, UK).

HcY measurement

Blood samples were collected in a tube with EDTA and centrifuged at 4 °C for 10 min at 3,500 rpm.
Plasma were frozen and stored until assay. Total homocysteine was quantified with the LC-MS
Clinmass® “Homocysteine in plasma/serum” kit (Recipe, Dessauerstrale 3 e 80992 Munich /
Germany). Supernatants were analyzed using a Shimadzu UFLC XR system consisting of two LC-
20ADXR binary pumps, a DGU20ASR vacuum degasser, ard a CT0-20AC thermostated column oven
and a SIL-20ACXR cooled auto sampler (Shimadzu, Marne la Vallée, France). The LC system was
interfaced with an ABSciex 4500 triple quadrupole mass spectrometer (Les Ulis, France) operating

with an electrospray ionization source (ESI) using nitrogen (purity: 99.99%).
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PBMC A;aR Expression.

The procedure has been described [41-43]. In brief, blood samples from the brachial vein were
collected in tubes containing sodium citrate, a polyester gel and a density gradient liquid (Vacutainer
CPT, Beckton Dickinson). Blood samples were then centrifuged (20 min; 1,700g at room
temperature), and the PBMC layer was collected and washed twice using phosphate-buffered saline
prior to treatment with lysis buffer and sonication. Samples ( 0.25 x 10° cells) were then submitted to
standard 12% polyacrylamide gel electrophoresis under reducing conditions prior to transfer onto a
PVDF membrane. The filter was then incubated with Adonis (1 pg/mL), a homemade IgM, kappa
mouse monoclonal antibody directed against a linear epitope on AzaR [41]. Detection was performed
using phosphatase alkaline-labeled anti-mouse antibodies and phosphatase alkaline substrate. The
45-kDa bands corresponding to A;aR were submitted to densitometry analysis using the Imagel 1.42q
software (National Institutes of Health) and results were expressed as arbitrary units (AU) as
previously described [44-45]; the ratio of pixels generated by the AR band to pixels generated by

the background signal was calculated).

Cell culture experiments

Human lymphoid CD4+ T cells (CEM cells) that express Az R were cultured in RPMI 1640 medium in
the presence of bovine fetal serum (10%), and C02 (5%) at 37°C. CEM cells (5X10°/mL) were then
seeded in flasks (75-cm2, 50 mL) and cultured 48 hours in the presence of HCy (50 and 200uM). HCy
concentration was readjusted every 4 hours according to HCy dosage (see above). Duplicates were

performed.

cAMP dosage.

The method has been previously described [38]. In brief, PBMC (2x10° per well) were incubated with
increasing concentrations of HcY during 48 hours. IBMX (1mM; inhibitor of phosphodiesterase to
prevent cAMP degradation) and Adonis (1 uM, used as a agonist) were then added for 90 min.
Dodecyltrimethylammonium bromide acetate buffer was used to stop the incubation step. Dosage of

cAMP was performed in duplicate using the Amersham Biotrak Kit (GE Healthcare Bio-Sciences).

Statistical analysis

Data were described by mean and standard deviation or median and interquartile range. Correlations
between biological parameters were quantified and tested using Pearson’s correlation coefficient.

Comparisons of biological parameters between patients and controls were performed using a
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variance analysis (ANOVA two ways). All statistical tests were two-sided and P values less than 0.05

were considered statistically significant. Analysis were performed using the SPSS software (version

13.0 2004 SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA).

Results:

Population

Characteristic All patients
(n=46)
Female gender (n, %) 13 (28%)
Age (years ; mSD) 69.3+11.6
BMI (kg/m2 ; mtSD) 26.614.3
Hypertension (n, %) 33 (72%)
Type Il diabetes (n, %) 18 (39%)
Dyslipidemia (n, %) 25 (54%)
Current smoker (n, %) 12 (26%)
Previous CAD (n, %) 9 (20%)
Betablocker (n, %) 27 (59%)
RAS inhibtiors (n, %) 28 (61%)
Calcium blocker (n, %) 6 (13%)
Statin (n, %) 34 (74%)
Aspirin (n, %) 36 (78%)
Clopidogrel (n, %) 18 (39%)
ACS (n, %) 14 (30%)
One vessel diseaese (n, %) 19 (41%)
Two vessel disease (n, %) 10 (22%)
Three vessel disease (n, %) 17 (37%)
PCI (n, %) 34 (74%)
CRP (mg/l; m+SD) 4.2+2.5
Fibrinogen (g/l; mxSD) 3.911.0
Triglyceride (G/L; mSD) 1.9+1.4
Cholesterol (G/L; mtSD) 1.710.5
HDL (G/L ; mtSD) 0.4+0.1
LDL (G/L ; m#SD) 0.9+0.4
Glycemia (mmol/L ; mtSD) 7.1+2.7
Creatinine (umol/L ; mtSD) 94.3+25.6
HbA1lc (% ; mtSD) 6.8+1.3
Haemoglobin (g/dl; mtSD) 13.5%1.8
Platelets (G/I; mSD) 256161

Table 1: Characteristics of patients

N: number; M: mean; SD: standard deviation; BMI: Body Mass
Index; CAD: coronary artery disease; RAS: Renin Angiotensin
System; ACS: Acute Coronary Syndrome; PCl: percutaneous
coronary intervention; CRP: C-reactive protein; HDL: High
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density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; CPK = creatin

phosphokinase; HbA1C: glycosylated hemoglobin;
Clinical characteristics of the 46 patients are summarized in Table 1. Of note, 13 (28%) women had a
mean age of 69.3 + 11.6 years and mean BMI of 26.6 + 4.3 kg/m? and 14 (30%) patients presented
with ACS.

HCy and adenosine plasma concentrations (APC) ) were higher in patients vs controls

(median, range: 16.6[7-45]uM vs 8[5-12]uM, p<0.001; figure 1A) and (0.8[0.45-1.4]uM vs 0.52[0.4-
0.8]uM, p<0.01; figure 1B), respectively.

[] Patients
A B [] controls
HcY (uM) APC (uM)
P<0.01 P<0.01
50+ 157 —_
40
1.09

o 0.0 T T

Figure 1

Homocysteine concentrations (HcY, figure A) and adenosine plasma concentrations (APC, figure B) in

coronary artery disease patients (n=46) and healthy subjects (controls, n=20).

Az R expression was lower in patients vs controls (1.1[0.62-1.6] vs 1.53[0.7-1.9] AU, p<0.001; see
figure 2).
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Figure 2

Az adenosine receptor (Aza R) expression evaluated using peripheral blood mononuclear cells from
coronary artery disease patients (n=46) and healthy subjects (controls, n=20). A;a R expression was

evaluated by Western blotting and expressed as arbitrary units (AU).

In patients, we observed a negative correlation between HCy concentration and A R expression (r=-

0.43; p<0.0001; figure 3A), with decreased A;a R expression above 25 uM HCy (Figure 3B). We did not

find a correlation between C reactive protein and A;aR expression (r=0.16, p= 0.41) while a trend in

correlation was seen between HCy and C reactive protein concentrations (r=0.33, p=0.06).
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Figure 3
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A: correlation curve (Pearson) between plasma homocysteine concentration (HcY) and Aza receptors
(Aza R) expression by peripheral blood mononuclear cells in 46 coronary artery disease patients. B:

Az4R expression and HcY concentration as found in some patients.

In cellulo study

In CEM cells, we found that HCy inhibited in a dose dependent manner i) Aza R expression (-39% and -
46% at 50uM at time 24 and 48 h respectively; and -54 and -69% at 200uM at time 24 and 48 h
respectively; see figure 4) and ii) cAMP production (-24, -55 and -69% at 25, 50 and 200uM
respectively in basal conditions (figure 5A). We also observed that while Adonis (0.9uM) increased
cAMP production (+153% compared with basal), HCy inhibited the Adonis-induced cAMP production
in a dose dependent manner (-18, -66 and -75% at 25, 50 and 200 uM respectively see figure 5B).

24h 48h
) SOuM 200uM () SOpM 200pM
- — — —

100 61 46 100 54 31

Figure 4
Expression of A:a Ry (evaluated using Western blot) as function of homocysteine (HcY) concentrations
in human lymphoblastic cells (CEM) culture. CEM were cultured 48 hours. &J: absence of HcY
(control). Data were expressed as a percentage of pixels compared with control. Western blot were in

duplicate.
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Figure 5

Effect of homocysteine (HCy) on cAMP production by CEM cells. A: basal conditions. B: effects of HCy
on the cAMP production by Adonis (1uM), a monoclonal antibody with agonist properties (see

methods).

Discussion

The main finding of this study is that HCy downregulates Aa R expression in PBMC of CAD patients.
We found a negative correlation between HCy concentration and A.aR expression in patients. We
also showed that HCy decreased both A.a R expression and cAMP production in a dose dependent
manner in CEM cells.

These results support and expand our previous observation that took advantage of an in
cellulo model of inflammation and hypoxia, which reflects CAD conditions. In this publication, we
showed that HCy decreases A;a R expression and cAMP production by PBMCs via H,S and NF-kappa B
pathway [25].

In patients, HCy may participate in CAD in two ways: i) by reducing A,a R expression, and hence by
altering the adaptive vasodilation of coronary arteries when oxygen supply is needed. This
hypothesis is supported by the correlation found between the CAD gravity score (Syntax score) and
HCy concentration [1]; ii) by inhibiting the adenosinergic T-cell immunosuppression mechanism via
H.S production that, in turn, promotes inflammation [25] and iii) finally, by favoring platelet
aggregation and activation through HCy/H,S pathway [26] thus contributing to atherothrombosis,
stroke or myocardial infarction.

Regarding the adenosinergic system, we observed high APC in patients vs controls. High APC

has been previously described in CAD [1, 24], which is mainly due to coronary ischemia and

58



inflammation [27]. However, part of adenosine production may be secondary to high HCy level
inasmuch as HHCy induces a rapid metabolism of ATP, ADP and AMP into adenosine via macrophage
ectonucleotidases [28]. Additionally, adenosine is released by endothelial and muscle cells to control
inflammation, ischemia and hypoxia [29-30].

It is well established that inflammation plays a major role in the pathogenesis of atherosclerosis [31-
32]. Activation of A;aR has anti-inflammatory effects [33-34]. Conversely the decrease in AR
activation found in CAD patients probably promotes inflammation, which in turn promotes
atherosclerosis. Moreover, while acute, high APC should enhance coronary blood flow via Asxa R
activation, prolonged exposure to high APC may also promote inflammation via A,z receptors that
are activated by micromolar concentrations of adenosine [12]. Finally, activation of A,z R leads to the
production of pro-inflammatory cytokines [35-36] and promotes fibrosis in vascular smooth muscles

[37].

Conclusion
HCy downregulates in a dose dependent manner Aza R expression in CAD patients, as well as
expression and function in cellulo. The decrease in A;a R expression and function, which is known to

hamper coronary blood flow and promote inflammation, may support CAD pathogenesis.
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Discussion

Ce travail a permis d’apporter les éléments suivants; les patients coronariens ont des concentrations
plasmatiques élevées en adénosine et en HCy en comparaison des témoins. La concentration en HCy
est inversement corrélée avec I'expression des AzaR. Par ailleurs, les expérimentations in vitro ont
confirmé une inhibition dose et temps-dépendant par HCy de I'expression des recepteurs AR et de
la production d’AMPc basale. Enfin HCy inhibe les effets agonistes d’Adonis en empéchant la
production d’AMPc. Ainsi 'augmentation de HCy, en inhibant la production d’AzaR pourrait participer
a la coronaropathie en diminuant les capacités d’adaptation vasodilatatrice des artéres coronaires.
Ce travail est innovant dans le sens ou il donne une piste sérieuse pour expliquer les effets
possibement délétaire de fortes concentrations en HCy sur I'évolution de la maladie coronaire. Le
point qui reste en suspend est comment se fait il que les traitements qui diminuent les
concentrations en HCy, affectent peu I’évolution de la maladie ? Une partie de I'explication, mais qui
reste a démontrer, pourrait provenir de |'élévation chronique de la concentration en adénosine, qui
en stimulant les récepteurs A2b, pourraient induire une apoptose des myocytes des parois
vasculaires et accélérer le processus atheroscléreux (Peyot ML, Circ Res 2000). Bien que les
concentrations en HCy et en adenosine plasmatique soient corrélées, il est peu probable que les
médicaments diminuant les concentrations en HCy influent sur les concentrations en adénosine,
puisque les B12/Folates agissent sur une étape du cycle de la methionine indépendante de I'étape
implicant I'adénosine. Un autre argument en faveur d’une possible implication de I'adénosine
plasmatique élevée au long cours dans le processus d’athérosclérose réside dans le fait que la
caféine, un antagoniste des récepepteurs de l|’adénosine, semble diminuer la mortalité par
pathologies cardiovasculaires incluant celles d’origine coronarienne (Freedman ND, N Engl J Med
2012). En ce qui concerne la baisse du niveau d’expression des récepteurs A2A, une des questions qui
reste sans réponse est de savoir si cette baisse est en relation i) avec une diminution de leur
synthése ; ii) avec une synthése conservée mais un défaut d’expression a la membrane ; ou encore iii)
en relation avec une fuite exosomale de ces récepteurs a partir des cellules endothélilales ou des
cellules mononucléées voire des deux. C’est derniére piste que nous avons commencé a explorer. En
effet il est possible que lors d’une souffrance tissulaire ischémique, une collaboration tissulaire
s’instaure avec un apport de récepteurs aux tissus en souffrance via la voie exosomale. L’hypothése

d’une baisse de synthése ou un défaut d’export a la membrane est également a vérifier.
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Papier: Pharmacological Profile of Adenosine A2A Receptors in Patients with Low Extremity

Peripheral Artery Disease

Introduction

L'athérosclérose est une atteinte globale de la paroi des vaisseaux artériels qui développent des
plaques d’athérome. L’atteinte cardiaque est considérée comme principale car elle impacte tres
fortement le pronostic des patients en termes de survie. Cependant, cette maladie est ubiquitaire et
|"atteinte vasculaire périphérique (artériopathie des membres inférieurs) altéere significativement le
pronostic des patients, induisant une ischémie chronique. Se pose alors la question de la spécificité
de la baisse du niveau d’expression des récepteurs A, mesurée chez le coronarien. En particulier est
ce que cette baisse n’est retrouvée que chez le patient coronarien ou cette baisse est elle un
marqueur d’artériopathie en général. La corrélation entre I'expression tissulaire des récepteurs A, et
leur expression dans les PBMCs a été démontrée pour le tissu artériel coronaire mais non étudié dans
I"artériopathie des membres inférieurs. Ce travail explorateur a pour but de confirmer cette
hypothese et permettre dans le futur I'utilisation de la mesure de I'expression des A;aRs dans les
PBMCs pour les patients atteints d’artériopathie périphérique.

Par ailleurs, I'athérosclérose étant une maladie systémique, environ 40% des patients atteints
d’artériopathie des membres inférieurs ont également une atteinte coronarienne. La question se
pose alors du profil pharmacologique des récepteurs A,a chez les patients ayant une double atteinte

a la fois coronaire et des membres inférieurs.

Nous avons vu en introduction que Adonis, un anticorps monoclonal dirigé contre la
deuxiéme boucle extra-cellulaire du récepteur A;a humain était un outil précieux pour I'identification
du profil pharmacologique de ces récepteurs. En effet Adonis est un anticoprs qui se fixe sur la partie
extracellulaire de AR avec une forte affinité (0.1uM) et qui en méme temps a des propriétés
agoniste puisqu’il provoque la production d’AMPc par la cellule cible. Nous avons vu en introduction
que le profil pharmacologique des récepteurs de réserve (spare receptors) est défini par une valeur
de I'EC50 plus basse que le KD. Autrement dit, lorsque ce type de récepteur est présent, la
production maximale d’AMPc par la cellule cible (par exemple les cellules mononuclées du patient
cornarien), survient alors que tous les récepteurs ne sont pas activés par I’agoniste (nous utilisons
Adonis). Des travaux précédents menés par notre équipe ont montré que la présence de ce type de
récepteurs était caractéristique des patients cornariens chez qui on pouvait induire une ischémie soit

par I'épreuve d’effort (Ruf J, Mol Med 2016), soit lors de la mesure de la FFR (Fraction flow reserve)
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(Paganelli F, JAHA 2019). La question qui se pose maintenant est de savoir si la présence de « spare »
se retrouve également dans le cas d’ischémie des membres inférieurs ou est ce que elle est
spécifique d’une atteinte cornarienne ? Le travail présenté maintenant tente de répondre a ces

questions.
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Abstract

Objective—Altered blood flow occurs in patients with low extremity peripheral artery disease
(LE-PAD). LE-PAD is mostly associated with coronary artery disease (CAD). Adenosine is an
endogenous nucleoside that affects both coronary and limb artery blood flow, mostly via the
adenosine A2A receptor (A2AR). We evaluated A2AR expression and function in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) and the femoral artery tissues of patients with LE-PAD.
Approach and Results—Artery tissues and PBMCs were sampled in 24 patients with
intermittent claudication, and compared with PBMCs in 24 healthy subjects. Expression and
function of A2AR was studied, using a A2AR antibody with agonist properties, allowing
determination of A2AR affinity (KD) and cAMP production (ie.EC50). A2AR expression on
PBMCs was lower in patients than controls (medianl.3 [range 0.6—1.8]vs1.75 [1.45-2.1]
arbitrary units; P<0.01), and correlated with A2AR expression in artery tissues (Pearson’s
r=0.71; P<0.01). Basal and maximally stimulated cAMP production of PBMCs was lower in
patients vs controls: 172 [90-310]vs244 [110-380]pg/106 cells (P<0.05) and 375 [160-
659]vs670 [410-980]pg/106 cells (P<0.05), respectively. A high KD/EC50 ratio, characteristic
of spare receptors, was observed in CAD with inducible-myocardial-ischemia.
Conclusions—A2AR expression in the arteries of patients, correlated with their expression in
PBMCs. A2AR expression was lower in patients than in controls. A single blood sample (for
measurement of A2AR expression on PBMCs) may help to screen patients with LE-PAD,
whereas the presence of spare receptors may help with risk stratification before vascular
surgery in CAD patients with high risk of myocardial ischemia.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms
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A2AR adenosine A2A receptor

CAD coronary artery disease

cAMP cyclic adenosine monophosphate

LE-PAD lower extremity peripheral artery disease
MI myocardial ischemia

PMBC peripheral blood mononuclear cell

Introduction

Lower extremity peripheral artery disease (LE-PAD) is the third leading cause of atherosclerotic
cardiovascular morbidity, after coronary artery disease (CAD) and stroke.(1) Patients with LE-PAD and
patients with CAD share the same risk factors (age, sex, diabetes, tobacco use, hypertension, and
hyperlipidemia), with different weights of association compared with CADs.(2) Accordingly, LE-PAD is
often underdiagnosed and thus mistreated.(3) AlImost two-thirds of patients with LE-PAD are
asymptomatic,(4) and its diagnosis is challenging, because these patients present a high risk of
amputation and premature death.(5) LE-PAD is the result of insufficient blood flow caused by
atherosclerosis or arterial thrombosis in the lower extremities. Besides mechanical factors of
ischemia, humoral factors may be involved in the maintenance of blood flow in distal arteries.
Among the humoral factors, adenosine is an adenosine triphosphate derivative that is released in
extracellular spaces during ischemia (6) or inflammation.(7) Adenosine has a strong effect on arterial
blood flow via its membrane receptors, namely A1, A2A, A2B and A3, pending of their
pharmacological profile.(8) Adenosine triphosphate and adenosine contribute to the restoration

of blood flow during ischemia,(9) and play a major role in the control of the associated inflammation
process.(7) Adenosine exerts its vasodilatory and anti-inflammatory effects mainly through activation
of the A2A receptor (A2AR)(10) and the A2B receptor,(11,12) which leads to an increase in
production of cyclic adenosine monophosphate (cAMP).(10) The production of cAMP has been
correlated with vasodilatation.(13) Thus, the level of expression of these receptors and their
functional activity are of great importance for vascular blood flow. The behavior of A2ARs expressed
at the surface of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) mirrors the behavior of A2ARs found in
the heart,(14) aorta and coronary artery tissue.(15) However the expression and function of A2ARs in
patients with LE-PAD with intermittent claudication has not been evaluated. The aim of this study
was to study A2AR expression and function in situ (femoral tissue) and on PBMCs in patients with LE-
PAD compared with in healthy subjects, in order to evaluate the possible systemic regulation of the
adenosinergic response.

Methods

Patients

Patients with LE-PAD undergoing vascular surgery for intermittent claudication in La Timone hospital
(Marseille, France) were included consecutively. Because the symptoms of myocardial ischemia (M)
are often masked in LE-PAD, and the accuracy of non-invasive stress tests is usually limited, every
patient undergoes invasive coronary angiography. In case of identifiable atheroma plaque >20%,
fractional flow reserve and/or one stress imaging test were performed.

Controls were healthy subjects matched for sex and age, with a normal ankle-brachial index
(0.9<ankle-brachial index<1.4), normal iliac and femoral duplex ultrasound (which includes B-mode
echography, pulsed-wave, continuous, color and power Doppler modalities) and no cardiac or
vascular history. The protocol was approved by the ethical committee of our institution (CPP Sud
Mediterranee). The study conformed to the standards set out in the Declaration of Helsinki. Written
informed consent was obtained from all study participants.

Blood Sample Collection

Blood sample collection for measurement of adenosine plasma concentration and PBMC preparation
was performed as described previously.(15,16) Briefly, blood was withdrawn, together with a cold
stop solution, into vacutainer tubes, to prevent adenosine uptake by red blood cells and deamination
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into inosine. Samples were centrifuged immediately (4°C, 1500xg). The supernatant was pipetted off
and stored at —20°C until measurement.

Measurement of Adenosine Plasma Concentration

Measurement of adenosine plasma concentration was performed as described previously,(16,17) by
liguid chromatography/tandem mass spectrometry, after extraction using a Shimadzu UFLC XR
system (Marne-la-Vallee, France). The system was interfaced with an ABSciex 4500 triple quadrupole
mass spectrometer (Les Ulis, France), operating with an electrospray ionization source using
nitrogen. Liquid chromatography/mass spectrometry-grade methanol and pure water were
purchased from VWR (Fontenay-sous-Bois, France). Formic acid, adenosine, and 2- chloroadenosine
were obtained from Sigma Chemical (Saint-Quentin Fallavier, France).

PBMC Preparation

PBMCs were isolated from blood using the Vacutainer CPT system (Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
NJ) following venous puncture from the brachial vein, according to the manufacturer’s instructions.
Artery Tissue Collection

We collected a small artery tissue fragment (mean weight 1114 mg) from the femoral arteries at the
site of the proximal anastomosis of a femoropopliteal or femorofemoral bypass. Fresh tissue samples
from arteries were tested extemporaneously for A2AR expression and cAMP (see below).

A2AR Expression Assay

This procedure has been described previosuly.(18,19) Briefly, A2AR expression in PBMCs or artery
tissues was determined by western blotting, using Adonis, an homemade agonist-like monoclonal
antibody to human A2AR.(18) PBMCs (0.25x106) and tissue samples (3 mg) were solubilized using
lysis buffer and sonication. Samples were then submitted to standard 12% gel electrophoresis before
transfer onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane. The filter was then incubated with
Adonis (1 pg). Blots were analyzed using phosphatase alkaline labeled antimouse antibodies and
revealed by colored substrate reaction. Bands were submitted to densitometry analysis using Image J
1.42q software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Results were expressed in arbitrary
units defined as pixels for the 45 kDa band (A2AR)/pixels of blot background, as described
previously.(19,20)

cAMP Measurement

The assay was performed on freshly prepared PBMCs and artery tissues collected during surgery, as
described previously.(15) cAMP measurement using Adonis as agonist has been described
previously.(19,20) Briefly, samples were immediately placed into Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) culture medium containing an inhibitor of phosphodiesterase (100 uM 3-isobutyl-1-
methylxanthine) with and without the presence of 1uM Adonis. After 2 hours of incubation at 37°C,
samples were centrifuged (1500xg, 10 min) and supernatants were frozen (—80°C) until cAMP
quantitation. Frozen tissues were then homogenized in 6% trichloracetic acid at 4°C to obtain a 10%
(w/v) homogenate. Samples were centrifuged (2000xg, 15 min, 4°C), supernatants were recovered,
and the pellets discarded. The supernatants were washed four times with 5 volumes of water-
saturated diethyl ether, and the upper organic layer from each wash was discarded. The aqueous
extract was lyophilized and stored (—80°C) until analysis. The cAMP concentration was determined
using the Amersham Biotrak Kit (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). Dodecyl-
trimethylammonium bromide acetate buffer was used to stop the incubation step. The competitive
enzyme immunoassay was carried out in microplates according to the manufacturer’s instructions,
and optical density (450 nm) was measured. Wells without cells were used to determine nonspecific
binding. Results were expressed as a percentage of (standard or sample optical density — nonspecific
binding optical density) vs (zero standard optical density — nonspecific binding optical density). A
standard curve from 0 to 6400 pg/well was generated to quantify cAMP production.

Adonis KD/EC50 Determination on PBMCs

Adonis binding to the PBMC surface triggers cAMP production, and allows determination of both
binding capacity (dissociation constant KD) and functional response (cAMP production, ie, half-
maximal cAMP production [EC50]) variables.(19,20) PBMCs were prepared using the Vacutainer CPT
tubes (as described above) and 0.75x106 cells were incubated with seven increasing concentrations
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of Adonis (0, 0.028, 0.56, 0.112, 0.225, 0.45, and 0.9 pM) in 0.5 mL culture medium for 90 min at
room temperature, with shaking). PBMCs were then either washed once with phosphate buffered
saline (pH 7.3) to eliminate unbound Adonis or centrifuged without washing for KD or EC50
determination, respectively. KD was defined as the concentration of Adonis at which 50% of the
binding sites were occupied. For KD determination, we used western blotting to establish the binding
curve of Adonis to A2AR on PBMCs. PBMCs (0.25x106) previously incubated with increasing
concentrations of Adonis were solubilized by sonication in lysis buffer containing 5%
mercaptoethanol before sodium dodecyl sulfate polyacrylamide (12%) gel electrophoresis using
60x90 mm, 1.5 mm thick minigel (Biorad, Hercules, CA), transfer onto a 0.45 uM polyvinylidene
difluoride membrane and saturation with nonfat dried milk. The reducing conditions led to the
dissociation of Adonis into its heavy and light chains. Only the blotted kappa light chain (25 kDa) was
visualized (see Figure 1) using colored reaction with alkaline phosphatase substrate. The bands were
then submitted to densitometry analysis (Image software) and values expressed as arbitrary units (ie,
pixels generated by the light chain band versus pixels generated by the background signal, as
described previously.(19,20) KD was evaluated from the data analysis obtained with each of the six
increasing concentrations of Adonis, as described below.

EC50 was defined as the concentration of Adonis that led to half-maximal cAMP production when
incubated with PBMCs. Briefly, we addressed the cAMP production level of PBMCs (0.75x106 cells)
induced by incubation of increasing doses of the agonist-like Adonis using the cAMP Biotrak Kit, as
described above.

KD and EC50 values were calculated using non-linear regression analysis (PrismR software; GraphPad
Software, San Diego, CA). The presence of spare A2ARs was evaluated using the KD/EC50 ratio, as
reported previously.(19,20)

Statistical Analysis

Patient data are expressed as median [range], or mean ¢} standard deviation. Correlations between
biological variables were quantified and tested using Pearson’s rank correlation coefficient.
Comparisons of biological variables between patients and controls were performed using two-way
analysis of variance. All statistical tests were two-sided, and P values <0.05 were considered
statistically significant. Analysis was performed with SPSS software, version 13.0, 2004 (SPSS Inc,
Chicago, IL).

Results

Twenty-four patients with LE-PAD (20 men and four women; mean age 70+7.5 years) undergoing
vascular surgery for intermittent claudication were included consecutively. The main clinical features
and surgical treatment data are presented in Table 1, and concomitant coronary artery status is
presented in Table 2. The coronary arteries of seven patients (29.1%) were without identifiable
atheroma plaque or with minimal disease (stenosis <20%).

Only nine patients (37.5%) had significant coronary stenosis (>70%) documented by invasive
coronary angiography with inducible Ml (Table 2). The remaining eight patients were considered to
present non hemodynamically significant coronary artery stenosis, despite one patient having
visually-perceived diameter stenosis >70%, because non inducible Ml and fractional flow reserve >0.8
were noted. None of the patients had cardiovascular events during hospitalization.

The control group comprised 19 men and five women (mean age 67+5 years and see methods).
Adenosine plasma concentration was significantly higher in basal conditions in patients compared
with controls: 0.82 [0.5-1] vs 0.6 [0.4-0.78]; P<0.001.

A2AR Expression

A2AR expression measured on PBMCs in arbitrary units was lower in patients compared with
controls: 1.3 [0.6—1.8] vs 1.75 [1.45-2.1] arbitrary units; P<0.01 (Figure 1). The lower A2AR
expression was found in patients with inducible M.

Significant correlation (P<0.001) was observed between A2AR expression measured on

PBMCs and in patients’ artery tissues (Figure 2).

A2AR function
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Basal cAMP production levels were addressed in PBMC samples, and were found to be lower in
patients versus controls (172 [90-310] vs 244 [110-380] pg/106 cells; P<0.05). PBMCs from patients
and controls were submitted to a saturating dose (1uM) of Adonis, and the resulting maximal cAMP
production was lower in patients than in controls: 375 [160-659] vs 670 [410-980] pg/106; P<0.05
(Figure 3A). A2ARs in arteries remain functional as incubation of artery tissues in the presence of
Adonis leads to a significant increase in cAMP, close to that measured on PBMCs in term of
percentage increase (Figure 3B).

KD and EC50

While no significant difference was found in the affinity of Adonis for A2ARs expressed on PBMCs
between patients and controls (Figure 4A), EC50 was significantly lower in patients (Figure 4B)
compared with controls. However, this difference was mostly the result of the low EC50 values found
in the nine patients with inducible MI-documented CAD. For the same reason, the KD/EC50 ratio was
higher in this patient group (Figure 4C). Figure 5 shows the affinity and cAMP production curves in
patients with LE-PAD, with or without inducible M.

Discussion

The main results of this study are: (1) A2AR expression evaluated on PBMCs correlates with

A2AR expression evaluated on artery tissues in patients with LE-PAD; (2) A2AR expression on

PBMCs was lower in patients than in controls; and (3) patients with CAD with inducible MI had the
lowest A2AR expression, associated with the highest KD/EC50 ratio. Our study shows that the
behavior of A2ARs expressed at the surface of PBMCs mirrors the behavior of A2ARs found in
femoral tissues.

We found low expression of A2ARs in PBMCs from patients with LE-PAD, and confirmed the
decreased expression of A2ARs previously observed in the coronary artery and aortic tissues of
patients with CAD.(15,19,20) Low A2AR expression is involved in reduced blood flow.

Diagnosing symptomatic LE-PAD is difficult because symptoms of LE-PAD are protean, tools for
detection (ankle-brachial index, questionnaires) lack sensitivity, and imaging is limited, by availability
(duplex ultrasound) or the need to use intravenous contrast and/or ionizing radiation (computed
tomography angiography, magnetic resonance angiography). A2AR expression seems to be a simple
screening test that can be used, in addition to clinical assessment, to identify patients with a less
severe form of LE-PAD (obstructive LE-PAD with intermittent claudication), thereby avoiding
unnecessary invasive and noninvasive tests.

The prevalence of significant obstructive CAD is high (>50%) in patients who have LEPAD.

(21) The presence of CAD in patients with LE-PAD may necessitate coronary revascularization,
depending on the severity and urgency of LE-PAD symptoms.(22) Screening for CAD in patients with
LE-PAD may be useful for risk stratification, as morbidity and mortality are mainly cardiac.(22) As
myocardial infarction is a major cause of perioperative death in vascular surgery,(21) substantial
efforts, such as risk stratification and routine or selective coronary angiography/revascularization
before vascular surgery,(23) have been made to improve cardiovascular outcome during the
operation. Nevertheless, clinical guidelines only recommend coronary angiography/revascularization
before vascular surgery in some clinical situations,(24) especially inducible MI. Here we found that
only 9 of 24 patients had inducible Ml; in these nine patients, EC50 was lower than KD. Interestingly,
in patients without CAD or without inducible MI, EC50 was higher than KD. These results suggest the
presence of spare A2ARs.(25) The presence of spare receptors is suspected when maximal cAMP
production occurs despite a weak fraction of receptors being occupied by the agonist (here Adonis).
The presence of spare A2ARs has been shown to be associated with positive exercise stress testing
(19) or reduced flow fraction reserve (<0.80), (20) suggesting that the presence of spare receptors is
associated with MI. We found the same results in our patients with LE-PAD. The absence of spare
A2ARs may decrease the rate of inappropriate invasive coronary angiography (associated with rare,
but potentially fatal, complications, such as death, stroke, and iatrogenic acute myocardial
infarction).
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It is well established that the inflammatory process plays a major role in the pathogenesis of
atherosclerosis.(26,27) Activation of A2AR leads to anti-inflammatory effects (28,29) and, conversely,
a decrease in A2AR activation promotes inflammation, which in turn favors atherosclerosis. Thus, low
levels of A2AR expression and function may participate in the inflammatory process in patients with
CAD. The increase in adenosine plasma concentration observed in patients with LE-PAD may be the
consequence of adenosine release by endothelial and muscle cells, in order to attenuate hypoxic
inflammation and provide metabolic tissue adaptation to ischemia.(30-34)

Conclusions

This work reflects the relative importance of the adenosinergic system in diagnosing cardiovascular
processes, such as LE- PAD. We found that A2AR expression in the iliac and femoral arteries of
patients with LE-PAD correlated with A2AR expression in PBMCs. The low level of expression of
A2ARs on PBMCs may help to detect patients with LE-PAD, whereas A2AR function (presence of
spare A2ARs) may help to screen for associated CAD (inducible M) in high-risk patients using a single
blood sample test. These results serve as preliminary evidence that requires confirmation in larger
and ad hoc cohorts.
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Highlights

Lower extremity artery disease (LE-PAD) is often underdiagnosed and is mostly associated with
coronary artery disease (CAD). No biomarker is already available to evaluate both LE-PAD and
associated CAD. Adenosine is an ATP derivative that strongly impact arterial blood flow in the
coronary arteries and in the arteries of the lower limbs, mostly via the activation of

A2A adenosine receptors.



The evaluation of A2A R expression and function may help to screen LE-PAD patients, especially

those with associated severe CAD.

Figure legends

Figure 1. (A) A2AR expression level evaluated on PBMCs from 24 patients with LE-PAD and 24 healthy
subjects (controls). Among patients with LE-PAD, nine had associated CAD with documented
inducible Ml (see Methods). Expression was measured by western blot and expressed in arbitrary
units (AU; see Methods). All patients with CAD with inducible myocardial ischemia (M) are detailed

in Table 2.

(B) Examples of western blots in patients and controls. a: P<0.01 compared with controls. b: p<0.01
compared with patients without inducible MI; MW indicates molecular weight.
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Figure 1

Figure 2. Correlation (Pearson’s r) between A2AR expression evaluated on PBMCs and in femoral or
iliac artery tissues. Expression was measured by western blot, and expressed in arbitrary units (see

Methods).
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Figure 3. Production of cAMP in (A) PBMCs and (B) artery tissues from 24 patients with LEPAD and
controls, evaluated in basal conditions and after incubation with Adonis, a monoclonal antibody
against the A2AR, with agonist properties. a: P<0.01 compared with basal conditions. b: P<0.05
compared with patients’ basal conditions.
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Figure 4. (A) Affinity (KD) and (B) half-maximal cAMP production (EC50) in PBMCs from 24 patients
with LE-PAD and 24healthy subjects (controls), evaluated using Adonis, an antibody with agonist
properties for the A2AR. (C) KD/EC50 ratio. NS indicates not significant. Numbers refer to patients
with associated coronary artery disease mentioned in table 2.
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Figure 5. Affinity and cAMP production curves in peripheral blood mononuclear cells of patients with
LE-PAD (n=24). The reducing conditions led to the dissociation of Adonis (a home-made antibody
against the adenosine A2A receptor, with agonist properties) into its heavy and light chains. Only the
blotted kappa light chain (25 kDa) was visualized (see Methods). (A) Patients with LE-PAD (n=15)
without inducible myocardial ischemia; and (B) patients with LE-PAD with associated coronary artery
disease and inducible myocardial ischemia (n=9).
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Table 1. Clinical features and surgical treatment data (n = 24)

Table 1. Clinical features and surgical treatment data (n = 24)

Age,y

Men

Cardiovascular risk factors
Diabetes
Hypertension
Hyperlipidemia
Current smoking
Family history of CAD

Renal insufficiency

Angiographic findings

Patients without identifiable atheroma plaque

Patients with stenosis <50% or without inducible MI

Patients with stenosis =50% only with inducible MI

Clinical presentation
Intermittent claudication
Treatment
Clopidogrel
Aspirin
Anticoagulant
Extent of arterial disease
Aortoiliac lesions
Femoral artery lesions
Distal lesions
Surgical treatment
liac angioplasty stenting

Popliteal angioplasty stenting

Femoropopliteal bypass (above the knee popliteal)
Femoropopliteal bypass (below the knee popliteal)

Common fermoral artery repair
Aortobifemoral bypass

Femorofemoral crossover bypass

70£75
20 (83.3)

7(29.2)
16 (66.6)
16 (66.6)
18 (75.0)
4(16.7)
4(16.7)

7(20.2)
8(33.3)
9(37.5)

24 (100)

12 (50.0)
19 (79.2)
5(20.8)

8(33.3)
21 (87.5)
4(16.7)

6 (25.0)
3(12.5)
11 (45.8)
7(29.2)
9(37.5)
1(4.2)
1(4.2)

Data are meanzstandard deviation or n (%)

Table 2. Coronary artery status and intervention location

Table 2.

Coronary artery status and intervention location

Patient
number

Intervention location

Coronary artery status

1
20
3

4

24

lliac artery stenosis + SFA occlusion

lliac artery stenosis + common femoral artery stenosis + SFA occlusion

Common femoral artery stenosis + SFA occlusion
lliac artery stenosis + SFA occlusion

SFA occlusion

SFA occlusion

SFA occlusion

Common femoral artery stenosis + SFA occlusion
SFA occlusion

SFA occlusion

SFA occlusion

Common femoral artery stenosis

Common femoral artery stenosis + SFA and popliteal occlusion
Aortic and iliac artery stenosis

lliac artery stenosis + common femoral artery stenosis + SFA occlusion

SFA occlusion

SFA occlusion

lliac artery occlusion

Common femoral artery stenosis + SFA occlusion

Popliteal artery occlusion

lliac artery stenosis + common femoral artery stenosis + SFA stenosis
SFA occlusion

lliac artery stenosis + common femoral artery stenosis + SFA occlusion

SFA occlusion

Mo identifiable atheroma plagque

History of CAD (CABG) with inducible M in stress imaging testing
Mo identifiable atheroma plague

History of CAD (PCI) with inducible Ml in stress imaging testing

Mo identifiable atheroma plague

History of CAD (PCI) with non inducible MI in stress imaging testing
Mo identifiable atheroma plagque

History of CAD (PCI) with inducible Ml in stress imaging testing
History of CAD (PCI) with non inducible Ml in stress imaging testing
History of CAD (PCI) with non inducible Ml in stress imaging testing
Inducible Ml in stress imaging testing ([VA)

History of CAD (PCI) with non inducible MI in stress imaging testing
History of CAD (PCI) with non inducible MI in stress imaging testing
History of CAD (PCI) with non inducible Ml in stress imaging testing
Inducible Ml in stress imaging testing (circumflex artery)

History of CAD (PCI) with non inducible Ml in stress imaging testing
History of CAD (CABG) with inducible M1 in stress imaging

Mo identifiable atheroma plague

History of CAD (PCI) with inducible Ml in stress imaging testing

No identifiable atheroma plague

Inducible MI in stress imaging testing (LAD)

History of CAD (PCI) with non inducible Ml in stress imaging testing
Inducible MI in stress imaging testing (left main coronary artery)

Mo identifiable atheroma plague

CABG indicates coronary artery bypass graft: LAD, left anterior descending artery; PCI, percutaneous coronary intervention; and SFA, superficial femoral

artery.

* Patients with inducible myocardial ischemia (MI).
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Discussion

Les principaux résultats de ce travail peuvent étre résumées tel que suit : il existe une corrélation
forte entre I'expression tissulaires des récepteurs A,aRs au niveau vasculaire périphérique (artére
fémorale) et celle mesurée dans les PBMCs. La production d’AMPc par les A;aRs au contac d’un
agoniste est réduite en cas d’artériopathie des membres inférieurs méme si ces récepteurs restent
fonctionnels. Ceci pourrait contribuer a I'ischémie chronique distale observée dans cette pathologie.
Si globalement on observe des valeurs basses du niveau d’expression des Aza R chez les patients
inclus, on note que cette baisse est surtout le fait des patients atteints de cornaropathie en plus de
leur atteinte vasculaire périphérique. Par ailleurs parmi les patients atteints d’artériopathie des
membres inférieurs, ceux qui ont en plus une ischémie coronaire objectivée par une FFR positive,
sont porteurs de récepteurs Az de réserve , ce qui semble indiquer que ce profil pharmacologique
particulier pourrait étre spécifique d’une atteinte coronaire oblitérante. Toutefois, aucun des
patients inclus n’était en état d’ischémie aigue des membres inférieurs au moment de I'inclusion
dans I’étude. |l serait interessant, a ce titre, d’évaluer le profil pharmacologique des A;a R dans un
groupe de patients en sichémie aigue des membres inférieurs. Quoiqu’il en soit, la présence de
récepteurs de réserve chez les patients devant etre opéré d’une arteriopathie oblitérante des
membres inférieurs, pourrait déboucher sur un bilan cardiologique complet afin i) de dépister une

maladie coronarienne associée et ii) de prévenir les complications cardiaques peri-opératoires.
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CHAPITRE TROISIEME

Discussion et Perspectives

L'ensemble des travaux présentés ici montrent clairement I'existence d’une inter-relation étroite
entre I'adénosine et homocystéine d’une part, et plus généralement entre systéme adénosinergique
et pathologie coronarienne d’autre part. Jusqu’a ce jour, HCy était plutét considéré comme un
marqueur de risque cardiovasculaire, puisque si une forte concentration en HCy est bien associée a
un risque d’évenements cardiovasculaires, les traitements visant a diminuer les concentrations en
HCy ne s’accompagnaient pas d’une diminution du risque de ces événements. De méme, |'acide
urique, paradoxallement, bien qu’ayant des propriétés anti-oxydantes, I'augmentation de sa
concentration plasmatique, comme pour HCy, se trouve associée a un risque accru d’évenements
cardiovasculaires. Nos travaux semblent indiquer que le lien entre ces facteurs de risque pourrait
étre 'adénosine. En effet I'adénosine intervient a la fois dans le métabolisme de I'acide urique qui
est le métabolite final de sa dégradation, et dans le métabolisme de HCy puisque nous avons montré
qgue l'addition d’adénosine sur des cultures d’hépatocytes s’accompagnait d’une élévation des
concentrations en HCy. Par ailleurs le lien entre cycle de la methionine, HCy et adénosine est bien

connu.

Or si I'adénosine exerce, en aiglie, des effets protecteurs sur le systéme coronarien grace a ses effets
vasodilatateurs via les récepteurs A;x et a moindre degré A,s, et exerce aussi des effets protecteurs
sur I'ischémie reperfusion (via les récepteurs A; et As), les effets a long terme de |'exposition des
parois vasculaires a de fortes concentrations plasmatiques en adénosine, sont probablement plut6t

délétaires sur le processus d’évolution de I'athérosclérose (Borea PA, Br J Pharmacol 2017).

En ce qui concerne l'acide urique, l'association de I'élévation de sa concentration
plasmatique avec les événements cardiovasculaires pourrait étre en fait, di a I'élévation chronique
dans le plasma, de I'adénosine métabolite d’amont. Peut étre avons-nous trop longtemps laché la

proie pour I'ombre ?

Pour revenir a HCy, des travaux précédents, issus de notre équipe, semblent indiquer que celle-ci
pourrait avoir un effet mécanistique direct sur le niveau d’expression des récepteurs A,a et sur leur
fonction, ce qui pourrait altérer le flux coronaire. Nos travaux semblent confimer que HCy exerce une
véritable « down régulation » a la fois dose et temps dépendant sur les récepteurs Aa. Ainsi HCy

passerait du statut de marqueur a celui de facteur de risque (?). L’intervention de I'adénosinémie

81



élevée au long cours pourrait étre un début d’explication a I'efficacité trés imparfaite des agents
hypo-homocystéinéminants sur les évenements cardiovasculaires, mais cette derniere affirmation
nécessite des études complémentaires. Enfin nos travaux confirment que si le systéme
adénosinergique impacte fortement le systéme cornarien, il impacte également le flux dans les gros
vaisseaux périphériques. Nous confirmons égalment que le modéles des PBMCs est un bon modéle

d’étude du systéme adénosinergique pour évaluer le profil cardiovasculaire.

L’existence d’un profil pharmacologique particulier avec la présence de récepteurs de réserve semble
une caractéristique de I'ischémie myocardique. Ceci pourrait étree tres utile pour le dépistage des

patients a risque d’ischémie coronaire chez les multivasculaires.

Adonis comme outil d’aide au diagnostic et au suivi des cornaropathies

Grace aux propritétés remarquables d’Adonis, un anticorps monoclonal dirigé contre la deuxiéme
boucle extra cellulaire du récepteur A, humain, et ayant par ailleurs des propriétés agonistes nous
diposons d’un outil exceptionnel permettant dans le méme temps la mesure du niveau d’expression
des A;a R en méme temps que le niveau de productiond’AMPc et donc permet d’explorer la fonction
du récepteur dans différentes situations pathologiques.

Ainsi notre équipe a mis en évidence la corrélation entre existence de récepteurs AR de réserve

(Spare) et I'existence d’une ischémie inductible soit par I’épreuve d’effort (Ruf J, Mol Med 2017), soit

par la FFR (Paganelli F, JAHA 2018). Si I'épreuve d’effort est non invasive sa sensibilité est faible et

avoisine les 50%. La FFR est plus spécifique mais invasive.

Perspectives

En ce qui concerne HCy, nous projetons avec nos amis neurologues, d’évaluer le lien entre
homocystéine et accident vasculaire ischémique. En effet nous avons vu qu’environ 40% des patients
vicitme d’AVC étaient également porteurs d’'une coronaropathie, ceci étant entendu puisque
I'athérosclérose est une maladie systémique au contexte inflammatoire global. Cependant les
concentrations les plus élevées en HCy se trouvent chez les patients victimes d’AVC, 'augmentation
de HCy étant plus modeste chez le cornarien sans AVC. On souhaite donc explorer cette piste en
étudiant I'impact de concentrations élevées d’HCy sur le profil phamacologique des Asa R. En
particulier quel est le niveau d’expression des récepteurs Axa chez le patient victime d’AVC isolé sans
facteur de risque connu ? quel est le profil des patients ayant a la fois une cornaropathie et victime
d’AvC?

En ce qui concerne le versant coronarien, la principale population non explorée a I’heure actuelle

concerne le dépistage d’ischémie myocardique asymptomatique.
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En effet une ischémie myocardique est fréquemment dépistée chez des patients du fait de
symptomes (angor stable). Cependant de nombreux patients sont asymtomatiques malgré une
ischémie coronaire souvent compensée. C'est le cas en présence de facteurs de risque
cardiovasculaires ou en préopératoire d’une chirurgie lourde. Chez ces patients, la réalisation a partir
d’un simple préléevement sanguin a la recherche de récepteurs de réserve pourrait remplacer ou étre
couplée aux examens réalisés habituellement qui sont lourds et comportent des risques (épreuve
d’effort, coroscanner, scintigraphie myocardique, échographie a la dobutamine). De ce fait
I’évaluation de la présence de récepteurs de réserve dans cette population pourrait constituer un
moyen dénué de risque d’évaluer I'existence d’une ischémie myocardique. Le projet d’une étude
observationnelle évaluant la présence de récepteurs de réserve chez les patients devant subir une
chirurgie lourde et évalué systématiquement par coronarographie est en cours sur une population
tres large incluant plusieurs centres. Cette étude devrait permettre d’évaluer I'intérét de la
caractérisation de ce type de récepteurs dans la détection de la maladie coronaire chronique.

De plus notre équipe est porteuse d’un projet de PHRC national qui aura pour objectif de comparer
les résultats de tests non invasifs (épreuve d’effort, coroscanner, scintigraphie myocardique,
échographie a la dobutamine) avec évaluation du profil phamacologique des récepteurs Axx chez des
patients qui seront explorés par coronarographie dans un contexte d’angor stable. Cette large étude
permettra de mieux évaluer le ratio Kn/ECso qui définit la présence de récepteurs de réserve et leur

association avec une ischémie myocardique documentée.

Conclusion : Nos travaux semblent montrer une piste possible concernant le role de
I’'homocystéine dans la coronaropthie et au-dela dans I'athérosclérose. Ce role néfaste pourrait
passer par une intéraction avec le systéme adénosinergique via une down régulation des récepteurs
Aza. Le systéeme adénosinergique est un modulateur puissant du systéme cardiovasculaire, et son
dysfonctionnment peut étre la cause (parfois) ou la conséquence (souvent) d’une anomalie
cardiovasculaire. Les connaissances acquises au cours de ce travail, semblent indiquer que I'analyse
du profil adenosinergique pourrait apporter une aide au diagnostic des cornaropathies et plus
généralement des affections cardiovasculaires. C’est I'aspect biomargeur. Mais ces travaux nous
laissent entrevoir aussi un versant thérapeutique potentiel a I'aide d’agents pharmacologiques
modulateurs du systéme adenosinergique, par exemple dans la prévention a long terme de la

maladie cornarienne.
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Résumé de thése de science

Implication de I’'adénosine et des récepteurs Aza dans la coronaropathie

L'adénosine est un dérivé de I’ATP, dont le métabolisme est étroitement lié a celui de
I’'hnomocystéine (HCy) via le cycle de la methionine et dont la dégradation aboutit in fine a la
formation d’acide urique. L’adénosine augmente en concentration au cours de processus
ischémiques ou inflammatoires, ces deux facteurs se rencontrant au cours de
I'athérosclérose coronaire, une cause tres fréquente de morbi-mortalité. L’adénosine libérée
dans le milieu extracellulaire, exerce un effet coronaro-dilatateur puissant, notamment via
les récepteurs A2A, couplés a ’AMPc. Ainsi, la libération aigué de I'adénosine peut avoir des
effets bénéfiques sur le myocarde (par I'activation des A,aRs) alors que les effets a long
terme de I'exposition a des concentrations élevées d’adénosine sont en grande partie
inconnus, mais pourraient étre délétere en favorisant I'athérosclérose.

Dans un premier travail nous nous sommes intéressés aux corrélations entre
concentrations en HCy, en acide urique et en adénosine, chez des patients coronariens et
dans un modele de culture cellulaire (hépatocytes). Nous avons observé des concentrations
élevées d’adénosine, d’HCy et d’acide urique chez le coronarien par rapport aux sujets sains,
ainsi qu’une corrélation entre concentration en adénosine plasmatique (APL) et HCy d’'une
part et entre APL et concentration en HCy d’autre part. Par ailleurs nous avons constaté une
corrélation entre le score SYNTAX (évaluant la sévérité de la coronaropathie) et HCy. Notre
étude in vitro montre que I'ajout d’adénosine dans le milieu de culture cellulaire induit une
augmentation d’"HCy proportionnelle a la concentration en adénosine et au temps
d’incubation.

Il est établi que le niveau d’expression des AaRs (évalué par western blot), et leur
fonction (évaluée par la production d’AMPc), et mesurés sur les cellules mononucléées
périphériques (PBMCs) ou dans le tissu coronaire sont corrélés et qu’il existe un niveau
faible d’expression des A;aRs mesurés sur les PBMCs chez les patients coronariens. Ce défaut
d’expression des AxaRs pourrait participer a la baisse du débit coronaire. Cependant la cause
de ce niveau bas d’expression demeure floue mais pourrait étre en relation avec I’'HCy.

Dans un deuxiéme travail nous avons montré qu’il existe une corrélation inverse
entre concentration en HCy et niveau d’expression des Aza R des PBMCs chez le coronarien.
Par ailleurs, in vitro, sur des cellules lymphoblastiques humaines (CEM), HCy exerce une
diminution dose et temps dépendant de la production d’AMPc en basal ou apres stimulation
par un agoniste AaR. Ainsi 'augmentation de HCy, en inhibant la production d’AzaRs
pourrait participer a la coronaropathie en diminuant les capacités d’adaptation
vasodilatatrice des artéres coronaires.

Dans un troisieme travail, nous nous sommes intéressés a une population proche des
patients coronariens que sont les patients avec artériopathie des membres inférieurs. En
effet plus de la moitié de cette population présente une coronaropathie significative et les
mécanismes physiopathologiques sont proches. Dans ce travail nous avons confirmé la
corrélation entre I'expression tissulaire des récepteurs Aa des parois vasculaires
périphériques et leur expression sur les PBMCs. De plus nous avons observé que la
production d’AMPc par les AxaRs au contact d’un agoniste est réduite en cas d’artériopathie
méme si ces récepteurs restent fonctionnels. Par ailleurs parmi les patients atteints
d’artériopathie, ceux qui avaient en plus une ischémie coronaire objectivée par une ischémie
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induite, étaient porteurs de récepteurs dits de réserve, ce qui semble indiquer que ce profil
pharmacologique particulier pourrait étre spécifique d’une ischémie coronaire.

L'ensemble de ces travaux donne une base originale au lien possible entre adénosine et HCy
dans la pathologie coronaire, d’une part et donne des arguments a I'analyse du profil
pharmacologique des récepteurs Aza dans le dépistage et le suivi de la coronaropathie.

Summary
Homocysteine, Adenosine and A2A receptors in relation with coronary artery disease

Adenosine comes from ATP, whose metabolism is closely related to homocysteine (HCy) via the
methionine cycle and whose degradation ultimately leads to the formation of uric acid. Adenosine
increases in concentration during ischemic or inflammatory processes, both of which occur during
coronary atherosclerosis, a very common cause of morbidity and mortality. Adenosine release in the
extracellular medium exerts a strong coronary-dilator effect, in particular via A2A receptors, coupled
to cAMP. Thus, acute release of adenosine may have beneficial effects on the myocardium (through
activation of A2ARs) while the long-term effects of exposure to high concentrations of adenosine are
largely unknown, but could be deleterious by promoting atherosclerosis.

In a first work we studied the correlations between concentrations of HCy, uric acid and adenosine,
in patients with coronary disease and in a cell culture model (hepatocytes). We observed high
concentrations of adenosine, HCy and uric acid in patients with coronary disease compared to
healthy subjects, as well as a correlation between plasma adenosine concentration (APL) and HCy on
one hand and between APL and HCy concentration on the other hand. In addition, we found a
correlation between the SYNTAX score (assessing the severity of coronary artery disease) and HCy.
Our in vitro study showed that the addition of adenosine in the cell culture medium induces an
increase in HCy proportional to the adenosine concentration and the incubation time.

It is established that the level of expression of the A2ARs (evaluated by western blot), and their
function (evaluated by the production of cAMP), and measured on the peripheral mononuclear cells
(PBMCs) or in the coronary tissue are correlated and that there is a low level of A2AR expression
measured on PBMCs in patients with coronary disease. This lack of expression of A2ARs could
contribute to lower coronary flow. However, the cause of this low level of expression remains
unclear but could be related to HCy.

In a second work we have shown that there is an inverse correlation between HCy concentration and
A2A R expression level of PBMCs in the coronary artery. Moreover, in vitro, on human lymphoblastic
cells (CEM), HCy exerts a dose and time decrease depending on cAMP production basal or after
stimulation with an A2AR agonist. Thus the increase of HCy, by inhibiting the production of A2ARs
could participate in coronary artery disease by decreasing the vasodilator adaptation capacity of the
coronary arteries.

In a third work, we looked at a population close to patients with coronary disease, who are patients
with peripheral arterial disease of the lower limbs. Indeed, more than half of this population has
significant coronary artery disease and the pathophysiological mechanisms are very close. In this
work we confirmed the correlation between A2A receptor tissue expression of peripheral vascular
artery and their expression on PBMCs. In addition we observed that the production of cAMP by
A2ARs in contact with an agonist is reduced in cases of arterial disease even if those receptors
remain functional. Moreover, among patients with peripheral disease, those who had coronary
ischemia, were carriers of so-called A2A reserve receptors, which seems to indicate that this
particular pharmacological profile could be specific of coronary ischemia.

All of this work provides an original basis for the possible link between adenosine and HCy in
coronary pathology, on one hand and provides arguments for analyzing the pharmacological profile
of A2A receptors in the detection and monitoring of coronary artery disease.
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