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Résumeé

Le syndrome m tabolique (SM) est associ avec une augmentation du risque de
survenue d’évenements cardiovasculaires et plus particulierement d’insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée (ICFEp). L'ICFEp repr sente environ 50 des IC
totales, cependant, ce jour, aucun traitement n’a permis de diminuer significativement
la mortalit .

L'ICFEp associ e au SM, bien que d’origine multifactorielle, est caract ris e par une
activation du syst me endoth linergique, une surexpression du r cepteur
minéralocorticoide ainsi qu’une dysfonction mitochondriale participant a I’établissement
et au maintien de la pathologie.

Nous avons valu dans trois tudes distinctes les effets court-terme (1 semaine) et
long-terme (3 mois) de trois m dicaments ciblant ces syst mes biologiques, sur les
dysfonctions cardiovasculaires observ es dans un modele d’ICFEp associ e au SM, le rat
Zucker fa/fa.

Ainsi nous avons utilis un antagoniste des r cepteurs de I'endothéline, le macitentan,
un antagoniste du récepteur minéralocorticoide, la finérénone, ainsi que d’'une molécule
diminuant la dysfonction mitochondriale, I'im glimine.

Dans les trois tudes court-terme nous avons retrouv une am lioration de la
dysfonction diastolique, une augmentation de la perfusion cardiaque ainsi qu’une
restauration de la relaxation coronaire endoth lium d pendante. Ces am liorations
étaient associées a une diminution de la production d’espéces réactives de I’'oxygéne au
niveau du ventricule gauche.

Dans les trois tudes long-terme nous avons obtenus les m mes r sultats sur les
fonctions vasculaire et cardiaque avec au niveau structurel une diminution du collag ne
interstitiel cardiaque. La production d’espéces réactives de I'oxygene était également
diminu e avec les trois traitements

Cette tude montre que, dans un modeéle d’ICFEp associ e au SM, le blocage des
récepteurs de I'endoth line ou du r cepteur min ralocorticoide, ou la pr vention de la
dysfonction mitochondriale permettent d’améliorer les dysfonctions cardiaque et
vasculaire probablement via une diminution du stress oxydant

Mots cl s: syndrome m tabolique, insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
pr serv e, macitentan, fin r none, im glimine, dysfonction diastolique, dysfonction
endoth liale,



Abstract

Metabolic Syndrome (MS) is associated with an increase in cardiovascular adverse
events and specifically with heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF). HFpEF
represents up to 50 of HF however, no treatment effective on mortality has been yet
identified.

MS related-HFpEF is a multifactorial syndrome in which an increase in endothelin
signaling, in mineralocorticoid receptor activation as well as mitochondria dysfunction is
found and participate to the pathology.

The present goal of the thesis was to evaluate in three different projects the effects
of short- (1 week) and long-term (3 months) treatments, each targeting one of these
biological systems, on cardiovascular dysfunction observed in a rat model of MS
associated HFpEF.

We have chosen the endothelin receptors antagonist macitentan, the
mineralocorticoid receptor antagonist finerenone and the new glucose-lowering agent
imeglimin.

Our results clearly show after the short-term studies an improvement in diastolic
dysfunction, an increase in myocardial perfusion as well as restoration of endothelium-
dependent coronary relaxation with the 3 treatments. All these improvements were
associated with a decrease in left ventricular (LV) reactive oxygen species production
(ROS).

We obtained the same results after the long-term studies with a decrease in LV
interstitial collagen deposition. ROS production was also decreased with the 3
components.

This study clearly shows that in a rat model of MS related-HFpEF, blocking endothelin
receptors or mineralocorticoid receptors as well as preventing mitochondrial dysfunction
is associated with an improvement in cardiac and vascular dysfunctions. These
improvements probably involve, among other mechanisms, a decrease in oxidative
stress.

Keywords: metabolic syndrome, heart failure withp reserved ejection fraction,
macitentan, fin r none, imeglimin, diastolic dysfunction, endothelial dysfunction



Préambule

Les maladies cardiovasculaires repr sentent selon I'Organisation Mondiale de la

Sant (OMS) la premi re cause de mortalit dans le monde avec en 2015 plus de 17 millions
de mort. Parmi le nombre total de morts de causes cardiovasculaires, plus de 7 millions sont
imputables a une cardiopathie d’origine coronarienne et plus de millions sont cons cutives
un accident vasculaire cérébral. D’aprés I'OMS un grand nombre des maladies
cardiovasculaires serait la cons quence de facteurs de risque comportementaux ou
environnementaux (tabagisme, ob sit , s dentarit , mauvaise alimentation...) et pourrait
ainsi  tre pr venu. Certaines de ces maladies cardiovasculaires peuvent aboutir  une
insuffisance cardiaque chronique (ICC). Il faut souligner que malgr un large arsenal
th rapeutique la morbi-mortalit reste lev e et que la recherche de nouveaux traitements

plus efficaces reste primordiale.



I. L'Insuffisance Cardiaque Chronique

A. D finitiong n rale

L'insuffisance cardiaque (IC) est un syndrome se caract risant par une incapacit du
coeur a assurer un d bit sanguin suffisant afin de r pondre aux besoins m taboliques de
I'organisme et/ou par une augmentation anormale des pressions de remplissage du
ventricule gauche (VG) pour assurer le d bit'. L'IC est la conséquence d’une alt ration de la
fonction et/ou de la structure du coeur pouvant toucher le ventricule gauche, le ventricule
droit ou les deux. L'IC peut survenir de maniéere brutale et transitoire, elle est alors appel e
IC aigue, par exemple lors de la survenue d’un infarctus du myocarde. On parle d’'IC
chronique (ICC) lorsque I'IC est installée de maniére irréversible en absence de prise en
charge th rapeutique optimale.

L'ICC est une pathologie multifactorielle dont lincidence augmente avec le
vieillissement de la population, la meilleure survie suite  un infarctus du myocarde® et
I'augmentation des comorbidités telles que I’"hypertension artérielle, le diabéte, le syndrome
m tabolique3 etc. C'est une pathologie avec une forte mortalité de I'ordre de 50% quatre
ans apr s le diagnostic*®> malgr une am lioration de la prise en charge th rapeutique. En
effet en France I'lCC a provoqu la mort de plus de 23 000 personnes en 2010 , repr sente la
premiére cause d’hospitalisation chez le sujet agé et engendre une d t rioration importante
de la qualit de vie. Lincidence de la pathologie va augmenter dans les prochaines
d cennies en France du fait du vieillissement la population puisque I'incidence augmente
avec 'age, de 3 0 ans elle devient sup rieure 10 chez les plus de 75 ans’.

L'IC chronique peut tre stable durant de nombreuses ann es mais reste une
pathologie volutive pour laquelle 4 stades ont t d crits par deux grandes institutions
am ricaines: la New York Heart Association (NYHA) et [I"American College of
Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA). La NYHA a r alis cette classification en
fonction de la gravit des sympt mes tandis que ’ACC/AHA s’est basée sur les modifications

structurelles et/ou fonctionnelles du coeur (tableau 1).



NYHA classification fonctionnelle ACC/AHA grades de I'lC

Classes bas essurlas v rit des Grades de I'IC basés sur la structure et les

symptomes et I'aptitude physique dommages du muscle cardiaque

Classe | Pas de limitation : les efforts Grade A Haut risque de d velopper une
physiques habituels ne IC. Pas de modifications
provoquent pas de fatigue, structurelle et fonctionnelle ;
dyspn e ou palpitations pas de sympt mes.
inhabituelles.

Classe Il Il existe une petite limitation Grade B Atteinte structurelle du coeur
des capacit s physiques:le associ e aud veloppement de
patient n’a pas de symptomes I'lC mais sans symptomes.

au repos mais des efforts
normaux provoquent fatigue,
palpitations ou dyspn e.

Classe lll Il existe une limitation vidente GradeC IC symptomatique associ e
de la capacité d’effort : le avec des modifications
patient se sent toujours bien au structurelles cardiaques.

repos mais un effort minime
provoqued j dessympt mes.

Classe IV Le patient ne peut plus Grade D  Modifications structurelles
effectuer aucun effort sans avanc es et sympt mes au
prouver de sympt mes: les repos en dépit d’'une thérapie
symptémes de I'IC sont déja m dicale.

pr sents au repos et
s’aggravent au moindre effort.

Tableau 1: Classification de Flinsuffisance Cardiaque par la New York Heart

Association et ’American College of Cardiology/American Heart Association

Les sympt mes de I'IC sont peu sp cifiques (fatigue, dyspn e, intol rance
I’effort...) le principal tant la survenue d’une dyspnée d’abord lors d’exercice important,
puis dans les stades les plus avancés de I'IC, au repos. La dyspnée est également classée par
des gradesde 1 4 par la NYHA. Une association entre les sympt mes et des signes cliniques
(cedéme des membres inférieurs, tachycardie ou galop et r les) peuvent orienter le
diagnostic vers I'lIC. Cependant le dosage plasmatique de marqueurs de r f rence comme le
Brain Natriuretic Peptide (BNP) et son pr curseur le NT-pro BNP (N-terminal-pro BNP), ainsi

qgue I'échographie restent les outils de diagnostic de référence.



En effet le taux de BNP est augment chez les patients IC et est corr | avec la gravit de
I'lC, ce qui en fait un bon marqueur diagnostique et pronostiqueg. L’échocardiographie reste
I’examen le plus complet pour diagnostiquer I'lC puisqu’elle permet de mesurer la taille des
cavités cardiaques, I'épaisseur du muscle cardiaque ainsi que de d terminer la fraction
d’éjection et le débit cardiaque. L'IC a longtemps été divisée en deux sous-types selon la
fraction d’éjection (FE) du VG, depuis 201 un troisi me sous-type d’IC a été ajouté par
I’European Society of Cardiology (ESC) ainsi la nouvelle classification fait la distinction entre :
-I'IC a fraction d’éjection réduite (ICFEr) (FE <40%)
-I'IC a fraction d’éjection pr serv e (ICFEp) (FE 250%)
-I'IC a fraction d’éjection interm diaire (ICFEi) (40<FE<49%)
Cette classification basée sur la fraction d’éjection permet de distinguer I'IC consécutive
une anomalie pr dominante de la systole ou de la diastole ; dans ce manuscrit nous nous
focaliserons seulement sur I'ICFEr et I'ICFEp.
Il faut remarquer gu’il semblerait que ces deux types d’IC aient une étiologie diff rente et ne
forment pas un continuum d’'une m me maladieljustifiant la classification de I'lIC en
plusieurs sous-groupes avec des crit res sp cifiques pour chaque forme d’IC. Cependant des
variations dans le seuil de la FE au sein des grands essais cliniques r alis s rend difficile
I'interpr tation desr sultats puisque certains patients n’ont peut- tre pas t class dansle

bon groupe d’IC.



B. L'IC fractiond’ jectionr duite

1. Généralités

L'ICFEr repr sente environ la moitié des cas d’ICC ; elle a longtemps t caract ris e
par une FE <50 , cependant depuis 201 et la cr ation du groupe IC fraction d’éjection
interm diaire le pourcentage de la fraction d’ jectiona t baiss 40 . Des alt rations de
la fonction diastolique et systolique sont retrouv es de mani re concomitante, c’est a dire
que la phase de relaxation/remplissage du VG ainsi que la phase de contraction/ jection
sontalt r esetled bitsanguin est diminu .

L'ICFEr est le plus souvent cons cutif un infarctus du myocarde (pour pr s de la
moiti des cas) ou une insuffisance coronarienne mais peut aussi tre la cons quence

d’une hypertension art rielle (HTA), de cardiomyopathie ou du diab te.

2. Physiopathologie

La physiopathologie de I'ICFEr est complexe puisqu’elle associe le plus souvent des
alt rations de la systole et de la diastole. La systole peut tre divis e en une phase de
contraction des cardiomyocytes permettant d’augmenter la pression dans la cavité
ventriculaire et une phase d’éjection permettant d’envoyer le sang dans la circulation
syst mique lors de l'ouverture de la valve aortique. Ces deux phases mettent en jeu les
propri t s contractiles intrins ques des cardiomyocytes mais aussi la pression r gnant dans
le ventricule et I'aorte. Dés lors il est possible que seule la contraction ou I'éjection soit
alt r e ou que l'altération des deux parameétres soit concomitante. Par exemple l'infarctus
du myocarde induit une perte de cellules contractiles diminuant ainsi les capacit s
intrins ques de contraction du myocarde alors que I’"HTA induit une surcharge de pression
s’opposant a I’éjection du sang, ces deux m canismes entrainant avec le temps une ICFEr.
Une surcharge chronique de volume, observée par exemple dans I'insuffisance valvulaire
aortique, augmente la pr -charge cardiaque (assimilable au volume t | -diastolique)

conduisant long-terme la fatigue musculaire et a la survenue d’une ICFEr.

3. Mécanismes compensateurs
L’'ICFEr est caract ris e par une diminution du d bit cardiague (DC) entrainant son
tour une diminution de la pression art rielle (PA) conduisant la mise en place de

m canismes compensateur visant r tablir e DC.



Le DCd pend de la fréquence cardiaque (FC) et du volume d’éjection systolique (VES)
alors que la PA d pend du DC et de la r sistance p riph rique totale (RPT), ainsi les
m canismes compensateurs mis en jeu vont permettre de pr server le DC par augmentation
de la fr quence cardiaque, du volume sanguin, de la contractilit des cardiomyocytes ou de

la RPT.

Systémes neuro-hormonaux

Plusieurs systéemes biologiques aux actions complémentaires s’activent lors d’une
diminution du DC. Parmi ces syst mes, le premier a s’activer est le syst me nerveux
sympathique (SNS) qui va provoquer la lib ration de noradr naline et d’adr naline la fois
au niveau des terminaisons nerveuses mais galement par la m dullosurr nale. Au niveau
cardiaque, ces cat cholamines exercent un effet chronotrope et inotrope positif via leur
liaison au r cepteur Bl—adr nergique, permettant ainsi d’augmenter la FC et la contractilit
des cardiomyocytes. Au niveau p riph rique les cat cholamines sont responsables d’une
vasoconstriction participant |'augmentation de la RPT et donc au r tablissement de la PA
ainsi que du DC. Cependant I'activation continue du SNS dans I'IC est délétére puisqu’une
concentration lev e de noradr naline plasmatique est associ e une augmentation de la

mortalit et celam me dansles IC mod r es (classe NYHA I—II)lO'“.

Le syst me r nine-angiotensine-aldost rone (SRAA), qui joue un grand r le dans le
maintien de la pression art rielle, est activ lorsque la diminution de la PA est percue au
niveau de l'artere rénale. Dans un premier temps la r nine, enzyme lib r e par le rein va
cliver I'angiotensinogéne, peptide inactif produit par le foie pr sent dans la circulation
sanguine en angiotensine | qui sera clivé par I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA)
pour former I'angiotensine .

L'angiotensine Il exerce des effets vasoconstricteurs via sa liaison sur le r cepteur
AT1' situ sur les cellules musculaires lisses vasculaires augmentant ainsi la RPT.
L'angiotensine stimule également la sécrétion d’aldostérone qui via sa liaison au r cepteur
min ralocortico de (RM) favorise la r absorption active de sodium et passive d’eau
augmentant ainsi la vol mie et dont le r le sera d taill dans la partie IlIA. Ainsi
I’'angiotensine |l et de I'aldostérone conduisent une augmentation de la pression art rielle

via deux m canismes compl mentaires.



D’autres facteurs vasoconstricteurs, agissant au niveau des vaisseaux artériels ou au
niveau cardiaque, vont également s’activer tel que 'endothéline-1 (ET)* dont la structure et
le rOle sera détaillé dans la partie IlIB.

La chute de la PA lors de I'ICFEr, percue par des barorécepteurs présents dans I'aorte,
conduit également a la libération de vasopressine ou hormone anti diurétique (ADH) par
I’hypophyse qui augmente la volémie en réduisant le volume urinaire.

Cependant des facteurs vasodilatateurs sont aussi produits dans I'lCC comme par
exemple les peptides natriurétiques produits par les oreillettes et les ventricules (ANP : Atrial
Natriuretic Peptide et BNP : Brain Natriuretic Peptide) en réponse a I'étirement. Ces peptides
favorisent ; comme leur nom l'indique, la natriurése permettant ainsi de diminuer la volémie

et in fine la PA et exercent aussi un effet vasodilatateur notamment en inhibant I’activation

du SRAA.
Adrénaline
Noradrénaline Angiotensine Il Aldostérone Vasopressine
I N I+ |-
AFC A Contractilité /1 Résistances /1 Rétention Excrétion
cardiomyocytes périphériques hydrosodée hydrosodée
/1 Débit cardiaque /1 Pression artérielle

Figure 1: Représentation schématique des principaux mécanismes hormonaux mis

en place dans I'IC.

Remodelage
L’activation des systémes neuro-humoraux permettant le maintien du DC vont
directement ou indirectement induire des modifications dans la structure du cceur et des
vaisseaux a long-terme. En effet I'augmentation de la volémie induit une surcharge
chronique de volume a laquelle le coeur va s’adapter en dilatant le ventricule menant a une

1,14

hypertrophie excentrique retrouvée chez les patients souffrant d’ICFEr~~". Dans ce type d’IC
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les cardiomyocytes s’hypertrophient en s’allongeant ce qui amincit la paroi ventriculaire®.

1'®, I'aldostérone, I'endothéline’ ainsi que le facteur de croissance

L’angiotensine
transformant-B (TGF-B)*®*° exercent des effets génomiques induisant la prolifération et la
transformation des fibroblastes en myofibroblastes qui synthétisent de grandes quantités de
collagene conduisant a une fibrose interstitielle. Une fibrose dite de remplacement est
observée suite a un infarctus du myocarde (IDM) puisque les fibroblastes synthétisent du

collagene pour remplacer les cardiomyocytes morts formant une zone cicatricielle sans

propriétés de contraction.

Ces mécanismes biologiques et morphologiques permettent pendant un certain
temps de maintenir le DC et ainsi limiter les symptomes de I'IC au repos. Cependant ces
mécanismes adaptatifs conduisent progressivement a un épuisement du coeur qui doit lutter
contre une surcharge de volume et une augmentation de la post-charge conduisant a une
augmentation de la demande en 0, et en énergie. Ainsi, a long-terme |'activation neuro-
humorale et I’hypertrophie ventriculaire deviennent déléteres a I'origine d’un cercle vicieux

provoquant une aggravation de I'IC.

Figure 2 : lllustration du remodelage ventriculaire excentrique dans I’ICFEr. Image

obtenue sur la banque d’image Servier.

4. Traitements
Malgré une amélioration de la prise en charge thérapeutique des patients ICFEr au
cours de ces dernieres décennies, la mortalité de cette pathologie reste élévée. Cependant
la mortalité varie fortement selon la classe NYHA de I'IC soulignant I'importance de dépister
I'lC dans sa phase précoce afin de contréler I'activation neuro-humorale et limiter le
remodelage ventriculaire. Actuellement le traitement de I'ICFEr associe le plus souvent

plusieurs classes pharmacologiques différentes ayant des actions complémentaires.



Ces classes pharmacologiques peuvent agir sur la RPT et la PA ainsi que sur la FC, la
r tention hydrosod e et (directement ou indirectement) sur le remodelage.
L'inhibition du SRAA, via l'utilisation d’inhibiteurs de I'enzyme de conversion de

22,23
(0}

I'angiotensine (IEC)***, d’antagonistes des récepteurs de I'angiotensine Il (ARA-II) u

d’antagonistes du r cepteur min ralocorticode (ARM) a montr son efficacit pour
diminuer la mortalit . Pour ce qui concerne les ARM I’étude RALES avec la spironolactone24
ainsi que I’étude EPHESUS? avec I'éplérénone ont d montr leur efficacit afin de diminuer
la mortalit lorsque les ARMs sont associ s un traitement optimal de I'IC. De plus,
r cemment, I'étude PARAGIGM-HF®> a montr un effet b n figue sur la mortalit de
I’association entre un ARA-Il (le valsartan) et un inhibiteur de I'endopeptidase neutre,
enzyme d gradant ’ANP et le BNP (le sacubitril).

Le traitement par les b tabloquants chez des patients stables (hors d compensation)
en compl ment des inhibiteurs du SRAA permet d’augmenter la survie?’? . Cet effet apparat
li en grande partie au ralentissement de la FC, comme en témoigne également I'effet
b n figue obtenu avec l'ivabradine, un inhibiteur du nceud sinusal possédant un effet

s lectif de r duction de la FC*?°

. Ce ralentissement est particuli rement important lorsque
I'IC est d’origine ischémique puisqu’il diminue la demande cardiaque en oxyg ne et
augmente le temps de perfusion myocardique.

Enfin la limitation de la rétention d’eau et de la congestion par les diur tiques permet
de soulager les symptomes de I'IC comme la dyspn e mais na ce jour pas montr
clairement d’effet bénéfique sur la mortalit ' .

Certains de ces traitements exercent certainement un effet pr ventif sur le
remodelage cardiaque en particulier les inhibiteurs du SRAA qui permettent, dans des
mod les animaux, de limiter la fibrose et I’hypertrophie des cardiomyocytes® .

Cependant, malgr une am lioration consid rable de la prise en charge
thérapeutique le traitement de I'ICC est lourd, provoque de nombreux effets secondaires et
n’empéche pas les phases de décompensations. Cela souligne I'importance de diagnostiquer
I'IC aux stades précoces afin d’initier les traitements le plus t6t possible avant I'installation
d’un remodelage irréversible.

Sur le plan thique il est probablement tout aussi important de prendre en
consid ration la qualit de vie des patients et pas uniqguement |'augmentation de la survie

lors des tudes cliniques.



C. LIC fraction d’éjection préservée

1. Généralités

L'ICFEp est caract ris e par des signes et symptomes d’IC en pr sence de FE normale
ou subnormale (c’est- -dire 250%) et des | vations de pression en t | -diastole. L'ICFEp
repr sente de 30 50 des IC selon les tudes, a un aussi mauvais pronostic que I'ICFEr
mais actuellement aucun traitement permettant d’augmenter la survie n’a été clairement
identifi . Ceci s’explique en partie par le fait que I'ICFEp est un syndrome multifactoriel
atteignant le plus souvent des personnes plus g es et pr sentant plus de comorbidit que
I'ICFEr*2. De plus il a longtemps t pens que dans I'ICFEp seule la fonction diastolique tait
alt r e avec une atteinte systolique plut t mod r e voire absente du fait notamment d’une
FE normale ou sub-normale. Cependant la mesure de la FE par échographie n’est pas
repr sentative des capacit s de contractilité du myocarde et de plus en plus d’études
montrent une alt ration de la contraction systolique dans I'ICFEp pouvant toucher les quatre
mouvements de la contraction a savoir I'épaississement pariétal, les d formations radiale et
Iongitudinale33 et la torsion du myocarde autour du grand axe>**

Ces alt rations de la contraction systolique se r percutent au niveau de la diastole
puisque le remplissage ventriculaire pr coce d pend du maintien de la contraction des fibres
sous- picardiques qui permet de « d tordre » le VG. Ainsi une anomalie de la torsion VG
entrainera un d faut de relaxation active du VG qui est une des caract ristiques de la
dysfonction diastolique observée dans I'ICFEp.

Les autres caract ristiques de la dysfonction diastolique sont le ralentissement du
remplissage et/ou la diminution de la compliance VG (ou augmentation de sa rigidit ), cette
derni re induisant une augmentation de la pression dans I'oreillette gauche (OG) et le VG
qui limite le remplissage. Dans les stades pr coces de d veloppement de la pathologie, le
débit sanguin est maintenu au repos mais s’effondre lors d’un effort car 'augmentation de la
FC diminue le temps de diastole, or le remplissage n’étant plus efficace, le VES se retrouve
diminu . L'intolérance a l'effort est également majorée par le fait que la diastole est un
processus actif consommateur d’énergie et d’oxyg ne et que le myocarde n’est perfus
gu’en période de diastole, ainsi un ralentissement de la relaxation perturbe la perfusion

myocardique menant un cercle vicieux® .
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En ce qui concerne le diagnostic de I'ICFEp celui-ci peut étre difficile a établir puisque
ses symptomes sont peu spécifiques et peuvent étre retrouvés en absence d’IC chez les
sujets obeses. Le dosage du BNP n’est pas toujours fiable dans I'lCFEp puisque I'hypertrophie
concentrique limite le stress pariétal37 et que son taux est diminué chez le patient obése®.
L’échographie cardiaque permet d’évaluer la fraction d’éjection VG mais aussi d’évaluer la
fonction diastolique de remplissage en visualisant sous forme de deux ondes les flux entre
I'OG et le VG. Une premiére onde appelée onde E (E pour Early : précoce) témoigne du
remplissage rapide et passif du VG, la deuxieme onde appelée onde A (A pour atrial) a lieu
lors du remplissage tardif du VG par contraction de |'oreillette. En situation physiologique, la
contribution du remplissage passif du VG est plus importante que celle du remplissage tardif
par contraction de I'OG du fait d’'une différence de pression suffisante entre les deux cavités,
ce qui se traduit par un rapport E/A >1. Lors d’une dysfonction diastolique I'élévation de
pression dans le VG ne permet plus I'établissement d’un gradient de pression entre I'OG et
le VG ce qui ralentit le remplissage passif et augmente la contribution de la contraction
auriculaire dans le remplissage. Cela se traduit par un rapport E/A<1 pouvant faire suspecter,
en présence d’autres éléments, une ICFEp. Cependant cette mesure peut étre considérée
normale méme en présence de dysfonction puisqu’une augmentation de la pression dans
I’OG va rétablir un rapport E/A>1 dit « pseudonormal ». Lorsque la pathologie est grave le

rapport E/A est beaucoup plus grand que 1 et est dit « restrictif ».

M M M L

Normal Abnormal relaxation Pseudonormal Restrictive

Figure 3 : Représentation schématique des profils des flux a travers la valve mitrale
en conditions physiologiques et lors d’une dysfonction diastolique. Figure issue de VonBibra

et Sutton®.

2. Physiopathologie
La physiopathologie de I'ICFEp est plus difficile a déterminer que dans I'ICFEr tant la
présence de comorbidités chez les personnes atteintes de ce syndrome est importante et

rend difficile le diagnostic. En effet ces personnes présentent le plus souvent de nombreuses
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comorbidités telles que I'HTA, I'obésité, le diabete de type I, le syndrome m tabolique ou
une maladie r nale chronique, chaque comorbidité pouvant participer a I'établissement de
'ICFEp*®*!. Cette pathologie touche galement plus les femmes et les personnes g es par
rapport a I'ICFEr. Il a été rapporté qu’une grande proportion de patients pr sente une
dysfonction endoth liale®*, une fibrillation auriculaire®® et une hypertension pulmonaire®,
ces param tres tantcorr | s las v rit dela maladie. Le premier tr s grand essai clinique
r alis sur 4133 patients ICFEp :I-PRESERVE (irbesartan in heart failure with preserved
systolic function) a permis de mettre en vidence les caract ristiques « classiques » de la
population g n rale des patients ICFEp*. Dans cette tude 0O des patients taient en
surpoids ou ob ses, I’hypertension était responsable de I'ICFEp pour 4 des patients et le
diab te et la fibrillation auriculaire tait retrouv es chez plus d’un tiers et d’'un quart des
patients respectivement, montrant I'importance des comorbidit s dans la pathologie.

D’un point de vue plus moléculaire, I'ICFEp est la somme de plusieurs d fauts dans
des m canismes tels que ceux r gulant la taille et la rigidit des cardiomyocytes, les
composants de la matrice extra cellulaire (MEC) et la signalisation calcique4 . L'accés a des
biopsies cardiaques r alis es sur des patients souffrant d’ICFEp a permis de mettre en

vidence une hypertrophie et une augmentation de la rigidit intrins que des
cardiomyocytes®’ ainsi qu’une fibrose interstitielle. Il semblerait que les comorbidit s soient

impliqu es dans les m canismes aboutissant ces modifications.

Impact des comorbidités

Une revue de 2013* instaure un nouveau paradigme selon lequel une inflammation
syst mique provoqu e par les comorbidit s de I'ICFEp et notamment par 'obésité serait

I'origine des modifications structurelles et fonctionnelles du myocarde. Ainsi I'inflammation
systémique serait a l'origine d’'une production excessive d’espéces réactives de I'oxygéne
(EROs) et de I'azote (ERNs) diminuant la biodisponibilit en monoxyde d’azote (NO)*. Cette
diminution de la biodisponibilit du NO alt rerait la voie de signalisation NO/Guanosine
Monophosphate cyclique/Prot ine Kinase G (NO/GMPc/PKG)™® ce qui aurait de multiples
cons quences non seulement sur la relaxation et I'hypertrophie des cardiomyocytes
cardiaques mais aussi sur la relaxation vasculaire ainsi que sur la MEC. La voie
NO/GMPc/PKG permet I'adaptation du diamétre des vaisseaux sanguins au DC et chez les

patients ICFEp on retrouve une perte de la dilatation m di e par le flux (FMD) au niveau du
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bras ainsi qu’une altération de la fonction coronarienne témoignant d’une dysfonction

endoth liale® qui serad taill e au paragraphe I-E.

Hypertrophie des cardiomyocytes
Une hypertrophie des cardiomyocytes est observée dans I'ICFEp en r ponse une
augmentation de pression intra cavitaire. La voie NO/GMPc/PKG permet d’inhiber cette
hypertrophie comme cela a t montr dans diff rents mod les animaux. En effet une
diminution de I’hypertrophie a été observé dans un mod le murin d’IDM avec surexpression
de la NOSe cardiomyocytaire! et dans un mod le de surcharge de pression en inhibant la

d gradation du GMPc par le sildenafil®2.

Ralentissement de la relaxation des cardiomyocytes

Divers mécanismes sont a l'origine du ralentissement de la relaxation myocytaire.
Parmi ces m canismes on retrouve une augmentation de la rigidit intrins que du
cardiomyocyte cons cutive des modifications de la prot ine g ante du cytosquelette la
titine. En effet il a été montré chez I'animal®® comme chez 'homme™* gu’un défaut dans la
phosphorylation de la titine par les Prot ines Kinases A (PKA)>® ou PKG> augmente la rigidit
de la titine emp chant la relaxation compl te du sarcom re. Le stress oxydant est aussi
cr ation de ponts disulfure au sein de la titine changeant sa conformation et la rendant plus
rigide®’.

Un deuxi me m canisme participant au ralentissement de la relaxation des
cardiomyocytes dans I'ICFEp est I'altération de ’homéostasie calcique. En effet la relaxation
d pend du d tachement des ponts actine/myosine par d sensibilisation de la troponine C
pour le calcium ainsi que de la recapture de calcium par le R ticulum Sarcoplasmique (RS).
Cette d sensibilisation au calcium passe, autre autres, par la voie NO/GMPc/PKG, ainsi lors
d’une diminution de la biodisponibilit en NO, la d sensibilisation des fibres au calcium va

tre plus longue entrainant ralentissant de la relaxation. La recapture du calcium par le RS
est sous la d pendance de la pompe SERCA-2a (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca®* -ATPase)
qui est r gul e n gativement par le phospholamban non phosphoryl * . Ainsi un d faut de
phosphorylation du phospholamban et/ou une diminution de I'expression de SERCA2a sont

associ s la dysfonction diastolique” . Enfin il est important de rappeler que la relaxation est
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un processus actif consommateur d’oxygene et d’Adénosine TriPhosphate (ATP) et qu’un
ralentissement de la relaxation cardiaque peut étre la conséquence d'un déficit en ATP

comme cela a été montré chez des patients ICFEp>*>°.

Fibrose interstitielle

Une fibrose interstitielle est observée chez les patients et résulte de plusieurs
facteurs, ainsi pour les patients combinant ICFEp et HTA I'accumulation de collagene serait la
conséquence d’une diminution de sa dégradation par les métalloprotéases matricielles
(MMPs). En effets un diminution du taux de MMPs a été rapportée® ainsi qu’une
augmentation des taux des inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPS)Gl.

Une infiltration de cellules inflammatoires dans le myocarde de patients ICFEp peut
participer a I'établissement de la fibrose via la stimulation de sécrétion de TGF-B®. En effet
cette cytokine promeut la transformation des fibroblastes en myofibrolastes qui synthétisent
du collagéne® et expriment moins les MMPs. Le stress oxydatif participe également a
I’établissement de la fibrose via une stimulation de la production de TGF-3 comme cela a été

montré chez I'animal®.

Remodelage
Dans I'ICFEp le myocarde subit une hypertrophie concentrique a |'opposé du
remodelage observé dans I'ICFEr (excentrique). L'augmentation de pression intra-cavitaire
est a l'origine d’un épaississement de la paroi sans augmentation de la taille de la cavité
caractérisant I’hypertrophie concentrique. Il a été montré que méme en absence d’IC,
'obésité est associée a une hypertrophie VG concentrique® elle-méme associée a une moins

bonne tolérance a I'effort®”.

Cavité rétrécie
Paroi épaissie

Figure 4 : lllustration du remodelage ventriculaire excentrique dans I’'ICFEp. Image

obtenue sur la banque d’image Servier.

14



3. Traitements

A ce jour aucun essai clinique de grande ampleur n’a montré une augmentation de la
survie dans I'ICFEp avec les classes thérapeutiques couramment utilisées dans I'ICFEr malgr
un effet b n fique sur la diminution des hospitalisations. L’absence d’effets sur la survie a de
multiples causes parmi laquelle I'hétérogénéité de I'étiologie de I'ICFEp. Les traitements
actuellement utilis s ont pour but de limiter les sympt mes de I'IC, d’éviter la survenue
d’infarctus et de contréler les comorbidit s. Les recommandations de I'ESC en 2016 pour
traiter I'ICFEp concernent beaucoup de classes th rapeutiques utilis es dans I'lCFEr mais les
doses, les associations et les niveaux de recommandations ne sont pas lesm mes .

Lors de I'essai clinique I-PRESERVE r alis sur 4133 patients ICFEp le traitement de
base des patients tait constitu de diur tiques (utilis s chez 3 des patients), de
b tabloquants (59 ), de bloqueurs des canaux calciques (40 ) et d’inhibiteurs du SRAA
(40 avec 25% d’IEC et 15% d’ARM)™®. Cet essai clinique avait pour but d’évaluer les effets
long-terme d’un ARA-II, I'irbesartan, en addition du traitement standard sur la mortalit et
les hospitalisations pour causes cardiovasculaires. Apr s plus de 4 ans de suivi I'étude n’a pas
rvIl deb n fice de l'irbesartan pour diminuer la mortalité et le nombre d’hospitalisation
pour causes cardiovasculaires.

Cet essai clinique montre que les diur tiques sont massivement utilis s afin de
réguler la pression artérielle et d’améliorer les symptomes d’une surcharge de volume en
emp chant la r tention hydrosod e. Cependant en absence de signes de congestion son
utilisation n’est pas recommandée chez les patients ICFEp qui sont plus sensibles aux
modifications de pr -charge que les patients ICFEr

La pression art rielle est aussi contr | e par les inhibiteurs du SRAA qui permettent
une amélioration de I’hémodynamique VG et soulagent les symptomes de I'IC (dyspnée) via
la diminution de la pression dans I'OG et la stase pulmonaire VG ent | -diastole ”~ °. De plus
I"utilisation d’inhibiteurs du SRAA est associée a une diminution de la fibrose interstitielle et
peut donc tre b n fique sur la fonction diastoligue mais sans pour autant tre associ e
une augmentation de la survie chez les patient avec une FE>50 . Les effets des ARMs dans
I'ICFEp seront d taill s dans le chapitre IlI-A.

La diminution de la FC est une piste de traitement pour I'ICFEp puisque le
ralentissement de la FC permet d’une part d’augmenter le temps de diastole, donc le
remplissage VG et la perfusion myocardique, limitant I'ischémie et d’autre part de pr venir
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la survenue de fibrillation auriculaire qui limite le remplissage VG. La diminution de la FC
permet aussi de diminuer la demande myocardique en O, et en ATP ce qui peut am liorer
I'ICFEp® . Ainsi les b tabloquants, tr s largement utilis s chez les patients ICFEp, permettent
de r duire la pression art rielle, s'opposent a I'excés de stimulation adr nergique et font
régresser I’hypertrophie VG. Parmi les B-bloquants, un effet b n fique particulier peut tre
attribu au n bivolol, probablement li aux propri t s de stimulation de la lib ration de NO

79772 " Cependant ces effets b n fiques sont  prendre avec

exerc e par cette mol cule
pr cautions puisque l'utilisation des bétabloquants ne serait bénéfique qu’en cas de FC
lev e et pourrait s’avérer néfaste chez les patients avec une FC de repos normal. En effet il
a t montr que les b tabloquants augmentent principalement le temps de diastasis,
période durant laquelle il n’y a pas ou peu de flux entre I'OG et le VG, ce qui ne permettrait
pas d’augmenter le remplissage VG a FC normale. Une étude chez des femmes ICFEp montre
m me une augmentation des hospitalisations avec utilisation de b tabloquants’>.
Dans le but d’améliorer la fonction vasculaire en plus de la relaxation myocardique
des traitements visant r tablir les taux de NO et/ou de GMPc sont en cours d’évaluation’*,
Enfin les traitements non pharmacologiques de I'CFEp sont galement tr s
importants. Ainsi les changements du mode de vie concernent principalement les
comorbidit s et il est conseill de pratiquer une activit physique mod r e”>, de perdre du

poids, de contr ler sa glyc mie et ses dyslipid mies (utilisation de statines) ainsi que de

limiter sa consommation de sel, d’eau et d’alcool .



D. R le de I'Hypertension Pulmonaire et de la Dysfonction

Ventriculaire Droite dans l'insuffisance Cardiaque Gauche

L'augmentation de pression et le remodelage observés dans I'IC gauche peuvent se
r percuter au niveau des poumons puis du ventricule droit (VD) entrainant avec le temps
une hypertension pulmonaire (HTP) et une insuffisance cardiaque droite. La survenue d’HTP
et de dysfonction VD dans I'IC gauche est d’autant plus préoccupante qu’elles sont toutes

deux associ es a une aggravation de I'IC et a un pronostic aggrav .

1. Hypertension pulmonaire

L'HTP a t class e en 5 groupes par I'OMS selon le facteur déclenchant qui peut survenir
indépendamment d’une dysfonction cardiaque gauche m me si celle-ci demeure la cause la
plus commune’ . Nous allons nous focaliser sur le groupe 2 qui r unit les HTP cons cutives
une maladie du cceur gauche et plus particuli rement sur le sous-groupe de I'HTP
consécutive a I'ICFEp”” qui est le plus repr sent . En effet la prévalence de I’'HTP consécutive
a I'ICFEp varierait, selon les tudes et les seuils de pression utilis s, entre 1 et 0 chezles
patients souffrant d’ICFEp’ .

Cette grande prévalence s’explique par le fait que l'augmentation chronique de
pression dans I'OG observée dans I'ICFEp va se r percuter sur les veines pulmonaires et
provoquer une HTP post-capillaire caract ris e par une pression art rielle pulmonaire
moyenne (PAPm) >25mmHg et une PAP d’occlusion (PAPO) 215 mmHg reflétant la pression
dans I'0G.

L'HTP peut étre post-capillaire isol e, ne touchant ainsi que les veines pulmonaires,
ou pr - et post-capillaire lorsque I'augmentation passive de pression dans les veines s’est

r percut e au niveau des art res pulmonaires conduisant leur remodelage.

L'HTP pré et post-capillaire est plus souvent retrouvée dans I'lCFEp chez le sujet g ,
ob se ou associant une broncho-pneumopathie chronique obstructive’. Elle est galement
retrouv e chez le sujet diab tique o elle augmente la mortalit

En effet les arteres pulmonaire, normalement treés compliantes, vont s’adapter a
I'augmentation chronique de pression dans les alvéoles et les capillaires en se remodelant.

Ainsiila t montr dans des mod les animaux et chez des patients un paississement de la
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paroi artérielle consécutivement a la prolifération des myofibroblastes synthétisant du
collagéne®. L’HTP est également caractérisée par une dysfonction endothéliale avec une
rupture de I'équilibre entre les facteurs dilatateurs et constricteurs en faveur de ses
derniers. Ainsi il a été montré une diminution de la biodisponibilité en NO et une élévation
du taux plasmatique d’endothéline-1%? qui serait la conséquence a la fois d'une

augmentation de sa synthése et d’une diminution de sa clairance par des poumons lésés®.

Il faut souligner que si I'HTP post-capillaire isolée répond bien aux traitements
entrainant une baisse de la pression dans I'OG, dans I'HTP post et pré-capillaire combinée

ces traitements ne permettent pas de reverser I'HTP®,

Hypertension Artérielle Pulmonairetung

(| »
.\
—

Capilaries V. ‘“"
\ y

Hypertension pré-
et post-capillaire
combinée
A

| Pulmonary veins

| /
Pulmonary 4 Puimonary arterieg : —— (left ventricle

circuit Right atrium
Right ventricle —

Hypertension post-capillaire isolée

Figure 5 : Visualisation des différents lits vasculaires impliqués dans I’hypertension
pulmonaire artérielle, pré-capillaire isolée ou pré- et post-capillaire combinée. Image

adaptée de pdhpe.net « pulmonary and systemic circulation ».

2. La Dysfonction Ventriculaire Droite
Le VD présente des particularités le rendant sensible aux augmentations de pression
observées dans I'ICFEp et I'HTP. En effet le « coeur droit » est un systéeme a basse pression
recevant le sang désoxygéné provenant de la circulation périphérique via les veines caves
inférieure et supérieure et I'éjectant vers la circulation pulmonaire. Il fonctionne de maniére
synchrone avec le « cceur gauche » et doit éjecter le méme volume de sang que le VG a
chaque battement. Cependant en conditions physiologiques le VD est soumis a de faibles

pressions de remplissage et d’éjection et présente une paroi beaucoup plus fine comparée a
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celle du VG. Le VD est tr s compliant et s’adapte bien aux variations de volume engendrées
par le retour veineux mais est tr s sensible aux variations de pression.

L’HTP est la cause la plus fr quente de survenue de dysfonction ventriculaire droite °.
En effet dans I'HTP le remodelage et la vasoconstriction r duisent la lumi re des vaisseaux
faisant ainsi obstacle a I'écoulement du sang. Le VD fait face une augmentation de la post-
charge au prix d’un épaississement de sa paroi et d’une dilatation de sa cavit , ce
remodelage entrainant avec le temps une insuffisance VD qui vient majorer l'insuffisance
diastolique VG. En effet le « coeur droit » et le « cceur gauche » partageant un septum et le
m me sac p ricardique, une dilatation du VD et de I'OD va limiter le remplissage VG. La

dysfonction VD retrouvée dans I'ICFEp peut concerner la diastole et la systole.

3. Pronostic et traitements

La PA pulmonaire augmente avec |'age dans la population générale en absence d’IC
et est associée a une augmentation de la pression VG diastolique ainsi qu’a un mauvais
pronostic . La pr sence d’une HTP seule augmente la morbi-mortalit qui s’accentue encore
lorsque 'HTP est combin e une ICFEp et cela m me lorsque I"HTP est plus mod r e *. De
m me la pr sence d’une dysfonction VD augmente la mortalité dans I'ICFEp et cela
indépendamment de celle provoquée par I'HTP ’.

Concernant les traitements il existe un paradoxe puisque aujourd’hui plusieurs
classes de m dicaments permettent de r duire la mortalit dans I'HTP pré-capillaire isol e
mais pas dans I’HTP post-capillaire isol e ou combin e.

Ainsi les vasodilatateurs et les antagonistes des récepteurs de I'endothéline tels que
le bosentan ° et le macitentan® sont associ s une augmentation de la survie dans 'HTP du
groupe | de I'OMS. Cependant les vasodilatateurs pourraient provoquer des ocedemes
pulmonaires lorsque les pressions VG sont élevées et sont donc peut étudiés dans I'HTP
associée a I'ICFEp. Les r sultats en terme de survie avec les antagonistes des r cepteurs de
I’endothéline dans I'ICFEr sont plut t d cevants (cf chapitre 1ll-2) et les rares essais cliniques

dans I'HTP associée a I'ICFEp ne regardent pas ses effets sur la mortalit **.

Ainsi I'HTP post-capillaire seule ou en association avec I'ICFEp reste une pathologie

mortelle pour laquelle il n’a actuellement pas de traitement.
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E. Rodle du vaisseau dans I'Insuffisance Cardiaque Chronique

1. Rappels sur le vaisseau physiologique
Le systéme circulatoire a pour réle de distribuer le sang riche en dioxygéne (O,) et
nutriments a I'ensemble de I'organisme ainsi que de récupérer les déchets métaboliques et
le dioxyde de carbone (CO,) en vue de leur élimination. Le systeme circulatoire est composé
d’artéres, d’artérioles de capillaires, de veinules et de veines qui présentent des

particularités anatomiques selon leur fonction.

Structure des vaisseaux

Les artéres partent du cceur et assurent le transport du sang oxygéné vers la
périphérie, elles sont formées de trois couches aussi appelées tuniques. La tunique la plus
externe, I'adventice est composée de tissu conjonctif et de fibres musculaires et est le lieu
d’insertion des fibres nerveuses sympathiques et parasympathiques ainsi que des vasa-
vasorum nourrissant I'artere. La tunique médiane, la media, présente des variations en
fonction du type de vaisseaux, en effet on y trouve en proportions variables des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV), des fibres élastiques et des fibres de collagene. On
distingue les arteres de conduction, élastiques, caractérisées par une media épaisse et
remplie de fibres d’élastine et les arteres de distribution, musculaires, dont la media
contient plus de CMLV. Les arteres élastiques ont un gros diametre et doivent s’adapter a la
pression provenant du cceur alors que les arteres de distribution, de diamétre plus petit,
régulent la distribution sanguine et maintiennent la pression grace aux CMLV. Enfin la
tunique interne, intima, est composée d’'une monocouche de cellules endothéliales reposant

sur une lame basale et un tissu conjonctif lache.

Cellule
endothéliale
Valve

Intima

Media

Adventice

Figure 6 : lllustration des différentes tuniques de la paroi veineuse (gauche) et
artérielle (droite). Image adaptée de la banque d’image Servier.
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Les art rioles ont un petit diam tre, une media tr s paisse et musculaire et sont
fortement innerv es par le SN sympathique, ces deux param tres permettant un contr le
pr cis du flux sanguin. llIs rejoignent les capillaires, plus petits vaisseaux de |'organisme
composés uniquement d’une couche de cellules endothéliales reposant sur une lame basale,
o s’effectuent les échanges gazeux et métaboliques. Les capillaires rejoignent les veinules
qui transportent le sang d soxyg n et riche en d chets m taboliques vers les veines
p riph riques puis la veine cave inf rieure et sup rieure qui rejoignent I'OD. Les veines sont

galement compos es des 3 couches retrouv es dans les art res mais leur paroi est plus
fine. Les veines sont tr s compliantes; ainsi elles peuvent contenir un grand volume de sang
avec une pression tr s faible. Ce syst me basse pression doit lutter contre I'apesanteur
pour renvoyer le sang au cceur. Le retour veineux est assuré par I'action synergique de la
contraction musculaire des membres inf rieurs et des mouvements respiratoires en
association avec l'ouverture et la fermeture des valvules sanguines qui emp chent le reflux

de sang.

L’endothélium vasculaire

Longtemps consid r comme une interface inerte entre le sang et la paroi des
vaisseaux sanguins on estime maintenant que I'endothélium est un organe a part entiere
jouant un r le important dans le contr le de nombreuses fonctions physiologiques.
L'endothélium tapisse la face interne de tous les vaisseaux sanguins, il est donc en contact
avec le sang sur sa face apicale et avec les CMLV sur sa face basale. Les cellules endoth liales
ont de nombreux r cepteurs leur surface et synth tisent un grand nombre de mol cules
conf rant al’endoth lium un réle primordial dans ’lhoméostasie vasculaire.

En conditions physiologique I’endothélium permet de réguler I'homéostasie
vasculaire en inhibant I'agrégation plaquettaire, la coagulationgz, I'inflammation et la
prolif ration des CMLV ainsi qu’en favorisant la vasodilatation des vaisseaux. Les cellules
endoth liales synth tisent en effet des facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs qui vont
agir au niveau de la CMLV pour moduler le diam tre des vaisseaux et ainsi adapter le flux
sanguin a la demande de I'organisme.

Parmi les facteurs vasodilatateurs synthétisés par I'endothélium on peut citer la
prostaglandine 12 (PGI2, ou prostacycline) qui provient du m tabolisme de [l'acide

arachidonique, les facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHF)®, dont des
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dérivés de I'acide arachidonique, les acides éicosatriénoiques particulierement importants
chez I'homme®. LUendothélium vasculaire synthétise également des facteurs
vasoconstricteurs tels que le thromboxane A2, la prostaglandine H2 (PGH2) tous deux

dérivés de I'acide arachidonique, I'angiotensine Il et 'endothéline 1 (ET)%.

Le NO

Le NO est un gaz radicalaire avec une demi-vie tr s courte (inf rieure 5 secondes),
jouant un r le majeur non seulement dans la vasorelaxation® mais aussi dans les processus
d’anti-agr gation plaquettaire et d’anti adh sion leucocytaire. Il diffuse dans les tissus
proches de son lieu de synth se, ainsi au niveau de I'endoth lium vasculaire une grande
partie du NO synth tis diffuse vers les CMLV et induit leur relaxation via I'activation de la
Guanylate Cyclase soluble (GCs). La GCs d grade le Guanosine Tri-Phosphate (GTP) en GMPc,
I'augmentation du taux intracellulaire de GMPc active la prot ine kinase G (PKG) qui en
phosphorylant diff rentes cibles induit la relaxation musculaire. Ainsi en phosphorylant le
phospholamban, la PKG | ve son inhibition sur la SERCA favorisant la recapture de Ca** dans
le RS entrainant ainsi la relaxation musculaire. La PKG en phosphorylant de nombreuses
autres cibles, dont le canal Ca**-ATPase permettant la sortie du calcium intracellulaire et le
canal potassique d pendant du calcium KCa?* qui hyperpolarise la membrane cellulaire,
entraine la relaxation musculaire.

Le NO qui diffuse dans la lumi re des vaisseaux sanguins va lui étre a |'origine de ses
actions anti-thrombotiques, anti-ath romateuses et anti-inflammatoires. En effet le NO
inhibe I'agrégation plaquettaire et diminue I'expression de molécules d’adhésion a la surface
des cellules endothéliales empéchant ainsi I'adhésion des leucocytes sur I'endothélium et

leur transformation en cellule spumeuse.

Les NO Synthases

Le NO est synth tis partir de la L-arginine par une enzyme homodim rique la
NOSynthase (NOS). Chaque monom re de NOS est constitué d’'un domaine réductase
permettant la fixation des cofacteurs de la r action que sont le Nicotinamide Ad nine
Dinucleotide Phosphate r duit (NADPH), la Flavine Ad nine Dinucl otide (FAD), la Flavine
Mononucleotide (FMN) et d'un domaine oxygénase comprenant [I'héme, la

t trahydrobiopt rine (BH4) ainsi que le site de fixation de la calmoduline et de la L-Arginine.
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Il existe trois isoformes tr s proches de NOS, chacune d couverte dans un tissu
diff rent, savoir les NOS I, Il et Ill ou NOS neuronale, inductible et endoth liale
respectivement, dont les sp cificit s r sident dans leur expression et leur activation. Ainsi
les NOS neuronale (NOSn) et endoth liale (NOSe) sont constitutivement exprim es mais
n cessitent une activation par des stimuli physiques ou chimiques et produisent une faible
guantit de NO. Au contraire I'expression génomique de la NOS inductible (NOSi) n’est pas
constitutive mais induite par des cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de
n crose tissulaire-a (TNFa), lI'interféron y et l'interleukine-1 (IL-1). Cependant une fois
exprimée et sous forme d’homodimeére elle ne nécessite pas d’activation et produit de
grandes quantit s de NO. La NOSi a d’abord été retrouv e dans les macrophageso le NO
joue un r le bact ricide important mais est pr sente dans d’autres types cellulaires comme
les CMLYV, les cardiomyocytes et les cellules endoth liales en conditions inflammatoires et
pathologiques. Ainsi la surproduction de NO par la NOSi serait impliqu e dans la vasopl gie

et la dysfonction cardiaque observ es dans le sepsis”’.

La NOS endothéliale

La NOSe a d’abord été retrouvée au niveau des cellules endoth liales et est
essentielle pour garantir les propriétés de I'endothélium et la fonction vasculaire. Son
expression a galement t retrouv e dans les cardiomyocytes9 et les cellules pith liales
bronchiquesgg.

Comme voqu pr ¢ demment afin que la NOSe puisse produire du NO elle doit tre
activ e, cette activation pouvant tre d pendante ouind pendante du calcium.

L'activation d pendante du calcium se fait en deux temps, un premier o |la
concentration intracellulaire de calcium augmente dans la cellule endoth liale et limite

I'interaction inhibitrice de la NOSe avec la cav oline-1'%

et un deuxi me temps o le calcium
se lie la calmoduline qui va alors se fixer sur la NOSe. La liaison de la calmoduline la NOSe
facilite le transport d’électrons et la formation de NO. Cette forme d’activation est observée
par fixation d’un agoniste sur les récepteurs de la cellule endothéliale tels que I'acétylcholine
(Ach), la bradykinine, ou I’histamine.

L'activation ind pendante du calcium est la forme d’activation principale de la NOSe

en conditions physiologiques. Elle d pend des forces de cisaillement exerc es au niveau de
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I’endothélium qui vont engendrer des modifications post-traductionnelles de la NOSe, telle

W7 ot Ser ¥ par la prot ine kinase A et la

que la phosphorylation activatrice des r sidus Ser
d phosphorylation la thr onine®” par des prot ines phosphatases. Cette voie est
notamment activée par l'insuline.

En conditions exp rimentales la voie d’activation de la NOSe ind pendante du
calcium est plus rapidement alt r e que celle d pendante du calcium puisque une abolition

de la dilatation m di e par le flux (FMD) est parfois observ e alors que la relaxation

dépendant de I'acétylcholine n’est pas alt r e.

Arginine +@I}

Citrulline + (D)
Arginine +©E«J:)

Figure 7 : Représentation schématique d’un dimére de la NO synthase endoth liale.

[llustration issue de Velazquez et Wang101

2. Levaisseau pathologique

Dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, dont I'insuffisance cardiaque,
une diminution de la FMD est observ e chez les patients’® témoignant d’une dysfonction
vasculaire.

Cette diminution de la FMD est due une alt ration des fonctions de I’'endothélium
vasculaire qui subit un changement de ph notype et devient pro-agr gant, pro-
inflammatoire et pro-vasoconstricteur. On parle alors de dysfonction endoth liale et on
observe une rupture dans la balance entre production de facteurs vasodilatateurs (NO, EETs)
et facteurs vasoconstricteurs (ET-1, Ang-ll) en faveur de ces derniers. En effet certaines

tudes montrent une augmentation des taux circulants d’ET-1 et d’Ang-ll dans l'IC et
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d’autres une diminution de la biodisponibilit du NO qui peut résulter d’'une diminution de

sa production ou d’une augmentation de sa dégradation.

Diminution de la production de NO

La diminution de la production de NO peut avoir diff rentes origines comme la
diminution de la disponibilit des substrats et co-facteurs mais nous nous focaliserons sur la
diminution de I'expression ou de I'activité de la NOSe.

La NOSe est tr s finement r gul e au niveau g nomique ainsi qu’au niveau prot ique
par des modifications post-traductionnelles. Une tude a montr une diminution de
I’expression de la NOSe dans le plasma de patients ICC et in vitro lors de I'incubation avec du
TNF-o*% montrant un r le des mol cules pro-inflammatoires sur la dysfonction endoth liale.
Le TNF-a d stabilise TARNm de la NOSe chez 'lhomme'® et est associ la dysfonction
endoth liale chez le rat Zucker ob se fa/fa qui est un mod le de syndrome m tabolique®®.

Une diminution de I'activité de la NOSe peut étre la conséquence d’'une modification
dans la balance entre la phosphorylation et la d phosphorylation de certains acides amin s
participant son activation. Ainsi une augmentation des phosphorylations r primant
I'activité de la NOSe a été rapportée en parallele d’'une diminution des phosphorylations
favorisant son activit . De plus, une augmentation de d phosphorylation par des prot ines
phosphatases a t observ e. Au sein de notre groupe il a t montr gr ce des KO

totaux® et endoth liaux®’ I

implication d | t re de la prot ine phosphatase 1B dans la
dysfonction endoth liale et cardiaque apr s IDM via une diminution de biodisponibilit en
NO.

Un autre ph nom ne participant la diminution de la production du NO est le
d couplage de la NOSe en conditions de stress oxydant qui, active sous forme de
monom re, produit I'anion superoxyde (02°) au lieu du NO. L’oxydation du cofacteur BH4 en
conditions de stress oxydant participe au d couplage de la NOSe™® et amplifie la dysfonction
endoth liale.

Enfin la diminution des forces de cisaillements observ e lors de la dysfonction

199 ot de son

endothéliale est associée a une diminution de I'expression génique de la NOSe
activit en modifiant le profil de phosphorylation de la NOSe™'° diminuant ainsi la production

de NO.
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Augmentation de la dégradation du NO
Le NO étant une espéce radicalaire il peut interagir avec d’autres molécules
radicalaires lorsque leur concentration augmente lors d’'un stress oxydant. L’anion
superoxyde est un radical produit dans les cellules par la NADPH oxydase, les mitochondries,

YLI2 1 ors d’un stress oxydant le NO

la xanthine oxydase ainsi que la NOSe découplée
produit par la NOSe va interagir avec I'anion superoxyde pour former du peroxynitrite
(ONOO-).

Outre le fait que le NO qui forme du peroxynitrite n’assure plus ses fonctions
physiologiques (vasodilatation, inhibition de I'adhésion plaquettaire et leucocytaire...),
I'augmentation de la production de peroxynitrite induit des dommages cellulaires en
oxydant les protéines et en peroxydant les acides gras.

Il existe donc un cercle vicieux entre découplage de la NOSe produisant de I'anion

superoxyde qui va interagir avec le peu de NO synthétisé pour former du peroxynitrite

augmentant ainsi le stress oxydant et donc la dysfonction endothéliale.

Protéines Kinases

na S = — .
Forces de cisaillements Cytokines inflammatoires
Acétylcholine ... ‘ NOSe _ Protéines Phosphatases
BH4

BH4-oxydée

Arginine + O,

a\ @inc +0,
Citrulline+- Citrullinc+.

heprodimerique / \ /

&
A Vasorelaxation ONOO-
N Agrégation plaquettaire l
N Inflammation
N Prolifération cellulaire
Dommages
cellulaires

Figure 8 : Régulateurs de I'activité de la NOS endothéliale et fonctionnement de la NOSe en

conditions physiologiques (gauche) et lors d’un stress oxydant (droite).
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La dysfonction coronaire dans I'ICFEp

La prévalence d’une dysfonction endothéliale coronaire chez les patients ICFEp est
difficile  valuer et concernerait selon les tudes entre.50 et des patients™>** .

La dysfonction endoth liale coronaire est la base du paradigme de 2013* mettant en
avant le r le de linflammation microvasculaire coronaire dans les dysfonctions et
remodelages myocardiques observés dans I'ICFEp. L'inflammation syst mique de bas grade
observ e chez le patient ICFEp se r percuterait au niveau de la microcirculation coronaire et
provoquerait un stress oxydant. Ce stress oxydant myocardique a t visualis dans des

biopsies de patients ICFEpSO’ 3

et sugg re une diminution de la signalisation du NO dans le
myocarde. Or le NO tant impliqu dans la relaxation myocytaire la diminution de sa
biodisponibilit cardiaque participe aux perturbations de la relaxation myocardique et donc
a la dysfonction diastolique observée dans I'ICFEp.

Des tudes montrent chez des patients pr sentant une dysfonction diastolique115 isol e
une alt ration de la dilatation coronaire d pendant de I'acétylcholine et chez les patients
ICFEp une dysfonction microvasculaire coronarienne! ainsi qu’une diminution de la réserve
coronaire™’.

Ces tudes sugg rent un lien entre la dysfonction endoth liale coronaire et la
dysfonction diastolique impliquant probablement une diminution de la production de NO.

Ce lien semble étre confirmé par I'amélioration de la fonction endothéliale en
association avec une diminution des symptémes de I'intolérance a I'effort par I'utilisation du
sild nafil chez le sujet IC** .

Cependant actuellement dans I'ICFEp les traitements visant r tablir des taux de NO ou
de GMPc n’ont pas montré d’efficacité sur la capacité a I'effort’*.

Néanmoins, ces données permettent de penser que la protection de I'’endothélium

coronaire constitue une cible importante des traitements actuels ou futurs de I'|CFEp.
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II.Le syndrome métabolique

A. D finition

Le syndrome m tabolique fait actuellement r f rence un ensemble de
perturbations physiologiques, biochimiques, cliniques et m taboliques augmentant
directement le risque de survenue d’événements cardiovasculaires, de diab te de type 2 et

de toute cause de mortalit %%,

La d finition du syndrome m tabolique (SM) ne cesse d’évoluer depuis 1920 o un
m decin Su dois, Kylin, fit le lien entre hypertension, hyperglyc mie et la maladie de « la
goutte ». En 19 , Reaven d finit le SM comme tant un ensemble de facteur de risque pour
le diab te et les maladies cardiovasculaires et introduit le concept d’insulinorésistance®*.
Depuis cette date plusieurs modifications du nom du syndrome ainsi que des crit res pour
son diagnostic ont eu lieu, I'ob sit abdominale devenant un des crit res majeurs car
consid r comme le plus corrélé a I'insulinorésistance. Le tableau 2 regroupe les volutions
des crit res du SM des principales institutions de sant entre 199 et 2005, date laquelle la
F d ration Internationale du Diab te (IDF) a propos des nouveaux crit res et pris en
compte l'origine ethnique dans la valeur seuil d’obésité.
Selon la définition de I'IDF on parle de syndrome métabolique lorsqu’un patient
pr sente une ob sit abdominale et deux autres crit res parmi la liste suivante :
- Taux de triglycérides 21.7 mmol/L
- Taux d’HDL-C <1.03 mmol/L chez les hommes, et <1.29 mmol/L chez les femmes
- Hyperglyc mie jeun>5. mmol/L

- Pressions artérielles systolique 2130mmHg et/ou diastolique 285 mmHg

Le nombre de personnes atteintes du SM est tellement important qu’on parle au
niveau mondial d’épidémie pour laquelle la pr valence augmente avec l'dge et les
changements de mode de vie ainsi qu’en fonction des critéres utilisés pour le diagnostic. En
effet cette « pid mie » a commenc dans les pays industrialis s au mode de vie s dentaire
et se d veloppe fortement dans les pays « s’occidentalisant ». Ainsi aux Etats-Unis selon la

122
. E

derni re tude sur la p riode 2007-2012 la pr valence moyenne du SM tait de 34 n

France en 200 ,1 des femmes et 23 des hommes g sde 35 5 ans taient atteints



du SM %, La pr valence importante du SM et son retentissement sur la sant des patients

induisent un co t socio- conomique considérable qui risque de s’accroitre dans les années a

venir.

TaBLE 1: Diagnostic criteria propesed for the clinical diagnosis of the Mets.

Clinical measures ~ WHO (1998) [5] EGIR (1999) [6] ATPIIT (2001) [7] AACE (2003) [8] IDF (2005) [9]
IGT. IFG, T2DM., or - IGT or IFG
5
lowered insulin Plasmaelir;.r::lltlirlm _>7'th None, bul any 3 of plusany of
Insulin resistance Sensitivity* p 2 the following thefollowing based None
I, plus any 2 of the g
plus any 2 of the : 5 features on the clinical
e following
following judgment
Men: waist-to-hip .
ratio >0.90; Increased WC

Body weight

women: waist-to-hip
ratio >0.85 and/or
BMI > 30 kg/m®

WC =94 cm in men
or =80cm in women

WC =102 cm in men
or =88 cm in women

BMI = 25 kg/m’

(population specific)
plus any 2 of the
following

Lipids

TGs 2150 mg/dL
and/or HDL-C
<35 mg/dL in men or
<39 mg/dL in women

TGs =150 mg/dL
and/or HDL-C
<39mg/dL in men or
women

TGs =150 mg/dL
HDL-C <40 mg/dL in
men or <50 mg/dL in

women

TGs =150 mg/dL and

HDL-C <40 mg/dL in

men or <50 mg/dL in
women

TGs =150 mg/dL or
on TGs Bx.
HDL-C <40 mg/dL in
men or <50 mg/dL in
women or on HDL-C
Bx

Blood pressure

=140/90 mm Hg

=>140/90 mm Hg or on
hypertension Rx

=130/85 mm Hg

2130/35 mm Hg

=130 mm Hg systolic
or =85 mm Hg
diastolic or on
hypertension Rx

Glucose

IGT, IFG, or T2DM

IGT or IFG (but not
diabetes)

>110 mg/dL (includes
diabetes)

IGT or IFG (but not
diabetes)

=100 mg/dL (includes
diab ctos]lb

Other

Microalbuminuria:

Urinary excretion rate

of »20 mg/min or
albumin: creatinine
ratio of =30 mg/g.

Other features of
insulin resistance®

*Insulin sensitivity measured under hyperinsulinemic euglycemic conditions, glucose uptake below lowest quartile for background population under

investigation.

®1n 2003, the American Diabetes Association (ADA) changed the criteria for IFG tolerance from =110 mg/dl to =100 mg/dl [10].
“Includes family history of type 2 diabetes mellitus, polycystic ovary syndrome, sedentary lifestyle, advancing age, and ethnic groups susceptible to type 2

diabetes mellitus.

BMI: body mass index; HDL-C: high density lipoprotein cholesterol; IFG: impaired fasting glucose; IGT: impaired glucose tolerance; Rx: receiving trealmem;]
TGs: triglycerides; T2DM: type 2 diabetes mellitus; WC: waist circumference.

Tableau 2: Crit res diagnostiques du Syndrome M tabolique de diff rentes

institutions. Obtenu partir de Kaur et a
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B. Physiopathologie et cons quences cardiovasculaires du

syndrome m tabolique

Malgr des difficult s d finir le SM et les variations selon les institutions dans les
crit res diagnostiques, la physiopathologie et les cons quences du SM sont plut t bien
connus. Nous nous int resserons plus particuli rement aux cons quences cardiovasculaires

de chaque crit re du SM**7%

. En effet chaque crit re pris individuellement est un facteur
de risque pour la survenue d’év nements cardiovasculaires et la pr sence de plusieurs
facteurs de risque peut majorer la dysfonction cardiovasculaire et augmenter la mortalit .
De plus chaque critére individuel peut favoriser I'apparition d’une autre perturbation

m tabolique entrainant ainsi un cercle vicieux.

1. Caractéristique du syndrome métabolique: [I'obésité

abdominale

L'obésité abdominale est selon la définition de I'IDF le critére sine qua non du SM. Il
est n anmoins important de souligner que I'obésité abdominale fait référence au dépot
d’adipocytes au niveau des visceres et ne concerne pas les adipocytes sous-cutan s.

L'obésité abdominale est associée a plusieurs troubles cardiovasculaires parmi
lesquelles on peut citer I'hypertension®? , la formation ou rupture de plaque d’athérome
ainsi que I'insulinorésistance®.

Le tissu adipeux, longtemps consid r comme un simple organe de stockage, est
maintenant reconnu comme organe endocrine synth tisant de nombreuses adipokines dont
certaines sont des cytokines inflammatoires. En effet chez les personnes ob ses il a t
montr dans le tissu adipeux visc ral une infiltration de macrophages conduisant une
inflammation de bas grade capable par la suite de diffuser a I'état systémique. De fait,
plusieurs tudes pr -cliniques permettent de relier les modifications du tissu adipeux aux
alt rations cardiovasculaires, par exemple dans le contexte du vieillissement ™.

Ainsi les adipocytes peuvent s cr ter des cytokines inflammatoires telles que
I'interleukine- et le TNF-a, cette derni re tant directement impliqu e dans le
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développement de lI'insulinor sistance™". En effetila t d montr une augmentation de la

concentration en TNF-a dans le tissu adipeux d’animaux ob ses ainsi que chez des humains
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ob ses et insulinor sistants. Le TNF-a est impliqué dans le d veloppement de
I'insulinorésistance via une diminution de la phosphorylation du R cepteur a I'Insuline (RI)
ainsi que de I'IRS-1, Insulin Receptor Substrate-1 diminuant la transduction du signal
« insuline »**2,

Une autre adipokine, la leptine, une hormone agissant au niveau du SN central pour
permettre le contr le de la prise alimentaire en stimulant la voie de la sati t , est retrouv e
dans le sang de mani re proportionnelle la masse de tissu adipeux. Un ph nom ne de
r sistance la leptine peut- tre observ chez le sujet ob se o les taux plasmatiques sont
plus lev s mais ne permettent plus de r guler la prise alimentaire. La r sistance la leptine
est galement associ e une activation du syst me nerveux sympathique (SNS) engendrant
une augmentation de la pression art rielle et de la r sistance vasculaire p riph rique. La
r sistance la leptine provoquée par 'obésité conduit donc au maintien de cette obésité et
favorise la survenue d’un autre parametre du SM a savoir I’hypertension artérielle. L'obésité
cons cutive un d faut dans la signalisation de la voie de la leptine est retrouv e dans le
mod le murin ob/ob avec mutation dans le g ne de la leptine et dans le mod le de rat

134,135

Zucker fa/fa pour lequel la mutation est au niveau du r cepteur de la leptine . Le rat

Zucker fa/fa d veloppe un SM ainsi que des dysfonctions cardiovasculaires, notamment

70,13 ,137 .
013137 comme chez 'homme permettant une meilleure

diastolique et endoth liale
compr hension de la pathologie13 .
Parallelement a 'augmentation de la lib ration de ces adipokines on observe chez le

139 Cette diminution

sujet ayant un SM une diminution des taux plasmatiques d’adiponectine
peut sembler paradoxale puisque I'adiponectine est une hormone exclusivement synthétisée

par les adipocytes**® abondamment pr sente dans le plasma d’individus sains mais dont la

140 141

concentration diminue fortement dans I'ob sit seule™ ou en association avec le SM
ainsi que dans le diab te'* et les coronaropathies'®®. Sa synth se est stimul e par Vinsulin-
like growth factor-1 (IGF-1) et est inhib e par le TNF-a, les glucocortico des, les agonistes
adr nergiques'®*. Ainsi I'état inflammatoire du tissu adipeux peut diminuer sa synthése.
Cette hormone a de multiples propri t s permettant I'augmentation de la sensibilit

I'insuline et la r gulation du m tabolisme lipidique et glucidique ainsi que des propri t s
anti-inflammatoires et anti ath romateuses'*. Ces derni res s’exercent en inhibant
I'activation endothéliale, la prolifération des CMLV et le remodelage vasculaire ainsi que la

145

conversion des macrophages en cellules spumeuses . La diminution de la concentration
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plasmatique en adiponectine dans I'obésité visc rale coupl e une augmentation
d’adipocytokines pro-ath rog nes acc | re le processus d’ath roscl rose et le risque de

rupture de plaque.

2. Caractéristique du  syndrome  métabolique: Ies
dyslipidémies

Les dyslipid mies retrouv es dans le SM sont caract ris es par une augmentation du

taux de triglyc rides parall lement une diminution du taux de HDL-C (lipoprot ine de
haute densit ) plasmatique et sont directement li es a I'obésité androide et a
I'insulinorésistance. Elles augmentent le risque de survenue d’événements cardiovasculaires
via la formation de plaque d’athérome. En parall le, le lien entre dyslipid mies et ICFEp est
bien illustr par le fait que les r gimes riches en graisse (high fat diet) induisent une

dysfonction diastolique dans les mod les murins™* .

Triglycérides

L'augmentation du taux de triglyc rides (TG) plasmatique chez le sujet ob se
provient d’une part d’un excés d’apport calorique et d’'une autre part d’une augmentation
de sa formation au niveau h patique. Cette augmentation des TG est aussi associ e une
augmentation de la concentration plasmatique en acides gras libres. L’hyperinsulin mie
participe  I'augmentation des taux de TG et d’acides gras en activant un facteur de
transcription favorisant la lipog n se. D’autre part I'insulinor sistance au niveau du tissu
adipeux engendre une lipolyse accrue, I'insuline n’exercant plus son effet inhibiteur sur la

147

lipase, ce qui conduit une | vation des acides gras circulants™’. L'augmentation des taux

. . . . . . 1
de TG est associ e une augmentation de la survenue de maladie cardiaque isch mique™® .

Lipoprotéine de basse densité (LDL)

L'insulinor sistance est également responsable d’'une augmentation de la synthése
de lipoprot ine de tr s basse densit (VLDL) et d’'une diminution de leur clairance ce qui
augmente leur concentration plasmatique et le risque ath rog ne. En effet les mol cules de
LDL p n trant dans l'intima des vaisseaux subissent une oxydation et sont capt s par les
macrophages formant ainsi des cellules spumeuses a [lorigine des Iésions

ath roscl rotiques™®.
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Lipoprotéine de haute densité (HDL-C)

L'HDL-C permet le transport du cholest rol et des triglyc rides de la circulation
sanguine vers le foie et est associé a une diminution de formation de plaque d’ath rome et
des pathologies cardiovasculaire en g n ral**°. Sa concentration plasmatique est diminu e
dans le SM. Ceci s’explique en partie par I"augmentation de la concentration en VLDL
entraine une augmentation de la concentration en HDL riche en triglyc rides qui est d grad
par les lipases h patiques diminuant in fine le nombre de mol cules de HDL pouvant assurer

le transport du cholest rol des vaisseaux vers le foie.

3. Caractéristique du syndrome métabolique : I'hyperglycémie

d jeun
L’hyperglycémie a jeun est un critére diagnostique du SM dans la définition de I'IDF
de 2005 qui peut faire I'objet de débats. En effet il est possible qu’une personne ne pr sente
pas d’hyperglycémie a jeun mais présente des perturbations dans le métabolisme glucidique
avec une | vation lev e de la glyc mie postprandiale qui perdure dans le temps. Ainsi, afin
de ne pas exclure une personne de la d finition du SM sur ce crit re il semble plus pertinent

de s’intéresser a une perturbation de la signalisation de l'insuline.

Roles physiologiques de l'insuline

L'insuline est une hormone synthétisée par les cellules B des flots de Langerhans
jouant un role tres important dans le maintien de I’'homéostasie énergétique mais aussi dans
le tonus vasculaire. L'insuline diminue la glyc mie via plusieurs m canismes tels que I'entrée
du glucose plasmatique dans les tissus insulino-sensibles, la stimulation de la glycolyse et de
la transformation du glucose en glycog ne. La signalisation de I'insuline engendre galement
une inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux, ainsi que l'inhibition de la néoglucogenése
dans le foie et le muscle squelettique.

L'insuline doit se lier sur son r cepteur Rl qui est une glycoprot ine
transmembranaire appartenant la superfamille des r cepteurs activit tyrosine kinase
afin de pouvoir exercer ses actions hypoglyc miantes. Seuls les tissus insulino-sensibles que
sont le foie, le muscle squelettique (et cardiaque) et le tissu adipeux expriment le RI. La
liaison de I'insuline sur son r cepteur entraine un changement de conformation de celui-ci

I'origine de la fixation d’ATP sur la partie intra-cytoplasmique du r cepteur et de
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I’autophosphorylation du récepteur sur des résidus tyrosine permettant son activation™. Le
r cepteur activ va phosphoryler des partenaires prot iques intracellulaires comme les
prot ines IRS dont il existe 4 isoformes, ou la prot ine Shc (Src homologous and collagen
protein).

Les réponses a l'insuline passent par deux voies de signalisation que sont la voie
PI3K/AKT (phosphatidyl inositol-3 kinase) responsable de la plupart des effets m taboliques
de l'insuline et la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase) qui contr le principalement

les effets prolifératifs et mitogenes de I'insuline :

1) Voie PI3K
La liaison des prot ines IRS-1 et IRS-2 sur le récepteur activé permet I'ancrage
d’autres protéines dont la PI3K qui va phosphoryler le Phosphatidylinostiol 4,5 biphosphate
(PIP2) en phosphatidyl inositol 3,4,5 triphosphate (IP3) au niveau interne de la membrane
plasmique. Cette phosphorylation va permettre le recrutement de la phosphatidyl inositol-
dependent kinase 1 (PDK1) qui va son tour activer par phosphorylation plusieurs prot ines
activit serine-thr onine kinases dont Akt (aussi appel e prot ine kinase B) qui joue un

r le important non seulement dans le m tabolisme mais aussi dans la vasodilatation.

2) Voie MAPK

La voie MAPK peut tre activ e viag les protéines IRS mais aussi par I'enzyme Shc.
L’activation de Shc va initier une cascade de phosphorylations stimulant une suite de kinases
dont MEK1/2 (MAPK-ERK Kinase 1/2) qui phosphoryle les MAPK. Les MAPK sont des s rine-
thr onine kinases r gulant I'activation ou l'inhibition de la transcription de g nes cibles, la

diff renciation, la croissance cellulaire ainsi que la synth se prot ique.

Les roles métaboliques de l'insuline passent principalement par la voie PI3K-Akt qui
permet, entre autres, de diminuer I’hyperglycémie post-prandiale en permettant la
translocation du transporteur de glucose GLUT-4 (Glucose Transporter-4) au niveau de la

membrane plasmique des muscles squelettiques™>.

Cette action est primordiale pour
réguler la glycémie puisqu’il a été montré dans un test de clamp
hyperinsulin mique/euglyc mique chez le sujet sain que le muscle squelettique est

responsable de la captation de 0 du glucose sanguin’®. Le foie participe, sous la
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dépendance de l'insuline, au maintien de I'homéostasie glucidique en fonction de la
glycémie. Ainsi l'insuline inhibe la libération du glucose hépatique par inhibition de la
néoglucogenese et de la glycogénolyse tout en favorisant la captation et la transformation
hépatique du glucose sanguin en glycogene. L’hyperglycémie a jeun retrouvée dans le SM et
le diabete serait dd a un excés de néoglucogenese reflétant une insulinorésistance
hépatique™™.

Au niveau du tissu adipeux l'insuline favorise la lipogenése transformant les acides
gras en triglycérides et inhibe la lipolyse.

En plus de ses rbles sur le métabolisme glucidique I'insuline, qui est une hormone
anabolisante, favorise la captation des acides aminés par ses tissus-cibles ainsi que la
synthese de protéines tout en inhibant la protéolyse et peut donc jouer un role dans

I’hypertrophie cardiaque.

Récepteura '
I"Insuline
/\TP\
ATP
/\DPDP-Y Y-p \\>/\DP
P-Y Y-pP
A \ J
poptose | pI3K/Akt MAPK
lipolyse L T~ L T~
NOSe GLUT4 Endothéline  Proliférationcellulaire
\ ¥ \ ¥
Vasodilatation Absorption Vasoconstriction Hypertrophie
du glucose

Figure 9 : Représentation schématique de la signalisation de l'insuline.

Actions sur le systéeme cardiovasculaire
Au-dela de ses réles métaboliques l'insuline et sa cascade de signalisation agit de
maniere plus ou moins directe sur le coeur et les vaisseaux.
Les rbles de l'insuline dans le systeme cardiovasculaire n‘ont pas été faciles a
comprendre puisque des réponses diamétralement opposées ont été observées en fonction

de la voie de signalisation exprimée. En effet au niveau de I'endothélium l'insuline peut soit
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induire une vasodilatation par activation de la NOSe via la voie PI3K-Akt soit induire une

>4 Cependant

vasoconstriction en stimulant la production d’endoth line via la voie MAPK
dans les conditions physiologiques la voie PI3K prédominerait et I'insuline aurait une action
vasodilatatrice permettant une meilleure perfusion des tissus p riph riques et du myocarde.
L’'activation de la voie MAPK par l'insuline augmenterait la synthése de molécule d’adhésion
au niveau de I'endothélium telles que la E-Selectine et VCAM-1 (Vascular cell adhesion

protein 1) permettant une interaction avec les leucocytes et serait ainsi associ e un risque

ath rog ne.

Au niveau cardiaque l'insuline est un régulateur clé la croissance des cardiomyocytes
puisqu’on observe une diminution de la taille des cardiomyocytes chez des souris KO pour le
RI dans le coeur™>. Ainsi lors de I'hyperinsulinisme compensatoire de I'insulinorésistance
I'excés de signalisation participe a I’hypertrophie des cardiomyocytes et au remodelage
ventriculaire.

L'insuline permet également la survie des cardiomyocytes en inhibant I'apoptose par

phosphorylation de BCL2 (B-cell leukemia/lymphoma 2) via la voie PI3K /Akt™ .

Conséquences d’'une dérégulation dans la signalisation de I'insuline
Une intolérance a l'insuline est retrouvée dans la majorité des patients atteints du
SM et se traduit par une diminution de la sensibilit et/ou de la réponse a l'insuline. Cusi et
al d montr rent que lors de I'insulinor sistance seule la voie PI3K-Akt est alt r e alors que

7 La voie PI3K/Akt tant responsable de la plupart des

la voie MAPK reste fonctionnelle
effets métaboliques de l'insuline il en résulte une perturbation de I’homéostasie glucidique
et lipidique. Celle-ci se traduit par une hyper-insulin mie compensatoire, une augmentation
de la concentration plasmatique en glucose ainsi qu’une levée d’inhibition de la lipolyse dans
le tissu adipeux conduisant a une libération d’acides gras libres dans la circulation sanguine.
Au-dela des effets métaboliques, la résistance a l'insuline diminue I'activité de la
NOSe conduisant une diminution de la synth se de NO et une dysfonction endoth liale.
Ceci est aggrav par le fait que la voie MAPK reste fonctionnelle et continue de stimuler la

synthese d’endothéline entrainant une vasoconstriction et une augmentation les r sistances

périphériques s’opposant au travail cardiaque™’.



Enfin, le lien entre hyperglyc mie et IC est indirectement sugg r par plusieurs
grands essais cliniques r cents d montrant les effets b n fiques sur la morbi-mortalit |i e
I'insuffisance cardiaque de traitements antidiabétiques, en particulier les inhibiteurs du co-

15 ,159

transporteur sodium-glucose de type 2 , méme s’il est probable que ces effets soient

partiellement ind pendants du contr le de la glyc mie.

4. Caractéristique du syndrome métabolique : I'hypertension

artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) augmente le risque d’ v nements cardiovasculaire
d | t restels que I'athérosclérose majorant ainsi le risque de survenue d’accident vasculaire
c r bral (AVC) et d’'IC. En France I'hypertension artérielle toucherait pratiquement une
personne sur trois’ °. Cependant I'étude ESTEBAN prenait comme valeurs seuil
d’hypertension une PAS >140 mmHg et une PAD>90 mmHg alors que dans les
recommandations de la F d ration Internationale du Diab te on parle d’HTA lorsqu’on
d passe 135 et 5 mmHg respectivement laissant présager d’un nombre plus important de
personnes souffrant d’HTA et présentant un SM.

L'HTA, bien que la plupart du temps sans tiologie connue, est souvent associ e aux
désordres métaboliques tels que I'obésité, I'intolérance au glucose et la dyslipid mie® L.
L'insulinorésistance en favorisant la voie MAPK et la synthése d’endothéline engendre une
vasoconstriction participant a 'HTA' 2.

De plus, I'insulinor sistance est associ e une activation du SRAA et I'angiotensine Il

est impliquée dans I'établissement de I'HTA! 3.
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III. Nouvelles cibles thérapeutiques de Ila
dysfonction cardiovasculaire associée au

syndrome métabolique

A. Cibler le Récepteur Minéralocorticoide

Le SRAA est un systeme jouant un role essentiel dans la régulation de la balance
hydro-sodée et par conséquence dans la régulation de la pression artérielle qui se retrouve

165166 ot participe a leur

suractivé dans les pathologies cardiovasculaires™®* et rénales
physiopathologie. Il existe plusieurs effecteurs dans le SRAA mais nous allons nous
concentrer dans cette partie sur l'aldostérone et son récepteur appelé récepteur

minéralocorticoide (RM).

1. Synthese de I'aldostérone
L’aldostérone est une hormone minéralocorticoide synthétisée dans le cortex de la
glande surrénale a partir du cholestérol en réponse a divers stimuli comme I'angiotensine Il,
I’hyperkaliémie et I’endothéline-1. L’aldostérone exerce ses actions de maintien de

I’homéostasie hydrosodée principalement via sa liaison au récepteur minéralocorticoide.

Hypoperfusion Angiotensinogene

Hyponatrémie I:> Rénine

Hyperkaliémie ) )
Angiotensine |

-— l Enzyme de Conversion de I'’Angiotensine

Angiotensinell —— Vasoconstriction

l

Aldostérone —— Réabsorption hydrosodée
Excrétion potassium

Figure 10: Représentation schématique de la stimulation de la synthése de

I'aldostérone.
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2. Le Récepteur Minéralocorticoide

Le RM appartient la famille des facteurs de transcriptions nucl aires st ro diens et
est pr sent dans un grand nombre de types cellulaires tel que les cellules pith liales
r nales, les cardiomyocytes, les CMLV! 7, les cellules endoth liales’ ainsi que les
adipocytes’ °. Le RM n’est pas sélectif de I'aldostérone et peut étre activ par le cortisol
mais une enzyme, la 11BHSD2, transforme le cortisol en cortisone qui n’a pas d’affinité pour
le RM'7°. Cette enzyme d’abord trouvée dans les tissus pith liaux est galement exprim e
dans les CMLV* 7.

En absence de ligand le RM est retenu dans le cytoplasme par un complexe de
prot ines dont les HSP (heat shock proteins), une fois activ par I'aldostérone il va tre
transloqu dans le noyau et se fixer sur des HRE (hormone response element) de g nes
cibles. Au niveau du tissu pith lial r nal parmi les g nes activ s on peut citer ceux
impliqu s dans la formation du canal sodique pith lial (ENaC) et de la pompe Na*/K'-
ATPase permettant une r absorption de sodium et celui de la serine/thr onine prot ine
kinase SGK1 qui inhibe indirectement la dégradation d’ENaC.

Au niveau vasculaire et cardiomyocytaire le RM « activ » conduit a I'augmentation
de I'expression d’une large vari t de g nes tels que ceux codant pour I'ECA, le collag ne |,
Il et IV ou encore ceux impliqu s dans la r gulation de la MEC et de I'inflammation® ’.
L’activation du RM permet d’autre part d’augmenter la formation d’angiotensine Il et peut
entrainer un cercle vicieux en cas d’activation chronique.

Le RM est faiblement exprim dans le tissu cardiaque, r nal et vasculaire en
conditions physiologiques et en conditions pathologiques sa surexpression est corr | e chez
'homme avec la gravité de Iinsuffisance cardiaque® * et r nale’ . Des travaux effectu s
dans notre laboratoire ont montrés qu’une surexpression tissu-sp cifique du RM, aussi bien
au niveau des cardiomyocytes'’t que des CMLV'’?, entraine une dysfonction coronaire.
D’autres études montrent qu’une délétion tissu-sp cifique du RM (cardiomyocytaire en
'occurrence) est b n fique dans des mod les exp rimentaux d’infarctus du myocarde'” et
de surcharge de pression'’* ce qui renforce I'hypothése d’une activation délétére du MR en
conditions pathologiques.

Chez I'homme on retrouve lors d’une activation trop importante du RM une

hypertension, une augmentation de la production d’ EROS, une inflammation ainsi qu’un
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remodelage de la MEC avec accumulation de coIIagt‘ene175 aussi bien au niveau rénal que
cardiaque et vasculaire.

Différentes approches thérapeutiques ont été mises au point afin d’inhiber le SRAA
dans les pathologies cardiovasculaires dont les IEC qui permettent de diminuer la synthése
d’angiotensine Il et d’aldostérone. Cependant un phénomeéne d’échappement au traitement
a été observé chez des patients dont la concentration plasmatique en aldostérone restait

176

élevée malgré la prise d’IEC Une autre approche permettant d’inhiber les effets

biologiques de I'aldostérone a été développée via I'utilisation d’antagonistes du RM.

RM

\4 H E .Q
AENaC ACollagéne 1let 3
vy NA/K ATPase 2 MEC
A SGK1 A cytokines
Réabsorption hydrosodée Inflammation
Hypertension Hypertrophie
Fibrose

Figure 11: Représentation schématique de Ila signalisation du Récepteur

Minéralocorticoide.

3. Antagonistes du Récepteur Minéralocorticoide
Les antagonistes du RM (ARM) font partie des traitements recommandés par les
grandes sociétés de cardiologie telles que I'ESC dans I'ICFEr et apres infarctus en
complément du traitement standard (IEC et bétabloquants) chez les patients restant

symptomatiquesg. Les deux premiers ARMs utilisés chez ’homme sont la spironolactone et
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I’ pl r none qui ont tous deux montr s leur efficacit en termes de survie et de diminution
d’hospitalisation dans I'ICFEr lors de deux grands essais cliniques RALES 2 ot EPHESUS *. Les
effets bénéfiques de ces ARMs est d’autant plus remarquable que les patients présentaient
desICs v res de classe NYHA Il et IV.

Ces effets b n fiques ont t confirm s pour des patients ICFEr en classe NYHA Il
avec I’ pl r none lors de I'essai clinique EMPHASIS sur la diminution de la mortalit (totale
et cardiovasculaire) et d’hospitalisation'”” et a donc confirmé I'int r t des ARMs dans le
traitement de I'lC.

Concernant I'ICFEp les r sultats sont plus contrast s puisque I’essai clinique TOPCAT
(Treatment of Preserved Cardiac Function Heart Failure With an Aldosterone Antagonist) n’a
pas d montr dans un premier temps d’effet b n fique de la spironolactone dans I'ICFEp*’ .
Cependant une nouvelle analyse r alis e sur un sous-groupe de patients dont le diagnostic
d’ICFEp tait certain et dont la prise de traitement tait av r e, a permis de mettre en

vidence une diminution de la mortalit et du nombre d’hospitalisation avec la
spironolactone179 chez des patients avec une FEVG >45 . Cependant la FEVG n’étant pas
supérieure a 50% on ne peut pas réellement parler d’ICFEp.

Il faut souligner que malgr les effets b n fiques clairement d montr s des ARM
dans I'ICFEr ceux-ci restent actuellement sous-utilis s notamment cause de risque s v re
d’hyperkaliémie et de la contre-indication chez les patients avec une insuffisance r nale
grave. D’autres facteurs expliquent cette faible utilisation des ARMs tels que la forte affinit
mais la faible s lectivit de la spironolactone pour le RM et la meilleure s lectivit mais la
tr s faible affinit del’ pl r none enversle RM* °.

Le manque de s lectivit ou d’efficacité ainsi que les hyperkali mies emp chant les
ARMs de montrer leur potentiel th rapeutique, les recherches se sont intensifi es et ont

permis d’obtenir des ARM non st ro diens et nous nous focaliserons sur la fin r none.

La finérénone :
La fin r none est un antagoniste non st ro dien du RM qui a la m me affinit que la
spironolactone envers le RM tout en pr sentant une s lectivit 500 fois sup rieure celle de
I’ pl r none ’. De mani re int ressante les tudes pr cliniques chez le ratontr v | s que

la fin r none permettait, des doses ne baissant pas la pression art rielle (1 mg/kg), de
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prévenir les dommages structuraux et fonctionnels du cceur et des reins dans un modele
d’hypertension ainsi que d’améliorer la fonction cardiaque VG dans un modele d’ICC' 2. De
plus son affinité pour le RM permet d’utiliser des doses plus faibles qu’avec I'épl r none
puisque une dose de 10 mg/kg diminue plus efficacement la PA que 100 mg/kg
d’ pl r none. Cette m me tude a montr que la distribution tissulaire de la fin r none
était la méme au niveau du cceur et des reins contrairement a ce qui était observé avec les

deux ARM st ro diens qui se lient principalement au RM r nal.

Finerenone

Figure 12 : Structure chimique de la fin r none un antagoniste non st ro dien du

R cepteur Min ralocortico de. Issu de Kolkhof et al.! 2

Un essai clinique de phase 2 r alis afin de tester la tolérance et I'innocuité de la
fin r none chez des patients ICFEr pr sentant une maladie r nale chronique mod r e
(ARTS : minerAlocorticoid Receptor Antagonist Tolerability Study) a montr un moindre
risque d’hyperkali mie et d’aggravation de la dysfonction rénale en comparaison la
spironolactone’ 3. Cette étude montre gu’une dose de 10 mg de fin r none est aussi
efficace qu’une dose de 50 mg de spironolactone pour diminuer les marqueurs de stress
cardiaque (BNP, NT-pro-BNP) et r nal (albumine) et induit moins de dysfonction r nale. Ces
r sultats encourageants ont conduit deux nouveaux essais cliniques actuellement en cours
sur des patients diab tiques avec n phropathie pour valuer les effets de la fin r none
ajout au traitement standard, soit dans la progression de la maladie r nale ( tude FIGARO-

DKD) soit dans la r duction de la morbi/mortalit cardiovasculaire ( tude FIDELIO-DKD).
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A la vue des résultats prometteurs obtenus avec la finérénone dans I'ICFEr et les
n phropathies diabétiques il serait intéressant d’évaluer les effets de la fin r none dans

I'ICFEp seule ou en association avec le syndrome m tabolique.
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B. Cibler I’endothéline-1

1. Syntheése de I'endothéline
L’endothéline-1, (ET-1) est un peptide vasoconstricteur d couvert en 19  par
Yanagisawa et al au niveau de cellules endoth liales vasculaires™. L’endothéline-1 fait partie
d’une famille de 3 peptides produits a partir de 3 genes différents et est responsable de la

141 5, ainsi dans

majorit des effets biologiques du syst me endothélinergique chez I'adulte
la suite de I'exposé nous utiliserons I'abréviation ET pour désigner I'ET-1. L'ET est synth tis e
sous forme d’un pr curseur inactif appel pr -pro ET, un premier clivage effectu par une
prot ase conduit la Big-ET, interm diaire biologiquement inactif, lui-m me cliv par des
enzymes de conversion de l'endoth line (ECE) (ou par d’autres enzymes comme la
neprilysine) conduisant la forme active constitu e de 21 acides amin s. L'ET n’est pas
uniguement synth tis e par les cellules endoth liales mais galement par d’autres types

cellulaires comme les CMLV et les fibroblastes® et exerce ses actions biologiques via sa

liaison deux sous types de r cepteurs.

Synthesis of endothelin and its regulation
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Nitric oxide prepro-endothelin-1 / _}

ANF, BNP, CH

Prostacyclin,

Heparin, Actions:

High shear stress paracring, endocring,

autocrine, secretory

Figure 13 : Repr sentation sch matique des facteurs et tapes permettant la

synthése de I'endothéline-1. Illustration issue de Brunner 200 *’

2. Les récepteurs de I'endothéline
D s 1989 des expérimentations sur le rat montrent une réponse biphasique de I'ET

sur la PA sugg rant I'existence de diff rents types r cepteurs responsable de ces effets de
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'ET' . En effet I'injection intraveineuse d’ET induit premi rement une diminution transitoire
de la PA et dans un second temps une augmentation maintenue de la PA. Deux sous-types
de r cepteurs appel sr cepteurs ETp et ETgont t d couverts et expliquent les diff rences
de r ponse [I'ET de par leur localisation sur des types cellulaires diff rents et leur couplage

des prot ines G diff rentes. Il faut noter que les deux sous-types de r cepteurs de I'ET
s’activent 3 des concentrations subnanomolaires d’ET circulante’ ° et que la plus forte
densit desr cepteurs est retrouvée au niveau du coeur et des poumons™.

Ainsi le r cepteur ET,, responsable des effets vasoconstricteurs de I'ET, est retrouv
au niveau des CMLV, des cardiomyocytes et des cellules inflammatoires mais pas au niveau
de I'endothélium. Ce r cepteur est coupl  deux prot ines G diff rentes, la Gs et la Gq ; la
voie majoritaire tant celle de la prot ine Gq qui active la phospholipase C catalysant la
d gradation du PIP2 en IP3 et DAG. L’IP3 va se fixer sur le RS et entra ner une lib ration de
ca® provoquant la contraction de la cellule cible (CMLV provoquant la vasoconstriction ou
cardiomyocyte favorisant la contraction cardiaque). Le DAG est responsable des effets
génomiques de I'ET en activant la PKC qui active la MAPK conduisant a l'activation de
facteurs de transcription. L'activation de la PKC participe la contraction musculaire en
favorisant I'ouverture des canaux calciques membranaires.

Le r le des r cepteurs ETg quant lui t difficle comprendre puisque ses
r ponses sont diam tralement oppos es selon sa localisation cellulaire. En effet il entraine
une vasodilatation lorsqu’il est retrouv sur les cellules endoth liales alors que les
r cepteurs ETg localis s au niveau des CMLV induisent une vasoconstriction. L'équipe de
Tsukahara montra en 1994 que I'ET se fixant sur les r cepteurs ETg pr sents sur les cellules
endoth liales humaines de veine ombilicale (HUVEC) conduit la lib ration de NO et cela de
mani re dose-d pendantelgl. Au contraire les r cepteurs ETg situ s sur les CMLV sont
coupl s des prot ines Gg et induisent une vasoconstriction via les m mes m canismes que
le r cepteur ET,.

La synthése d’inhibiteur spécifique du r cepteur ETg a permis de mieux appr hender
ses différents roles et en particulier dans la clairance de I'ET qui se fait au niveau de la

192,1 :
92,193 situ  sur

circulation pulmonaire et d pendrait exclusivement du r cepteur ETg
I’endoth lium pulmonaire. En effet I'utilisation d’antagoniste du r cepteur ET, n’induit pas
d’augmentation de la concentration plasmatique d’ET alors qu’elle augmente en pr sence

d’antagoniste sp cifique du r cepteur ETg.
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Il semblerait que les exp rimentations sur cultures cellulaire et in vivo avec injection
intraveineuse d’ET aient surestimés I'action vasodilatatrice de I'ET se liant son r cepteur
ETy endoth lial. En effet des travaux suggerent une libération polarisée d’ET vers le pole
basal de la cellule endoth liale activant les r cepteurs situ s sur les CMLV et tr s peu les

r cepteurs situ saup le apical de la cellule endoth liale savoir ler cepteur ETg"*.

3. Le systeme endothelinergique en conditions physiologiques

Le syst me endothelinergique est tr s finement régulé au niveau de I'expression

g nique de I'ET et de celle de ses r cepteurs ainsi qu’au niveau de son activit . Ainsi dans les

conditions physiologiques, la production et les effets biologiques de I'ET sont inhib s par des

facteurs dilatateurs comme le NO, la prostacycline et les peptides natriur tiques ainsi que

par ’héparine. Au contraire I'expression génique de I'ET ou son activit vont tre stimul es

par l'angiotensine Il, certaines cytokines pro-inflammatoires, I’hypoxie, un stress oxydant
ainsi que par une diminution du « shear stress ».

Dans les conditions physiologiques la synthése et la libération d’ET se fait en continu,

cependant les concentrations plasmatiques d’ET sont faibles de I'ordre de 0,3 10 pg/mL

chez des sujets sains'®

. Selon certains auteurs cette concentration serait insuffisante pour
engendrer une vasoconstriction mais il faut rappeler que la concentration plasmatique n’est
pas le reflet de la concentration tissulaire de I'ET, notamment au niveau du coeur et des
poumons, et cela a la fois de par la libération polarisée d’ET et de par la clairance pulmonaire
de I'ET. Ainsi, il est probable que I'ET, lib r e en continu au niveau tissulaire, joue un r le
important dans la r gulation de la pression art rielle et de la natriur se et soit inotrope
positive au niveau des cardiomyocytes™ .

Lors de la dysfonction endoth liale, une diminution de la biodisponibilit en NO va
lever I'inhibition de synthése de la pr -pro-ET au niveau g nique et d masquer les effets
d | t res du peptide. Ainsi dans de nombreuses pathologies engendrant une dysfonction
endoth liale une sur-activation du syst me endoth linergique est aussi observ e comme
dans I'ICC, I'HTAP, I'insuffisance rénale et I'athérosclérose. Il faut ajouter qu’une diminution

de la clairance de I'ET a lieu en conditions pathologiques du fait d’'une diminution de la

densit desr cepteurs ETz notamment au niveau de I'endoth lium pulmonaire.



4. Le systeme endothélinergique en conditions pathologiques

Au-del de la dysfonction endoth liale, I'hypoxie et I'inflammation sont aussi des
facteurs augmentant la synth se d’ET notamment au niveau cardiaque ou il a été montré
gue HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor-1a) se fixe sur la partie promoteur du g ne codant
ET*"® . Ainsi dans les pathologies associant une dysfonction endoth liale avec de
I’'hypoxie et une inflammation telle que dans I'ICC, I'augmentation de la concentration
plasmatique en ET active les r cepteurs ET, et ETg au niveau des CMLV. Il en r sulte une
vasoconstriction prolong e augmentant la PA contribuant ainsi au maintien de la pathologie
via une augmentation du travail cardiaque. L’action de I'ET sur la PA passe également par la
stimulation de la synthése d’aldostérone engendrant une augmentation de la volémie.

La suractivation du syst me endoth linergique est aussi associ e des arythmies via
une activation du SNS' °. De plus, la stimulation des r cepteurs ETa et ETg situ s sur les
fibroblastes cardiaques et vasculaires entra ne leur prolif ration ainsi que leur activation
conduisant alors une production accrue de collag ne. Cela induit une fibrose cardiaque et
vasculaire augmentant la rigidité du cceur et des vaisseaux et par cons quence le travail
cardiaque. L'ET induit galement une hypertrophie des cardiomyocytes en activant les
kinases Raf et MAPK via la liaison sur son r cepteur ETA'®® et stimule la prolif ration des
CMLV. Enfin, un cercle vicieux s’installe puisque I'ET provoque un stress oxydant et une
inflammation accentuant la dysfonction endoth liale et la sur activation du syst me

endoth linergique.
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Figure 14 : lllustration des effets de I'endothéline sur le systéme vasculaire, cardiaque,
pulmonaire et r nale en physiologie (noir) et en conditions pathologiques (rouge). Issu de

Thorin et Clozel* °

Inhibition du systéme endothelinergique en conditions pathologiques

Ds la mise en vidence du rle d Il tre de [Iactivation du systeme
endoth linergique dans de nombreuses pathologies telles que I'HTAP, I'ICC et Ia
scl rodermie des recherches pour inhiber pharmacologiquement ce syst me ont t
entreprises. Deux approches diff rentes ont t explor es:la premi revisant emp cherla
synthése de I'ET en inhibant les ECE dont ne nous parlerons pas dans cet expos et la
seconde visant inhiber les effets biologiques de I'ET en utilisant des antagonistes mixtes ou
s lectifs d’un des deux sous-types de r cepteur.

Ces recherches ont permis de synth tiser, 3 ans apr s la découverte de I'ET, le
bosentan un antagoniste mixte ETA-ETg qui en 2001 a t le premier traitement oral dans
I'HTAP permettant d’augmenter le délai avant aggravation des signes cIiniquesZOO.

D’autres antagonistes s lectifs du r cepteur ET, (permettant de maintenir les effets
« positifs » des r cepteurs ETg endoth liaux) tels que I'ambrisentan et le sitaxentan ont t
d velopp s. Cependant le sitaxentan a t retir du march pour cause de toxicit

h patique qui reste également un des problemes majeurs du bosentan et de I'ambrisentan.



Essais cliniques dans I'ICC

Les concentrations plasmatiques d’ET tant lev e chez les patients ICC et corr lant
avec la mortalit , des essais chez I'animal et chez ’'homme ont t r alis es afin de contrer
ses effets d | t res. De nombreuses tudes pr cliniques r alis es au sein de notre
laboratoire et par d’autres équipes sur des modeles d’ICC ont montrés des effets bénéfiques

de I'utilisation d’antagoniste des récepteur de 'ET sur I’lhémodynamique et la mortalit 2°2%2

203.

Les premiers essais cliniques r alis s avec le bosentan ont montr une am lioration
de I’'h modynamique cardiaque mais les essais cliniques de grande envergure se sontr v | s
d cevants. Ainsi deux essais cliniques avec le bosentan n’ont pas montré de différence
significative par rapport au placebo. L'étude REACH-I (Randomized Endothelin Antagonism in
Chronic Heart Failure) a d tre arr t e pr matur ment a cause d’'une augmentation
excessive des transaminases h patique52°4. Cependant dans un sous-groupe de patients
ayant continu le traitement, une am lioration significative du statut clinique moisa t
observée. Ces résultats ont permis a I'étude ENABLE (Endothelin Antagonist Bosentan for
Lowering Events in Heart Failure) de voir le jour en dosant plus faiblement le bosentan (125
mg/bid contre 500 mg/bid). Cependant aprés 9 mois de suivi il n’y avait pas d’amélioration
significative du tableau clinique. La survenue d’cedeme chez les patients est certainement
une cause de cet chec puisque dans un sous-groupe de patients sans cedéme le bosentan
augmentait la survie sans v nement?®.

Ces résultats montrent que I'ET reste une cible privilégiée dans I'ICC mais que
I'innocuité et 'efficacité des antagonistes des récepteurs de I'ET doit tre am lior e afin de

montrer leurs b n fices. Cet objectif semble avoir t obtenu avec le macitentan.

Le macitentan

Le macitentan est un antagoniste mixte des récepteurs de I'ET d velopp  partir de
la structure du bosentan par la soci t Actelion Biopharmaceuticals. Cette mol cule a t
s lectionn e parmi un grand nombre de candidats pour ses propri t s physicochimiques
augmentant son innocuit ° (notamment au niveau h patique), sa p n tration tissulaire®®’
et son affinit pour les r cepteurszo. Ia t montr chez le rat que la demi-vie du

macitentan tait de 2h et qu’'un m tabolite actif avec une demi-vie de h participait aux
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effets pharmacologiques du macitentan permettant donc de prendre une unique dose par

jourzog.
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Figure 15 : Structure chimique du macitentan et de son m tabolite actif, un antagoniste

mixte des r cepteurs de I’endothéline-1. Repr sentation issue d’Iglarz et al.?%®

Le macitentana t le premier m dicament montrant une r duction de la mortalit
dans I'HTAP lors du grand essai clinique SERAPHIN (Study with an Endothelin Receptor
Antagonist in Pulmonary arterial Hypertension to Improve cliNical outcome) r alis sur des
patients en classe fonctionnelle Il et e,

Le macitentan a t approuv par la FDA (Food and Drug Administration) en 2013
pour le traitement long terme de I'hypertension art rielle pulmonaire (HTAP) chez les
patients en classes fonctionnelles Il 1l de I'OMS afin de ralentir la progression de la maladie
et le risque d’hospitalisation pour HTAP. Cependant en France la HAS (Haute Autorit de
Sant ) a estim que le macitentan n’améliorait pas le service médical rendu dans la strat gie
th rapeutique de prise en charge de ces patients et la mol cule n’est pas commercialisée en
France.

Cependant le profil de tolérance et d’efficacité du macitentan tant sup rieur aux
pr ¢ dents antagonistes des r cepteurs de I'ET, il semble pertinent d’évaluer ses effets dans
I'IC et plus particulierement dans I'ICFEp. En effet dans I'ICFEp une proportion importante de
patients pr sente une hypertension pulmonaire post-capillaire** qui constitue un facteur

aggravant de I'lC ainsi qu’une dysfonction ventriculaire droite. Ainsi le macitentan pourrait
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tre b n fique en agissant sur les dysfonctions vasculaires pulmonaires, cardiaques et
périphériques ainsi que sur I’"hémodynamique ventriculaire gauche et droite.

Un essai cliniquea t commenc fin 2017 chez des patients pr sentant une ICFEp et

une maladie vasculaire pulmonaire (SERENADE) afin d’évaluer si le macitentan diminue le

taux de NT-Pro-BNP.

51



C. Cibler la dysfonction mitochondriale

Un nombre croissant de travaux sugg re un lien entre la dysfonction mitochondriale
et I'IC?*0%! et plus particuli rement sur la dysfonction diastolique. L’insulinor sistance, qui
est retrouvée dans de nombreuses pathologies comme I'ICFEp, I'ob sit et le SM est
associée a la dysfonction mitochondriale dans différents tissus tels que le cceur, le foie et le

. . 212-215
tissu musculaire

. Ainsi la dysfonction mitochondriale semble tre impliqu e dans
I’établissement de ces pathologies mais il n’a pas t clairement tabli si elle est la cause ou
la cons quence de la pathologie. N anmoins la dysfonction mitochondriale exacerbe Ia
pathologie menant un cercle vicieux et repr sente donc une cible int ressante pour traiter

ces dysfonctions cardio-vasculaires et m taboliques.

1. Rappels sur la mitochondrie
La mitochondrie est un organite cellulaire essentiel pour la fonction des cellules
puisqu’elle fournit jusqu’a 90% de I'énergie21 utilis e par ces derni res sous forme d’ATP. Le
nombre de mitochondrie varie entre 500 et 2000 en fonction du type cellulaire et dans le

21721 | 3 mitochondrie est

cceur les mitochondries remplissent jusqu’a 30 du cytoplasme
constituée d’une membrane externe, d’'une membrane interne o se d roulent les
phosphorylations oxydatives (OXPHOS) et d’une matrice o se d roule la réaction de PB-
oxydation des acides gras.

La production d’énergie sous forme d’ATP dépend dans un premier temps de la
production d’ac tyl-coenzyme A (acetylCoA) issu soit de la b ta-oxydation des acides gras
soit de la d carboxylation du pyruvate dans la mitochondrie suite la glycolyse qui a lieu
dans le cytoplasme. L'acetylCoA est d grad e par les enzymes du cycle de Krebs conduisant

la formation de produits r duits: le NADH et FADH, qui vont permettre, par oxydations
phosphorylantes au niveau des complexes enzymatiques de la chaine respiratoire, d’établir
un gradient de protons qui sera utilis par 'ATP synthase pour produire I’ATP  partir de
I’ADP.

La biogen se des mitochondries est finement r gul e par diff rents | ments tels
qgue le ratio ATP/ADP et l'activation de I'’AMPK (Adenosine Monophosphate-Activated

Protein Kinase) qui par phosphorylation va activer PGC-la (peroxisome proliferator-

activated receptor-y (PPAR-y) coactivator) un coactivateur de la transcription jouant unr le
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essentiel dans la r gulation du m tabolisme nerg tique et dans la biog n se
mitochondriale®***,

Il est important de souligner que la synth se des prot ines de la chaine respiratoire
est sous la dépendance non seulement de I’ADN nucléaire mais également de I’ADN
mitochondrial permettant la synth se de 13 prot ines de ce complexe.

En plus de son role essentiel de production d’énergie la mitochondrie est impliquée

dans la voie intrins que de I'apoptose en réponse a un stress.

2. Dysfonction mitochondriale et pathologies cardio-

métaboliques

Le coeur, de par son activit contractile permanente, est tr s fortement d pendant
de la production mitochondriale d’ATP, et par cons quent d pend de la présence d’oxygéne
et des substrats de la chaine respiratoire. la t d montr dans les cardiomyocytes que 0
a 70% de I'ATP est utilisé pour la contraction, le reste tant utilis pour le fonctionnement
des pompes ioniques®?* soulignant I'importance de la production d’ATP non seulement pour
la contraction du myocarde mais galement pour sa relaxation. Comme dit pr ¢ demment
on retrouve dans le SM une dysfonction mitochondriale associ e la dysfonction diastolique
ainsi qu’a linsulinor sistance. Plusieurs m canismes de la dysfonction mitochondriale
expliquent ces retentissements cardiaques et m taboliques comme la diminution du nombre
de mitochondries, I'altération de leur morphologie et la diminution de la production d’ATP
commecelaad j t montr invivo et sur des biopsies de patients insulinor sistants®?>%%,
Ainsi une diminution de la production d’ATP cons cutive la dysfonction mitochondriale
peut alt rer la relaxation cardiaque, qui est un processus actif, consommateur d’ATP et
d pendant de signalisations calciques. D’autre part une production excessive des EROs lors
de la dysfonction mitochondriale m ne a I'activation de prot ines kinases sp cifiques des
r sidus s rine (dont la PKC).Or la phosphorylation d’IRS1 sur certaines s rine est associ e
une diminution des phosphorylations sur les thr onines diminuant ainsi le signal insulinique
et par cons quence l'utilisation du glucose par le muscle squelettique en r ponse
I'insuline**?.

Cette production excessive d’EROs peut tre le fait de la mitochondrie elle-m me o

de syst mes ext rieurs tels que la NADPH oxydase, la XO ainsi que la NOSe
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. En conditions physiologiques la mitochondrie produit des EROs qui
sont soit captur s par des syst mes de d fense antioxydants (superoxyde dismutase-
manganese (Mn-SOD) soit joue un r le dans la signalisation cellulaire?®’. Cependant en
conditions pathologiques un déséquilibre entre le nombre d’électrons apportés a la chaine
respiratoire et ceux utilisés pour produire I'ATP va faire r agir les lectrons en surplus avec
I’oxygéne et former soit des anions superoxyde soit du peroxyde d’hydrogene via I'action de
la Mn-SOD. Ce phénomene est observé par exemple lors d’'un exces d’apport alimentaire
et/ou une faible d pense nerg tique. Ces EROs peuvent induire des dommages de I’ADN,
particuli rement au niveau de I’ADN mitochondrial qui est proche du lieu de formation des
EROs et pas prot g par des histones comme I'ADN nucléaire’®®. ’accumulation de
mutations dans le g nome mitochondrial peut alt rer la formation des sous-unit s de la

chaine respiratoire**??

et accentuer ainsi la production d’EROs et la dysfonction
mitochondriale.

La dysfonction mitochondriale peut tre induite par la dysfonction endoth liale
comme cela a t montr chez des souris d ficientes en NOSe pr sentant une
insulinor sistance, une hypertension et une diminution du nombre de mitochondries®”. La
dysfonction endoth liale est retrouv e dans des pathologies avec dysfonction
mitochondriale comme le SM et I'ICFEp, et impliquerait la voie du NO/GMPc qui activerait
PGC-1a.

PGC-1a est un coactivateur de facteurs de transcriptions comme NRF-1 (nuclear
respiratory factor) favorisant la synth se des prot ines d’origine nucléaire de la chaine
respiratoire et de Tfam (facteur de transcription mitochondrial A)*22. Ainsi une diminution de
la biodisponibilit en NO et en GMPc emp cherait la biogen se mitochondriale et la
synth se des prot ines de la chaine respiratoire participant ainsi la diminution du nombre
de mitochondries et de synthése d’ATP observ es dans les pathologies pr sentant une

dysfonction endoth liale®™

. Un cercle vicieux peut s’installer puisque la production excessive
d’EROs observ e lors de la dysfonction mitochondriale diminue la biodisponibilit du NO et

participe la dysfonction endoth liale.
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3. Traitements ciblant la dysfonction mitochondriale

Le bon fonctionnement de la mitochondrie tant essentiel pour maintenir
I’'homéostasie énergétique et la dysfonction mitochondriale étant au cceur de nombreuses
pathologies plusieurs pistes th rapeutiques ciblant les mitochondriesont t d velopp es.

Ainsi les traitements ont pour objectif de restaurer le nombre de mitochondrie en
favorisant la biogen se mitochondriale, de rétablir la production d’ATP et/ou de diminuer la
production d’EROs. Parmi ces traitements on peut citer la metformine, antidiab tique de
r f rence en France dont les effets sur la mitochondrie ont t compris plus r cemment et
impliquent une diminution de la production d’EROs, une augmentation de I'expression de
PGC-1 ainsi que la stimulation de ’AMPK?,

D’une maniere plus globale les traitements diminuant le stress oxydatif peuvent
limiter la dysfonction mitochondriale notamment en pr venant le « ROS-induced ROS

release ». Ainsi I'antioxydant Tempol permet d’améliorer la morphologie et la fonction

mitochondriale dans un mod le de rats hypertendus®®.

L’iméglimine
L'im glimine, (( R) -(+) -4-dimethylamino-2-imino- methyl-1,2,5, -tetrahydro-1,3,5,
triazine hydrochloride) est le premier antidiab tique d’une nouvelle classe thérapeutique
appel e glimines, d velopp parlasoci t POXEL.
Cette mol cule cible la mitochondrie et agit au niveau des trois composants majeurs
du diab te de type 2  savoir la surproduction h patique de glucose, la diminution de
I'entrée de glucose dans le muscle squelettique ainsi que la diminution de la s cr tion

d’insuline par les cellules b ta-pancr atiquesm.
NH,

N~ "NH
wSNTONT
H-CI
Figure 1 : Structure chimique de I'iméglimine, premier représentant de la classe

pharmacologique des glimines. Repr sentation issue de Mesangeau et al.”*?
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Une tude sur des mod les animaux diab tiques (le rat Goto-Kakizaki GK et le
mod le de diab te induit par injection de streptozotocine) montre que I'im glimine exerce
des effets antidiab tiques via I’activation directe de la s cr tion d’insuline par les cellules B
sans affecter la sensibilit h patique a I'insuline®*.

Une autre tude r alis e sur des souris rendues diab tiques par un r gime riche en
graisse et en fructose montre que I'administration d’im glimine pendant semaines permet
de diminuer la glyc mie, de restaurer la tolérance au glucose et d’améliorer la sensibilit
I'insuline®*>. De plus cette tude a mis en vidence une diminution de la production d’EROs
par les mitochondries h patiques et sugg re une augmentation de I'oxydation des acides
gras et donc une production plus efficace d’ATP.

Une autre étude a montré qu’in vitro I'im glimine pr venait la mortalit de cellules
endoth liales soumises un stress oxydant d’origine hyperglycémique® . Cette tude a
confirmé que I'im glimine agit sur la mitochondrie et diminue la production d’ERQS, et a mis
en évidence que cette action n’entraine ni de modification de la respiration mitochondriale
ni d’altération dans le statut nerg tique de la cellule.

Les effets de I'im glimine ont t valu s dans plusieurs essais cliniques de phase |
puis de phase Il chez des patients pr sentant un diab te de type 2. Les 10 tudes de phase |
r alis es, impliquant un total de 301 sujets sains et des doses d’im glimine allant de 100

000 mg/jour, ont montré I'innocuit et un bon profil de tolérance de I'im glimine ainsi que
sa demi-vie estim e entre 10 et 12h.

Les essais cliniques de phase Il, divis s en  tudes incluant un total de 910 patients
et des doses d’'im glimine comprises entre 500 et 2000mg, ont permis d’évaluer I'efficacité
de lamol cule sur des param tres glyc miques ainsi que son innocuit et sa tol rance.

Bri vement ces essais cliniques ont d montr que I'im glimine permet de diminuer
significativement le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c) aussi bien en monoth rapie?’ que
lors d’une utilisation en combinaison avec de la metformine?® ou de la sitagliptine, un
inhibiteur de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP4)**°.

Une autre étude, réalisée sur un faible nombre de patients, a démontré qu’aprés 7
jours de traitement I'im glimine permettrait d’améliorer la sensibilité des cellules B au
glucose et d’augmenter la sécrétion d’insuline en réponse au glucose et tendrait diminuer

I’élimination hépatique de I'insuline*°.



Ainsi au-del de ses r les sur le m tabolisme glucidique, I'iméglimine permettant la
diminution de production d’EROs par la mitochondrie et de prot ger les cellules
endoth liales face un stress oxydant semble tre une mol cule int ressante pour le

traitement des dysfonctions cardiovasculaires associ es au syndrome m tabolique.
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Objectifs de la these

L'ICFEp est une pathologie d’origine multifactorielle pour laquelle il n’existe pas a ce
jour de traitement permettant d’augmenter la survie. On retrouve dans I'ICFEp une
dysfonction cardiaque diastolique prédominante ainsi qu’une dysfonction vasculaire
endothéliale. L'ICFEp est associ e de nombreuses comorbidités comme I’hypertension
art rielle, le diab te, le syndrome m tabolique, les n phropathies etc.

Les objectifs de cette thése étaient d’évaluer dans trois études séparées les effets de
trois nouveaux m dicaments sur la fonction cardiaque et vasculaire dans un contexte
d’ICFEp associ e au syndrome m tabolique. Nous avons choisi le rat ob se Zucker fa/fa
comme modele d’ICFEp associée au syndrome métabolique puisqu’il récapitule les
dysfonctions cardiovasculaires et métaboliques observées chez 'lhomme pr sentant cette
double pathologiem'13 241

Les mol cules utilis es ciblaient des syst mes biologiques d crits comme suractiv s
ou défectueux dans I'ICFEp et le syndrome m tabolique. Nous nous sommes int ress s aux
effets du blocage du r cepteur min ralocortico de par un antagoniste non st ro dien du RM,
la fin r none, aux effets du blocage des r cepteurs ETA et ETg par un antagoniste mixte des
r cepteurs de I'ET, le macitentan ainsi qu’aux effets de la pr vention de la dysfonction
mitochondriale par I'iméglimine

Le choix du rat Zucker fa/fa pour valuer ses compos s nous a semblé d’autant plus
pertinent qu’il pr sente d’autres dysfonctions pouvant participer a I’établissement de I'ICFEp

associ e au SM et pouvant tre cibl es par nos traitements. En effet une dysfonction r nale

242,243 244,245

ainsi qu’une dysfonction mitochondriale ontd j t montr eschezle rat Zucker
fa/fa. En addition une tude pr liminaire effectu e au sein du laboratoire sugg rait
galement une possible hypertension pulmonaire ainsi qu’une dysfonction VD chez le Zucker
fa/fa.
Dans ce contexte nos objectifs taient :
- L’évaluation de I'efficacité de la finérénone pour contrer la dysfonction cardiaque
mais aussi rénale dans I'ICFEp.

- ’évaluation de I'efficacité de I'iméglimine pour diminuer le stress mitochondrial et

son impact sur la dysfonction cardiaque mais aussi vasculaire dans I'ICFEp.



- La mise en évidence d’une hypertension pulmonaire et d’une dysfonction
ventriculaire droite associée a I'ICFEp chez le rat Zucker fa/fa et I’évaluation de la capacit
du macitentan  am liorer la dysfonction cardiaque gauche mais aussi I’hypertension

pulmonaire et la dysfonction VD.
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Partie expérimentale

I. Modele animal: le rat zucker fa/fa et

traitements

L'ensemble des 3 tudes a t r alis e sur des rats m les Zucker fa/fa g s de 12
semaines en d but de protocole et sur leur contr les, les rats lean fa/+. Chaque tude tait
divis e en deux parties afin d’évaluer dans I'étude a court-terme (7 9 jours) les effets
cardio-vasculaires de la molécule indépendamment d’'un remodelage et dans I'étude a long-
terme (90 jours) les effets additifs des modifications de structure. Les animaux ont recus une
nourriture standard.
Pour chaque tude les rats Zucker fa/fa ont t r partis de mani re al atoire en 2
groupes :
- un groupe non trait
- un groupe trait avec
-delafin r nonem lang e de la nourriture en poudre la dose de 2 mg/kg/j
-du macitentan m lang  de la nourriture en poudre la dose de 10 mg/kg/j
-de I'iméglimine (150mg/kg) par gavage deux fois par jour 9hetl h

Le poids des animaux tait mesuré chaque semaine afin d’adapter les doses de

traitement, les rats lean servaient de contr le sain.

II. Parametres Etudiés

A. Param tres cardiaques

1. Echocardiographie
Les échographies cardiaques ont été réalisées dans les études avec I'im glimine et la
finérénone apres 7 ou 9, 30 et 90 jours de traitement a I'aide d’un échographe Vivid7
Ultrasound (General Electric Healthcare), équipé d’une sonde linéaire de 14 MHz (M12L) et

d’un systéme d’analyse (Echopac, PC).



L’acquisition des images en mode temps-mouvement a t r alis e en coupe para-
sternale petit axe au niveau des muscles papillaires du VG. Les dimensions du ventricule
gauche ont ainsi été déterminées par la mesure de I'épaisseur des parois antérieure et
post rieure du VG en t | -systole et en t | -diastole (EPATS ; EPPTS ; EPATD ; EPPTD) ainsi
que les diam tres de la cavit (dTS; dTD respectivement).

La fraction de raccourcissement (FR, ), indice de contractilit cardiaque, a t

(dTD—-dTS) "
daTrD

calcul e selon la formule suivante : FR( ) = 100

L’acquisition des images en mode Doppler-puls a permis ; en se placant au niveau de
I'aorte thoracique ; de visualiser le flux sanguin sortant du VG et de mesurer l'intégrale
temps vitesse (ITV, cm) ainsi que la fr quence cardiaque (FC, bpm).

Le volume d’éjection systolique ; indice de la capacit du coeur a éjecter le sang vers

le syst me p riph rique;a t calcul selon laformule suivante :

N (dAortexdAorte)

VES (ml)=ITV *m "

Le d bit cardiaque (DC, ml/min)a t estim en multipliant le VES par la FC.
2. IRM

Détermination des volumes ventriculaires gauche et droit par IRM

Des IRM cardiaques ont t r alis es apr s 7,30 et 90 jours de traitement dans
I’étude sur le macitentan a I'aide d’une IRM Brucker BioSpec 4.7 T/30 (Brucker, Allemagne)
afin d’étudier le remodelage cardiaque VG et VD. Les animaux, anesthésiés au methohexital
sodique (brietal®; 0mg/kg, IP, Sigma-Aldrich, France) ont t plac send cubitus dorsal sur
une plague chauffante afin de maintenir leur temp rature corporelle, et reli s un
lectrocardiogramme. Un syst me de monitorage (SA Instruments Inc., NY, USA) reli  des
électrodes placées sur les rats, a permis la synchronisation des périodes d’acquisition avec
les FC et respiratoire lors de I'acquisition de l'image. En utilisant la s quence « Intragate »
(Bruker, France) bas e sur des chos de gradient, 'ensemble du VG et VD a été parcouru
durant les diff rentes phases du cycle (1 images par cycle) et tranches contigu s de 1.5
mm d’épaisseur dans le petit axe ont ainsi t « photographiquement d coup es ». Les
donn esont t analys es en utilisant le logiciel FARM-CAAS 2.0 (Pie Medical, Pays-Bas) en
s lectionnant les phases correspondantes lat | -systole (volume ventriculaire minimal) et

la t | -diastole (volume ventriculaire maximal). Les volumes ventriculaires gauches et



droitsont t d termin s partir des images prisesent | -systole ett | -diastole en faisant
le contour de I’'endocarde sur chacune des 8 coupes. Le volume total a t calcul comme
étant la somme du volume de chaque tranche. La fraction d’éjection (FE, %) a été calculée a

partir des volumes ent | -systole (VTD) ett | -diastole (VTS) selon la formule suivante :

FE( )= 2100

Le d bit cardiague VGetVDa t calcul selon laformule suivante :

DC (ml/min) : (EDV — ESV) * FC

Détermination de la perfusion tissulaire ventriculaire gauche par IRM

A la fin de chaque tude court et long-terme la perfusion myocardique ventriculaire
gauchea t valu e par « Arterial spin labeling » (ASL) permettant de marquer de mani re
électromagnétique les noyaux d’hydrogene de I'eau présente dans le sang en amont du
cceur. Des coupes du cceur sont imagées et les changements d’intensité du signal dans ces
images d pendent de I'apport de sang dans le tissu. Le bruit de fond provenant des spins
statiques est enlevé par acquisition d’image sans marquage avec les spins et la diff rence
entre les deux images peut tre utilis e pour quantifier la perfusion(Waller, Hiller et al.

2001; Kober, lltis et al. 2005)

3. Pression artérielle systémique chez le rat vigile

Afin de mesurer sur animal vigile et mobile les effets du traitement par le macitentan
sur ’hémodynamique systémigue 8 animaux non trait set animauxtrait sont t utilis s.
Un capteur de t | m trie (HD-S10, DSI) a été fixé dans I'aorte abdominale. Pour cela les
animaux ont t anesth si s (xylazine ,k tamine) pos s sur une plaque chauffante et
intub s, une laparotomie a té effectuée, le mésentére a été déplacé sur le c6té, l'aorte
abdominalea t d licatement isol e et perc e avec une aiguille, la canule du capteur a t
placée dans I'aorte abdominale et collée avec de la colle chirurgicale.

Un temps de r cup ration de 1 semainea t observ avant de mesurer la pression
art rielle systolique (PAS), la pression art rielle diastolique (PAD), et la fr quence cardiaque
(FC). Les mesures ont été effectuées sur 24h avant l'initiation du traitement puis apres 1, 7

et 90 jours de traitement.



4. Hémodynamique ventriculaire gauche

A la fin de chaque tude (apr s 7, 9 ou 90 jours de traitement) les animaux ont t
anesth si s avec du thiopental sodique (60 mg kg, IP). L’artére carotide droite a été isolée
soigneusement du nerf vague et canul e avec un micro-manom tre lectronique (SR- 39
type 1.4F, Millar instrument, USA). Les pressions art rielle systolique (PAS; mmHg) et
diastolique (PAD ; mmHg) ainsi que la fr quence cardiaque (FC, bpm) ont t mesur es au
niveau de la carotide avant que le capteur ne soitins r dans le ventricule gauche.

Au niveau ventriculaire gauche le micro-manom tre a mesur les pressions en fin de
diastole et en fin de systole (PTD et PTS, respectivement, mmHg) ; la d riv e minimale et
maximale de la pression en fonction du temps (dP /dt ., et dP /dt nax respectivement,
mmHg/sec) ainsi que la constante de relaxation tau (ms). Les courbes de relation pression-
volume en t | -systole (RPVTS) et en t | -diastole (RPVTD) ont t enregistr es puis
analysées a I'aide du logiciel IOX (EMKA, France). Les courbes ont t obtenues sur plusieurs
cycles cardiaque apres occlusion de I'aorte abdominale afin d’augmenter la post-charge. La
pente de ces courbes est un indice de la compliance myocardique en t | -diastole et de

I’ lastance ent | -systole.

5. Hémodynamique ventriculaire droite

Afin de connaitre I'atteinte VD chez les rats Zucker fa/fa et I'effet a long terme du
traitement par le macitentan sur la fonction VD et les pressions pulmonaires, I'étude de

I’'hémodynamique VD a t r alis e sur un sous-groupe d’animaux.
La veine jugulaire interne a t soigneusement isol e et canul e avec un micro-
manom tre lectronique (SR- 39 type 1.4F, Millar instrument, USA). Le cath ter a ensuite
t avanc de mani re r trograde afin d’entrer dans le ventricule droit. Au niveau
ventriculaire droit le micro-manom tre a mesur les pressions en t | -diastole et ent | -
systole (PTD et PTS, respectivement, mmHg), lad riv e minimale et maximale de la pression
en fonction du temps (dP /dt i, et dP /dt . respectivement, mmHg/sec) ainsi que la

constante de relaxation tau (ms).



B. Param tres vasculaires

1. Myographe de Mulvany

La fonction coronaire a t d termin e en utilisant le myographe de Mulvany (Dual
Myograph 410A, DMT, Aarhus, Danemark). Pour cela, directement apr s sacrifice de
I’animal, le cceur a été plong dans une solution de Krebs froide (4°C) et oxyg n e (95 02,
5 (CO02) dont la composition (en mM) est la suivante : NaCl 120, KCl 4.9 , CaCl; 2. 1,
NAHCO; 24, KH,PO4 1.21, MgS04 1.2, glucose 5 (Sigma-Aldrich, France). Un segment (=1,5
mm) d’artére coronaire septale (diamétre compris entre 190 et 280 um) a été
soigneusement isolé sous loupe binoculaire avant d’étre monté sur deux fils de tungsténe de
25 um de diameétre chacun, dans la cuve du myographe contenant 10ml de solution de Krebs
froide et oxyg n e. Un des deux fils de tungst ne a t fix sur un support reli une vis
microm trique tandis que le deuxi me fil a t fix sur un transducteur permettant
d’étudier les variations de tension isom trique du muscle lisse vasculaire. Par la suite, un
processus de normalisation a t effectu apr s augmentation progressive de Ia

temp rature delacuve 35. °C.

Normalisation des arteres
La normalisation de l'artére coronaire avait pour objectif de r tablir le diam tre
interne de I'artere pour une pression transmurale de 100 mmHg (ou 13.33 KPa). Pour cela
I'artere a été progressivement étirée par augmentation de la force de 0.5mN en 0.5mN en
utilisant la vis microm trique. La tensiona t calcul e en divisant la force par la longueur de
I'artere. Pour chaque niveau de tension lI'indice micrométrique était relevé ce qui a permis
de mesurer le diam tre interne.
La pression effective a t calcul e selon la loi de Laplace :
Pression ef fective = (tension x 2m) + circonférence interne
L'étirement du vaisseau a été interrompu lorsque la pression effective calcul e tait
sup rieure 100mmHg. La relation entre la pression effective et la circonf rence interne (Cl)
de l'art re suivant une courbe exponentielle cela a permis d'obtenir la valeur de la
circonf rence interne correspondant une pression de 100 mmHg (CI100). L'art re a ensuite
t tir edefacon obtenir une circonf rence interne correspondant 90 de CI100. Afin

d'optimiser la pression transmurale une force de 1 mN a t ajout e. La temp rature a



progressivement t augment e 37°C et une p riode de repos de 30 minutes a t

observ eavantled butdel' tudedelar activit vasculaire.

Evaluation de la réactivité vasculaire

La r activit vasculaire des art res coronaires a t valu e sur des art res pr -
contract es la S rotonine (10” M, Sigma-Aldrich, France). Tout d’abord la relaxation
dépendante de I'endothélium a ét valu e en r alisant une courbe de concentration-
réponse utilisant des concentrations croissantes et additives d’acétylcholine (Ach: 107
3.10°M, Sigma-Aldrich, France). Un temps de 2 minutesa t observ entre chaque ajout de
concentration et la force exerc e sur le fil par la contraction de I'artéere a été lue sur
I’enregistreur. A la fin de la premiére courbe de relaxation les arteres ont été rincées 3 fois
avec du Krebs chaud et oxyg n . La part du NOe* dans la relaxation endoth lium-
d pendante a ensuite t valu e. Pour cela les arteres ont été l'incubées pendant 30
minutes avec un inhibiteur non sp cifique des NOS, la L-NNA (Nw-nitro-L-arginine, 10™M,
Sigma-Aldrich, France) et une courbe de concentration réponse a I’ACh a de nouveau été
r alis e. De nouveau lafin de cette courbe les art resont t rinc es et untemps de repos
de 30min a été observé. Afin de déterminer la relaxation indépendante de I'endothélium
une courbe concentration-réponse utilisant des concentrations croissantes et additives d’un
donneur de NO¢, le Nitroprussiate de Sodium (SNP ; 10° 3.10™M, Sigma-Aldrich, France) a

t r alis e.

2. Artériographe d’Halpern

La fonction vasculaire p riph rique a t valu e; lors de I'étude avec
I'im glimine; sur des art res m sent riques en utilisant I'art riographe d’Halpern
(Perfusion Myograph System DMT).

A la fin du protocole exp rimental le m sent re a t ligatur au niveau proximal,
pr lev et imm diatement plac dans une solution de Krebs froide et oxyg n e (m mes
conditions que pour I'artére coronaire décrites précédemment).

L'artere mésentérique de troisieme ordre (diametre interne de 370 a 470 um) a
soigneusement t diss qu sous loupe binoculaire, un segment d’environ 2mm a été

canul et perfus entre 2 micropipettes de verre de I'art riographie.



L'artére a été maintenue dans un bain de Krebs thermostaté (37°C) et oxygéné avec
unm lange 95 0O, et5 CO,. Le vaisseaua t plac sous microscope invers afin de le
visualiser sur un cranreli  une cam ra CCD et un analyseur d’'image permettant ainsi de
suivre et mesurer son diameétre interne tout au long de I'expérimentation. Le débit intra-

luminala t controlé grace a un débitmetre connecté en aval de I'artere.

Evaluation de la réactivité vasculaire

La r activit vasculaire des art res m sent resa t valu e sur des art res pr -
constrict es par la ph nyl phrine (10 M) afin d’obtenir une réduction stable du diamétre
basal d’environ 50 %. La dilatation endothélium-d pendantea t valu e dans un premier
temps en r alisant une courbe de concentration-r ponse utilisant des concentrations
croissantes et additives d’ACh (Ach : 10° 3.10°M, Sigma-Aldrich, France). Apr s 3 lavages,
une p riode de repos de 30 minutes a t observ e. Dans un deuxi me temps la dilatation
endoth lium-d pendantea t valu e par mesure de la dilatation flux d pendante (DFD).
Pour cela le d bit intraluminal a progressivement t augment de 25 |/min jusqu’a
atteindre 200 I/min. Une courbe de dilatation au SNP (m me concentrations que pour le

myographe) était réalisée a la fin de I'expérience.

C. Param tres m taboliques

1. Testde tolérance au glucose
Un test de tolérance au glucose a été réalisé lors de I'étude sur I'im glimine apr s 9
et 90 jours de traitement. Les animaux ont t mis jeun durant1 heures puis ont recu par
gavage du glucose concentr  2g/kg. La glyc mie a t prise avant et 15, 30, 0, 90 et 120

minutes apr s le gavage partir de goutte de sang pr lev e au niveau de la queue.

2. Testde tolérance a l'insuline
Un test de tolérance a l'insuline a été réalisé dans les études a court et a long terme
sur l'im glimine. Les animauxont t mis jeun durant1l heures puis ont recu par injection
intra-péritonéale d’insuline (Actrapid, 1 u/kg). Le suivi de la glycémie a été effectu  partir
d’une goutte de sang prélevée au niveau de la queue avant et 15, 30, 60, 90 et 120 minutes

apres injection d’insuline.



3. Dosages plasmatiques
A la fin de chaque protocole dusanga t pr lev , centrifug (10min 3000 tr/min),
du plasma a t r cup r, aliquot dans des cryotubes et conserv - 0°C. Les

concentrations de cholest rol, triglyc rides, ont t mesur es avec I'appareil IDEXX Catalyst

One.
4. Dosages urinaires
Les animauxont t plac s encage m tabolique afin de r colter les urines de 24h, les
volumes ont été mesurés et 2ml d’urine a été aliquoté et congel -20°c avant d’étre
analys .

5. Composition corporelle par Echo MRI
La mesure de la composition corporelle a été réalisée avec I'’échoMRI EMR.185
(EchoMRI, Houston, TX) au sein de 'U1073 (Dr M Coeffier). Cette méthode repose sur la
résonnance magnétique nucléaire chez I'animal vigile et permet de mesurer la masse

graisseuse, la masse maigre ainsi que I'eau libre et I'eau totale chez les animaux.

D. Evaluation expression g nique par q RT-PCR

Afin d’extraire I’ARN total au trizol un morceau du VG (et du VD pour la macitentan)
est d congel sur glace puis plac dans un tube bille avec 1 mL de trizol (invitrogen) pour
étre homogénéisé a I'aide du Precellys 24.

Les broyats sont incub s 5 min temp rature ambiante avant ajout de 0.1 mL de
chloroforme puis de nouveaux laiss s 2 min temp rature ambiante.

Les surnageants sont r cup r s apr s centrifugation (12000g, 15min, 4°C) et incub s
10 min avec de l'isopropanol (dont le volume est gal celui du surnageant). Les culots
d’ARN sont obtenus apr s une deuxi me centrifugation (12000g, 20min, 4°C) et lav s avec
0.5 mL d’éthanol a 75%. Aprés une derniere centrifugation (7500g, 5min, 4°C) le surnageant
est jet et le culot d’ARN séché a I'air libre (5 a 10min) avant d’étre dissous dans 30 pL d’eau

RNAase-free. La concentration et la qualit des ARN Sont évaluées a I'aide d’un



spectrophotom tre ND1000 (NanodropTechnologiesThermo Scientific, USA) en d posant
2uL d’ chantillon.

Apreés le dosage le volume correspondant a 2ug d’ARN est pr lev et tous les tubes
sont complétés a 16l avec de I'eau RNase free. Les chantillons sont trait s afin d’éliminer
I’ADN avec un mix contenant 2 L de DNase | (1U/ L) et2 L detampon DNase 10X pendant
15 min temp rature ambiante. La DNase | est ensuite d sactiv e par ajout de 2 uL d’EDTA
et incubation des tubes  5°C pendant 10 min. Les ARNs sont finalement redos s gr ce au
spectrophotom tre et le volume correspondant 1 g est pr lev et plac dans un
microtube. Dans chaque tube le volume d’ARN est complété avec de I'eau RNase-free
1 ,75 Letun mixde reverse transcription (RT) contenant des dNTP, random primers, RNase
out et du tampon 5X est ajout . Les chantillons sont incub s 5min 5°C puis 1 L de
transcriptase inverse est ajout (M-MLV Reverse transcriptase, invitrogen). Une nouvelle
incubation d’une heure a 37°C a alors été réalisée avant de dénaturer I'enzyme par
chauffage 5min  95°C. Les ADN compl mentaires ainsi obtenus ont t congel s -20°C
avant d’effectuer les PCR.

Afin de réaliser I'étape d’amplification par réaction de polymérisation les échantillons
sont dilu s au 1/10 ™ avec de I'eau extra-pure. Puis 2,5 pl d’ADNc (1/10 ™) est m lang
avec 7,5 ul d’un mix contenant 1,5 uL d’eau ultra pure, 5 L du kit LightCycler®4 0 SYBR
Green | Master (Roche), 0,5 L d'amorces sens et 0,5 puL d’amorce anti-sens (10 M) pour
chaque g necibl .

Les PCR se sont d roul es sur un appareil de RT-PCR (LightCycler 4 0 Roche) en
plusieurs étapes commencant par la dénaturation de ’ADN (95°C, 10 min) suivie de I'étape
d’amplification puis par I'élongation.

Le logiciel LightCycler 4 0 calcule la concentration d’ADNc cible a partir d’'une gamme
de dilution allant de 1/2 a 1/164 obtenue suite au mélange de quelques pL d’ADNc prélevés
dans chaque tube d’échantillon pur. Les r sultats ont t normalis s par rapport desg nes

de m nage (tableau 3).



Gene Séquence sens Séquence anti-sens
GAPDH GGCTGCCTTCTCTTGTGACA | ACCAGCTTCCATTCTAGC
Tubuline GTGTCCACCATCATGTCAGC | GAGGAAGTGTAGTCGAGGGG
EEF2 AATCTGACCCTGTCGTGTCC GTTGTGCTTGTTTGGGACT
ANP AGCCGAGACAGCAAACATCA | TGGACACCGCACTGTATACG
BNP AGCTCTCAAAGGACCAAGGC | TCCGGTCTATCTTCTGCCCA
SOD2 GACATTGTGCCTCTGGGTTT GCCCTGCATACTTTGTCCAT
SOD1 GCTTCTGTCGTCTCCTTGCT CTCGAAGTGAATGACGCCCT
NOX 4 TTGGTGAACGCCCTGAACTT | TACCACCACCATGCAGACAC
Xantine Oxydase TGCCAGACCATACTGAAAAGG | AAGCCACCCCATAACTGAAAT

Tableau 3 : S quences des amorces utilis es pour la PCR.

E. Histologie/ Immunohistochimie

1. Histologie cardiaque

A la fin de chaque étude le cceur a été pr lev et imm diatement rinc dans une
solution de KCI afin de I'arréter en diastole. Les oreillettes, le VD et le VG ont été pesés
s par ment puis le VG a ensuite été congelé dans de I'azote liquide et stocké a - 0°C. Des
coupesde 7 mont t r alis es au cryostat (Microm HM525) -20°C puis congel es -
0°C.

Apr s d cong lation temp rature ambiante les coupes ont t plong es dans un
bain de liquide de Bouin pendant 30 minutes, puis dans un bain de rouge Sirius, colorant
spécifique des collagénes | et Ill, pendant 30 minutes et rincées dans un bain d’eau, puis
dans un bain d’éthanol a 95 % et 3 fois dans un bain d’éthanol a 100%. Les coupes ont été
conserv es dans du xylene avant d’étre montées dans un milieu aqueux (Microscopy
aquatex, Merck).

Afin d’évaluer la fibrose les coupes ont été photographiées au grossissement x40
avec un microscope optique (Zeiss ; logiciel : AxioVision) au niveau des bordures de I’attache
du VD, du septum et du VG. Les images ont été analysées a 'aide du logiciel Image Pro Plus

.3 ens lectionnant les pixels color s en rouge par le rouge Sirius. La densit en collag ne a
valu e pour chaque animal selon la formule suivante :

ensuite t

Densit collag ne ( )=(nbr pixel rouge)/(pixel total) = 100



2. Histologie vasculaire

A la fin du protocole a court et a long terme avec I'im glimine un segment de |'aorte
thoracigue a t pr lev et immerg dans du liquide Bouin pour coloration ult rieure. Les
segments ont ensuite été inclus en paraffine, coupés a I'aide d’un microtome puis colorés au
rouge Sirius afin de déterminer dans un premier temps l'aire de la média et dans un
deuxi me temps sa teneur en collag ne. Pour cela des photographies prises au
grossissement x1.25 au microscope photonique (Zeiss,) ont été analysées a |'aide du logiciel
Image Pro plus. Les contours de la paroi interne et externe delam diaont t trac s Ia
main, le logiciel a calculé le périmetre de 'aorte ainsi que I'aire de la lumiere et l'aire de
I'adventice. L'aire de la média a été obtenue en faisant la soustraction de ces deux aires. Six
photographies au grossissement x63 ont ensuite été prises dans I'aorte et retouchées afin de

ne voir que la m dia et pouvoir ainsi d terminer la surface couverte par le collag ne.

3. Histologie rénale

A la fin du protocole a court et a long terme avec I'im glimine, unreina t pr lev
et immerg dans du liquide de Bouin pour coloration ult rieure. Une coupe frontale a t
r alis e sur chaque rein avant qu’ils ne soient inclus en paraffine et coup au microtome.
Une coloration au trichrome de Masson a t effectu e afin de visualiser les fibres de
collag ne (en vert).

L'analyse rénale a t effectu e au niveau du cortex et a t bas e sur I'estimation
de l'atteinte glomérulaire, tubulaire et de linterstitium (dépot de collagéne et infiltrat
inflammatoire) en appliquant des scores allant de 0 4 pour chaque entit r nale. Vingt

photos de glom rulesont t prises au grossissement x10.

F. Biochimie

1. Etude des EROs ventriculaires par Résonance

Paramagnétique Electronique
La r sonnance paramagn tique lectronique (RPE) est une technique de
spectroscopie permettant en utilisant un spin probe de quantifier la production d’EROs en

mesurant le champ magn tique de la sonde oxyd e par les EROs pr sents dans le tissu qui
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est stable. La sonde utilis e est le CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine, Noxygen, Allemagne) réagit principalement avec 'O, et le
peroxynitrite pour former du CM" (3-methoxycarbonyl-proxyl), de facon proportionnelle la

guantité d’espéces radicalaires présente dans le milieu.

Le dosage des EROs a t effectu pour chaque tude court et long-terme partir
d’un petit morceau de VG (50 mg environ) obtenu lors du sacrifice des animaux et
imm diatement congel . Apr s d cong lation sur glace le morceau de VG a t
homogénéisé par I'utilisation d’un potter électronique dans une solution de Krebs-HEPES (
NaCl: 0,1 M, KCl: 5 mM CaCl,: 2,5 mM, NaHCOs: 1.2 mM, KH,PO4: 1 mM, D(+)-Glucose :
5. mM, Na-HEPES :20 mM, pH 7.4) (Sigma-Aldrich, France). 30 L des homog nats ont
ensuite t incub s 1 heure 37°c dans 1mL de solution de Krebs-Hepes pr alablement
privée d’oxygene par bullage avec de I'azote. Les chantillons ont t plac s dans une
seringue de ImL et lar actiona t stoppée par congélation rapide dans I'azote liquide puis

stock s - 0°C pour une lecture ult rieure.

Les lectures ont t r alis es sur le spectrom tre Miniscope MS 400 de bande X
(Magnettech, Allemagne) selon les param tres suivants: champs magn tique Bo-field
335 ,9 @G, microwave power 1mW, microwave attenuation 20 dB, modulation frequency
9,74 GHz, modulation amplitude 5 G, scan time 0s. L’échantillon congelé a été placé dans le
dewar du spectrometre préalablement et constamment refroidi par de I'azote liquide.
Chaque chantillona t Iludeux fois en utilisant le logiciel Analysis (Magnettech, Allemagne)

permettant d’estimer 'intensité du spectre partir de la hauteur du pic de la ligne centrale.

L'intensité du signal RPE a ensuite été normalisée par rapport la quantit de
prot ine pr sente dans chaque chantillon. La m thode de Bradford a t utilis e afin de

doser les protéines et la quantité d’EROs a été exprimée en UA/mg de prot ines.

Afin de doser les prot ines une gamme talon de BSA(de2.5 0 g/ml)en 10 points
a été réalisée, 152 uL de PBS 1X et 8uL d’échantillon ont été déposés dans chaque puit. 40ul
de bleu de Coomassie (BioRad, France) a t ajout dans chaque puits, les chantillons ont
été incubés 10 minutes a température ambiante avant d’étre lus a la longueur d’onde de 595

nm en utilisant un lecteur de microplaque (Biotek, USA).
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2. Etude des nitrites plasmatiques par chemiluminescence
Cette technique permet d’estimer indirectement la production de NO° puisque ce gaz
labile se m tabolise principalement en nitrite et en nitrate.
La technique repose sur I'émission de photon des nitrites NO, exit s lors de leur
retour un tat non exit . Les mesures ont t effectu es sur du plasma [|'aide du NO

Analyser mod le 280, SIEVERS.

3. Etude du stress oxydant mitochondrial

L’étude de la production des EROs par les mitochondries cardiaques interfibrillaires
et subsarcolemmales a été réalisée, lors de I’étude sur I'im glimine, sur des rats Zucker fa/fa
recevant ou non une unique dose d’im glimine (150mg/kg, gavage) une heure avant
sacrifice.

En parall le une tude sur la production des EROs mitochondriaux a t r alis e in
vitro en incubant I'im glimine dans I’homogénat de mitochondries interfibrillaires ou
subsarcolemmales.

La production d’EROs par les deux populations mitochondriales t mesur e par

r sonnance paramagn tique | ctronique comme pr ¢ dementd crit.

G. Test de tolérance a l’effort

Le test a l'effort a été réalisé au Service Commun d’Analyse Comportementale
(SCAC), sur des animaux choisis au hasard a la fin du protocole avec I'iméglimine. Les
animaux ont t accoutum s au tapis de course (Bioseb, Paris France) en courant 2 fois dans
lam me journ e pendant 5 minutes une vitesse de 10m min™ (acc | ration progressive de
2m min* toutes les 30 secondes).Le test a I'effort a été réalisé le lendemain avec une vitesse
initiale de 2.4m min™ et une pente de 5°.La vitesse augmentait de 2.4m min™ toutes les
minutes jusqu’a atteindre la vitesse de 14.4 m-min ", La fatigue de I'animal a t observ e
du stade o il modifiait sa posture et son allure jusqu’au stade ou I’'animal ne pouvait plus
rester sur le tapis roulant. Lorsque ce degré de fatigue arrivait et que I'animal malgré les
chocs lectriques (fr quence du courant 3.0 Hz 1. mA avec un voltage de 115 mV) ne
retournait pas sur le tapis il était enlevé de I'appareil et le temps était noté afin de calculer la

distance parcourue.
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III. Analyses Statistiques

Les donn es sont pr sent es sous la forme de valeurs moyennezESM et la normalit
desvaleursa t valu e parle test de Shapiro-Wilk.

Une simulation pour chaque param tre cardiaque obtenu chez les animaux trait s
afin de d montrer une diff rence significative (p<0.05) avec une puissance minimale de 0
par rapport aux animaux non trait s a t r alis e. Cette simulation tait bas e sur des
données historiques du laboratoire obtenues avec d’autres traitements améliorant la
fonction cardiaque chez le rat Zucker fa/fa** **.

Les param tres cardiaques obtenus par chographie et h modynamique invasive

taient valu s comme critéres d’évaluations principaux.

Dans le but d’évaluer les effets du syndrome métabolique chez les Zucker fa/fa non
trait s les param tres obtenus ont t compar s avec ceux des rats /lean par un test de
Student bilat ral et non appari .

Dans le but d’évaluer les effets des traitements court ou long terme chez les
Zucker fa/fa trait s les param tres obtenus ont t compar s avec ceux des rats Zucker
fa/fa non trait s par un test de Student bilat ral et non appari .

Pour les tudes sur la fonction vasculaire les diff rences entre les groupes ont t

analys es parune ANOVA mesuresr p t es.
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Résultats

Les résultats des trois études sont présentés sous forme d’articles soit publié (article

sur la fin r none) ou en cours de soumission ( tudes im glimine et macitentan).
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Etude 1

La fin r none, un antagoniste non st ro dien du r cepteur min ralocortico de

s’oppose aux dysfonctions cardio-r nales associ es au syndrome m tabolique

R sum

Une suractivation du récepteur minéralocorticoide (RM) a été décrite dans I'ICFEp et
participe a I'établissement de la pathologie. La ré-analyse de I'étude TOPCAT sugg re que la
spironolactone, un antagoniste du RM (ARM) pourrait tre b n fique chez ces patients mais
cette mol cule pr sente des effets ind sirables graves. Nous avons voulu valuer les effets
court (7)) et long-terme (90j) de la fin r none, un nouvel ARM pr sentant un meilleur profil
de s curit dans un mod le de dysfonctions cardio-r nales associ es au SM chez le rat
Zucker fa/fa.

Dans cette tude nous avons retrouv une dysfonction diastolique pr dominante chez le
rat Zucker agé de 12 et de 24 semaines objectivée par I'augmentation de pression et de la
relation pression-volume en fin de diastole (fig2).

Ces animaux pr sentent aussi ces deux ges une diminution de la perfusion
myocardique ainsi qu’une protéinurie, cette derni re sugg rant une dysfonction r nale et
cela d’autant plus qu’a 24 semaines I'expression rénale de nGAL est augmentée (fig3). A
I'age de 12 semaines une augmentation du stress oxydant myocardique est observée ainsi
gu’une diminution de la concentration plasmatique en nitrites, sugg rant une diminution
globale de la biodisponibilit en NO (fig 4).

Ces animaux présentent donc deés I'dge de 12 semaines une dysfonction cardio-r nale
associ e au syndrome m tabolique.

La fin r none, administr e une dose non-hypertensive permet court terme
d’améliorer la dysfonction diastolique en r duisant le temps de relaxation du myocarde et
en augmentant la compliance cardiaque (objectiv e par la diminution de la relation pression-
volume en fin de diastole) (fig2).

Le traitement pendant 7 jours entraine une diminution de la production d’EROs, une
augmentation de la concentration plasmatique en nitrite ainsi qu’une augmentation de la

perfusion myocardique.
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Le traitement long-terme est aussi associ une am lioration de la dysfonction
diastolique et une augmentation de la perfusion myocardique et permet en plus de
prévenir 'augmentation de collagéne interstitiel myocardique. Au niveau rénal le traitement

long-terme r duit la dysfonction r nale comme le sugg re la diminution de la prot inurie
ainsi que I'expression r nale de nGAL.

Les effets de la mol cule la dose de 2 mg/Kg/j, sont ind pendants, d’'une prévention de
I’"hypertension artérielle observée a I’age de 24 semaines et de toute amélioration du SM.

Ainsi dans un mod le de dysfonctions cardio-vasculaires associées au SM I’utilisation
d’antagoniste non stéroidien du RM, et plus particulierement de la finérénone semble étre
une piste thérapeutique intéressante. Cependant son efficacité et innocuité sur 'homme

doivent tresv rifiés et font I'objet d’essais cliniques de phase Il
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1 | INTRODUCTION

Aim: To determine whether non-steroidal mineralocorticoid receptor (MR) antagonists oppose
metabolic syndrome-related end-organ, i.e. cardiac, damage.

Materials and methods: In Zucker fa/fa rats, a rat model of metabolic syndrome, we assessed
the effects of the non-steroidal MR antagonist finerenone (oral 2 mg/kg/day) on left ventricular
(LV) function, haemodynamics and remodelling (using echocardiography, magnetic resonance
imaging and biochemical methods).

Results: Long-term (90 days) finerenone modified neither systolic blood pressure nor heart rate,
but reduced LV end-diastolic pressure and LV end-diastolic pressure-volume relationship, with-
out modifying LV end-systolic pressure and LV end-systolic pressure-volume relationship. Simul-
taneously, long-term finerenone reduced both LV systolic and diastolic diameters, associated
with reductions in LV weight and LV collagen density, while proteinuria and renal nGAL expres-
sion were reduced. Short-term (7 days) finerenone improved LV haemodynamics and reduced
LV systolic diameter, without modifying LV diastolic diameter. Moreover, short-term finerenone
increased myocardial tissue perfusion and reduced myocardial reactive oxygen species, while
plasma nitrite levels, an indicator of nitric oxide (NO) bio-availability, were increased.
Conclusions: In rats with metabolic syndrome, the non-steroidal MR antagonist finerenone
opposed metabolic syndrome-related diastolic cardiac dysfunction and nephropathy. This
involved acute effects, such as improved myocardial perfusion, reduced oxidative stress/
increased NO bioavailability, as well as long-term effects, such as modifications in the myocar-
dial structure.

KEYWORDS

animal pharmacology, cardiovascular disease, diabetes complications, drug development,

experimental pharmacology, type 2 diabetes

vasodilation,> " are often observed in patients with type 2 diabetes or

obesity. Inappropriate mineralocorticoid receptor (MR) extra-renal sig-

Metabolic syndrome and type 2 diabetes mellitus increase cardiovas-
cular morbidity and mortality.1~3 This augmentation of cardiovascular
risk is, at least in part, related to the development of cardiovascular
remodelling and dysfunction. Indeed, left ventricular (LV) diastolic

dysfunction* as well as impaired endothelium-dependent

nalling has been shown to play an important role in the progression of
cardiovascular diseases.® % Indeed, inappropriate MR activation pro-

1 while

motes cardiovascular remodelling in experimental models,
inversely, clinical trials (RALES, EPHESUS and EMPHASIS-HF) have

shown that the addition of MR antagonists to standard of care
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markedly reduces overall and cardiovascular mortality in patients with
systolic heart failure.*>"1> Moreover, a retrospective analysis of the
recent clinical TOPCAT trial showed that the steroidal MR antagonist
spironolactone exerted beneficial effects in a properly diagnosed US
population, who had heart failure with preserved ejection fraction.
Finerenone is a novel, potent and selective non-steroidal MR
antagonist with a different binding mode in comparison to the two
available steroidal MR antagonists spironolactone and eplerenone
within the MR, thereby inducing differential recruitment of transcrip-
tional cofactors.*®!” Furthermore, finerenone exhibits a more bal-
anced cardio-renal organ distribution in comparison with the steroidal
MR antagonists because of their differing physicochemical proper-
ties.'® These differences might ultimately lead to a different pharma-
cology of steroidal MR antagonists and non-steroidal finerenone;*’
however it is not known whether finerenone opposes metabolic
syndrome-related end-organ damage. The aim of the present study,
therefore, was to determine whether finerenone opposes the devel-
opment of metabolic syndrome-related cardiac and renal dysfunction,

and to investigate the possible mechanisms involved.

2 | METHODS

The present investigation conformed to the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals published by the US National Institutes of
Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

2.1 | Animals and treatment

This study was performed in 12-week-old male Zucker fa/+ (lean) and
Zucker fatty fa/fa rats (Charles River Laboratory, Lyon, France), the
latter having developed only moderate cardiovascular and renal dys-
function. The rats were kept, 3 per cage, in standard laboratory condi-
tions, and drugs were administered as food additive.

Two distinct studies were performed in order to evaluate the
effects of long-term (study 1) and short-term (study 2) finerenone
treatment. In study 1, Zucker fa/fa rats were randomized at the age of
12 weeks into either an untreated group (n = 12) or a group treated
with finerenone at a dose of 2 mg/kg/day for a 90-day period
(n = 12), and 9 untreated Zucker fa/+ rats were used as healthy con-
trols. In study 2, Zucker fa/fa rats were randomized at the age of
12 weeks into either an untreated group (n = 10) or a group treated
with finerenone at a dose of 2 mg/kg/day for a 7-day period (n = 10)
and 9 untreated Zucker fa/+ rats were used as healthy controls. This
experimental design allowed the evaluation of the acute effects of
finerenone independently of the potential beneficial effects induced

by the improvement of cardiac remodelling after chronic treatment.

2.2 | LV and renal haemodynamic measurements

We assessed LV haemodynamics by determination of LV pressure-
volume curves at the end of the long-term and short-term study, as
previously described.? In brief, the rats were anaesthetized (intraperi-
toneal Brietal 50 mg/kg) and the right carotid artery was cannulated
catheter (SPR 838; Millar

with a micro-manometer-tipped

Instruments, Houston, Texas) for the recording of arterial blood pres-
sure/heart rate, after which the catheter was advanced into the left
ventricle for recording of LV pressures. LV pressure-volume loops
were obtained at baseline and during loading by gently occluding the
abdominal aorta with a cotton swab. Data were stored and analysed
by using Millar conductance data acquisition and analysis software
(IOX; EMKA, Bourré, France). Finally, LV end-systolic pressure
(LVESP), LV end-diastolic pressure (LVEDP), LV relaxation constant
Tau, LV end-systolic pressure-volume relationship (LVESPVR) and LV
end-diastolic pressure-volume relationship (LVEDPVR) were measured
or calculated.

Renal blood pressure was determined in randomly selected rats
(n = 5 per group) in the long-term study using the transit-time tech-

nique (Transonic Inc., Ithaca, New York) as previously described.?!

2.3 | Echocardiographic studies

In the long-term treatment (study 1), transthoracic Doppler echocar-
diographic studies were performed in anaesthetized rats (intraperito-
neal Brietal 50 mg/kg) before treatment, and after 7 and 90 days of
treatment using an echocardiographic system (HDI 5000; Advanced
Technology Laboratories Inc., Bothell, Washington) equipped with an
8 to 5 MHz transducer, as described previously.?>2® Briefly, a two-
dimensional short-axis view of the left ventricle was obtained at the
level of the papillary muscle in order to record M-mode tracings. LV
diameters were measured according to the American Society of Echo-
cardiography leading-edge method from at least three consecutive
cardiac cycles.?* Measurements were performed by one observer
blinded to prior results and treatment groups. LV outflow velocity was
measured by pulsed-wave Doppler, and cardiac output was calculated
as CO = aortic VTl x [x x (LV outflow diameter/2)?] x heart rate,
where VTl is velocity-time integral.

2.4 | Myocardial perfusion

At the end of the long- and short-term studies, myocardial tissue per-
fusion was evaluated using magnetic resonance imaging (Biospec 4.7
Tesla; Bruker France, Wissembourg, France) by arterial spin labelling,
in which the blood in the arteries upstream from the imaging volume
is magnetically “labelled”. As a consequence, image intensity changes
will occur depending on the blood supply to the tissue in the imaged
slice. On subtraction of an image acquired without spin labelling, the
background signal from static spins is removed and the difference
image can be used to quantify perfusion. The difference of the inverse
of the apparent T1 images then yields a measure of the regional car-
diac blood flow according to regional cardiac blood flow = | (1/T1sel -

1/T1nonsel), where | is the blood-tissue partition coefficient.2>2%

25 |

After assessment of LV haemodynamics, atria and right and left ventri-

LV histomorphology

cles were weighed separately, and sections of the LV were either
immersed in fixative solution or snap-frozen in liquid nitrogen for sub-
sequent assessment of LV collagen or LV tissue biochemical activities.

LV collagen density was determined as described previously.?” In
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brief, after fixation, sections were dehydrated, embedded in paraffin,
and 5-pm thick histological slices were obtained and stained with Sir-
ius Red for collagen determination by image analysis. Collagen density
was expressed as the surface occupied by collagen divided by the sur-

face of the image.

2.6 | LV oxidative stress

Production of LV reactive oxygen species (ROS) was determined in
the short-term study by electron paramagnetic resonance spectros-
copy, as previously described.?® Snap-frozen biopsies of LV tissues
collected in the ventricle were homogenized and incubated at 37 °C
for 60 minutes in 50 mmol/L phosphate buffer, containing 25 pmol/L
deferrioxamine, 5 pmol/L diethyldithiocarbamate and 500 pmol/L
1-hydroxy-3-methocarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine hydro-
chloride (CMH; Noxygen, Hamburg, Germany). The oxidation of CMH
into the paramagnetic nitroxyde hydroxy-3-methocarbonyl-2,2,5,5-
tetramethyl pyrrolidine hydrochloride (CM), driven mainly by superox-
ide and peroxynitrite reactions, was measured by electron paramag-
netic resonance exactly 60 minutes after the beginning of incubation.
Tissues were introduced into an insulin syringe and frozen in liquid
nitrogen. Spectra were recorded at 77 K in a liquid nitrogen cooled
dewar using an MS200 spectrometer (Magnettech, Berlin, Germany)
with the following acquisition parameters: microwave power: 20 mW;
microwave frequency: 9.54 GHz; modulation amplitude: 5 G; modula-
tion frequency: 100 kHz; gain: 2 x 10% sweep time 120 s and num-
ber of scans 2. Intensity of the spectra was measured from the height
of the central line and expressed in arbitrary units per mg of protein.
Plasma nitrite concentrations, an indicator of nitric oxide
(NO) bioavailability as nitrite is a stable, non-volatile end-product of
NO, were determined using a triiodide/ozone-based chemilumines-

cence assay.”

2.7 | Plasma metabolic profile

Plasma fasting glucose, triglyceride and total cholesterol were mea-

sured using an Idexx Catalyst Dx (Paris, France).

28 |

The rats were placed in metabolic cages on day 7 and day 90 for a

Proteinuria measurements

24-hour urine collection. Next, the urine protein excretion was ana-

lysed using the trichloroacetic acid turbidimetric method.*°

2.9 | nGAL mRNA quantification

The total RNA was extracted from kidneys with the TRIZOL reagent
(Life Technologies, Carlsbad, California) according to the instructions
provided by the manufacturer. cDNA was synthesized with 2 pg of
RNA and an M-MLV Reverse transcriptase kit (Life Technologies). The
mRNA levels of nGAL and 18S as an endogenous control were ana-
lysed by real-time PCR and fluorescence detection of SYBR green in
an iCycler iQ apparatus (Bio-Rad, Hercules, California). The primer
sequences for nGAL were F: 5 TCACCCTGTACGGAAGAACC 3,
R: 5" GGGAACAGAGAAAACGA 3’ and for 18S were F: 5 CGCCGC-
TAGAGGTGAAATTC 3/, R: 5 TCTTGGCAAATGCTTTCGC 3'.

2.10 | Statistical analysis

All results are given as mean +SEM. LV diastolic/systolic diameters
and haemodynamic variables were assessed as a primary endpoint,
whereas all other variables, that is, the molecular mechanisms, were
assessed as secondary endpoints. Based on historical data obtained
with finerenone in mice with chronic heart failure on remodelling and
haemodynamics,3? as well as using our historical data with other drugs

in Zucker fa/fa rats,2%2

we made a simulation for each parameter
obtained in untreated rats to demonstrate statistical significance
(P < .05) with a minimal power of 80%. The minimal expected effect
size or difference between untreated and treated rats was fixed at
10% and 30%, with the coefficient of variation to 25% and 15% for
echocardiographic and haemodynamic studies, respectively. For all
significant differences concerning primary endpoints, a posteriori
powers >80% were also checked.

To evaluate the effect of metabolic syndrome, all results obtained
in untreated Zucker fa/fa and lean rats were compared using Student's
unpaired two-tailed t test. To evaluate the effects of long- or short-
term finerenone, all results obtained in short- and long-term treated
Zucker fa/fa rats were compared with time-matched untreated Zucker
fa/fa rats using Student's unpaired two-tailed t test.

Before applying parametric tests as Student's unpaired two-tailed
t test, the Gaussian distribution of data was assessed by the Shapiro-
Wilk normality test and Kolmogorov-Smirnov test, and graphically by

the QQplot and normal probability plot.

3 | RESULTS

3.1 | Short-term study

At the end of the short-term study, body weight, fasting glucose, total
cholesterol and triglyceride plasma levels were increased in untreated
(13-week-old) Zucker fa/fa rats when compared with age-matched
lean rats. Simultaneously, total peripheral resistance was increased as
systolic arterial pressure was slightly increased and cardiac output was
not modified, while heart rate was not modified in untreated Zucker
fa/fa rats when compared with age-matched lean rats (Tables 1
and 2). At this time point, LV systolic diameter was already signifi-
cantly increased. LV diastolic diameter was not significantly modified,
resulting in a reduced LV fractional shortening (Figure 1), while LVESP
and LVEDP, Tau and LVEDPVR were already significantly increased,
without any modification of LVESPVR (Figure 2). A moderate but sta-
tistically significant LV hypertrophy and LV collagen accumulation
were observed, at the end of the short-term study, and this was asso-
ciated with a marked reduction in LV tissue perfusion (Figure 3).
Moreover, LV ROS production was increased in untreated Zucker fa/
fa rats (Figure 4), while plasma nitrite levels decreased.

At the renal level, untreated Zucker fa/fa rats showed already a

marked increase in proteinuria (Figure 3).

3.1.1 | Short-term effects of finerenone
Administration of finerenone for 7 days did not significantly modify
systolic blood pressure, cardiac output, total peripheral resistance or

any of the plasma metabolic variables (Tables 1 and 2), but reduced



2402 | Wl LEY LACHAUX ET AL.
TABLE1 Systemic and renal haemodynamics after 7 and 90 days
Zucker fa/fa
Group Period Lean Untreated Finerenone
Body weight, g D, 383 + 18 (367-398) 490 + 11* 476 + 13
(483-498) (485-477)
Dyo 446 + 10 573 4+ 13* 512 + 137
(425-468) (544-605) (483-542)
Systolic blood pressure, mm Hg D, 116 +£ 3 125 + 4% 120 +£ 3
(113-125) (115-134) (113-128)
Doo 117+ 4 145 + 8% 144 + 5
(109-125) (128-163) (132-156)
Cardiac output, L/min D, 131+ 6 130+ 6 125+ 4
(118-144) (117-143) (116-133)
Dyo 116 +7 118 + 6 126 +5
(106-132) (106-129) (116-125)
Total peripheral resistance, mm Hg/mL/min D, - - -
Dyo 0.81 +0.04 1.00 + 0.06%* 0.97 + 0.06
(0.72-0.90) (0.87-1.13) (0.79-1.14)
Heart rate, beats/min D, 370 £ 15 365 + 18 351+ 16
(356-387) (353-378) (340-363)
Dyo 347 +£13 331+11 345 + 12
(320-375) (305-356) (317-372)
Renal blood flow, mL/min Doo 3.15+0.23 3.25 + 0.59
(2.87-3.43) (3.05-3.45)
Renal resistance, mm Hg/mL/min Doo 529 + 6.1 492 +11.0
(45.1-61.8) (44.4-55.3)

Data are mean + SEM and 95% Cl at each time point.
#P < .05 vs. Lean.
TP < .05 vs. Untreated Zucker.

LV systolic diameter (means for untreated and finerenone-treated
Zucker rats 3.30 mm [95% CI 3.11-3.49] and 2.96 mm [95% ClI
2.75-3.17], respectively) without modifying diastolic diameter
(6.49 mm [95% Cl 6.29-6.70] and 6.32 mm [95% Cl 6.13-6.52],
respectively), resulting in an increased LV fractional shortening (49%
[95% CI 46-51] and 53% [95% ClI 52-56]; Figure 1). Furthermore,
short-term finerenone treatment reduced LVEDPVR (means for
untreated and finerenone-treated Zucker rats 3.09 mm Hg/RVU [95%
Cl 2.94-3.25] and 2.11 mm Hg/RVU [95% Cl 2.00-2.22], respectively)
and LV relaxation constant Tau (5.48 ms [95% Cl| 5.57-5.39] and
4.87 ms [95% Cl 4.73-5.01], respectively), but only tended to reduce
LVEDP (P =.08) without modifying LVESP and LVESPVR (Figure 2).

Simultaneously, short-term finerenone administration increased LV

TABLE 2 Metabolic profile after 7 and 90 days

tissue perfusion, without modifying LV weight or LV collagen accumu-
lation. Moreover, short-term finerenone slightly reduced proteinuria
without reaching statistical significance (P =.09; Figure 3), decreased
LV ROS production and increased plasma nitrite levels, a marker for
NO bio-availability (Figure 4).
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At the end of the long-term study, body weight, fasting glucose, total

Long-term study

cholesterol and triglyceride plasma levels were increased in untreated
(24-week-old) Zucker fa/fa rats when compared with age-matched lean
rats. Simultaneously, total peripheral resistance was increased as sys-

tolic arterial pressure was slightly increased, while cardiac output and

Zucker fa/fa
Group Period Lean
Untreated Finerenone
Fasting glucose plasma levels, mg/mL D, 498 +0.17 522 +0.25 5.62 + 0.67
(4.60-2.35) (4.60-5.84) (4.13-7.11)
Doo 5.83 £ 0.09 6.53 +£0.30 6.01 +£0.50
(5.63-6.02) (5.85-7.20) (4.90-7.13)
Triglyceride plasma levels, mmol/mL D, 1.03 + 0.20 3.02 + 0.24* 2.68 + 045
(0.59-1.47) (2.47-3.56) (1.67-3.70)
Dyo 1.44 4+ 0.08 5.32 + 0.90% 420 +0.57
(1.27-1.61) (3.29-7.34) (2.92-5.47)
Total cholesterol plasma, mmol/L D~ 2934+0.21 4.11 £ 0.24%* 426 +0.18
(2.46-3.4) (3.58-4.64) (3.86-4.66)
Dyo 3.39 £ 049 6.14 + 0.53* 5.15+ 046
(2.29-4.49) (4.96-7.33) (4.12-6.17)

Data are mean 4+ SEM and 95% Cl at each time point.
#P < .05 vs. Lean.
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FIGURE 1 Left ventricular (LV) diastolic, LV systolic diameter and LV fractional shortening determined in Zucker fa/+ rats (open circles; n = 10)

before and at the end of the 90-day experimental period, and after 7 and 90 days in untreated (filled circles; n = 15) and finerenone-treated
Zucker fa/fa rats (down-triangles; n = 14). *P < .05 vs untreated Zucker fa/+; TP < .05 vs untreated Zucker fa/fa rats

heart rate were not modified in untreated Zucker fa/fa rats when com-
pared with age-matched lean rats (Tables 1 and 2). At this time point,
LV systolic diameter was significantly increased, but LV diastolic diame-
ter was not significantly modified, resulting in reduced LV fractional
shortening (Figure 1), associated with increases in LVESP and LVEDP,
Tau and LVEDPVR, but LVESPVR was not modified (Figure 2). More-
over, LV weight and LV collagen were increased at the end of the long-
term study and LV tissue perfusion was reduced (Figure 3). In addition,
LV ROS production was increased in untreated Zucker fa/fa rats
(Figure 4), while plasma nitrite levels decreased at the end of the study.

At the renal level, untreated Zucker fa/fa rats showed enhanced

proteinuria and renal nGAL expression (Figure 3).

3.21 |
Administration of finerenone for 90 days did not modify body weight,

Long-term effects of finerenone

systolic blood pressure, cardiac output, total peripheral resistance,

heart rate, plasma glucose levels, triglyceride levels or total cholesterol
plasma levels (Tables 1 and 2); however, long-term finerenone treat-
ment reduced both LV diastolic (means for untreated and finerenone-
treated Zucker rats 6.88 mm [95% Cl 6.68-7.09] and 6.61 mm [95%
Cl 6.50-6.71], respectively) and systolic diameters (means 3.85 mm
[95% Cl 3.59-4.10] and 3.45 mm [3.33-3.60], respectively) resulting in
an increased LV fractional shortening (means 43% [95% Cl 41-46] and
47% [95% Cl 46-49], respectively; Figure 1), as already observed after
7 days of finerenone administration. This was associated with reduced
LVEDP (means for untreated and finerenone-treated Zucker rats
3.99 mm Hg [95% Cl 2.98-5.00-3.69] and 3.10 mm Hg [95% ClI
2.57-3.36], respectively) and LVEDPVR (3.36 mm Hg/RVU [95% CI
2.63-4.09] and 1.89 mm Hg/RVU [95% Cl 1.56-2.23], respectively)
and tended to reduce LV relaxation constant Tau (6.51 ms [95% Cl
5.75-7.27] and 5.81 ms [95% Cl 5.45-6.18], respectively; P = .08)
without modifying LVESP and LVESPVR (Figure 2). Simultaneously,
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constant Tau and LV end-diastolic pressure-volume relationship determined after 7 or 90 days in Zucker fa/+ rats (white bars; n = 10), untreated
rats (black bars; n = 15) and finerenone-treated Zucker fa/fa rats (hatched bars; n = 14). #*P < .05 vs untreated Zucker fa/+ rats. 1P < .05 vs
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FIGURE 3  Upper panel: Left ventricular (LV) weight, LV collagen density and LV tissue perfusion determined after 7 and 90 days in Zucker fa/+
rats (white bars; n = 10), untreated rats (black bars; n = 15) and finerenone-treated Zucker fa/fa rats (hatched bars; n = 14). Lower panel:
Proteinuria determined after 7 and 90 days in Zucker fa/+ rats (white bars; n = 10), untreated rats (black bars; n = 15) and finerenone-treated
Zucker fa/fa rats (hatched bars; n = 14) and renal nGAL expression after 90 days. *P < .05 vs untreated Zucker fa/+ rats. TP < .05 vs untreated

Zucker fa/fa rats

long-term finerenone administration reduced both LV hypertrophy
and LV collagen accumulation, and increased LV tissue perfusion
(Figure 3). These cardiac effects were associated with a reduction of
proteinuria and reduced renal nGAL expression (Figure 4) and the
absence of any modification in renal blood flow or renal vascular resis-
tance. (Table 1).

4 | DISCUSSION

This study, using a rat model of metabolic syndrome, shows that MR
blockade with the third-generation non-steroidal MR antagonist finer-
enone opposes the development of metabolic syndrome-related dia-
betic cardiomyopathy. This beneficial effect probably involves several
distinct but complementary mechanisms, depending on treatment
duration. While after short- and long-term MR blockade, increased
myocardial tissue perfusion and reduced oxidative stress might
account for the improvement in LV diastolic dysfunction,
modification(s) in the LV structure (i.e. reduced LV collagen accumula-
tion) probably contribute to the further improvement of LV compli-
ance after long-term MR blockade.

The effects of the non-steroidal MR antagonist finerenone were
studied in an animal model of metabolic syndrome, presenting charac-
teristics similar to those observed in humans with metabolic syn-
drome, namely, obesity, hypertension, hypercholesterolaemia and
increased triglyceride plasma levels. In this model, the development of
metabolic syndrome was associated with a progressive decline in LV
diastolic function, illustrated by the reduction in LV fractional shorten-
ing attributable to the increase in the LV systolic diameter in a context
of “preserved” diastolic diameter; however, it should be stressed that,

while the absolute values of LV fractional shortening remained within

a “normal” range, LVEDP, LV relaxation constant Tau as well as
LVEDPVR were increased, illustrating the development of predomi-
nant LV diastolic dysfunction with preserved systolic function. The lat-
ter was confirmed by the fact that LVESP and LVESPVR were not
modified. Moreover, LV diastolic dysfunction was associated with LV
remodelling, as illustrated by the significant increase in interstitial LV
collagen density. In addition to LV diastolic dysfunction, the reduction
in plasma nitrite levels, a marker of NO bio-availability,®® suggests an
impaired endothelium-dependent vascular dilator response in both
13- and 24-week-old untreated Zucker fa/fa rats,2>%2 illustrating that,
as observed in humans with metabolic syndrome,®” a marked vascular
endothelial dysfunction develops in this model of metabolic syn-
drome. The reduction of NO bio-availability, probably attributable to
an increased “NO neutralization” by the enhanced ROS production,
involving, at least in part, an imbalance between the eNOS to iINOS
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FIGURE4 Left ventricular (LV) reactive oxygen species and plasma
nitrite levels determined after 7 days in Zucker fa/+ rats (white bars;
n = 10) untreated rats (black bars; n = 15) and finerenone-treated
Zucker fa/fa rats (hatched bars; n = 14). *P < .05 vs untreated Zucker
fa/+ rats. TP < .05 vs untreated Zucker fa/fa rats. Abbreviations: AU,
arbitrary units; ROS, reactive oxygen species
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ratio, as already recently described by Toblli et al,** as well as
increased levels of the endogenous NOS inhibitor asymmetric
dimethyl arginine,®> contributes not only to vascular endothelial dys-
function but also to LV diastolic cardiac dysfunction.3¢%7

In this context, both short- and long-term administration of the
non-steroidal MR antagonist finerenone, at a rather low dose of
2 mg/kg/day (i.e. a dose that does not reduce systemic blood pres-
sure), markedly improved LV diastolic dysfunction, while LV systolic
function was not modified. Indeed, after 7 and 90 days of treatment,
LVEDP, Tau and LVEDPVR, obtained by invasive cardiac catheteriza-
tion, were significantly reduced, while LVESPVR was not modified.
While a similar improvement of metabolic-related diastolic dysfunc-
tion after long-term MR blockade has already been suggested by the
echographic data obtained by Bender et al®*® with a non-pressure-
lowering dose of spironolactone, the acute improvement of
metabolic-related LV diastolic dysfunction has never been reported,
illustrating a primary role of MR in metabolic syndrome-related LV
diastolic dysfunction.

Several distinct but complementary mechanisms are probably
involved in the improvement of LV diastolic function. Indeed, the
reduction in LV tissue ROS production, as observed in the present
study, will limit the neutralization of NO, resulting in increased NO
bio-availability, as suggested by the increase of plasma nitrites. This
increase in NO bio-availability probably contributes to the immediate
improvement in LV diastolic dysfunction via direct and indirect mech-
anisms. Indeed, reduced myocardial NO bioavailability increases myo-

37.39-41 while an

cyte resting tension and impairs LV dysfunction,
increase in NO bio-availability/production induced via administration
of its co-factor tetrahydrobiopterin,*> NO donors*® or endothelial NO
synthase enhancers** improves LV diastolic dysfunction. Furthermore,
improved NO bio-availability in the coronary vasculature may contrib-
ute, via improved coronary endothelial function, to the improvement
of LV diastolic dysfunction. Indeed, the increase in myocardial tissue
perfusion observed after finerenone treatment reported in the pre-
sent study suggests improved coronary endothelial function, and the
association between increased coronary endothelial NO bio-
availability and improved myocardial perfusion has been reported in
this model with other drugs such as p-blockers and If current inhibi-
tors.2%32 The normalization of myocardial perfusion by finerenone
probably prevents the LV tissue hypoxia observed in Zucker fa/fa rats
and subsequent activation of mechanisms inducing LV dysfunction.
For example, hypoxia induces ROS production via enhanced enzyme
activity of multiple pro-oxidant systems, such as NADPH oxidase*>~4”
and imbalanced eNOS to iNOS ratio.** The reduction in LV tissue
hypoxia will result in an improved LV tissue “redox” status, as a result
of reduced ROS production, as observed after both long- and short-
term finerenone. Moreover, hypoxia-induced production of local cyto-
kines, such as interleukin (IL)-1, IL-6, TNFa,*® or vasoconstrictors, such
as endothelin,*® which are all factors implicated in the deterioration of
LV function and/or remodelling as well as modifications in intrinsic LV
tissue structure, are probably reduced. Finally, enhanced ROS produc-
tion induces modifications of sarcoplasmic reticulum Ca®*-ATPase
protein structure, and this results in abnormal Ca?* handling and
impaired excitation—contraction coupling.’®>* Thus, inversely, the

improvement of LV oxidative status, as observed with finerenone and

illustrated by the reductions in LV ROS production, is probably associ-
ated with a preservation of this Ca®*-ATPase activity, as already
described in rats with chronic heart failure,>? which together with a
reduced oxidation of contractile proteins, might explain the reduction
in LV systolic diameter observed after short- but also long-term finer-
enone treatment.

It should also be stressed that the early reduction of myocardial
ROS production by finerenone probably also exerts indirect long-term
effects improving LV diastolic function because oxidative stress per se
induces accumulation of interstitial collagen.>®*>* Thus, the immediate
reduction of ROS production induced by finerenone could explain the
reduction in LV interstitial collagen density after long-term treatment,
contributing to the improvement of LV diastolic function, because LV
interstitial collagen accumulation per se provokes LV diastolic dysfunc-
tion. The long-term beneficial effects initiated early after starting finere-
none are probably involved in the more marked improvement of diastolic
function after long-term MR receptor blockade, as illustrated by the
more marked reduction in LVEDP and LVEDPVR in the long-term study.

It must be stressed that both finerenone (the present study) and
spironolactone,®® administered at doses that do not reduce systemic
blood pressure or total peripheral resistance, exert cardiac protection
in this model of metabolic syndrome, but only finerenone affords renal
protection in the Zucker fa/fa rat model. Indeed, in our long-term
study, finerenone significantly reduced proteinuria and renal nGAL
expression, while spironolactone did not modify this variable®®. More-
over, the reduction of proteinuria and renal nGAL expression, illustrat-
ing reduced renal end-organ damage after finerenone, is independent
of renal haemodynamics, as this occurs without modification in renal
blood flow or renal vascular resistance; however, it should be noted
that, in patients with chronic kidney disease, spironolactone improves
proteinuria and kidney function after 1 year.>”

The present data suggest that the beneficial effects on LV dia-
stolic function are independent of any metabolic effect. Indeed, meta-
bolic abnormalities in the diabetic myocardium are associated with the
impairment of LV function,”®>” but finerenone does not modify
plasma glucose, total cholesterol and triglycerides plasma levels in this
model. However, spironolactone but not eplerenone improves the
metabolic profile (reduced glycated haemoglobin) in humans with met-
abolic syndrome.>85? It should therefore be noted that although the
non-steroidal MR antagonist finerenone clearly exerted beneficial
effects in our experimental conditions in the absence of modifications
of the metabolic profile, it remains to be determined in human
patients with metabolic syndrome whether finerenone's efficacy on
clinical endpoints will be more marked than those induced by the ste-
roidal MR antagonists spironolactone/eplerenone, as well as the exact
mechanism(s) involved, for example, tissue selectivity and/or differen-
tial gene expression mediated by differential nuclear MR co-factor
modulation, as well as whether a further improvement in LV function
can be obtained when MR blockade is combined with anti-
hyperglycaemic medication, such as metformin or sodium-glucose co-
transporter-2 inhibitors.

Finally, it should be noted that, although not studied, gender/sex
hormones might influence finerenone's cardiac and vascular responses
to NO and other endothelial autocoids in Zucker fa/fa rats, as

observed with other drugs used to reduce cardiovascular risk.°
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Indeed, with pre-existing metabolic syndrome, female lean Zucker rats
are partially protected from the vasculopathy observed in male and
ovariectomized female rats, ! while pre-existing metabolic syndrome
per se provokes impairment of the vasodilator responses to NO
and/or prostacyclin;®? however, whether this will impact finerenone's
cardiovascular effects remains to be determined.

In conclusion, in a rat model of metabolic syndrome, administration
of the non-steroidal MR antagonist finerenone was associated with an
improvement in LV tissue perfusion and LV diastolic function as well as
in proteinuria. These results provide a rationale for the concept of MR
blockade as a treatment option for prevention of the cardiorenal dys-
function associated with the metabolic syndrome. The efficacy and
safety of finerenone in patients with T2DM and the clinical diagnosis of
diabetic kidney disease is currently being investigated in two large
phase Il outcome trials in patients with diabetic kidney disease
(FIGARO-DKD, NCT02545049 and FIDELIO-DKD, NCT02540993).
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Etude 2

L’administration d’iméglimine a court et a long-terme s’oppose aux dysfonctions

cardio-r nales associ es au syndrome m tabolique

R sum

La dysfonction mitochondriale est associ e une augmentation du stress oxydant et
participe a l'insulinorésistance ainsi qu’a la dysfonction diastolique qui sont retrouvées dans
le syndrome m tabolique. L’iméglimine, un nouvel agent antidiabétique, cible Ila
bio nerg tiqgue mitochondriale permettant une diminution du stress oxydant en conditions
d’hyperglycémie.

Nous avons voulu évaluer si I'iméglimine pouvait exercer un effet bénéfique sur les
dysfonctions cardiovasculaires et r nales dans un contexte de syndrome m tabolique en
utilisant le rat Zucker fa/fa.

Nos résultats montrent, comme dans l'article précédent, une dysfonction diastolique
pr dominante chez le rat Zucker fa/fa g de 12 et de 24 semaines. Nous avons aussi
retrouv ,commecelaad j t misen vidence, une dysfonction endoth liale p riph rique
(art re m sent rique) et centrale (art re coronaire) ainsi qu’une augmentation de
production ventriculaire d’EROs et une diminution de la concentration plasmatique en
nitrite. La structure rénale évaluée a I'age de 24 semaines sur coupe histologique est altérée
et on retrouve cet ge une albuminurie.

L’administration d’iméglimine a court-terme (9 jours) am liore la compliance cardiaque
et restaure la fonction endoth liale coronarienne et m sent rique ainsi que la perfusion
myocardique.

En parall le de ces am liorations fonctionnelles on retrouve une diminution de la
production ventriculaire d’EROs et une augmentation de la concentration plasmatique en
nitrite.

Nous obtenons le méme profil de résultats aprés I'étude a long-terme sur les
dysfonctions diastolique et endoth liale ainsi que sur le statut oxydatif. L'administration a
long-terme de I'iméglimine a permis de prévenir I'augmentation de la fibrose interstitielle
cardiaque mais aussi r nale observ e chez les animaux non trait s. Une diminution de

I'albuminurie a été retrouvée chez les animaux traités.



Afin de s’affranchir d’éventuels effets d’une diminution chronique de I’hyperglycémie sur
les am liorations cardio-vasculaires nous avons valu s la fonction diastolique et
endoth liale ainsi que la perfusion myocardique une heure apr s administration unique
d’iméglimine chez des animaux agés de 12 semaines.

Cette administration unique d’iméglimine a été associée a une amélioration de la
dysfonction diastolique et endothéliale ainsi qu’a une augmentation de la perfusion
coronaire. La production totale d’EROs au niveau du ventricule gauche tendait diminuer et
celle des mitochondries subsarcolemmales tait significativement diminu e. En parall le la
concentration plasmatique en nitrite tait augment e.

Ces résultats étaient indépendants d’une modification de la glyc mie ainsi que de la
pression art rielle.

En conclusion dans un mod le de dysfonctions cardiovasculaires et r nales associ es au
SM, I'iméglimine, un antidiabétique ciblant la bioénergétique mitochondriale, permet de

limiter ces dysfonctions probablement en partie via une diminution du stress oxydant.
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Abstract.

Introduction. Imeglimin, a glucose lowering agent targeting mitochondrial bio-
energetics, decreases reactive oxygen species (ROS) overproduction and improves glucose
homeostasis. We investigated whether this is associated with protective effects on metabolic
syndrome-related left ventricular (LV) and vascular dysfunctions.

Methods. We assessed, using ZucKaffa rats, the effects on LV function, LV tissue
perfusion and LV oxidative stress as well as on vascular function induced by imeglimin
administered for 9 (short-term) or 90 days (long-term) at a dose of 150 mg/kg BID PO
restoring OGTT and reducing glucose plasma levels.

Results. Compared to untreated animals, short- and long-term imeglimin decreased LV
end-diastolic pressure and LV end-diastolic pressure volume-relation, increased LV tissue
perfusion, decreased LV tissue ROS production, associated with restored acetylcholine-
mediated coronary relaxation and mesenteric flow-mediated dilation. Moreover, 1 hour after a
single imeglimin administration, a time-point when glucose plasma levels were not yet
modified, imeglimin reduced LV mitochondrial ROS production and improved LV function.
Only long-term imeglimin reduced metabolic-syndrome related LV collagen accumulation.

Conclusion. In a rat model mimicking human metabolic syndrome, imeglimin opposes
metabolic syndrome-related cardiac diastolic and vascular dysfunctions. This involves acute
effects, i.e. improved myocardial perfusion, reduced oxidative stress/increased NO-
bioavailability, but also long-term effects, i.e. myocardial structural modifications.

Introduction

Metabolic syndrome refers to metabolic impairments such as insulin resistance,
hyperglycemia and dyslipidemia associated with obesity and hypertension and increases
cardiovascular morbidity and mortalityThe augmentation of cardiovascular risk observed in
metabolic syndrome is related to development of a progressive deterioration of left ventricular
(LV) diastolic function and vascular endothelial functfdhinterestingly, several studies
demonstrated the implication of mitochondrial dysfunction in metabolic syndrome-related
cardiac diastolitas well as vascular endothelial dysfunctidis.

Imeglimin, a novel glucose lowering agent targeting mitochondrial bio-energetics,
improves hyperinsulinemia, glucose tolerance and insulin sensitivity in experimental models
of diabetes as well as in diabetic patiéfitsit has also been demonstrated that imeglimin
decreases reactive oxygen species overproduction and delays mitochondrial permeability
transition pore opening in endothelial cells, preventing cell death during oxidative stress due
to hyperglycemia® However whether these beneficial effects are associated with a prevention
of metabolic syndrome-related cardiovascular dysfunction is unknown.

Thus, the goal of the present study was to assess, using a rat model mimicking Human
metabolic syndrome-related cardiovascular dysfunctidfsthe immediate, i.e. 1 hour after
imeglimin administration, as well as the effects of a short-term (9 days) and lon¢St&érm
days) treatment with imeglimin on systemic and cardiac hemodynamics, cardiovascular
function and morphological alterations.

Methods and materials.

The investigation conforms to tl&uide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996)
and was approved by the local ethical comity (CENOMEXA n°54; case number 05 231.01)

Animals and Treatment.

This study was performed in 12-week-old male Zudaér (lean) and Zucker fattfa/fa
rats (Charles River Laboratory, France), the latter having developed at this age only moderate
cardiovascular and renal dysfunctions. Animals were kept 2 per cage in standard laboratory
conditions. Metabolic-related cardiovascular dysfunctions and cardiac structure were assessed



after a 90day treatment period (study 1). However, ‘long-term” structural effects might mask
‘short-term’ effects, and in order to avoid this experimental bias, effects of imeglimin on
metabolic-related cardiovascular dysfunctions and cardiac structure were also assessed after a
9-day treatment period, i.e. before any significant difference in cardiac remodeling/structure
(study 2).

Study 1: Zuckefa/fa rats were randomized at the age of 12 weeks in two groups, either
untreated (n=15) or treated with imeglimin (n=15) at the dose of 150 thddgf BID (by
gavage at 09:00 and 18:00) for a 90-day period. Twelve untreated Zatkemimals were
used as healthy controls. Study 2: Zudiéfa rats were randomized at the age of 12 weeks in
two groups, either untreated (n=15) or treated with imeglimin (n=15) at same dose for a 9-day
period. Nine untreated Zuckf&/+ animals were used as healthy control.

Since glycemic control is involved in effects induced by short- and long-term imeglimin
treatment, a third study evaluated the cardiovascular effects of imeglimin as soon as 1 hour
after a single imeglimin administration at the dose of 150 mgitkg.3-week old Zuckefa/fa
rats ,allowing evaluation of imeglimin effects independently of glycemic control.

Investigated parameters

All parameters investigated after single or multiple imeglimin dose(s) were measured 1h
after the last (or single) morning dose.

LV function

EchocardiographyStudies were performed in rats before and after 9, 30 and 90 days of
treatment. For this purpose, rats were anesthetized with methohexital, the chest shaved and
echocardiograms were performed with a Vivid 7 ultrasound echograph equipped with a M12L
linear probe operating at 14 MHz and fitted out with Echopac PC software (GE medical) as
described previousl¥: ‘8 In brief, a two-dimensional short axis view of the LV was obtained
at the level of the papillary muscle in order to record M-mode tracings. Left ventricular
diameters were measured by the American Society of Echocardiology leading-edge method
from at least 3 consecutive cardiac cycfeMeasurements were performed by one observer
blinded to prior results and treatment groups. Moreover, LV outflow velocity was measured
by pulsed-wave Doppler, and cardiac output was calculated as CO= aortic ¥ T™H LV
outflow diameter/2)2] x heart rate, where VTI is velocity-time integral.

LV hemodynamics

LV hemodynamics were assessed 1 hour after a single imeglimin administration as well as
after a 9- and a 90-day imeglimin treatment using left pressure volume curves/iasspre
described.17, 20 In brief, in methohexital-anesthetized animals, a 2F miniaturized combined
conductance catheter-micromanometer (model SPR-819, Millar Instruments) connected to a
pressure-conductance unit (MPCU-200, Millar) was advanced retrograde via the carotid artery
into the LV. This catheter has a micro-manometer surrounded by 4 platinum electrodes; the
two outermost electrodes generate a current of 0.1 mA at a frequency of 20 kHz, which is
sensed by the two innermost electrodes. PV loops were recorded at baseline and during
loading by gently occluding the abdominal aorta with a cotton swab. Data were stored and
analyzed by using Millar conductance data acquisition/analysis software and the following
parameters were measured/calculated from the pressure-volume curves: LV end-systolic and
end-diastolic pressures, LV end-systolic pressure-volume and end-diastolic pressure-volume
relations, and LV relaxation constant Tau.

Myocardial perfusion.

One hour after a single imeglimin administration as well as after a 9- and a 90-day
imeglimin treatment, basal myocardial perfusion was assessed in methohexital -anesthetized
animals using a Bruker Biospec 4.7 Tesla MRI, and an acquisition T1 sequence that does not
need contrast agent application, as previously desciitféd.



Exercise tolerance testExercise capacity was determined in randomly selected animals
of each group after the last imeglimin administration in the 90-day protocol (study 1). In brief,
the animals were accustomed with the motorized treadmill (Bioseb, Paris France) at a speed
of 2.4 m'min " at a 5° incline. The speed was increased by 2.4 m'min ' every 1 min to a
maximum speed of 14.4 m-min *. A mild electrical shock (frequency current at 3.0 Hz at 1.6
mA with a voltage of a 115 mV) was provided when the animals could not maintain the set
pace. Fatigue was considered to occur when a rat started to lower its hindquartaseatsd ra
snout, resulting in a significantly altered gait, to the point of not being able to remain on the
treadmill. When this degree of fatigue was noted, and the animal had difficulty remaining on
the treadmill belt (regardless of the delivery of the electrical shock), the animal was taken off
the treadmill, and the run time was recorded to the nearest second.

Glucose and insulin tolerance testAt the end of the 9- and 90-days treatment period,
ratswere fasted 16h before testing. A blood sample was collected from the tail vein and blood
glucose was measured with a glucometer (StatStrip Xpress, Nova Biomedical UK, Hercules,
Calif) before glucose tolerance test. Glucose tolerance test was performed by oral g@vage of
g D-glucose/kg body weight and blood samples were collected from the tail vein and glucose
levels were measured for 2 h. Insulin tolerance was assessed by blood glucose measurements
before and after IP injection of human insulin Actrapid (1 U/kg)

Vascular endothelial function. Coronary endothelial functiowas assessed as described
previously®® In brief, at the end of the left ventricular function assessment; the heart was
removed and immediately placed in cold oxygenated Krebs buffer. A 1.5mo-Bng
segment of arteries was carefully dissected and mounted in a small vessel myograph.
Normalization procedure was performed after an equilibration period. Segments with an
internal diameter <170 um were excluded to avoid mechanical endothelial injury and
unspecific dysfunction. Concentration-response curves to acetylcholifet¢1@ x 10°
mol/L) were performed in serotonin-precontracted segments (6l/L). Endothelium-
independent relaxation to increasing concentrations of sodium nitroprussiteo (30« 10°
mol/L) was also obtained in serotonin-pre-contracted arté?i@spheral endothelial function.

At the end of the 9 and 90 days of treatment, mesenteric artery dilatation, index of peripheral

artery endothelial function, was assessed as previously destrilpedrief, after assessment

of the hemodynamic parameters, a third order mesenteric artery was carefully isolated under a
dissection microscope and transferred to an arteriograph. Arteries were pre-constricted by the
phenylephrine, and flow-mediated dilatation was assessed by increasing stepwise intra-

luminal perfusate flow rate.

Urinary and plasma biochemical assessmentAfter 90 days of treament, randomly
selected animals of each group were placed in metabolic cages for a 24-hours urine collection.
Twenty-four hours urinary creatinine-excretion and proteinuria were determined as indicators
of renal dysfunction.

Kidney histology. Kidneys were harvested at the end of the study 1. Masson trichrome
staining of paraffin-embedded kidney sections were used for semi-quantitative scoring of
glomerulosclerosis, tubular injury (necrosis and atrophy), interstitial inflammation and
interstitial fibrosis, as previously describ&dn brief, a minimum of 20 glomeruli (range: 20
to 30) in each specimen was examined and the severity of the lesion was graded from 0O to 4
and expressed as a percentage of number glomerular examined.

Cardiac histology. After hemodynamic assessment, the heart was harvested and LV
weight was measured. After fixation, the LV was cut in 3 sections of identical thickness. The
sections were dehydrated and embedded in paraffin. Three pum thick slices were then cut from
each block and mounted on glass slides. Sections were then stained with Sirius red for the
determination of collagen. Slides were enlarged 500 times using a microscope connected to an
image analysis system. Collagen density was calculated in the left ventricle as the surface



occupied by collagen divided by the surface of the image. Perivascular collagen was excluded
from this measuremenit.

LV reactive oxygen speciesevels were evaluated after 1h, 9 and 90 days of treatment in
LV homogenates by electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) using the spin
probe 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine  (CMH, Noxygen,
Germany), as previously describ&Besides ‘overall’ LV ROS production, LV interfibrillar
and LV subsarcolemmal mitochondria ROS production was determined at 1 hour after a
single imeglimin administratioms previously describéd.

Plasma nitrite concentrations, a marker of NO production, were determined in plasma
samples obtained after 1h, 9 and 90 days of treatment, using tri-iodide based
chemiluminescence, as previously descrifiefihe NO signal was quantified using a nitric
oxide analyser (NOA™ 280, Sievers Instruments Inc., Boulder, CO, USA).

Plasma biochemical. Plasma creatinine, glucose, insulin, total cholesterol and
triglycerides levels were measured after 1h (glucose), 9 and 90 days of treatment.

Statistical analysis

All results are given as mean + SEM.

LV diastolic/systolic diameters and hemodynamic parameters were assessed as a primary
endpoint, whereas all other parameters, i.e. the molecular mechanisms, were assessed as
exploratory endpoints. Based upon historical data obtained with other drugs in Bitker
rats’® 2 we made a simulation for each parameter obtained in untreated animals to
demonstrate a statistical significant (p<0.05) with a minimal power of 80 %. The minimal
expected effect size or difference between untreated and treated was fixed to 10 % and 30 %,
with the coefficient of variation to 25 % and 15 % for echocardiographic and hemodynamic
studies, respectively. For all significant differences concerning primary endpoints, a posteriori
powers higher than 80 % were also checked.

In order to evaluate the effect of metabolic syndrome, all parameters obtained in
untreated Zuckefa/fa and lean rats were compared by Student’s unpaired two-tailed t-test. In
order to evaluate the effects of long- or short-term imeglimin, all parameters obtained 1 hour,
or 9- and 90-day treated ZucKearfa rats were compared with time-matched untreated Zucker
fa/fa using Student’s unpaired two-tailed t-test

Before applying parametric tests as Student’s unpaired two-tailed t-test, the Gaussian
distribution of data was assessed by Shapiro-Wilk normality test and Kolmogorov-Smirnov
test and graphically by QQplot and normal probability plot.

Results

Biological parameters Body weight was increased in 13 and 24-week-old untreated
Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats. While plasma glucose
concentration was increased in 13 week-old Zudiéa, plasma insulin, cholesterol and
triglycerides concentrations were increased in 24-week-old untreated Zakeats. (Table
1) Imeglimin did not modify body weight, plasma cholesterol, triglycerides or insulin
concentrations at any time, but reduced plasma fasting glucose after both 9 and 90 days of
administration, when compared to untreated Zukiéa rats.

Systemic hemodynamicsin 13 and 24-week-old untreated ZucKeffa rats, systolic
blood pressure was increased, reaching statistical significance after 90 days, while diastolic
blood pressure and heart rate were not different when compared with age-matched lean rats.
Neither 9- nor 90-day imeglimin modified systolic and diastolic blood pressure, or heart rate
(Tablel).



LV remodeling. LV diastolic and systolic diameters as well as LV fractional shortening
were similar in 13-week-old untreated Zuckaffa rats compared to age-matched lean rats.
(Figure 1) LV diastolic and systolic diameters increased during aging, resulting in a
significant decrease in LV fractional shortening compared to age-matched lean rats after 90
days (Figure 1). Imeglimin slightly reduced LV diastolic and systolic diameters after 9, 30
and 90 days of treatment, reaching statistical significance after 30 days for LV diastolic
diameter and after 90 days for systolic diameter. Imeglimin also increased LV fractional
shortening, reaching statistical significance after 90 days.

LV hemodynamics. LV end-systolic pressure was slightly increased in 13- and 24-week
old Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats, and this increase was
statistically significant in 24-week old rats. LV end-systolic pressure volume relationship was
significantly increased in 13-week-old Zucké&/fa (Figure 2), while LV end-diastolic
pressure, relaxation constant Tau, and LV end-diastolic pressure volume relationship were all
significantly increased in both 13- and 24-week old Zudké#ia rats compared to age-
matched lean animals.

Nine and ninety-day imeglimin administration modified neither LV end systolic pressure
nor LV end systolic pressureolume relation. The 9-day imeglimin administration decreased
LV end-diastolic pressure and LV end-diastolic pressure volume relationship, reaching
statistical significance for the latter, without modifying LV Tau. The 90-day imeglimin
treatment markedly reduced LV end-diastolic pressure, LV end-diastolic pressureevolum
relationship and Tau, reaching statistical significance for LV end-diastolic pressure volume
relationship and Tau
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Figure 1. Left ventricular (LV) diastolic diameter and systolic diameter ag
well as LV fractional shortening determined before and after 30 and 90 d4q
in untreated Zuckefa/+ (open circles) and Zuckda/fa/ rats (filled circles)
and after 9, 30 and 90 days in imeglimin-treated Zudeéfa (filled
triangles).

*: p<.05 vs. untreated Zucké&/+; 1: p<.05 vs. untreated Zucké/fa.




Table 1 Biology and systemic hemodynamics and after 9 and 90 days of imeglimin

_ Zuckerfa/fa
Group Time Lean —
Untreated Imeglimin
) Do 361+12 426+7* 421+16
Body Weight (g)
Dgg 415+25 568+11* 545+13
Plasma g|ucose D9 4.98+0.17 8.06%0.77* 664:|:039T
(mMol/L) Doo  7.17+#0.61 6.73+0.25  5.50+0.31%
Plasma Insulin Dg - 14.1+3.5 13.3+2.4
(Unit/ml) Doy 1.27+0.53 4.88+0.59*  4.76+0.57
Plasma cholesterol Do - 4,11+0.24 4,19+0.40
(mMol/L) Doy 2.85+0.12 5.66+0.23*  5.51+0.33
Plasma trig|ycerides Do - 2.62+0.22 1.66+0.41
(mMol/L) Doy 0.96+0.12 5.02+0.31*  6.94+1.30
Syst. Blood Pressure  Ds 13016 14345 14614
(mm Hg) Dao 1086 131+6* 12545
Diast. Blood Pressure Do 102+4 1015 106+2
(mm Hg) Dao 82+7 96+6 90+4
) Do 354+12 370418 381+17
Heart rate (beats/min)
Dgo 34319 345413 34014

Table 1 Biology and systemic hemodynamics and after 9 and 90 days of imegli
*: p<0.05 treatment. vs. Lean zucKer+; : p<0.05 vs. untreated Zuckefa/fa

LV remodeling. While LV weight was similar between Zuckiarfa and lean rats at the
age of 13 and 24 weeks, LV interstitial collagen was significantly increased in 24-week old
Zuckerfa/fa. Imeglimin did not modify LV weight at any time, but significantly reduced LV
collagen density after 90 days (Table 2). Furthermore, myocardial perfusion was decreased in
both 13 and 24 weeks-old untreated Zuckeffa rats. Both 9- and 90-day imeglimin
significantly increased myocardial tissue perfusion (Table 2).

Left ventricular oxidative stress. LV ROS production was increased, while plasma
nitrite levels were decreased in 13- and 24-week-old untreated ZtaMarrats when
compared to age-matched lean rats. Both 9- and 90-day imeglimin treatment decreased ROS
production levels and increased plasma nitrite levels (Table 2).
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Figure 2. Left ventricular (LV) end-systolic pressure, LV end-systolic pressure-vol
relation, LV end-diastolic pressure, LV relaxation constant Tau and LV end-idia
pressure-volume relation determined after 9 or 90 days in Zdakerats (white bars)
untreated (black bars) and imeglimin-treated Zuckefa (hatched bars).*: p<.05 v
untreatedZucker fa/+; 1: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa

Zuckerfal/fa

Group Time Lean —
Untreated Imeglimin

Dy  0.832+0.030 0.813+0.013 0.813+0.03

LV weight
weight (9) Deo  1.017+0.048 1.048+0.034 1.126+0.042

Do 2.26x0.21 3.48+0.48 3.33+0.22

LV collagen density (%)
Dgo 2.06+£0.11 3.07+0.08* 2.52+0.20F

LV myocardial perfusion Dg 6.31+0.31 4.88%0.26* 5.71+0.26+

(ml/min/g) Doy 6.16+0.26 4.28+0.35*  5.68+0.12F
LV ROS production Dy  32.25+0.90 39.51+1.77* 27.61+1.29%
(AU.ug".h?) Do 26.69+3.06 40.96+3.29%  34.02+1.49%
Do 407420  270£27* 438+51%

Plasma nitrite (nM)
Dgo 450+43 292+26* 424+15%

Table 2.LV remodeling, perfusion and ROS after 9 and 90 days of imeglimin treatme
*: p<0.05 vs. Lean Zuckda/+; T: p<0.05 vs. untreated Zucke/fa




Coronary artery endothelium-dependent relaxation. Imeglimin administration for 9
and 90 days prevented the impairment in acetylcholine-induced relaxation of septal coronary
artery observed in 24 weeks-old untreated Zutk#éa rats (Figure 3, middle and right panel).
Moreover, one hour after a single imeglimin administration endothelium-dependent relaxation
was slightly improved compared to age-matched untreated Zucker rat (Figure 3, left panel),
reaching statistical significance at the concentrations 83x10" M.

Coronary relaxation induced by sodium nitroprusside was identical in all groups (data not
showr).

Left Ventricular Coronary Relaxation
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Figure 3. Septal coronary relaxation induced by acetylcholine in imeglimin-treateéer
fa/fa rats (black triangle) either 1 hour after the first administration (kefil after 9 (center
as well as 90-day treatment (right), and in age-matched untreated Zafkenats (black
circle). Twenty-four weeks-old untreated ZucKerf+ (white circle) were used as healtl
control * p<.05 vs. lean rats; T: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa.

Mesenteric endothelium-dependent dilatation Imeglimin administrered for 9 or 90
days prevented the impairment of flow-mediated dilation of mesenteric arteries when
compared to time-matched untreated Zuda#a. (Figure 4).

Oral glucose tolerance testOral glucose tolerance was impaired in 13- and 24-week old
untreated Zuckefa/fa rats when compared to age-matched lean rats. (Figure 5; left and right
upper panel, respectively). Imeglimin normalized oral glucose tolerance test after 9 and 90
days treatment (Figure 5 upper panel).

Intraperitoneal insulin tolerance test Insulin tolerance was impaired in 13- and 24-
week old untreated Zuckéa/fa rats when compared to age-matched lean rats. (Figure 5; left
and right down panel, respectively). Imeglimin did not significantly modify insulin tolerance
after 9 or 90 days treatments (Figure 5 down panel).
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Figure 4. Mesenteric artery flow-induced dilation in untreated (black circle) andlimia-
treated Zuckefa/fa (black triangle), after 9 (left panel) and 90 days (right panel). Twe
four weeks-old untreated Zuckiar+ (white circle) were used as healthy control.

*: p<.05 vs. Zuckefa/+ rats; T: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa

Oral Glucose Tolerance Test
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Figure 5. Oral glucose tolerance test (upper panel) and Insulin tolerance test (down
in untreated Zuckefa/+ (while circle) and Zuckefa/fa (black circle) as well as i
imeglimin-treated Zuckerfa/fa (white triangle) 1 hour after the last imeglim
administration of the 9-day (left panel) and 90-day (right panel) treatment period.

*: p<.05 vs. Zuckefa/+ rats; T: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa




Kidney function. Albuminuria was significantly increased in 24-week old untreated
Zucker fa/fa rats compared to age-matched lean rats, while urinary volume and creatiniuria
were not modified. Imeglimin treatment for 90 days reduced albuminuria while neither
creatininuria nor urinary volume were modified. (Table 3)

Kidney histology. Glomeruli and tubular injury scores, interstitial fibrosis and interstitial
inflammation were increased in 24-week old untreated Zufelé&x rats compared to age-
matched lean rats. (Table 3) Imeglimin treatment for 90 days significantly reduced interstitial
fibrosis but only tended to decrease glomeruli injury score and interstitial inflammation

Exercise tolerance.Maximal running distance was 438+2 meters in 24-week old lean
animals (n=4), and was reduced to 123£13 meters in 24-week old untreated fAuicker
animals (n=7). 90 days Imeglimin tended to increase maximal running distance to 161+19
meters (n=5) without reaching statistical significance (data not shown).

Acute effects of imeglimin Table 4). As soon as 1 hour after imeglimin administration,
plasma fasting glucose was not modified, but myocardial tissue perfusion, as well as LV
diastolic function was improved (as illustrated by the decreases in LV end-diastolic pressure,
Tau and LV end-diastolic pressure volume relation)while systolic cardiac parameters were not
changed. Moreover, this acute administration slightly improved coronary endothelium-
dependent relaxation, compared to age-matched untreated Zaffkerat (Figure 3, left
panel), reaching statistical significance at the concentrations ‘of 2010’-M acetylcholine.
Furthermore after one hour of imeglimin administration LV reactive oxygen species ROS
production tended to be decreased, but reactive oxygen species production was significantly
decreased in isolated sub-sarcolemma mitochondria population (Table 4). Finally, the acute
treatment increased plasma nitrites.

Zuckerfa/fa

Group Lean —
Untreated Imeglimin

Urinary volume (ml/12)  7.60+0.61  8.93+0.64 9.37+0.60

Creatiniuria (mg/24 h) 834+71 692+77 659478

Albuminuria (mg/24 h) 108+8 385+58* 2514£27%

Glomerular injury (AU)  0.19#0.09 2.10+0.56* 1.43+0.30
Tubular injury (AU) 0.19+0.09 2.30+0.30* 2.43+0.23

Interstitial fibrosis (AU)  0.38£0.13  2.00+0.22* 1.50+£0.11F

Interstitial inflammation
(AV)
Table 3.Kidney structure and function after 90 days of imeglimin treatment.
*: p<0.05 vs. Lean Zuckda/+; f: p<0.05 vs. untreated Zuckem/fa

0.06+0.06  1.60+0.29* 1.14+0.18




Table 4. Acute effects of imeglimin 1 hour after administration

Zuckerfa/fa
Group —
Untreated Imeglimin
Plasma fasting glucose (mMol/L) 5.98+0.46 5.15+0.62
Systolic blood pressure (mm Hg) 145+4 133447
Diastolic blood pressure (mm Hg) 105+£3 9713
Heart rate (beats/min) 371+11 37419
LV end-systolic pressure (mm Hg) 1404 123+67
LV end-systolic pressure-volume 255 941 1 27 7+1.9
relation (mm Hg/RVU)
LV end-diastolic pressure (mm Hg) 3.57+0.35 2.80£0.43
LV relaxation constant Tau (msec) 7.89+0.18 7.03+£0.24+
LV end-diastolic pressure-volume 3.38+0.18 1.90+0.07
relation (mmHa/RVU)
LV myocardial tissue perfusion 4.5140.26 6.24+0.52+

(ml/min/g)

LV ROS production (AU.pug.h")  20.64+0.77 18.21+0.83 (p=0.06

Plasma Nitrite levels (nM) 297126 648+92F
LV mitochondrial ROS (AU.ud.h?)
Sub-sarcolemmal 6407779 4319+4857
Inter-fibrillar 2953+413 21164532

Table 4. Acute effects of imeglimin 1 hour after administration
*: p<0.05 vs. Lean Zuckda/+; f: p<0.05 vs. untreated Zuckefa/fa

Discussion

This study highlights that imeglimin, a new glucose-lowering agent targeting
mitochondrial bioenergetics, improves metabolic syndrome-related cardiac and vascular
dysfunctions. Interestingly, these improvements of both cardiac and vascular functiorts are no
only observed after short- and long-term treatment by already observed 1 hour after imeglimin
administration, and involve a decrease in ROS production.

We choose the Zuckefm/fa rats since this rat model of metabolic syndrome-related
cardiovascular dysfunctions presents classical characteristics observed in Human metabolic
syndromé* 2’ Indeed, obesiy, hypertensioft, hyperlipidemia®, hypercholesterolemiaand
impaired tolerance to glucose were observed in 12 and 24 week-old Zadkerats.
Moreover, this was associated, as already reported by us and others, with LV diadtcftc
as well as vascular dysfunctions, i.e. impairments of both coronary endothelium dependent
vasorelaxatiol and mesenteric endothelium dependent vasodilatation.



Our first major result is that imeglimin improves both LV diastolic and vascular
dysfunctions The improvement of diastolic dysfunction was independent of modifications in
systemic hemodynamics since no major modification of blood pressure was observed, but
clearly involved a decrease in oxidative stress. Indeed, in 13 weeks-old Zatkents 1
hour after imeglimin administration glucose plasma level was not changed, but LV ROS
production was already decreased. Interestingly the decrease of LV oxidative stress probably
results from a decrease in mitochondrial ROS production, as already shown in the liver
mitrochondria following imeglimin treatmelit since the decrease in mitochondrial ROS
production was more marked than in ‘whole’ LV tissue. Moreover, we cannot exclude
contribution of others ROS sources, such as NADPH oxidase, to reduce ROS production as
observed in our study after 9 or 90 days of imeglimin treatment, since reduction in ROS will
reduced ROS-induced ROS production.

This reduction in oxidative stress is also probably involved in the improvement of
vascular function by imeglimin. Indeed, limiting NO neutralization by reducing endothelial
ROS over-production, increases NO bio-availability, as illustrated in our study by the
improvement in NO-mediated acetylcholine-induced coronary relaxation and flow-mediated
mesenteric dilatation, as well as the increase in nitrite plasma level altogether demonstrating a
restored NO bio-availability®

Moreover, the reduction of ROS/increase in NO bio-availability and the resulting
improved coronary function probably participates to the increase in myocardial perfusion.
This will limit the metabolic-syndrome induced hypo-perfusion observed in this study and
thus re-establish LV tissue,Gupply. Such effect is beneficial since it reduces hypoxia-
induced ROS production/inflammati®* * and as a consequence breaks the vicious circle
of ROS/inflammation/ROS production.

Simultaneously with the improvement of coronary function, imeglimin also improves LV
diastolic function. This likely results, at least in part, from the reduction of ROS and increase
in NO bio-availability, since NO directly improves LV diastolic dysfunction by promoting
C&" handling through protein kinase GMPc dependent (PKG) activation

The results obtained after acute (1h) imeglimin treatment demonstrate beneficial effects of
imeglimin on both LV diastolic and coronary dysfunctions that are similar to those of chronic
treatment. Whereas the acute and chronic effects share several mechanisms, e.g. the reduction
of ROS/increase in NO bio-availability, other mechanisms are only involved in either the
short- or the long-term effects of imeglimin. Indeed, in addition to direct beneficial effects of
the reduction in oxidative stress on LV diastolic function, indirect effects due to chronic
decreases in LV ROS production contribute to imeglimin’s cardiovascular protective effect.

For example, reduced oxidative stress will on the long-term limit LV collagen accumulation
by reducing myocardial ROS-induced collagen syntfiesis

In addition to direct limitation of inflammation/oxidative stress, imeglimin might also
prevent the hyperglycemia related toxicity/ROS produdfitmrough a restoration in glucose
tolerance and a reduction in plasma fasting glucose, thus participating to the sustained
decrease in oxidative stress and increase in NO bio-availability.

Interestingly, at the vascular level the imeglimin-related increased in NO bio-availability
not only improved coronary function but also restored mesenteric artery flow-mediated
dilation. Thus imeglimin opposes the aggravation of vascular endothelium-dependent
dysfunction observed during aging in untreated Zucker°rats well as in humans with
metabolic syndronf&

In parallel to the improvement in peripheral artery endothelial function, we observed a
decrease in albuminuria after long term treatment, suggesting that imeglimin also prevented
metabolic-syndrome-related glomerular endothelium infuryloreover, interstitial fibrosis
was decreased in kidney tubules, probably also resulting from a (long-term) reduction in



oxidative/inflammatory statd§ Taken together these results demonstrate that long-term
imeglimin treatment, when initiated “early”, in addition to the cardiac and vascular effects,
also reduced end-stage kidney damage.

Intolerance to physical exercise is a frequent phenomenon observed in patients with
diastolic dysfunction and metabolic-syndrome and this was also found in 24-week old
untreated Zuckefa/fa rats. Long-term imeglimin treatment increases running distance by
20% in obese Zuckeda/fa rats but without reaching statistical significance. Despite the effect
of imeglimin on cardiac function as well as on peripheral artery dilatation and thus the
possible improvement of the metabolic syndrome-related impairment of skeletal muscle
perfusion*” ** imeglimin did not clearly improve exercise tolerance. This may be related to
the fact that imeglimin did not modify body weight and that obesity per se, probably remains
the most important factor in effort intolerance in such a model.

Study limitations In the present study imeglimin was administrated as single medication
at the dose of 150 mg/kg bid as previously done in others rodents models of Hidfetes
control glycemia. However, it cannot be excluded that another dosing regimen, e.g. higher
dosing or continuous administration, will be more effective, especially since the observed
beneficial effects were independent of glycemic control. Furthermore, metabolic syndrome
patients often receive several medications each targeting a specific component of metabolic
syndrome, such as anti-hypertensive drugs, lipid- and glucose-lowering agents. Further
investigation of imeglimin effects on cardiovascular function when associate with another
treatment standard of management of metabolic syndrome needs to address these questions.

In conclusion, in a model of metabolic-syndrome related cardiomyopathy imeglimin, a
novel glucose-lowering agent targeting mitochondrial bioenergetics prevents various
clinically relevant parameters of end-organ damage also observed in patients with metabolic
syndrome, i.e. LV diastolic, vascular endothelial and renal dysfunctions, at least in part
through a reduction in oxidative stress. Clinical studies are now needed to test the possible
beneficial effects of this compound on metabolic syndrome and Heart Failure with Preserved
Ejection Fraction.
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Etude 3

Am lioration de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée et de
I’hypertension pulmonaire par le macitentan un antagoniste mixte des r cepteurs de

I’endothéline.

R sum

L’hypertension pulmonaire consécutive a l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
pr serv e (ICFEp) aggrave le pronostic de I'ICFEp et n’a, a ce jour, pas de traitement
réellement efficace. Le macitentan, permet d’augmenter la survie dans |’hypertension
pulmonaire artérielle mais ses effets dans I’"HTP post-capillaire associée a I'lCFEp ne sont pas
connus.

Nous avons valu la fonction ventriculaire droite et mesur sa pression chez des rats
Zucker g s de 24 semaines. En parall le, nous avons valu les effets du macitentan
(10mg/kg/j) sur les dysfonctions cardiaques gauche et droite ainsi que sur I’'HTP.

Nous avons retrouv dans cette tude au niveau du VG le m me profil de dysfonction
diastolique, de dysfonction endothéliale coronaire et d’augmentation du stress oxydant que
dans les pr ¢ dentes tudes du laboratoire sur ce mod le.

Nous avons montr pour la premi re fois dans ce mod le une HTP (obtenue
indirectement par cath t risme VD), une dysfonction ventriculaire droite systolique et
diastolique ainsi qu’une diminution du débit cardiague VD survenant plus tardivement par
rapport la dysfonction VG.

L'augmentation du taux plasmatigue d’endothéline ainsi que I'abrogation des variations
de pression suite a I'injection intraveineuse d’endothéline mettent en évidence un blocage
efficace des r cepteurs chez les animaux trait s

Le macitentan am liore court et long-terme I'hémodynamique VG ainsi que la
dysfonction endoth liale. Chez les animaux trait s on retrouve une diminution de la PAS et
PAD maintenue durant toute I'étude, pouvant participer a I'amélioration de la dysfonction
VG. Le macitentan permet de restaurer la fonction coronaire VG d pendante de
I'ac tylcholine- et pr vient la diminution de la perfusion observ e chez les animaux non

trait s.
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Au niveau du VD l'administration a long-terme du macitentan permet de pr venir
I’établissement de I’'HTP ainsi que de la dysfonction VD systolique et diastolique.

Ainsi dans un modele d’'HTP et de dysfonction VD consécutives a une dysfonction VG
I'antagoniste mixte des récepteurs de I'endothéline macitentan, exerce des effets
b n fiques. Ces effets b n fiques passent non seulement par une pr vention de la survenue
de I'HTP et des dysfonctions VD mais aussi par une restauration de la fonction VG diastolique
ainsi que la fonction endothéliale. Le contréle de I'HTA par le macitentan participe

certainement aux am liorations fonctionnelles et structurelles cardiaques.
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Abstract.

Background. WHO group Il pulmonary hypertension (PH) due to left ventricular (LV)
dysfunction represents a major health problem with significant morbidity and poor prognosis.
Endothelin (ET) receptor blockade might be a promising therapeutic approach, since ET-1 is a
key player in PH as well as in the development of cardiac dysfunction via batarfelTEE
receptors. However, whether dual ET receptor antagonism (ERA) exerts protective effects on
PH due to cardiac dysfunction is less known. Thus, we sought to evaluate the effects of a dual
ERA in a rat model of metabolic syndrome, which combines both right and left ventricular
dysfunctions.Methods. We assessed in Zuckéa/fa rats the effects of the dual ERA
macitentan (10 mg/kg/day as food additive for 7 or 90 days initiated at the age of 12 weeks)
on RV and LV function/ remodeling/ (MRI), RV and LV hemodynamics (catheterization) and
RV and LV coronary function (myographiResults After 7 and 90 days, untreated Zucker
fa/fa rats presented both LV diastolic dysfunction (elevated LV End-Diastolic Pressure (EDP)
and LV End-Diastolic Pressure-Volume Relation (EDPVR) without change in LV End-
Systolic Pressure-Volume Relation (EDPVR) associated with increased collagen deposition,
while left coronary artery relaxation to acetylcholine was impaired. Simultaneously, Zucker
fa/fa rats developed PH and RV dysfunction characterized by increases in RVESP and
RVEDP associated with RV coronary dysfunction. Short- and long-term macitentan treatment
significantly prevented LV and RV as well as coronary dysfunctions and long-term treatment
reduced LV collagen density. Moreover, both short- and long-term macitentan treatment
reduced cardiac inflammation and reactive oxygen species produ€toausions.The dual

ERA macitentan demonstrates prevention of LV diastolic dysfunction and reduction of RV
pressure in a model of PH due to metabolic syndromedysfunction and reduction of RV
pressure in a model of PH due to metabolic syndrome.

Introduction

World Health Organization group Il pulmonary hypertension (PH due to left ventricular
(LV) dysfunction), the most common form of pulmonary hypertensigrr¢presents a major
health problem due to a significant morbi-mortality and a poor progriysls PH due to LV
dysfunction, characterized by an increase in LV end-diastolic preggulealds to post-
capillary PH and participates to the development of right ventricular (RV)
hypertrophy/dysfunctiong, 6].

Interestingly PH is extremely common in patients with heart failure (HF) with reduced
ejection fraction (HFrEF) as well as HF with preserved ejection fraction (HFpEF). However,
classical treatments of HFrEF show little of no efficacy in HFpEP patients. This might be
related to the fact that HFpEF is a multifactorial clinical syndrome involving several co-
morbidities, including besides PH, systemic arterial hypertengidrly
remodelling/fibrosisf-9] and diabetes/metabolic syndrome (M8)][Besides LV diastolic
dysfunction/elevated filling pressure observed in HFpEF, several studies in humans
demonstrate also a link between PH/RV dysfunction and HFpEFIW&4. It is tempting to
hypothesize that targeting mechanisms involved in the development of both PH/RV and LV
dysfunctions could also be new approach for the treatment of HFpEF and its consequences.

Among several targets involved in PH/HFpEF, the endothelin (ET) system seems
particularly interesting since it is a potent vasoconstrictor peptijervolved in pre-
capillary pulmonary hypertension and activated in H&f.[Furthermore ET-1 promotes
collagen depositionl]7], leading to cardiac fibrosis, one major mechanism involved in
diastolic dysfunction and HFpEES, 19]. Since the EX-ETg receptor antagonists (ERA)
bosentan and macitentan improve RV function in experimental models @0P2f[as we
as patients with PH2B-24, it is reasonable to suggest that a dual ERA might be beneficial on
PH and RV dysfunction in a context of HFpEF due to MS.
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Thus, the goals of the present project were to assess 1) whether HFpEF observed in
Zucker fatty rats is associated with a development of post-capillary pulmonary hypertension
and RV hypertrophy/dysfunction, and 2) whether the dual ERA macitentan improves
systemic, RV and LV hemodynamics, RV and LV function and morphological alterations
Methods and materials.

Animals and treatment.

This study was performed in 12-week-old male Zucker lean fa/+ and obese Zucker fa/fa rats
(Charles River Laboratories, France). Animals were kept 2 per cage in standard laboratory
conditions.

Two distinct studies were performed in order to evaluate the effects of long- (Study 1) and
short-term (Study 2) macitentan treatment. Study 1: Zucker fa/fa rats were randomized at the
age of 12 weeks in two groups either untreated (n=14) or treated for 90 days with macitentan
(10 mg.kg".day*; n=14 administered as food additive), Twelve untreated Zucker lean fa/+
animals were used as healthy controls. This experimental design allows the evaluation of the
acute effects of macitentan independently of those induced by the improvement of cardiac
remodeling observed after chronic treatment. Study 2: Zucker fa/fa rats were randomized at
the age of 12 weeks in two groups, either untreated (n=12) or treated for 7 days with
macitentan (10 mg.kgday*; n=12). Twelve untreated Zucker lean fa/+ animals were used as
healthy controls.

Blood pressure and heart rate assessment.

Blood pressure and heart rate were measured in conscious rats by telemetry (Dataquest ART
system, Data Sciences Inc, St Paul, Minn, USA) as previously desifjed.[

ETa-ETg receptor blockade.

To verify ET receptor blockade, the blood pressure variation induced by ET-1 (1 rimol.kg

i.v. bolus injection) were assessed after 7 and 90 days of macitentan administration in
randomly selected animals from each grae).|

RV and LV volumes.

MRI was performed using a 4.7-T BIOSPEC (Bruker, Germany) as previously des@@bed [

In brief, after anesthesia (sodium methohexital, 60 mg/kg IP), using the Intragate sequence
(Bruker, France) 12 contiguous ventricular short-axis slices of 1.5 mm thickness with no
inter-slice gap were acquired to cover the entire range of both ventricles. Data analysis was
performed with an operator-interactive threshold technique by one trained observer using
FARM-CAAS 2.0 software (Pie Medical, Netherlands). RV and LV volumes were

determined from end-diastolic and end-systolic images by multiplication of RV and LV
compartment area and slice thickness (1.5 mm). Total volumes were calculated as the sum of
all slice volumes. Ejection fraction (EF) was calculated with the end-diastolic (EDV) and end-
systolic (ESV) volumes (EF = SV/EDV). Cardiac output was calculated as (EDV-ESV)
multiplied by heart rate (HR).

LV tissue perfusion.

At the end of the long- and short-term studies, myocardial tissue perfusion was evaluated
using the same MRI equipment by Arterial Spin Labeling (ASL), in which, the blood in the
arteries upstream from the imaging volume is magnetically “labeled”. As a consequence,

image intensity changes will occur depending on the blood supply to the tissue in the imaged
slice. Upon subtraction of an image acquired without spin labeling, the background signal
from static spins is removed and the difference image can be used to quantify perfusion. The
difference of the inverse of the apparent T1 images then yields a measure of the regional
cardiac blood flow (rCBF) according to rCBF =1 (1/T1sel-1/T1nonsel), where | is the blood-
tissue partition coefficienB, 31].

RV and LV hemodynamics.
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At the end of the long- and short-term study, rats were anesthetized (sodium methohexital, 60
mg/kg, IP A Millar microtip manometer was introduced either into the RV (via the jugular
vein) or the LV (via the carotid artery) for recording of RV and LV systolic (RVSP and

LVSP) as well as end-diastolic pressures (RVEDP and LVEDP), the maximum rate of rise of
RVSP and LVSP (LV dP/dtxand dP/dtax, and RV and LV relaxation constant Tau, as
previously described3p]. Moreover, LV pressure-volume loops were obtained at baseline

and during loading by gently occluding the abdominal aorta with a cotton swab. Data were
stored and analyzed by using Millar conductance data acquisition and analysis software
(I0X&, EMKA, France) and LV end-systolic as well as end-diastolic pressure-volume
relations were calculated.

LV histomorphology.

After assessment of cardiac hemodynamics, the heart was dissected; the atria as well as the
right and left ventricle were weighted separately, and sections of the LV were either immersed
in fixative solution or snap frozen in liquid nitrogen for subsequent assessment of LV
collagen or LV immunohistochemistry as previously descriB&fl [

LV collagen density was determined on Sirius-red stained slices in the 7- and 90-days
protocols. In brief, after fixation, sections were dehydrated, embedded in paraffingend 5
thick histologic slices were obtained, stained with Sirius Red for collagen determination by
image analysis. Collagen density was expressed as the surface occupied by collagen divided
by the surface of the image.

LV capillary density and LV macrophage M1/2-populations were obtained by
immunohistology from frozen slides, as previously descriBél [n brief, cryosections were
stained using biotinylated mouse anti-rat CD31 (BD Biosciences, 555026, 1/100) and mouse
anti-human smooth musaleactin (Sigma, F3777, 1/200), for the detection of blood vessels.
Macrophages were visualized using biotinylated rat anti-mouse F4/80 (Abcam, 192834, 1/75)
together with rabbit anti-mouse CD206/MRC-1 (as above), followed by Cy3-conjugated
donkey anti-rabbit IgG (as above). Biotinylated primary antibodies were revealed using SA-
Alexa 488 (FluoProbes, 1/400).

RV and LV oxidative stress.

RV and LV reactive oxygen species (ROS) productiane determined after the short- and
long-term study by electron paramagnetic resonance spectroscopy, as previously described
[35]. Snap frozen biopsies of LV tissues collected in the ventricle were homogenized and
incubated at 37°C for 60 min in 50 mmol/L phosphate buffer containingri/L

deferroxamine, mol/L diethyldithiocarbamate, and 5@énol/L 1-hydroxy-3-
methocarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine hydrochloride (CMH, Noxygen, Hamburg,
Germany). The oxidation of CMH into the paramagnetic nitroxydé, @vven mainly by
superoxide and peroxynitrite reactions, was measured by electron paramagnetic resonance
exactly 60 min after the beginning of incubation. Tissues were introduced into an insulin
syringe and frozen in liquid nitrogen. Spectra were recorded at 77 K in a liquid nitrogen
cooled dewar using an MS200 spectrometer (Magnettech, Berlin, Germany) with the
following acquisition parameters: microwave power: 20 mW,; microwave frequency: 9.54
GHz; modulation amplitude: 5 G; modulation frequency: 100 kHz; gain: 2st@ep time

120 s and number of scan 2. Intensity of the spectra was measured from the height of the
central line and expressed in arbitrary units (AU) per mg of protein.

Right and septal coronary vascular function.

Coronary endothelium-dependent relaxation was assegs@b by obtaining concentratien
relaxing response curves to acetylcholine as described previ86kIBiiefly, the heart was
removed and placed in cold, oxygenated Krebs buffer. Segments of septal coronary artery (1.5
mm long and~180 to 25Qum in diameter), or of right coronary artery (1.5 mm long and

~120 to 175um in diameter) were carefully dissected and mounted in a small vessel
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myograph for isometric tension recording (Dual Wire Myograph System; Danish Myo
Technology). Endothelium-dependent relaxations to acetylcholing1@0*° M) were
assessed after vessel contraction witit M serotonin.
Cardiac mRNA quantification.

Total RNA was extracted from LV with the TriZol reagent (Gibco life science) according to
the manufacturer’s instructions. RNA quantity and purity were assessed with a ND 1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed with a light-cycler (Roche, Basel,
Switzerland) using SYBR green I. The primers were obtained from Sigma-Aldrich and the

sequences are sum up in the present table:

Gene Forward Reverse

GAPDH GGCTGCCTTCTCTTGTGACA | ACCAGCTTCCATTCTAGC
Tubuline GTGTCCACCATCATGTCAGC | GAGGAAGTGTAGTCGAGGGG
EEF2 AATCTGACCCTGTCGTGTCC | GTTGTGCTTGTTTGGGACT
ANP AGCCGAGACAGCAAACATCA | TGGACACCGCACTGTATACG
BNP AGCTCTCAAAGGACCAAGGC | TCCGGTCTATCTTCTGCCCA
SOD2 GACATTGTGCCTCTGGGTTT | GCCCTGCATACTTTGTCCAT
SOD1 GCTTCTGTCGTCTCCTTGCT CTCGAAGTGAATGACGCCCT
NOX 4 TTGGTGAACGCCCTGAACTT | TACCACCACCATGCAGACAC
Xantine Oxidase | TGCCAGACCATACTGAAAAGG | AAGCCACCCCATAACTGAAAT

Results are expressed relative to the average expression of 3 housekeeping genes: GAPDH,
tubulin and EEF2.

Plasma biology.

At the end of the long- and short-term study, plasma samples were obtained for subsequent
determination of triglycerides, HDL-C/LDL-C, nGal-3, NT-ProBNP, albumin, ET-1 and
creatinine using ELISA kits, according to manufactures instruction.

Statistical Analysis

All results are given as mean+SEM.

RV and LV diastolic/systolic diameters and hemodynamic parameters were assessed as a
primary endpoint, whereas all other parameters, i.e. the molecular mechanisms, were assessed
as secondary endpoints. Based upon historical data obtained with the dual endothelin receptor
antagonist bosentan on remodeling and hemodynamics in rats with chronic heart3gjlure [

as well as using our previous data with other drugs in Zdakarrats[32, 38] we made a

simulation for each parameter obtained in untreated animals to demonstrate a statistical
significance (p<0.05) with a minimal power of 80 %. The minimal expected difference

between untreated and treated was fixed to 10%, with the coefficient of variation to 15 % for
echocardiographic and hemodynamic studies. For all significant differences concerning
primary endpoints, a posteriori power higher than 80 % were also checked.

In order to evaluate the effect of metabolic syndrome, all measurements obtained in untreated
Zuckerfa/fa and lean rats were compared by Student’s unpaired two-tailed t-test. In order to

evaluate the effects of long- or short-term macitentan treatment, all measurements obtained in
short- and long-term macitentan-treated Zud&#a rats were compared with time-matched
untreated Zucker/fa using Student’s unpaired two-tailed t-test.

For vascular studies, differences between groups were analyzed by 2-factor repeated measures
ANOVA.

Before applying parametric tests as Student’s unpaired two-tailed t-test, the Gaussian

distribution of data was assessed by Shapiro-Wilk normality test and Kolmogorov-Smirnov
test and graphically by QQplot and normal probability plot.
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Results

Systemic blood pressure.

Systolic and diastolic pressures and heart rate were recorded by telemetry in untreated
or macitentan-treated Zucker rats. Untreated rats developed hypertension as their pressure was
higher than 130/80 mmHg. Both short- and long-term macitentan significantly decreased
systolic and diastolic blood pressures without modification of heart rate (Figure 1).

Right ventricular function and hemodynamics.

In 13-week-old untreated Zucker fa/fa rats RV function was preserved as seen by the
similar values of cardiac output when compare to lean. However, despite both RV end-
diastolic volume (RV ED volume) and RV end-systolic volume (RV ES volume) being
decreased, RV ejection fraction was increased compared to lean rats. Animals treated for 7
days with macitentan presented the same profile as untreated Zafherats (Figure 2,
upper panels).

RV function was impaired in 24-week-old untreated Zudkéia rats as seen by the
decrease in both RV ejection fraction and cardiac output. The decrease in RV ejection fraction
was the consequence of a decrease in RV ED volume without modification in RV ES volume.
Long-term macitentan treatment prevented the impairment of RV ejection fraction by
increasing RV ED volume and reducing RV ES volume, consequently increasing cardiac
output when compared to untreated Zudkéfa rats. (Figure 2, bottom panels)

Twenty-four-week-old Zuckefia/fa rats displayed pulmonary hypertension as estimated
by the increase in RV end-systolic pressure and by the increase in RV end-diastolic pressure
but without reaching statistical significant for the latter (Figure 3). This was associated with
an increase in relaxation constant Tau, and RV gR/dhd RV dP/d#in.

Long-term macitentan treatment decreased RV end-systolic pressure as wekiag-RV
diastolic pressure, reaching statistical significance for RV end-systolic pressure. Moreover,
mcitentan reduced RV dP/dk as well as RV dP/di, and RV Tau, reaching statistical
significance for RV dP/¢#, and Tau (Figure 3).

Arterial Blood Pressure

10 Day 0 Day 1 Day 7 Day 90

(mmHg)

e
e

'. (@
(T
(e $VeC@® :
‘@, ‘1.,’0 ¢

Time (hours) —e— Zucker+Macitentan —O— Zucker



Heart Rate
Day 0 Day 1 Day 7 Day 90

500

400

(beats/min)

300 -

Time (hours) —e— Zucker+Macitentan —O0— Zucker

Figure 1. Blood pressure and heart rate obtained through telemetry

Diastolic and systolic blood pressure (upper panel) as well as heart rate
panel)in untreated Zucke®/fa rats, and in Zuckem/fa rats before (day 0) and aftg
1, 7 and 90 days macitentan administrat{@lack bar indicates light off)
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Figure 2. Right ventricular function

Upper panel. Right ventricular (RV) ejection fraction, RV end-diastolic volume (BY volume),
RV end-systolic volume (RV ES volume) and RV cardiac output obtained by MRIweé&Bs-old
lean (white bars) and Zuckéda/fa rats either untreated (black bars) or treated for 7 days
macitentan (down-hatched bars).

Lower panel. Right ventricular (RV) ejection fraction, RV end-diastolic volume (BY volume),
RV end-systolic volume (RV ES volume) and RV cardiac output obtained by MRIwe&Kks-old
lean (white bars), and Zuckéa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days
macitentan (down-hatched bars)p<.05 vs lean; T: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.
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Figure 3. Right ventricular hemodynamics

Right ventricular (RV) end-systolic pressure (RVESP), RV end-dias
pressure (RVEDP), as well as RV dR/dtand dP/d}, and RV relaxation
constant Tau determined in 24 weeks-old lean rats (white bars), and Z
fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days withemtrit
(down-hatched barg). p<.05 vs lean; T: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.

Left ventricular function hemodynamics.

Compared to lean, thirteen week-old untreated Zudékba rats showed no major
differences in terms of left ventricular (LV) ejection fraction and cardiac output, LV end-
diastolic volume (LV ED volume) or LV end-systolic volume (LV ES volume; Figure 4,
upper panels). A 7-day treatment with macitentan increased LV ejection fraction, resulting
from a decrease in LV end-systolic volume without significantly modifying LV end-diastolic
volume or cardiac output. (Figure 4, upper panels)

Twenty four week-old untreated Zucker rats displayed a decrease in both LV ED
volume and LV ES volume without modification on LV ejection fraction (Figure 4, lower
panels), but this was associated with a modest but statistical significant decrease in cardiac
output. Long-term macitentan treatment did not influence LV ejection fraction, slightly
increased LV end-diastolic volume without modifying LV ES volume and increased cardiac
output (Figure 4, lower panels)

Concerning LV hemodynamics, in 13-week old Zudigfa rats, LV ESP, LV ESPVR
LV EDP, LV EDPVR and Tau were increased. A 7-day treatment with macitentan reduced
LV ESP, LV EDP, LV EDPVR and Tau, but did not modified LV ESPVR (Figure 5; upper
panels). In 24-week old Zucké&/fa rats, LV ESP, LV ESPVR LV EDP, LV EDPVR and
Tau were increased and the 90-day macitentan treatment also significantly decreased LV ESP,
LV EDP, and LV EDPVR but did not modify LVESPVR or Tau (Figure 5; lower panels)

RV and LV morphology.

Compared to age-matched lean rats, RV weight, LV weight, collagen density, and
myocardial perfusion were not different in 13 week-old untreated Zucker rats, but
cardiomyocyte size was already increased. Moreover, at this age, neither LV perfusion, LV
macrophage type-1 nor type-2 were modified, but LV ROS and, to a lesser extent, RV ROS,



were increased. Short-term macitentan decreased RV ROS, and LV ROS and increased
myocardial perfusion, without modifying others parameters (Tgble 1

In 24-week-old Zucker rats, RV weight and RV ROS were not modified, but LV weight,
LV collagen density, LV cardiomyocyte size and LV collagen were increased, while
myocardial perfusion was decreased compared to lean rats. Long-term macitentan
significantly decreased LV collagen density without changing LV weight and cardiomyocyte
size, and restored myocardial perfusion (Table 1
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Fig 4. Left ventricular function analysis by MRI

Upper panel Left ventricular (LV) ejection fraction, LV end-diastolic volume (LVED volume), LV e
systolic volume (LVES volume) and LV cardiac output obtained by MRI in 13 weeks-oldvididte
bars) and Zuckefa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 7 days with maciteman-(
hatched bars).

Lower panelLeft ventricular (LV) ejection fraction, LV end-diastolic volume (LVEDIume), LV end-
systolic volume (LVES volume) and LV cardiac output obtained by MRI in 24 weeks-oldviddte
bars) and Zuckefa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days with maaitéidawn-
hatched bars).

Right and septal coronary vascular function.

RV coronary endothelium-dependent relaxation to acetylcholine was sligipthired
in 13 week-old untreated Zucker fa/fa rats when compared to lean. In 24 week-old untreated
Zucker rats the curve was shifted to the right compared to lean rats. Macitentan treatment fo
90 days significantly improved this relaxation compared to untreated Zucker rats (Figure 6).

Untreated Zucker fa/fa rats demonstrated an impairment of acetylcholine-induced
relaxation of LV coronary artery when compared to age-matched lean rats at the ages of both
13 and 24 weeks. Short and long-term macitentan treatment prevented this impairment in LV
coronary relaxation (Figure 6).
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Figure 5. Left ventricular hemodynamics

Upper panel Left ventricular (LV) end-systolic pressure (LV ESP), left ventricular end-sygitdissure-
volume relation (LV ESPVR), left ventricular end-diastolic pressure (LV EDP), and leftotgatrend-
diastolic pressure-volume relation (LV EDPVR) determined in 13 weeks old lean hétts lfars) and
Zuckerfal/fa rats either untreated (black bars) or treated for 7 days with macitentan (down-hatched K
Lower panel : Left ventricular (LV) end-systolic pressure (LV ESP), left ventricular end-sygimissure-
volume relation (LV ESPVR), left ventricular end-diastolic pressure (LV EDP), and leftorgatrend-
diastolic pressure-volume relation (LV EDPVR) determined in 24 weeks old lean héts Ifars), and
Zuckerfa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days with macitentan (down-hatched
*: p<.05 vs lean; 1: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.
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Figure 6. Right and Septal Coronary Endothelium dependent Relaxation.
Right ventricular (right panel) and left ventricular (left panel) coromalgxation induced
by acetylcholine in 13 and 24 weeks-old lean rats (white circles) and and Zafkeats
either untreated (black circles) or treated for 7 or 90 days resplgctinth macitentan
(black triangles)*: p<.05 vs lean; 1: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa




Table 1. Body weight, Right and Left ventricular characteristics

) Zucker fa/fa
Time Lean :
Untreated Macitentan
. Dy 383+18  474+11* 451+11
Body weight ()
Dgo 43713 519+16* 496116
Right Ventricular Weight D7  190£15  214#10 201£15
(mg) Dgo  242+12  261+22 274%11
_ _ D~ 68+6 8318 63+5F
Right Ventricular ROS (AU)
90 112+9 12011 114+11
_ Dy 759+36 831+36 792126
LV weight (mg)
Dgo 790+017 881+22* 87918
] D, 453+£17 507+£30* 485+52
LV myocyte size (unf)
Dgo 47720 561+43* 556%31
D; 0.87+0.10 1.05+0.05 1.01+0.04
LV collagen (%)
Dgo 0.93+0.10 1.32+0.13* 0.76+0.067
, _ D; 11.0+0.6 10.240.3 11.1+0.3F
LV perfusion (ml/min/qg)
Dgo  9.5#0.2  7.9+0.4* 8.8+0.27
_ D~ 12946 15449*  125+3F
Left Ventricular ROS (AU)
Dgo 37055  620+66* 479+£58F
D; 0.83t+0.57 0.96+0.20 0.80+0.21
LV macrophage Type-1
Dgo 1.47+0.58 1.42+0.40 0.17+0.11%
D; 1.63+0.83 1.23+0.18 1.28+0.17
LV macrophage Type-2
Dgo 2.24+0.37 1.48+0.69 1.08+0.60
_ D; 0.53+0.65 1.06+0.34 0.72+0.26
Ratio M1 to M2
Dgoo 0.75+0.28 1.24+0.77 0.07+0.047

Table 1. Body weight, Right and Left ventricular characteristics
*: p<.05 vs lean; 1: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa

ETA-ETg receptor blockade.

In order to evaluate ET-1 receptor blockade with macitentan treatment we recorded
blood pressure variation after ET-1 injection (1 ng/Kg, IV) in Zucker fa/fa rats either
untreated or treated with macitentan for 7 or 90 dAgsexpected ET-1 injection led to a
transient blood pressure reduction followed by a sustained blood pressure increase (-39
mmHg and +18 mmHg compared to baseline) in 13 waldkrats. Macitentan administration
(10 mg/kg/day, p.o.) for 7 days abolished ET-1-related blood pressure variations. Same results



were obtained in 24 week-old rats (Table 2). In addition, both short-and long-term macitentan
treatment increased plasma ET-1 concentrations (Table 3

Table 2. ETo-ETg Receptor Blockade Assessment.

Zucker fa/fa
Time
Untreated Macitentan
Transient Systolic Blood D7 -39.3+0.2 -4.440.7F
Pressure Decrease (mm Hg) p 41 9+4.9 RETERT.
Sustained Systolic Blood D7 18.0+1.2 4.8+1.41
Pressure Increase (mm Hg)  p 16.542.8 2.041.0%

Table 2 Blood pressure assessment afteendothelin bolus
administration (1 nmol.K8 +: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.

Biological parameters of metabolic syndrome

Plasma triglycerides, HDL-C and nGal-3 were increased in 13 and 24 week-old
untreated Zuckefa/fa rats when compared to age-matched lean rats, while NT-ProBNP was
reduced and neither albumin, ET-1, creatinine nor LDL-C were modified (Table 3).
Moreover, albuminuria was increased in 24-week old untreated ZdeKerrats, while
creatininuria was decreased. Short-term macitentan reduced plasma NT-ProBNP without
modifying other biological parameters, while long-term macitentan increased LDL-C, but
reduced triglycerides and albuminuria.

Cardiac genes expression.
LV tissue BNP gene expression was increased in 24 weeks old Zadkerats, ANP and
NOX 4 expressions were reduced, while SOD2, SOD1 or xanthine oxidase expressions were
never modified. Only long-term macitentan modified gene expression, i.e. reduction in BNP
and NOX4

gene Time Lean Zucker fa/fa
Untreated Macitentan
ANP D, 1.26+0.12 1.09+0.16 1.03+0.18
Dgo 0.46+0.08 0.25+0.04* 0.32+0.04
BNP D, 1.33+0.15 1.35%0.14 1.09+0.07
Dgo 1.05+0.13 1.84+0.23* 1.03+0.13}
SOD 2 D, 1.38+0.10 1.58+0.17 1.55+0.14
Dgo 0.30+£0.06 0.19+0.06  0.32+0.017%
SOD 1 D, 1.08+0.07 1.26%0.14 1.17+0.04
Dgo 0.7840.09 0.78+0.13 0.79+0.06
NOX 4 D, 0.89+0.08 1.14+0.08 1.03+0.10
Dgo 1.27+0.14 0.70£0.05*  0.56+0.04%
xanthine Oxidase D, 0.88+0.12 1.04+0.11 1.06+0.14
Dgo 0.82+0.04 1.07+0.16 0.95+0.07

Table 4: LV Genic Expression

Cardiac relative expression of various mMRNA in lean and Zuekrrats either untreated g
trated with macitenan On= 5 to 8 per group; §& n=4 to 6 per group) assessed by real-ti
guantitative PCR and normalized to 3 housekeeping genes (GAPDH. tubuline. EEF2).
*: p<.05 vs lean; t: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa..




Table 3. Plasma and urinary biology

_ Zucker fa/fa
Time Lean -
Untreated Macitentan
Plasma Trig|ycerides D7 10316 256+49* 312+18
(mg/dL) Dgo 119413  406+40* 264425+
D, 56+2.9 91.3+5.7* 102.8+7.9
Plasma HDL-C (mg/dL)
Dgo 62+3.3 109.0+5.0* 117.3+3.4
D, 23.2+15 21.944.4 23.4+1.7
Plasma LDL-C (mg/dL)
Dgo 32.724.1 43.4+4.3 56.2+4 .4+
] D; 2.97+0.06 3.16+0.12 3.32+0.09
Plasma Albumin (g/dL)
Dgo 3.00+0.10 2.80+0.14 2.74+0.11
(pg/mL) Deo 0.7+0.1  0.840.1  3.3+027
P|asma NT_proBNP D7 70.1+12 167+44* 55:|:2()T
(pg/mL) Dgo  61+11  25.745* 26 +4
D, 3.5+0.7 6.4+1.2* 7.5+1.3
Plasma nGal-3 (ng/mL)
Dgo 2.9 0.2 14.3+1.7* 14.7+1.9
Plasma Creatinine D7 0.43+0.02 0.47+0.04 0.41+0.03
(mg/dL) Dgo 0.46+0.02 0.47+0.02 0.49+0.01
Urinary Creatinine D7 - - -
(LM/24h) Dgo 1.23+0.05 1.08+0.05* 0.95+0.12
Urinary Albumin D7 - - -
(mg/24h) Dgo 169440 633+119* 387485

Table 3. Plasma and urinary biology.

Plasmatic level of several molecules in lean and Zulei{&x rats either untreated ¢

treated with macitenan (Dn=3 to 7 per group; §: n=7 to 13 per group)
*: p<.05 vs lean; T: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.




Discussion

This study highlights for the first time that obese Zucker rats gradually develop not only LV
diastolic dysfunction but also RV dysfunction and PH. This finding is of first importance as

PH and RV failure are often due to LV failure in humans [12, 39] and particularly in patients
with LV diastolic dysfunction [39-41]. Furthermore there is an association between HFpEF,
metabolic syndrome and RV dysfunction [42].

Thus, obese Zucker rats are not only a very useful model to study HFpEF but also to study PH
and RV dysfunction and to test pharmacological components. Beyond cardiac dysfunction, we
also found, consistent with other publications [43, 44], an endothelial dysfunction in coronary
arteries from obese Zucker rats.

Our results clearly demonstrate that ET-1 is involved is the development of RV, LV and
vascular dysfunctions observed in obese Zucker rat as both short-term and chronic
neutralization of ET-1 by the dual ERA macitentan improved cardiac and vascular functions.
The ability of the macitentan 10mg/kg/day dose to block ETA and ETB receptors was
demonstrated in our study since this dose 1) prevented ET-1-induced biphasic response: ETB-
mediated blood pressure decrease, and ETA-mediated blood pressure increase changes and 2)
increased ET-1 plasma concentrations which confirms functional blockade of ETB receptors,
in agreement with other studies [45, 46].

Although it is clear that ERAs exert beneficial effects on PH [47] and RV remodeling [48],
clinical trials on LV failure with ERAs have been disappointing [49]. However in the

ENABLE study, death was non-significantly lower in the bosentan-treated group than in the
placebo-treated group at the end of the study (160 vs 173 deaths) despite early fluid retention,
while in experimental heart failure bosentan significantly improves long-term survival[37].
Thus, our experimental data, obtained in a rat model of HFpEF associated with RV
dysfunction and PH, clearly suggest that dual ETAs probably exert beneficial effects on LV
function and structure in Humans with HFpEF. Furthermore, it must be stressed that
macitentan prevents the progression of HFpEF since at the moment of initiating treatment, the
Zucker rat model exhibits only an early LV diastolic dysfunction with preserved systolic
function and a more delayed RV systolic and diastolic dysfunction,

Our results clearly show that at least three different mechanisms may be involved in the
beneficial effects of ET receptors blockade. First, reduction of-Eietliated

vasoconstriction [15] induces both an immediate and a sustained reduction of systolic and
diastolic BP and of LV EDPVR, participating to the improvement of LV diastolic function.

This mechanism could also explain the decrease in RV ESP. Second, obesity but also ET-1
are known to induce ROS production [50, 51]; and ET-1 blockade resulted in a reduced LV
oxidative stress as observed by the reduction of ROS levels after both short- and long-term
treatment. Furthermore, reducing ROS production and consequently oxidative stress could
participate to the improvement of LV diastolic function by enhancing LV relaxation. Indeed
oxidative stress has been involved in abnormal Ca2+ handling thus impairing myocytes
relaxation [52]. ROS overproduction has also been associated to exaggerate collagen
deposition [53, 54] which is known to decrease compliance. Hence, reduction of ROS levels
by ET receptors blockade could partially explain the reduction of LV collagen deposition
observed after long-term macitentan treatment. Overall, prevention of cardiac fibrosis
development strongly contributed to the improvement of LV function observed after long-

term macitentan treatment, as observed with other drugs[33, 55, 56]. The third mechanism
involved in the improvement of LV diastolic dysfunction could be an increase in nitric oxide
(NO) bioavailability, as suggested by our results on improved coronary relaxation. Both
experimental and clinical data demonstrate that NO donors or eNOS enhancers reduced LV



diastolic dysfunction or LV remodeling [57, 58]. In addition, the decrease in ROS levels could
also participate to the increase in NO bioavailability.

Beyond the beneficial effects on cardiac dysfunction, our results show that macitentan
prevents coronary dysfunction, illustrated by the restoration of endothelium-dependent
relaxation. This may partly be the consequence of the reduction of vascular ROS production
and the subsequent increase in vascular NO bioavailability. Furthermore restoration of
endothelium-dependent relaxation occurs with both short- and long-term macitentan
treatments, suggesting that it may be at least partly a direct effect, independent of the
improved cardiac function. Interestingly, even if right coronary function was less impaired
than left function, macitentan also improved right coronary endothelium-dependent
relaxation.

The restoration of coronary relaxation could indirectly contribute to the improvement of both
right and left ventricular functions, and to the reduced PH. Indeed, both short- and long-term
macitentan increased LV perfusion, probably leading to reduced tissue hypoxia. It has been
shown that hypoxia induces ROS production through several mechanisms such as activation
of NADPH oxidase, decrease in eN@SNOS ratio or production of local pro-inflammatory
cytokines [59, 60]. Furthermore ET-1 itself exerts pro-inflammatory actions [61]. We did not
measure inflammatory cytokines but we observed a reduction in the number of cardiac pro-
inflammatory M1 macrophages after long-term treatment suggesting a decrease in
inflammatory signals. Thus, the increase in myocardial perfusion could contribute to the
decrease in ROS production and its consequences.

In conclusion, in a rat model of HFpEF associated with PH, dual ET receptor blockade with
macitentan was associated with reduced PH, and improvement of both cardiac and coronary
function. This suggests that macitentan, already used to treat isolated PH in humans [47, 62],
might also exert beneficial cardiac and vascular effects in HFpEF associated with PH and thus
seems to be a promising approach for HFpEF.
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Discussion générale

Les objectifs de ce travail de these étaient d’étudier les effets de trois composés
pharmacologiques dans la dysfonction cardiovasculaire associ e au SM et plus
particuli rement sur la dysfonction VG diastolique et la dysfonction endoth liale centrale et
p riph rique. Chacun de ces trois compos s pharmacologiques ciblait un syst me biologique
activ de mani re pathologique ou dysfonctionnant dans les complications cardiovasculaires
associ es au SM savoir le r cepteur min ralocortico de, le syst me endoth linergique et la
dysfonction mitochondriale.

Ce travail a permis de mettre en vidence que les dysfonctions diastolique et
endothéliale associées au SM sont d’origine multifactorielle puisqu’elles ont été améliorées
par I'utilisation de trois molécules ciblant chacune un syst me biologique dans notre mod le
de SM.

Ainsi dans les études a court terme (7 jours) et chroniques (3 mois) I'inhibition du
syst me endoth linergique par le macitentan, du r cepteur min ralocortico de par la
fin r none et la diminution de la dysfonction mitochondriale par I'im glimine ont permis
une am lioration des dysfonctions cardiovasculaires observ es chez les rats Zucker fa/fa.

Il est important de noter que I'amélioration de la dysfonction VG diastolique et de la
fonction endoth liale a t observ e dans nos tudes malgr la persistance de
I'hypertension artérielle. En effet seul le traitement avec le macitentan a entrainé une
diminution de la PA alors que les am liorations cardiovasculaires ont t retrouv es dans les
trois tudes. Ainsi des m canismes ind pendants de la pression art rielle sont certainement
impliqués dans I'amélioration de la fonction VG diastolique et endothéliale. Parmi les
mécanismes impliqués, la diminution de production d’EROs nous semble tout
particulierement intéressante puisqu’elle a été retrouvée dans les trois études et peut

expliquer I'amélioration de la fonction diastolique et de la fonction endothéliale.

Réle du stress oxydant dans la dysfonction cardiovasculaire

associée au syndrome métabolique :
Le SM et I'lIC sont deux pathologies pour lesquelles on retrouve une augmentation de

la production d’EROs. Le stress oxydant est de plus associé non seulement chaque crit re

120



individuel du SM mais aussi avec la survenue de complications cardiovasculaires associ es
ce syndrome24 .

Dans nos études nous avons trouvés une augmentation de la production d’EROs au
niveau cardiaque chez le rat Zucker fa/fa ainsi qu’une diminution des nitrites plasmatiques
sugg rant une diminution globale de la biodisponibilit en NO®*. Nos r sultats sont
confortés par d’autres équipes qui montrent une augmentation des EROs dans le coeur®®, le
rein®! et les vaisseaux?>*>* dans ce mod |le. Il existe plusieurs sources de production d’EROs
et d’ERNs dans les cellules, telles que la NADPH oxydase, la NOSe d coupl e et la
mitochondrie qui peuvent provoquer un stress oxydant. Dans ce mod le il a galement t

23 ot 'endothéline®* entraine une production d’EROs par les

montré que I'activation du RM
NADPH oxydases participant la dysfonction cardiaque et vasculaire. Ainsi nous pouvons
sugg rer que dans nos tudes avec les antagonistes du RM et des r cepteurs ETA-ETg la
diminution de production d’EROs est imputable a une diminution de I'activité de la NADPH
oxydase bien que nous ne I'ayons pas démontré.

Notre étude avec lI'iméglimine a en outre permis de mettre en évidence une
implication des EROs mitochondriaux dans [I'établissement des dysfonctions
cardiovasculaires dans notre modéle de SM. En effet aprés 1h de traitement, I'iméglimine a
permis de diminuer la production mitochondriale d’EROs et cela était associé a une
am lioration non seulement de la fonction diastolique et de la fonction endoth liale mais
aussi de la perfusion coronaire. Ainsi les EROs provenant des NADPH oxydases mais aussi des
mitochondries seraient impliqu s dans la dysfonction endoth liale et cardiaque observ e
chez le Zucker fa/fa. Cependant nous n’avons pas déterminé dans cette étude si la
production d’EROs par d’autres enzymes (NADPH oxydase, XO, NOSe découplée) était

galement diminu e et participait aux am liorations fonctionnelles. Nous pouvons

néanmoins suggérer qu’une diminution de la production d’EROs au niveau mitochondrial
peut limiter le « ROS induced ROS release » et limiter la production d’EROs par d’autres
syst mes.

Ainsi dans nos trois études les traitements, en diminuant la production d’EROs, ont
certainement permis de briser le cercle vicieux d’une part en restaurant la biodisponibilit
en NO et d’autre part en évitant une sur-activation des syst mes neurohormonaux pro-
vasoconstricteurs et oxydants (SRAA, ET-1). La pr servation de la fonction endoth liale

coronaire mais aussi p riph rique via la r duction du stress oxydant participerait la
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diminution des dysfonctions VG comme cela a t montr dans diff rents mod les
animaux'®"%®.

Il faut souligner que nos traitements ne permettent pas de restaurer un niveau
d’EROs observé chez les animaux lean sugg rant que le stress oxydant, bien que limit ,
perdure.

Nous pouvons suggérer qu’une combinaison entre deux traitements ciblant chacun la
production d’EROs soit par la mitochondrie soit par la NADPH oxydase pourrait avoir un effet

synergique sur la diminution du stress oxydant. Nous pouvons supposer qu’une telle

association puisse exercer un effet b n fique plus marqu sur la dysfonction cardiaque.

Réle des comorbidités dans la dysfonction cardiovasculaire

associée au syndrome métabolique :

Les comorbidités retrouvées dans I'ICFEp exacerbent la survenue de complications
cardiovasculaires et peuvent influencer le pronostic. Il nous a semblé intéressant d’évaluer si
nos mol cules, de par leurs actions respectives sur des cibles biologiques, permettaient au-
del des am liorations cardiovasculaires de limiter certaines de ces comorbidit s. Nous nous
sommes particuli rement int ress s la dysfonction r nale avec la fin r none, aux
perturbations du métabolisme glucidique avec I'iméglimine et a I'hypertension art rielle

pulmonaire avec le macitentan.

La dysfonction rénale

Chez ’'homme la dysfonction rénale est retrouvée chez plus de 30% des patients IC et
jusqu’a 60% des patients ICFEp25 et est associ e un mauvais pronostic257. La progression
de la dysfonction r nale estd termin e par le taux de filtration glom rulaire ainsi que par la
protéinurie dont 'augmentation est associ e un mauvais pronostic®®> . De plus chaque
composant du SM tant associ I'insuffisance rénale chronique259 la pr valence de cette
derni re est probablement sous-estim e chez les personnes associant ICFEp et SM.

En ce qui concerne les mécanismes impliqués dans I'établissement de la dysfonction
rénale on retrouve ceux déja exacerbés dans I'ICFEp associ e au syndrome m tabolique tel
que le stress oxydant, I'inflammation et I'accumulation de collagene.

Une dysfonction rénale s’aggravant avec I'dge a été rapportée chez le rat Zucker fa/fa

242,2 0-2 2

par plusieurs quipes et a t objectiv e dans notre tude par une prot inurie
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présente dés I'age de 13 semaines et aggravée a lI'age de 24 semaines. Nous avons
également retrouvé une augmentation de I'expression du gene codant pour la protéine
nGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), un marqueur de | sion r nale aigue® > et
plus particulierement d’origine ischémique ou inflammatoire? * chez les animaux g s de 24
semaines. Ainsi chez le rat Zucker la dysfonction rénale serait la conséquence d’une
combinaison entre une atteinte glom rulaire et une inflammation ou isch mie r nale.

La fin r nonead j montr , contrairement aux autres ARMs, des effets b n fiques
sur la fonction r nale aussi bien chez ’'homme pr sentant une dysfonction r nale mod r e
associée a I'IC* 3 ou une n phropathie diab tique® > que dans deux mod les de rat* %. Ainsi
nous pouvions émettre I'hypothése que la finérénone puisse étre bénéfique sur la
dysfonction r nale observ e dans notre mod le. Le traitement long-terme par la
finérénone a permis de diminuer la protéinurie et I'expression génique de NGAL sugg rant
une moindre atteinte glomérulaire ainsi qu’une réduction de linflammation/ischémie
r nale. De mani re int ressante ni la perfusion ni la r sistance vasculaire r nale ne sont
modifi es par la fin r none utilis e une dose de baissant pas la pression art rielle
suggérant l'implication d’un autre mécanisme dans ces améliorations. Une étude montre
une implication des EROs dans I'établissement de la sclérose glom rulaire et la prot inurie
chez le rat Zucker fa/fa> . Etant donn que la distribution tissulaire de la fin r none est
semblable dans le cceur et le rein® 2l est possible que la fin r none exerce dans le rein des
effets similaires a ceux observés dans le coeur. Ainsi on peut suggérer que cet ARM diminue
le stress oxydant au niveau rénal et I'accumulation de collagene (comme dans le cceur)
limitant ainsi la glom ruloscl rose et par cons quence la prot inurie? 7. Une diminution du
stress oxydant rénal pourrait également expliquer la diminution d’expression de NGAL’
chez les rats trait saveclafin r none.

Notre étude montre gu’au-del de ses effets b n fiques sur la dysfonction
cardiovasculaire la fin r none semble offrir une protection r nale, ce qui pourrait participer
a I'amélioration fonctionnelle cardiaque et ainsi former un cercle vertueux.

Concernant I'étude avec I'iméglimine nous avons émis I'hypothése que la molécule
pouvait am liorer la dysfonction r nale chez le rat Zucker fa/fa via une modulation de
I'insulinorésistance et de I'hyperglycémie. Dans cette étude une augmentation de
I'albuminurie a été observée chez les animaux non traités ainsi qu’une altération structurelle

r nale tubulaire et glom rulaire avec, au niveau interstitiel, une accumulation de collag ne
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et une inflammation. Le traitement par I'iméglimine a entrainé une diminution mais pas une
normalisation de I'albuminurie ainsi que de la fibrose sans d’effets significatifs sur les
altérations structurelles et [linflammation. Cette am lioration partielle de |Ia
structure/fonction r nale peut- tre expliqu e par diff rentes mani res. Premi rement
I’hypertension artérielle retrouvée chez le rat Zucker n’est pas diminuée par I'iméglimine et
contribue certainement la n phropathie. Deuxi mement malgr une augmentation
plasmatique des nitrites, sugg rant une augmentation syst mique de la biodisponibilit en
NO et donc une r duction du stress oxydant, on ne connait pas le statut oxydatif du rein. En
effet, contrairement a I'étude avec la finérénone, on ne connait pas la distribution tissulaire
de I'iméglimine et par conséquent son action au niveau rénal qui de plus n’est pas un organe
insulinosensible. Enfin, le rat Zucker est r sistant la leptine qui est impliqu e dans la
prolif ration de cellules endoth liales glom rulaires et dans la prot inurie? °. On peut
supposer que I'iméglimine ne modifie pas la r sistance la leptine qui continuerait alors
participer la dysfonction r nale.

Pour conclure sur le role de I'iméglimine dans la dysfonction rénale, le rat Zucker du
fait de sa résistance a la leptine n’est peut- tre pas le meilleur mod le pour valuer un
potentiel effet rénoprotecteur de l'iméglimine. Néanmoins l'iméglimine a permis de

diminuer I'albuminurie qui reste un marqueur pronostic dans l'insuffisance rénale et I'IC.

Perturbation du métabolisme glucidique

Chez 'homme I'hyperglycémie et l'insulinorésistance participent a I'établissement
des dysfonctions cardiaque et endoth liale chez les patients avec une ICFEp associ e au SM.
L'implication des hyperglycémies post-prandiales prolongées dans I'établissement de ces
dysfonctions a été établie méme en présence d’une glycémie a jeun normale et notamment
via une augmentation du stress oxydantm.

Le mod le de rat Zucker fa/fa est connu pour pr senter un tat pr -diab tique avec
une insulinor sistance et une intol rance au glucose sans hyperglyc mie jeun. Nous avons
retrouv dans cette tude cet tat pr -diab tique avec une hyperinsulin mie, une glyc mie

jeun semblable celle des rats lean et une intol rance au glucose. Nous avons voulu
évaluer si la restauration de la sensibilité a I'insuline et au glucose par I'iméglimine pouvait
induire des am liorations de la fonction cardio-vasculaire dans ce mod le. Notre tude a

révélé que l'iméglimine restaure la fonction endothéliale et diminue la dysfonction
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cardiaque mais tonnamment dans notre mod le les perturbations du m tabolisme
glucidique étaient peu améliorées. En effet malgré une diminution de lintolérance au
glucose la tolérance a l'insuline n’a pas été améliorée par I'iméglimine. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer ces résultats comme le fait que I'iméglimine ne modifie ni le poids ni la
composition corporelle des animaux. D’autre part une étude suggéere que la molécule agit
uniquement en situation d’hyperglycémie en amplifiant le signal insuline®* expliquant
I’absence d’amélioration chez des animaux avec une glycémie a jeun normale. De plus la
r sistance la leptine pr sente chez ces animaux ainsi que leur hyperinsulin mie limite
I'interprétation des résultats des tests de tolérance a l'insuline et au glucose. Ainsi dans
cette tude les am liorations cardiovasculaires seraient ind pendantes du m tabolisme
glucidique et proviendraient principalement de la capacité de I'iméglimine a diminuer le
stress oxydant mitochondrial. Cependant on peut suggérer qu’une diminution chronique du
temps et des amplitudes des hyperglyc mies post-prandiales avec I'iméglimine puisse

participer sur le long-terme aux effets cardiovasculaires.

L’hypertension pulmonaire et la dysfonction ventriculaire droite

Chez 'homme I'HTP et la dysfonction VD sont tres pr sentes chez les sujets ICFEp et
d’autant plus chez ceux présentant un SM et aggravent le pronostic. En 2013 un
m dicament, le macitentan, pour la premi re fois permis de diminuer la mortalit dans
I'HTP pré-capillaire mais ses effets sur I’'HTP post-capillaire ne pas connus.

Une tude pr liminaire dans le laboratoire (non publi e) ayant sugg r la pr sence
d’une HTP chez le rat Zucker fa/fa il semblait intéressant d’évaluer les effets du macitentan
dans ce mod le non seulement sur les dysfonctions cardiaques gauche mais aussi sur ’'HTP
et la dysfonction VD.

Notre tude a confirm la présence d’une HTP chez le rat Zucker fa/fa g de 24
semaines ainsi qu’une dysfonction VD diastolique et systolique qui a t corrig e par le
macitentan. Nous pouvons sugg rer que ces am liorations proviennent la fois des actions
directes du macitentan au niveau pulmonaire et VD et de ses actions au niveau VG limitant
I'augmentation passive de pression dans les veines pulmonaires et rompant le cercle vicieux.

Ainsi le macitentan dans un contexte d’ICFEp associ e au SM permet de pr venir
I'HTP post-capillaire et les dysfonctions VD ce qui pourrait tre associ  une augmentation

de la survie.
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Réle des doses de médicaments sur nos résultats

Concernant les m dicaments utilis s dans ces tudes nous pouvons nous demander
si les doses et les moyens d’administration utilis s taient optimaux pour obtenir des
am liorations marqu es des dysfonctions cardiovasculaires dans ce contexte de SM. La
premi re question concerne le m lange du traitement avec de la nourriture en poudre chez
les animaux pour les tudes avec la fin r none et le macitentan. Ce mode d’administration

tale la prise du m dicament sur toute la journ e puisque les Zucker fa/fa mangent aussi
bien le jour que la nuit ce qui peut diminuer la concentration plasmatique du traitement et
donc potentiellement ses effets. De plus ce mode d’administration n’est pas compatible avec
un traitement chez 'homme et il serait donc intéressant d’ valuer les effets de ces
m dicaments lors d’une prise unique ou lors de deux prises par jour.

Concernant la fin r none une tude pr ¢ dente a montr que la dose de 1 mg/kg
permettait d’obtenir des effets positifs sur la fibrose, la prot inurie ainsi que les niveaux de
TGF-B' 2. A cette dose la finérénone n’exerce pas d’effet antihypertenseur ce qui correspond
a la clinique puisque chez ’homme les ARMs ont des effets bénéfiques ind pendamment de
changements dans la PA' .Cependant dans ces essais cliniques les ARMs sont utilis s en
addition des traitements standards (IEC, b tabloquants, ARAII etc.) qui eux permettent un
contr le de la PA.

Nous avons utilis s une dose de 2 mg/kg/j qui n’a pas eu d’effet sur la PA, par
cons quent m me si les animaux jeunes (13 semaines) avaient une PA « physiologique » les
animaux g s de 24 semaines taient hypertendus. Ainsi on peut suggérer qu’avec une dose
de fin r none permettant le contréle de I’'HTA, la dysfonction cardiaque aurait peut- tre t
plus fortement am lior e voire restaur e. De m me une dose diff rente de fin r none
aurait peut- tre permis d’empécher la protéinurie qui a été diminuée mais pas normalisée.

Concernant I’étude avec l'iméglimine, la dose utilis e dans notre tude (150
mg/kg/BID) a été choisie sur la base d’une étude précédente montrant que cette dose
permet de normaliser les tests de tolérance au glucose et a I'insuline sur des souris C57BL/6
et des rats Sprague Dawley rendus insulinor sistant par un r gime riche en graisse et en

fructose®*

. Les tudes pharmacocin tiques ont montr es que la demi-vie de I'iméglimine
est comprise entre 12 et 20 heures et que ses effets sont visibles apr s une heure,
I'administration du traitement par gavage matin et soir permettait donc d’avoir une
couverture sur I'ensemble de la journée. Avec cette dose les fonctions vasculaires centrales
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et périphériques sont restaurées alors que la fonction cardiaque est améliorée mais pas
restaurée. On peut alors se demander si la dose et/ou le moyen d’administration sont les

plus adaptés pour obtenir des effets cardiaques.

Syndrome
Métabolique

+

( \

ET-1+ Aldo + Dysfonction
RETAETs RM mitochondriale
macitentan ’ / [
yHTA NADPH I\/Iitochondrie
oxydas\ macitentan
l/ \ EROS finérénone
Remodelage <——> A charge y iméglimine
. i \cravall / L NO /
s | ICG INFLAI\/IIVIATION NRELAXATION
Mmacitentian e l,
HTP 7|Synthese 7|Inf||trat|on cell.
\lz collagene immunitaire
_ICD

Dysfonction Dysfonction
diastolique endothéliale

Figure 17 : Vue d’ensemble du réle de nos traitements dans I’'ICFEp associée au SM.

Dans I'ICFEp une activation du systéme endothélinergique, du systéme aldostérone-
récepteur minéralocorticoide ainsi qu’une dysfonction endothéliale entrainent une
production excessive d’espéces réactives de I'oxygene (EROs) a I'origine d’une diminution de
la relaxation vasculaire et cardiaque ainsi que d’une inflammation entrainant un remodelage
participant a ces dysfonctions. L’activation du systeme endothélinergique et du systéme
aldostérone-récepteur minéralocorticoide est aussi associé a une hypertension artérielle
(HTA) participant au remodelage cardiaque et vasculaire menant a terme a une insuffisance
cardiaque. Les 3 traitements utilisés ont permis d’améliorer les dysfonctions cardiaque et
vasculaire via une diminution de la production d’EROs, le macitentan a permis en outre de

s’opposer a I’hypertension pulmonaire (HTP) et a l'insuffisance cardiaque droite (ICD).
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Conclusions

Nos travaux ont pu mettre en vidence une augmentation du stress oxydant asoci
aux dysfonctions cardiaques et vasculaires dans un modele d’ICFEp associ au SM.
N anmoins nous ne savons pas si le stress oxydant participe I’établissement de ces
dysfonctions ou en est la cons quence.

Cependant les thérapeutiques permettant d’empécher ce stress oxydant semblent
prometteuses dans cette pathologie. Le macitentan, la finérénone et I'iméglimine sont des
traitements d’autant plus intéressants qu’ils permettent de diminuer le stress oxydant tout

en améliorant certaines comorbidités associées a I'ICFEp et au SM.
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