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TABLE DES ABBREVIATIONS 

AC Adénylate cyclase  

ADNc Acide désoxyribonucléique (ADN) complémentaire 

Akt Protéine-kinase B 

Ala Alanine 

⍺1-AR  Récepteur ⍺1-adrénergique 

α-SMA  Alpha-smooth muscle actin  

AMPc  Adénosine monophosphate cyclique 

AMPK Protéine-kinase activée par l’AMP 

Ang-II Angiotensine II 

Ang-III Angiotensine III 

Ang-IV Angiotensine IV 

ANF Atrial natriuretic factor 

Apéline-R Récepteur de l’apéline 

APJ Ancienne dénomination du récepteur de l’apéline 

AQP2 Aquaporine de type 2 

Arg Arginine  

ARM Antagonistes des récepteurs des minéralocorticoïdes 

ARNI Combinaison d’un antagoniste des AT1-R avec un inhibiteur de la néprilysine 

ARNm Acide ribonucléique (ARN) messager 

Asp Acide aspartique 

AT1-R Récepteur de l’angiotensine II de type 1 

AT1a-R Récepteur de l’angiotensine II de type 1a 

ATP Adénosine triphosphate  

AVP Arginine-vasopressine 

BNP Brain natriuretic peptide (peptide cérébral natriurétique) 

Ca2+ Calcium  

[Ca2+]i Concentration en calcium intracellulaire 

CHO Cellules d’ovaires de hamster chinois 

CMLV Cellules musculaires lisses vasculaires 

cTnI Troponine I cardiaque 

dDAVP 1-désamino-8-D-arginine vasopressine 

DFG Débit de filtration glomérulaire 

DOCA 11-deoxycorticostérone acétate 

DTD Diamètre télédiastolique  

DTS Diamètre télésystolique  

ECA-2 Enzyme de conversion de l’angiotensine de type 2 

eNOS Oxyde nitrique synthase (forme endothéliale) 

ERK Kinases régulées par signal extracellulaire 

FC Fréquence cardiaque  

FE Fraction d’éjection  

FEVG Fraction d’éjection du ventricule gauche 

FSK Forskoline  

Glu Acide glutamique 

GRK  Kinases des RCPGs  

HEK293T  Cellules embryonnaires de rein humain 
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HFD High Fat Diet (régime riche en graisse) 

HIF-1 ⍺ Facteur 1⍺ inductible par l’hypoxie 

HPLC Chromatographie en phase liquide à haute performance 

HTA Hypertension artérielle 

HUVEC Cellules endothéliales issues de la veine du cordon ombilical humain 

IC Insuffisance Cardiaque 

IC50 Concentration Inhibitrice 50 

i.c.v. Intracérébroventriculaire 

IEC Inhibiteurs de l’Enzyme de Conversion de l’angiotensine I 

IHC Immunohistochimie 

IM Infarctus du myocarde  

i.p. Intrapéritonéal 

IRC Insuffisance Rénale Chronique  

I/R Ischémie/Reperfusion  

i.v. Intraveineux 

K17F Apéline-17 

KO  Knock-out (invalidation génique) 

Leu Leucine 

L-NAME L-NG-nitroarginine Methyl Ester 

Lys Lysine 

MAPK Mitogen-activated protein kinases  

Met Méthionine 

MLC  Myosin light-chain (chaîne légère de la myosine) 

mOsm Milliosmole 

NCX  Echangeur Na+/Ca2+ 

NEP Endopeptidase neutre EC 3.4.24.11 (ou néprilysine) 

ND  Néphropathie diabétique  

NHE  Echangeur Na+/H+ 

NO Oxyde nitrique 

NOS  Oxyde nitrique synthase  

OD Oreillette droite 

OG Oreillette gauche 

OVLT Organe vasculaire de la lame terminale 

PA Pression artérielle 

pE13F Forme pyroglutamylée de l’apéline-13 

Phe Phenylalanine 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

PKA Protéine-kinase A 

PKC Protéine-kinase C 

PKRAD  Polykystose rénale autosomique dominante 

PLC Phospholipase C 

POMC Pro-opiomélanocortine    

PVN Noyau paraventriculaire 

RCPG Récepteur à sept domaines transmembranaires couplé aux protéines G 

RE Réticulum endoplasmique  

RT-PCR Real-Time Polymerase chain reaction (transcription inverse et amplification génique) 

s.c. Sous-cutané 

Ser Sérine 
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SERCA Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium-ATPase (ATPase Ca2+ du réticulum 

sarco/endoplasmique) 

SFO Organe subfornical 

SGLT2 Co-transporteur sodium-glucose de type 2 

SHR Rat spontanément hypertendu 

SIAD Syndrome d’antidiurèse inappropriée 

SNAI syndrome néphrogénique d’antidiurèse inappropriée  

SON Noyau supraoptique 

Sphk1 Sphingosine kinase 1  

SRA Système rénine-angiotensine 

SRAA Système rénine-angiotensine-aldostérone 

TCD Tubule contourné distal 

TCP Tubule contourné proximal 

TGF-ß  Facteur de croissance transformant-ß  

Trp Tryptophane 

V1a-R Récepteur de la vasopressine de type 1a 

V1b-R Récepteur de la vasopressine de type 1b 

V2-R Récepteur de la vasopressine de type 2 

VD Ventricule droit 

VG Ventricule gauche 

VTD Volume télédiastolique  

VTS Volume télésystolique   
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INTRODUCTION 

I Découverte du récepteur APJ : un récepteur orphelin couplé aux 

protéines G 

L’histoire du récepteur de l’apéline débute avec le clonage de l’ADNc du récepteur APJ en 1993 

à partir d’une banque génomique humaine par O’Dowd et collaborateurs (O’Dowd et al., 1993). 

Il s’agit d’une séquence qui code pour un récepteur orphelin, à sept domaines transmembranaires 

couplé aux protéines G (RCPG), composé de 380 acides aminés. Ce récepteur a été nommé APJ. 

L’APJ a par ailleurs été cloné chez la souris (Devic et al., 1999) et dans notre laboratoire chez le 

rat et est composé de 377 acides aminés et partage 31% d’identité de séquence protéique avec le 

récepteur murin de l’angiotensine II (Ang-II) de type 1a (AT1a-R) et 90 % avec le récepteur 

orphelin humain APJ (De Mota et al., 2000; O’Carroll et al., 2000). Des expériences de 

production d’AMP cyclique (AMPc) ou d’inositol phosphates en présence de différents 

fragments d’angiotensine dans une lignée de cellules d’ovaires d’hamster chinois (CHO) 

exprimant de façon stable le récepteur APJ de rat ont permis de montrer que ce récepteur n’était 

pas activé pas l’angiotensine II, III ou IV (Ang-III, Ang-IV) (De Mota et al., 2000). Ces 

expériences montraient que le récepteur APJ n’était pas un récepteur des angiotensines et 

demeurait un récepteur orphelin pour lequel il fallait trouver le ligand endogène. 

II Identification des ligands endogènes du récepteur APJ : l’apéline et 

Elabela  

II.1 Identification de l’apéline 

Fin 1998, Tatemoto et collaborateurs (Tatemoto et al., 1998) ont isolé le ligand endogène du 

récepteur APJ humain à partir d’extraits d’estomacs de bœuf purifiés par HPLC en utilisant une 

méthode de criblage fondée sur la mesure des variations de pH extracellulaire. Le peptide de 36 

acides aminés isolé a été nommé « apéline » pour APJ Endogenous LigaNd. Dès lors, le 

récepteur APJ fut nommé, récepteur de l’apéline (Apéline-R). L’apéline est issue d’un large 

précurseur, la préproapéline, composé de 77 acides aminés (Tatemoto et al., 1998). Chez 

l’Homme le gène de l’apéline est localisé sur le chromosome X et la phase ouverte de lecture est 

localisée dans 2 exons (1 et 2) séparés par un intron d’environ 6 kb. La partie non codante en 3’ 

se retrouve aussi dans 2 exons (2 et 3). Ces données peuvent expliquer la présence de deux 

transcrits de tailles différentes, de 3,0 et 3,5 kb, en proportions variables suivant les tissus étudiés 
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(Lee et al., 2000). La préproapéline a été isolée dans différentes espèces (Tatemoto et al., 1998; 

Habata et al., 1999; Lee et al., 2000) et l’alignement des séquences de souris, rat, bœuf et Homme 

a révélé une conservation stricte des 17 derniers acides aminés situés à l’extrémité C-terminale 

du précurseur correspondant à l’apéline-17 ou K17F (acides aminés 61 à 77 de la séquence de la 

préproapéline, Figure 1).  

 
Figure 1 : Alignement des séquences primaires du précurseur de l’apéline, la préproapéline, chez l’Homme, 

le bœuf, le rat et la souris et des différentes formes moléculaires de l’apéline détectées in vivo. Chez ces espèces, 

l’alignement des séquences en acides aminés a révélé une conservation stricte des 17 derniers acides aminés 

carboxyterminaux (en gras) correspondent à l’apéline 17 ou K17F. In vivo, la préproapéline donne naissance à 

différentes formes moléculaires d’apéline qui diffèrent par leur longueur : soit les 36 (flèche bleu), 17 (flèche verte) 

ou 13 (flèche rouge) derniers acides aminés à l’extrémité C-terminale du précurseur. In vivo, l’apéline 13 (Q13F) 

est spontanément pyroglutamylée en pE13F. Les flèches noires représentent les sites de clivage de la NEP et d’ECA-

2. En rouge, les doublets dibasiques impliquées dans la maturation de K17F et pE13F. Adapté de (Galanth et al., 

2012)  

II.2 Synthèse de l’apéline : différentes formes moléculaires produites 

In vivo, la préproapéline donne naissance à différentes formes moléculaires d’apéline qui 

diffèrent par leur longueur, soit les 36, 17 ou 13 derniers acides aminés de l’extrémité C-terminale 
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du précurseur (Figure 1) (Habata et al., 1999; Hosoya et al., 2000; Kawamata et al., 2001; De 

Mota et al., 2004; Azizi et al., 2008). L’apéline-13 (acides aminés 65 à 77 de la séquence de la 

préproapéline) est naturellement pyroglutamylée à son extrémité N-terminale (forme 

pyroglutamylée de l’apéline-13 ou pE13F) (Tatemoto et al., 1998) (Figure 1). En raison de la 

présence de doublets dibasiques dans les séquences de la préproapéline (bovine, humaine, de rat 

et de souris), les prohormone convertases semblent impliquées dans la maturation du précurseur 

pour donner naissance à K17F et pE13F. La proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 3 

(PCSK3 également appelée furine) clive in vitro la proapéline directement en apéline-13 sans 

générer d’isoforme plus longue (Shin et al., 2013). Pour l’apéline-36 (acides aminés 42 à 77 de 

la séquence de la préproapéline), en raison de l’absence de motifs dibasiques en amont du site de 

clivage de l’apéline-36, le mécanisme de maturation reste à définir. 

L’apéline-36 prédomine dans les poumons, les testicules et l’utérus chez le rat ainsi que dans le 

colostrum bovin. L’apéline-36 et pE13F ont aussi été détectés dans les glandes mammaires de 

rat (Hosoya et al., 2000; Kawamata et al., 2001). Dans le cerveau et le plasma de rat, ainsi que 

dans le plasma humain, les formes prédominantes sont pE13F et K17F alors que la concentration 

d’apéline-36 est beaucoup plus faible (De Mota et al., 2004; Azizi et al., 2008). Dans le cœur, la 

forme la plus abondante est l’apéline-13 (Maguire et al., 2009). 

II.3 Métabolisme de l’apéline 

L’enzyme de conversion de l’angiotensine de type 2 (ECA-2, EC 3.4.17.23), une 

carboxypeptidase, hydrolyse in vitro et in vivo la phénylalanine C-terminale de l’apéline-36, 

K17F ou pE13F (Vickers et al., 2002; Wang et al., 2016) et produit K16P ou pE12P (Figure 1). 

De plus, il a été récemment montré que l’endopeptidase neutre 24.11 ou néprilysine (NEP, EC 

3.4.24.11) hydrolyse la liaison peptidique Arg8-Leu9 de K17F ainsi que la liaison peptidique 

Arg4-Leu5 de pE13F (Figure 1) conduisant à deux peptides tronqués (McKinnie et al., 2016) 

dépourvus de la capacité de se lier à l’Apéline-R, faisant de la NEP la première enzyme de 

dégradation de l’apéline capable d’inactiver complètement le peptide. Les analogues 

synthétiques modifiés au sein du site d’hydrolyse de la NEP (motif « RPRL ») montrent une 

stabilité protéolytique in vitro améliorée tout en gardant une bonne affinité pour l’Apéline-R, 

soulignant l’importance de ce motif pour la liaison de l’apéline à son récepteur (McKinnie et al., 

2017). 
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II.4 Identification d’Elabela 

Un deuxième ligand endogène de l’Apéline-R a été découvert en 2013 par deux équipes 

différentes et a été nommé Elabela ou Toddler (la nomenclature internationale IUPHAR a défini 

Elabela comme le nom officiel du peptide) (Chng et al., 2013; Pauli et al., 2014). Ce peptide est 

codé par le gène nommé APELA pour “Apelin Receptor Early Endgenous Ligand” et est situé 

sur le chromosome 4 chez l’Homme (Chng et al., 2013; Pauli et al., 2014). L’apéline et Elabela 

ont peu d’homologie de séquence, et les deux peptides endogènes proviennent de précurseurs 

différents dont la maturation donne naissance à plusieurs isoformes actives (Read et al., 2019). 

Elabela est produit à partir d’un précurseur de 54 acides aminés. Après clivage du peptide signal 

N-terminal composé de 22 acides aminés, l’isoforme Elabela-32 est sécrétée sous forme active 

(Yang et al., 2017b; Soulet et al., 2020). Elabela-32 peut être ensuite clivée par la furine pour 

produire deux fragments composés de 22 et 11 acides aminés, nommés respectivement Elabela-

22 et Elabela-11 (Chng et al., 2013; Pauli et al., 2014; Soulet et al., 2020). La séquence du 

fragment C-terminal le plus court, Elabela-11, est strictement conservée dans toutes les espèces. 

Elabela-32 et Elabela-22 présentent une affinité sub-nanomolaire pour l’Apéline-R, alors 

qu’Elabela-11 a une moins bonne affinité (Ki = 5.82 ± 0.08) (Yang et al., 2017b; Couvineau et 

al., 2020). Elabela est principalement exprimée durant le développement au cours de la 

gastrulation, stade où l’apéline n’est pas exprimé (Chng et al., 2013; Pauli et al., 2014). Chez 

l’adulte, l’expression de l’ARNm codant pour Elabela est élevée dans la prostate et les reins 

(Chen et al., 2017). Enfin, les taux circulants d’Elabela peuvent également provenir en partie des 

cellules endothéliales des vaisseaux (Yang et al., 2017b). Pour une revue sur Elabela voir Read 

et coll. (Read et al., 2019). 

III Caractéristiques structurales et pharmacologiques du récepteur de 

l’apéline 

III.1 Caractéristiques structurales du récepteur de l’apéline 

L’Apéline-R est un RCPG, qui appartient à la sous-famille de la « Rhodopsine ». On retrouve en 

effet les motifs caractéristiques de cette sous-famille, comme l’Asp2.50 et l’Arg3.50
 du motif DRY, 

les cystéines des boucles ECL1 et ECL2 formant un pont disulfure et le motif NsxxNPxxY (De 

Mota et al., 2000). Des études structure-fonction par modélisation moléculaire et mutagenèse 

dirigée ont permis de définir le mode de liaison de l’apéline à l’Apéline-R (Figure 2). En effet, il 

a été montré au laboratoire que des résidus acides de l’Apéline-R situés à la surface du récepteur, 
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Glu172, Asp282 et Asp92, contribuent à la liaison de pE13F, en interagissant avec les résidus 

basiques de pE13F, respectivement Arg2, Arg4 et Lys8 (Gerbier et al., 2015). Par la suite, la 

résolution de la structure cristallographique de l’Apéline-R humain avec un antagoniste 

peptidique cyclique AMG3054 a confirmé le rôle de l’Asp284 (équivalent de l’Asp282 du 

récepteur de rat) dans la liaison de l’apéline (Ma et al., 2017). Par ailleurs, il a été démontré que 

les résidus Phe 255 et Trp 259 étaient des résidus clés pour induire l’internalisation de l’Apéline-

R de rat et ne jouaient aucun rôle dans la liaison de l’apéline à son récepteur ou dans le couplage 

de l’Apéline-R à la protéine Gαi (Iturrioz et al., 2010). Ces deux résidus forment une poche 

aromatique qui accueille la phénylalanine C-terminale de l’apéline, un résidu clé pour déclencher 

l’internalisation de l’Apéline-R et la réponse vasodilatatrice de l’apéline comme nous le verrons 

ultérieurement dans le paragraphe III.3.4 (El Messari et al., 2004; Besserer-Offroy et al., 2018). 

 
Figure 2 : Représentation du modèle tridimensionnel du récepteur de l’apéline (Apéline-R) humain complexé 

avec pE13F. Le squelette de l’Apéline-R est en orange tandis que pE13F est en vert. Le cercle en pointillé bleu 

montre une vue détaillée du site de liaison de pE13F avec les intéractions entre les résidus basiques de pE13F (Arg2, 

Arg4 et Lys8, en vert) et les résidus acides de l’Apéline-R (Asp94, Glu174 et Asp284, en orange). Le cercle en 

pointillé vert montre une vue détaillée de la cavité hydrophobe à l’intérieur du site de liaison de l’Apéline-R dans 

laquelle le Phe C-terminale de pE13F (Phe13 en vert) interagit avec les résidus aromatiques de l’Apéline-R (Phe257 

et Trp 261, orange). Adapté de (Iturrioz et al., 2010; Gerbier et al., 2015). 
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III.2 Affinité des différents fragments d’apéline pour le récepteur de 
l’apéline 

Les différentes formes moléculaires de l’apéline (apéline 36, K17F et pE13F) présentent une 

affinité subnanomolaire pour l’Apéline-R (Hosoya et al., 2000; Katugampola et al., 2001; 

Kawamata et al., 2001; Medhurst et al., 2003; Iturrioz et al., 2010). 

III.3 Voies de signalisation du récepteur de l’apéline 

III.3.1 Couplage négatif à l’adénylate cyclase 

Plusieurs laboratoires ont montré que les Apéline-Rs murin et humain, exprimés de façon stable 

dans des cellules CHO ou dans des cellules embryonnaires de rein humain (HEK293T), sont 

couplés négativement à l’adénylate cyclase (AC). L’apéline 36, K17F et pE13F inhibent la 

production d’AMPc induite par la forskoline (FSK) avec une concentration inhibitrice 50 (IC50) 

subnanomolaire (Habata et al., 1999; De Mota et al., 2000; Reaux et al., 2001; Masri et al., 2002; 

El Messari et al., 2004). Puis Hosoya et coll. ont montré que la toxine de Pertussis bloquait l’effet 

inhibiteur de l’apéline-36 ou de pE13F sur la production d’AMPc, démontrant le couplage de 

l’Apéline-R à Gαi (Hosoya et al., 2000). Ceci a été confirmé par 2 études (Masri et al., 2006; Bai 

et al., 2008) qui ont montré que l’Apéline-R est préférentiellement couplé aux protéines Gαi1 et 

Gαi2.  

III.3.2 Mobilisation du Ca2+ intracellulaire 

L’apéline-36, K17F et pE13F entraînent par ailleurs une augmentation de la concentration de 

calcium intracellulaire ([Ca2+]i) dans les cellules de tératocarcinome Ntera 2 humaines (NT2N), 

qui se différencient en neurones post-mitotiques après stimulation par l’acide rétinoïque, ainsi 

que dans des cellules dérivées des basophiles (RBL-2H3) et les cellules HEK293T exprimant de 

façon stable l’Apéline-R humain, néanmoins le mécanisme mis en jeu n’est pas connu et n’est 

pas lié à un couplage de l’Apéline-R à Gαq (Choe et al., 2000; Medhurst et al., 2003; Zhou et al., 

2003a, 2003b). A l’inverse, Hus-Citharel et coll. ont montré que K17F diminue la mobilisation 

du [Ca2+]i induite par l’Ang-II dans les artérioles glomérulaires microdisséquées de rein de rat 

via la production d’oxyde nitrique (NO) (Hus-Citharel et al., 2008). Fait intéressant, dans 

plusieurs études, la stimulation de l’Apéline-R par K17F ou pE13F induit une vasodilatation et 

module le tonus vasculaire via la production de NO (Reaux et al., 2001; Tatemoto et al., 2001; 

Hus-Citharel et al., 2008; Gerbier et al., 2017). 
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III.3.3 Activation de la voie des MAP Kinases et de la voie p70S6K/PI3K/Akt 

L’activation du système apéline/Apéline-R peut également induire l’activation des voies de 

signalisation liées aux kinases. Dans les cellules endothéliales humaines de veine ombilicale 

(HUVEC) et dans les cellules CHO exprimant de façon stable l’Apéline-R de souris, la 

stimulation de l’Apéline-R par l’apéline induit l’activation de la voie de signalisation 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protéine kinase B (Akt) et la voie des MAP kinases (Mitogen-

Activated Protein kinases, MAPK) stimulant la phosphorylation de la protéine kinase 

ribosomique S6 (p70S6K) (Masri et al., 2002; Bai et al., 2008; Eyries et al., 2008). Plus tard, 

D’Aniello et coll., ont montré que l’apéline induit la phosphorylation de la kinase p70S6 dans les 

cellules souches embryonnaires murines via une voie dépendante de ERK1/2 (Extracellular 

signal-Regulated Kinases) (D’Aniello et al., 2009). Les protéines ERK1 et ERK2 sont 

phosphorylées par l’apéline dans les cellules CHO exprimant de manière stable l’Apéline-R de 

souris de façon Gαi- et protéine kinase C (PKC)-dépendante et indépendamment des petites 

protéines G, les protéines Ras (Masri et al., 2002, 2006). Nous verrons dans le prochain 

paragraphe qu’il existe également une activation des MAPK ERK1/2 indépendante de la protéine 

Gαi. 

III.3.4 Internalisation du récepteur de l’apéline 

Comme pour la plupart des RCPGs, l’apéline en se fixant sur son récepteur, induit la 

phosphorylation de l’Apéline-R par des kinases des RCPGs (GRK), puis le recrutement de la ß-

arrestine1/2 et l’internalisation de l’Apéline-R via un mécanisme dépendant de la clathrine 

(Evans et al., 2001; Reaux et al., 2001; Medhurst et al., 2003; Zhou et al., 2003b; El Messari et 

al., 2004; Iturrioz et al., 2010), K17F entraînant une internalisation plus massive que pE13F à 

une plus faible concentration. La sérine en position 348 (Ser 348) à l’extrémité C-terminale de 

l’Apéline-R représente un site de phosphorylation pour GRK2/5 qui est crucial pour l’interaction 

de l’Apéline-R avec les ß-arrestines1 et 2, permettant ainsi l’internalisation de l’Apéline-R (Chen 

et al., 2014b).  

Comme nous l’avons vu plus haut le tryptophane 259 (Trp 259) et la phénylalanine 255 (Phe 

255) situés dans le TMVI en accueillant la phénylalanine C-terminale de pE13F sont 

responsables de l’internalisation de l’Apéline-R (Iturrioz et al., 2010). De plus, la délétion de la 

phénylalanine C-terminale de K17F donnant naissance à K16P ou sa substitution par une alanine 

(Ala) donnant naissance à K17A diminue fortement la capacité du peptide à déclencher 

l’internalisation de l’Apéline-R sans affecter son affinité pour l’Apéline-R ou sa capacité à 
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activer le couplage de l’Apéline-R à la protéine Gαi (El Messari et al., 2004; Iturrioz et al., 2010; 

Wang et al., 2016). Toutes ces données indiquent une dissociation fonctionnelle entre le couplage 

de l’Apéline-R à la protéine Gi et l’internalisation de ce récepteur. Cela implique que l’Apéline-

R existe dans différentes conformations déclenchées par des ligands différant par la présence ou 

l’absence de la phénylalanine C-terminale (Iturrioz et al., 2010). Ces ligands conduiraient ainsi 

à l’activation de voies de signalisation différentes, conduisant à différents effets biologiques.  

Cela suggère que l’Apéline-R peut présenter une « sélectivité fonctionnelle » ou une 

« signalisation biaisée » par son couplage avec la protéine Gαi et d’autre part en recrutant la ß-

arrestine 1 et 2. Cette hypothèse a été confirmée par Ceraudo et coll. (Ceraudo et al., 2014) qui 

ont montré que K17F active la phosphorylation de ERK1/2 de façon ß-arrestine- et protéine Gαi- 

dépendante alors que K16P n’active cette phosphorylation que par la protéine Gαi, confirmant le 

caractère biaisé de K16P. Cette sélectivité fonctionnelle des différentes formes moléculaires de 

l’apéline, indique que l’activation d’ERK1/2 dépendante de la ß-arrestine et indépendante de 

Gαi, pourrait participer à la diminution de la pression artérielle (PA) induite par K17F. En effet, 

lorsque K16P et pE13A (phénylalanine C-terminale substituée par une Ala) sont injectés par voie 

intraveineuse (i.v.) chez le rat, ils perdent leur capacité à diminuer la PA par rapport aux peptides 

naturels correspondants à K17F et pE13F (El Messari et al., 2004; Lee et al., 2005). De plus, le 

complexe Apéline-R/pE13F internalisé est rapidement recyclé à la surface cellulaire via une voie 

Rab4 puis dirigé vers les lysosomes via la voie Rab7. Ces deux voies sont liées à l’association ß-

arrestine 1 avec des différences d’association spatio-temporelles (Lee et al., 2010).  

Ces différences sont en accord avec les études montrant que l’apéline-36 conduit à une 

désensibilisation forte et soutenue de l’Apéline-R alors que la désensibilisation induite par pE13F 

est transitoire (Masri et al., 2006). K17F présente une capacité à recruter la ß-arrestine 2 

supérieure à celle de pE13F, ce qui pourrait expliquer sa plus grande capacité à induire 

l’internalisation de l’Apéline-R et à diminuer la PA (Couvineau et al., 2020). Par conséquent, des 

différences subtiles existent entre les isoformes d’apéline concernant leurs propriétés 

pharmacologiques, qui peuvent influencer leurs actions physiologiques. Ces éléments sont donc 

à prendre en compte dans le choix des analogues de l’apéline à développer. 

III.3.5 Activation de la production du monoxyde d’azote (NO) 

Le NO est une molécule endogène synthétisée à partir de la L-arginine dont la catalyse 

(oxydation) en L-citrulline est assurée par une enzyme, la NO synthase (NOS). Trois isoformes 

de la NOS sont aujourd’hui connues : la NOS neuronale (nNOS), la NOS inductible (iNOS) et 

la NOS endothéliale (eNOS). La eNOS est exprimée constitutivement notamment au niveau des 
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cellules endothéliales vasculaires et dans les myocytes. La eNOS peut être activée par une 

augmentation de [Ca2+]i (Fleming and Busse, 1999). Le NO endogène joue un rôle important 

dans la régulation de la PA, c’est un puissant vasodilatateur, sa libération par les cellules 

endothéliales de la paroi des vaisseaux sanguins va induire une relaxation des muscles lisses 

vasculaires (Denninger and Marletta, 1999). 

Plusieurs études ont démontré que les effets hypotenseur et vasodilatateur de l’apéline sont 

sensibles aux inhibiteurs de la eNOS (L-NAME et LMMA, analogues synthétiques de son 

substrat la L-arginine) (Tatemoto et al., 2001; Japp et al., 2008). De plus, le système 

apélinergique augmente l’activité de la eNOS de manière dépendante du [Ca2+]i dans des aortes 

de rat microdisséquées (Jia et al., 2007). Une autre étude a rapporté que la signalisation PI3K/Akt 

induite par l’apéline peut augmenter la phosphorylation de l’eNOS et donc son activité dans des 

aortes de souris isolées (Zhong et al., 2007). Cette activité accrue va engendrer une augmentation 

de la production et la libération de NO par les cellules endothéliales (Mughal et al., 2018) et 

induire une vasodilatation. 

III.3.6 L’hétérodimérisation du récepteur de l’apéline 

De plus, comme de nombreux RCPGs, l’Apéline-R peut également former des hétérodimères in 

vitro avec d’autres RCPGs. Il a été démontré que l’Apéline-R se dimérise avec le récepteur de 

l’Ang-II de type 1 (AT1-R), conduisant à une inhibition de la signalisation de l’Ang-II par 

l’apéline (Chun et al., 2008; Sun et al., 2011; Siddiquee et al., 2013). L’apéline exerce donc une 

coopérativité négative sur la liaison de l’Ang-II à son récepteur (Siddiquee et al., 2013). 

L’Apéline-R peut également s’hétérodimériser avec le récepteur κ-opioïde, entraînant une 

augmentation de la prolifération cellulaire des cellules HEK293T surexprimant les deux 

récepteurs. Cet effet est médié par l’activation de la PKC et la diminution de l’activité de la 

protéine kinase A (PKA) (Li et al., 2012b). Dans les cellules HUVEC, il a été démontré que 

l’Apéline-R s’hétérodimérise avec le récepteur de la bradykinine de type 1, entraînant une 

augmentation de la prolifération cellulaire et de la phosphorylation de la eNOS via une voie de 

signalisation PKC-dépendante et dépendante de la protéine Gαq (Bai et al., 2014b). Le même 

groupe a montré que l’Apéline-R peut former des oligomères avec le récepteur de la neurotensine 

(NTSR1) et que ces oligomères vont induire l’activation de ERK1/2 via l’activation du calcium 

(Ca2+) d’une façon Gαq dépendante (Bai et al., 2014a). Ces derniers travaux sont encore 

préliminaires et reste à confirmer. Par ailleurs, Cai et coll. ont montré que l’Apéline-R pouvait 
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également former des homodimères fonctionnels capables de coupler à différentes Gαi (Cai et 

al., 2017). 

IV Distribution de l’apéline et de son récepteur  

IV.1 Dans le cerveau 

Des études par transcription inverse et amplification génique (RT-PCR) quantitative (Kawamata 

et al., 2001; Medhurst et al., 2003), hybridation in situ et Northern blot (Lee et al., 2000; 

O’Carroll et al., 2000) ont montré que les ARNms codant pour la préproapéline ou pour 

l’Apéline-R sont distribués de façon hétérogène dans diverses structures cérébrales chez le rat et 

l’Homme.  

IV.1.1 Distribution des neurones apélinergiques 

Concernant l’apéline, le développement d’un anticorps polyclonal présentant une affinité et une 

sélectivité élevées pour K17F (qui reconnaît également pE13F et l’apéline-36) a permis de 

visualiser, pour la première fois, la présence de neurones apélinergiques dans le cerveau de rat 

(Reaux et al., 2001, 2002; De Mota et al., 2004). Les corps cellulaires de ces neurones sont 

particulièrement abondants au sein de l’hypothalamus et du bulbe rachidien, structures 

impliquées dans le contrôle neuroendocrinien, le comportement dipsique, le comportement 

alimentaire et la régulation de la PA. On retrouve notamment l’apéline dans le noyau 

supraoptique (SON) et la partie magnocellulaire du noyau paraventriculaire (PVN) de 

l’hypothalamus, le noyau arqué, le noyau réticulé bulbaire latéral et le noyau ambigu (Reaux et 

al., 2002). Les fibres et les terminaisons des neurones apélinergiques sont plus largement 

distribuées, en particulier, une forte densité est présente dans la couche interne de l’éminence 

médiane et dans l’hypophyse postérieure (Brailoiu et al., 2002; Reaux et al., 2002), suggérant 

que les neurones apélinergiques du PVN et du SON se projettent, comme les neurones 

magnocellulaires vasopressinergiques et ocytocinergiques, dans l’hypophyse postérieure (Figure 

3). Des études de double marquage en immunofluorescence ont confirmé cette hypothèse en 

montrant que l’apéline est localisée dans les mêmes neurones magnocellulaires hypothalamiques 

que l’arginine-vasopressine (AVP, hormone antidiurétique) (De Mota et al., 2004; Reaux-Le 

Goazigo et al., 2004) et l’ocytocine (Brailoiu et al., 2002; Bodineau et al., 2011). De nombreuses 

fibres apélinergiques ont également été visualisées dans la région située le long du troisième 

ventricule, dans la lame terminale (composée de l’organe subfornical, SFO ; de l’organe 
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vasculaire de la lame terminale, OVLT et du noyau médian préoptique), impliquée dans la 

régulation du comportement dipsique (Johnson et al., 1996).  

 
Figure 3 : Distribution des corps cellulaires et des fibres des neurones apélinergiques et de l’expression de 

l’ARNm des récepteurs de l’apéline, dans le cerveau de rat adulte. (A) Coupes frontales de cerveau de rat adulte 

injecté avec de la colchicine. Les corps cellulaires et les fibres immunoréactive à l’apéline sont localisés dans le 

SON (1), le PVN (2), l’Arc et la ME (3). (B) Distribution de l’expression de l’ARNm de l’Apéline-R dans des 

coupes frontales de cerveau de rat adulte. Les figures ont été scannées directement à partir des films obtenus par 

autoradiographique des coupes de cerveau hybridés avec la sonde antisens dirigée contre l’ARNm de l’Apéline-R. 

Les sections représentatives sont situées à des antériorités différentes déterminées à partir du bregma indiqué dans 

le coin inférieur droit. Abréviation: AL = lobe antérieur de l’anté-hypophyse ; Arc = noyau arqué de l’hypothalamus 

; DR = noyau Raphé dorsal ; ENT = cortex entorhinal ; HIP = hippocampe ; IL = lobe intermédiaire de l’hypophyse 

; ME = éminence médiane ; NLOT = noyau du tractus olfactif latéral ; OX = chiasma optique ; PAG = substance 

grise périaqueducale ; PIN = glande pinéale ; PIR = cortex piriforme ; PVN = noyau paraventriculaire de 

l’hypothalamus ; SNc = pars compacta de la substance noire ; SON = noyau supraoptique ; 3V = troisième ventricule. 

Adapté de (De Mota et al., 2000; Reaux et al., 2002). 
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IV.1.2 Expression de l’ARNm du récepteur de l’apéline 

Tout comme l’apéline, le récepteur de ce peptide est très largement distribué dans le cerveau de 

rat (De Mota et al., 2000; Lee et al., 2000; O’Carroll et al., 2000). Ainsi, l’expression de l’ARNm 

de l’Apéline-R a été observée par hybridation in situ dans le cortex cérébral (au niveau du cortex 

piriforme et du cortex entorhinal), l’hippocampe et dans des structures contenant les neurones 

monoaminergiques (dopamine, sérotonine, noradrénaline) tels que la substance noire pars 

compacta, le noyau raphé dorsal et le locus coeruleus. Une expression très forte est détectée dans 

les noyaux hypothalamiques riches en apéline, dont le PVN, le SON et le noyau arqué, ainsi que 

dans la glande pinéale et les lobes antérieur et intermédiaire de l’hypophyse (Figure 3). 

IV.1.3 Co-localisation de l’apéline et de la vasopressine et de leurs récepteurs 

dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques 

Des expériences de double marquage associant l’immunohistochimie et l’hybridation in situ ont 

mis en évidence dans le PVN et le SON la présence de l’ARNm codant pour l’Apéline-R (Reaux 

et al., 2001; O’Carroll and Lolait, 2003; Pope et al., 2012), et celles des ARNms codant pour les 

récepteurs de l’AVP de type 1a (V1a-R) et 1b (V1b-R) (Hurbin et al., 1998), dans les neurones 

magnocellulaires vasopressinergiques (Figure 5). D’autres études portant sur la distribution de 

l’apéline dans le PVN, le SON, l’éminence médiane et le noyau magnocellulaire accessoire 

dorsolatéral ont montré un fort marquage de l’apéline et une colocalisation avec l’AVP dans les 

neurones magnocellulaires vasopressinergiques (Brailoiu et al., 2002; De Mota et al., 2004; 

Reaux-Le Goazigo et al., 2004). L’ensemble de ces données sont en faveur d’une interaction 

entre l’apéline et l’AVP. 

IV.2 Dans le rein 

Les ARNms codant pour la préproapéline, ainsi que pour l’Apéline-R, sont exprimés dans le rein 

chez le rat et chez l’Homme (Hosoya et al., 2000; O’Carroll et al., 2000; Medhurst et al., 2003). 

Une immunoréactivité apéline est également détectée dans les cellules endothéliales humaines 

de petits vaisseaux intrarénaux (Kleinz et al., 2005). L’expression de l’apéline a été détectée chez 

le rat dans les cellules épithéliales tubulaires, les glomérules et les cellules épithéliales 

vasculaires (Ripoll et al., 2011), mais d’autres laboratoires ont montré que l’expression de 

l’apéline était largement limitée aux cellules isolées de la médulla (O’Carroll et al., 2017). Dans 

deux autres études, une immunoréactivité apéline a été visualisée chez l’homme dans le canal 
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collecteur (De Falco et al., 2002) et chez le rat, dans les canaux collecteurs médullaires, co-

localisée avec l’expression des aquaporines de type 2 (AQP2) (Xu et al., 2020). 

L’expression de l’ARNm de l’Apéline-R est détectée dans les cellules musculaires lisses 

endothéliales et vasculaires des artérioles glomérulaires de rat (Hus-Citharel et al., 2008). Chez 

le rat une expression élevée de l’ARNm de l’Apéline-R est présente dans les glomérules, environ 

8 fois plus élevée que dans les autres segments de néphron. L’expression dans tous les segments 

de néphron est modérée mais significative (O’Carroll et al., 2000; Hus-Citharel et al., 2008) 

(Figure 4), y compris de manière intéressante dans le canal collecteur où les récepteurs de la 

vasopressine de type 2 (V2-R) sont également exprimés (Ostrowski et al., 1992). On observe une 

expression plus faible dans le canal collecteur cortical que dans le canal collecteur de la 

médullaire externe et une expression plus élevée dans le canal collecteur de la médullaire interne 

(Hus-Citharel et al., 2008; O’Carroll et al., 2017). 

 
Figure 4 : Expression des ARNms de l’Apéline-R le long du néphron. Le long des segments de néphron de rat, 

on observe une expression très élevée des ARNms du récepteur de l’apéline dans le glomérule alors qu’elle est plus 

modérée mais significative le long du néphron. De plus, de manière intéressante on note la présence des ARNms en 

gradient croissant le long du canal collecteur, là où sont exprimés les récepteurs de la vasopressine.      

Glom : glomérule ; PCT : tubule contourné proximal ; CPST : pars recta corticale du tubule proximal ; OSPST : 

pars recta médullaire du tubule proximal ; TDL : segment grêle descendant ; ATL : segment grêle ascendant ; 

MTAL : branche large ascendante de la médulla externe ; CTAL : branche large ascendante corticale ; DCT : 

tubule contourné distal ; CCD : canal collecteur cortical ; OMCD : canal collecteur de la médulla externe ; IMCD : 

canal collecteur de la médulla interne. Adapté de (Hus-Citharel et al., 2008) 
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IV.3 Dans le système cardiovasculaire 

Des études par RT-PCR ont rapporté des niveaux élevés de l’expression des ARNms de 

l’Apéline-R et de la préproapéline ainsi qu’une immunoréactivité de l’apéline, dans l’aorte, les 

artères coronaires, et pulmonaires de rat (Hosoya et al., 2000; O’Carroll et al., 2000; Medhurst 

et al., 2003). Dans le système cardiovasculaire de l’embryon de souris, il a été démontré que 

l’ARNm de l’Apéline-R prédomine dans les cellules endothéliales des artères et des veines et 

dans les feuillets endocardiques du cœur (Kang et al., 2013). L’Apéline-R est exprimé chez le 

chien dans les cardiomyocytes, sur la membrane sarcoplasmique au niveau des bandes Z, une 

structure clé pour la contraction. Ces données sur la localisation de l’Apéline-R suggèrent que 

l’apéline pourrait avoir un effet sur la contractilité cardiaque (Chamberland et al., 2010). 

Chez l’Homme la distribution de l’Apéline-R dans le système cardiovasculaire a été étudiée par 

immunohistochimie (IHC). Une immunoréactivité a été visualisée dans les cardiomyocytes 

ventriculaires, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les cellules endothéliales 

intramyocardiques, et aussi dans les artères coronaires, mammaires et pulmonaires, et la veine 

saphène (Kleinz et al., 2005), mais la spécificité des anticorps dirigés contre l’Apéline-R reste 

sujet à débat. Une immunoréactivité apéline a été observée dans les cellules endothéliales 

vasculaires des gros vaisseaux, tels que l’artère coronaire et la veine saphène, les vaisseaux 

sanguins du rein et de la glande surrénale, et les cellules endothéliales vasculaires et 

endocardiques des oreillettes et des ventricules du cœur (Kleinz and Davenport, 2004). 

V Rôles de l’apéline et de la vasopressine dans le maintien de l’équilibre 

hydrique  

V.1 Effet aquarétique de l’apéline 

V.1.1 Par un effet au niveau du cerveau 

Comme il est établi depuis longtemps, les neurones neurosécrétoires magnocellulaires 

vasopressinergiques libèrent l’AVP, un peptide antidiurétique et vasoconstricteur, dans les 

capillaires fenestrés de la neurohypohyse en réponse aux variations d’osmolalité plasmatique et 

de volémie (Manning et al., 1977; Brownstein et al., 1980) ou sous l’action de différentes 

neurohormones dont l’Ang-II ou l’Ang-III et les peptides natriurétiques (Zini et al., 1996; 

Gouzènes et al., 1998). La co-localisation AVP/apéline dans les neurones magnocellulaires 

hypothalamiques et l’association étroite des récepteurs des deux peptides avec ces mêmes 
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neurones suggéraient l’existence d’une interaction entre ces deux peptides et la possibilité d’une 

réponse apélinergique aux stimuli osmotiques et volémiques. Ainsi, indépendamment du 

rétrocontrôle exercé par l’AVP, qui augmente sa propre libération par une action autocrine via 

ses récepteurs localisés sur les neurones vasopressinergiques (Gouzènes et al., 1998; Ludwig, 

1998), l’apéline pourrait également moduler l’activité de ces neurones, et par conséquent la 

libération de l’AVP dans la circulation sanguine, en agissant sur ses récepteurs exprimés par les 

neurones vasopressinergiques. Cette hypothèse a été testée dans le modèle de la rate en lactation, 

chez laquelle une hyperactivité des neurones magnocellulaires vasopressinergiques a été 

observée (Poulain et al., 1977), afin de conserver au mieux l’eau de l’organisme pour une 

production optimale de lait maternel pour les nouveau-nés (Gimpl and Fahrenholz, 2001). Dans 

ce modèle, K17F, injectée dans le troisième ventricule, diminue l’activité électrique phasique des 

neurones vasopressinergiques, réduit la sécrétion d’AVP de l’hypophyse postérieure dans la 

circulation sanguine et entraîne une diurèse aqueuse (De Mota et al., 2004) (Figure 5).  

 
Figure 5 : Action centrale de l’apéline sur l’activité des neurones magnocellulaires vasopressinergiques, la 

libération systémique de la vasopressine (AVP) et la diurèse. L’apéline et son récepteur (en rouge) colocalisent 

avec l’AVP et son récepteur de type 1 (V1-R) (en vert) au sein des neurones magnocellulaires vasopressinergiques 

des noyaux paraventriculaire (PVN) et supraoptique (SON). Chez la rate en lactation, K17F administrée par voie 
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intracérébroventriculaire (i.c.v.) inhibe l’activité électrique phasique de ces neurones et la sécrétion de l’AVP de 

l’hypophyse postérieure dans la circulation sanguine, conduisant au niveau rénal à une augmentation de la diurèse 

aqueuse. Les images réalisées par microscopie confocale montrent la distribution de l'immunoréactivité de l’AVP 

et de l’apéline dans les corps cellulaires des neurones vasopressinergiques dans la partie magnocellulaire du PVN 

chez le rat. Une forte co-localisation de l’apéline (en rouge) et de la vasopressine (en vert) a été détectée dans les 

neurones vasopressinergiques du PVN. Les corps cellulaires présentant une double immunoréactivité apparaissent 

en jaune lors de la superposition des images. Adapté de (De Mota et al., 2004; Reaux-Le Goazigo et al., 2004). 

De même, une réduction importante de la sécrétion d’AVP dans la circulation sanguine, est 

observée après injection par voie intracérébroventriculaire (i.c.v.) de K17F ou pE13F chez des 

souris déshydratées pendant 24 heures (Reaux et al., 2001), une condition qui entraîne, elle aussi, 

une hyperactivité des neurones vasopressinergiques. On peut conclure de ces résultats que 

l’apéline pourrait, comme l’AVP, être libérée au niveau somatodendritique et exercer un effet 

inhibiteur direct sur l’activité des neurones vasopressinergiques et la libération systémique 

d’AVP par une action autocrine via ses récepteurs localisés sur ces neurones. Par ce mécanisme, 

l’apéline jouerait donc le rôle d’inhibiteur naturel de l’effet antidiurétique de l’AVP.  

V.1.2 Par un effet au niveau du rein 

V.1.2.1 Généralités sur l’organisation du rein 

Les reins sont localisés dans la partie postérieure de l’abdomen, de part et d’autre de la colonne 

vertébrale sous les dernières côtes. Les reins sont les organes qui assurent notamment la filtration 

du sang et la production de l’urine. C’est par l’artère rénale qu’arrive le sang jusqu’au rein, la 

filtration s’effectue au niveau du glomérule, et ressort par la veine rénale. L’urine primitive 

formée par cette filtration traverse le tubule, puis va s’évacuer par l’uretère dans la vessie.  

Le rein se compose de plusieurs parties :  

• La capsule rénale, un tissu fibreux qui entoure le corps du rein, sous la couche de graisse 

• La zone corticale, situé juste au-dessous de la capsule rénale, où sont localisés les 

glomérules, les tubules contournés proximaux (TCP) et distaux (TCD) et le début du 

canal collecteur. 

• La zone médulaire, la partie interne du rein, où sont localisés les anses de Henlé et la 

partie terminale des canaux collecteurs. 

• Le bassinet, une cavité située au centre de chaque rein où l’urine s’accumule. 

Le néphron est l’unité fonctionnelle du rein, chaque rein en contient environ 400 à 800 000. 

Chaque néphron est constitué de deux parties, un glomérule et un tubule qui le suit. Le corpuscule 

de Malpighi qui comporte le glomérule, composé d’une artériole entourée par différents feuillets 

(pariétal et viscéral) formant la capsule de Bowman. La vascularisation du glomérule est 



 26 

effectuée par l’artériole glomérulaire afférente, et se résout en 5 ou 6 artérioles qui donnent 

naissance à une vingtaine d’anses capillaires, elles sont finalement reprises par l’artériole 

glomérulaire efférente. C’est là où va s’effectuer la première étape de l’élaboration de l’urine, 

par la formation de l’ultrafiltrat glomérulaire (urine primitive). L’eau et des constituants du 

plasma vont passer à travers la barrière de filtration glomérulaire, en séparant le plasma de la 

chambre urinaire, par des phénomènes de convection et de diffusion, sous l’effet de la pression 

hydrostatique et de la pression oncotique. 

Le prolongement de la capsule de Bowman se fait par le tubule qui est composé de différents 

segments spécialisés qui vont permettre de modifier la composition de l’ultrafiltrat glomérulaire. 

Cette traversée tubulaire va s’effectuer par le TCP, puis l’anse de Henlé (branche descendante et 

branche ascendante), le TCD et le canal collecteur. L’urine ainsi formée va se déverser des 

canaux collecteurs dans les papilles, puis dans les calices qui se jettent dans le pyélon, qui est 

lui-même relié à l’uretère pour terminer dans la vessie. 

En plus de ses fonctions métaboliques dans la régulation de l’équilibre hydrique et électrolytique, 

de l’élimination des produits métaboliques et de la régulation de la volémie, le rein assure 

également une fonction endocrine. De nombreuses substances à activité biologique sont 

synthétisées dans le rein comme l’érythropoïétine (EPO), le calcitriol (la forme active de la 

vitamine D), la rénine et l’endothéline. Le rein joue également un rôle dans la régulation de la 

PA par des modulation hémodynamiques, notamment via la production de rénine enzyme 

limitante dans la production d’angiotensine I, à l’origine de l’Ang-II, le peptide actif du système 

rénine-angiotensine (SRA) systémique. 

V.1.2.2 Régulation de l’homéostasie hydro-sodée 

Chaque jour, les glomérules produisent environ 180 litres d’ultrafiltrat, ce qui correspond au 

débit de filtration glomérulaire (DFG), pour un débit urinaire final d’environ 1 à 2 litres d’urine 

par jour. Ainsi, la majeure partie de l’ultrafiltrat glomérulaire est réabsorbée par le tubule pendant 

le transit de l’urine primitive, depuis le glomérule vers le système excréteur. Le tubule rénal joue 

donc un rôle essentiel dans le maintien de l’équilibre hydrique et de la volémie, permettant 

notamment l’élimination et la réabsorption d’eau libre et du sodium. La quantité d’eau dans un 

secteur est étroitement liée à la concentration de solutés le composant et ne diffusant pas 

librement dans le secteur adjacent. Ce sont les osmoles, leur concentration est appelée osmolarité 

quand elle est rapportée à 1 litre de plasma et osmolalité quand elle est rapportée à 1 kilogramme 

d’eau. L’osmolalité plasmatique est un des paramètres physiologiques les plus rapidement 
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régulés, ce qui va permettre de maintenir une osmolalité identique entre les milieux intra- et 

extracellulaire en permanence, indépendamment des apports en eau et en sel.  

A l’état d’équilibre, l’osmolalité est identique entre le compartiment extracellulaire et le 

compartiment intracellulaire et égale à environ 285 mOsm/kg d’eau. Lors d’apports alimentaires 

comportant un apport de sodium et d’apport hydrique, le sodium ainsi que l’eau vont modifier 

l’osmolalité plasmatique et la volémie. Le rein va permettre de maintenir l’osmolalité entre les 

compartiments intra- et extracellulaires à l’équilibre, ainsi que la volémie, en modulant 

l’élimination de sodium et d’eau. 

V.1.2.3 Réabsorption du sodium et de l’eau par le rein 

La formation de l’urine définitive va s’effectuer tous au long de la traversée tubulaire par une 

succession de phénomènes d’échanges de solvant ou de solutés entre l’ultrafiltrat glomérulaire 

et le capillaire péritubulaire, à travers des épithéliums spécialisés (Figure 6). Tout au long de 

cette traversée, la réabsorption du sodium va servir de « force motrice » à la réabsorption ou la 

sécrétion d’autres électrolytes et métabolites, et constituer la majeure partie de la consommation 

en énergie du rein. La réabsorption du sodium se fait tout au long de la traversée tubulaire, 2/3 

de l’eau filtrée par le glomérule est réabsorbée pendant la traversée du TCP et 2/3 du sodium 

filtré est également réabsorbé, ce qui définit le caractère iso-osmotique obligatoire de la 

réabsorption hydrosodée dans le TCP. D’autre solutés vont être réabsorbés dans le TCP comme 

le glucose, les acides aminés ainsi que les bicarbonates et le phosphate (de façon couplée au 

sodium).  

Le fluide tubulaire va, par la suite, passer dans l’anse de Henlé qui est composée d’une branche 

descendante puis d’une branche ascendante, et dans laquelle il existe une réabsorption découplée 

du sodium et de l’eau (Figure 6). La branche descendante est perméable à l’eau et imperméable 

au sodium et au chlore, permettant, par un gradient osmolaire dans la médullaire rénale, une 

augmentation de l’osmolarité urinaire (donc une concentration des urines) par une réabsorption 

de l’eau. La branche large ascendante de l’anse de Henlé est, elle, imperméable à l’eau et 

perméable aux ions, ce qui va entrainer une réabsorption active du sodium, du chlore et du 

potassium. Cela permet une réabsorption des ions, ce qui va entrainer une diminution de 

l’osmolarité urinaire (donc une dilution des urines). Ainsi, à la fin de l’anse de Henlé, 25% 

supplémentaires de la charge filtrée en sodium et en eau ont été réabsorbés.  
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Dans le TCD, l’osmolarité du fluide tubulaire va diminuer pour atteindre sa valeur minimale soit 

60 mOsmol/L. Il est imperméable à l’eau et permet la réabsorption du sodium et du chlore (6-

8%) ce qui va entrainer une dilution des urines.  

 
Figure 6 : Organisation fonctionnelle du néphron. Schéma représentant les sites de réabsorption de l’eau et du 

sodium au niveau des différents segments du néphron. 

Le canal collecteur est lui composé de deux types cellulaires : les cellules principales et les 

cellules intercalaires. Les cellules intercalaires sont responsables de l’équilibre acido-basique 

(réabsorption des bicarbonates, sécrétion de protons) et de la réabsorption du potassium. Les 

cellules principales permettent la réabsorption de sodium et la sécrétion de potassium sous l’effet 

de l’aldostérone, et la réabsorption d’eau sous l’effet de l’AVP et de l’apéline.  

La concentration des urines, la sécrétion de potassium, l’acidification des urines et la réabsorption 

du sodium vont être sous la dépendance de diverses influences hormonales. La réabsorption du 

sodium, couplée à la sécrétion de potassium dans le canal collecteur, est assurée par le canal 

sodium (ENaC), stimulé par l’aldostérone. La réabsorption de l’eau permettant l’ajustement de 

l’osmolalité finale de l’urine est sous la dépendance de l’AVP, via son action sur le récepteur 

V2-R, et de l’apéline, comme cela est discuté dans ce manuscrit. La position distale du canal 

collecteur lui confère un rôle essentiel dans la régulation de l’équilibre hydro-sodée et l’équilibre 

acido-basique. 
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V.1.2.4 Rappel du mécanisme d’action de l’AVP pour induire un effet 

anti-diurétique dans le canal collecteur  

Le canal collecteur est connu pour être le site de l’action antidiurétique de l’AVP (Terada et al., 

1993; Morello and Bichet, 2001). En effet, l’AVP dans ce segment, en stimulant les V2-R, induit 

une augmentation de la production d’AMPc et active la PKA qui phosphoryle le canal perméable 

à l’eau, l’AQP2. Cela se traduit par l’insertion des AQP2 phosphorylées au niveau de la 

membrane apicale des cellules principales du canal collecteur (Nielsen et al., 1995; Sands et al., 

1997), conduisant à une réabsorption d’eau dans les cellules puis dans la circulation sanguine. 

Ce mécanisme va ainsi diminuer la diurèse et augmenter l’osmolalité urinaire.  

V.1.2.5 Effet aquarétique de l’apéline via une action dans le canal 

collecteur 

La présence des ARNms de l’apéline-R le long du canal collecteur suggère que l’apéline pourrait 

agir comme un peptide aquarétique non seulement par une action centrale, mais aussi par une 

action directe au niveau du rein. 

En accord avec cette hypothèse, dans le canal collecteur, K17F inhibe la production d’AMPc 

induite par la 1-Desamino-8-D-Arginine vasopressine (dDAVP), un agoniste spécifique et 

sélectif du V2-R (Hus-Citharel et al., 2014). De plus, l’administration par voie i.v. de K17F chez 

la rate en lactation, induit une diminution significative de l’immunomarquage AQP2 à la 

membrane apicale du canal collecteur avec un gradient cortico-médullaire (Hus-Citharel et al., 

2014) (Figure 7). Finalement, K17F administrée par voie i.v. en doses croissantes chez des rates 

en lactation (Hus-Citharel et al., 2008) ou l’apéline-13 administrée en continu pendant 24 heures 

par voie i.v. chez des rats mâles Sprague-Dawley (Murza et al., 2016) augmente fortement la 

diurèse de manière dose-dépendante. Simultanément une diminution significative de l’osmolalité 

urinaire, sans changement de l’excrétion de sodium et de potassium a été observée.  

L’ensemble de ces données suggère que l’apéline pourrait agir comme un peptide aquarétique 

par une action directe sur le canal collecteur. Ces données ont été récemment renforcées par les 

travaux de Boulkeroua et coll. (Boulkeroua et al., 2019) qui ont observé dans une lignée cellulaire 

de canal collecteur corticale de souris hautement différenciée (mpkCCD) exprimant le V2-R, 

l’apéline-R et l’AQP2, que l’application de l’apéline-13 sur ces cellules diminue la 

phosphorylation et l’expression à la membrane apicale de l’AQP2 induite par la dDAVP après 

30 à 60 min de traitement, et diminue l’expression de l’ARNm de l’AQP2 induite par la dDAVP 

après 8 à 24 heures de traitement. Plus récemment, une autre étude a montré l’action diurétique 

de pE13F qui impliquerait la voie AMPc/PKA/récepteur soluble de la prorénine dans le canal 
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collecteur (Chen et al., 2021). Ainsi, l’effet aquarétique de l’apéline implique, non seulement une 

action centrale, mais aussi une action directe au niveau des reins en neutralisant l’effet 

antidiurétique de l’AVP survenant via le V2-R dans le canal collecteur (Figure 7).  

 
Figure 7 : L’apéline inhibe l’effet antidiurétique de la vasopressine au niveau rénal dans les cellules 

principales du canal collecteur. L’AVP se lie au récepteur V2 (V2R) localisé dans les cellules principales du canal 

collecteur, et stimule l’adénylate cyclase (AC) via le couplage du V2-R à la protéine Gs et augmente la production 

d’AMPc. Il en résulte une augmentation de l’activité de la protéine kinase A (PKA), induisant l’insertion des 

aquaporines de type 2 (AQP2) à la membrane apicale. La réabsorption de l’eau (H2O) est permise par les AQP2 au 

niveau de la membrane apicale ce qui entraîne simultanément une diminution de la diurèse et une augmentation de 

la concentration de l’urine. L’apéline en se liant à l’Apéline-R présent dans les cellules principales du canal 

collecteur, inhibe l’AC via le couplage de l’Apéline-R à la protéine Gi et diminue la production d’AMPc induite par 

la dDAVP, un agoniste du V2-R et l’activité de la PKA. Il en résulte une diminution de l’insertion des AQP2 au 

niveau de la membrane apicale, entraînant une diminution de la réabsorption d’eau et par conséquent une 

augmentation de la diurèse et une diminution de l’osmolalité urinaire. Adapté de (Hus-Citharel et al., 2014).  

V.1.2.6 Effet aquarétique de l’apéline via une action sur le flux sanguin 

rénal  

De plus, les ARNms de l’Apéline-R ont également été détectés dans les cellules endothéliales et 

les cellules musculaires lisses des artérioles glomérulaires (Hus-Citharel et al., 2008). 

L’application de l’apéline sur ces artérioles préalablement contractées par l’Ang-II induit une 

vasorelaxation. Cet effet vasodilatateur de l’apéline est NO-dépendant et directement lié à une 

inhibition par ce peptide de l’augmentation du [Ca2+]i induite par l’Ang-II (Hus-Citharel et al., 

2008). L’expression des Apéline-Rs dans les glomérules et les artérioles glomérulaires ainsi que 

l’effet vasodilatateur de l’apéline au niveau des artérioles efférentes de type musculaire qui vont 
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donner naissance aux vasa recta, suggèrent fortement que l’apéline en se fixant sur ses récepteurs 

localisés dans ces structures provoque une augmentation du débit sanguin rénal, ce qui participe 

également à l’augmentation de la diurèse induite par l’apéline. D’autre part, l’inhibition par 

l’apéline de l’effet vasoconstricteur induit par l’Ang-II dans les artérioles glomérulaires conforte 

les effets opposés du système apélinergique et du SRA systémique sur la PA, comme nous le 

verrons plus tard (Ishida et al., 2004). 

L’ensemble de ces données souligne le rôle crucial de l’apéline dans le maintien de l’équilibre 

hydrique en agissant, non seulement au niveau central via une inhibition de la libération de l’AVP 

par l’hypophyse postérieure dans la circulation sanguine, mais aussi directement au niveau rénal, 

en bloquant l’effet antidiurétique de l’AVP dans le canal collecteur médié par le V2-R et en 

augmentant le flux sanguin rénal.  

V.2 Rôles de l’apéline et de la vasopressine dans le maintien de l’équilibre 
hydrique 

V.2.1 Chez le rat 

La colocalisation AVP/apéline et de leurs récepteurs (V1-R et Apéline-R) au sein des neurones 

magnocellulaires vasopressinergiques et leurs actions opposées sur la diurèse ont conduit à 

caractériser la régulation de ces peptides dans le cadre du maintien de l’équilibre hydrique. Chez 

le rat déshydraté pendant 24 heures, l’hyperactivité des neurones vasopressinergiques 

s’accompagne d’une augmentation concomitante de la sécrétion d’AVP dans la circulation 

sanguine et d’une diminution des taux circulants d’apéline (De Mota et al., 2004). Parallèlement, 

il a été montré par une approche d’immunohistochimie quantitative, une augmentation du 

contenu neuronal en apéline dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques du PVN et 

du SON alors que le contenu neuronal en AVP diminuait fortement malgré une synthèse accrue 

(Reaux-Le Goazigo et al., 2004). Ceci montrait que la déshydratation entraîne une régulation 

opposée de l’apéline et de l’AVP. Il est bien établi que, lors d’une déshydratation, la libération 

de l’AVP est non seulement augmentée dans la circulation sanguine mais aussi au niveau somato-

dendritique et l’AVP, en stimulant ses autorécepteurs V1-R exprimés par les neurones 

magnocellulaires vasopressinergiques, augmente sa propre libération dans la circulation 

sanguine. A l’inverse, l’apéline s’accumule dans ces mêmes neurones au lieu d’être libérée et, de 

ce fait, ne peut exercer son effet inhibiteur sur la libération d’AVP, ce qui a pour conséquence 

d’augmenter la libération de l’AVP dans la circulation sanguine. Cette conclusion est en accord 
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avec les observations suivantes : l’augmentation du contenu neuronal en apéline, observée chez 

les animaux déshydratés, est inhibée par l’administration par voie i.c.v. d’un antagoniste sélectif 

des V1-R et est mimée par une administration par voie i.c.v. d’AVP (De Mota et al., 2004; Reaux-

Le Goazigo et al., 2004). Ceci suggère que l’augmentation du contenu neuronal en apéline est 

due à l’augmentation de la libération somato-dendritique d’AVP secondaire à la déshydratation. 

Cette interprétation implique que l’apéline et l’AVP soient libérées de façon différentielle par les 

neurones magnocellulaires vasopressinergiques dans lesquels elles sont co-localisées. En accord 

avec cette hypothèse, des études de double marquage en microscopie confocale ont montré que 

les deux peptides se retrouvent en grande partie dans des granules neurosécrétoires, de taille et 

de distribution distinctes, dans les neurones magnocellulaires vassopressinergiques (De Mota et 

al., 2004; Reaux-Le Goazigo et al., 2004) (Figure 5). 

Ainsi, l’ensemble de ces données démontre que lors d’une déshydratation, l’apéline et l’AVP 

jouent un rôle complémentaire dans le maintien de l’équilibre hydrique. Alors que 

l’augmentation de libération somato-dentritique de l’AVP optimise l’activité électrique phasique 

des neurones vasopressinergiques (Gouzènes et al., 1998; Ludwig, 1998), facilitant la sécrétion 

de l’AVP dans la circulation sanguine, l’apéline s’accumule dans ces neurones au lieu d’être 

libérée dans la circulation sanguine, provoquant ainsi une diminution de l’inhibition qu’elle 

exerce sur les neurones vasopressinergiques (De Mota et al., 2004). La régulation opposée 

apéline/AVP lors de la déshydration a pour conséquence d’optimiser la libération de l’AVP dans 

la circulation sanguine. L’AVP en stimulant les V2-R présents dans les cellules principales du 

canal collecteur, augmente l’insertion des AQP2 à la membrane apicale et diminue la diurèse, 

évitant ainsi une perte additionnelle d’eau au niveau des reins pour faire face à la déshydratation 

(Figures 7 et 9). 

V.2.2 Chez l’homme 

Cette régulation croisée de l’apéline et de l’AVP suite à une stimulation osmotique a également 

été aussi observée chez l’Homme (Azizi et al., 2008). Dans cette étude, 10 volontaires sains de 

sexe masculin ont été soumis, soit à une restriction hydrique de 12 heures suivie d’une perfusion 

de soluté salé hypertonique afin d’augmenter l’osmolalité plasmatique, soit à une charge 

hydrique par voie orale afin de diminuer l’osmolalité plasmatique. L’augmentation de 

l’osmolalité plasmatique s’accompagne d’une baisse des taux d’apéline dans le plasma alors que 

ceux d’AVP augmentent de façon linéaire. A l’inverse, la diminution de l’osmolalité plasmatique 

produit une réduction de la concentration plasmatique d’AVP et induit une rapide élévation de la 
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concentration plasmatique d’apéline (Figure 8). Ces résultats montrent pour la première fois chez 

l’Homme une régulation de l’apéline par les stimuli osmotiques, de plus cette régulation est 

opposée à celle de l’AVP (Figure 8). Ceci suggére que l’apéline, comme l’AVP, joue un rôle 

important dans le maintien de l’équilibre hydrique chez l’Homme comme chez le rongeur.  

 

Figure 8 : Corrélations linéaires entre les concentrations plasmatiques d’AVP et d’apéline et l’osmolalité 

plasmatique. (A) entre la concentration plasmatique d’AVP et l’osmolalité plasmatique ; (B) entre la concentration 

plasmatique d’apéline et l’osmolalité plasmatique chez des patients volontaires sains après une perfusion de soluté 

salé hypertonique ou une charge hydrique. L’AVP et l’apéline plasmatiques sont régulées de façon opposée par les 

stimuli osmotiques chez l’homme. Adapté de (Azizi et al., 2008). 

En résumé les expériences menées chez le rongeur et les études cliniques réalisées chez des 

volontaires sains ont montré que l’apéline et l’AVP pourraient être considérés comme le Yin et 

le Yang de l’équilibre hydrique de l’organisme (Figure 9).  

Sur cette figure, dans les conditions physiologiques, l'apéline (en vert) et l'AVP (en violet) sont 

libérées des neurones magnocellulaires vasopressinergiques à des niveaux appropriés pour 

assurer la réabsorption d'eau adéquate et le volume d’urine produit est normal. Dans le canal 

collecteur du rein, l'AVP agit sur les V2-R pour augmenter la production d'AMPc et l'insertion 

de l'AQP2 à la membrane apicale, conduisant à la réabsorption d'eau. A l'inverse, l'apéline, par 

son action sur l’Apéline-R, a un effet opposé permettant de maintenir l’équilibre hydrique. Lors 

d’une déshydratation, les neurones vasopressinergiques sont fortement activés et l’AVP est 

libérée en masse dans la circulation sanguine plus rapidement qu'elle n'est synthétisée, entraînant 

une diminution du contenu neuronal en AVP, tandis que l'apéline s'accumule dans les mêmes 

neurones plutôt que d'être libérée et de ce fait, l’apéline ne peut plus exercer son effet inhibiteur 

sur la libération de l’AVP. Ceci aboutit à une hyperstimulation des V2-R dans le canal collecteur 
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et à une augmentation de l'insertion des AQP2 à la membrane apicale, conduisant à la 

réabsorption d'eau et à une diminution de la diurèse pour faire face à la déshydratation. En 

revanche, lors d’une charge hydrique, l’activité des neurones magnocellulaires 

vasopresssinergiques est inhibée, ce qui diminue la libération de l’AVP dans la circulation 

sanguine et entraîne une accumulation du contenu neuronal en AVP. A l’inverse, la libération 

d'apéline dans la circulation sanguine augmente rapidement. Ceci aboutit à une hyperstimulation 

des Apéline-R dans le canal collecteur et à une diminution de l’insertion des AQP2 à la membrane 

apicale, conduisant à une augmentation de la diurèse pour faire face à la charge hydrique 

 
Figure 9 : L’apéline et l’AVP : le Yin et le Yang de l’équilibre hydrique. Adapté de (Llorens-Cortes and Moos, 

2012). 

V.2.3 Effets de l’apéline sur le comportement dipsique 

En accord avec un rôle de l’apéline dans la régulation de l’équilibre hydrique qui dépend, non 

seulement de la sécrétion d’AVP et de son action au niveau rénal, mais aussi de la régulation de 

la soif et de la prise de sel (Denton et al., 1996), des fibres et des terminaisons apélinergiques ont 

été visualisées dans les structures cérébrales contrôlant le comportement dipsique (la lamina 

terminalis localisé le long du troisième ventricule et qui comprend le SFO, l’OVLT et le noyau 

médian préoptique) (Reaux et al., 2002). De plus, il a été montré que l’injection d’apéline par 
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voie i.c.v. chez le rat déshydraté pendant 24 heures réduisait la quantité d’eau ingérée (Reaux et 

al., 2001). Une autre étude a été réalisée chez le rat susceptible de devenir obèse lorsqu’il est 

soumis à un régime riche en graisses (High Fat Diet, HFD). Chez cet animal nourri avec une 

alimentation standard, l’injection d’apéline par voie i.c.v. diminue la quantité d’eau ingérée, alors 

que l’effet disparaît lorsque l’animal est soumis à un régime HFD (Clarke et al., 2009). Cette 

réponse pourrait être liée à une modification de l’expression de l’ARNm de l’Apéline-R observée 

chez le rat obèse. De plus, chez les souris déficientes pour l’Apéline-R ayant accès à une eau de 

boisson hypertonique (2% de sel dans l’eau de boisson), la quantité d’eau ingérée est 

significativement supérieure à celle mesurée chez les souris sauvages soumises au même régime 

(Roberts et al., 2010). Ceci confirme l’importance du récepteur de l’Apéline-R dans le contrôle 

de l’équilibre hydrique. 

Ainsi, l’influence de l’apéline sur la diurèse (via une action centrale et rénale) de même que celle 

qu’elle exerce sur le comportement dipsique pourraient contribuer à une régulation fine des pertes 

hydriques, régulation dont l’importance physiologique pourrait être plus ou moins variable en 

fonction de l’état physiopathologique de l’organisme.  

V.3 Régulation des taux circulants d’apéline et de vasopressine dans 
différentes pathologies où une altération de la balance hydrique et une 
hyponatrémie sont observées  

V.3.1 Hyponatrémie : définitions, causes 

L’hyponatrémie, définie par une concentration plasmatique de sodium inférieure à 135 mmol/L. 

L'hyponatrémie est le trouble électrolytique le plus courant, avec une prévalence de 20% à 35% 

chez les patients hospitalisés, très fréquente chez les personnes âgées, L’hyponatrémie peut être 

liée à une augmentation des taux de vasopressine (hormone anti-diurétique) dans le sang qui 

entraine au niveau des reins une réabsorption d’eau, diminuant la diurèse. Cette augmentation de 

vasopressine peut être inappropriée (syndrome d’antidiurèse inapproprié, SIAD) ou consécutive 

à une diminution du volume circulant (insuffisance cardiaque, cirrhose) (Ellison and Berl, 2007). 

L’hyponatrémie est importante à reconnaître car elle est associée à une mortalité élevée (Kim et 

al., 2008; Waikar et al., 2009; Kovesdy et al., 2012) et parce qu’elle peut être le marqueur d’une 

maladie sous-jacente.  
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V.3.2 Variation de la balance apéline-vasopressine dans les pathologies 

présentants une hyponatrémie 

V.3.2.1 Le syndrome d’antidiurèse inapproprié  

Le SIAD précédemment désigné comme le syndrome de sécrétion inappropriée de l’hormone 

antidiurétique (SIADH) est la cause la plus fréquente d’hyponatrémie. De nombreuses affections 

cliniques peuvent provoquer un SIAD et parmi elles des tumeurs, qui peuvent sécréter de l’AVP 

par voie ectopique, des troubles du système nerveux central et des maladies pulmonaires. Un 

certain nombre de médicaments peuvent également induire un SIAD, en augmentant la sécrétion 

d’AVP comme les antidépresseurs tricycliques, les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine, 

les opiacés, et/ou en potentialisant son effet comme la carbamazépine, la chlorpropamide ou les 

anti-inflammatoires non stéroïdiens (Peri, 2019). Dans le SIAD, les taux plasmatiques d’AVP 

sont anormalement élevés par rapport à l’osmolalité plasmatique (Ellison and Berl, 2007). En 

agissant sur les V2-Rs présents dans le rein au niveau des canaux collecteurs, cette concentration 

accrue d’AVP va augmenter la production d’AMPc, conduisant à une insertion plus importante 

des AQP2 à la membrane apicale, entraînant une réabsorption d’eau plus élevée, une diminution 

de la diurèse et une hyponatrémie. L’hyponatrémie provoque l’entrée d’eau dans les cellules en 

raison d’une hypo-osmolalité plasmatique (état hypotonique) (Verbalis et al., 2013). Les 

symptômes sont principalement liés à l’hypertrophie des cellules du système nerveux central et 

leur gravité dépend de la concentration sérique de sodium. Des symptômes graves, tels que coma, 

convulsions, arrêt respiratoire, sont généralement associés à une hyponatrémie aigüe mettant la 

vie en danger. Des symptômes moins sévères tels que maux de tête, irritabilité, 

nausées/vomissements, ralentissement mental, confusion, désorientation sont observés dans 

l’hyponatrémie chronique (Verbalis, 2019). Étant donné la régulation opposée des taux 

plasmatiques d’apéline et d’AVP par les stimuli osmotiques chez des sujets sains, la réponse de 

l’apéline au défaut d’osmorégulation de l’AVP dans le SIAD a été étudiée (Blanchard et al., 

2013). Chez l’homme, les taux circulants de copeptine sont souvent évalués et représentent un 

bon indicateur de la libération de l’AVP dans la circulation sanguine (Morgenthaler et al., 2008). 

En effet, la copeptine est un peptide issu du même précurseur que l’AVP, la préproAVP, elle est 

moins rapidement dégradée que l’AVP et de plus, il existe un rapport stœchiométrique entre les 

taux d’AVP et ceux de copeptine libérés dans la circulation sanguine. Chez les patients SIAD, 

les taux plasmatiques d’apéline et de copeptine, ajustés en fonction du sexe et de l’âge, sont 

augmentés de 26 % et 75 % respectivement par rapport à ceux mesurés chez des sujets sains 

(Blanchard et al., 2013). Chez 86 % des patients atteints de SIAD, le rapport apéline/copeptine 

plasmatique est en dehors de la fourchette prédite, mettant en évidence le défaut osmorégulateur 
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primaire chez ces patients. Le rapport apéline/AVP anormal contribue à la rétention d’eau chez 

les patients hyponatrémiques SIAD (Blanchard et al., 2013). Il a donc été émis l’hypothèse que 

l’activation de l’Apéline-R par un agoniste de ce récepteur pourrait contrecarrer la réabsorption 

d’eau induite par l’AVP et corriger l’hyponatrémie. 

V.3.2.2 Insuffisance cardiaque 

L’hyponatrémie chez les patients atteints d’IC peut être multifactorielle. Les principaux 

mécanismes de l’hyponatrémie dans l’IC sont :  

- une activation neurohormonale adaptative, avec un rôle prépondérant de l’AVP, ce qui 

entraîne un état de dilution du sodium sanguin. 

- Une stimulation de la soif due à un faible débit cardiaque et à l’Ang-II 

- Une rétention de l’eau libre dans le cadre d’un DFG réduit. 

Selon la population de patients, la prévalence de l’hyponatrémie chez les patients atteints d’IC 

varie entre 11 et 27 % (Adrogué and Madias, 2000; Gheorghiade et al., 2007; Dunlap et al., 2017) 

et l’hyponatrémie a été associée à une augmentation des complications liées à l’IC et une 

diminution de la survie (Verbrugge et al., 2015). Chez les patients atteints d’IC, la réduction du 

débit cardiaque et de la volémie efficace induit une activation du système rénine-angiotensine-

aldostérone (SRAA) systémique (Oster et al., 1994; Ambrosy et al., 2014) qui entraîne une 

vasoconstriction périphérique et une rétention d’eau et de sodium. De plus, les taux d’Ang-II 

circulants, qui sont augmentés, pénètrent les organes circumventriculaires (qui contiennent des 

capillaires fenestrés) comme le SFO ou l’OVLT, et stimulent les AT1-R présents dans ces 

structures, provoquant une hyperactivité du SRA cérébral (Leenen et al., 2020). Cette 

hyperactivité du SRA cérébral est responsable de l’hyperactivité sympathique, de l’augmentation 

de la libération de l’AVP dans la circulation sanguine et de l’augmentation du comportement 

dipsique.  

La libération accrue de l’AVP entraîne une augmentation de la perméabilité à l’eau dans les 

canaux collecteurs, une augmentation de la rétention d’eau libre et de l’hyponatrémie observées 

chez les patients souffrant d’IC. (Oren, 2005). Les patients atteints d’une IC sévère présentent 

des taux plasmatiques d’AVP supérieurs à ceux mesurés chez des volontaires sains (Uretsky et 

al., 1985) et qui ne diminuent pas de manière appropriée avec une charge hydrique (Goldsmith 

et al., 1986; Filippatos and Elisaf, 2013). Les patients atteints d’IC et hyponatrémiques présentent 

non seulement une production accrue d’AVP mais aussi une dérégulation de l’AVP caractérisée 

par une élévation de ses niveaux malgré la présence d’une surcharge volumique, d’une distension 

auriculaire et d’une faible osmolalité plasmatique (Kalra et al., 2001; Lee et al., 2003). 



 38 

Finalement, chez les patients atteints d’IC, notre laboratoire, en collaboration avec le CIC de 

l’hôpital Européen Georges Pompidou, a montré que le rapport apéline/copeptine plasmatique 

était significativement diminué (-57%) comparativement aux sujets sains, conséquence de 

l’hyperactivation de la sécrétion d’AVP (Blanchard et al., 2013). Ceci suggère que 

l'augmentation de la sécrétion d'apéline chez les patients atteints d'IC est inappropriée et ne peut 

contrebalancer la surproduction d'AVP, contribuant à un métabolisme anormal de l’eau, à la 

rétention hydrique et à l’hyponatrémie observées chez ces patients.  

V.3.2.3 Cirrhose hépatique 

L’hyponatrémie est fréquemment observée chez les patients présentant une ascite secondaire à 

une cirrhose avancée et à une hypertension portale. Lors de la progression de la cirrhose et de 

l’hypertension portale, il va y avoir une vasodilatation splanchnique, ce qui va conduire à 

l’activation de mécanismes compensatoires similaires à ceux mobilisés pendant l’IC tels que le 

SRAA, le système nerveux sympathique et la sécrétion d’AVP pour augmenter la volémie (John 

and Thuluvath, 2015). Cela va entrainer une vasoconstriction ainsi qu’une rétention hydro-sodée, 

il va être observé une hyperhydratation globale (excès d’eau et de sodium avec excès d’eau 

supérieur à l’excès de sodium) et le développement d’une ascite. Dans moins de 10% des cas 

observés, l’hyponatrémie est due à une utilisation excessive de diurétiques ou à des pertes gastro-

intestinales telles que des diarrhées (hyponatrémie hypovolémique) (Attar, 2019). 

L’hyponatrémie chez les patients cirrhotiques est principalement hypervolémique, elle est 

attribuée à l’incapacité des reins à éliminer l’eau sans soluté, ce qui entraine une accumulation 

disproportionnée d’eau par rapport au sodium (Ginés et al., 1998). La gestion de l’hyponatrémie 

dans ce contexte est un défi car les traitements conventionnels de l’hyponatrémie, y compris la 

restriction hydrique et la correction de l’hypokaliémie, sont souvent inefficaces dans le cadre 

d’une cirrhose hépatique avancée. 

Chez les patients atteints d’une cirrhose hépatique une augmentation des taux circulants d’AVP 

qui aggravent la rétention d’eau et l’hyponatrémie a été observée (Alukal et al., 2020). Dans une 

autre étude, les taux plasmatiques d’apéline chez ces patients sont diminués (Owen et al., 2021). 

Le rapport apéline/AVP n’a pas été déterminé car les mesures des taux d’AVP et d’apéline ont 

été effectués dans 2 études différentes. Cependant, dans notre laboratoire, en collaboration avec 

le CIC de l’HEGP, nous avons mesuré les taux d’apéline et d’AVP chez des patients atteints de 

cirrhose hépatique et hyponatrémiques. Nous avons observé une augmentation des taux d’AVP 

mais aucune modification des taux d’apéline circulants. Le rapport apéline/AVP était diminué 

(résultats non publiés). L'absence apparente de stimulation de l'apéline plasmatique chez ces 
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patients pourrait résulter de l'effet antagoniste de la stimulation osmotique et de l'inhibition 

hémodynamique. 

V.3.3 Traitements de l’hyponatrémie 

Diverses approches sont utilisées pour traiter l’hyponatrémie hypervolémique chronique, elles 

reposent sur la réduction de l’apport en eau libre et/ou l’augmentation de l’excrétion rénale d’eau 

libre. Il est d’abord privilégié de traiter l’origine de l’hyponatrémie (médicamenteuse ou la cause 

du SIAD). La restriction hydrique (<500 mL/j) est utile et permet de corriger progressivement 

sur plusieurs jours l’hyponatrémie. Mais si le trouble de dilution est très marqué (par une 

osmolalité urinaire très élevée), il peut être envisagé la prescription de diurétiques de l’anse 

(furosémide) permettant d’augmenter l’excrétion rénale d’eau libre. La combinaison de la 

restriction hydrique et de l’utilisation de diurétiques de l’anse constitue les traitements de 

première intention. Si ces approches ne sont pas suffisantes à la correction de l’hyponatrémie, le 

recours à un antagoniste spécifique du V2-R, le tolvaptan, peut être mis en place. Plusieurs essais 

cliniques ont montré que le tolvaptan était clairement efficace pour augmenter la natrémie 

plasmatique chez les patients souffrant d’hyponatrémie due au SIAD, à l’IC ou à la cirrhose 

hépatique (Schrier et al., 2006; Konstam et al., 2007; Berl et al., 2010). 

Son utilisation est toutefois limitée du fait de son mode d’action qui entraine un inconfort chez 

les patients (polyurie, polydipsie, nycturie) et de ses effets nocifs potentiels, notamment une 

correction excessive de l’hyponatrémie et une toxicité hépatique (Malhotra et al., 2014). Si 

l’hyponatrémie est corrigée trop rapidement, il existe un risque élevé de voir survenir une 

démyélinisation osmotique. La vitesse de correction doit donc être contrôlée rigoureusement, elle 

ne doit pas dépasser 10 mmol/L/j les premières heures et 8 mmol/L les 24 heures suivantes, donc 

18 mmol/L lors des premières 48 heures. Tzoulis et coll., ont observé après traitement par le 

tolvaptan (15 mg/ jour par voie orale) une correction excessive (>12 mmol/L/24 h) de la natrémie 

plasmatique chez 23% des patients avec une hyponatrémie résistante due à un SIAD (Tzoulis et 

al., 2016). Une démyélinisation osmotique a été signalé chez un patient atteint d’IC traité avec 

15 mg de tolvaptan et des diurétiques, la natrémie plasmatique ayant brutalement augmenté de 

126 à 142 mmol/L le premier jour puis jusqu’à 187 mmol/L les jours suivants (Malhotra et al., 

2014).  

Néanmoins, la principale indication du tolvaptan est dans le traitement de l’hyponatrémie chez 

les patients présentant un SIAD (Li et al., 2017), il a également été proposé comme option 

thérapeutique dans l’IC aigüe (Luo et al., 2020). D’autres études cliniques ont montré que son 

administration améliore les symptômes chez les patients souffrant d’IRC ou d’ascite réfractaire 
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(Sen et al., 2018; Bellos et al., 2020). Considérant les effets indésirables du tolvaptan, le 

développement de nouvelles classes thérapeutiques pourrait être utile pour le traitement de 

l’hyponatrémie. 

VI Apéline et pression artérielle 

Comme énuméré précédemment, l’apéline et son récepteur sont largement exprimés dans tout le 

système cardiovasculaire, ce qui a suscité un intérêt considérable pour le rôle du système 

apélinergique dans la régulation des fonctions cardiovasculaires (pour revue, (Mughal and 

O’Rourke, 2018)). 

VI.1 Effets vasculaires de l’apéline 

L’apéline à des effets vasomoteurs complexes, en effet différentes études ont montré que 

l’apéline peut provoquer soit une vasodilatation soit une vasoconstriction, en fonction de la 

présence ou de l’absence de l’endothélium vasculaire. Cette double action de l’apéline est 

attribuée à la présence de l’Apéline-R à la fois dans les cellules endothéliales et musculaires 

lisses de la paroi des vaisseaux sanguins.  

Ex vivo, l’apéline-13 et pE13F entraînent une vasodilatation des artères et de veines de gros 

calibre (Maguire et al., 2009) et de plus petit calibre (Salcedo et al., 2007). D’autres expériences 

ont montré, sur des artères mammaires et des veines saphènes provenant de patients ayant subi 

un pontage aorto-coronarien, que plusieurs isoformes de l’apéline (l’apéline-13, l’apéline-36 et 

pE13F) provoquent une vasodilatation dose-dépendante (Maguire et al., 2009).  

De plus, des expériences réalisées sur des artères d’origine humaine ou murine ont démontré le 

rôle du NO dans la vasodilatation induite par l’apéline. Chez l’Homme, la vasodilatation des 

artères mésentériques mais pas des artères hépatiques, a été atténuée en présence de L-NAME 

(un inhibiteur de la NOS) (Salcedo et al., 2007). Chez le rat, sur des artérioles glomérulaires 

(Hus-Citharel et al., 2008) et des aortes microdisséquées (Gerbier et al., 2017) précontractées par 

l’Ang-II, l’effet vasodilatateur de K17F a été inhibé par le L-NAME. De plus, sur l’aorte de rat, 

l’apéline a provoqué une augmentation de l’activité de la eNOS et de la formation de NO, 

dépendante de la concentration et du temps d’application du peptide (Jia et al., 2007). Cela 

suggère que l’apéline produit une vasorelaxation endothélium-dépendante en stimulant la 

libération de NO. Dans les cellules endothéliales humaines, l’activation des voies 

mécanosensorielles par une contrainte de cisaillement augmente l’expression de l’Apéline-R et 
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la formation de l’apéline et du NO (Busch et al., 2015). Par ailleurs, l’apéline a atténué les 

contractions induites par l’Ang-II sur la veine porte de rat, mais l’effet de l’apéline n’a été que 

partiellement inhibé par la dénudation endothéliale, ce qui suggère que l’apéline peut agir via son 

récepteur présent sur l’endothélium mais aussi via son récepteur présent sur les cellules 

musculaires lisses pour provoquer une vasorelaxation (Gurzu et al., 2006). L’apéline peut 

également favoriser la vasodilatation par un mécanisme dépendant des prostanoïdes. 

L’application d’apéline sur des artères mammaires humaines induit une vasodilatation qui est 

abolie en présence d’indométacine, mais qui n’est pas modifiée en présence de L-NAME 

(Maguire et al., 2009). L’inhibition de l’activité de la cyclooxygénase par l’indométacine entraîne 

une réduction de la synthèse des prostacyclines (PGI2), un puissant vasodilatateur. Il existe donc 

au moins deux mécanismes vasodilatateurs médiés par l’apéline : NO-dépendant et prostanoïde-

dépendant. 

Malgré les données existantes démontrant l’activité vasodilatatrice du système apélinergique, 

plusieurs études ont rapporté un effet vasoconstricteur de l’apéline dans certaines conditions 

physiopathologiques. En effet, lorsque l’apéline est appliquée sur des vaisseaux isolés dépourvus 

d’endothélium ou dans des conditions où les cellules endothéliales sont endommagées ou 

dysfonctionnelles, elle provoque une vasoconstriction. Ainsi, lorsque pE13F est appliqué sur des 

veines saphènes et des artères mammaires humaines dénudées de leur endothélium (Katugampola 

et al., 2001; Maguire et al., 2009), ainsi que sur des artères coronaires prélevées sur des patients 

atteints d’athérosclérose (Pitkin et al., 2010), elle entraîne une vasoconstriction. Les mécanismes 

moléculaires responsables de la vasoconstriction induite par l’apéline sont mal compris. Dans les 

cellules musculaires lisses de l’aorte thoracique chez la souris, l’apéline provoque une 

vasoconstriction en augmentant la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (MLC) 

(Hashimoto et al., 2006) ce qui constitue un mécanisme potentiel de la vasoconstriction médiée 

par l’apéline. Récemment une équipe a observé, dans un modèle de souris surexprimant 

l’Apéline-R dans les cellules musculaires lisses vasculaires, une vasoconstriction des artères 

coronaires induite par l’apéline. Cet effet a été significativement augmenté en présence d’un 

agoniste des récepteur ⍺1-adrénergiques (⍺1-AR) et significativement diminué chez les souris 

déficientes en ⍺1-AR (Nagano et al., 2019). Ces résultats suggèrent qu’il existe une interaction 

entre l’Apéline-R présent dans les cellules musculaires lisses et l’⍺1-AR, peut-être via une 

interaction entre leurs voies de signalisation ou via une hétérodimérisation entre ces deux 

récepteurs. 
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L’ensemble de ces données montre que, dans les conditions physiologiques en présence de 

vaisseaux intacts, l’apéline, en stimulant son récepteur présent sur les cellules endothéliales, 

provoque une vasodilatation des vaisseaux médié par le NO, mais en absence d’endothélium un 

effet vasoconstricteur est observé. Il est nécessaire d’améliorer notre compréhension des voies 

de signalisation de l’Apéline-R impliquées pour mieux comprendre ces effets fonctionnels 

opposés. 

VI.2 Effets de l’apéline sur la pression artérielle chez le rat contrôle et chez 
le rat hypertendu 

C’est dans les années 2000 que l’effet hypotenseur in vivo de l’apéline a été rapporté, lorsqu’il a 

été démontré que l’injection d’apéline par voie i.v., chez le rat normotendu anesthésié, entraîne 

une réduction de la PA (Lee et al., 2000; Reaux et al., 2001). Par la suite, dans le même modèle, 

il a été montré que l’effet hypotenseur de pE13F est inhibé par le L-NAME (Tatemoto et al., 

2001). Les différentes formes moléculaires de l’apéline n’ont pas toutes le même effet sur la PA. 

Chez les rats normotendus anesthésiés, l’apéline-12 (correspondant à l’apéline-13 délétée de la 

glutamine N-terminale) est plus efficace pour réduire la PA moyenne que l’apéline-13 et 

l’apéline-36 (Tatemoto et al., 2001), tandis que K17F produit un effet hypotenseur plus important 

que l’apéline-13 et que K16P ne modifie pas la PA (El Messari et al., 2004). 

Il a également été montré que l’apéline a des effets bénéfiques dans différents modèles 

expérimentaux d’hypertension. En effet, les niveaux d’expression de l’ARNm de la 

préproapéline et de l’Apéline-R sont réduits chez les rats hypertendus (Zhang et al., 2006; Akcılar 

et al., 2013). De plus, une baisse des taux plasmatiques d’apéline a été observée chez des patients 

hypertendus comparativement aux patients normotendus (Xie et al., 2017).  

Chez le rat SHR (rat spontanément hypertendu, un modèle d’hypertension artérielle d’origine 

génétique) anesthésié, l’administration par voie i.v. d’apéline-13 entraîne une baisse plus 

marquée de la PA que chez le rat normotendu (Lee et al., 2005). Dans un modèle d’hypertension 

exacerbée par le sel (rats SHR soumis à un régime riche en sel), l’administration continue de 

pE13F à l’aide d’une pompe osmotique introduite par voie sous-cutanée (s.c.) pendant 6 semaines 

a entraîné une diminution de la PA par rapport au rat contrôle SHR soumis à un régime 

normosodé (Sainsily et al., 2021). 

L’effet de l’apéline chez le rat DOCA-sel (un modèle expérimental d’hypertension dépendant du 

sel, à rénine basse et vasopressine élevée) a été peu étudié à ce jour. Une étude a rapporté que 

l’injection intrapéritonéale (i.p.) de pE13F (200 µg/kg/jour), chez le rat DOCA-sel vigile, 
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entraîne une diminution de la PA par rapport au rat contrôle normotendu (Akcılar et al., 2013). 

Mais cette étude peut présenter des biais, elle a été conduite sur un petit nombre d’animaux (n=7 

à 8), à une seule dose, et la méthode de mesure de la PA par « tail cuff » (pression prise à la 

queue) est peu sensible. Dans un modèle d’hypertension pulmonaire induite par un traitement 

par la monocrotaline chez le rat, l’injection chronique par voie i.p. de pE13F pendants 17 jours a 

permis d’abaisser la PA (Falcão-Pires et al., 2009). De plus, l’administration d’Elabela, un autre 

agoniste de l’Apéline-R (Ho et al., 2017), chez des rats DOCA-sel et SHR, a provoqué une 

diminution de la PA (Chen et al., 2020; Sainsily et al., 2021). Récemment, notre laboratoire a 

publié un article dont je suis co-auteur (Article 3 en annexe) sur les effets du LIT01-196 sur la 

PA chez le rat DOCA-sel. Cette étude a montré que l'administration aigüe du LIT01-196 (90 

nmol/kg, s.c.) normalise la PA chez des rats DOCA-sel pendant plus de 7 h. L’effet hypotenseur 

induit par le LIT01-196 est NO-dépendant et reste inchangé après 4 injections s.c. quotidiennes 

consécutives.  

Collectivement, ces données suggèrent que l’activation de l’Apéline-R peut constituer une 

nouvelle approche pharmacologique, complémentaire de celles déjà existantes, dans le traitement 

de l’hypertension artérielle (HTA) et de ses complications.  

VI.3 Inactivation de l’Apéline-R et conséquences sur la pression artérielle 

Des études portant sur l’implication fonctionnelle de l’apéline et de son récepteur dans la 

régulation de la PA ont été menées en utilisant des souris invalidées pour le gène de l’Apéline-

R. Les coupes histologiques du cœur, du poumon, du rein, de la rate, du cerveau, de l'ovaire, du 

muscle squelettique, du foie et du tissu adipeux blanc n'ont révélé aucune différence de 

morphologie entre les souris de type sauvage et les souris déficientes pour l’Apéline-R 

homozygotes. Ces dernières ne présentent aucun changement de la PA mais un poids légèrement 

diminué par rapport aux souris sauvages. Cependant sur le plan fonctionnel, les souris déficientes 

pour l’Apéline-R présentent une augmentation de la PA plus importante lors de l’administration 

d’Ang-II que les souris sauvages recevant le même traitement (Ishida et al., 2004). Ces données 

indiquent que l’apéline en se fixant sur l’Apéline-R inhibe l’action pressive de l’AngII. Le 

système apélinergique et le SRA régulent de façon opposée la PA. 
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VI.4 Évaluation d’une perfusion d’apéline-13 chez l’homme sur la réactivité 
vasculaire 

Chez l’humain, dans une étude portant sur 24 volontaires sains (Japp et al., 2008), la perfusion 

intra-brachiale d’apéline-36 et de pE13F (0,1 à 30 nmol/min) a favorisé la vasodilatation dans 

les vaisseaux de résistance de l’avant-bras. Cette vasodilatation a été atténuée par un « clamp 

NO » (composé de L-NAME co-infusé avec un donneur de NO, le nitroprussiate), mais pas par 

l’inhibition de la cyclooxygénase par l’aspirine (Japp et al., 2008). D’autre études ont aussi 

démontré que la perfusion de pE13F, chez des volontaires sains, induit une augmentation dose-

dépendante du débit sanguin et de la vasodilatation dans l’avant-bras (Brame et al., 2015; Yang 

et al., 2017a). De plus, conformément aux données in vitro qui montrent une dissociation de plus 

lente, de l’apéline-36 que de pE13F, de l’Apéline-R (Hosoya et al., 2000), l’apéline-36 a présenté 

une action plus prolongée de la vasodilatation chez l’Homme (Japp et al., 2008). La perfusion 

systémique chez des volontaires sains de pE13F a entraîné une baisse de 5 à 10% de la PA, a 

réduit les résistances vasculaires périphériques et provoqué une légère augmentation de la 

fréquence cardiaque (FC), qui était probablement un phénomène compensatoire lié à la baisse de 

PA (Japp et al., 2010). 

VI.5 Mutations dans le gène du récepteur de l’apéline et hypertension 

Plusieurs études ont été réalisées pour étudier les associations entre des polymorphismes 

génétiques dans le gène de la préproapéline et/ou de l’Apéline-R et la susceptibilité de présenter 

une HTA. Une méta-analyse a démontré aucune corrélation significative entre les 

polymorphismes du gène de la préproapéline et le risque de développer une hypertension 

essentielle dans la population chinoise (Wang et al., 2019). D’autre études portant sur des 

polymorphismes dans le gène de l’Apéline-R, rs7119375, rs10501367, rs11544374, rs9943582, 

rs948847 et rs2282623, ont montré qu’ils étaient associés au risque de présenter une hypertension 

essentielle dans différentes populations (Chine, Mexique, Iran) (Niu et al., 2010; Liu et al., 2014; 

Esteban-Martínez et al., 2016; Huang et al., 2016; Li et al., 2016; Nowzari et al., 2018; Wu et al., 

2018). Récemment, une méta-analyse a été réalisée sur ces résultats. Comme il n’y avait que peu 

d’études portant sur des polymorphismes autres que le rs7119375, ils ont décidé de mener une 

méta-analyse seulement pour ce polymorphisme, 5 études réalisées en Chine ont été incluses, 

avec un total de 3567 patients atteints d’hypertension et 3256 volontaires sains. Les résultats ont 

montré l’existence d’une association significative entre la mutation rs7119375 et le risque de 

développer une hypertension essentielle (Yoshikawa et al., 2020). D’autres études portant sur 
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des groupes ethniques et populations différentes sont donc nécessaires pour pouvoir confirmer 

ces données. 

L’ensemble de ces données suggèrent que le système apélinergique pourrait jouer un rôle 

important dans la régulation de la PA et de l’HTA chez l’Homme. 

VII Apéline et fonction cardiaque  

VII.1 Généralités sur le cœur 

Le cœur est le moteur du système cardiovasculaire, c’est un organe musculaire creux situé au 

milieu de la cavité thoracique entre les deux lobes pulmonaires, capable de se contracter de 

manière régulière et autonome. Sa principale fonction est de faire circuler le sang, dans un 

premier temps vers les poumons pour l’oxygéner mais également pour éliminer les déchets 

métaboliques tel que le dioxyde de carbone, puis dans un second temps, vers l’ensemble de 

l’organisme pour approvisionner en oxygène et en éléments nutritifs tous les tissus et 

l’organisme. 

VII.1.1 Anatomie du cœur 

Le cœur et un muscle strié composé de quatre cavités (Figure 10) : l’oreillette droite (OD) et le 

ventricule droit (VD) formant le « cœur droit » et l’oreillette gauche (OG) et le ventricule gauche 

(VG) formant le « cœur gauche ». Le « cœur droit » et le « cœur gauche » sont accolés l’un à 

l’autre et séparés par une paroi, le septum qui permet la séparation du sang oxygéné et du sang 

non oxygéné. On distingue le septum inter-auriculaire séparant les OD et OG et le septum inter-

ventriculaire séparant les VD et VG (Figure 10). Le contrôle du flux sanguin entre les oreillettes 

et les ventricules est assuré par différentes valves, empêchant le reflux sanguin entre les cavités, 

la tricuspide entre l’OD et le VD et la mitrale entre l’OG et le VG (Figure 10). 
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Figure 10 : Représentation schématique de l’anatomie du cœur 

Chaque cavité cardiaque est connectée à des vaisseaux permettant l’entrée du sang appauvri en 

oxygène et la sortie du sang oxygéné. Le « cœur droit » assure la circulation du sang dépourvu 

d’oxygène, il arrive dans l’OD par la veine cave supérieure et inférieure, l’OD se contracte pour 

faire passer le sang dans le VD au travers de la valve tricuspide. Une fois dans le VD, il est 

envoyé dans l’artère pulmonaire au travers de la valve pulmonaire vers les poumons (Figure 10). 

Le « cœur gauche » assure la circulation du sang oxygéné, qui entre dans l’OG depuis les quatre 

veines pulmonaires. La contraction de l’OG fait transiter le sang dans le VG au travers de la valve 

mitrale, puis la contraction du VG propulse le sang dans l’aorte au travers de la valve aortique. 

Le « cœur droit » correspond donc à la circulation pulmonaire tandis que le « cœur gauche » 

correspond à la circulation systémique. 

VII.1.2 Le tissu cardiaque 

Le tissu cardiaque est composé de plusieurs feuillets cellulaires, une enveloppe externe (le 

péricarde), une enveloppe interne (l’endocarde) entre lesquelles se trouve la paroi musculaire 

correspondant au myocarde (Figure 11). 
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Figure 11 : Représentation schématique des différents feuillets du tissu cardiaque. Le péricarde (enveloppe 

externe), l’endocarde (enveloppe interne) et le myocarde situé entre les deux. 

• Le péricarde est une couche de tissu conjonctif qui entoure le cœur. Il est composé de 

deux parties : une partie superficielle, le péricarde fibreux et d’une partie profonde, le 

péricarde séreux. Le péricarde séreux est lui-même formée de deux couches : un feuillet 

viscéral qui enveloppe le cœur (ou épicarde) et d’un feuillet pariétal qui délimite la cavité 

péricardique et facilite les mouvements cardiaques.  

• L’épicarde et le myocarde sont séparés par une couche sous-épicardique qui rassemble le 

tissu adipeux cardiaque, les nerfs et la vascularisation coronarienne.  

• Le myocarde est un feuillet cellulaire médian contenant notamment les cellules 

cardiaques spécialisées : les cardiomyocytes qui permettent la contraction cardiaque.  

• Le myocarde est séparé de l’endocarde par une couche sous-endocardique constituée de 

tissu conjonctif, de cellules nodales et de cellules cardionectrices de Purkinje. 

• L’endocarde est une mince membrane endothéliale, qui tapisse la face interne des quatre 

cavités cardiaques. Elle est constituée d’un endothélium bordant la lumière du cœur et 

d’une couche conjonctive sous endothéliale qui sont séparés par des fibres de collagène. 

VII.1.3 La révolution cardiaque 

Le cycle cardiaque ou révolution cardiaque correspond à l’ensemble des évènements affectant le 

cœur entre deux systoles atriales consécutives. Elle se décompose en trois phases : la systole 

auriculaire, la systole ventriculaire et la diastole (Figure 12). 



 48 

 
Figure 12 : Représentation schématique des 3 phases du cycle cardiaque. La systole auriculaire, la systole 

ventriculaire (contraction isovolumétrique puis isotonique) et la diastole. 

La systole auriculaire correspond à la contraction des oreillettes. Elle permet l’éjection active du 

sang contenu dans les oreillettes vers les ventricules à travers les valves auriculo-ventriculaires 

(mitrale et tricuspide). 

La systole ventriculaire correspond à la contraction des ventricules, qui se décompose en deux 

phases. La phase initiale correspond à la contraction isovolumétrique au cours de laquelle les 

valvules auriculo-ventriculaires vont se fermer, la pression intra-ventriculaire va augmenter 

jusqu’à l’ouverture des valvules sigmoïdes (aortique et pulmonaire). La seconde phase 

correspond à la phase d’éjection (ou contraction isotonique) au cours de laquelle le sang est 

expulsé des ventricules dans un premier temps rapidement puis de plus en plus lentement à 

mesure que la quantité de sang à éjecter diminue. Lorsqu’à la fin de l’éjection, la pression intra-

ventriculaire devient inférieure à la PA, les valves-sigmoïdes se referment empêchant alors le 

reflux du sang dans les ventricules. 
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La diastole correspond à la phase de relaxation du myocarde, elle se déroule en deux étapes. La 

première étape très courte correspond à la relaxation isométrique. Au cours de cette phase, la 

pression intra-ventriculaire, suite à la vidange des ventricules, diminue pour devenir inférieure à 

celle des oreillettes et entraîne l’ouverture des valves auriculo-ventriculaires. La seconde étape, 

qui représente la grande partie de la diastole, correspond au remplissage des ventricules. Elle se 

déroule en trois temps : un remplissage initial rapide suivi d’un remplissage lent dû à l’égalisation 

des pressions intra-ventriculaire et intra-auriculaire et enfin, un remplissage terminal rapide, 

induit par le début d’une nouvelle systole auriculaire, qui chasse le sang restant dans les oreillettes 

vers les ventricules et donne lieu à un nouveau cycle. 

A partir du cycle cardiaque, il est possible de définir plusieurs paramètres permettant d’évaluer 

la fonction cardiaque : 

• La fréquence cardiaque (FC) : le nombre de battements (ou pulsations) par unité de temps 

(en battements par minute). 

• Le volume télédiastolique (VTD) : volume maximal atteint quand le cœur est le plus 

relaxé. 

• Le volume télésystolique (VTS) : volume minimal atteint quand le cœur est le plus 

contracté. 

• Le diamètre télédiastolique (DTD) : diamètre maximal atteint quand le cœur est le plus 

relaxé. 

• Le diamètre télésystolique (DTS) : diamètre minimal atteint quand le cœur est le plus 

contracté. 

• Le volume d’éjection systolique (VES) : volume sanguin éjecté par chaque ventricule au 

moment de la systole (en mL). Il correspond à la différence entre le VTD et le VTS. 

• Le débit cardiaque (Qc) : FC x VES (exprimé en mL ou L/min) 

• La fraction de raccourcissement (FR) : pourcentage de diminution du diamètre cardiaque, 

calculée de la manière suivante : 

FR (%) = (DTD – DTS) / DTD 

• La fraction d’éjection (FE) : pourcentage de sang éjecté à chaque battement cardiaque, 

calculée de la manière suivante :  

FE (%) = (VTD -VTS) / VTD 

La contraction des oreillettes et des ventricules du muscle cardiaque est assurée par les fibres 

myocardiques, réunies en unités fonctionnelles, les sarcomères. 
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VII.1.4 Contraction du muscle cardiaque 

Les fibres myocardiques forment un réseau tridimensionnel complexe constitué d’un ensemble 

de cardiomyocytes connectés en série par l’intermédiaire de disques intercalaires (strie-Z), eux 

même constitués de desmosomes et de jonctions communicantes (jonctions gap). La fibre 

myocardique est composée d’un ensemble de myofibrilles qui résultent elles-mêmes de 

l’alignement d’unités contractiles élémentaires : les sarcomères (Figure 13). 

 
Figure 13 : Représentation schématique de la structure et de la composition des sarcomères. 

Les sarcomères sont composés d’un agencement de filaments fins et de filaments épais. Les 

filaments fins sont formés de monomères d’actine mais aussi d’⍺-tropomyosine, de troponine C 

(TnC), troponine I (TnI) et troponine T (TnT). Les filaments épais quant à eux sont 

essentiellement composés de myosine, avec à leur extrémité, des têtes permettant le glissement 

des filaments de myosine sur ceux d’actine lors de la contraction musculaire. 

Un sarcomère correspond au segment présent entre deux stries-Z (ou disques Z) voisines. Les 

sarcomères sont responsables de l’apparence striée du muscle cardiaque. En effet, chacun d’entre 

eux est composés d’une ligne M centrale correspondant au chevauchement des filaments épais, 

de deux bandes I situés de part et d’autre de la strie-Z et correspondant à l’empilement des 

filaments fins ainsi que d’une bande A qui elle correspond au chevauchement des filaments fins 

et épais (Figure 13). 

La contraction cardiaque résulte du raccourcissement des sarcomères. Le complexe des 

troponines cardiaques présent au niveau des filaments fins régule cette contraction en réponse au 
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Ca2+. Brièvement, la fixation du Ca2+ sur la TnC entraîne un changement conformationnel du 

complexe des troponines. La tropomyosine se déplace et libère au niveau de l’actine, le site 

d’interaction avec la myosine. L’interaction entre l’actine et la myosine provoque un glissement 

des filaments fins et ainsi le raccourcissement des sarcomères (Figure 14). 

 
Figure 14 : Cycle des ponts. Cycle de liaison/dissociation entre l’actine et les têtes de myosine associée à des 

changements de conformation de la myosine permettant le glissement relatif des filaments d’actine et de myosine, 

qui est responsable du raccourcissement des sarcomères à l’origine de la contraction cardiaque  

Le raccourcissement simultané de l’ensemble des sarcomères est à l’origine du raccourcissement 

des fibres myocardiques et de la contraction cellulaire. Les disques Z composés d’⍺-actinine, de 

filamine ou encore de téléthonine assurent le maintien de l’organisation des myofilaments en 

connectant les sarcomères adjacents et en les stabilisant au moment de la contraction. 

VII.2 L’apéline : sur le cœur sain 

VII.2.1 Effets inotrope et lusitrope positifs 

Le système apélinergique est un puissant inotrope positif, que ce soit ex vivo ou in vivo (Japp and 

Newby, 2008; Pitkin et al., 2010; Wang et al., 2013a). C’est en 2002 que l’implication de 

l’apéline/Apéline-R sur la contractilité cardiaque a été observée. En effet, Szokodi et coll. ont 

montré pour la première fois ex vivo, dans un modèle de cœur isolé perfusé de rat, que la perfusion 

d’apéline-16 (délétion de la lysine à l’extrémité N-terminale de K17F) entrainait une 
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augmentation progressive et dose-dépendante (de 1 pM à 10 nM) de la tension développée, qui 

est maximale (69 %) à 24 minutes (Szokodi et al., 2002). Plus tard, Gerbier et coll. ont montré 

dans le même modèle, que la perfusion de K17F augmentait aussi de manière dose-dépendante 

la contractilité cardiaque avec une concentration efficace 50 de 28 nM (Gerbier et al., 2017). 

L’effet inotrope positif de l’apéline a aussi été observé dans des cardiomyocytes isolés de rat 

adulte où la perfusion d’apéline-16 (1-10 nM) induit une augmentation significative du 

raccourcissement des sarcomères (Farkasfalvi et al., 2007). De plus, dans un modèle de 

cardiomyocytes n’exprimant pas l’apéline (apéline-KO) exposés à différentes pré-charges, il a 

été observé un abaissement de la pente de la relation contrainte-longueur en fin de diastole, en 

réponse à 10 nM d’apéline, un effet dépendant de la précharge (Peyronnet et al., 2017). Cela 

suggère un effet lusitropique positif de l’apéline, indiquant que l’apéline améliore la relaxation 

cardiaque. 

In vivo, il a été observé chez des souris anesthésiées, une augmentation de la contractilité, lors 

d’une perfusion aigüe par voie i.v. de 100 nM d’apéline-12 (5 µL/min pendant 20 minutes) 

(Ashley et al., 2005). Il est intéressant de noter que, chez ces animaux, l’administration aigüe 

d’apéline n’a pas été suivie d’une augmentation du volume systolique, du débit cardiaque et de 

la pression systolique, des changements auxquels on pourrait s’attendre en raison d’une 

contractilité accrue (Ashley et al., 2005). Cette administration aigüe a entraîné une augmentation 

de la compliance du VG, ce qui se traduit par une diminution des pré- et post- charges. Chez le 

rat, la perfusion aigüe d’apéline-16 (0,01 µg/min pendant 20 minutes) a augmenté de manière 

significative la contractilité cardiaque par une augmentation du volume d’éjection systolique 

(Berry et al., 2004).  

VII.2.2 Voies de signalisation mises en jeu lors de l’effet inotrope positif de 

l’apéline 

Les voies de signalisation mises en jeu lors de l’effet inotrope positif de l’apéline sont encore 

sujet à débat aujourd’hui. Il a été proposé que l’augmentation de la contractilité du myocarde 

induite par l’apéline serait liée à des mécanismes dépendants du Ca2+ (Dai et al., 2006; Wang et 

al., 2008) ou indépendants du Ca2+ (Farkasfalvi et al., 2007; Charo et al., 2009; Parikh et al., 

2018).  

Szokodi et coll., ont observé que l'effet inotrope de l'apéline sur les coeurs isolés de rats est lié 

en partie à la protéine Gi ou Go, mais que l'effet de la proteine Gq n'est pas complètement exclu. 

L’effet inotrope serait dû à 1'activation de la phospholipase C (PLC) et de la PKC, et impliquerait 

les échangeurs NHE (Na+/H+) et NCX (Na+/Ca2+) (Szokodi et al., 2002).  
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L'activité des échangeurs NHE et NCX dépend de la force électromotrice, qui elle-même dépend 

du potentiel membranaire ainsi que des concentrations intracellulaires des ions (sodium, 

hydrogène et calcium). Ainsi, cette étude a montré pour la première fois que l'apéline produit un 

effet inotrope positif, indépendant du courant calcique (Szokodi et al., 2002). 

En 2006, Dai et coll., ont proposé que l’augmentation de la contractilité induite par l’apéline soit 

le résultat d’une augmentation transitoire de la concentration de Ca2+ dans le milieu 

intracellulaire plutôt que d’un changement dans la réactivité des myofilaments contractiles au 

Ca2+ (Figure 15A) (Dai et al., 2006). Ces observations ont été corroborées en 2008 par les travaux 

de Wang et coll., qui ont montré que l’apéline exerce une action inotrope et lusitrope positive sur 

des cardiomyocytes isolés en entraînant une libération accrue de Ca2+. Cette libération accrue de 

Ca2+ est obtenue par une augmentation de l’influx de Ca2+ par l’échangeur NCX et une 

augmentation de la recapture du Ca2+ dans le réticulum sarcoplasmique régulée par la pompe 

SERCA (Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium-ATPase), dont l’activité est contrôlée 

par sa phosphorylation par la PKC (Figure 15A) (Wang et al., 2008).  

Ces études sont en contradiction avec l’étude de Farkasfalvi et coll. qui ont montré que 

l’application d’apéline-16 (1nM), sur des cardiomyocytes isolés de rats contrôle et insuffisant 

cardiaque, entraîne un raccourcissement accru des sarcomères. L'effet inotrope positif n’est pas 

dû à une augmentation du [Ca2+]i, mais a une augmentation de l'activité de l'échangeur NHE 

(Farkasfalvi et al., 2007). L'alcalinisation intracellulaire produite par l’augmentation de l'activité 

de l'échangeur NHE induit une augmentation de la sensibilité des myofilaments au calcium, et 

ainsi accroit la contraction cardiaque (Figure 15B). 

En 2009, une étude portant sur des cardiomyocytes de souris déficientes en préproapéline ou en 

Apéline-R a révélé que la perte d’apéline ou d’Apéline-R entraînait une diminution de la 

contractilité cardiaque sans générer de différence dans la cinétique de mobilisation du [Ca2+]i, ce 

qui suggère que l’apéline et l’Apéline-R affecteraient soit la sensibilité des myofilaments au Ca2+, 

soit la cinétique du cycle des ponts (Figure 14) (Charo et al., 2009). Perjés et coll ont proposé 

que l’activation des voies de signalisation PKCα et ERK1/2 par l’apéline provoque une 

augmentation de la phosphorylation de la MLC (Myosin light-chain) (Perjés et al., 2014), qui 

entraine la liaison des têtes de myosine aux filaments d'actine et le raccourcissement des 

sarcomères (Figure 15B). 

De plus, le niveau de phosphorylation des protéines myofilamentaires cardiaques peut affecter 

leur performance contractile en fonction de leur longueur, ce qui régule positivement la relation 

de Frank-Starling. Selon la loi de Frank-Starling, plus la précharge augmente (c’est-à-dire plus 
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les forces liées au remplissage du sang dans le ventricule avant la systole augmentent), plus la 

force de contraction qui en découle sera grande, en raison d’une tension plus importante des 

fibres myocardiques. En effet, il a été observé entre 2014 et 2016, dans un modèle de 

cardiomyocytes préchargés mécaniquement, que l’apéline augmente leur compliance, comme 

l’indique la régulation négative de la relation force-longueur en fin de diastole, ce qui 

améliorerait la contractilité (Peyronnet et al., 2017). De plus, en 2018, Parikh et coll. ont montré, 

sur des cardiomyocytes déficients en Apéline-R, une régulation négative de la relation de Frank-

Starling, sans augmentation transitoire de la concentration en [Ca2+]i en réponse à l’étirement 

(Parikh et al., 2018). Cette étude a également fourni des indications sur le mécanisme d’action 

de l’apéline en mettant en évidence une réduction de la phosphorylation de la troponine I 

cardiaque (cTnI) par la PKA. Ce mécanisme connu pour augmenter la sensibilité des 

myofilaments au Ca2+, est en accord avec l’inhibition de la voie AC-AMPc-PKA par l’apéline, 

via l’activation de la sous-unité Gαi (Figure 15B) (Szokodi et al., 2002; Scimia et al., 2012). 

 
Figure 15 : Voies de signalisation potentielles de l’Apéline-R impliquées dans l’effet inotrope positif de 

l’apéline indépendant et dépendant du Ca2+. (A) L’activation de l’Apéline-R par l’apéline induit également un 

effet inotrope positif qui s’accompagne d’une mobilisation transitoire du Ca2+ accrue par l’activation de l’échangeur 

NCX dépendante de Gαq. Un effet lusitrope positif (augmentation de la vitesse de relaxation myocardique) est 

également induit par la phosphorylation de SERCA via la PKC. (B) L’activation de l’Apéline-R par l’apéline 

augmente la sensibilité des myofilaments au Ca2+. Les mécanismes mis en jeu comprennent l’alcalinisation 

intracellulaire par l’activation de l’échangeur NHE dépendant de Gαq, la déphosphorylation de la cTnI dépendant 

de Gαi et la phosphorylation de la MLC. Adapté de (Seo et al., 2020) 

Il a également été démontré que le système apélinergique influence la conduction cardiaque. Des 

expériences ex vivo sur des cardiomyocytes isolés de rat démontrent que l’apéline augmente la 
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vitesse de conduction dans des cardiomyocytes et influence le potentiel d’action cardiaque 

(Farkasfalvi et al., 2007; Cheng et al., 2013). L’apéline raccourcit le potentiel d’action dans les 

myocytes auriculaires via des effets sur de multiples courants ioniques (Cheng et al., 2013). 

VII.3 Insuffisance cardiaque 

VII.3.1 Description et origines de l’insuffisance cardiaque 

VII.3.1.1 Epidémiologie  

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, les maladies cardiovasculaires représentent la 

première cause de mortalité dans le monde. On estime à 17,7 millions le nombre de décès 

imputables aux maladies cardiovasculaires, soit 31% de la mortalité mondiale. Parmi ces décès, 

on estime que 7,4 millions sont dus à une cardiopathie coronarienne et 6,7 millions à un AVC 

(chiffres 2015). Les maladies cardiovasculaires constituent donc un problème majeur de santé 

publique loin devant les infections respiratoires, les affections néonatales, et les cancers (Figure 

16). On retrouve en tête les cardiopathies ischémiques associées à l’IC avec 9 millions de décès 

par an. 

Au sein des pays développés, l’incidence de l’IC, ajustée à l’âge, diminue depuis quelques 

années, ce qui reflète une meilleure prise en charge des maladies cardiovasculaires. Cependant 

en raison du vieillissement de la population, l’incidence globale tend à augmenter (Roth et al., 

2015; Savarese and Lund, 2017; Conrad et al., 2018). En France, la prévalence de l’IC est estimée 

entre 2 à 3% de la population adulte (Gabet et al., 2014) mais étant donné que les études 

n’incluent généralement que les cas d’IC diagnostiqués/reconnus, la prévalence réelle est 

probablement plus élevée (van Riet et al., 2014). De plus, la prévalence augmente avec l’âge, 

environ 1% chez les personnes âgées de moins de 55 ans à plus de 10% chez les personnes âgées 

de 70 ans ou plus (Bibbins-Domingo et al., 2009; van Riet et al., 2016; Benjamin et al., 2018). 

Le pronostic de l’IC reste sévère avec une lourde morbi-mortalité. En France, l’IC est la cause 

de plus de 160 000 hospitalisations et de 70 000 décès par an. La mortalité à 5 ans après 

l’apparition des premiers signes reste comprise entre 30 et 50 % (De Peretti et al., 2014).  
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Figure 16 : Principales causes de mortalité dans le monde. Estimations sanitaires mondiales de l’OMS entre 2000 

et 2019. Source WHO 2020 

VII.3.1.2 Physiopathologie 

D’un point de vue physiopathologique, l’IC peut être définie comme l’incapacité du cœur à 

délivrer un débit suffisant de sang pour répondre aux besoins de l’organisme, et donc un 

maintien normal des pressions de remplissage. D’un point de vue clinique l’IC est définie par 

la Société Européenne de Cardiologie (ESC) par : des symptômes cliniques (dyspnée au moment 

de l’effort, œdème des chevilles et fatigue), des signes cliniques (turgescence jugulaire, crépitants 

pulmonaires et œdème périphérique) associés à une anomalie structurelle et/ou fonctionnelle du 

cœur qui entraîne des pressions intracardiaques élevées et/ou un débit cardiaque insuffisant au 

repos et/ou à l’effort (le plus souvent évaluée par une échocardiographie). Le plus souvent l’IC 

est due à un dysfonctionnement du myocarde : soit systolique, soit diastolique, soit les deux. 

Cependant, les pathologies des valves, du péricarde et de l’endocarde, ainsi que les anomalies du 

rythme cardiaque et de la conduction peuvent également causer ou contribuer à l’IC. L’IC peut 

être également d’origine génétique, liée à une hypertension ou une inflammation chronique, une 

coronaropathie ou une occlusion vasculaire, un alcoolisme persistant, ou un effet secondaire à 

des traitements lourds tels que ceux administrés lors d’une chimiothérapie.  
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L’IC est aujourd’hui divisée en plusieurs classes, sur la base de la mesure de la FE ventriculaire 

gauche (FEVG). Cette division est due aux premiers essais de traitements de l’IC qui ont montré 

une amélioration substantielle des résultats chez les patients donc la FEVG était inférieure à 40%. 

Or l’IC peut être diagnostiquée chez des patients ayant une FEVG supérieure à 40%. La 

classification suivante de l’IC a été proposée : 

• Les patients ayant une FEVG réduite ≤ 40%, ont une IC dite à FE réduite. Le mécanisme 

principal est un défaut de contraction du VG, moins de sang est éjecté à chaque 

systole/contraction cardiaque et le VG a tendance à se dilater. 

• Les patients dont la FEVG est comprise entre 41% et 49% ont une IC à FE modérément 

altérée. 

• Les patients présentant des symptômes et des signes d’IC, avec des preuves d’anomalies 

cardiaques structurelles et/ou fonctionnelles et/ou des taux de peptides natriurétiques 

élevés, et dont la FEVG est supérieure à 50%, ont une IC avec FE préservée. Le 

mécanisme principal est un problème de remplissage, le cœur se vide bien mais ne se 

remplit pas correctement. La cavité du VG n’est pas dilatée et les parois sont souvent 

épaissies (hypertrophie concentrique), le VG est donc plus rigide et toute augmentation 

de volume va entraîner une augmentation importante de la pression diastolique. Ce type 

d’IC est plus fréquent chez le sujet âgé et chez la femme enceinte et plus souvent associé 

à l’HTA. 

Le registre à long terme de l’ESC, qui porte sur les patients externes ambulatoires, indique que 

60% des patients présentent une IC à FE réduite, 24% une IC à FE modérément altérée et 16% 

IC à FE préservée (Chioncel et al., 2017). 

A la suite d’un dysfonctionnement cardiaque, l’organisme va mettre en place différents 

mécanismes compensateurs. On parle de remodelage cardiaque. L’ensemble de ces mécanismes 

compensateurs sont bénéfiques à court terme car ils permettent de maintenir le débit cardiaque 

et les pressions de perfusion des différents organes. Il s’agit d’un remodelage bénéfique : le 

myocarde s’hypertrophie - les cardiomyocytes s’épaississent. A long terme, leurs effets 

prolongés vont être délétères car ils participent à l’augmentation de l’effort cardiaque et de la 

consommation en oxygène du cœur. Le remodelage cardiaque devient alors délétère avec un 

amincissement du myocarde, un allongement des cardiomyocytes, et une dilatation du VG. 

VII.3.1.3 Mécanismes au niveau cardiaque 

Le remodelage cardiaque se définit par des changements de la géométrie des cavités cardiaques : 
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• L’hypertrophie des parois, pour répondre à l’augmentation de la pression systolique à la 

suite d’une sténose aortique ou dans l’HTA. Cette augmentation va permettre de 

normaliser la contrainte exercée sur la paroi ventriculaire selon la loi de Laplace, 

hypertrophie concentrique. Mais cela va avoir un effet délétère à long terme, il va y 

avoir une augmentation du travail cardiaque et une augmentation de la rigidité des parois.  

• L’activation du système sympathique (tachycardie) permet de maintenir le débit 

cardiaque, mais son activation prolongée va augmenter le travail cardiaque et la 

consommation en oxygène du cœur. 

• La dilatation ventriculaire, due à une altération de la FE après un infarctus du myocarde 

(IM) ou une cardiomyopathie dilatée, du fait de la diminution de la force de contraction 

du muscle cardiaque, va entraîner une augmentation du volume télésystolique. Lors de la 

diastole suivante, la pression télédiastolique va avoir tendance à augmenter, ce qui va 

entraîner une augmentation de la contrainte sur les parois ventriculaires et 

progressivement contribuer à augmenter le volume télédiastolique, on observe donc un 

remodelage ou hypertrophie excentrique (Figure 17). La dilatation ventriculaire est un 

processus important dans la compensation, en effet l’augmentation du volume 

télédiastolique lorsque la FEVG diminue permet de conserver un volume d’éjection 

ventriculaire, mais cela augmente la contrainte pariétale (qui est proportionnelle au rayon 

de la cavité) qui va être délétère à long terme. Une hypertrophie excentrique est observée 

par une surcharge de volume par exemple après une régurgitation mitrale ou aortique, un 

IM, ou une cardiomyopathie dilatée.  

• L’augmentation de la pression ventriculaire au moment du remplissage (précharge) va 

entraîner l’étirement des fibres myocardiques ce qui va s’accompagner d’une 

augmentation de l’inotropie du ventricule jusqu’à une certaine limite de dilatation (loi de 

Starling). 

 

Figure 17 : Représentation schématique du remodelage ventriculaire gauche. Adapté de (Tham et al., 2015) 
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VII.3.1.4 Mécanismes au niveau extracardiaque 

De nombreux systèmes neurohormonaux sont activés, mais c’est l’activation du système 

sympathique et du SRAA qui va être le plus important. Cela va induire une vasoconstriction qui 

va contribuer à maintenir une pression de perfusion, mais elle est hétérogène au niveau de 

l’organisme. Certains territoires comme la circulation cérébrale ou coronaire sont épargnés aux 

dépens d’autres territoires (cutanés, muscle, rate, rein…), mais cela entraîne une augmentation 

du travail cardiaque, des effets pro-arythmiques et des effets toxiques directs des catécholamines 

sur les myocytes. 

Une rétention hydrosodée liée à la baisse de perfusion rénale et à la diminution de la natriurèse 

(lié à l’activation du SRA) contribue à augmenter la volémie plasmatique et à augmenter la 

précharge (loi de Starling). On peut observer chez les patients des signes congestifs cliniques 

comme des œdèmes ou épanchements. 

L’IC peut être aggravée par la désynchronisation cardiaque, lors d’un trouble de conduction, la 

dépolarisation s’effectuant de proche en proche, les segments myocardiques ne vont pas se 

contracter de manière synchrone ce qui va engendrer une contraction retardée.  

VII.3.2 Traitements pharmacologiques de l’insuffisance cardiaque à fraction 

d’éjection réduite et limitations 

Il existe trois principaux objectifs de traitement pour les patients atteints d’IC à FE réduite : 1) la 

réduction de la mortalité, 2) la prévention des hospitalisations récurrentes dues à l'aggravation de 

l'IC et 3) l'amélioration de l'état clinique, de la capacité fonctionnelle et de la qualité de vie. 

Les recommandations de l’ESC 2021 pour les traitements pharmacologiques des patients 

insuffisants cardiaques avec FE réduite sont les suivantes : les inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine I (IEC) ou la combinaison d’antagoniste des récepteurs de l’Ang-II 

de type 1 (AT1-R) avec un inhibiteur de la néprilysine (ARNI), les bêtabloquants, les 

antagonistes des récepteurs des minéralocorticoïdes (ARM), les inhibiteurs du co-transporteur 

sodium-glucose de type 2 (SGLT2) et les diurétiques de l’anse (McDonagh et al., 2021). 

VII.3.2.1 Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine I 

Les IEC ont été la première classe de médicaments à réduire la mortalité et la morbidité chez les 

patients atteints d’IC à FE réduite (Packer et al., 1999) et à améliorer les symptômes de l’IC. Ils 

sont recommandés chez tous les patients ayant une FE réduite, sauf en cas de contre-indication 

ou d’intolérance. Leur efficacité a été démontrée pour cinq molécules (captopril, enalapril, 
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lisinopril, ramipril, trandolapril). Les principaux effets secondaires possibles sont la toux, 

l’hypotension artérielle et l’insuffisance rénale. Chez les patients symptomatiques incapables de 

tolérer un IEC, il est possible de le remplacer par le LCZ696/Entresto, une combinaison d’un 

antagoniste des AT1-R, le valsartan et d’un inhibiteur de la néprilysine, le sacubitril (McMurray 

et al., 2014). 

VII.3.2.2 Les bêtabloquants 

Les bêtabloquants réduisent la mortalité et la morbidité chez les patients atteints d’IC à FE 

réduite, en plus du traitement par un IEC et un diurétique (Hjalmarson et al., 2000; Packer et al., 

2002; Flather et al., 2005) tout en améliorant également les symptômes (Fowler, 1997). Leur 

efficacité a été démontré pour quatre molécules (bisoprolol, carvedilol, metoprolol et nebivolol). 

Les conditions d’administration restent assez strictes, ils doivent être initiés chez les patients 

cliniquement stables, euvolémiques, à une faible dose et augmentés progressivement jusqu’à la 

dose maximale tolérée. De plus, il existe un consensus sur le fait que les IEC et les bêtabloquants 

peuvent être commencés ensemble dès le diagnostic d’IC à FE réduite. 

VII.3.2.3 Les antagonistes des récepteurs des minéralocorticoïdes 

Les ARM (spironolactone ou éplérénone) sont des diurétiques épargneurs de potassium. Ils sont 

recommandés , en plus d’un IEC et d’un bêtabloquant chez tous les patients atteints d’IC à FE 

réduite afin de réduire la mortalité et le risque d’hospitalisation, tout en améliorant également les 

symptômes (Pitt et al., 1999; Zannad et al., 2011). Il faut cependant faire attention aux risques 

d’hyperkaliémie et d’insuffisance rénale, qui peuvent apparaître en présence d’un IEC. Ils sont 

donc contre-indiqués chez les patients présentant une insuffisance rénale et chez ceux présentant 

une hyperkaliémie. De plus, les ARM bloquent les récepteurs qui fixent l’aldostérone (récepteurs 

des minéralocorticoïdes) mais aussi ceux qui fixent le cortisol (récepteurs des glucocorticoïdes) 

mais ils peuvent aussi activer ceux de la progestérone. Ce manque de sélectivité induit de 

nombreux effets indésirables chez 20% des patients traités, notamment une gynécomastie (9% 

des hommes), une impuissance mais aussi un dérèglement menstruel et une perte de libido 

(Ménard, 2004). 

VII.3.2.4 Les gliflozines 

Les inhibiteurs du SGLT2, constituent une nouvelle classe d’antidiabétiques oraux. Ces 

médicaments induisent une glycosurie en inhibant la réabsorption du glucose et du sodium dans 

le tubule contourné proximal rénal. L’essai clinique DAPA-HF réalisé sur 4744 patients IC à FE 
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altérée qui ont reçu soit la dapagliflozine (inhibiteur du SGLT2, 10 mg/jour) ou le placebo, en 

plus d’un traitement comprenant un IEC, un antagoniste des AT1-R ou du sacubitril-valsartan en 

combinaison avec un bêtabloquant pendant 18 mois. Le critère de jugement principal concernait 

l’aggravation de l’IC ou le décès cardiovasculaire. Les résultats ont montré une réduction de la 

mortalité cardiovasculaire et des hospitalisations pour une IC chez des patients atteints d’IC à FE 

inférieure ou égale à 40 %, qu’ils soient ou non diabétiques. Par la suite, l’essai clinique phase 

III, EMPEROR-Reduced a montré que l’empagliflozine réduisait de 25% les décès 

cardiovasculaires et hospitalisations pour une aggravation de l’IC (Packer et al., 2020). Comme 

attendu, on ne retrouve pas les effets indésirables classiques des traitements de l’IC (hypotension, 

dysfonction rénale, déshydratation, bradycardie, hyperkaliémie). De plus, les propriétés 

diurétiques/natriurétiques des inhibiteurs du SGLT2 peuvent offrir des avantages 

supplémentaires en réduisant le volémie et peuvent permettre de réduire le besoin en diurétiques 

de l’anse (Jackson et al., 2020). Par conséquent, la dapagliflozine et l’empagliflozine sont 

recommandées dans l’IC à FE réduite, au même titre que les IEC/ARNI, les bêtabloquants et les 

ARM et ce, quel que soit le statut diabétique du patient. 

VII.3.2.5 Autres médicaments 

D’autres médicaments peuvent être recommandés ou envisagés chez certains patients atteints 

d’IC avec FE réduite, comme les diurétiques de l’anse, pour réduire les signes et/ou symptômes 

de rétention hydrique.  

L’ivabradine, qui ralentit la FC par inhibition du canal If dans le nœud sinusal, est recommandé 

chez les patients dont la FC est constamment ≥ 75 bpm, en plus des bêtabloquants à la dose 

maximale tolérée (Swedberg et al., 2012). La digoxine est la plus ancienne molécule utilisée dans 

le traitement de l’IC, elle peut améliorer les symptômes des patients, mais n’a aucun effet sur la 

survie. De plus, sa faible marge thérapeutique et le risque de surdosage, notamment en cas 

d’insuffisance rénale associée et ses effets potentiellement pro-arythmogènes en font un 

traitement de seconde intention. 

VII.3.3 Nouveaux types de traitements de l’insuffisance cardiaque 

Deux études cliniques sur l’IC avec FE réduite ont récemment été publiées. L’étude VICTORIA 

a évalué l’efficacité et la sécurité d’emploi du vériciguat, un stimulateur des récepteurs solubles 

de la guanylate cyclase, chez des patients présentant une IC avec une FE réduite ou une IC 

congestive récemment décompensée. Les décès d’origine cardiovasculaire ou les hospitalisations 
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pour IC étaient plus faibles chez les patients ayant reçu du vériciguat que chez ceux ayant reçu 

un placebo (Armstrong et al., 2020). 

L’étude GALACTIC-HF a évalué l’efficacité et la sécurité d’emploi de l’activateur de la myosine 

cardiaque, l’omecamtiv mecarbil, chez des patients atteints d’IC avec une FE réduite. Cette étude 

montre, pour la première fois, qu’une thérapie qui augmente spécifiquement la contractilité 

cardiaque peut se traduire par un bénéfice clinique dans l'IC à FE réduite (Teerlink et al., 2021). 

L’ensemble de ces traitements, couramment utilisés pour traiter les patients atteints d’IC, 

permettent d’améliorer la survie et la fonction cardiaque mais présentent des limitations 

d’utilisation et/ou des effets secondaires indésirables. La recherche de nouveaux 

traitements est donc, encore et toujours, une nécessité. 

VII.4 L’apéline dans l’insuffisance cardiaque  

Dans l’IC, une variation de l’expression de l’apéline ainsi que de l’Apéline-R a été observée. 

Elles restent inchangées ou régulées à la hausse si l’IC est compensée, ou alors régulées à la 

baisse si l’IC est décompensée (Chong et al., 2006; Japp and Newby, 2008). Chez le rat in vivo, 

24 heures après un IM, une augmentation de l’expression des ARNms codant pour l’apéline est 

observée dans le ventricule lésé (Ronkainen et al., 2007). De plus, dans des cultures de 

cardiomyocytes, l’activation pharmacologique de l’HIF-1 (facteur-1 inductible par l’hypoxie 

dont l’expression est augmenté après IM) par la desferrioxamine, ou l’expression d’une forme 

constitutivement active de HIF-1α, augmente l’expression de l’apéline (Ronkainen et al., 2007). 

Chez l’homme, une carence en apéline aggrave les dommages induits par l’ischémie/reperfusion 

(I/R), y compris l’extension de la taille de l’infarctus, l’inflammation associée et la mortalité 

(Wang et al., 2013b). En effet, la production d’apéline chute lorsque l’IC devient chronique ou 

plus sévère (Ronkainen et al., 2007), l’exemple le plus marquant de cette chute est la réduction 

du niveau d’apéline myocardique observée chez le chien souffrant d’une IC avancée induite par 

la microembolisation d’une artère coronaire (Wang et al., 2013a). L’administration par voie i.v. 

de pE13F (300 nmol/min, 15 min) à des patients souffrant d’IC a montré son efficacité pour 

diminuer les résistances vasculaires et augmenter le débit cardiaque (Japp et al., 2010). 

VII.4.1 Rôle cardioprotecteur 

Le cœur peut être protégé par l’apéline contre les lésions dues à l’I/R. En effet, il a été observé 

dans un système de cœur de rat isolé (Langendorff), que la taille d’un infarctus suite à une 
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occlusion de l’artère coronaire était considérablement réduite par la perfusion de pE13F exogène 

délivrée avant le début de la reperfusion (Kleinz and Baxter, 2008). Au contraire, aucune 

modification de la taille de l’infarctus n’a été observée lorsque la perfusion d’apéline était arrêtée 

avant la reperfusion. La perfusion d’apéline avant l’ischémie n’a induit aucune protection, alors 

que des réductions significatives de la taille de l’infarctus ainsi qu’une amélioration de la 

récupération mécanique post-ischémique ont été observées lorsque l’apéline était administrée en 

début de reperfusion (Rastaldo et al., 2011). L’apéline pourrait donc jouer un rôle 

d’autoprotection du myocarde lors d’une ischémie. 

L’effet de différents fragments de l’apéline a aussi été évalué sur des cœurs de souris. Une 

réduction de la taille de l’infarctus a été observée avec l’apéline-13 et dans une moindre mesure 

avec l’apéline-36 (Simpkin et al., 2007). De plus, dans ce même modèle, une autre étude a 

démontré qu’une perfusion de pE13F ou K17F lors de la reperfusion entrainait une 

cardioprotection similaire en réponse à une I/R, en revanche la pyr-apéline-12 et l’apéline-16 

n’ont pas permis d’obtenir une amélioration fonctionnelle significative avec une lésion I/R 

myocardique (Wang et al., 2016). 

Chez le rat in vivo, l’administration d’apéline-12 entraîne un effet cardioprotecteur contre l’I/R 

en limitant la taille de l’infarctus mais ne permettant pas une amélioration des fonctions 

cardiaques (Pisarenko et al., 2014). La protection apportée par l’apéline contre les lésions à la 

suite d’une I/R porterait sur la réduction de la taille de l’infarctus et sur l’amélioration de la 

récupération mécanique post-ischémique. 

VII.4.2 Rôle anti-apoptotique 

L’apoptose est un processus complexe de mort cellulaire programmée qui se produit dans tous 

les organismes multicellulaires. Il est aujourd’hui bien établi que le système apélinergique peut 

réguler l’apoptose dans différents types cellulaires. Plusieurs études in vitro ont suggéré que 

l’activation de l’Apéline-R par l’apéline supprime l’apoptose dans différents types de culture 

cellulaire, telles que les cellules endothéliales (Zeng et al., 2014), les cardiomyocytes (Ustunel 

et al., 2014), les cellules LoVo (Picault et al., 2014), les cellules gliales de Muller de la rétine 

(Lu et al., 2013) et les cellules musculaires lisses (Andersen et al., 2011). Bien qu’il existe des 

controverses sur l’effet bénéfique ou néfaste de l’apoptose, son atténuation dans des organes à 

faible potentiel de régénération, comme le cœur, pourrait lui être protecteur. En effet, l’apéline-

13 inhibe l’apoptose et les dommages mitochondriaux dans la lignée cellulaire de 

cardiomyoblastes H9C2 et dans des cardiomyocytes isolés de souris obèses soumises à un régime 

HFD (Boal et al., 2016).  
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De plus, l’effet anti-apoptotique de l’apéline a également été observé in vivo au niveau cardiaque, 

en diminuant la taille de l’IM et en atténuant les lésions I/R du myocarde, en diminuant l’apoptose 

des cardiomyocytes (Zeng et al., 2009; Tao et al., 2011; Liu et al., 2017). En effet, dans des cœurs 

de rat in vivo exposés à une ischémie de 30 minutes suivie d’une reperfusion, l’administration de 

1 µg/kg d’apéline a atténué l’apoptose dépendante du stress du réticulum endoplasmique (RE) 

(Tao et al., 2011). L’équipe de Li et coll., a démontré que, chez les souris ayant subi un IM par 

ligature de l’artère coronaire, l’injection quotidienne d’apéline-13 (1 mg/kg/jour) par voie i.p. 

pendant 14 jours a favorisé considérablement le recrutement de cellules progénitrices 

myocardiques et le recrutement des cellules de la moelle osseuse et a favorisé la réparation 

cardiaque après infarctus, tout en supprimant l’apoptose induite par le stress (Li et al., 2012a, 

2013). 

L’inhibition de l’apoptose par le système apélinergique implique plusieurs voies de signalisation. 

La stimulation de la voie PI3K/Akt joue un rôle central dans l’effet bénéfique de l’apéline pour 

lutter contre l’apoptose. En effet, l’effet anti-apoptotique de l’apéline est diminué par un 

inhibiteur de PI3K, le LY294002. La PI3K est nécessaire à la translocation d’Akt vers la 

membrane plasmique en tant que second messager. La PI3K phosphoryle une variété de substrats 

et active Akt, qui joue un rôle crucial dans les fonctions cellulaires fondamentales telles que la 

prolifération, la survie des cellules et l’inhibition de la libération du cytochrome c mitochondrial 

pour protéger contre l’apoptose (Gibson et al., 2002). De plus, le prétraitement des 

cardiomyocytes avec l’apéline-13 inhibe efficacement l’apoptose induite par la privation de 

glucose et pourrait augmenter significativement la phosphorylation d’Akt et de mTOR avec une 

régulation positive de la protéine Bcl-2 et une régulation négative de Bax et de la caspase-3 

(Zhang et al., 2009). In vivo, chez les rats obèses soumis à un régime HFD, le système 

apélinergique protège contre l’apoptose induite par l’IM par l’intermédiaire de la voie FoxO1, 

phosphorylée par Akt (Boal et al., 2016). 

Le système apélinergique peut aussi réguler l’apoptose par d’autres voies comme la voie de 

signalisation MAPK/ERK1/2. Les protéines ERK1/2 sont activées par des agents mitogènes qui 

jouent un rôle dans la régulation d’une grande variété d’activités cellulaires, notamment la 

migration, la prolifération et la différenciation cellulaires (Zsarnovszky and Belcher, 2004). Dans 

des cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse, l’apoptose induite par la 

privation de sérum est significativement réduite par pE13F de façon concentration-dépendante, 

effet bloqué par l’inhibition des voies de signalisation MAPK/EKR1/2 et PI3K/Akt (Zeng et al., 

2012). L’apoptose des cardiomyocytes induite lors d’un stress du RE dans un modèle d’I/R chez 
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le rat, est atténuée par l’activation des voies MAPK/EKR1/2 et PI3K/Akt (Tao et al., 2011), Des 

résultats similaires ont également été rapportés par Zeng et coll. (Zeng et al., 2009) qui ont montré 

que l’apéline inhibe l’apoptose et diminue les lésions I/R du myocarde en augmentant la 

phosphorylation de ERK1/2 et Akt. Ainsi le système apélinergique a des effets protecteurs dans 

les cardiopathies ischémiques et pourrait constituer une cible thérapeutique importante pour la 

protection du myocarde post-infarctus. Une exploration plus approfondie de la relation entre le 

système apélinergique et l’apoptose est nécessaire pour améliorer notre compréhension et 

permettre la découverte de nouveaux traitements. 

VII.4.3 Rôles anti-hypertrophique et anti-fibrotique 

L’apéline en traitement chronique améliore la performance cardiaque, avec une réduction de la 

pré-charge et de la post-charge du VG et une augmentation de la fonction contractile sans signe 

d’hypertrophie (Ashley et al., 2005). La stimulation chronique de l’Apéline-R par l’apéline 

augmente, non seulement la performance cardiaque, mais atténue également le développement 

de l’IC due à la surcharge de pression par l’inhibition du facteur de croissance transformant-ß 

(TGF-ß) (Pchejetski et al., 2012) et à la production d’espèces réactives à l’oxygène dérivées de 

NOX2 (Koguchi et al., 2012). In vitro, le prétraitement des fibroblastes de souris par l’apéline 

empêche le TGF-ß d’induire à la fois l’expression du marqueur alpha-smooth muscle actin (α-

SMA) et la production de collagène (Pchejetski et al., 2012). En effet, le TGF-ß stimule la 

différenciation des fibroblastes en myofibroblastes via l’intervention d’une sphingosine kinase 1 

(Sphk1). Ainsi, la réduction de l’activité de Sphk1 serait le point de départ de la cascade de 

l’apéline dans la protection du cœur contre la fibrose et le remodelage. Une fois que Sphk1 est 

inhibée, l’absence d’expression de α-SMA et de production de collagène est cohérente avec 

l’impossibilité pour les fibroblastes de se différencier en myofibroblastes (Pchejetski et al., 

2012).  

Récemment, une autre étude a montré que l’apéline pourrait également diminuer la fibrose, par 

d’autres mécanismes, comme l’inhibition de la voie TGF-ß/smad 2/α-SMA (Lv et al., 2020) ou 

de la voie PI3K/Akt, afin d’atténuer le stress oxydatif chez des rats souffrant d’IC induite par un 

IM (Zhong et al., 2020). 

Chez les souris déficientes en préproapéline, la réponse hypertrophique à la surcharge de pression 

est inchangée, mais une altération progressive de la fonction systolique est observée (Kuba et al., 

2007). Suite à un IM chez des souris déficientes en préproapéline, le cœur présente un 

remodelage post-infarctus exacerbé et une récupération fonctionnelle altérée avec une réduction 
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significative des voies de signalisation ERK1/2 et PI3K/AKT, dans les régions de l’infarctus et 

péri-infarctus. Ces études démontrent clairement les effets inotropes et anti-hypertrophiques 

simultanés de l’apéline dans l’ischémie et la surcharge de pression. 

A l’inverse, la surexpression de l’Apéline-R dans les cardiomyocytes de souris provoque une 

hypertrophie cardiaque et une dysfonction contractile (Murata et al., 2016). De plus, les 

cardiomyocytes fraîchement isolés dépourvus de l’Apéline-R présentent une réponse atténuée à 

l'étirement, ce qui indique que l’Apéline-R est un mécanosenseur. L'activation de l’Apéline-R 

par l'étirement augmente la taille des cellules des cardiomyocytes et induit des marqueurs 

moléculaires d'hypertrophie. En résumé, l’Apéline-R peut être activé par ses ligands endogènes 

(apéline, elabela) mais aussi par des stimuli mécaniques (étirements) et les traduire en réponses 

biologiques opposées au niveau cardiaque. Ces réponses biologiques peuvent être médiées par 

différentes voies de signalisation (Scimia et al., 2012).  

Il a été montré in vivo que l’Apéline-R pouvait être activé par un stress mécanique (étirement) 

dans un modèle de surcharge de pression ou la délétion de l’Apéline-R entrainait un effet 

protecteur contre l’hypertrophie (Scimia et al., 2012). L’hypertrophie médiée par l’étirement 

dans un modèle de surcharge de pression est inhibée par l’inactivation de la voie ß-arrestine ou 

par l’activation de la voie Gαi suite à la stimulation de l’Apéline-R par l’apéline exogène (Scimia 

et al., 2012). L’activité pro-hypertrophique médiée par l’étirement serait spécifique à l’Apéline-

R myocardique (Parikh et al., 2018).  

VII.4.4 Rôle pro-angiogénique  

Des études menées sur plusieurs modèles précliniques ont démontré que l’apéline protège contre 

les lésions myocardiques d’origine ischémique. En effet, l’administration d’apéline ou d’un 

analogue de l’apéline a eu des effets protecteurs dans des modèles d’IM, notamment une 

meilleure récupération fonctionnelle et une réduction de la taille de l’infarctus (Wang et al., 

2013b). Ces effets sont très probablement liés à la libération de NO et à l’angiogenèse (Azizi et 

al., 2013; Wang et al., 2013b). De plus, après une lésion ischémique, l’angiogenèse va être 

stimulée pour favoriser l’oxygénation des tissus. Dans un modèle d’IM chez la souris, il a été 

observé que la surexpression du facteur inductible par l’hypoxie 1-alpha (HIF1-⍺) chez des souris 

transgéniques réduit la taille de l’infarctus et le développement de l’IC (Kido et al., 2005). 

Comme indiqué précédemment, la signalisation de l’Apéline-R joue un rôle important dans 

l’angiogenèse. Le gène de l’apéline pouvant être régulé à la hausse par HIF1-⍺, les animaux 

apéline KO présentent des réponses angiogéniques altérées suites aux lésions d’I/R (Ronkainen 

et al., 2007; Wang et al., 2013b). 



 67 

In vivo, l’administration intra-myocardique de cellules de moelle osseuse surexprimant l’apéline 

à des souris ischémiques a augmenté la localisation des cellules progénitrices dérivés de la moelle 

osseuse dans le cœur post-infarctus, ce qui a entraîné une néovascularisation (Li et al., 2013). 

L’expression de l’apéline peut être induite par l’hypoxie à la fois in vitro et in vivo par HIF1-⍺ 

qui augmente la transcription du gène de l’apéline (Cox et al., 2006; Ronkainen et al., 2007; 

Eyries et al., 2008). Dans les cellules endothéliales en culture, la prolifération stimulée par 

l’hypoxie est inhibée par l’inactivation de l’Apéline-R, Ces données suggèrent que l'expression 

de l'apéline induite par l'hypoxie peut constituer un nouveau mécanisme impliqué dans la réponse 

physiologique et physiopathologique adaptative des cellules vasculaires à un faible niveau 

d'oxygène (Eyries et al., 2008). 

Considérant les rôles cardioprotecteur, anti-apoptotique, anti-hypertrophique, anti-

fibrotique et pro-angiogénique de l’apéline, son récepteur constitue une cible thérapeutique 

de choix justifiant développement d’agonistes de l’Apéline-R résistants à la dégradation 

enzymatique, comme nouvelle approche pharmacologique du traitement de l’IC.  

A l’heure actuelle, l’utilisation de l’apéline dans l’IC est limitée par l’absence de composés 

à durée d’action prolongée, mais de nombreux composés sont en cours de développement. 

VIII Développement d’agonistes de l’Apéline-R 

Dans le plasma de souris, Gerbier et coll. ont montré que K17F et pE13F ont une demi-vie (ex 

vivo) de 4,6 et 7,2 minutes respectivement (Gerbier et al., 2017) et Murza et coll. ont montré que 

pE13F a une demi-vie de 14 minutes dans le plasma de rat (Murza et al., 2014). Concernant 

l'apéline-36, Japp et coll. ont montré à partir d'expériences réalisées sur des sujets humains en 

bonne santé que la demi-vie de l'apéline-36 est inférieure à 5 minutes (Japp et al., 2010). Ces 

demi-vies courtes sont dues au métabolisme rapide des apélines par des enzymes telles que 

l'ECA-2 ou la NEP. Le métabolisme rapide de l’apéline a encouragé le développement 

d'analogues de l'apéline métaboliquement stables pour des applications thérapeutiques 

potentielles. De nombreuses approches (Table 1), telles que la PEGylation (Jia et al., 2012; 

Galon-Tilleman et al., 2017; Fischer et al., 2020), les modifications synthétiques au sein du motif 

RPRL de l'apéline (Choe et al., 2000), la palmitoylation et l'utilisation d'acides aminés non 

naturels (O’Harte and Flatt, 2015; Juhl et al., 2016; Fischer et al., 2019) ou les modifications de 

la chaîne principale (cyclisation) (Brame et al., 2015; Murza et al., 2017; Trân et al., 2018) ont 

été utilisées pour augmenter la demi-vie de l’apéline. Des études récentes ont rapporté le 

développement d'agonistes non peptidiques de l’Apéline-R qui possèdent des propriétés 
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pharmacologiques similaires à celles de l'apéline, certains d'entre eux sont actifs par voie orale 

(Read et al., 2016; Gargalovic et al., 2021). 

La plupart des études visant à développer des analogues métaboliquement stables de l'apéline se 

sont concentrées sur pE13F (Brame et al., 2015; Murza et al., 2015, 2017; Juhl et al., 2016; 

Gerbier et al., 2017; Trân et al., 2018) et l'apéline-36 (Jia et al., 2012; Galon-Tilleman et al., 

2017). Cependant, K17F, a une affinité 10 fois supérieure à celle de pE13F pour l’Apéline-R 

humain, et est plus efficace pour induire la mobilisation de la ß-arrestine (20 fois) et 

l'internalisation du récepteur de l’apéline de rat (10 à 30 fois) que pE13F (Gerbier et al., 2017) et 

est également plus active pour diminuer la PA que pE13F (El Messari et al., 2004). Compte tenu 

de ces données, des analogues de K17F métaboliquement stables ont été récemment développés 

(Gerbier et al., 2017; Fischer et al., 2019). (Table 1) 
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Table 1: Développement d’agonistes de l’Apéline-R 

 Affinitée 

(Ki, nM) 

inhibition  

de la 

production 

d’AMPc 

(IC50, nM) 

b-arrestine 

(EC50, nM) 

Ex vivo 

½ vie dans 

le plasma 

(min) 

In vivo 

½ vie dans la 

circulation 

(min) 

Diurèse 

AGONISTES PEPTIDIQUES de l’Apéline-R 

Apéline-13/pE13F et analogues de pE13F  

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F  
(Murza et al., 2014, 2016; Gerbier et al., 2017; Trân et 

al., 2021) 

0.5 1.8 68 - 300 ~ 10 <1 après 

injection iv 

+ 

(Deng et al., 

2015; Coquerel et 

al., 2017)  

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-F(L-αCH3) 
(Murza et al., 2014, 2015)  

0.3 0.07 - > 120 - - 

MM07: Cyclo(1-6)C-R-P-R-L-C-H-K-G-P-M-P 
(Brame et al., 2015)  

300 - 2130 - 17 - 

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-1Nal-D-�-Me-

Y(OBn)  
(Trân et al., 2021) 

0.08 3.8 36 438 26 - 

Apéline-17 (K17F) et analogues de K17F  

K17F: K-F-R-R-Q-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F  
(Gerbier et al., 2017; Flahault et al., 2021)  

0.06 0.30 15 4.6 <1 après 

injection iv 

+ 

(Hus-Citharel et 

al., 2014) 

 

Fmoc-(PEG)6-NMeLeu-17A2 (107) 
(Fischer et al., 2019)  

0.55 - - 1620 - - 

P92: Ac-K-F-(D)R-R-(D)Q-R-P-R-(D)L-S-Aib-K-

(D)A-P-Nle-P-4Br(F)  
(Gerbier et al., 2017) 

0.09 0.56 4 24 - ++ 
(Gerbier et 

al., 2017) 

LIT01-196: CF3(CF2)7(CH2)2C(O)-K-F-R-R-Q-R-

P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F  
(Gerbier et al., 2017; Flahault et al., 2021) 

0.08 1.71 16 > 1440 156 après 

injection sc 

++ 
(Gerbier et al., 

2017; Flahault 

et al., 2021) 

Apéline-36 et analogues de l’apéline-36  

Apéline-36: L-V-Q-P-R-G-S-R-N-G-P-G-P-W-Q-

G-G-R-R-K-F-R-R-Q-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F  
(Habata et al., 1999; Hosoya et al., 2000; Medhurst et 

al., 2003; Japp et al., 2010) 

2.4 0.5 - - < 5 - 

40kDa-PEG-Apéline-36  
(Jia et al., 2012; Nyimanu et al., 2019)   

0.3 1.7 2 - ~ 20 - 

AGONISTES NON-PEPTIDIQUES de l’Apéline-R  

CMF-019  
(Read et al., 2016)   

2.6 0.1 224 38 - - 

AMG 986  
(Ason et al., 2020) 

- 0.23 0.25 - 144 après 

injection iv 

Actif oralement  

- 

BMS-986224  
(Gargalovic et al., 2021)  

0.07 0.02 7.9 - Actif oralement - 

-, non déterminé; G, glycine; P, proline; A, alanine; V, valine; L, leucine; I, isoleucine; M, méthionine; C, cysteine; F, phénylalanine; Y, tyrosine; 

W, tryptophane; H, histidine; K, lysine; R, arginine; Q, glutamine; N, asparagine; E, acid glutamique; D, acid aspartique; S, sérine; T, thréonine; 

Aib, acid aminoisobutyrique; Y(OBn), tyrosine(Obenzyl); Nle, norleucine; 1Nal, 1-naphthylalanine; 4Br(F), 4-bromo-phénylalanine; PEG, 

polyéthylèneglycol; Fmoc, 9-fluorenylméthyloxycarbonyle. Adapté de (Girault-Sotias et al., 2021) 

 

Dans les travaux de Gerbier et al (Gerbier et al., 2017), une stratégie originale pour améliorer la 

protection des peptides endogènes vis-à-vis de la dégradation enzymatique a été utilisée, basée 
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sur l'introduction d'une chaîne fluorocarbonée directement à l’extrémité N-terminale de K17F, 

générant le LIT01-196.  

Ce composé présente une forte affinité pour l’Apéline-R de rat (Ki = 0,08 nM) et est beaucoup 

plus stable dans le plasma (demi-vie >24 h) que K17F (4,6 min). Le LIT01-196 a montré une 

résistance remarquable aux enzymes de dégradation du plasma, puisque > 90 % du composé est 

resté intact après 24 heures d'incubation dans le plasma de souris à 37 °C. Le LIT01-196 présente 

un profil d’agoniste complet pour l’Apéline-R, que ce soit pour la production d'AMPc, la 

phosphorylation d'ERK1/2 (nanomolaire), le recrutement de la β-arrestine ou l'internalisation de 

l’Apéline-R (efficacité subnanomolaire) (Gerbier et al., 2017). 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

Les objectifs de ce travail de thèse ont été de définir les caractéristiques pharmacologiques et les 

effets en physiopathologie d’un analogue métaboliquement stable de K17F, le LIT01-196. Ce 

travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe du Dr Dominique Bonnet (Laboratoire 

d’Innovation Thérapeutique, CNRS UMR7200, Illkirch). 

Le premier objectif a été de caractériser pharmacologiquement le LIT01-196. Nous avons tout 

d’abord défini sa capacité à se lier à l’Apéline-R, à inhiber la production d’AMPc induite par la 

FSK et à induire l’internalisation de l’Apéline-R dans des cellules CHO surexprimant ce 

récepteur. Nous avons ensuite évalué et comparé à K17F, la capacité de ce composé à inhiber la 

production d’AMPc induite par un agoniste du V2-R, la dDAVP, dans des cellules immortalisées 

de canal collecteur, les cellules mpkCCD qui expriment le V2-R, l’Apéline-R et les canaux à eau, 

les AQP2. Cet effet sur la production d’AMPc a aussi été étudié dans une préparation plus 

physiologique, des canaux collecteurs microdisséqués. Par la suite, nous avons évalué dans les 

cellules mpkCCD, l’habilité du LIT01-196 à inhiber la mobilisation des AQP2, à la membrane 

apicale induite par la dDAVP. 

Le deuxième objectif a été de définir et de comparer in vivo la demi-vie de LIT01-196 et de K17F 

dans la circulation sanguine après administration par voie i.v. et s.c., chez le rat et la souris. Afin 

de comprendre pourquoi la demi-vie du LIT01-196 était augmentée (plusieurs heures) par rapport 

à celle de K17F, nous avons évalué la liaison du LIT01-196 aux protéines plasmatiques. Nous 

avons dans le même temps évalué les effets d’une administration aigüe de LIT01-196 sur la 

diurèse et sur la FC chez le rat et la souris contrôles respectivement. 

Le troisième objectif a été de déterminer si le traitement par ce composé administré in vivo dans 

deux modèles expérimentaux, le premier d’hyponatrémie (du fait de son effet aquarétique), le 

deuxième d’IC (du fait de son effet inotrope positif) pouvait avoir des effets bénéfiques pour 

augmenter la natrémie dans le premier modèle et améliorer la fonction et le remodelage 

cardiaques dans le deuxième modèle. 

J’ai ainsi cherché à déterminer si le LIT01-196 est capable, au-delà d’induire un effet aquarétique, 

de contrecarrer l’effet antidiurétique de l’AVP. Pour cela, nous avons mis au point au laboratoire 

un modèle d’hyponatrémie induite par l’AVP (modèle de SIAD). Dans ce modèle, j’ai déterminé 

et comparé au tolvaptan, un antagoniste du V2-R, les effets d’une administration aigüe du LIT01-

196 par voie s.c. sur la diurèse, l’osmolalité urinaire et la concentration plasmatique de sodium.  
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J’ai ensuite étudié les effets d’un traitement chronique par le LIT01-196, administré par voie s.c. 

pendant 4 semaines chez la souris après un IM sur la fonction cardiaque, la taille de l’infarctus, 

l’épaisseur des parois du VG et la fibrose.  
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RESULTATS 

IX Article 1. “A metabolically stable apelin-17 analog decreases AVP-

induced antidiuresis and improves Hyponatremia” (Nature 

Communications)   

IX.1 Introduction 

Il a été montré précédemment au laboratoire que l’apéline exerce une action opposée à celle de 

l’AVP, non seulement au niveau cérébral, mais également au niveau rénal. En effet, l’Apéline-R 

est exprimé le long du néphron avec un gradient d’expression dans le canal collecteur du rein, 

s’exprimant davantage dans la partie distale, là où est présent le V2-R. La stimulation du V2-R 

par l’AVP entraîne un effet anti-diurétique en augmentant la production de l’AMPc et l’insertion 

de canaux perméables à eau, les AQP2, à la membrane apicale des cellules principales du canal 

collecteur. Cette translocation permet la réabsorption de l'eau à partir de l’urine primitive et par 

conséquence, la concentration et la réduction du volume urinaire. De plus, il a été aussi montré 

que l'administration de K17F par voie i.v. chez la rate en lactation, qui présente des taux 

plasmatiques d’AVP élevés, induit un effet aquarétique significatif en inhibant la production 

d’AMPc induite par l’AVP et en diminuant l’expression des AQP2 à la membrane apicale. Ce 

n’est toutefois pas le cas chez la rate non lactante. Dans ce contexte l’Apéline-R pourrait 

représenter une cible intéressante dans le traitement de l’hyponatrémie. 

L’hyponatrémie est un trouble électrolytique qui se caractérise par un excès d'eau corporelle par 

rapport au sodium corporel total. On parle d'hyponatrémie lorsque la natrémie se situe en dessous 

de 135 mmol/L de plasma. Cette anomalie est fréquente et représente une cause importante 

d’hospitalisation. Elle est associée à différentes pathologies comme l’IC, la cirrhose hépatique 

ou encore l’insuffisance rénale, à la prise de certains médicaments comme les diurétiques ou les 

antidépresseurs et peut être également due au syndrome d’antidiurèse inappropriée (SIAD), 

situation dans laquelle les taux plasmatiques d'AVP augmentent d'une manière inappropriée par 

rapport à l'osmolalité plasmatique.  

Comme nous l’avons vu plus haut, l’AVP exerce son effet antidiurétique via le V2-R localisé 

dans le canal collecteur du rein. Cela conduit à une réduction de la diurèse, une élévation de 

l’osmolalité urinaire et une diminution de la concentration de sodium dans le plasma 

(hyponatrémie). Il a été clairement démontré dans le laboratoire que l’apéline et l’AVP 

représentent le Yin et le Yang de l’équilibre hydrique. Nous avons émis l’hypothèse que pour 

contrebalancer l’augmentation des taux circulants de l’AVP observés dans l’hyponatrémie, il 
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serait intéressant de compenser, en administrant un traitement par l’apéline et ainsi rétablir la 

balance apéline/AVP. Cependant, l’apéline ayant une demi-vie in vivo inférieure à la minute, 

nous avons développé un analogue métaboliquement stable de K17F, le LIT01-196. Ce dernier 

présente les mêmes caractéristiques pharmacologiques que K17F avec une demi-vie ex vivo dans 

le plasma supérieure à 24 heures. Cet analogue présente un effet aquarétique chez la rate vierge 

anesthésiée et chez le rat normotendu 24 heures après administration par voie i.v. ou s.c.  

L’objectif de mon travail a été dans un premier temps de montrer que le LIT01-196, comme 

K17F, inhibait la production d’AMPc induite par l’AVP ou la dDAVP (un agoniste spécifique 

du V2-R) dans une lignée cellulaire immortalisée issue des cellules principales du canal 

collecteur de souris, les mpkCCD (qui expriment le V2-R, l’Apéline-R et l’AQP2) ainsi que dans 

une préparation plus physiologique de canaux collecteurs microdisséqués. J’ai ensuite examiné 

dans les cellules mpkCCD traitées par l’AVP, si le LIT01-196 inhibait la mobilisation des AQP2 

à la membrane apicale. Nous avons ensuite comparé les effets aquarétiques du LIT01-196 et du 

tolvaptan, un antagoniste sélectif du V2-R, tout d’abord chez des rats normo-natrémiques, puis 

dans un modèle expérimental d’hyponatrémie. Le tolvaptan est utilisé en pratique clinique pour 

traiter l’hyponatrémie. Il présente plusieurs effets secondaires (syndrome polyuro-polydipsique, 

toxicité hépatique, intolérance au glucose) et peut conduire à une correction trop rapide de 

l’hyponatrémie pouvant entraîner une complication neurologique grave due à la démyélinisation 

osmotique des axones. Bien que le tolvaptan ait montré son efficacité pour corriger 

l’hyponatrémie dans le SIAD, il ne s’est pas révélé efficace pour diminuer la surmortalité chez 

les patients hyponatrémiques. Le tolvaptan reste néanmoins le seul traitement de l’hyponatrémie 

ayant fait l’objet d’une validation clinique. Nous avons utilisé le tolvaptan dans notre étude 

comme traitement de référence et témoin positif.  

Pour réaliser cette étude nous avons mis au point un modèle d’hyponatrémie induite par l’AVP, 

qui s’apparente au SIAD. Nous avons ensuite évalué dans ce modèle l’efficacité 

d’administrations répétées par voie s.c. de LIT01-196 ou de tolvaptan, à corriger l’hyponatrémie 

induite par l’AVP. 
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Apelin and arginine-vasopressin (AVP) are conversely regulated by osmotic stimuli. We

therefore hypothesized that activating the apelin receptor (apelin-R) with LIT01-196, a

metabolically stable apelin-17 analog, may be beneficial for treating the Syndrome of Inap-

propriate Antidiuresis, in which AVP hypersecretion leads to hyponatremia. We show that

LIT01-196, which behaves as a potent full agonist for the apelin-R, has an in vivo half-life of

156minutes in the bloodstream after subcutaneous administration in control rats. In col-

lecting ducts, LIT01-196 decreases dDAVP-induced cAMP production and apical cell surface

expression of phosphorylated aquaporin 2 via AVP type 2 receptors, leading to an increase in

aqueous diuresis. In a rat experimental model of AVP-induced hyponatremia, LIT01-196

subcutaneously administered blocks the antidiuretic effect of AVP and the AVP-induced

increase in urinary osmolality and induces a progressive improvement of hyponatremia. Our

data suggest that apelin-R activation constitutes an original approach for hyponatremia

treatment.
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H
yponatremia, defined in humans as a plasma sodium
concentration below 135 mmol/l, is associated with var-
ious diseases, including chronic heart failure (CHF), liver

cirrhosis, diuretic treatment, and the syndrome of inappropriate
antidiuresis (SIAD)1. Hyponatremia is also associated with high
mortality rates2 in patients with liver failure3, CHF4, and chronic
kidney disease5.

Arginine-vasopressin (AVP or antidiuretic hormone, ADH)
type 2 receptors (V2-R) are expressed in the kidney collecting
ducts (CDs). By acting on these receptors, AVP increases cAMP
production, leading to the insertion of aquaporin-2 (AQP-2) into
the apical membrane of CD, allowing water reabsorption and
decreasing urine output (Fig. 1)6. In SIAD, plasma AVP levels are
inappropriately increased with respect to plasma osmolality1. V2-
R antagonists, such as tolvaptan, block the stimulation of V2-R by
AVP, and have been shown to correct hyponatremia efficiently in
rodents7 as well as in humans with SIAD8–10. Expected effects of
aquaretic agents such as intense thirst, polyuria (24 h diuresis up
to 6 L per day) and nocturia were observed11. Tolvaptan at the
dose of 7.5 mg per day was also reported to carry a significant risk
of overly rapid sodium correction in 23% of hyponatremia
patients having baseline serum sodium concentration <125
mmol/l12. These patients exhibit the highest risk of developing
osmotic demyelination syndrome when overly rapid correction of
hyponatremia occurs13,14. Chronic treatment with V2-R antago-
nists has also shown efficacy in autosomal dominant polycystic

kidney disease (ADPKD)15. However, aquaresis-related events led
8% of patients with ADPKD receiving tolvaptan to discontinue
treatment15–17. Therefore, the development of therapeutic agents
acting on different targets with a different mode of action could
be useful for the treatment of disorders linked to excessive AVP
secretion such hyponatremia and ADPKD.

Apelin is a neuro-vasoactive peptide identified as the endo-
genous ligand of the human orphan G protein-coupled receptor,
APJ18,19. Following the identification of its endogenous ligand,
this receptor was renamed the apelin receptor (apelin-R). Three
molecular forms of apelin have been identified in vivo as follows:
apelin-36, apelin-17 (K17F), and the pyroglutamyl form of
apelin-13 (pE13F)20,21. K17F has an affinity 16 times higher than
that of pE13F for apelin-R (Ki, 0.05 versus 0.8 nmol/l), but both
peptides inhibit similarly forskolin-induced cAMP production in
cells expressing the apelin-R. K17F is, however, 20 times more
efficient than pE13F for inducing rat apelin-R internalization and
β-arrestin mobilization22,23. Apelin and apelin-R24,25 are strongly
expressed in the supraoptic and paraventricular hypothalamic
nuclei, in which double-labeling studies have shown them to
colocalize with AVP in magnocellular vasopressinergic
neurons20,24–26. The central administration of K17F in lactating
rats, which display an increased phasic electrical activity of
magnocellular vasopressinergic neurons and an increased AVP
release from the posterior pituitary into the bloodstream, inhibits
the activity of these neurons, leading to a decrease in circulating

Fig. 1 Apelin and vasopressin regulation in physiological conditions and in SIAD. In physiological conditions, apelin and AVP are released in balanced

proportions from the magnocellular AVP neurons at levels appropriate for plasma osmolality. In the collecting duct of the kidney, AVP acts on V2-R to

increase cAMP production and aquaporin-2 (AQP-2) insertion, leading to water reabsorption. Conversely, apelin, through its action on apelin-R, has the

opposite effect. In physiological conditions, water reabsorption is adequate and plasma sodium concentrations are normal. In SIAD, AVP release is

excessive relative to plasma osmolality, leading to excessive water reabsorption by the kidney and hyponatremia. Tolvaptan blocks the effect of AVP on

V2-R and corrects hyponatremia in SIAD. We hypothesize that the activation of apelin-R with a metabolically stable K17F analog, LIT01-196, would also

correct water homeostasis in this disease. This figure was modified with authorization from Llorens-Cortes and Moos54, available at https://www.

neuroendo.org.uk/doc/briefing_43.pdf.
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AVP levels and an increase in aqueous diuresis20. Apelin-R is also
expressed in the kidney, both in the glomeruli and in all nephron
segments, including CD-expressing AVP V2-Rs27. The intrave-
nous (i.v.) injection of K17F into lactating rats, by decreasing
AVP-induced cAMP production, inhibits the AVP-induced
AQP-2 insertion into the apical membrane of CD and increases
aqueous diuresis28. These data were recently strengthened by the
observation in a highly differentiated mouse cortical CD cell line
(mpkCCD) expressing the V2-R and the apelin-R that apelin-13
decreases the (Deamino-Cys1,D-Arg8)-vasopressin (dDAVP)-
induced phosphorylation and apical membrane expression of
AQP-2 after 30–60 min of treatment, and decreases dDAVP-
induced AQP-2 mRNA and protein expression after 8–24 h of
treatment29. This suggests that the aquaretic effect of apelin is not
only due to a central effect involving an inhibition of AVP release
into the bloodstream, but also to a direct effect in the CD of the
kidney, counteracting the antidiuretic effect of AVP mediated by
V2-Rs (Fig. 1)30,31. Furthermore, plasma AVP and apelin levels
are conversely regulated by osmotic stimuli as well in rodents as
in humans to maintain body fluid homeostasis20,21,32. In hypo-
natremia patients with SIAD33, plasma copeptin levels (a bio-
marker of AVP release into the bloodstream in humans) are high
and inappropriate for plasma sodium levels33. In addition, sex-
and age-adjusted, plasma apelin concentrations were 26% higher
in SIAD patients than in healthy subjects. Consequently, the
balance between plasma apelin and AVP levels is not reached, as
shown by the apelin to copeptin ratio as a function of natremia
that was outside the 95% predicted physiological limits for plasma
sodium in 86% of SIAD patients33. This imbalance contributes to
the corresponding water metabolism defect in hyponatremia
patients with SIAD (Fig. 1).

We therefore hypothesized that the supplementary activation
of the apelin-R by a metabolically stable K17F analog could
counteract AVP-induced water reabsorption and correct hypo-
natremia. Because the half-life of K17F is short (in the minute
range in vivo), we generated LIT01-196 (Fig. 2a), a metabolically
stable K17F analog, by adding a fluorocarbon chain to the N-
terminal part of K17F, to increase its plasma half-life (>24 h
versus 4.6 min for K17F)22. LIT01-196 has a subnanomolar affi-
nity for apelin-R and in vitro pharmacological profile similar to
that of K17F22.

In this study, we aimed (1) to determine the in vivo half-life of
LIT01-196 in the blood circulation and its capacity to enter the
brain following systemic administration, (2) to verify the effi-
ciency of LIT01-196, as compared to K17F, to inhibit dDAVP-
induced cAMP production in freshly microdissected CD, (3) to
define if LIT01-196 decreases the apical cell surface expression of
phosphorylated AQP-2 in mpkCCD cells, (4) to determine the
metabolic effects of LIT01-196 administered subcutaneously (s.c.)
in alert rats, and (5) to assess whether the activation of the apelin-
R by LIT01-196 decreases AVP-induced antidiuresis and
improves hyponatremia in a rodent hyponatremic model, using
tolvaptan as a reference aquaretic agent. Here, we show in a rat
experimental model of AVP-induced hyponatremia that the s.c.
administration of LIT01-196 for 2 days blocks the AVP-induced
decrease in urine output and increase in urinary osmolality,
leading to a progressive improvement of hyponatremia. These
results provide evidence for a major role of apelin, together with
AVP, in the regulation of body fluid homeostasis and suggest that
the use of apelin-R agonists represents an original approach for
the treatment of hyponatremia.

Results
Ability of LIT01-196 to bind and activate apelin-R. We first
evaluated the ability of the new batch of LIT01-196 (300 mg),

synthesized in large quantities for in vivo experiments, to bind to
apelin-R and to inhibit forskolin-induced cAMP production in
Chinese hamster ovary (CHO) cells stably expressing rat apelin-
R-EGFP. As previously reported22, LIT01-196, like K17F, bound
to rat apelin-R with an affinity in the subnanomolar range (Ki

values for K17F and LIT01-196 of 0.14 ± 0.02 and 0.34 ± 0.05
nmol/l, respectively) (Fig. S1a). In CHO cells stably expressing
apelin-R-EGFP, LIT01-196 inhibited the cAMP production
induced by 5 µmol/l forskolin with an half-maximal inhibitory
concentration (IC50) of 1.7 ± 0.5 nmol/l, whereas the IC50 for
K17F was 0.6 ± 0.2 nmol/l (Fig. S1b), as previously described22.

To ensure the selectivity of action of LIT01-196 on the apelin-R
and not on the V2-R, we assessed whether LIT01-196 modified
cAMP production induced by V2-R stimulation. In HEK-293
T cells expressing the human V2-R, we observed that both LIT01-
196 and K17F at a supramaximal concentration of 1 µmol/l did
not modify cAMP production induced by 1 µmol/l AVP.
Furthermore, K17F or LIT01-196 alone at 1 µmol/l did not
modify basal cAMP production in these cells (Fig. 2b). We also
verified that K17F and LIT01-196 were able to inhibit forskolin-
induced cAMP production in a highly differentiated murine renal
cortical CD principal cell line (mpkCCD cells). We found in these
cells that K17F (1 µmol/l) and LIT01-196 (1 µmol/l) significantly
inhibit cAMP production induced by forskolin (1 µmol/l) by 33%
and 32%, respectively (Fig. 2c). Finally, we checked whether K17F
and LIT01-196 were able to inhibit dDAVP-induced cAMP
production in mpkCCD cells. We observed that K17F (10 µmol/l)
and LIT01-196 (10 µmol/l) inhibit dDAVP-induced cAMP
production by 75% and 79%, respectively (Fig. 2d).

Effects of K17F and LIT01-196 on dDAVP-induced cAMP
production in microdissected rat outer medullary collecting
ducts. We previously showed that dDAVP, a specific and selective
V2-R agonist, induced a maximal increase in cAMP production
in rat outer medullary collecting ducts (OMCDs) at a con-
centration of 0.1 nmol/l, and the half-maximal effective con-
centration was 35 pmol/l28. We show here, in the same
experimental conditions, that applying dDAVP (0.1 nmol/l) to
microdissected rat OMCDs increased cAMP production (92.6 ±
3.6 versus 19.3 ± 0.8 fmol cAMP/mm tubular length/10 min for
dDAVP and baseline cAMP values, respectively, p < 0.001, n= 6).
The co-application of dDAVP (0.1 nmol/l) with K17F or LIT01-
196 in increasing concentrations (from 50 nmol/l to 50 µmol/l)
progressively and significantly inhibited dDAVP-induced cAMP
production by 45% and 41%, respectively, in the OMCDs
(Fig. 2e).

Effects of K17F and LIT01-196 on dDAVP-induced phos-
phorylation of AQP-2 in mpkCCD cells. As expected from the
literature29,34, we observed an increase in the phosphorylation of
AQP-2 at the apical membrane of the mpkCCD cells treated with
10 nmol/l of dDAVP for 1 h. When mpkCCD cells were co-
treated with K17F (10 µmol/l) or LIT01-196 (10 µmol/l), we
observed a decrease in the phosphorylation of AQP-2 as shown
by the decrease of the immunolabelling of the phospho-AQP-2
(Fig. 3). Intact cell polarity in mpkCCD cells was shown by the
tight junction labeling with occludin antibody35,36.

In vivo half-lives of K17F and LIT01-196. Plasma apelin levels
were measured by radioimmunoassay (RIA), with the K17F
antiserum that we produced and characterized in a previous
study20. The antibody directed against K17F recognized K17F,
pE13F, and LIT01-196 with a similar affinity (IC50: 0.11 ± 0.01
nmol/l for K17F, 0.26 ± 0.03 nmol/l for pE13F, 0.56 ± 0.04 nmol/l
for LIT01-196; Fig. 4a). It does not recognize K16P20 or Fluoro-
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K16P (IC50 > 1.0 µmol/l for Fluoro-K16P). We determined
plasma apelin concentrations at baseline and at different times
after the i.v. administration of K17F (250 nmol/kg, i.v.) or LIT01-
196 (15 nmol/kg, i.v. or 900 nmol/kg, s.c.) to Sprague–Dawley rats
and mice. Plasma apelin concentrations correspond to apelin
levels at baseline or to apelin plus LIT01-196-immunoreactive
(IR) material after LIT01-196 injection in alert control animals,
thus enabling to estimate the in vivo half-life of LIT01-196. We
estimated the in vivo half-life of K17F in the rat blood circulation
at 50 s (Fig. 4b), accounting for the very brief (2 min) decrease in
blood pressure and increase in heart rate observed in rats fol-
lowing the i.v. injection of K17F37. In conscious mice, basal
plasma apelin levels were 0.98 ± 0.09 pmol/ml. Five seconds after
the i.v. injection of K17F (250 nmol/kg), plasma apelin levels had

risen to 49.2 ± 7.95 pmol/ml, 50 times basal levels. Plasma apelin
concentration decreased rapidly after 60 s, reaching 2.8 times the
basal level after 300 s (Fig. S2a). The in vivo half-life of K17F in
the mouse blood circulation has been estimated at 44 s, very
similar to that obtained in rats (50 s). Both i.v. and s.c. admin-
istrations of LIT01-196 to alert rats and mice led to a large
increase in plasma apelin-IR levels. We estimated that the in vivo
half-life of LIT01-196 in the blood circulation in alert rats was 28
min after i.v. administration (Fig. 4c) and 156 min after a s.c.
administration (Fig. 4d). Using mass spectrometry, we evaluated
the half-life of LIT01-196 after its injection by i.v. route at the
dose of 300 nmol/kg in mice (Fig. 4e), which was estimated at
29 min, close to that obtained in rats after i.v. administration
(28 min) using the RIA technique. To explain the higher plasma

Fig. 2 In vitro and ex vivo effects of LIT01-196 on forskolin- or dDAVP-induced cAMP production. a Chemical structure of LIT01-196. b Effects of

forskolin (FSK, gray bar, 5 µmol/l), dDAVP (dark green bar, 1 µmol/l), AVP (light green bars, different concentrations), K17F (red bars, 1 µmol/l) and LIT01-

196 (blue bars, 1 µmol/l), and of the combination of either K17F (1 µmol/l) or LIT01-196 (1 µmol/l) with AVP (1 µmol/l and 1 nmol/l) on cAMP production in

HEK-293 T cells expressing the human V2-R. Results are expressed as the percentage of increase from basal levels (cells not stimulated) induced by AVP

(1 µmol/l). Four individual determinations were performed, expressed as the mean ± SEM. Each point was compared to AVP (1 µmol/l); & denotes the

absence of statistical difference with basal levels (cells not stimulated). c Effects of K17F (red bars, 1 µmol/l) and LIT01-196 (blue bars, 1 µmol/l) on

forskolin (1 µmol/l)-induced cAMP production in mpkCCD cells for 30min at 37 °C. Data points represent four independent experiments performed in

quadruplate and are expressed as the mean ± SEM. **P < 0.01 when compared to forskolin alone. d Effect of K17F and LIT01-196 treatment on dDAVP-

induced cAMP production. mpkCCD cells grown on permeable inserts were treated with depletion medium containing 10 nmol/l of dDAVP (gray bar) or in

combination of dDAVP and 10 µmol/l K17F (red bar) or LIT01-196 (blue bar) for 60min at 37 °C. Data points represent three independent experiments

performed in quadruplate and are expressed as the mean ± SEM. ***P < 0.001 when compared to dDAVP alone. e Effects of 0.1 nmol/l dDAVP on cAMP

production in microdissected rat outer medullary collecting ducts in the presence or absence of different concentrations (50 nmol/l, 500 nmol/l, and

50 µmol/l) of K17F (red bars) or LIT01-196 (blue bars). Six individual determinations were performed. Each point was compared to dDAVP (10−6mol/l). §

denotes a statistical difference (p < 0.001) with basal levels (No dDAVP). Groups were compared using ANOVA with Tukey’s adjustment for multiple

comparisons for figures (b–e). n.s. Not significant.
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stability of LIT01-196 as compared to apelin, we explored the
possibility that the fluorocarbon chain could bind to plasma
proteins, resulting in the protection of the peptide from enzy-
matic degradation by steric hindrance. By the classical Diamon
equilibrium dialysis chamber analysis38, we showed that the
bound fraction of LIT01-196 to plasma proteins was 69 ± 7%
(value reached at equilibrium).

Plasma apelin levels 30 min after s.c. administration of LIT01-
196 (900 nmol/kg; Fig. 4f) to Sprague–Dawley rats were 1.3 ±
0.22 pmol/ml, 3.6 times higher than basal levels (0.36 ± 0.05
pmol/ml, p= 0.008). Conversely, no change was observed in
apelin-IR levels measured in the brain of rats treated with LIT01-
196 (1.3 ± 0.14 pmol/brain) compared to basal values obtained in
rats treated with saline (1.2 ± 0.15 pmol/brain, p= 0.84; Fig. 4g).
The increase in plasma apelin-IR was also observed in mice 30
min after s.c. administration of LIT01-196 (900 nmol/kg;
Fig. S2b). Plasma apelin-IR levels had risen to 12.4 ± 2.5 pmol/
ml, 9.7 times basal levels (1.3 ± 0.073 pmol/ml, p= 0.01). At the
opposite, no change was observed in apelin-IR levels measured in
the brain of mice treated with LIT01-196 (0.440 ± 0.073 pmol/
brain) compared to basal values obtained in mice treated with
saline (0.391 ± 0.045 pmol/brain, p= 0.8; Fig. S2c).

Effects of K17F and LIT01-196 given by i.v. route on urine
output in normonatremic rats. We evaluated the effects on urine
output of an i.v. administration of K17F and LIT01-196 in control
Sprague–Dawley rats. The i.v. injection of K17F (400 nmol/kg,
855 µg/kg) induced no significant change in 24-h urine output or
in urine osmolality in control rats. By contrast, the i.v. adminis-
tration of LIT01-196 at a dose 27 times lower (15 nmol/kg, 51 µg/
kg) induced a 95% increase in urine output (p < 0.05) (Fig. S2d)

and a 38% decrease in urine osmolality (p < 0.05) relative to the
values obtained for rats receiving saline i.v. (Fig. S2e). The i.v.
administration of K17F or of LIT01-196 did not induce a sig-
nificant change in water intake (Fig. S2f).

Effects of LIT01-196 and tolvaptan given by s.c. route on
metabolic parameters in normonatremic rats. We first deter-
mined in normonatremic rats the optimal dose of LIT01-196 to
induce aqueous diuresis. Subcutaneous LIT01-196 from 300 to 900
nmol/kg induced a progressive increase in diuresis and a decrease
in urine osmolality. The maximal effect was observed for doses
comprised between 900 and 2400 nmol/kg. The effects of LIT01-
196 and tolvaptan on urine output and osmolality were similar at
an equimolar dose of 900 nmol/kg. However, increasing the dose of
tolvaptan to 6700 nmol/kg was associated with an increased effect
on urine output and urine osmolality, while increasing the dose of
LIT01-196 to 2400 nmol/kg did not significantly increase its
aquaretic effect (Fig. S3a, b). We thus used the dose of 900 nmol/kg
to study the effects LIT01-196, and compared them to both the
equimolar dose of tolvaptan and to a higher dose.

In addition, we compared the kinetics of the effects of LIT01-
196 and tolvaptan on metabolic parameters in alert normona-
tremic Sprague–Dawley rats. Relative to saline (n= 29), LIT01-
196 (900 nmol/kg, n= 23), and tolvaptan (900 nmol/kg, n= 12)
significantly increased 24-h urine output by 79% and 77%,
respectively. Urine osmolality decreased similarly in the two
groups, by 52% in animals receiving LIT01-196 and 40% in
animals receiving tolvaptan. Although the aquaretic effect of
tolvaptan was significant at 3, 6, and 24 h after s.c. administration,
the aquaretic effect of LIT01-196 was only significant 12 and 24 h
after s.c. administration, showing an effect occurring later with

Fig. 3 Effect of K17F and LIT01-196 treatment on dDAVP-induced phosphorylation of aquaporine 2. mpkCCD cells were grown on transwell filters for

5 days. After 24 h of starvation, cells were treated with vehicle or 10 nmol/l of dDAVP with or without 10 µmol/l of K17F or LIT01-196. Representative

immunofluorescence images of three independent experiments are shown in XY and XZ plans and represent the immunofluorescence staining with an

anti-occluding (green) and an anti-phospho-AQP-2 (red) and the staining of the nuclei with DAPI (blue). Bar scale= 20 µm.
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this compound (Fig. 4h, i and Fig. S3c, d). Timing of the aquaretic
effect of LIT01-196 depends on its mode of administration since
its i.v. administration was previously shown to increase urine
output in anesthetized female rats, 2 h after administration22.

In order to assess the possibility of diurnal fluctuations of the
aquaretic effect of LIT01-196, we compared the effects on urine

output and urine osmolality of the s.c. administration of LIT01-
196 (900 nmol/kg) administered at 8 a.m. and at 8 p.m. We found
that the aquaretic effect of LIT01-196 was independent of the
time of administration (Fig. S3c, d).

Increasing the dose of LIT01-196 to 2400 mol/kg did not result
in an earlier effect on aqueous diuresis (Fig. S3e, f). The increase
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in urine output was associated with a significant increase in water
intake (Fig. 4j) in the tolvaptan group (+37%) and a slight
increase in the LIT01-196 group (+11%). Food (normal chow)
intake (Fig. 4k) was similar in the saline and the tolvaptan groups,
but slightly and non-significantly lower in animals receiving
LIT01-196 (20% decrease). Water intake to food intake ratio was
significantly increased by 50% in the LIT01-196 group and non-
significantly increased by 24% in the tolvaptan group (Fig. 4l). A
slight weight loss (−1.8%) (Fig. 4m) was observed in the LIT01-
196 group.

Tolvaptan at a higher dose (6700 nmol/kg, n= 13) induced a
larger aquaretic effect than LIT01-196 at both 900 and 2400 nmol/
kg (Fig. S4a, b), which occurred more rapidly than with LIT01-196
(Fig. S3e, f). LIT01-196 (900 nmol/kg) significantly increased free
water excretion fraction by 86%, while tolvaptan (6700 nmol/kg)
induced a similar but non-significant increase (Fig. S4c). Sodium
excretion fraction (Fig. S4d) was not changed by the administra-
tion of LIT01-196 (900 nmol/kg) or tolvaptan (6700 nmol/kg).

Effects of LIT01-196 and tolvaptan on plasma AVP and apelin
levels in control rats. Plasma AVP and apelin (apelin-IR mate-
rial) levels were measured 3 h after the s.c. administration of
saline (n= 7), tolvaptan (6700 nmol/kg s.c., n= 6), and LIT01-
196 (900 nmol/kg s.c., n= 7) into alert rats (Fig. S4e–g). Rats
receiving tolvaptan had significantly higher plasma AVP levels
(147% higher; P < 0.001) than control animals receiving saline,
while only a modest increase in plasma AVP levels was observed
in rats receiving LIT01-196 (37% higher; P= 0.021).

Plasma apelin-IR levels in control rats (receiving saline) and in
rats receiving tolvaptan were similar. Plasma apelin-IR levels in
rats receiving LIT01-196 were significantly higher (185%) than
those in control rats (p < 0.001). Plasma apelin/AVP ratio was
similar in rats receiving tolvaptan or saline, but was higher in rats
receiving LIT01-196 (105% higher than in control rats; p=
0.038).

Effects of LIT01-196 on blood pressure, cardiac contractility,
kidney function, and blood glucose. Following s.c. injection of
LIT01-196 (900 nmol/kg) in alert Sprague–Dawley rats, mean
arterial blood pressure (MABP) decreased slightly 3 h after
administration, and this change did not reach statistical sig-
nificance (baseline MABP, 106 ± 2 mmHg, MABP 3 h after
LIT01-196 administration, 94 ± 2 mmHg, p= 0.063, n= 5).
MABP measured 24 h after administration of LIT01-196 did not
significantly differ from baseline (p= 0.88) (Fig. S5a). We also
evaluated the effects of s.c. LIT01-196 administration on left

ventricular ejection fraction (LVEF) estimated by echocardio-
graphy in mice (n= 5) and did not observe any significant effect
at the slightly higher dose of 1200 nmol/kg (LVEF 3 h after
administration, 57.1 ± 0.7 versus 52.6 ± 3.0% before administra-
tion, p= 0.31) (Fig. S5b). Following the s.c. administration of
LIT01-196 at the dose of 900 nmol/kg for 4 consecutive days, we
performed histological analysis of the kidneys that did not reveal
any abnormality (Fig. S5c–f). Blood creatinine, urea nitrogen,
sodium, and potassium levels (Fig. S5g–j) were not changed by
LIT01-196 treatment. Repeated administration of LIT01-196
(900 nmol/kg, s.c.) to normonatremic Sprague–Dawley rats was
not associated with a change in plasma or urine glucose levels
(Fig. S5k, l).

Establishment of a rodent model of AVP-induced hypona-
tremia. We established a rodent model of AVP-induced hypo-
natremia by administering AVP subcutaneously and continuously
via an osmotic minipump in male Sprague–Dawley rats placed in
metabolic cages and fed a liquid diet. The effects of different doses
of AVP on urine output, urine osmolality and plasma sodium,
water, and food intake were evaluated. For a dose of 30 or 50 ng
AVP/h, urine output decreased during the 4 days following
insertion of the osmotic minipump (mean decrease of 61% in rats
receiving AVP at a dose of 30 ng/h relative to rats receiving sal-
ine), urine osmolality increased by 455%, and plasma sodium
concentration decreased by 26% (p < 0.001 for urine output, urine
osmolality, and plasma sodium). Animals treated with AVP at a
dose of 30 ng/h or higher also decreased their food and water
intake (p < 0.001) (Fig. S6). Little or no effect was observed with a
lower dose of AVP (20 ng AVP/h). A moderate decrease in body
weight was observed during the experiment in both hyponatremic
and normonatremic animals, even in the absence of AVP
administration, but weight loss was significantly greater in ani-
mals receiving 30 ng/h AVP or more (Fig. S6d). The experiment
was stopped after 5 days because some of the animals had lost
>20% of their body weight, the acceptable limit established with
the ethics committee. The minimum effective dose of AVP (30
ng/h) was therefore used to study the effects of aquaretic agents
on AVP-induced hyponatremia.

Determination of the optimal dose of LIT01-196 in hypona-
tremic rats. We then determined that the administration of both
LIT01-196 and tolvaptan, at the dose of 900 nmol/kg, induced a
similar increase in diuresis in the 24 h following s.c. administra-
tion in rats receiving 30 ng/h AVP and a liquid diet (increase of
11.7 ± 2.3 and 9.5 ± 2.9 ml/24 h/100 g, respectively). In contrast,

Fig. 4 In vivo half-life of K17F and LIT01-196 and effects of s.c. saline, tolvaptan, LIT01-196 on water metabolism, food intake, body weight, and

plasma electrolytes in control rats. a Inhibition of [125I]-pE13F binding to anti-K17F serum (1/4500 final dilution) by unlabeled K17F (six independent

experiments, red triangles), pE13F (seven independent experiments, green squares), or LIT01-196 (eight independent experiments, blue circles). Data are

expressed as a percentage of the maximal binding of [125I]-pE13F in the absence of non-radiolabeled ligand. b) In vivo half-life of K17F following i.v.

administration in rats. K17F (250 nmol/kg i.v.) was injected in alert rats. c In vivo half-life of LIT01-196 following i.v. administration in rats. LIT01-196 (15

nmol/kg i.v.) was administered to alert rats. d In vivo half-life of LIT01-196 following s.c. administration (900 nmol/kg) in rats. In figures (b)–(d), animals

(n provided in Supplementary Table 1) were killed at various times following injection, trunk blood was collected, and plasma apelin-immunoreactive levels

were determined in a radioimmunoassay. e In vivo half-life of LIT01-196 following i.v. administration in mice (three animals per time point). LIT01-196 (300

nmol/kg i.v.) was administered to alert mice and plasma LIT01-196 concentration was determined by mass spectrometry analysis. f Plasma and g brain

apelin-immunoreactive levels in rats (n= 5 animals per group) 30min after subcutaneous administration of saline (gray bars, circles) or of LIT01-196 (900

nmol/kg, blue bars, triangles). h–m In vivo effects of s.c. saline, tolvaptan, and LIT01-196. Evaluation of the effect of saline (1 ml/kg, n= 29 animals); LIT01-

196 (900 nmol/kg, n= 23 animals) and tolvaptan (900 nmol/kg, n= 12 animals) in alert male Sprague–Dawley (SD) rats given normal chow on (h) urine

output and (i) urine osmolality measured 3, 6, and 24 h after saline (S, gray bars, circles), LIT01-196 (L, blue bars, triangles), and tolvaptan (T, orange bars,

squares). Metabolic parameters were measured 24 h after the s.c. administration of saline, LIT01-196, or tolvaptan (j, water intake; k, food intake; l, water

to food intake ratio; m, body weight change). Data are shown as mean ± SEM. Multiple comparisons performed by Kruskal–Wallis, followed by post hoc

Dunn’s tests with Holm’s adjustment. n.s.: P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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urine output did not change 24 h after administration of saline.
The use of a lower dose of LIT01-196 (180 nmol/kg s.c.) was
associated with a smaller increase of urine output (increase of 1.5
± 2.0 ml/24 h/100 g), while increasing the dose of LIT01-196 to
2400 nmol/kg did not increase the effect of the compound on
urine output (increase of 9.2 ± 4.1 ml/24 h/100 g). In contrast,
increasing the dose of tolvaptan to 6700 nmol/kg led to an even
greater increase in urine output (increase of 27 ± 9.0 ml/24 h/100
g). Given these results, we used the identical dose of 900 nmol/kg
to compare the metabolic effects of LIT01-196 and tolvaptan in a
model of AVP-induced hyponatremia.

Evaluation of the effects of LIT01-196 and tolvaptan in a model
of AVP-induced hyponatremia. As described above, a mini-
pump administering 30 ng AVP/h s.c. was implanted 2 days
before the administration of an aquaretic treatment (tolvaptan or
LIT01-196) or saline, and all animals received a semi-liquid diet
(50% water, 50% gel diet, as described in “Methods”). Water
consumption included water mixed with the food as well as water
consumed from the bottle (experimental protocol; Fig. 5a). Four
experimental groups were studied: the control group (receiving
no AVP, n= 7), the AVP+ saline group (continuous s.c. infusion
of 30 ng AVP/h+ saline 1 ml/kg s.c. on days 0 and 1, n= 13), the
AVP+ tolvaptan group (30 ng AVP/h s.c.+ tolvaptan 900 nmol/
kg s.c. on days 0 and 1, n= 12), and the AVP+ LIT01-196 group
(30 ng AVP/h s.c.+ LIT01-196 900 nmol/kg s.c. on days 0 and 1,
n= 9). On day 0, before treatment administration, plasma
sodium levels were low and similar in all animals receiving AVP
(103 ± 1, 103 ± 1, and 101 ± 3 mmol/l, p= 0.6, for the AVP+
saline, AVP+ tolvaptan, and AVP+ LIT01-196 groups, respec-
tively). Animals receiving AVP+ saline had significantly lower
urine output than controls (49% lower on average between days 1
and 2, P= 0.002), higher urine osmolality (355% higher, P <
0.001), lower water intake (59% lower, P < 0.001), and lower
plasma sodium levels (27% lower, P < 0.001). These parameters
remained stable from days 0 to 2 (Fig. 5b–e).

We then evaluated the effects of LIT01-196 in hyponatremic rats.
The model was set up as described above, and LIT01-196 (900
nmol/kg s.c.) was administered on days 0 and 1. Relative to AVP-
treated animals receiving saline, the LIT01-196-treated animals had
significantly higher urine output (185% higher, on average, from
days 1 to 2, relative to the AVP+ saline group, P < 0.001), and
lower urine osmolality (58% lower, P < 0.001). An increase in
plasma sodium concentration was observed on day 1, 24 h after the
first administration of LIT01-196, relative to animals receiving
saline (109 ± 5 versus 100 ± 2mmol/l), and on day 2 (110 ± 5
versus 100 ± 2mmol/l), and plasma sodium concentration after
LIT01-196 administration were significantly higher than in the
AVP+ saline group (P= 0.042). Following treatment with LIT01-
196, AVP-treated animals had 177% higher levels of water
consumption (including water in diet), on average, from days 1
to 2 (P < 0.001, versus the AVP+ saline group) (Fig. 5b–e). LIT01-
196 treatment was associated with a significant increase in food
consumption, and thereby a significant increase in sodium intake.
Body weight change from baseline was similar in AVP-treated
animals receiving LIT01-196 and saline (Fig. S7). Subcutaneous
administration of tolvaptan at the same dose (900 nmol/kg) on
days 0 and 1 was associated with a similar effect on urine output,
urine osmolality, plasma sodium, and water intake (Fig. 5b–e).

Plasma AVP and apelin levels following the administration of
LIT01-196 or tolvaptan in hyponatremic rats. Plasma AVP and
apelin-IR levels were measured after the continuous administra-
tion of AVP (30 ng/h) for 48 h in male Sprague–Dawley rats
receiving a semi-liquid diet, 3 h after the administration of saline

(AVP+ saline), LIT01-196 (900 nmol/kg, AVP+ LIT01-196), or
tolvaptan (6700 nmol/kg, AVP+ tolvaptan) and in rats receiving
the same diet but no AVP (Fig. 6). The continuous administration
of AVP (30 ng/h) for 48 h significantly increased plasma AVP
levels by 120% in animals receiving AVP+ saline (Fig. 6a). No
significant difference in AVP levels was observed between AVP-
treated rats receiving saline or LIT01-196. Plasma apelin levels
were similar in animals receiving no AVP and in those receiving
AVP+ saline, but plasma apelin-IR material levels were 372%
higher in rats receiving AVP+ LIT01-196 than in rats receiving
AVP+ saline, because the antibody against K17F recognizes
K17F and LIT01-196 with similar affinity (Fig. 6b). In hypona-
tremic rats, LIT01-196 treatment increased plasma apelin-IR/
AVP ratio by 518% relative to rats receiving saline (Fig. 6c).
Plasma AVP and apelin levels in rats receiving AVP+ tolvaptan
were similar to those in animals receiving AVP+ saline.

Discussion
LIT01-196 was previously shown to display, like K17F, full ago-
nist activity for the apelin-R stably expressed in CHO cells, for
inhibiting forskolin-induced cAMP production, inducing ERK1/2
phosphorylation, apelin-R internalization, and β-arrestin
recruitment22. In addition, LIT01-196 has a plasma half-life
superior to 24 h versus 4.6 min for K17F22. In the present study,
we show that LIT01-196, similarly to K17F, dose-dependently
inhibits dDAVP-induced cAMP production in CHO cells stably
expressing both the apelin-R and the V2-R. In contrast, LIT01-
196, even at a supramaximal concentration of 1 µmol/l, does not
inhibit AVP-induced cAMP production in HEK-293 T cells,
that overexpress V2-R but not apelin-R. This indicates that
LIT01-196 does not inhibit dDAVP- or AVP-induced cAMP
production by binding to the V2-R and acting as a V2-R
antagonist. Hence, LIT01-196 by binding to the apelin-R activates
Gi protein coupling, counteracting the increase in cAMP pro-
duction induced by dDAVP or AVP via Gs protein coupling of
the V2-R. Additional evidence that the inhibitory effect of LIT01-
196 on dDAVP-induced cAMP production occurs via a non-V2-
mediated mechanism is provided by the fact that LIT01-196, like
K17F, inhibits forskolin-induced cAMP production in mpkCCD
cells, a collecting duct principal cell line expressing both the V2-R
and the apelin-R29,34. We also show that LIT01-196, similarly to
K17F28, inhibits the increase in cAMP production induced by
dDAVP both in mpkCCD cells and in freshly microdissected rat
OMCD, a more physiological preparation. To investigate if the
inhibition by LIT01-196 of the cAMP production induced by
dDAVP results in a decrease in AQP-2 translocation to the apical
membrane, we show in mpkCCD cells that LIT01-196 greatly
reduces dDAVP-induced apical cell surface expression of phos-
phorylated AQP-2. These data are in agreement with previous
studies showing that i.v. administration of K17F into lactating
rats inhibited the AVP-induced AQP-2 insertion into the apical
membrane of the CD and increased aqueous diuresis by
decreasing AVP-induced cAMP production in the CD28. These
data suggested that systemic LIT01-196 administration in rats
could induce an increase in aqueous diuresis. Before assessing the
in vivo metabolic effects of LIT01-196, we first investigated the
in vivo half-life of LIT01-196 in the blood circulation after i.v.
administration in alert control mice and rats, by using two
methods, mass spectrometry analysis and RIA. Both yielded
similar results, 29 and 28 min, respectively, for LIT01-196 versus
only 44 and 50 s for K17F after i.v. administration in mice and
rats, respectively. We then showed in alert control rats that
LIT01-196 had an in vivo half-life in the bloodstream of 156 min
after s.c. administration. The increase of the in vivo half-life of
LIT01-196 in the blood circulation is probably due to the binding
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of LIT01-196 to plasma proteins leading to the protection from
enzymatic degradation and the reduction of renal clearance, as
LIT01-196 has a 69% binding to plasma proteins. This led to
evaluate the effects of LIT01-196 on water metabolism.

The s.c. administration of LIT01-196 (900 nmol/kg) in control
rats increases urine output, decreases urine osmolality, modestly
increases water intake, water intake/food intake ratio, and

increases free water clearance while fractional sodium excretion is
unchanged, demonstrating an aquaretic effect. This effect of
LIT01-196 is independent of the circadian rhythm since similar
aqueous diuresis is observed following administration of LIT01-
196 at 8 a.m. or 8 p.m. These data are similar to those obtained
with tolvaptan, used as a positive control, and administered at an
equimolar dose, except for the increase in water intake, which is
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higher with tolvaptan (+37%) than with LIT01-196 (+11%). The
slight increase in water intake induced by LIT01-196 could be
related to the fact that intracerebroventricular (i.c.v.) adminis-
tration of apelin-13 in water-deprived rats reduces water intake24,
although it increases water intake in normally hydrated mice39.
Moreover, in patients with primary polydipsia, plasma apelin
levels are lower than in healthy volunteers40. Altogether, these
results suggest that activation of the apelin receptor may limit
water intake associated with aquaresis, without abnormally
increasing plasma osmolality.

As we previously showed that i.c.v. administration of K17F, by
reducing the release of AVP from the posterior pituitary into the

bloodstream, increased diuresis in lactating rats20, it was important
to determine whether LIT01-196 given by s.c. route acted through
central and/or renal action. Especially, we wanted to determine if
LIT01-196 could cross the blood–brain barrier (BBB) after systemic
administration. Neuronal apelinergic fibers have been visualized in
the lamina terminalis of rats, along the anteroventral third ventricle
region, including the subfornical organ (SFO), the organum vas-
culosum and the median preoptic nucleus25. These structures are
all interconnected and project both excitatory and inhibitory sig-
nals to the SON and PVN41 to regulate the activity of AVP/apelin
magnocellular neurons, which also express apelin-R20,24. We show
here in rats and in mice that 30min after s.c. injection of LIT01-196

Fig. 5 Effects of saline, tolvaptan, and LIT01-196 on water metabolism and plasma electrolytes in hyponatremic rats. a Experimental protocol for

generating hyponatremia. On day −2, a plasma sample was collected from the tail vein of each animal (male SD rats). Except for the control group, which

received no AVP, a subcutaneous osmotic minipump delivering AVP at a rate of 30 ng/h was then implanted into each animal. All the animals were given

semi-liquid food. On day 0, a plasma sample was collected and each animal treated with AVP received a s.c. injection of saline (green curve and triangles,

1 ml/kg, n= 13 animals), tolvaptan (red curve and diamonds, 900 nmol/kg, n= 12 animals), or LIT01-196 (blue curve and circles, 900 nmol/kg, n= 9

animals). Animals not treated with AVP received a s.c. injection of saline (black curve and squares, n= 7 animals). On day 1, plasma samples were obtained

and each animal received another administration of the same treatment. On day 2, a final plasma sample was collected and the animals were killed. Urine

output was measured and analyzed every day from days −1 to 2, and water and food intake were also measured daily. Change in 24-h urine output (b),

urine osmolality (c), plasma sodium concentration (d), and water intake (including water in the bottle and in the food) (e) in animals receiving continuous

s.c. AVP at a rate of 30 ng/h from days −2 to 2, and a s.c. injection of saline, tolvaptan, or LIT01-196 on days 0 and 1. Data are shown as mean ± SEM. Each

group was compared with the AVP+ saline group with a linear mixed-effects model, to take repeated measurements over time into account; *P < 0.05,

**P < 0.01, and ***P < 0.001.

Fig. 6 Plasma AVP and apelin levels in hyponatremic rats receiving saline, LIT01-196, and tolvaptan, relative to normonatremic rats.Measurements of

plasma AVP levels (a), plasma apelin-IR levels (b), and plasma apelin-IR/AVP ratios (c) in alert male Srague–Dawley rats receiving a semi-liquid diet and

no AVP (gray bars, squares, n= 8 animals), a 48-h s.c. infusion of AVP at a rate of 30 ng/h together with a s.c. injection of saline (green bars, circles, 1 ml/

kg, n= 7 animals), LIT01-196 (blue bars, triangles, 900 nmol/kg, n= 5 animals) or tolvaptan (red bars, diamonds, 6700 nmol/kg, n= 8 animals) 3 h before

blood collection. Data are shown as mean ± SEM. Multiple comparisons performed by ANOVA with Tukey’s adjustment for multiple comparisons. n.s.: P >

0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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(900 nmol/kg), the compound is abundant in the blood circulation,
but absent in the brain, showing that LIT01-196 does not cross the
BBB and does not enter the brain. Furthermore, knowing that
among the circumventricular organs, only the SFO expresses
apelin-R mRNA42 and that the administration of LIT01-196 by s.c.
route at the dose of 900 nmol/kg does not decrease AVP release in
the blood circulation, our results suggest that LIT01-196 given by s.
c. route at this dose does not act on the SFO to regulate magno-
cellular vasopressinergic neuron activity and systemic AVP release.
Therefore, the observed effects of LIT01-196 administered s.c. on
water metabolism result from the action of the compound at the
kidney level.

As the s.c. administration of LIT01-196 increased aqueous
diuresis, we investigated whether LIT01-196 could be used to
reverse the antidiuretic effect of AVP in vivo. AVP infusion has
been shown to induce hyponatremia efficiently43,44, and did not
induce excessive mortality43. We therefore chose to use AVP to
induce hyponatremia in rodents, to obtain an SIAD model
resembling the disease observed in humans. We found that a
continuous s.c. infusion of AVP (30 ng/h) for four days, together
with a semi-liquid diet, led to a decrease in urine output and an
increase in urine osmolality. We established that, at this dose,
plasma AVP levels were 120% higher than those in rats receiving
saline, and that plasma sodium levels were decreased and stable at
~100 mmol/l for 2–4 days after the initiation of AVP infusion.
LIT01-196 administered in this rat hyponatremic model at the
dose of 900 nmol/kg, for 2 days, via the s.c. route, inhibited the
effects of AVP on urine output and urine osmolality efficiently,
and induced a progressive correction of plasma sodium levels.
Considering the ex vivo and in vivo data, this suggests that
LIT01-196, by acting on apelin-R present in the CD, inhibits the
AVP-induced cAMP production, thereby inhibiting the insertion
of AQP-2 at the apical membrane of the CD, resulting in the
inhibition of water reabsorption by the kidney and an increase in
aqueous diuresis (Fig. 7).

As expected from the previous studies7, tolvaptan also inhib-
ited the antidiuretic effects of AVP. However, while tolvaptan and
LIT01-196 at the same dose of 900 nmol/kg resulted in similar
aquaretic effects in both control and hyponatremic rats,
increasing the dose of tolvaptan resulted in an even larger
increase in urine output, while increasing the dose of LIT01-196
did not. Therefore, we cannot exclude a lower clinical efficacy of
LIT01-196, as compared to tolvaptan, in the treatment of water
metabolism disorders. However, activating the apelin-R and thus
modifying the apelin/AVP balance in the collecting duct, rather
than blocking the effects of AVP, results in less severe polyuria
and may be better tolerated than V2-R antagonists.

The apelin-R is widely expressed, as opposed to the V2-R,
which could result in unwanted effects following LIT01-196
administration. Apelin has been reported in rodents to induce a
transient decrease in blood pressure45, to increase cardiac con-
tractility46 and to improve glucose tolerance47. However, LIT01-
196 (900 nmol/kg) given by s.c. route in Sprague–Dawley rats did
not significantly modify MABP, blood glucose levels, and kidney
function. LIT01-196 (1200 nmol/kg s.c.) did not modify LVEF in
mice. Repeated administrations of LIT01-196 were not associated
with renal failure or histological alterations of the kidney, and
plasma sodium, potassium, and glucose levels were not affected
by LIT01-196 administration in control rats. The various phy-
siological effects associated with the activation of the apelin-R
result from the activation of different signaling pathways. Hence,
the development of biased apelin-R agonists that specifically
target the protein Gi signaling pathway may improve their spe-
cificity of action regarding water metabolism.

In conclusion, LIT01-196 is a potent metabolically stable K17F
analog that acts as an aquaretic agent. Our model mimics a
clinical situation in which the osmotic regulation of circulating
AVP levels is impaired, causing SIAD. In this context, LIT01-196
can inhibit the antidiuretic effect of AVP, by increasing urine
output, decreasing urine osmolality, moderately enhancing water

Fig. 7 Proposed model of the effects of LIT01-196 on the principal cell of the collecting duct in SIAD. This figure was modified from Flahault et al.31,

available at https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fendo.2017.00120/full.
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intake, and progressively correcting hyponatremia. Furthermore,
our study constitutes a proof of concept that through the acti-
vation of apelin-R, metabolically stable apelin analogs represent
promising candidates for the treatment of SIAD. Whether apelin-
R agonists could also be beneficial in pathological situations
where AVP secretion is in excess and plasma apelin levels are
decreased, such as ADPKD48, remain to be determined.

Methods
Study design. Sample size was determined before the study. For the hyponatremia
study, the detection of a mean difference in plasma sodium concentration of 5
mmol/l (expected standard deviation of 3 mmol/l) between the treatment group
and the control group would require the inclusion of at least eight animals in each
treatment group. AVP-treated animals with an insufficient antidiuretic response
(urinary osmolality <850 mOsm/kg) were excluded. The experimental design is
described in Fig. 4a. AVP-treated animals were randomly assigned to treatment
groups. Blinding was not feasible for treatment administration and sample col-
lection, but the investigators were not aware of the treatment group during sample
analysis. Each in vitro experiment was performed at least three times in triplicate.

Drugs, antibodies, and reagents. K17F was synthesized by PolyPeptide Labora-
tories (Strasbourg, France). AVP and dDAVP were obtained from Bachem
(Bubendorf, Switzerland). Tolvaptan was obtained from Activate Scientific (Prien,
Germany). LIT01-196 (300 mg) was synthesized by the Laboratoire d’Innovation
Thérapeutique (CNRS UMR7200, Illkirch, France) as previously described22.
[125I]-pE13F (monoiodinated on Lys8 with Bolton–Hunter reagent) and [125I]-
(Tyr2Arg8)-AVP were purchased from PerkinElmer (Wellesley, MA, USA). A
specific AVP-[Arg8] antibody was obtained from Peninsula Laboratories Inter-
national (San Carlo, CA, USA), and used with a 1/4.5 dilution. Rabbit polyclonal
antibodies directed against the apelin fragment K17F were produced in the
laboratory, as previously described, and used with a 1/4500 dilution24. Sodium
heparinate, lithium heparinate, and EDTA were obtained from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France). Isoflurane (Isovet) and meloxicam (Metacam)
were obtained from Centravet (Nancy, France). Drugs administered s.c. were
diluted in 0.9% NaCl (saline, 1 ml/kg) for injection, except for tolvaptan, which was
administered in 100% dimethyl sulfoxide (0.2 ml/kg) due to its poor solubility in
water. Drugs were administered in the morning (at ~8 a.m.) in all experiments,
unless otherwise specified.

Animals. Male Swiss mice (25–30 g, 4–6 weeks) and male Sprague–Dawley rats
(210–230 g, 6–8 weeks) were obtained from Charles River Laboratories (L’Arbresle,
France). While housed in our animal facility, they were given free access to normal
chow and water, and they were maintained under 12-h light/dark cycles
throughout the study. Temperature was maintained between 18 and 22 °C, and
humidity between 40 and 60%. When required for i.v. administration, a right
femoral venous catheter was implanted in the rats, by tunneling under the skin,
under isoflurane anesthesia (4% for induction, 2% for maintenance). Meloxicam
(Metacam) was administered postoperatively (1 mg/kg s.c.) for analgesia. All
experiments were carried out in accordance with current international guidelines
for the care and use of experimental animals, and the experimental protocols were
approved by the national animal ethics committee (CEEA, reference numbers
2016-10#3672, 2017-01 #7844 and 01966.02) and ethics regional committee for
animal experimentation in Strasbourg (APAFIS reference number
1341#2015080309399690).

Cell line sources and culture conditions. CHO-K1 cells were obtained from
American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA) and were maintained in
Ham’s F12 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 0.5 mmol/l glutamine,
100 U/ml penicillin, and 100 µg/ml streptomycin. HEK-293 T cells were obtained
from Cancer Research UK, London Research Institute and were grown in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) medium supplemented with 10% fetal
calf serum, 0.5 mmol/l glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 µg/ml streptomycin.
A highly differentiated murine renal cortical collecting duct principal cell (CCD)
line, mpkCCDcl434, which had retained the main characteristics of the parental
CCDs from which they were derived was used49. This cell line was provided by
Dr. Michel-Robert Popoff from the Pasteur Institute who previously performed
studies on these cells50. mpkCCD cells were grown in 1:1 (vol/vol) Ham’s F12:
DMEM medium supplemented with 2% fetal calf serum, 20 mmol/l D-glucose,
20 mmol/l HEPES, 1% penicillin/streptomycin, 5 µg/ml insulin, 50 nmol/l dex-
amethasone, 60 nmol/l sodium selenate, 1 nmol/l triiodothyronine, 10 ng/ml Epi-
dermal Growth Factor, and 5 µg/ml transferrin.

Microdissection of rat OMCDs. The left kidney of male rats was prepared for
nephron microdissection, as previously described51. Pieces of OMCDs were iso-
lated under a stereomicroscope.

Membrane preparations and radioligand binding experiments. Membranes
from CHO cells stably expressing rat apelin-R-EGFP were prepared as previously
described23. We compared the affinities of K17F and the new batch of LIT01-196
by performing classical binding studies with pE13F (Bolton–Hunter radioiodinated
on the lysine residue in position 8) as the radioligand. Briefly, membrane pre-
parations (0.5–1 μg total mass of membrane protein/assay) were incubated for 1 h
at 20 °C with 20 nmol/l [125I]-pE13F in binding buffer alone (50 mmol/l HEPES,
5 mmol/l MgCl2, 1% bovine serum albumin (BSA), pH 7.4) or in the presence of
pE13F, K17F, or LIT01-196 at various concentrations (0.01 pmol/l to 100 μmol/l).
The reaction was stopped by adding ice-cold binding buffer and filtering through
Whatman GF/C filters. The filters were washed and radioactivity was counted with
a Wizard 1470 Wallac gamma counter (PerkinElmer, Turku, Finland).

cAMP assay. cAMP assays are described in the Supplementary Information and
methods.

Measurement of phosphorylated AQP-2 immunoreactivity in mpkCCD cells

treated by dDAVP, dDAVP+ K17F, or dDAVP+ LIT. mpkCCD cells were see-
ded in 12 mm Transwell filters of 0.4 μm pore size at a density of 160,000 cells/cm2

and were grown for 5 days. Twenty-four hours before the experiment, cells were
starved with depletion media (1:1 (vol/vol) Ham’s F12:DMEM medium). Then,
cells were treated at the basolateral compartment with the depletion media
(vehicle) or with 10 nmol/l of dDAVP in the presence or in the absence of 10 µmol/
l K17F or LIT01-196 for 1 h at 37 °C. The cell culture medium was removed and
cells were fixed with 4% formaldehyde in 1× PBS for 10 min at 4 °C, and per-
meabilized with 0.5% PBS Triton X-100 for 5 min at 20 °C. Then, inserts were
incubated in 5% PBS-BSA for 60 min at 20 °C to block non-specific protein
binding. Inserts were subjected to immunostaining with a rabbit anti-AQP-2-pS269
antibody (dilution, 1/200, Phospho Solution, Cliniscience, France) and a mouse
monoclonal anti-occludin antibody (dilution, 1/200, Santa Cruz, Cliniscience,
France) for 16 h at 4 °C. Inserts were then incubated with goat anti-rabbit Alexa
Fluor Plus 647 or goat anti-mouse Alexa Fluor plus 488 secondary antibodies
(dilution, 1/500, Invitrogen) for 60 min at 20 °C. Inserts were detached and
mounted onto microscopy slides with Pro Long Aquafade containing DAPI (4′,6-
diamidino-2-phenylindole) (Invitrogen). Slides were analyzed in the x–y and x–z
axes under a ×63/1.4 Oil WD: 0.17 mm objective with a Zeiss Axioobserver Z1
inverted spinning-disk microscope equipped with a camera sCMOS Hamamatsu
2048 × 2048/pixel size: 6.45 × 6.45 µm2 and the lasers (405 nm; 100 mW, 491 nm;
150 mW and 642 nm; 100 mW). Microscope settings were identical for all the
samples and experiments were randomized and blinded.

Apelin and AVP radioimmunoassays. The radioimmunoassays are described in
the Supplementary Information and methods.

Plasma LIT01-196 measurement by mass spectrometry analysis. The mass
spectrometry analysis is described in the Supplementary Information and methods.

Plasma protein binding of LIT01-196. Plasma protein binding of LIT01-196 is
described in the Supplementary Information and methods.

AVP-induced hyponatremia. Hyponatremia was induced with AVP using a
protocol adapted from Verbalis et al.43. We used male Sprague–Dawley rats that
were implemented with an osmotic minipump (ALZET 2001, 200 µl, flow rate of
1 µl/h for 7 days), obtained from Durect Corporation (Cupertino, CA, USA) and
filled with a solution of saline and AVP (at various concentrations), which was
implanted subcutaneously under isoflurane anesthesia. Meloxicam was adminis-
tered postoperatively for analgesia. Animals were then individually housed in
metabolic cages (Techniplast), and given a semi-liquid diet consisting of 25 ml Gel-
Diet Breeding-10 (SAFE, Augy, France) mixed with 25 ml tap water per day, with
water available ad libitum. Animal weight, water, and food consumption were
measured daily. Urine was collected daily, urinary electrolytes (Na+, K+, Cl−) were
determined with an ISE 3000 (Caretium Medical Instruments, Shenzhen, China)
and urinary osmolality was measured with a Cryobasic 1 osmometer (Astori
Tecnica, Poncarale, Italy). Blood samples were collected on ice, before implantation
of the osmotic minipump, and before drug administration, under isoflurane
anesthesia, from the tail vein (4 µl of lithium heparinate (1600 IU/ml) for 400 µl of
blood). The blood samples were immediately centrifuged (4 °C, 2600 × g, 20 min),
and plasma electrolyte (Na+, K+, Cl−) levels were quantified with an ISE 3000. On
the last day of the experiment, blood was also collected on ice by intracardiac
puncture. This blood sample was collected into lithium heparinate under isoflurane
anesthesia; plasma electrolyte levels were determined as described above and the
animals were immediately killed by carbon monoxide inhalation. The experimental
protocol is summarized in Fig. 4a.

Plasma glucose levels and fractional excretion of water and sodium. Fractional
excretion of water (in %) was calculated using the following formula: (plasma
creatinine/urine creatinine) × 100. Fractional excretion of sodium (in %) was cal-
culated using the following formula: (plasma creatinine × urine sodium/urine
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creatinine × plasma sodium) × 100. Blood and urine creatinine, urea nitrogen, and
glucose levels were determined using an AU5800 Beckman Coulter chemistry
analyzer (Beckman Coulter, Villepinte, France).

Histological analyses. Histological analyses methods are described in the Sup-
plementary Information and methods.

Blood pressure measurements. Blood pressure measurements are described in
the Supplementary Information and methods.

Echocardiographic measurements. LVEF was determined in mice under iso-
flurane anesthesia at baseline and 3 h after s.c. administration of the compound, as
previously described52.

Statistical analysis. We used Mann–Whitney U tests or paired Wilcoxon tests for
comparisons between two groups, and analysis of variance or Kruskal–Wallis tests
followed by post hoc comparisons for comparisons between multiple groups, when
appropriate. We used a linear mixed-effects model to compare repeated values
recorded over time, with time, treatment group, and the measured parameter as
fixed effects and the unique animal identification number as a random effect. We
assessed the effects of treatment by performing an analysis restricted to measure-
ments taken after treatment administration. The normality of the data was assessed
visually and with the Shapiro–Wilk normality test. The data represented are means,
with error bars to indicate the standard error of the mean. The number of
experiments or animals used is indicated in each figure legend. Data were collected
using Microsoft Excel for MacOS version 16. Statistical analysis was performed
with R software version 3.6.353. A P value <0.05 was considered significant. All
analyses were two-sided. Exact P values for all analyses are provided in Supple-
mentary Table 5.

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
The authors declare that the data supporting the findings of this study are available
within the Supplementary information files. Source data are provided with this paper.
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 16 

 17 

Fig. S1. Pharmacological characterization of K17F and LIT01-196. (a) Competitive 18 

binding activities of K17F and LIT01-196 with membranes from CHO cells stably expressing 19 

the human apelin receptor. The membranes of CHO cells stably expressing the human apelin 20 

receptor (0.5 µg/point) were incubated with 2 x 10
-10

 M [
125

I]-pE13F in the presence of 21 

various concentrations of K17F (red triangles) or LIT01-196 (blue circles). Data are expressed 22 

as a percentage of the maximal binding of [
125

I]-pE13F in the absence of nonradiolabeled 23 

ligand and represent the means ± standard error of five independent experiments performed in 24 

duplicate. (b) Effects of K17F (red triangles) or LIT01-196 (blue circles) on forskolin-induced 25 

cAMP production in CHO cells stably expressing rat apelin receptor-EGFP. cAMP 26 

production was induced by treating the cells with 10
-5

 M forskolin. The effects of various 27 

concentrations of K17F and LIT01-196 on forskolin-induced cAMP production (fmol/10
5
 28 

cells) were then evaluated. The data presented are the means ± standard error of six separate 29 

experiments.  30 
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 31 

Fig. S2. In vivo half-life of K17F in mice, brain penetration of LIT01-196 and its effects 32 

on urine output and osmolality in control rats. (a) In vivo half-life of K17F following i.v. 33 

administration in mice. K17F (250 nmol/kg i.v.) was injected in alert mice. Animals (n is 34 

shown in Supplemental Table 2) were killed at various times following injection, trunk 35 

blood was collected and plasma apelin-immunoreactive levels were determined in a 36 

radioimmunoassay. (b) Plasma and (c) brain apelin-immunoreactive levels in mice (n=5 37 

animals) 30 minutes after subcutaneous administration of saline (grey bars, circles) or LIT01-38 

196 (900 nmol/kg, blue bars, triangles). (d) 24-hour urine output, (e) urine osmolality and (f) 39 

water intake measured for 24 hours following the i.v. administration of saline (100 µl/kg, n=6 40 

animals, grey bars, circles), K17F (400 nmol/kg, n=5 animals, orange bars, circles) or LIT01-41 

196 (15 nmol/kg = 51 µg/kg, n=6 animals, blue bars, circles). Data are shown as mean ± 42 

S.E.M. Multiple comparisons performed by ANOVA followed by post-hoc Dunnett’s tests. 43 

Ns: p>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 44 

  45 
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   46 

 47 

Figure S3. Effects of different doses of LIT01-196 or tolvaptan administered 48 

subcutaneously in Sprague-Dawley normonatremic rats. Evaluation of the effect of saline 49 

(1 ml/kg, n=19 animals, grey bars, open triangles); various doses of LIT01-196: 300 nmol/kg 50 
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(n=11 animals, blue bars, squares), 600 nmol/kg (n=2 animals, cyan bars, circles, no statistical 51 

analysis performed), 900 nmol/kg (n=23 animals, dark blue bars, triangles) and 2400 nmol/kg 52 

(n=5 animals, light blue bars, open diamonds); and various doses of tolvaptan: 900 nmol/kg 53 

(n=12 animals, orange bars, checked squares) and 6700 nmol/kg (n=13 animals, red bars, 54 

asterisks) on (a) urine output and (b) urine osmolality 24 hours after subcutaneous 55 

administration. (c) Urine output and (d) urine osmolality measured 12 and 24 hours after 56 

saline (S, grey bars, circles) and LIT01-196 (L) administered at 8 A.M. (blue bars, triangles) 57 

or at 8 P.M. (dark blue bars, squares) (e) Urine output and (f) urine osmolality measured 3, 6 58 

and 24 hours after saline (S, grey bars, circles), LIT01-196 (2400 nmol/kg, L, light blue bars, 59 

triangles) and tolvaptan (6700 nmol/kg, T, red bars, squares). Number of animals used for 60 

figures C-F are provided in Supplemental Table 3. Data are shown as mean ± S.E.M. 61 

Multiple comparisons performed by Kruskal-Wallis followed by post-hoc comparisons to the 62 

saline group using Dunn’s tests with Holm’s adjustment. Ns: p>0.05, *P<0.05, **P<0.01, 63 

***P<0.001. 64 

  65 
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 66 

Fig S4. Effects of s.c. saline, LIT01-196 (900 nmol/kg) and a high dose of tolvaptan (6700 67 

nmol/kg) on water metabolism, plasma electrolytes, AVP and apelin-IR plasma levels in 68 

control rats. (a) Urine output and (b) urine osmolality measured 24 hours after saline (grey 69 

bars, circles), LIT01-196 (900 nmol/kg, blue bars, triangles) and tolvaptan (6700 nmol/kg, red 70 

bars, squares). (c) 24-h water excretion fraction and (d) 24-h sodium excretion fraction 71 

measured 24 hours after the s.c. administration of saline (1 ml/kg), LIT01-196 (900 nmol /kg) 72 

or tolvaptan (6700 nmol/kg) in alert male Sprague-Dawley (SD) rats (number of animals are 73 

provided in Supplemental Table 4). (e) plasma apelin-IR, (f) AVP and (g) ratio of plasma 74 

apelin/AVP levels were determined on plasma samples obtained 3 hours after the s.c. 75 

administration of LIT01-196 (n=7 animals), tolvaptan (n=6 animals) or saline (n=7 animals) 76 

in alert male SD rats. Data are shown as mean ± S.E.M. Multiple comparisons performed by 77 

Kruskal-Wallis followed by post-hoc Dunn’s tests with Holm’s adjustment. Ns: p>0.05, 78 

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 79 

 80 

 81 
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 82 

Figure S5. Effects of LIT01-196 on blood pressure, cardiac contractility, kidney function 83 

and blood glucose. (a) Mean arterial blood pressure (BP) before (H0), 3 (H3) and 24 (H24) 84 

hours after s.c. administration of 900 nmol/kg of LIT01-196 in alert normotensive rats (n=5 85 

animals). (b) Left ventricular ejection fraction (LVEF) measured by echocardiography in 86 

mice (n=5 animals) before (H0) and 3 hours (H3) after s.c. administration of 1,200 nmol/kg of 87 

LIT01-196. In figures c to l, LIT01-196 (900 nmol/kg s.c., n=5 animals) or saline (1 ml/kg, 88 
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n=5 animals) were administered for daily in normonatremic Sprague-Dawley rats during 4 89 

days, and blood and tissues were collected 24h after the last administration. (c) Tubular injury 90 

score was scored using the percentage of tubules in the outer medulla and corticomedullary 91 

junction that showed tubular atrophy or dilatation, loss of brush border, vacuolization, 92 

epithelial cell shedding, and denuded tubular basement membrane, as follows: 0, normal; 1, 93 

<10%; 2, 10%–25%; 3, 25%–50%; 4, 50%–75%; 5, 75%–100%. (d) Glomerulosclerosis score 94 

was graded from 0 to 4 according to the percentage of glomerular involvement, with 1 a 95 

lesion represented an involvement of 25% of the glomerulus, and a 4 a lesion indicated that 96 

100% of the glomerulus was PAS positive. (e) Representative images of periodic acid - Schiff 97 

staining of tubular epithelial cells of outer medulla kidney sections from saline and LIT01-196 98 

treated rats. 200x, Bar: 50µm. (f) Representative images of periodic acid - Schiff staining of 99 

glomeruli from saline and LIT01-196 treated rats. 400x, Bar: 20µm. (g) plasma creatinine, (h) 100 

blood urea nitrogen, (i) plasma sodium, (j) plasma potassium, (k) plasma glucose and (l) 24h 101 

urine glucose were collected 24 hours after the last administration of saline (grey bars, circles) 102 

or LIT01-196 (900 nmol/kg, blue bars, triangles). Data are shown as mean ± S.E.M. 103 

Comparisons performed using paired Wilcoxon tests (A-B) or Mann-Whitney U tests (C-D 104 

and G to L). Ns: p>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 105 

  106 
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 107 

 108 

Fig. S6. Determination of optimal AVP infusion rate. Change in 24-hour urine output (a), 109 

urine osmolality (b), plasma sodium (c), body weight (d), water intake (e) and liquid food 110 

intake (f) after the insertion of a subcutaneous osmotic minipump delivering AVP at a rate of 111 

20 ng/h (red curves and circles, n=4 animals), 30 ng/h (green curves and triangles, n=17 112 
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animals) or 50 ng/h (blue curves and diamonds, n=13 animals) to alert male SD rats, relative 113 

to control rats receiving no AVP (black curves and squares, n=9 animals). All animals 114 

received a semi-liquid diet. Data are shown as mean ± S.E.M. Each group was compared with 115 

the control group from day 1 to day 4, with a linear mixed-effects model, to take repeated 116 

measurements over time into account; ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.  117 

  118 
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 119 

Fig. S7. Effects of saline, tolvaptan and LIT01-196 on water metabolism and plasma 120 

electrolytes in hyponatremic rats. (a), change in liquid food intake (without water), (b) 121 

sodium intake and  (c) weight change from baseline in animals receiving continuous s.c. AVP 122 

at a rate of 30 ng/h from day -2 to 2, and a s.c. injection of saline (green curves and triangles, 123 

n=13 animals), tolvaptan (red curves and diamonds, 900 nmol/kg, n=12 animals) or LIT01-124 

196 (blue curves and circles, 900 nmol/kg, n=9 animals) on days 0 and 1. The black curve and 125 

squares represents animals receiving no AVP (n=7 animals); all animals received a semi-126 

liquid diet. Data are shown as mean ± S.E.M. Each group was compared with the AVP + 127 

saline group with a linear mixed-effects model, to take repeated measurements over time into 128 

account; ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 129 

  130 
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Supplemental Tables 131 

 132 

Figure 4B 
Time (min) 0.5 1 1.5 2 4 4 

n (animals)  6 6 6 6 6 6 

Figure 4C 
Time (min) 5 7.5 10 15 30 60 

n (animals)  2 3 2 3 3 2 

Figure 4D 
Time (min) 60 120 180 270 360 1440 

n (animals)  2 3 5 3 3 3 

Supplemental Table 1. Number of animals per time point for in vivo half life determinations 133 

in rats (Fig. 4 B-D).  134 

 135 

Figure 

S2A 

Time (min) 0.08 0.17 0.5 1 1.5 2 3 3.5 4 

n (animals)  11 6 7 3 30 6 4 3 4 

Supplemental Table 2. Number of animals per time point for in vivo half life determination 136 

in mice (Supplemental Figure 2A). 137 

  138 
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 139 

Group 
Saline 

12h 

LIT01-196 

AM – 12h 

LIT01-196 

PM – 12h 

Saline 

24h 

LIT01-196 

AM – 24h 

LIT01-196 

PM – 24h 

Figure 

S3C 
10 5 5 29 23 5 

Figure 

S3D 10 5 5 29 23 5 

Group 
Saline 

3 hours 

Saline 

6 hours 

Saline 

24 hours 

Tolvaptan 

3 and 6 

hours 

Tolvaptan 

24 hours 

LIT01-196 

All groups 

Figure 

S3E 6 16 29 6 13 5 

Figure S3F 
6 16 29 6 13 5 

Supplemental Table 3. Number of animals per group for the study of metabolic effects of 140 

s.c. saline, LIT01-196 (900 nmol/kg) and a high dose of tolvaptan (6,700 nmol/kg) on water 141 

metabolism in control rats  (Supplemental Figure S3 C-F). 142 

 143 

Compound Saline 
LIT01-196 

900 nmol/kg 

Tolvaptan 

6700 nmol/kg 

Figure S4A 29 23 13 

Figure S4B 29 23 13 

Figure S4C 6 6 6 

Figure S4D 6 6 6 

Supplemental Table 4. Number of animals per group for the study of metabolic effects of 144 

s.c. saline, LIT01-196 (900 nmol/kg) and a high dose of tolvaptan (6,700 nmol/kg) on water 145 

metabolism, plasma electrolytes, in control rats (Supplemental Figure S4A-D). 146 

  147 
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Figure P-values 

Figure 2  

2B 

Cells not stimulated : <0.001;  

FSK: 0.56;  

dDAVP: >0.99;  

AVP: §:p<0.001; 0.87; 0.32; <0.001; <0.001; <0.001 

K17F: &:p>0.99/***p<0.001; >0.99; 0.96 

LIT01-196: &:p>0.99/***p<0.001; >0.99; 0.31 

2C <0.001; <0.001 

2D <0.001; <0.001 

2E 

No dDAVP <0.001;  

dDAVP: §:p<0.001;  

K17F: 0.007; <0.001; <0.001 

LIT01-196: 0.033; <0.001; <0.001 

Figure 4  

4F 0.008 

4G 0.84 

4H 

3h S/L p=0.30; 3h S/T p=0.044 

6h S/L p=0.68; 6h S/T p= 0.003 

24h S/L p=0.001 ; 24h S/T p<0.001 

4I 

3h S/L p=0.20; 3h S/T p=0.002 

6h S/L p=0.052; 6h S/T p= 0.011 

24h S/L p<0.001 ; 24h S/T p=0.001 

4J S/L p=0.22; S/T p<0.001 

4K S/L p=0.06; S/T p=0.21 

4L S/L p=0.005 ; S/T p=0.070 

4M S/L p=0.014 ; S/T p=0.32 

Figure 5  

5B S+AVP vs: S p=0.002 ; L p<0.001 ; T p<0.001 

5C S+AVP vs: S p<0.001 ; L p<0.001 ; T p<0.001 

5D S+AVP vs: S p<0.001 ; L p=0.042 ; T p=0.025 

5E S+AVP vs: S p<0.001 ; L p<0.001 ; T p<0.001 

Figure 6  
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6A 
AVP+S vs: No AVP p<0.001; AVP+L p=0.35; AVP+T: p=0.99 

AVP+L vs AVP+T: p=0.46 

6B 
AVP+S vs: No AVP p>0.99; AVP+L p<0.001 ; AVP+T: p=0.42 

AVP+L vs AVP+T: p<0.001 

6C 
AVP+S vs: No AVP p=0.16 ; AVP+L p<0.001 ; AVP+T: p=0.97 

AVP+L vs AVP+T: p<0.001 

Figure S2  

S2B 0.015 

S2C 0.90 

S2D S vs K: p=0.90 ; S vs L: p=0.047 

S2E S vs K: p=0.93 ; S vs L: p=0.030 

S2F S vs K: p=0.11 ; S vs L: p=0.75 

Figure S3  

S3A 
S vs L300 p=0.54 ; L900 p=0.002 ; L2400 p=0.020 ;  

S vs T 900 p=0.020 ; T 6700 p<0.001 

S3B 
S vs L300 p=0.50 ; L900 p<0.001 ; L2400 p=0.001 ;  

S vs T 900 p=0.006 ; T 6700 p<0.001 

S3C 
12 hours S vs L-AM p=0.017 ; L-PM p=0.002 ; L AM vs PM p=0.56 

24 hours S vs L-AM p<0.001 ; L-PM p=0.01 ; L AM vs PM p=0.69 

S3D 
12 hours S vs L-AM p=0.006 ; L-PM p=0.041 ; L AM vs PM p=0.49  

24 hours S vs L-AM p<0.001 ; L-PM p=0.012 ; L AM vs PM p=0.71 

S3E 

3 hours S vs L p=0.19 ; T p=0.068 

6 hours S vs L p=0.31 ; T p=0.009 

24 hours S vs L p=0.015 ; T p<0.001 

S3F 

3 hours S vs L p=0.54 ; T p=0.026 

6 hours S vs L p=0.95 ; T p=0.008 

24 hours S vs L p=0.010 ; T p<0.001 

Figure S4  

S4A S vs L p<0.001 ; T p<0.001 

S4B S vs L p<0.001 ; T p<0.001 

S4C S vs L p=0.022 ; T p=0.094 

S4D S vs L p=0.046 ; T p=0.14 

S4E S vs L p<0.001 ; T p=0.26 

S4F S vs L p=0.021 ; T p<0.001 
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S4G S vs L p=0.038 ; T p=0.21 

Figure S5  

S5A Baseline vs H3: p=0.0625; H24: p=0.875 

S5B 0.31 

S5C 0.92 

S5D 0.53 

S5G 0.068 

S5H 0.35 

S5I 0.20 

S5J 0.22 

S5K 0.22 

S5L 0.82 

Figure S6  

S5A No AVP vs AVP 20: p=0.024 ; AVP 30: p<0.001 ; AVP 50: p<0.001 

S5B No AVP vs AVP 20: p=0.43 ; AVP 30: p<0.001 ; AVP 50: p<0.001 

S5C No AVP vs AVP 20: p=0.78 ; AVP 30: p<0.001 ; AVP 50: p<0.001 

S5D No AVP vs AVP 20: p=0.20 ; AVP 30: p<0.001 ; AVP 50: p=0.002 

S5E No AVP vs AVP 20: p=0.80 ; AVP 30: p<0.001 ; AVP 50: p<0.001 

S5F No AVP vs AVP 20: p=0.80 ; AVP 30: p<0.001 ; AVP 50: p<0.001 

Figure S7  

S7A S+AVP vs: S p<0.001 ; L p<0.001 ; T p<0.001 

S7B S+AVP vs: S p<0.001 ; L p<0.001 ; T p<0.001 

S7C S+AVP vs: S p<0.001 ; L p=0.64 ; T p=0.33 

Supplemental Table 5. Exact P-values for all analyzes, per figure. S: Saline; L:LIT01-196; 149 

Tolvaptan.  150 

  151 
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Supplementary Methods 152 

cAMP assay.  153 

We quantified cAMP production with the cAMP dynamic 2 assay kit (Cisbio Bioassays, 154 

Codolet, France), which is based on homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) 155 

technology, as previously described 
1
. For cells expressing the Apelin-R, 2000 CHO cells/well 156 

stably expressing rat apelinR-EGFP (clone B70) were added to the 384-well plate and 157 

stimulated with 5 µmol/l forskolin (FSK) and various concentrations (0.01 pmol/l to 100 158 

µmol/l) of K17F or LIT01-196 for 30 minutes at 20°C. For cells expressing the V2-R, HEK-159 

293T cells were transiently transfected with the human V2-R (cDNA Resource Center), after 160 

48h, 4000 cells/well were added to white 384-well optiplates and stimulated either with 5 161 

µmol/l forskolin (positive control) or with dDAVP (1µmol/l) or with various concentrations 162 

of AVP (1µmol/l to 0.1pmol/l) or with K17F or LIT01-196 (at 1µmol/l) in absence or in 163 

presence of AVP (1µmol/l or 1nmol/l) for 30 minutes at 37°C. Cells were then lysed, and 164 

cAMP levels were determined in accordance with the kit manufacturer’s instructions. 165 

Stimulation was performed in stimulation buffer-IBMX (SBI) (Hank’s balanced salt solution 166 

(HBSS-Life Technology), 5 mmol/l Hepes, 0.1% BSA stabilizer (Perkin Elmer), 1 mmol/l 167 

isobutylmethylxanthine (IBMX, Sigma Aldrich, pH 7.4)). For cAMP assay with mpkCCD 168 

cells, the cells were grown on 12 mm Transwell filters (0.4 µm pore size, Corning Costar, 169 

Cambridge, MA) until they reach confluency (4-5 days). For forskolin experiments, culture 170 

media was replaced with SBI in apical and basolateral compartments. After 30 min of 171 

equilibration at 37°C the cells were treated in the basolateral compartment with SBI alone or 172 

SBI containing 1 µmol/l forskolin with or without 1 µmol/l K17F or LIT01-196 and incubated 173 

for 30 min at 37°C.  For the dDAVP experiments, 24h before the experiments the cells were 174 

starved with depletion media (1:1 (vol/vol) Ham’s F12 : DMEM medium). Then the cells 175 

were treated on the basolateral compartments with depletion media containing 1 µmol/l 176 
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MLN4760 (an ACE2 inhibitor), 1 µmol/l Thiorphan (a neprilysin inhibitor) and 100 µmol/l 177 

bestatin (an aminopeptidase inhibitor) for 30 min at 37°C. Then cells were treated with 10 178 

nmol/l dDAVP with or without 10 µmol/l K17F or LIT01-196 and incubated for 60 min at 179 

37°C. Then the media was removed and 100 µl of lysis buffer (Cisbio Bioassays, Codolet, 180 

France) was added to Transwell filter and plate was incubated at 20°C for 2 hours. Cell 181 

lysates were diluted 1/500 and 10 µl was subjected to cAMP measurement in white Optiplate 182 

384-well plates (Perkin Elmer) according to manufacturer’s instructions (Cisbio Bioassays, 183 

Codolet, France). Cyclic AMP levels were measured in microdissected OMCDs by the same 184 

method, as previously described 
2
. Results are expressed in femtomoles of cAMP produced 185 

per mm tubular length and per 10 min incubation time at 37°C. 186 

Apelin radioimmunoassay 187 

Plasma samples (0.5 ml) were acidified with 0.175 ml of 3 mol/l HCl and stored at -80°C 188 

until use for apelin RIA. Before thawing the sample on ice, 0.05% BSA was added, and the 189 

samples were centrifuged at 20000 x g at 4°C for 10 min. The supernatants were collected and 190 

the pH was adjusted to 6.5 with 10 mol/l NaOH and 2 mol/l Tris-HCl buffer (pH 7.4). Apelin 191 

was extracted from plasma by mixing the supernatant with 0.3 ml of 0.1% BSA in H2O and 1 192 

ml of 1% trifluoroacetic acid (TFA) - 0.1% BSA, and running the mixture on a Sep-Pak C18 193 

cartridge (Waters) previously washed with 2 ml 100% acetonitrile and equilibrated with 5 ml 194 

1% TFA - 0.1% BSA. The columns then were washed with 3 ml 1% TFA - 0.1% BSA and 195 

apelin was eluted with 1.5 ml 100% acetonitrile. The samples were dried and dissolved in 196 

0.32 ml of RIA buffer (19 mM NaH2PO4 � H2O, 81 mM Na2HPO4 �  2H2O, 50 mM NaCl, 197 

0.1% TritonX-100, 0.01% NaN3, 0.1% BSA).  198 

For brain apelin RIA, the half brain was homogenized by sonication in 10 volumes of 0.4 N 199 

HClO4 supplemented with 0.05% BSA and kept on ice during 1h. The homogenate was 200 

centrifuged (17000 x g, 4°C, 20 min). The supernatant (4 ml) was collected, and mixed with 201 
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0.4 ml potassium phosphate buffer (0.4 mol/l) and the pH was adjusted to 6.5 with 3 N KOH, 202 

and the mixture was left to stand for 15 min on ice and then centrifuged (17000 x g, 4°C, 20 203 

min). Two ml of the supernatant were mixed with 2 ml of 1% TFA - 0.1% BSA and loaded 204 

onto a a Sep-Pak C18 cartridge (Waters) previously washed with 2 ml 100% acetonitrile and 205 

equilibrated with 5 ml 1% TFA - 0.1% BSA. The columns were then treated as described in 206 

the paragraph above. 207 

Plasma or brain apelin levels were determined by RIA. Samples (0.1ml) were mixed with 
125

I-208 

labeled pE13F (iodinated on Lys8 by the Bolton and Hunter method, 2200 Ci/mmol, Perkin-209 

Elmer, Waltham, MA; 0.05 ml, 19000 dpm) and polyclonal K17F antiserum (0.05 ml, final 210 

dilution: 1/4500) to give a total volume of 0.2 ml and were incubated at 4°C overnight. We 211 

used this radioligand instead of [Glp65, Nle75, Tyr77] [
125

I]-apelin13 since the substitution of 212 

the C terminal Phe of pE13F was shown to modify the binding affinity of the apelin 213 

derivatives as described previously by 
3,4

. 214 

We then added 0.5 ml of Amerlex (Amersham RPN 510), and the resulting mixture was 215 

incubated for 10 min at room temperature. The tubes were centrifuged at 2600 x g at 4°C for 216 

20 min. The supernatant was removed and the radioactivity of the precipitates was measured.  217 

We assessed the cross-reactivity of the apelin antiserum with various N- and C-terminally 218 

truncated fragments of K17F and several other bioactive peptides. K17F (200% cross-219 

reactivity), pE13F and apelin 36 (100% cross-reactivity) were well recognized by the 220 

antiserum, whereas the removal of the phenylalanine residue at the extreme end of the C-221 

terminus of K17F (forming K16P) decreased recognition to barely detectable levels (<0.3% 222 

cross-reactivity). Negligible cross-reactivity was observed for angiotensin II, angiotensin III, 223 

neuropeptide Y and arginine-vasopressin. This antiserum identified the apelin present in the 224 

plasma of rodents as the pyroglutamyl form of apelin 13 (pE13F) and, to a lesser extent, K17F 225 

5
 and in the hypothalamus, in major part as pE13F. Most of the apelin in human plasma was 226 
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K17F, followed by pE13F, and, to a lesser extent, apelin 36 
6
. The detection limit was 6 227 

fmol/ml, and the quantification limit was 12 fmol/ml. The within- and between-assay 228 

coefficients of variation were 3 and 5%, respectively
6
. The recovery (mean±SEM) was 229 

91±3% and the values for apelin levels were corrected for recovery. 230 

We estimated the in vivo half-lives of K17F and LIT01-196 with a least-squares fit analysis, 231 

according to the following equation: [plasma apelin] tx = [plasma apelin] t0 * e
(-kt)

 , where k is 232 

the elimination rate constant. 233 

Plasma LIT01-196 levels determination by mass spectrometry analysis 234 

6 weeks old CD-1 mice were injected with 300 nmol/kg of LIT01-196 via the tail vein (3 235 

animals per time point). Blood samples (400µL) were collected at different time points (5 236 

min, 15 min, 28 min and 60 min) by intracardiac puncture and placed into EDTA-coated 237 

tubes, centrifuged 12000 x g at 4 °C for 10 min and the plasma was stored at -80 °C. The 238 

samples were analyzed by UHPLC-MS/MS (LC-MS 8030, Shimadzu, electrospray ion 239 

source) using a C18 column (Phenomenex 2.6 µm Kinetex, 50 X 2.1 mm) and a linear 240 

gradient of solvent B 5-95% v/v over 1.2 min at a flow rate of 0.5 mL/min (solvent A: H2O 241 

and 0.05% formic acid; solvent B: acetonitrile). Plasma samples were processed before RP-242 

HPLC analysis as follows: 400 µL of each plasma sample were then mixed with 1 ml of 243 

acetonitrile for protein precipitation and compound extraction. Samples were vortex-stirred 244 

for 5 min, sonicated for 1 min and centrifuged at 10000 x g for 5 min. 400 µl of supernatants 245 

were freeze-dried and then dissolved in 20 µl of water/acetonitrile 1/1. Peptides were 246 

quantified by integrating the area under the peaks, and normalization was based on the 247 

standard and compared to standard curves. Standard curves were obtained by analyzing 248 

known peptide quantities that were dissolved in plasma and processed as well as analyzed 249 

using the same procedure. Pharmacokinetics parameters were calculated using a one-250 

compartment model. Peptide injection and blood sample collection were performed by 251 
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TechMedILL platform (Illkirch) reviewed and approved by the agriculture ministry regulating 252 

animal research in France (Ethics regional committee for animal experimentation Strasbourg, 253 

APAFIS 1341#2015080309399690). 254 

AVP radioimmunoassay  255 

Male Sprague-Dawley rats were killed by decapitation, and trunk blood was collected on ice 256 

(into 50 µl of 0.3M EDTA (pH 7.4) per 1 ml of blood). Samples were centrifuged (2,600 x g, 257 

4°C, 20 min), and the resulting plasma was split into 500 µl aliquots, to which we added 168 258 

µl of 3N HCl before storage at -80°C. The AVP RIA was performed as previously described 259 

5
, using a specific AVP-[Arg8] antibody (final dilution, 1/4.5) and [

125
I]-(Tyr2Arg8)-AVP 260 

(2200 Ci/mmol, Perkin-Elmer, Billerica, MA; 15000 dpm) as a tracer. 261 

Plasma protein binding of LIT01-196  262 

Plasma protein binding of LIT01-196 was determined using Thermo Scientific Single-Use 263 

RED Plate (Rapid Equilibrium Dialysis) composed of dialysis inserts with a membrane cutoff 264 

of 12 kDa. Compound (10 µmol/l) was spiked in plasma chamber (donor side); phosphate 265 

buffer was placed in the receiving side. The plate was rotated at 37 °C on an orbital shaker at 266 

600 rpm for 4 hours. Peptide concentration was determined for the plasma sample that 267 

represents the bound fraction, the peptide concentration was determined for the buffer sample 268 

that represents the free fraction. The samples were analyzed by UHPLC-MS/MS (LC-MS 269 

8030, Shimadzu, electrospray ion source) using a C18 column (Phenomenex 2.6 µm Kinetex, 270 

50 X 2.1 mm) and a linear gradient of solvent B 5-95% v/v over 1.2 min at a flow rate of 0.5 271 

ml/min (solvent A: H2O and 0.05% formic acid; solvent B: acetonitrile). Plasma samples (70 272 

µl) were treated with 70 µl of phosphate buffer and 350 µl of acetonitrile to precipitate the 273 

proteins. Percentages of bound and free peptides were calculated as follows: % free peptide = 274 

(peak area of buffer chamber / peak area of plasma chamber) x 100; % bound peptide = 100 - 275 

% free.  276 
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Histological analyzes 277 

Kidneys were fixed in paraformaldehyde 4% overnight and processed for paraffin embedding. 278 

Sections of 4 μm thickness were made and stained with the periodic acid-Schiff (PAS) 279 

reagent and counterstained with hematoxylin. Histological analyzes were performed by a 280 

trained nephrologist (AF), blinded of the treatment group. Tubular injury score was scored 281 

using the percentage of tubules that showed tubular atrophy or dilatation, loss of brush border, 282 

vacuolization, epithelial cell shedding, and denuded tubular basement membrane, as follows: 283 

0, normal; 1, <10%; 2, 10%–25%; 3, 25%–50%; 4, 50%–75%; 5, 75%–100%, and was 284 

calculated from twenty viewing fields selected randomly from the outer medulla and 285 

corticomedullary junction and were examined at ×400 magnification. Glomerulosclerosis 286 

score was graded from 0 to 4 according to the percentage of glomerular involvement, with 1 a 287 

lesion represented an involvement of 25% of the glomerulus, and a 4 a lesion indicated that 288 

100% of the glomerulus was PAS positive, and was calculated from at least 20 glomeruli 289 

selected randomly.  290 

Blood pressure measurements 291 

Rats were implanted with a right femoral artery catheter which was passed beneath the skin 292 

under isoflurane anesthesia. Blood pressure (BP) was recorded in male alert Sprague Dawley 293 

rats after a recovery period of at least 24 hours, with a PowerLab/Labchart system 294 

(ADInstruments, Dunedin, New Zealand) connected to the arterial catheter via a pressure 295 

transducer. Mean arterial BP (MABP) was calculated from the arterial pressure signal as 296 

previously described 
7
. The compound was administered s.c. after baseline BP recording for at 297 

least 30 minutes. BP was then measured at 3 and 24 hours after administration. At the end of 298 

the experiment, animals were killed with a lethal dose of pentobarbital (Dolethal ®, 150 299 

mg/kg).  300 

  301 
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IX.2 Discussion 

Nous avons tout d’abord commencé par vérifier que le LIT01-196 n’avait aucun effet sur le 

récepteur V2-R et avons montré que le LIT01-196, tout comme K17F, n’était pas capable de 

diminuer la production d’AMPc induite par l’AVP dans des cellules HEK293T transfectées 

uniquement avec le V2-R. Nous avons ensuite évalué, dans les cellules mpkCCD, que le LIT01-

196, comme le K17F, inhibait la production d’AMPc induite par la FSK de l’ordre de 30% et 

celle induite par la dDAVP à 10-8M de 79 et 75 % respectivement. Enfin, nous avons évalué dans 

des segments micro-disséqués de la médullaire externe du canal collecteur de rat que le LIT01-

196 diminuait la production d’AMPc induite par la dDAVP, comme précédemment observé dans 

le laboratoire pour K17F (Hus-Citharel et al., 2008). Nous avons ensuite montré dans les cellules 

mpkCCD, que K17F et le LIT01-196 inhibaient la translocation de l’AQP2 phosphorylée induite 

par la dDAVP à la membrane apicale de ces cellules. Ceci suggère que le LIT01-196 bloque 

l’effet antidiurétique de l’AVP en diminuant la réabsorption d’eau dans le canal collecteur via la 

diminution de l’insertion des canaux perméables à l’eau à la membrane apicale. Avant d’évaluer 

les effets du LIT01-196 sur la diurèse chez le rat, nous avons déterminé sa demi-vie chez cet 

animal après administration par voie i.v. et s.c. Alors que par voie i.v., la demi-vie de K17F est 

de 50 sec., celle du LIT01-196 est significativement augmentée à 28 min et elle est encore plus 

élevée après administration par voie s.c, à 156 min. L'augmentation de la demi-vie in vivo du 

LIT01-196 dans la circulation sanguine comparée à K17F est probablement due au fait que le 

LIT01-196 se lie à 69 %, aux protéines plasmatiques, le protégeant ainsi contre la dégradation 

enzymatique et la réduction de la clairance rénale. 

Nous avons par la suite comparé l’effet d’une administration par voie s.c. de 900 nmol/kg de 

LIT01-196 ou de tolvaptan sur la diurèse et l’osmolalité urinaire chez le rat Sprague-Dawley 

normo-natrémique. Nous avons ainsi observé que la diurèse sur 24 heures était augmentée de 

façon comparable dans les deux groupes d’animaux traités, de 79 % et 77 %, respectivement, 

avec en parallèle une diminution de l'osmolalité urinaire de 52 % et 40 %, respectivement.  Les 

effets in vivo du LIT01-196 sur la diurèse, après administration par voie s.c., impliquent une 

action au niveau du rein et non une action au niveau cérébral car nous avons montré que le LIT01-

196 administré par voie s.c. ne traverse pas la barrière hémato-encéphalique. Ceci peut 

néanmoins être discuté car au niveau des organes circumventriculaires, qui contiennent des 

capillaires fenestrés comme l’organe subfornical, l’Apéline-R est exprimé et donc accessible aux 

taux circulants de LIT01-196. Sa stimulation pourrait entrainer une inhibition de la libération de 

l’AVP dans la circulation sanguine via les voies neuronales qui connectent le SFO au noyau 
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paraventriculaire où sont présents les corps cellulaires des neurones vasopressinergiques. 

Cependant, nous n’avons pas observé de baisse des taux plasmatiques d’AVP après une 

administration aiguë de LIT01-196 par voie s.c. 

L'augmentation de la diurèse a été associée à une augmentation significative de la consommation 

d'eau dans le groupe tolvaptan (+37%) et à une légère augmentation non significative dans le 

groupe LIT01-196 (+11%). Par ailleurs, nous avons montré que la fraction d'excrétion urinaire 

du sodium n'est pas modifiée par l'administration de LIT01-196 ou de tolvaptan. La légère 

augmentation de la consommation d'eau induite par le LIT01-196 pourrait être liée au fait que 

l'administration i.c.v. de l'apéline-13, chez les rats privés d'eau pendant 24 h, réduit le 

comportement dipsique. De plus, chez les patients atteints de polydipsie primaire, les taux 

d’apéline circulants sont inférieurs à ceux des volontaires sains. Ces résultats suggèrent que 

l'activation de l’Apéline-R par le LIT01-196 au niveau des organes circumventriculaires comme 

le SFO, qui fait partie de la lamina terminalis, région située le long du troisième ventricule qui 

contrôle le comportement dipsique, pourrait limiter la prise d'eau associée à l’effet aquarétique 

du LIT01-196. 

Suite à ces résultats, nous avons évalué et comparé les effets du LIT01-196 à ceux du tolvaptan 

dans un modèle expérimental d’hyponatrémie chez le rat. La perfusion continue d'AVP par voie 

s.c. (30 ng/h) à des rats pendant 4 jours, associée à un régime semi-liquide, entraîne une 

diminution de la diurèse, une augmentation de l'osmolalité urinaire et une diminution des taux 

plasmatiques de sodium, stables autour de 100 mmol/L pendant 2-4 jours après le début de la 

perfusion. Le LIT01-196 (900 nmol/kg) administré dans ce modèle d'hyponatrémie pendant 2 

jours, par voie s.c., inhibe efficacement les effets de l'AVP sur la diurèse et l'osmolalité urinaire 

et induit une correction progressive des taux plasmatiques de sodium. 

Comme décrit précédemment, le tolvaptan, à une dose équimolaire, inhibe de façon similaire 

l’effet antidiurétique de l'AVP. Par ailleurs, nous avons montré que, si l’on augmente la dose de 

tolvaptan, on observe une augmentation encore plus importante de la diurèse. A l’inverse nous 

n’observons pas cet effet lorsque l’on augmente la dose de LIT01-196. Ces données suggèrent 

que le LIT01-196, contrairement au tolvaptan qui bloque la liaison de l’AVP sur le V2-R dans le 

canal collecteur, va agir indirectement en inhibant la production exacerbée d'AMPc induite par 

la perfusion continue d’AVP. Cette inhibition n’étant pas totale, elle va notamment dépendre du 

niveau d’expression de l’Apéline-R par rapport à celui du V2-R. Cette augmentation modérée de 

la diurèse aqueuse, par le LIT01-196, va avoir pour conséquence une correction progressive de 

l’hyponatrémie (Figure 18). 
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Par conséquent, nous ne pouvons pas exclure une moindre efficacité clinique de LIT01-196, par 

rapport au tolvaptan, dans le traitement de l’hyponatrémie. Cependant, activer l'Apéline-R par le 

LIT01-196 et donc rétablir l'équilibre apéline/AVP dans le canal collecteur, plutôt que de bloquer 

les effets de l'AVP par le tolvaptan, entraîne une polyurie et une polydipsie moins sévères et 

pourrait être mieux toléré que le traitement par les antagonistes du V2-R (dont l’utilisation est 

associée à un syndrome polyuro-polydipsique majeur qui entraîne des arrêts de traitement), ce 

qui reste à déterminer.  

Etant donné la présence de l’Apéline-R dans différents organes et son action sur la PA, la 

contractilité cardiaque et la tolérance au glucose, obtenir un agoniste de l’Apéline-R, biaisé pour 

la protéine Gi, aurait beaucoup d’avantages. En effet, il permettrait, d’une part de s’affranchir 

des effets de l’apéline qui sont liés à l’activation d’autres voies de signalisation notamment celles 

qui sont ß-arrestine-dépendantes, et d’autre part d’augmenter l’activité Gi (diminution de la 

production d’AMPc) tout en diminuant la désensibilisation de l’Apéline-R lié à son 

internalisation. 

 
Figure 18 : Effets du LIT01-196 sur les cellules principales du canal collecteur dans le SIAD. Dans un modèle 

expérimental de SIAD, la sécrétion de l’AVP dans la circulation sanguine est inadaptée, trop élevée par rapport à 

l’osmolalité plasmatique. En se fixant sur le V2-R présent sur les cellules principales du canal collecteur, l’AVP 
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augmente la production d’AMPc, la mobilisation de l’aquaporine 2 (AQP2) à la membrane apicale et accroit la 

réabsorption d’eau, entraînant une hyponatrémie. L’administration du LIT01-196, un analogue métaboliquement 

stable de l’apéline-17 (K17F) en stimulant l’Apéline-R, localisé sur les cellules principales du canal collecteur, 

inhibe la production d’AMPc induite par l’AVP, réduit la mobilisation de l’AQP2 à la membrane apicale et la 

réabsorption d’eau, augmentant la diurèse aqueuse. Ceci a pour conséquence d’améliorer progressivement 

l'hyponatrémie. Adapté de (Flahault et al., 2021). 
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X Article 2. "The metabolically stable apelin-17 analog, LIT01-196, 

improves cardiac function and reduces remodeling in heart failure 

post-myocardial infarction"  

X.1 Introduction 

L’IC est un problème de santé publique majeur dans le monde, elle est associée à un mauvais 

pronostic, à une morbidité et une mortalité élevée. Elle touche au moins 26 millions de personnes 

et sa prévalence est en constante augmentation avec le vieillissement de la population. De 

nombreux médicaments sont actuellement disponibles, tels que des inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine I, des bêtabloquants, des antagonistes des récepteurs de 

l’aldostérone et les antagonistes des récepteurs AT1.  

Malgré l’arsenal thérapeutique disponible, on estime que 50% des patients diagnostiqués 

décèdent dans les 5 ans après l'apparition des premiers symptômes. Il existe donc un besoin de 

découvrir de nouveaux traitements visant de nouvelles cibles avec un mode d'action différent de 

ceux déjà établis. Le développement de nouvelles molécules agissant à la fois sur l’amélioration 

de la fonction cardiaque mais aussi sur la réduction des oedèmes présents chez les patients en IC 

sévère, demeure un enjeu important. 

L’Apéline-R semble être une cible thérapeutique prometteuse pour le traitement des maladies 

cardiovasculaires. Connue pour son implication dans la régulation de l’équilibre hydrique, 

l’apéline entraîne un effet aquarétique, à la fois par une action centrale, en inhibant la libération 

de l’AVP par les neurones magnocellulaire vasopressinergiques, et par une action directe au 

niveau du rein, en s’opposant aux effets antidiurétiques de l’AVP médiés par le V2-R dans les 

canaux collecteurs. 

L’apéline est également impliquée dans plusieurs fonctions cardiovasculaires par le biais d’un 

effet vasodilatateur médié par le NO et d’un effet inotrope positif direct. De plus, il a été montré 

chez la souris, que l’administration systémique d’apéline entraîne une augmentation de la 

contractilité du myocarde, diminue les pré- et post-charges. A l’inverse, la contractilité cardiaque 

est altérée dans les modèles KO pour l’Apéline-R ou la préproapéline, à la fois spontanément et 

après ligature de l’artère coronaire. Chez l’homme, les taux plasmatiques d’apéline augmentent 

au début de l’IC mais chutent aux stades ultérieurs de la maladie. La perfusion i.v. d’apéline 

entraîne une augmentation de l’index cardiaque chez les sujets sains et les sujets atteints d’IC. 

De plus, en réponse à un stress pathologique, plusieurs études ont montré que l'axe apéline-APJ 
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était impliqué dans le remodelage myocardique et la fonction cardiaque (Foussal et al., 2010; 

Pchejetski et al., 2012). 

Mais l’utilisation de l’apéline à des fins thérapeutiques est actuellement limitée par la demi-vie 

très courte du peptide endogène dans la circulation sanguine (moins de 1 min). Pour faire face à 

ce problème, nous avons développé un analogue de K17F métaboliquement stable, le LIT01-196. 

Le LIT01-196 a déjà montré in vivo des effets bénéfiques pour corriger l’hyponatrémie dans un 

modèle expérimental de SIAD (Flahault et al., 2021). 

L’objectif de ce travail a été, tout d’abord de déterminer la demi-vie in vivo du composé après 

administration par voie s.c. chez la souris vigile. J’ai ensuite évalué les effets d’une 

administration aigüe du LIT01-196 par voie s.c. chez la souris saine anesthésiée, sur la fonction 

cardiaque mesurée par échocardiographie afin de déterminer la dose optimale de LIT01-196 pour 

induire une augmentation de la FEVG. Les résultats obtenus m’ont permis, par la suite, d’étudier 

les effets d’administration s.c. répétées de LIT01-196 (une fois par jour à la dose de 9mg/kg/jour) 

pendant 4 semaines dans un modèle expérimental d’IC obtenu après IM chez la souris. Le 

traitement a démarré 2 jours après l’IM afin d’évaluer les effets du LIT01-196 pendant le 

développement de l’IC. Pour cela, j’ai mesuré par échocardiographie différents paramètres de la 

fonction cardiaque chez des souris ayant reçu du sérum physiologique ou du LIT01-196. A la 

suite de ce traitement chronique pendant 31 jours, les paramètres hémodynamiques des souris 

ont été mesurés par cathéter intraventriculaire (Millar), les cœurs ont été prélevés pour effectuer 

des analyses histologiques afin d’évaluer l'hypertrophie et la fibrose cardiaques ainsi que la 

mesure de biomarqueurs d’IC, fibrose, inflammation et hypoxie. 
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Aims Apelin, a neurovasoactive peptide induces vasodilatation, increases cardiac contractility and 

aqueous diuresis while exhibiting anti-inflammatory and anti-fibrotic effects. Considering the 

very short in vivo apelin half-life, we previously developed and used here a metabolically 

stable apelin-17 analog, LIT01-196 to investigate its effects on cardiac function, cardiac 

hypertrophy and fibrosis in a murine myocardial infarction (MI) model.

Methods 

and results 

The in vivo half-life of LIT01-196 was determined in male Swiss mice, receiving acute 

subcutaneous (s.c.) LIT01-196 administration, and plasma LIT01-196 levels were determined 

by radioimmunoassay. Two days after permanent coronary artery ligation, mice were 

randomized into two groups for receiving once daily, a 4-week treatment by s.c. route with 

LIT01-196 (MI+LIT01-196, 9 mg/kg/day) or saline (MI+saline). Left ventricular (LV) 

function was evaluated by echocardiography and Millar catheter and Sirius red staining was 

used to assess cardiac fibrosis.  

LIT01-196 has an in vivo half-life of 2h40 min in the bloodstream after s.c. administration in 

mice. Then, 4 weeks post-MI, MI+LIT01-196 mice displayed a significant higher LV ejection 

fraction and significant smaller LV end-systolic diameters and volumes compared with 

MI+saline mice. LIT01-196 markedly and significantly reduced heart failure biomarkers 

mRNA expression and improved cardiac contractility, LV peak-systolic and end-diastolic 

pressures and arterial blood pressure, the values of which reached those found in a sham group. 

Moreover, LIT01-196 significantly reduced infarct size and cardiac fibrosis whereas it 

prevented the MI-induced decrease in the LV wall thickness.  

Conclusion LIT01-196 treatment in post-MI mice during 4 weeks improves LV function without 

decreasing arterial blood pressure and decreases remodeling. Then Apelin-R activation may 

constitute an original approach for heart failure treatment post-MI 
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Introduction  

Beside activation of the adrenergic system, activation 

of the renin-angiotensin systems (RAS) is well 

identified as a major factor contributing to the cardiac 

remodeling of the heart following acute myocardial 

infarction (MI).1,2 Through the increased production 

of angiotensin II (AngII), cardiac fibrosis develops 

and leads to the progressive increase in cardiac 

volume and diameter and ultimately to the reduction 

in ejection fraction,3,4 a hallmark of left ventricular 

heart failure (LVHF). Treatments with 

spironolactone5 as well as inhibitors of the RAS with 

angiotensin I converting enzyme (ACE) inhibitors or 

antagonists of type 1 AngII receptors (AT1R)6 are 

since a long time well known to reduce cardiac 

fibrosis and subsequent remodeling of the 

myocardium following MI. However, and despite 

these current treatments mainly based on 

antagonizing hemodynamic stress and 

neurohormonal disorders in HF there is always a high 

unmet need for novel drugs acting on new targets for 

preventing cardiac remodeling and subsequent 

hemodynamic dysfunction following MI. 

In addition to the RAS, other counter-regulatory 

hormonal systems like the natriuretic and the 

apelinergic systems are also involved in HF.7–9 

Apelin, a neuro-vasoactive peptide, is the endogenous 

ligand of the human orphan G protein-coupled 

receptor, APJ, renamed the apelin receptor (Apelin-

R).10,11 Apelin is a peptide derived from a 77-amino 

acid precursor, preproapelin10 and is expressed as 

well as its receptor in the brain, heart, kidneys and 

vessels.12–15 

Known to be involved in the regulation of body fluid 

homeostasis, apelin increases aqueous diuresis by a 

central mechanism involving inhibition of arginine-

vasopressin (AVP) release into the bloodstream16 as 

well as by a direct renal mechanism, counteracting the 

antidiuretic effect of AVP occurring via type 2 

vasopressin receptors17. Apelin is also involved in 

several cardiovascular functions through a peripheral 

nitric oxide (NO)-mediated vasodilatory effect14,18,19 

and a direct cardiac positive inotropic effect.20,21 In 

mice, systemic apelin administration increased 

myocardial contractility, decreased preload and 

afterload. Conversely, cardiac contractility is 

impaired in Apelin-R or preproapelin KO models, 

both spontaneously13 and after coronary artery 

ligation.22 Human plasma apelin levels rise in early 

HF but fall in later stages of the disease.23–25 LV 

Apelin-R mRNA expression is lower in end-stage HF 

patients with idiopathic dilated cardiomyopathy.25 

This suggests that the apelinergic system is up-

regulated during the early stages of HF (probably as 

a compensatory mechanism), but depleted at the end 

stage of the disease. In agreement with this 

conclusion, intravenous (i.v.) apelin infusion in 

humans leads to an increase in cardiac index in 

healthy and HF subjects.26 Moreover  

in response to pathological stress, apelin-APJ axis 

was shown to regulate myocardial remodeling and 

cardiac function.27,28 

Taken all together these physiological and 

pharmacological effects of apelin might contribute 

positively to counteract the deleterious consequences 

of cardiac remodeling following MI but the use of the 

natural peptide for therapeutic purposes is limited due 

to its short in vivo half-life (less than 1 min).29 For 

these reasons we previously generated LIT01-196, a 

metabolically stable apelin-17 analog.21 We 

investigated here the effects of repeated subcutaneous 

(s.c.) administrations of LIT01-196 for 4 weeks to 

improve cardiac function and to reduce cardiac 

remodeling, in an experimental model of post-MI 

induced HF in mice. 

Methods 

Drugs, antibodies, and reagents.  

LIT01-196 (200 mg) was synthesized by the 

Laboratoire d’Innovation Thérapeutique (CNRS 

UMR7200, Illkirch, France) as previously 

described.21 The chemical structure of LIT01-196 is 

shown in Figure 1A. [125I]-pE13F (monoiodinated on 

Lys8 with Bolton-Hunter reagent) was purchased 

from PerkinElmer (Wellesley, MA USA). Rabbit 

polyclonal antibodies directed against the apelin 

fragment K17F were produced in the laboratory, as 

previously described.30 Isoflurane (Isovet), ketamine 

(Imalgen 1000, Merial, Lyon, France), xylazine 

(Rompun 2%, Bayer Healthcare, Loos, France), 

lidocaïne (Lidor, Axience, Pantin, France)), 

buprenorphine (Buprecaire, Axience, France) and 

Meloxicam (Metacam, Boehringer Ingelheim, 

Germany) were obtained from Centravet (Nancy, 

France). Drugs administered s.c were diluted in 0,9% 

NaCl (saline, 1 ml/kg) for injection 
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Experimental animals.  

Adult male Swiss mice (25-30 g, 4-6 weeks) were 

purchased from Janvier Laboratories (Le Genest-

Saint-Isle, France). Animals were kept under artificial 

light 12 h light / 12 h dark cycle) with ad libitum 

access to normal food and water. The housing rooms 

were thermoregulated (18-22°C) with controlled 

hygrometry (40%-60%). All procedures conformed 

to the guidelines from Directive 2010/63/EU of the 

European Parliament on the protection of animals 

used for scientific purposes or current NIH 

guidelines. The experimental protocols were 

approved by the French Committee on Ethics in 

Animal Experimentation (CEEA n°59, Ref. 

APAFIS#22274-2019080111288819). 

Subcutaneous treatment.  

Animals were randomly assigned to three groups: 1) 

Sham receiving saline (Sham); 2) MI mice with saline 

(MI+saline); 3) MI mice with LIT01-196 

(MI+LIT01-196) at a dose of 9 mg/kg once daily for 

4 weeks by subcutaneous route (s.c.) (at different 

injection sites). The investigators were blinded to the 

treatment of each animal during the experiments. 

Drugs were always administered in the morning. 

Myocardial infarction (MI) model.  

The mouse model of HF used for this study was an 

ischemic model of MI obtained by the permanent 

surgical ligation of the descending left coronary 

artery (LAD). Surgical procedures for the myocardial 

infarction model are detailed in online supplementary 

Methods.   

Echocardiographic measurements.  

Cardiac function was assessed before surgery, 2- and 

4-weeks post-MI by transthoracic echocardiography 

with a Vevo 2100 (FUJIFILM Visualsonics Inc, 

Toronto, Canada) equipped with a linear array 22–55 

MHz MicroScan mouse cardiovascular transducer 

(MS550D) as detailed in online supplementary 

Methods.  

Invasive hemodynamic studies.  

LV hemodynamic parameters [(systolic arterial blood 

pressure (SABP), diastolic arterial BP (DABP), 

cardiac contractility (dP/dt max and min), LV peak 

systolic pressure (LVPSP) and LV end-diastolic 

pressure (LVEDP)] measurements were performed 

using a Millar catheter (Mikro-Tip Catheter 

Transducers SPR-671, Millar, Houston, USA) placed 

in the carotid artery and inserted into the LV in 

anesthetized mice. Surgical procedures for the in vivo 

hemodynamic measurement are detailed in online 

supplementary Methods. 

Histological quantification of fibrosis.  

Cardiac cryosections were stained as detailed in 

online supplementary Methods.  

Real-time quantification of heart failure and 

fibrosis biomarkers gene expression.  

Real-time quantification of gene expression from the 

cardiac apex is detailed in online supplementary 

Methods. 

Plasma Brain Natriuretic Peptide (NT-ProBNP) 

levels quantification.  

NT-ProBNP levels were determined in plasma 

samples, 4 weeks post-MI, with the Mouse Pro brain 

Natriuretic Peptide ELISA kit (CliniSciences, 

Nanterre, France), according to the manufacturer's 

instructions. 

Apelin radioimmunoassay.  

Plasma apelin levels were measured by 

radioimmunoassay (RIA), as previously 

described16,31 using the K17F antiserum that we 

produced and previously characterized,21 as detailed 

in online supplementary Methods. The antibody 

directed against K17F recognized K17F and LIT01-

196 with a similar affinity (IC50 values: 0.11 ± 0.01 

nmol/l and 0.56 ± 0.04 nmol/l, respectively). Mean 

IC50 values for inhibition of the binding of 

[125I]pE13F to the apelin antiserum were 0.28 ± 0.08 

nM. The minimal concentration of pE13F required 

for significant displacement of the tracer was 6 fmol. 

Statistical analysis.  

Data are expressed as mean ± SEM. Differences were 

analyzed by one-way or two-way ANOVA analysis 

of variance followed by Sidak’s or Tukey’s post hoc 

test for multiple comparisons as appropriate in 

experiments including ≥ 3 groups. The normality of 

the data was assessed visually and with the Shapiro-

Wilk normality test. A minimum value of P < 0.05 

was considered statistically significant. Statistical 

analyses were conducted using GraphPad Prism 

software 8.0.   

 

.
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Results  

In vivo half-life of LIT01-196.  

The antibody directed against K17F used to measure 

plasma LIT01-196 levels recognized K17F and 

LIT01-196 with a similar affinity (IC50 values: 0.11 ± 

0.01 nmol/l and 0.56 ± 0.04 nmol/l, respectively). 

Plasma apelin-immunoreactive (apelin-IR) baseline 

levels correspond to plasma endogenous apelin levels 

and plasma apelin + LIT01-196 levels after s.c. 

administration of LIT01-196 (9 mg/kg = 2700 

nmol/kg) correspond to plasma endogenous apelin 

levels plus plasma LIT01-196 levels.   

In conscious mice, basal plasma apelin-IR levels were 

0.6 ± 0.1 pmol/ml. The time course of plasma apelin 

+ LIT01-196 levels after s.c. administration of 

LIT01-196 to conscious mice was shown in Figure 

1B. LIT01-196 treatment led to a sharp increase in 

plasma apelin+LIT01-196 levels, reaching the Cmax 

value (164 ± 18 pmol/ml) at 90 min after s.c. 

administration. Then plasma apelin+LIT01-196 

levels decreased rapidly to return to basal values after 

12 h (1.2 ± 0.1 pmol/ml. The analysis of the rate of 

disappearance of plasma apelin+LIT01-196 levels 

after LIT01-196 treatment was performed using an 

exponential one phase decay equation (GraphPad 

Prism). The kinetic of disappearance corresponded to 

a first-order elimination model (r = 0.96), leading to 

an in vivo half-life for LIT01-196 in the mouse 

bloodstream after s.c. administration of 142 min 

(Figure 1B), a value very similar to the half-life of 

LIT01-196 in the rat bloodstream 156 min as 

previously shown.29 

 
Figure 1 In vivo half-life of LIT01-196 and effects of acute s.c. saline and LIT01-196 administration on LV ejection fraction (LVEF) 

and heart rate (HR) in control mice. (A) Chemical structure of LIT01-196. (B) In vivo half-life of LIT01-196 following acute s.c. 

administration (2700 nmol/kg=9 mg/kg) in conscious mice (for each time n = 3 to 7). (C) LVEF (%) and (D) HR (bpm) were measured 

by echocardiography in mice, at different times, after acute administration by s.c. route of LIT01-196 at different doses (green line, 

300 nmol/kg, n = 6; red line, 900 nmol/kg, n = 6; blue line, 2700 nmol/kg, n = 6), or saline (black line, 1 ml/kg, n = 6). Data are 

presented as mean ± SEM. Multiple comparison tests were performed using two-way ANOVA followed by Tukey’s tests. ** P <0.01. 

Determination of the dose of LIT01-196 to 

observe after acute administration an effect on 

left ventricular ejection fraction in control 

mice.  

The effects of acute LIT01-196 administration on 

LVEF in control mice were shown in Figure 1 and 

online supplementary Table S1. Acute s.c 

administration of LIT01-196 at the dose of 1 or 3 

mg/kg (300 or 900 nmol/kg, n = 6 for each group) did 

not induce any significant change in LVEF when 

compared to saline-treated mice (Figure 1C). In 

contrast s.c. administration of LIT01-196 at the dose 

of 9 mg/kg (n = 6) induced a progressive increase in 
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LVEF. The increase in LVEF was significant after 2 

h (66.3 ± 1.0 %), maximal after 3 h (67.8 ± 1.4 %) 

and still present after 5 h when compared to control 

mice receiving saline (1 ml/kg, n = 6). After 24 h, the 

LVEF of mice in the different groups had returned to 

their initial value (baseline) (Figure 1C). Acute s.c. 

LIT01-196 administration did not cause any change 

in HR whatever the dose used (Figure 1D). 

Therefore, the dose of 9 mg/kg of LIT01-196 given 

by s.c. route was selected to study the effects of 

chronic administration of this compound for 4 weeks 

on cardiac function in mice post-MI. 

Effects of chronic LIT01-196 treatment on 

cardiac function.  

A total of 84 mice were randomized to MI or sham 

surgery, 24 mice died during the surgical procedure 

(29% mortality in the MI groups). All mice died from 

ventricular fibrillation within 60 min of left anterior 

descending coronary artery ligation. No mortality 

was observed during the subsequent stages of the 

study in sham-operated mice (Sham). Mortality in the 

MI+vehicle and the MI+LIT01-196 groups during the 

subsequent stages of the study was 35% and 15% 

respectively. In total, 7 mice with infarct sizes of 

<15% were excluded from the analysis (4 mice in the 

MI-vehicle group, 3 mice in the MI+ LIT01-196 

group), leaving a total of 39 mice for the current 

analysis. The final group sizes were 14 for Sham, 13 

for MI+vehicle mice, 12 for MI+LIT01-196 mice. 

MI was induced by ligation of the LAD on day 0, then 

2 days after surgery, s.c. treatment of the animals was 

initiated, either with saline (1 ml/kg) or LIT01-196 (9 

mg/kg), once daily during 4 weeks (Figure 2A). As 

expected, MI resulted in a reduction in LVEF at 2- 

and 4-weeks post-MI compared with the 

corresponding values obtained in Sham (Figures 2B, 

2C and 2E, Table 1). At 2- and 4-weeks post-MI, 

LVEF was significantly higher in MI+LIT01-196 

mice compared to the MI+saline group (Figure 2E, 

Table 1). The LVEF values in the MI+LIT01-196 

group at 2- and 4-weeks post-MI remained 

significantly lower than the corresponding values 

measured in Sham (Figure 2D and 2E, Table 1). 

Effects of chronic LIT01-196 treatment on LV 

dilatation and LV wall thickness 

At 4 weeks post-MI, the mean body weight was 

identical in the 3 groups of mice (Sham: 41.0 ± 0.7 g, 

MI+saline: 39.6 ± 1.0 g and MI+LIT01-196: 38.9 ± 

1.0 g). At 2- and 4-weeks post-MI, MI resulted in 

significant LV dilatation as shown by the significant 

increase in LVEDD, LVESD, LVEDV, LVESV and 

fractional shortening (FS) observed in the MI+saline 

group compared to Sham (Figure 2F-I, Table 1; 

online supplementary Figure S1A and Table S2). 

LIT01-196 treatment significantly reduced LVESD 

when compared to MI+saline mice, at two and 4 

weeks post-MI (Figure 2G, Table 1) but remained 

nevertheless significantly higher than the 

corresponding values obtained in Sham (Figure 2G, 

Table 1) MI+LIT01-196 mice displayed a non-

significant decrease in LVEDD when compared to 

MI+saline mice at 2- and 4-weeks post-MI (Figure 

2F, Table 1) but were also not significantly different 

from the corresponding values obtained in Sham at 2 

weeks post-MI whereas after 4 weeks, they became 

significantly different (Figure 2F, Table 1).  

Treatment with LIT01-196 significantly decreased 

LVESV when compared with MI+saline mice after 2- 

and 4-weeks post-MI but remained significantly 

different from basal values measured in Sham 

(Figure 2I, Table 1). Similarly, treatment with LIT01-

196 for 2- and 4-weeks decreased LVEDV to values 

which were not significantly different from those 

found in MI+saline mice but were also not 

significantly different from the corresponding values 

obtained in Sham at 2 weeks post-MI whereas after 4 

weeks, they became significantly different (Figure 

2H, Table 1).  

In MI+LIT01-196 mice, FS significantly increased 

when compared to MI+saline mice at 2- and 4-weeks 

post-MI but remained significantly lower than the 

corresponding values measured in Sham (online 

supplementary Figure S1A and Table S2). 

LV posterior wall thickness in systole (LVPWs) and 

diastole (LVPWd) values were shown in online 

supplementary Figure S1C and D, Table S2. Only 

LVPWs was significantly decreased in MI+saline 

mice at 4 weeks post-MI when compared to Sham. 

LIT01-196 treatment during for 4 weeks significantly 

increased LVPWs when compared to MI+saline, 

reaching control values measured in Sham. 

Treatment with LIT01-196 for 4 weeks post-MI did 

not modify HR when compared to MI+saline or Sham 

(sham: 496 ± 17 bpm, MI ± saline: 516 ± 18 bpm and 

MI ± LIT01-196: 445 ± 26 bpm). 
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Table 1: Absolute values (mean ± SEM) of the different parameters measured by echocardiography after chronic 

treatment with LIT01-196 

  
weeks 

Post-MI 

Sham  

(n=14) 

MI + saline  

(n=13) 

MI + LIT01-196  

(n=12) 

Fig. 2E - LVEF (%) 
2 60.2 ± 1.0  44.5 ± 1.1#### 52.8 ± 0.8****, ####  

4 60.2 ± 1.1 39.5 ± 0.9#### 51.6 ± 1.0****, #### 

Fig. 2F – LVEDD (mm) 
2 4.7 ± 0.1 5.2 ± 0.1### 5.0 ± 0.1NS, ns 

4 4.7 ± 0.1 5.4 ± 0.1## 5.3 ± 0.1NS, # 

Fig. 2G – LVESD (mm) 
2 3.2 ± 0.1 4.1 ± 0.1#### 3.6 ± 0.1**, ## 

4 3.2 ± 0.1 4.3 ± 0.1#### 3.9 ± 0.1*, ###  

Fig. 2H - LVEDV (µl) 
2 102.6 ± 2.8 133.1 ± 6.3## 119.0 ± 6.3NS, ns 

4 104.0 ± 4.9 142.6 ± 9.0## 134.0 ± 8.1NS, # 

Fig. 2I - LVESV (µl) 
2 40.9 ± 1.6 74.2 ± 4.3#### 56.4 ± 3.5*, ## 

4 41.7 ± 2.7 86.3 ± 5.8#### 65.3 ± 4.8*, ## 

# P < 0.05 vs sham operated mice 
# # P < 0.01 vs sham operated mice 
# # # P < 0.001 vs sham operated mice 
# # # # P < 0.0001 vs sham operated mice 
ns, not significant vs sham operated mice 

* P < 0.05 vs MI + saline group 
** P < 0.01 vs MI + saline group 
**** P < 0.0001 vs MI + saline group 
NS, not significant vs MI + saline group 
 

Effects of chronic treatment with LIT01-196 on 

hemodynamic parameters.  

Thirty one days post-MI, SABP and DABP were 

significantly decreased in MI+saline mice when 

compared to Sham (Figure 3A and 3B, Table 2). In 

MI+LIT01-196 mice, SABP and DABP were 

significantly increased when compared to MI+saline 

mice and not significantly different from control 

values measured in Sham (Figure 3A and 3B, Table 

2).  

Thirty one days after MI, MI+saline mice exhibited a 

decrease in dP/dt max and increase in dP/dt min as 

compared to Sham (Figure 3C and 3D, Table 2). 

Chronic treatment with LIT01-196 for 31 days post-

MI improved cardiac contractility when compared 

with MI+saline mice as shown by the improvement 

of dP/dt max and dP/dt min values which became not 

significantly different from those measured in Sham 

(Figure 3C and 3D, Table 2). Chronic LIT01-196 

treatment for 31 days post-MI, also significantly 

increased LVPSP and decreased LVEDP when 

compared with MI+saline mice (Figure 3E and 3F, 

Table 2). Furthermore, LVPSP and LVEDP values in 

MI+LIT01-196 mice were similar to those measured 

in Sham (Figure 3E and 3F, Table 2). Treatment with 

LIT01-196 for 31 days post-MI did not modify HR 

when compared to MI+saline or Sham (Table 2). 

Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase-2 

(SERCA-2) mRNA levels significantly decreased by 

67% in the cardiac apex when compared to Sham 

(Table 2, online supplementary Figure S2A).  

 
Figure 4 Hemodynamic parameters in mice treated with LIT01-

196 or saline after 4 weeks of myocardial infarction. 

Measurement of: (A) SABP, (B) DABP, (C) dP/dt max, (D) dP/dt 

min, (E) LVPSP and (F) LVEDP in anaesthetized mice receiving 

during 28 days, a s.c. saline solution. (gray bars and circles, 1 
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ml/kg, n=5-6 animals) for sham and MI+saline mice (blue bars 

and squares, 1 mL/kg, n=5-6 animals), or LIT01-196 for 

MI+LIT01-196 mice (orange bars and triangles, 2600 nmol/kg, 

n=5-6 animals) 3 h before measurement. The right carotid artery 

of the mice was catheterized as described in the methods section. 

Data are presented as mean ± SEM. Multiple comparison test 

performed by one-way ANOVA with Tukey adjustment for 

multiple comparisons. n.s.: P >0.05, * P <0.05, ** P <0.01, *** 

P <0.001, **** P <0.0001. 

Chronic LIT01-196 treatment for 31 days post-MI 

significantly increased SERCA-2 mRNA expression 

when compared with MI+saline mice which 

nevertheless remained lower than the corresponding 

value measured in Sham (Table 2, online 

supplementary Figure S2A). 

Table 2. Absolute values (mean ± SEM) of heart hemodynamic parameters after chronic treatment with LIT01-196, 

during 31 days in mice post MI 

  Sham n MI+saline n MI+LIT01-196 n 

Fig. 3A - SABP (mmHg)  126.1 ± 5.8 6 90.8 ± 3.9## 6 117.7 ± 7.7*, ns 6 

Fig. 3B - DABP (mmHg) 86.8 ± 5.6 6 63.7± 4.8# 6 85.0 ± 6.0*, ns 6 

Fig. 3C - dP/dt max (mmHg/sec) 7226 ± 498 6 3161 ± 712### 6 5880 ± 353**, ns 6 

Fig. 3D - dP/dt min (mmHg/sec) -5974 ± 538 6 -2748 ± 586### 6 -5282 ± 329**, ns 6 

Fig. 3E- LVPSP (mmHg) 122.8 ± 9.0 5 76.3 ± 6.0## 5 107.7 ± 7.7*, ns 5 

Fig. 3F- LVEDP (mmHg) -5.9 ± 1.2 5 5.3 ± 3.0# 5 -7.3 ± 3.2*, ns 5 

Heart rate (bpm) 283 ± 12 6 267 ± 11ns 6 281 ± 6NS, ns 6 

Fig. S2B- Relative mRNA expression of 

SERCA-2 (AU) 
507 ± 17 10 167 ± 19#### 10 310 ± 18****, #### 10 

# P < 0.05 vs sham operated mice 
# # P < 0.01 vs sham operated mice 
# # # P < 0.001 vs sham operated mice 
# # # # P < 0.0001 vs sham operated mice 
ns, not significant vs sham operated mice 

* P < 0.05 vs MI + saline group 
** P < 0.01 vs MI + saline group 
NS, not significant vs MI + vehicle group 

 

Effects of chronic treatment with LIT01-196 on 

heart failure biomarkers  

HF biomarkers were assessed by quantitative real-

time polymerase chain reaction (RT-qPCR) in the 

apex (Figure 4, online supplementary Table S3). MI 

significantly increased Atrial natriuretic factor (Anf) 

and Brain natriuretic peptide (Bnp) (Figure 4A and 

4B) mRNA levels, confirming the relevance of the 

post-MI mouse model as a model of HF with reduced 

EF. LIT01-196 treatment for 31 days post-MI in mice 

significantly reduced Anf and Bnp mRNA levels 

when compared to MI+saline mice (Figure 4A and 

4B). A significant increase in plasma NT-ProBNP 

levels was also observed at 31 days post-MI in mice 

treated with saline when compared to Sham (Figure 

4C). However, after 31 days of treatment with LIT01-

196, a significant decrease in plasma NT-ProBNP 

levels was observed when compared to the MI+saline 

group (Figure 4C). 

 

 
Figure 4 Chronic treatment with LIT01-196 reduces the 

expression of heart failure biomarkers. (A-B) Anf and Bnp mRNA 

levels, (C) Plasma NT-ProBnp levels 

Effects of chronic treatment with LIT01-196 on 

cardiac fibrosis and hypoxia. 

We investigated the effects of LIT01-196 treatment 

during 31 days in mice post-MI on cardiac fibrosis by 

quantifying, on 10-µm-thick heart sections, the 

percentage of collagen type I (Col I) and III (Col III) 

fibers after Sirius red staining (Figure 5A). The 

percentage of cardiac fibrosis quantified in the total 

heart significantly increased in MI+saline mice when 

compared to Sham (Figure 5B, Table 3). 
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Figure 5 Chronic treatment with LIT01-196 reduces infarct size and fibrotic remodeling induced by myocardial infarction in mice. (A) 

Representative Sirus red staining heart sections (10-µm-thick) of mice subjected to MI or sham surgery and given 1 ml/kg/day s.c. of 

saline solution or 9 mg/kg/day of LIT01-196 for 31 days followed by collection of heart. (B) Quantification of fibrosis on total heart 

(n=13 for Sham; n=14 for MI+saline group and n=12 for MI+LIT01-196 group). (C-H) Relative mRNA levels for fibrosis markers 

Ctgf, Col I, Col III, Tgf-β, α-Sma, Sphk1 normalized against Sham with two housekeeping genes (Hmbs and Sdha) as a reference, 31 

days post-MI in the cardiac apex. (I) Evaluation of MI size on total heart. Mean ± SEM of 9 to 14 mice for each set of conditions. One-

way ANOVA followed by Tukey’s tests for multiple comparisons. n.s.: P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 

0.0001. 
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Treatment with LIT01-196 for 31 days post-MI 

strongly reduced cardiac fibrosis when compared to 

MI+saline mice (Figure 5B, Table 3). The mRNA 

expression levels for genes involved in fibrosis, such 

as Connective tissue growth factor (Ctgf, Figure 5C), 

Col I (Figure 5D), Col III (Figure 5E), Transforming 

growth factor-β (Tgf-β) (Figure 5F), α-Smooth 

muscle actin (α-Sma) (Figure 5G) and Sphingosine 

Kinase 1 (SphK1) (Figure 5H) were significantly 

higher in MI+saline mice than in Sham (Table 3). 

After LIT01-196 treatment during 31 days in mice 

post-MI, mRNA levels for cardiac fibrosis 

biomarkers were significantly decreased when 

compared with MI+saline mice but remained 

significantly higher than in Sham, except for α-Sma 

which returned to control values measured in Sham 

(Table 3). 

Hif1-α mRNA expression, a hypoxia biomarker, was 

higher in the MI+saline group than in the Sham group 

(Table 3, online supplementary Fig. S2B). After 

LIT01-196 treatment during 31 days in mice post-MI, 

Hif1-α mRNA expression was significantly 

decreased when compared with MI+saline mice but 

remained significantly higher than the corresponding 

value measured in Sham (Table 3, online 

supplementary Fig. S2B). 

On heart sections, after Sirius red staining, we 

measured the LV infarct size. The average LV infarct 

size 31 days post-MI was 29 % and was significantly 

decreased by treatment with LIT01-196 to 18% 

compared to MI+saline mice (Figure 5I, Table 3). 

 

Table 3. Absolute values (mean ± SEM) of cardiac fibrosis and hypoxia after chronic treatment with LIT01-196 

administered, during 31 days in mice post MI  

  Sham n MI+saline n MI+LIT01-196 n 

Fig. 5B - Fibrosis area (% of 

total heart) 
2.5 ± 0.4 12 41.8 ± 2.3#### 13 27.6 ± 2.5****, #### 12 

Fig. 5C - Relative mRNA 
expression of Ctgf (AU) 

4.3 ± 0.5 10 27.6 ± 3.9#### 10 18.1 ± 2.2*, ## 10 

Fig. 5D – Relative mRNA 

expression of Col I (AU) 
2.9 ± 0.2 10 27.4 ± 3.4#### 10 17.1 ± 2.8**, ### 10 

Fig. 5E – Relative mRNA 

expression of Col III (AU) 
1.9 ± 0.1 8 21.0 ± 2.3#### 10 10.7 ± 1.7***, ## 10 

Fig. 5F – Relative mRNA 

expression of Tgf-β (AU) 
2.0 ± 0.1 10 5.2 ± 0.4#### 10 3.8 ± 0.5*, ## 9 

Fig. 5G – Relative mRNA 

expression of α-Sma (AU) 
4.0 ± 0.3 10 7.5 ± 0.6#### 10 5.4 ± 0.5*, ns 9 

Fig. 5H – Relative mRNA 

expression of Sphk1 (AU) 
0.04 ± 0.006 10 0.5 ± 0.07#### 10 0.2 ± 0.02****, # 10 

Fig. 5I - MI size (% of total 

heart) 
2.2 ± 0.4 12 28.9 ± 2.1#### 13 18.0 ± 1.9***, #### 12 

Fig. S2A- Relative mRNA 

expression of Hif1-⍺ (AU) 
2.2 ± 0.1 10 5.9 ± 0.4#### 10 4.9 ± 0.3*, #### 10 

# # P < 0.01 vs sham operated mice 
# # # P < 0.001 vs sham operated mice 
# # # # P < 0.0001 vs sham operated mice 
 

* P < 0.05 vs MI + saline group 
** P < 0.01 vs MI + saline group 
*** P < 0.001 vs MI + saline group 
**** P < 0.0001 vs MI + vehicle group 
 

Discussion  

We demonstrate in this study that the chronic s.c. 

administration of a metabolically stable K17F analog, 

LIT01-196, for 4 weeks in mice post-MI improves 

cardiac function by increasing LVEF and maintaining 

normal hemodynamic parameters such as dP/dt max 

and min, LVEDP and LVPSP without decreasing BP 

and reduces cardiac remodeling by limiting infarct 

size, ventricular dilatation, LV wall thinning, and 

cardiac fibrosis. These results provide evidence for a 

critical role of apelin in the regulation of cardiac 

function and remodeling post-MI and suggest the use 

of Apelin-R agonists as a new therapeutic approach 

to prevent the development of HF post-MI. 

We previously showed that LIT01-196 bound to the 

Apelin-R with a subnanomolar affinity, behaved as a 

full agonist for cAMP production, ERK1/2 

phosphorylation, ß-arrestin recruitment, and Apelin-

R internalization and was much more stable in plasma 

(half-life >24 h than K17F (4.6min).21 In the present 
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study, we show that LIT01-196 has an in vivo half-

life of 2 h 40 min in the bloodstream after acute s.c. 

administration in mice. This leads 1h and 30 min after 

LIT01-196 administration at the dose of 9 mg/kg to a 

maximal plasma concentration of 164 nM, 

corresponding to a concentration 2050 times higher 

than its affinity (Ki: 0.08 nM) for the murine Apelin-

R21 and which remains 125 times above the Ki value 

eight hours after administration. The increase of the 

in vivo half-life of LIT01-196 in the blood circulation 

is probably due to the fact that LIT01-196 displays a 

69% binding to plasma proteins32, leading to its 

protection from enzymatic degradation and to the 

reduction of its renal clearance. 

Subsequently, we have determined in control mice 

the optimal dose of LIT01-196 (9 mg/kg, s.c) able to 

significantly improve cardiac performance 

independently from HR and used it for chronic 

treatment in mice post MI. 

Chronic s.c. administration of LIT01-196 in mice 

post-MI during 4 weeks improves cardiac function as 

shown by the significant increase in LVEF, FS, 

LVPSP and the improvement of LVEDP. The latter 

effect is in agreement with the effect of the non-

peptidic Apelin-R agonist, AM-8123, which was 

shown to improve diastolic function in rats post-MI.33 

The LVEDP improvement may reflect a better 

volume regulation since LIT01-196 was shown to be 

a potent aquaretic by inhibiting in the collecting duct 

the anti-diuretic action of AVP, improving 

preload.21,32  

Chronic LIT01-196 administration also improved 

cardiac contractility as shown by the improvement of 

dP/dt max and dP/dt min as compared to MI+saline 

group. SERCA2 is the primary cardiac isoform 

regulating intracellular Ca2+ homeostasis.34 Its 

downregulation in HF leads to a loss of cardiac 

contractility whereas increased expression of 

SERCA2a improves contractility.35,36 In our study, 

SERCA2 mRNA expression in the LV tissue was 

decreased post-MI as previously shown.37 LIT01-196 

treatment significantly doubled SERCA2 mRNA 

expression compared to MI+saline mice. Therefore, 

the favorable effect of LIT01-196 on cardiac 

contractility post-MI could be related in part to the 

increased SERCA2 expression which increases 

sarcoplasmic reticulum Ca2+ content, involved in 

excitation–contraction coupling.  

Interestingly, LIT01-196 treatment prevented the 

decrease in SABP and DABP induced by MI at 4 

weeks. Indeed, SABP and DABP values after LIT01-

196 treatment were similar to the corresponding 

values measured in Sham. This is in agreement with 

the effect of LIT01-196 on LVPSP, the value of 

which was not significantly different from that 

measured in the sham group. This could be related to 

the vasodilatory effect of LIT01-196,38 improving 

afterload as previously shown for apelin.39 

Hypotension is a well-known adverse effect of ACE 

inhibitors and careful dose-titration is strongly 

recommended when initiating ACE inhibitor 

treatment in patients with acute MI.40 Therefore, our 

data suggest that LIT01-196 could have the advantage 

of improving cardiac function without lowering BP. 

The improvement in cardiac function on LIT01-196 

treatment was confirmed by the significant decrease 

in the mRNA expression of HF biomarkers in the 

apex , such as Bnp41 and Anf42 or in plasma NT-

proBNP levels accompanied by a reduction in Hif1-α 

mRNA expression, an hypoxia biomarker, suggesting 

a reduction of cardiomyocytes hypoxia.43 

Chronic LIT01-196 treatment also significantly 

attenuates the increases in LV diameter and volume, 

decreasing LV dilatation. It also prevented the 

decrease in the thickness of the LV posterior wall 

induced by MI and reduces the infarct size. These 

changes  demonstrate a cardioprotective role for 

LIT01-196 in cardiac remodeling and are in 

agreement with previous studies44,45 showing that 

chronic apelin-13 treatment in mice post-MI 

decreases infarct size, improves cell survival and 

promotes angiogenesis  

Adverse cardiac remodeling is also associated with 

increased interstitial collagen deposition, enhanced 

fibrosis and fibrosis-related gene expression. The 

most striking effect of LIT01-196 appears to be its 

ability to strongly decrease cardiac fibrosis within the 

whole heart as shown by the reduced Sirius red 

staining of heart sections in mice post-MI treated with 

LIT01-196, an effect also observed after 

intramyocardial injection of a lentivector expressing 

apelin into a mouse MI model.36 TGF-β plays a key 

role in the activation of cardiac fibroblasts following 

MI46 and increases Sphk1 expression, known to 

mediate TGF-β stimulated collagen production.47 We 

found that the mRNA expression of fibrosis 

biomarkers, Ctgf, collagen I, collagen III, TGF-β, α-

SMA and Sphk1 were largely increased in the hearts 

of MI mice treated with saline but significantly 

reduced by LIT01-196 treatment. The mRNA levels 
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Supplementary Information 

Supplemental Methods 

Myocardial infarction (MI) model.  
Male adult Swiss mice were anesthetized with a mixture 

of 100 mg/kg ketamine (Imalgene 1000) and 10 mg/kg 

xylazine (Rompun 2%) via intraperitoneal injection, 

intubated and ventilated at a rate of 200 

insufflations/min, with a mean insufflate volume of 0.3 

ml (Bioseb, France). The skin was shaved, disinfected 

with 10% povidone (Betadine, Mylan Medical, France). 

Local analgesia was achieved by a 4 mg/kg s.c. injection 

of lidocaine (Lidor) at the incision site, and the heart was 

exposed by left thoracotomy between the third and 

fourth. ribs. The LAD coronary artery was permanently 

ligated between the pulmonary artery trunk and the left 

atrial appendage with 8/0 PVDF suture. Pain before, 

during, and after surgery was prevented by s.c. injection 

of 1 mg/kg meloxicam (Metacam). After surgery, pain 

due to ischemia was prevented by a subcutaneous 

injection of 0.04 mg/kg buprenorphine (Buprecaire). 

Mortality due to surgical procedures was approximately 

20% in all groups. The same surgical procedure was 

performed without LAD coronary artery ligation in 

sham-operated mice. 

Echocardiographic measurements  
Measurements were obtained in anesthetized mice and 

performed 3 h after s.c. injection of LIT01-196 (9  

 

mg/kg) or NaCl (0.9%) according to the assigned 

groups. Anesthesia was induced by 4% isoflurane and 

maintained at 1.0-1.5% during echocardiography 

images acquisition. The Left Ventricular Ejection 

Fraction (LVEF), cardiac diameters [LV end-systolic 

diameter (LVESD) and LV end-diastolic diameter 

(LVEDD)] and volumes [LV end-systolic volume 

(LVESV) and LV end-diastolic volume (LVEDV)], and 

heart rate (HR) were determined as previously 

described.49 All parameters were measured at least 3 

times, and the means are presented, as detailed in table 

S1. 

Hemodynamic studies. 
Mice were anesthetized with an intraperitoneal injection 

of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). The 

right carotid artery was accessed via a mid-cervical 

incision and lightly dissected to isolate the carotid from 

the nerve. After distal ligation and proximal clamping, 

the artery was cut, opened, and the Millar pressure 

catheter was inserted. The Millar catheter was slipped 

into the left ventricle after passing the aortic sigmoid 

valve. Millar Pressure signals were recorded and 

analyzed with Labchart software version 8.1.17 (AD 

Instruments, Oxfordshire, United Kingdom) as detailed 

in table S2. The hemodynamic parameters are measured 

several minutes after the signal stabilization. 
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Histological quantification of fibrosis.  
After euthanasia of the animals, the hearts were 

immediately harvested and fixed in Tissue Freezing 

Medium (Leica, Mount Waverley, Australia) and frozen 

in liquid nitrogen-cooled isopentane to be cut into 10 

µm-thick cryosections on a cryostat (CryoStar NX70, 

Thermo Scientific, Waltham, USA). Cardiac 

cryosections were stained with a picrosirius red solution 

(VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Cardiac sections 

were visualized using an Axioscan 7 vertical slide 

scanner (Zeiss, Marly-le-Roi, France). The entire 

cardiac section was analyzed with a macro in Fiji to 

determine infarct size, and cardiac fibrosis in total area 

was blindly scored in 3 random sections per sample. 

Real-time quantification of gene expression. 
Total RNA was extracted from the apex using TRIzol 

reagent (Sigma T9424). A total of 250 ng of RNA was 

used for reverse transcription with the High Capacity 

Kit (Thermo Fisher Scientific, Saint-Herblain, France). 

The cDNA reverse transcription kit (Thermo Fisher 

Scientific, Saint-Herblain, France) and random primers, 

according to the manufacturer. The qPCR reactions 

were performed with a Light Cycler® 480 system 

(Roche Diagnostics) and SYBR Green Master Mix 

(Thermo Fisher Scientific, Saint-Herblain, France), we 

performed the reaction in duplicate for each sample. 

The average expression values of one gene HPRT 

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase), was used as 

reference. The cDNA from the sham group core was 

used as a calibrator for all experiments. Data were 

collected and analyzed with LightCycler® 480 version 

1.5.0 software (Roche Diagnostics). The sequences of 

the primers used (5’ to 3’) were: 
Gene Forward Reverse 

Anf ATCTGCCCTCTTGAAAAGCA GCTCCAATCCTGTCAATCCT 

Bnp CAGCTCTTGAAGGACCAAGG AGACCCAGGCAGAGTCAGAA 

Col III AAAGAGGATCTGAGGGCTCG TCACCTCCAACTCCAGCAAT 

Col I ATTCCCGTTCGAGTACGGAA CTCGATCTCGTTGGATCCCT 

Ctgf ACTCTGCCAGTGGAGTTCAA TTACGCCATGTCTCCGTACA 

Hif-1α ACAACTGCCACCACTGATGA GCCTTAGCAGTGGTCGTTTC 

Tgf-ß GTCACTGGAGTTGTACGGCA GGGCTGATCCCGTTGATTTC 

Serca CACACCGCTGAATCTGAC GGAAGCGGTTACTCCAGT 

Sphk1 CTCTCATCTCGACTTCGTCC GGGCGGCCAGATTTTTAGC 

α-SMA GAGAAGCCCAGCCAGTCG CTCTTGCTCTGGGCTTCA 

Apelin radioimmunoassay in plasma samples. 

Preparation of plasma samples. Male SWISS mice 

(25-30g, 4-6 weeks) were injected with 2700 nmol/kg of 

LIT01-196 or saline subcutaneously (3-7 animals per 

point). Trunk blood (~ 1 ml) was collected, at different 

time points (0.5, 1.5, 4, 6, 8, 12 h), in chilled tubes 

containing 0.05 ml of 0.3 M EDTA (pH 7.4) on ice and 

centrifuged at 1,800 g at 4°C for 15 min. Plasma (0.5 

ml) was mixed with 0.05% BSA and acidified with 

0.175 ml of 3 M HCl and stored at -80°C until use for 

apelin RIA.  

Apelin radioimmunoassay. After thawing on ice, the 

samples were centrifuged at 20,000 x g at 4°C for 10 

min. Apelin was extracted from plasma by mixing the 

supernatant with 0.3 ml of 0.1% BSA in H2O and 1 ml 

of 1% trifluoroacetic acid (TFA) - 0.1% BSA, and 

running the mixture on a Sep-Pak C18 cartridge 

(Waters) previously washed with 2 ml 100% acetonitrile 

and equilibrated with 5 ml 1% TFA - 0.1% BSA. The 

columns then were washed with 3 ml 1% TFA - 0.1% 

BSA and apelin was eluted with 1.5 ml 100% 

acetonitrile. The samples were dried and dissolved in 

0.6 ml of RIA buffer (19 mM NaH2PO4 • H2O, 81 mM 

Na2HPO4 • 2H2O, 50 mM NaCl, 0.1% TritonX-100, 

0.01% NaN3, 0.1% BSA).  

Plasma apelin levels were determined by RIA. Samples 

(0.1ml) were mixed with 125I labeled pE13F (iodinated 

on Lys8 by the Bolton and Hunter method, 2200 

Ci/mmol, Perkin- Elmer, Waltham, MA; 0.05 ml, 19000 

dpm) and polyclonal K17F antiserum (0.05 ml, final 

dilution: 1/4500) to give a total volume of 0.2 ml and 

were incubated at 4°C overnight.  

We then added 0.1 ml of GARGG and NRS (Goat anti-

rabbit IgG Antiserum and Normal Rabbit Serum, 

Peninsula, BMA Biomedicals). After 2 h of incubation 

at room temperature, we added 0,5ml of RIA buffer and 

centrifuged the tubes at 2,600 x g at 4°C for 20 min. The 

supernatant was removed and the radioactivity of the 

precipitates was measured.  

The detection limit was 6 fmol/ml, and the 

quantification limit was 12 fmol/ml. The within- and 

between-assay coefficients of variation were 3 and 5%, 

respectively.31 The recovery (mean ± SEM) was 91 ± 

3% and the values for apelin levels were corrected for 

recovery.  
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Supplemental Figures 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1. Effects of chronic treatment 

with LIT01-196 on fractional shortening, 

left ventricular mass and left ventricular 

posterior wall thickness. (A) FS (%). (B) 

LV Mass (mg). (C) LVPWd (mm), (D) 

LVPWs (mm). 

 

 

 

 

 

 

Figure S2. Effects of chronic treatment 

with LIT01-196 on the expression of 

fibrosis and hypoxia biomarkers. (A) 

Hif1-α mRNA levels (AU), (B) SERCA 

2a mRNA levels (AU). 
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Supplemental Tables 

Table S1. Absolute values (mean ± SEM) of the parameters shown in Figure 1C and D 

 Time (h) Saline (n=6) LIT01-196 

Dose 
 

 
300 nmol/kg 

(n=6) 

900 nmol/kg 

(n=6) 

2700 nmol/kg 

(n=6) 

Figure 1C - LVEF (%) 

0 62.2 ± 2.4 57.8 ± 1.8NS 58.4 ± 1.1NS 59.3 ± 0.7 

1 57.6 ± 2.1 59.0 ± 1.5NS 56.0 ± 2.5NS 60.9 ± 2.3 

2 59.3 ± 1.1 59.0 ± 1.6* 55.0 ± 2.3* 66.3 ± 1.0## 

3 56.1 ± 1.9 59.1 ± 1.8* 59.2 ± 3.3NS 67.8 ± 1.4## 

4 59.7 ± 2.1 57.0 ± 1.9NS 60.7 ± 2.6NS 64.1 ± 1.8 

5 58.1 ± 2.8 56.1 ± 2.2NS 59.5 ± 1.4NS 63.6 ± 2.6 

6 59.9 ± 1.0 57.3 ± 2.7NS 59.7 ± 1.2NS 57.8 ± 2.3 

24 57.1 ± 2.3 56.2 ± 1.5NS 56.1 ± 0.7NS 58.3 ± 2.9 

Figure 1D - Heart rate (bpm) 

0 477 ± 15 466 ± 14 510 ± 29 470 ± 16 

1 487 ± 26 533 ± 26 407 ± 57 469 ± 28 

2 503 ± 30 534 ± 14 458 ± 57 515 ± 18 

3 481 ± 26 556 ± 17 499 ± 31 532 ± 18 

4 469 ± 24 527 ± 18 522 ± 24 515 ± 26 

5 478 ± 20 538 ± 17 497 ± 34 510 ± 28 

6 490 ± 25 541 ± 24 524 ± 31 513 ± 20 

24 539 ± 26 605 ± 65 513 ± 30 464 ± 8 
# # P < 0.01 vs mice injected with saline 
 

* P < 0.05 vs mice injected with LIT01-196 at the dose of 2700 nmol/kg 
NS, not significant vs LIT01-196 at the dose of 2700 nmol/kg 

Table S2: Absolute values (mean ± SEM) of the different parameters measured by echocardiography after chronic 

treatment with LIT01-196  

  
weeks 

Post-MI 
Sham  
n=14 

MI + saline 
n=13 

MI + LIT01-196 
n=12 

Fig. S1A – FS (%) 
2 32.1 ± 0.7 22.3 ± 0.6#### 27.2 ± 0.5****,#### 

4 32.2 ± 0.8 19.4 ± 0.5#### 26.6 ± 0.6****, #### 

Fig. S1C – LVPW 

systole (mm) 

2 1.5 ± 0.1 1.3 ± 0.1ns 1.5 ± 0.1NS, ns 

4 1.5 ± 0.1 1.1 ± 0.1## 1.4 ± 0.1*, ns 

Fig. S1D – LVPW 

diastole (mm) 

2 1.1 ± 0.1 1.2 ± 0.1ns 1.2 ± 0.1NS, ns 

4 1.1 ± 0.1 1.0 ± 0.1ns 1.1 ± 0.1NS, ns 

# # P < 0.01 vs sham operated mice 
# # # # P < 0.0001 vs sham operated mice 
ns, not significant vs sham operated mice 
 

**** P < 0.0001 vs MI + vehicle group 
NS, not significant vs MI + vehicle group 
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X.2 Discussion  

Dans un premier temps sachant que la demi-vie in vivo de K17F après administration par voie 

i.v. est de 50 sec (Article 1), j’ai évalué la demi-vie du LIT01-196 dans la circulation sanguine 

chez la souris contrôle. Pour cela j’ai mesuré par dosage radioimmunologique les taux 

plasmatiques de LIT01-196 à différents temps après l’administration par voie s.c. du composé à 

la dose de 9 mg/kg. Le LIT01-196 présente une demi-vie in vivo de 2h 40 min et une 

concentration plasmatique maximale de 164 nM, correspondant à une concentration 2050 fois 

supérieure à son affinité (Ki : 0,08 nM) pour l'Apéline-R de rat et qui reste 125 fois supérieure à 

la valeur du Ki, 8 h après administration. Cette augmentation de la demi-vie du LIT01-196 est, 

comme nous l’avons montré dans l’Article 1, lié au fait que le LIT01-196 se lie aux protéines 

plasmatiques, conduisant à sa protection contre la dégradation enzymatique et à la réduction de 

sa clairance rénale.  

Afin d’étudier les effets d’une administration aiguë du LIT01-196 chez la souris contrôle sur la 

contractilité cardiaque, le LIT01-196 a été administré à différentes doses (1, 3 et 9 mg/kg) et la 

FEVG a été mesurée toutes les heures. Les doses de 1 et 3 mg/kg administrées par voie s.c. n’ont 

induit aucune augmentation significative de la FEVG. A l’inverse, la dose de 9 mg/kg a augmenté 

significativement la FEVG dès 2 h après l’injection, avec une augmentation maximale de plus de 

10% à 3 h, sans modification de la FC. Ces résultats démontrent que le LIT01-196 a un effet 

inotrope positif après une injection unique chez la souris par voie s.c., indépendamment de la FC 

en accord avec l’effet inotrope positif de l’apéline in vivo qui a été observée dans de nombreuses 

études lors d’une perfusion du peptide par voie i.v. La cinétique de l’effet inotrope du LIT01-196 

est en accord avec la demi-vie du composé qui est de 2 h 40 min dans la circulation sanguine, à 

la même dose et par la même voie d’injection. La dose de 9 mg/kg a été sélectionnée pour réaliser 

la suite des expériences sur les effets d’un traitement chronique par le LIT01-196 chez la souris 

après IM.   

De plus, dans l’IC, une augmentation de l’activité du système nerveux sympathique est observée, 

qui en augmentant la FC, permet de compenser la perte de contractilité. Cette augmentation de 

FC va permettre au cœur de répondre aux besoins de l’organisme dans les premières phases d’IC, 

mais va devenir à long terme délétère obligeant le cœur à augmenter l’effort cardiaque et donc à 

l’aggravation des symptômes de l’IC. C’est l’une des raisons pour laquelle les bétabloquants sont 

préconisés en première intention chez les patients insuffisants cardiaques après IM afin de réduire 

l’augmentation de la FC. Le LIT01-196 présente donc l’avantage d’un effet inotrope positif sans 

effet chronotrope positif.  
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Afin d’évaluer les effets thérapeutiques potentiels du LIT01-196 dans l’IC, nous avons utilisé un 

modèle d’IC chez la souris à la suite d’un IM qui a été induit par la ligature permanente de l’artère 

coronaire gauche descendante. Après l’IM, le cœur dans un premier temps va s’hypertrophier 

(phase pouvant être très courte si l’IM est sévère) puis l’IC va s’installer et le cœur va se dilater 

progressivement. On observe une baisse de la FE (de 60% à environ 40%), une augmentation des 

volumes et des diamètres en fin de diastole et systole. La fonction cardiaque peut se maintenir 

quelques temps jusqu’à l’épuisement des mécanismes adaptatifs et la décompensation cardiaque 

terminale.  

Quarante-huit heures après l’IM, les souris reçoivent, soit du sérum physiologique, soit du 

LIT01-196 à la dose de 9 mg/kg, par voie s.c. pendant 31 jours. J’ai montré dans cette étude, que 

les animaux post-IM recevant du LIT01-196 de manière répétée, présentaient une amélioration 

significative de leur fonction cardiaque. En effet, leur FEVG était moins altérée à 14 jours (52,8 

% vs 44,5%) et à 30 jours (51,6 vs 39,5%) post-IM que chez les souris recevant du sérum 

physiologique et restait maintenue durant les 4 semaines de traitement alors que celle FEVG des 

souris IM recevant du sérum physiologique se détériorait au cours du temps. De plus, le 

traitement chronique par le LIT01-196 diminue également de manière significative 

l'augmentation du diamètre et du volume télésystoliques du VG, diminuant la dilatation du VG.  

L'administration chronique de LIT01-196 a aussi améliorée la contractilité cardiaque comme le 

montre l'amélioration de la dP/dt max et dP/dt min par rapport au groupe de souris post-IM 

recevant du sérum physiologique. Cette amélioration pourrait être liée à l'augmentation de 

l’expression de l’ARNm de SERCA2 que nous avons observé chez les souris recevant du LIT01-

196. En effet, SERCA2 est l’isoforme 2 de la pompe calcique de type SERCA (Sarcoplamic 

Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) qui permet le transport du Ca2+, du cytosol du 

cardiomyocyte vers le réticulum sarcoplasmique. Elle est impliquée dans le couplage excitation-

contraction, la diminution de son expression dans l'IC mène à une perte de contractilité cardiaque 

alors que sa surexpression améliore la contractilité. 

Il est intéressant de noter que la réduction des PA systolique et diastolique 4 semaines après IM, 

chez les souris traitées par le sérum physiologique, a été prévenue par le traitement par le LIT01-

196. En effet, les valeurs de PA observées chez les souris IM traitées par le LIT01-196 étaient 

similaires à celles mesurées chez les souris Sham. Ceci est en accord avec la normalisation de la 

LVPSP par le LIT01-196 au niveau des valeurs observées chez le groupe Sham. Ceci pourrait 

être lié à l'effet vasodilatateur du LIT01-196, améliorant la postcharge comme précédemment 

montré pour l'apéline. 
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L'hypotension est un effet indésirable bien connu des IEC et il est fortement recommandé 

d'ajuster soigneusement la dose lors de l'initiation d'un traitement chez des patients ayant subi un 

IC. Par conséquent, nos données suggèrent que le LIT01-196 pourrait avoir l'avantage 

d'améliorer la fonction cardiaque sans abaisser la PA. Nous avons aussi observé une diminution 

de la pression ventriculaire gauche télédiastolique qui pourrait refléter une diminution du volume 

extracellulaire, améliorant la précharge, en accord avec l’effet aquarétique du LIT01-196 qui 

inhibe dans le canal collecteur l'action antidiurétique de l'AVP.  

L'amélioration de la fonction cardiaque par le LIT01-196 a été confirmée par la diminution 

significative de l'expression de l'ARNm des biomarqueurs de l’IC, tels que le Bnp (Brain 

natriuretic peptide) et l’Anf (Atrial natriuretic factor) mesuré dans l’apex cardiaque ou des taux 

plasmatiques de NT-proBNP. Nous avons aussi observé une réduction de l'expression de Hif1-α 

dans l’apex cardiaque qui est un biomarqueur de l'hypoxie des cardiomyocytes. 

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ason et coll. qui ont montré, chez le rat 

insuffisant cardiaque après IM, que le traitement par leur composé AM-8123, un agoniste non 

peptidique de l’Apéline-R, améliore la fonction diastolique (Ason et al., 2020).  

Des analyses histologiques sur les cœurs des souris m’ont également permis d'observer chez les 

souris traitées après IM par le LIT01-196 une réduction significative de la taille de l'infarctus, à 

mettre en parallèle avec la diminution de la dilatation du VG et à la préservation de l’épaisseur 

de la paroi du VG. L’ensemble de ces données suggèrent que le LIT01-196 aurait un effet 

cardioprotecteur, en réduisant le développement d’un remodelage cardiaque délétère et 

l'installation d’une cardiomyopathie dilatée, qui est observable chez les souris post-IM recevant 

du sérum physiologique. Ces résultats sont en accord avec des études antérieures montrant que 

le traitement chronique par l'apéline-13 chez la souris après IM diminue la taille de l'infarctus, 

améliore la survie cellulaire et favorise l'angiogenèse (Rastaldo et al., 2011; Li et al., 2012a). 

L'amélioration de la fonction cardiaque induite par le LIT01-196 peut aussi impliquer une 

diminution de la fibrose cardiaque. En effet, l'effet le plus frappant du LIT01-196 semble être sa 

capacité à diminuer fortement la fibrose cardiaque dans le cœur comme le montre la réduction 

de la coloration au rouge Sirius sur des coupes de cœur de souris traitées après IM avec le LIT01-

196. Le TGF-β joue un rôle clé dans l'activation des fibroblastes cardiaques après IM et augmente 

l'expression de Sphk1, connue pour médier la production de collagène stimulée par le TGF-β 

(Pchejetski et al., 2012). Nous avons trouvé que l'expression des ARNms des biomarqueurs de 

la fibrose, CTGF, collagène I, collagène III, TGF-β, α-SMA et Sphk1 était largement augmentée 
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dans les cœurs des souris traitées après IM par une solution saline mais significativement 

diminuée après traitement par le LIT01-196.  

Les niveaux d'ARNm du TGF-β, de Sphk1, du collagène I et du collagène III sont restés 

cependant plus élevés que les valeurs correspondantes mesurées chez les souris Sham, sauf pour 

l'expression d’α-SMA qui est devenue similaire à celle mesurée chez les souris Sham. Sachant 

que l'apéline inhibe l'activation des fibroblastes cardiaques induite par le TGF-β (Pchejetski et 

al., 2012), nous avons montré que le traitement par le LIT01-196 inhibe l’expression du TGF-β 

ainsi que l’augmentation de l'expression de SphK1, d’α-SMA et de CTGF induite par le TGF- β 

mais aussi réduit directement l'activité de SphK1, réduisant la production de collagène. 

Considérant l’ensemble de ces données, nous proposons le mécanisme d'action suivant pour la 

diminution de la fibrose induite par le LIT01-196 (Figure 19). Le LIT01-196 en activant 

l'Apéline-R réduit la fibrose cardiaque post-IM en inhibant directement l'activité de SphK1 et 

l'expression du TGF-β et de SphK1 dans le coeur, provoquant une diminution des taux d'ARNm 

d'α-Sma et de CTGF, dont l'expression est corrélée avec la sévérité de la maladie. 

 
Figure 19 : Voies de signalisation impliquées dans l’effet inhibiteur du LIT01-196 sur la fibrose cardiaque 

Nous démontrons dans cette étude que l'administration chronique par voie s.c. d'un analogue de 

K17F métaboliquement stable, le LIT01-196, pendant 4 semaines chez des souris après IM 

améliore la fonction cardiaque et réduit le remodelage cardiaque sans diminuer la PA et en 

réduisant la taille de l’infarctus et la fibrose, tout en prévenant l’amincissement de la paroi du 

VG. Ces résultats suggèrent un effet cardioprotecteur majeur de l'apéline dans la fonction et le 
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remodelage cardiaques après IM. Ces données suggèrent que l'utilisation d'agonistes de 

l'Apéline-R pourrait représenter une nouvelle approche thérapeutique pour prévenir le 

développement de l’IC après IM. 
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DISCUSSION GENERALE 

L’apéline est un peptide vasoactif présent dans le cerveau et au niveau systémique qui joue un 

rôle important dans le contrôle de l’équilibre hydrique et des fonctions cardiovasculaires. 

Cependant, sa demi-vie est très courte, ex vivo dans le plasma (4,6 minutes pour K17F) et in vivo 

dans la circulation sanguine (50 secondes pour K17F), ce qui limite son utilisation à des fins 

thérapeuthiques. Pour faire face à cette difficulté, nous avons développé en collaboration avec 

l’équipe du Dr D. Bonnet, un analogue métaboliquement stable de K17F, le LIT01-196, obtenu 

grâce à l’addition originale d’une chaîne fluorocarbonée à l’extrémité N-terminale de K17F. 

L'addition de cette chaîne ne modifie pas l’affinité du composé pour l’Apéline-R, ni sa capacité 

à inhiber la production d’AMPc induite par la forskoline, ni sa faculté à recruter la ß-arrestine de 

l’Apéline-R et à induire l’internalisation ou à phosphoryler ERK comparé à K17F (Gerbier et al., 

2017).  

Le LIT01-196 est un agoniste complet de l’Apéline-R. L’addition de cette chaîne fluorocarbonée 

a grandement augmenté la demi-vie du LIT01-196 ex vivo (supérieure à 24 h) et in vivo (27 

minutes après une administration i.v. et 156 minutes après une administration s.c. chez la souris 

Le LIT01-196 se lie aux protéines plasmatiques ce qui pourrait conduire à sa protection contre 

la dégradation enzymatique et à la réduction de sa clairance rénale et à l’augmentation de sa 

demi-vie dans la circulation sanguine comparé à K17F qui ne se lie pas aux protéines sériques. 

Ainsi, l’obtention de cet analogue de K17F métaboliquement stable administrable par voie s.c., 

nous a permis d’étudier ses effets in vivo chez le rongeur dans des situations physiologiques et 

pathologiques. Dans ce travail de thèse, nous avons évalué les effets de ce composé dans deux 

modèles expérimentaux de pathologies. Le premier travail portait sur un modèle d’hyponatrémie 

et le second sur un modèle d’insuffisance cardiaque après infarctus du myocarde.  

Avant de commencer l’étude sur le modèle expérimental d’hyponatrémie, nous avons vérifié la 

sélectivité du LIT01-196 vis-à-vis de l’Apéline-R, nous avons montré qu’il n’agissait pas comme 

un antagoniste sur le V2-R en montrant que le LIT01-196 ne diminuait pas la production d’AMPc 

induite par l’AVP dans des cellules HEK293T sur-exprimant uniquement le V2-R. Nous avons 

ensuite montré, dans les cellules mpkCCD, une lignée cellulaire immortalisée issue des cellules 

principales du canal collecteur de souris mais aussi dans une préparation plus physiologique, 

dans des segments de néphron micro-disséqués de la médullaire externe du canal collecteur de 

rat, que le LIT01-196 comme K17F inhibait la production d’AMPc induite par la dDAVP, un 

agoniste sélectif du V2-R. Nous avons ensuite observé dans les cellules mpkCCD, que le LIT01-

196 inhibait la translocation de l’AQP-2 phosphorylée induite par la dDAVP à la membrane 
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apicale de ces cellules. Ceci suggérait que le LIT01-196 pourrait bloquer l’effet antidiurétique 

de l’AVP en diminuant la réabsorption d’eau dans le canal collecteur via l’inhibition de la 

production d’AMPc induite par l’AVP et la diminution de l’insertion des canaux perméables à 

l’eau à la membrane apicale. Pour démontrer cette hypothèse, nous avons administré le LIT01-

196 par voie s.c chez le rat contrôle vigile parallèlement au tolvaptan, un antagoniste du V2-R 

utilisé comme témoin positif. Nous avons observé que le LIT01-196 et le tolvaptan, administrés 

par voie s.c. à une dose équimolaire, entraînaient une diurèse aqueuse de même amplitude. 

L’ensemble de ces données obtenues ex vivo et in vivo suggèrent que LIT01-196, en agissant sur 

l'Apéline-R présent dans le canal collecteur, inhibe la production d'AMPc induite par l'AVP, 

inhibant ainsi l'insertion des AQP-2 à la membrane apicale du canal collecteur, entraînant 

l’inhibition de la réabsorption d'eau par le rein et augmentant la diurèse aqueuse. 

Par contre, l’augmentation de la prise de boisson était plus importante après le traitement par le 

tolvaptan qu’après celui du LIT01-196.  

Ceci pourrait s’expliquer par le fait que, bien que le LIT01-196 ne pénètre pas dans le cerveau 

après administration par voie s.c., il peut activer ses récepteurs présents dans le SFO, structure 

cérébrale, contenant des capillaires fenestrés et jouant un rôle clé dans le comportement dipsique. 

Le LIT01-196, en stimulant ces récepteurs pourrait exercer un effet inhibiteur sur la prise d’eau 

similaire à celui que nous avions observé avec l’apéline injectée par voie i.c.v. chez le rat 

déshydraté pendant 24 heures (Reaux et al., 2001). Cette hypothèse reste à explorer. Cet effet du 

LIT01-196 sur le comportement dipsique serait intéressant puisque l’utilisation chronique du 

tolvaptan est associée à un syndrome polyuro-polydipsique majeur, très handicapant, qui entraîne 

l’arrêt du traitement(Boertien et al., 2015). 

Dans la mesure où les taux plasmatiques d’apéline et d’AVP sont régulés de façon opposée en 

réponse à une stimulation osmotique, mais que l’augmentation des taux plasmatiques d’apéline 

est insuffisante pour compenser l’excès d’AVP chez les patients atteints du syndrome 

d'antidiurèse inapproprié (SIAD), nous avons cherché à déterminer si un traitement par le LIT01-

196, en rétablissant la balance (apéline + LIT01-196)/AVP, pourrait compenser par son effet 

aquarétique, l’effet antidiurétique accrue de l’AVP et permettrait de corriger l’hyponatrémie 

induite par l’AVP dans le SIAD. 

Nous avons pour cela mis au point un modèle expérimental d’hyponatrémie induite par la 

perfusion continue d’AVP (30 ng/kg) administrée par voie s.c. à l’aide d’une pompe osmotique, 

chez des rats recevant également une alimentation semi-liquide. Cette perfusion a été effectuée 

pendant 4 jours et a permis d’obtenir une hyponatrémie stable à ~100 mmol/l, pendant 2 à 4 jours 
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après le début de la perfusion. L’administration du LIT01-196 pendant 2 jours, par voie s.c., 

inhibe efficacement l’effet antidiurétique de l’AVP et l’augmentation de l’osmolalité urinaire 

induite par l’AVP et corrige progressivement l’hyponatrémie.  

Comme décrit dans les études précédentes (Miyazaki et al., 2005), le tolvaptan a également 

inhibé l’effet antidiurétique de l'AVP. Cependant, bien que le tolvaptan et le LIT01-196 à la 

même dose de 900 nmol/kg aient entraîné des effets aquarétiques similaires chez les rats 

hyponatrémiques, l'augmentation de la dose de tolvaptan a entraîné une augmentation accrue de 

la diurèse, effet qui n’est pas observé lorsque l’on augmente la dose de LIT01-196. Ceci pourrait 

s'expliquer par le mécanisme d’action du LIT01-196. En effet, le tolvaptan va bloquer la liaison 

de l’AVP sur le V2-R, alors que le LIT01-196 va agir indirectement en inhibant la production 

d’AMPc induite par l’AVP. Cette inhibition n’étant pas totale, elle va notamment dépendre du 

niveau d’expression de l’Apéline-R par rapport au V2-R. Cela pourrait expliquer l’augmentation 

modérée de la diurèse aqueuse par le LIT01-196 et la correction progressive de l’hyponatrémie. 

La correction plus progressive observée avec le LIT01-196 peut être souhaitable. En effet, une 

correction trop rapide de l’hyponatrémie peut entraîner des complications neurologiques sévères 

et irréversibles comme la démyélinisation osmotique. 

En conclusion notre étude montre que l’activation de l’Apéline-R par un agoniste de ce 

récepteur pourrait constituer une nouvelle approche pharmacologique pour le traitement 

de l’hyponatrémie. 

L’insuffisance cardiaque (IC) après infarctus du myocarde (IM) est associée à une mortalité 

élevée, malgré l'arsenal thérapeutique disponible à ce jour, elle demeure un problème majeur de 

santé publique. Découvrir de nouveaux traitements reste un enjeu important. Sachant que 

l’apéline via son récepteur augmente la diurèse aqueuse, la contractilité cardiaque, tout en 

réduisant les résistances vasculaires, nous avons émis l’hypothèse qu’un traitement par le LIT01-

196 pourrait être bénéfique pour prévenir le développement de l’IC après IM. 

Nous avons tout d’abord évalué l’effet d’une administration aiguë de LIT01-196 par voie s.c. 

chez la souris contrôle, sur la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG). Ceci nous a 

permis de définir la dose optimale de LIT01-196 (9 mg/kg) entraînant une augmentation 

significative de la FEVG sans modification de la fréquence cardiaque (FC). Ces résultats 

suggéraient que l’amélioration de la performance cardiaque observée est, au moins en partie, 

indépendante de la FC. Nous avons ensuite étudié, dans un modèle d’IC chez la souris obtenu 

après IM induit par la ligature permanente de la coronaire gauche descendante, les effets d’un 
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traitement chronique par le LIT01-196 pendant 28 jours, commencé 48 heures après IM sur la 

fonction et le remodelage cardiaques 

Le traitement par le LIT01-196 améliore la fonction cardiaque de manière significative en 

améliorant la fonction systolique et en réduisant les volumes et diamètres du ventricule gauche 

(VG) ainsi que différents biomarqueurs de l’IC (ANF et BNP). De plus, la mesure des paramètres 

hémodynamiques a permis d’observer le maintien de la pression artérielle tout en augmentant la 

contractilité du myocarde, en diminuant la pression intracardiaque en fin de diastole et en 

maintenant une pression intracardiaque en fin de systole normale. 

Le traitement par le LIT01-196 chez les souris post-IM a aussi permis de diminuer la taille de 

l’infarctus, la fibrose cardiaque, la dilatation du VG tout en préservant l’épaisseur de sa paroi. 

Ces données suggèrent que le traitement par le LIT01-196 entraîne une atténuation du 

remodelage post-IM et donc de l'installation de la cardiomyopathie observée chez les souris après 

IM traitées par le sérum physiologique. L’activation de l’Apéline-R par le LIT01-196 à la suite 

d’un IM a permis une meilleure récupération fonctionnelle de par l’amélioration de la fonction 

cardiaque et ses effets cardioprotecteurs qui ont protégé le cœur des lésions myocardiques 

ischémiques. Finalement, l’innocuité du LIT01-196 lors d’un traitement par voie s.c. pendant 28 

jours chez la souris est en cours d’évaluation. Les premiers résultats sur l’analyse histologique 

du rein et du foie ne montrent aucune toxicité du composé.   

Les deux modèles expérimentaux de ce travail de thèse que sont l’hyponatrémie et l’IC après IM 

sont en réalité liés. En effet, une hyponatrémie peut survenir chez les patients atteints d’IC. 

L’hyponatrémie aggrave la mortalité chez ces patients. Le traitement donné aux patients en cas 

d’IC notamment les diurétiques à effet natriurétique, comme le furosémide, aggrave d’autant plus 

l’hyponatrémie. Le tolvaptan, qui est le traitement actuel de l’hyponatrémie, n’a pas montré de 

bénéfice clinique dans le traitement de l’IC. L’idéal serait donc de traiter à la fois l’hyponatrémie 

et l’IC en utilisant le LIT01-196. En effet, l’activation de l’Apéline-R par le LIT01-196 

permettrait d’induire une diurèse aqueuse, une amélioration de la fonction cardiaque, une 

diminution de la dilatation du VG, de la fibrose, de la taille de l’infarctus tout en prévenant 

l’amincissement de la paroi du VG. Le LIT01-196 pourrait permettre d’ouvrir la voie au 

développement d'une nouvelle classe thérapeutique dans le traitement de l'insuffisance 

cardiaque après IM et de prévenir l’hyponatrémie.  
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PERSPECTIVES 

Différentes expériences supplémentaires pourraient être réalisées dans l’avenir et permettraient 

de compléter les résultats déjà obtenus au cours de ces travaux de thèse. 

Développement d’agonistes biaisés de l’Apéline-R 

Etant donné la distribution de l’Apéline-R dans différents organes et les effets aquarétique, 

hypotenseur et inotrope positif de l’apéline ainsi que son effet bénéfique sur la tolérance au 

glucose, il serait intéressant de développer des agonistes biaisés de l’Apéline-R. Pour cela il 

faudra identifier les voies de signalisations impliquées dans chaque effet biologique et 

développer des composés agissant préférentiellement sur l’une des voies impliquées dans un effet 

biologique donné. Dans ce but, nous avons montré au laboratoire que K16P (dont la séquence 

d’acides aminés correspond à celle de K17F déletée de la phénylalanine C-terminale), qui a la 

même affinité que K17F pour l’Apéline-R, la même capacité à inhiber la production d’AMPc, 

est beaucoup moins actif que K17F pour induire la mobilisation de la ß-arrestine et 

l’internalisation de l’Apéline-R (Iturrioz et al., 2010; Ceraudo et al., 2014). K16P peut être 

considéré comme un agoniste biaisé vis-à-vis du couplage à la protéine Gi. In vivo, contrairement 

à K17F, K16P ne diminue pas la PA (El Messari et al., 2004) et n’a pas d’effet inotrope positif 

sur une préparation de cœur isolé perfusé mais augmente comme K17F la diurèse aqueuse 

(résultats non publiés). Suite à ces données, en collaboration avec l’équipe du Dr D. Bonnet, le 

composé fluoro-K16P (addition d’une chaîne fluorocarbonée à l’extrémité N-terminale de K16P) 

a été synthétisé et nous avons évalué ses effets sur la diurèse chez le rat normonatrémique. 

Comparé au LIT01-196, le fluoro-K16P présente la même affinité pour l’Apéline-R, la même 

capacité à inhiber la production d’AMPc et comme K16P, il est moins actif sur le recrutement de 

la ß-arrestine. Administré in vivo par voie s.c. chez le rat normonatrémique à une dose 

équimolaire au LIT01-196, le fluoro-K16P induit un effet aquarétique légèrement plus élevé. Il 

reste à évaluer son effet sur la PA et la contractilité cardiaque et définir ainsi s’il pourrait 

constituer un analogue métaboliquement stable de l’apéline, biaisé vis-à-vis de Gi et utile pour 

le traitement de l’hyponatrémie. Concernant le développement et les effets in vivo des agonistes 

de l’ApélineR, biaisés vis-à-vis de la ß-arrestine, plusieurs études ont déjà été réalisées dont celles 

de Murza et coll., De Oliveira et coll. ainsi que celle de notre laboratoire, pour montrer 

l’importance de la partie C-terminale de l’apéline dans la mobilisation de la ß-arrestine et 

l’internalisation et la baisse de PA (Murza et al., 2015; Girault-Sotias et al., 2021; de Oliveira et 

al., 2022). Des agonistes non peptidiques biaisés sur la ß-arrestine ne semblent pas montrer ce 
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profil (Read et al., 2016). Des expériences supplémentaires in vitro et in vivo sont nécessaires 

pour comprendre ces différences. 

Etude du mécanisme d’action du LIT01-196, en particulier des voies de signalisation 

régulées par le composé :  

Nous avons émis différentes théories concernant le mécanisme d’action du LIT01-196 tout au 

long de ce travail de thèse. Cependant, de nombreuses voies de signalisation auraient pu 

également être étudiées. Pour cela, une nouvelle étude pourrait être mise en place afin d’évaluer 

les effets du LIT01-196 sur des cellules cardiaques isolées en culture comme par exemple des 

cellules iPS humaines dérivées des cardiomyocytes et incubées en présence du LIT01-196. 

L’analyse des flux calciques sur cellules isolées-patch clamp et imagerie calcique serait possible 

sur ces cellules mais également l’étude par Western blot de la 

phosphorylation/déphosphorylation de différentes protéines comme par exemple, le 

phospholamban, régulant l’ouverture et la fermeture des pompes calciques de type SERCA ou la 

protéine EPAC 1 et 2. L’ensemble de ces expériences permettrait d’approfondir les voies de 

signalisation de l’Apéline-R impliquées dans les effets bénéfiques du LIT01-196.  

Analyse des effets du LIT01-196 sur la fonction rénale corrélée à l’IC.  

De nombreuses études s'intéressent de plus en plus à la corrélation entre le cœur et le rein 

notamment dans le cadre pathologique de l’IC. Ce travail de thèse correspond totalement à cette 

thématique d’association cœur/rein puisque qu’il repose sur le développement d’un composé 

capable d’agir à la fois sur le rein dans le cadre de la correction de l’hyponatrémie, et sur la 

cardioprotection dans l’IC après IM. Chez les animaux en IC, seule la fonction cardiaque a été 

étudiée. Une nouvelle série d’expériences pourrait être effectuée afin d’étudier la fonction rénale 

sur ces souris après IM. Pour cela, il faudrait placer en cage métabolique des souris en IC en 

début et en fin de traitement par le LIT01-196 et les comparer à des souris recevant uniquement 

le sérum physiologique après IM afin de recueillir les urines, étudier l’osmolalité urinaire et 

plasmatique, et mesurer les électrolytes. Une étude histologique des reins (coloration composée 

d’acide périodique et de réactif de Schiff) pourrait également être réalisée.  

Etude de l’effet angiogénique du LIT01-196 et sa capacité à revasculariser la zone infarcie.  

Nous avons montré une amélioration de la fibrose et une réduction de la taille de l’IM chez des 

souris après 4 semaines de traitement par le LIT01-196, à la dose de 9mg/kg. Nous avons émis 

l’hypothèse selon laquelle le LIT01-196 pourrait entraîner l’inhibition de la SphK1, de α-SMA 
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et du CTGF afin de réduire significativement la fibrose. De par l’effet angiogénique de l’apéline, 

le LIT01-196 pourrait également avoir un effet bénéfique sur la néo-angiogénèse et permettre 

notamment une revascularisation de la zone infarcie et améliorer ainsi la survie des 

cardiomyocytes. Cette observation est corrélée avec la hausse de l’expression relative de HIF-

1α, indicateur de l’hypoxie des cardiomyocytes, détectée dans les cœurs traités par le LIT01-196. 

Afin d’étudier l’effet angiogénique potentiel du LIT01-196, il pourrait être intéressant de réaliser 

un immunomarquage CD31 sur des coupes de cœur congelées afin de réaliser par la suite un 

comptage des vaisseaux. En effet, le CD31 est une protéine transmembranaire de la superfamille 

des immunoglobulines, exprimée par l’endothélium (artères, artérioles, veinules, veines, 

capillaires non sinusoïdaux). L’immunomarquage permettrait de comparer le nombre de 

vaisseaux dans différentes zones du cœur : zone infarcie, zone péri-infarcie, zone saine après 

traitement par le LIT01-196 ou du sérum physiologique et ainsi vérifier notre hypothèse. 

Association du LIT01-196 avec un autre médicament couramment utilisé dans l’IC.  

Les médicaments prescrits dans le traitement de l’IC chronique sont de plusieurs types : 

• Ceux qui inhibent la formation ou l’action de l’Ang-II, une substance qui participe au 

contrôle du volume et de la pression du sang (inhibiteurs de l’enzyme de conversion ou 

IEC, antagonistes des récepteurs à l’Ang-II) ; 

• Ceux qui renforcent et soutiennent le travail du cœur (bêtabloquants, digoxine, 

ivabradine, dérivés nitrés) ; 

• Ceux qui préviennent la rétention d’eau (diurétiques « classiques », antagonistes de 

l’aldostérone). 

• Parfois, il est nécessaire de prescrire également des traitements anticoagulants (en cas 

d’infarctus, de fibrillation auriculaire), ou des médicaments destinés à traiter l’angine 

de poitrine (angor). 

La combinaison de ces traitements aura différents effets sur le cœur. Les IEC sont des 

vasodilatateurs artériels et veineux, qui diminuent la précharge et la postcharge, et luttent contre 

le remodelage ventriculaire gauche (limitation de la formation de fibrose). Ils vont donc induire 

une amélioration de la fonction cardiaque à court et moyen terme. Les diurétiques luttent contre 

la rétention hydrosodée et permettent donc d’améliorer les signes congestifs. Ils vont baisser la 

volémie et éviter les oedèmes. Les bêtabloquants s’opposent aux effets délétères de la stimulation 

sympathique et abaissent la FC afin d’éviter au cœur une tachycardie adaptative trop prolongée. 
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Ils réduisent le nombre d’hospitalisations, améliorent les capacités fonctionnelles et diminuent la 

mortalité à long terme. 

Le LIT01-196, de par ses effets bénéfiques sur le cœur (amélioration de la fonction cardiaque, 

réduction de la fibrose et de la dilatation cardiaques, effet aquarétique, abaissement de la pré-

charge) pourraient remplacer plusieurs de ces traitements. De plus, nous avons montré que le 

traitement par le LIT01-196 chez la souris après IM n’a pas d’effet sur l’activité sympathique. 

Cependant la combinaison du LIT01-196 avec différents composés n’a pas été déterminée. Il 

serait intéressant d’évaluer les effets du LIT01-196 combiné avec un bêtabloquant, un IEC, ou 

un nouveau composé comme l’Entresto (combinaison du valsartan et du vacubitril). Dans notre 

laboratoire, un nouveau composé a été développé, le firibastat (initialement nommé RB150), qui 

pénètre dans le cerveau après administration orale et inhibe spécifiquement et sélectivement 

l’aminopeptidase A dans le cerveau et bloque ainsi l’hyperactivité du SRA cérébral. Le firibastat 

a montré son efficacité à diminuer la PA chez le rat hypertendu et a amélioré la fonction cardiaque 

chez le rongeur en IC après IM mais également chez les patients. Une nouvelle série 

d'expériences pourrait être l’évaluation d’un traitement chronique par la combinaison du 

firibastat et du LIT01-196 chez des souris en IC après IM. Le firibastat qui bloquerait au niveau 

central l’hyperactivité du SRA cérébral, responsable de l’hyperactivité sympathique observée 

dans ce modèle, avec les effets cardioprotecteurs du LIT01-196 qui agirait au niveau systémique, 

pourrait aboutir à des résultats intéressants.  
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PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES 

Les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse ouvrent la voie à plusieurs autres 

applications thérapeutiques potentielles. 

Le traitement par des agonistes de l’Apéline-R pourrait également être utile pour le traitement de 

pathologies rénales comme la polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD). C’est la 

maladie rénale héréditaire la plus fréquente, menant à long terme à une insuffisance rénale 

terminale. Deux gènes sont principalement impliqués, PKD1 et PKD2, responsables 

respectivement de la synthèse de la polycystine 1 et de polycystine 2. Ces deux protéines se 

dimérisent et sont situées à la base du cil primaire des cellules épithéliales rénales. L’une des 

fonctions des cils primaires dans la lumière tubulaire pourraient être de réagir comme rhéostat 

mécanosensoriel au flux urinaire. En réponse à un flux liquidien latéral, les cils se courbent 

permettant l’entrée du Ca2+ dans les cellules. Cet effet est aboli en présence d’une mutation des 

polycystines. Au sein des cils primaires des cellules épithéliales rénales, le complexe polycystine 

réagit au flux liquidien en augmentant l’influx calcique local qui participe à contrôler le diamètre 

et la différenciation tubulaires via l’augmentation de la production d’AMPc et l’activation de la 

voie des MAPK, impliquées dans la prolifération. Les mutations au sein des polycystines vont 

lever le frein sur l’AMPc et la voie des MAPK et induire le développement des kystes. 

La PKRAD se manifeste par le développement et l'expansion de kystes rénaux douloureux, 

entraînant des infections du système urogénital, de l'HTA et une insuffisance rénale. Il a été mis 

en évidence que l’augmentation de la production d’AMPc jouait un rôle central dans la mise en 

place de la PKRAD. En effet, l’AMPc joue un rôle majeur dans la formation et l’expansion des 

kystes rénaux. Chaque kyste est une cavité liquidienne bordée d’un épithélium dérivé des cellules 

tubulaires rénales. L’AVP via son action sur le V2-R, est l’agoniste le plus puissant pour la 

génération d’AMPc dans les canaux collecteurs. L'utilisation du tolvaptan chez des patients 

porteurs de PKRAD a montré une diminution de la croissance du volume rénal ainsi qu’une 

diminution de l’altération de la fonction rénale. Son utilisation dans la PKRAD a donc été 

validée, mais son utilisation est toutefois limitée par ses effets secondaires, en particulier le 

syndrome polyuro-polydipsie et des cas de toxicité hépatique (étude clinique TEMPO). 

La régulation du système apélinergique a été peu étudiée dans la PKRAD. Une seule étude 

rapporte une augmentation du rapport apéline/copeptine au cours du développement de la 

pathologie (Lacquaniti et al., 2013). Du fait de l’importance de la production d’AMPc dans les 

cellules tubulaires impliquées dans le développement des kystes rénaux, l’activation de 

l’Apéline-R par le LIT01-196, ou même mieux, par un agoniste de l’Apéline-R biaisé sur Gi 
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pourrait, en inhibant la production d’AMPc et la phosphorylation de ERK, constituer une 

nouvelle approche pour ralentir le développement des kystes rénaux dans la PKRAD. Ce 

traitement n’aurait pas les effets indésirables du tolvaptan comme le syndrome polyuro-

polydipsie ou la toxicité hépatique et pourrait être utilisé chez les diabétiques puisque, à l’inverse 

du tolvaptan, il diminue la glycémie et augmente l’utilisation du glucose par les muscles (Dray 

et al., 2008). 

Une autre application pour l’utilisation d’agonistes de l’Apéline-R au niveau rénal pourrait être 

dans le syndrome néphrogénique d’antidiurèse inappropriée (SNAI). Cette affection est due à 

l’activation constitutive du V2-R par des mutations à gain de fonction, qui sont dues à une 

substitution, dans la séquence du V2-R, du résidu arginine en position 137 par une leucine ou 

une cystéine (R137L/C) ou de la phénylalanine en position 229 par une valine (F229V)  (Rochdi 

et al., 2010; Carpentier et al., 2012). La mutation R137C s’est avérée être la plus fréquente. Les 

patients atteints du SNAI présentent une diminution de la diurèse ainsi qu’une osmolalité urinaire 

élevée et une hyponatrémie, malgré des taux plasmatiques d’AVP faibles, voire indétectables. 

Cette activation constitutive du V2-R va entraîner une internalisation ainsi qu’une production 

d’AMPc constitutives. Cette production accrue va favoriser l’insertion des AQP2 vers la 

membrane apicale des cellules du canal collecteur et augmenter la réabsorption d’eau. Des 

données in vitro ont montré que le tolvaptan et le satavaptan (antagonistes sélectifs du V2-R) ne 

réduisent par l’augmentation constitutive des niveaux d’AMPc chez les mutants du V2-R 

R137L/C (Erdélyi et al., 2015; Ranieri et al., 2019).  

L’utilisation d’un agoniste de l’apéline dans la prise en charge du SNAI pourrait présenter un 

intérêt thérapeutique potentiel en raison de son mode d’action. L’activation de l’Apéline-R 

couplé à la protéine Gi permet de réduire la production d’AMPc, diminuant ainsi l’insertion des 

AQP2 à la membrane apicale des cellules du canal collecteur, diminuant la réabsorption d’eau et 

augmentant la diurèse. Pour évaluer cette hypothèse, il faudrait étudier l’effet potentiel de 

l’apéline ainsi que de ses analogues pour leur capacité à inhiber, dans les cellules CHO exprimant 

de façon stable l’Apéline-R ou mpkCCD, la production d’AMPc induite par la surexpression du 

mutant V2-R R137L/C (constitutivement actif) ainsi que la mobilisation des AQP2 à la 

membrane apicale. Il serait aussi intéressant de voir si ces mutations modifient 

l’hétérodimerisation entre le V2-R et l’Apéline-R et les conséquences sur l’activation des voies 

de signalisation de l’Apéline-R. Par la suite, si ces données sont confirmées, il serait intéressant 

d’évaluer in vivo dans un modèle de souris génétiquement modifiées qui exprimerait le V2-R 
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muté R137L/C, les effets d’un traitement par le LIT-01-190 sur la diurèse, l’osmolalité urinaire, 

la prise de boisson et la concentration plasmatique de sodium.  

L’apéline affecte positivement le métabolisme des lipides et améliore le contrôle de la glycémie 

en renforçant la sensibilité à l'insuline et en favorisant l'utilisation du glucose (Castan-Laurell et 

al., 2019).  

Ces effets protecteurs sur le métabolisme énergétique sont particulièrement intéressants pour les 

patients atteints de néphropathie diabétique entraînant à long terme une insuffisance rénale 

chronique. 

La néphropathie diabétique (ND) est la cause la plus fréquente d'insuffisance rénale dans le 

monde. L'hyperglycémie modifie l'hémodynamique glomérulaire, entraînant une hypertrophie 

glomérulaire, une altération de la barrière de filtration et le développement de l'albuminurie. Des 

études précliniques suggèrent que l'expression du système apélinergique est altérée dans la ND. 

Certaines études sur des modèles animaux de diabète de type 2 ont montré une réduction de 

l'expression rénale de l’Apéline-R et de l’apéline (Guo et al., 2015), tandis que d'autres études 

montraient le contraire (Müller et al., 2018). 

Dans les podocytes de souris en culture, l'apéline-13 a eu des effets anti-apoptotiques. Dans le 

modèle de souris diabétiques Akita (modèle de diabète de type 1) (Müller et al., 2018), l'apéline-

13 a préservé l'architecture glomérulaire, réduit la protéinurie et inhibé l'inflammation rénale 

(Chen et al., 2014a). Les chercheurs ont découvert que cette protection était due, en partie, à un 

effet inhibiteur de l'apéline sur l'hyperacétylation des histones induites par le diabète. Une 

protection similaire a été observée chez les souris Ove26 atteintes de diabète de type 1, chez qui 

l'apéline-13 a eu des effets antioxydants et a empêché la perte d'expression de la mégaline dans 

le tubule proximal, ce qui a permis d’améliorer l’albuminurie (Day et al., 2013). Dans l'ensemble, 

les données précliniques disponibles suggèrent que l'apéline aurait un rôle protecteur dans la ND 

(de Oliveira et al., 2022). Il serait intéressant d’évaluer in vitro sur les podocytes en culture et in 

vivo dans les modèles de souris diabétiques décrits ci-dessus, les effets anti-apoptotiques, anti-

inflammatoires et anti-oxydants du LIT01-196. 
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LIT01-196, a Metabolically Stable
Apelin-17 Analog, Normalizes Blood
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Apelin is a neuro-vasoactive peptide that plays a major role in the control of cardiovascular

functions and water balance, but has an in-vivo half-life in the minute range, limiting its

therapeutic use. We previously developed LIT01-196, a systemically active metabolically

stable apelin-17 analog, produced by chemical addition of a fluorocarbon chain to the

N-terminal part of apelin-17. LIT01-196 behaves as a potent full agonist for the apelin

receptor and has an in vivo half-life in the bloodstream of 28 min after intravenous (i.v.) and

156min after subcutaneous (s.c.) administrations in conscious normotensive rats. We

aimed to investigate the effects of LIT01-196 following systemic administrations on arterial

blood pressure, heart rate, fluid balance and electrolytes in conscious normotensive and

hypertensive deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt rats. Acute i.v. LIT01-196

administration, in increasing doses, dose-dependently decreases arterial blood

pressure with ED50 values of 9.8 and 3.1 nmol/kg in normotensive and hypertensive

rats, respectively. This effect occurs for both via a nitric oxide-dependent mechanism.

Moreover, acute s.c. LIT01-196 administration (90 nmol/kg) normalizes arterial blood

pressure in conscious hypertensive DOCA-salt rats for more than 7 h. The LIT01-196-

induced blood pressure decrease remains unchanged after 4 consecutive daily s.c.

administrations of 90 nmol/kg, and does not induce any alteration of plasma sodium

and potassium levels and kidney function as shown by the lack of change in plasma

creatinine and urea nitrogen levels. Activating the apelin receptor with LIT01-196 may

constitute a novel approach for the treatment of hypertension.
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INTRODUCTION

Hypertension is a major risk factor for cardiovascular diseases,
with a prevalence of 37.2% (Brouwers et al., 2021). Optimal blood
pressure (BP) control is difficult to achieve, and BP remains
uncontrolled in 70% of patients treated for hypertension in the
world (Walli-Attaei et al., 2020). The development of new
therapeutic agents acting on new targets via different modes of
action is therefore required to improve BP control.

Apelin is a (neuro)-vasoactive peptide first identified as the
endogenous ligand of the human orphan APJ receptor (O’Dowd
et al., 1993), a seven-transmembrane domain G-protein coupled
receptor (GPCR) that has been renamed the apelin receptor
(ApelinR) (O’Dowd et al., 1993; Tatemoto et al., 1998). Apelin
is derived from preproapelin, a 77-aminoacid precursor, the last
C-terminal 17 aminoacids (corresponding to apelin-17 or K17F)
which are strictly conserved in all mammalian species studied.
K17F is identified in plasma and tissues in vivo (Azizi et al., 2008).
Apelin and its receptor are present in the brain, heart, kidney, and
blood vessels (Lee et al., 2000; Reaux et al., 2001, 2002).

Apelin has an aquaretic effect, through both the central
inhibition of arginine-vasopressin (AVP) release from the
posterior pituitary into the bloodstream (De Mota et al.,
2004), and the renal blockade of the AVP antidiuretic effect
(Hus-Citharel et al., 2008; Hus-Citharel et al., 2014; Flahault et al.,
2017). Finally, apelin has vasorelaxant properties. Intravenous
(i.v.) administrations of apelin decreases arterial BP via a nitric
oxide (NO)-dependent mechanism in anesthetized normotensive
rats (Reaux et al., 2001; Tatemoto et al., 2001; El Messari et al.,
2004), and cause a NO-dependent arterial vasodilation in vivo in
man (Japp et al., 2008). A meta-analysis (Xie et al., 2017) has
reported lower plasma apelin concentrations in patients with
hypertension. Given the BP-lowering effect of apelin, targeting
the ApelinR may constitute a potential approach for the
treatment of hypertension.

The in vivo half-life of K17F in the rat blood circulation is 50 s
following i.v. administration (Flahault et al., 2021), accounting for
the short-lasting (about 2 min) and modest (−12.8 mmHg for
3 nmol/kg) effect of i.v. K17F on BP in anesthetized normotensive
rats (El Messari et al., 2004), which limits its use as therapeutic
agent. We developed a metabolically stable K17F analog, LIT01-
196, by the original chemical addition of a fluorocarbon chain to
the N-terminal part of K17F (Gerbier et al., 2017). This chemical
modification increased the in vivo half-life of LIT01-196 in the
bloodstream to 28 min after i.v. and 156 min after subcutaneous
(s.c.) administrations in conscious rats (Flahault et al., 2021)
without altering its pharmacological properties in terms of the
affinity for the ApelinR, inhibition of cAMP production, ApelinR
internalization, ß-arrestin-2 recruitment and ERK
phosphorylation (Gerbier et al., 2017). Like K17F, LIT01-196
induced a NO-dependent vasorelaxation of rat aorta pre-
contracted with norepinephrine and rat glomerular arterioles
pre-contracted with angiotensin II (Gerbier et al., 2017).

Together, this suggests that sustained activation of the ApelinR
with LIT01-196 may constitute a potential new approach to
decrease high BP in experimental models of hypertension. In
agreement with this hypothesis, low apelin expression in

hypertensive deoxycorticosterone acetate (DOCA) -salt rats
(Zhang et al., 2006; Akcılar et al., 2013) and hypertensive
patients (Xie et al., 2017) has been reported. Moreover,
whether ApelinR activation still induces a NO-dependent
arterial BP decrease in case of salt-dependent hypertension,
remains to be determined. With this aim, we studied the effects
of LIT01-196 on arterial BP, heart rate (HR), fluid balance and
electrolytes, following i.v. and s.c. administrations in conscious
normotensive (Sprague-Dawley, SD and Wistar-Kyoto, WKY)
and hypertensive DOCA-salt rats, a salt- and volume-
dependent model of hypertension, with low plasma renin
levels, resistant to treatment with systemic renin-
angiotensin system (RAS) blockers and exhibiting low NO-
synthase activity (Lee et al., 1999; Basting and Lazartigues,
2017).

MATERIALS AND METHODS

Drugs, Antibodies and Reagents
K17F was synthesized by GL Biochem (Shangai, China).
LIT01-196 (300 mg) was synthesized by the Laboratoire
d’Innovation Thérapeutique (CNRS UMR7200, Illkirch,
France), as previously described (Gerbier et al., 2017).
[125I]-pE13F (monoiodinated on Lys8 with Bolton-Hunter
reagent, 2,200 Ci/mmol) was purchased from PerkinElmer
(Wellesley, MA, United States). DOCA pellets (50 mg, 21-
days release) were obtained from Innovative Research of
America (Sarasota, FL, United States). Sodium heparinate,
lithium heparinate, EDTA and N(ω)-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) were obtained from SIGMA-
ALDRICH (Saint-Quentin Fallavier, France). Rabbit
polyclonal antibodies directed against the apelin fragment
K17F were produced in the laboratory, as previously
described (Reaux et al., 2001).

Animals
Hypertensive DOCA-salt rats were obtained as follows: male
WKY (250–300 g, 8 weeks of age) rats underwent unilateral
nephrectomy under isoflurane anesthesia (Isovet®, 3% for
induction, 1–2% for maintenance anesthesia) and were
implanted with a s.c. DOCA pellet (50 mg, 21-days release) in
the rodent surgical facility of Charles River Laboratories
(L’Arbresle, France). They were given free access to normal
chow and water supplemented with 0.9% NaCl and 0.2% KCl,
and were shipped to our animal facility 1 week later.
Hypertension occurred after 2 weeks.

Normotensive male and female SD (250–300 g) and male
WKY rats (250–300 g) were also obtained from Charles River
Laboratories and were given free access to normal chow
and water.

Animals were maintained under a 12 h light/12 h dark cycle.
All experiments were carried out in accordance with current
international guidelines for the care and use of experimental
animals, and the experimental protocols were approved by the
national animal ethics committee (CEEA, reference numbers
01966.02, 01962.02 and 2016-10#3672). All experiments
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involving animals took place in the animal facility of the Collège
de France, Paris, France.

Drug Administration, BP and HR
Measurements
Rats were anesthetized with isoflurane (Isovet®, 3% for induction,
1–2% for maintenance), and they were pain relieved with
lidocaïne (Laocaïne®, 4 mg/kg, s.c. injection). They were
implanted with a right femoral artery catheter (0.011″ × .024″
.0065″) and, for i. v. injection, with a right femoral venous
catheter (0.023″ × .038″ × .0075″), which were passed beneath
the skin under isoflurane anesthesia. BP was recorded in
conscious unrestrained animals after a recovery period of at
least 24 h, with a PowerLab/Labchart system (ADInstruments,
Dunedin, New Zealand) connected to the arterial catheter via a
pressure transducer. Mean arterial BP (MABP) and HR were
calculated from the arterial pressure signal (Reaux et al., 1999).
The compound was administered i.v. or s.c. (1 ml/kg in NaCl
0.9%) after baseline BP recording for at least 30 min. BP was
measured for at least 2 h after drug administration (longer if no
return to baseline values was observed). When appropriate, BP
was measured again 24 h after administration. At the end of the
experiment, animals were killed with a lethal dose of
pentobarbital (Dolethal®, 150 mg/kg). Animals were randomly
assigned to treatment groups. It was specified before the study
that hypertensive DOCA-salt animals were excluded in case
baseline MABP was lower than 150 mmHg.

NO-Synthase Inhibition
To determine the effect of NO synthase inhibition on LIT01-196
hypotensive effect, we recorded BP following i.v. administration
of L-NAME, a NO synthase inhibitor, at the dose of 30 mg/kg
(111 μmol/kg), either together with or 10 min after the
administration of LIT01-196, both in normotensive and
hypertensive DOCA-salt rats, after a stabilization period of at
least 30 min.

Angiotensin Converting Enzyme 2
Enzymatic Activity Measurement
ACE2 enzymatic activity was determined on cardiac homogenates
and the fluorogenic substrate (7-methoxycoumarin-4-yl)acetyl-
Mca-Ala-Pro-Lys (2,4-dinitrophenyl) (Dnp)-OH (Mca-
APK(Dnp), as previously described (Pedersen et al., 2011; Ye
et al., 2012). The rats received saline or LIT01-196 (90 nmol/kg,
s. c. for 4 days), under a volume of 250 µl. We used five rats for each
set of conditions. After sacrifice of the animals by decapitation,
hearts were removedwithout the atria, rinsed in cold saline, frozen in
liquid nitrogen and then stored at −80°C. The hearts were then
thawed in 6ml of cold ACE2 buffer (50 mM 4-
morpholineethanesulfonic acid, 300 mM NaCl, 10 µM ZnCl2, and
0.01% Triton-X-100, pH 6.5) and homogenized by sonication.
Aliquots of the heart homogenates (20 μl) were added to wells
containing 10 μM Mca-APK(Dnp) (10 µl), in the presence or
absence of 1 μM MLN4760, a specific and selective ACE2
inhibitor (10 μl) in a total volume of 100 μl ACE2 buffer. Plates

were incubated for 30 min at 37°C and subjected to repeated reading
with the Victor Nivo multilabel reader (PerkinElmer), with
fluorescence emission at 405 nm and excitation at 320 nm. To
estimate the specific ACE2 activity, the arbitrary fluorescence
units from the assay with MLN4760 was subtracted from the
fluorescence units without the inhibitor. The activities were
expressed in RFU per µg protein per min.”

Apelin Radioimmunoassay
Trunk blood was collected after decapitation of the animal on ice
(50 µl of 0.3M EDTA (pH 7.4) for 1 ml of blood). Plasma samples
(0.5 ml) were acidifiedwith 0.175 ml of 3MHCl and stored at−80°C
until apelin RIA. After thawing the sample on ice, 0.05% BSA was
added and the samples were centrifuged at 20,000 x g and 4°C for
10 min. The supernatants were collected and the pH was adjusted to
6.5 with 10MNaOH and 2M Tris-HCl buffer (pH 7.4). Apelin was
extracted from plasma by mixing 0.3 ml of the supernatant with
0.3 ml of 1% trifluoroacetic acid (TFA)—0.1% BSA, and loading it
onto a Sep-Pak C18 cartridge (Waters,Massachusetts, United States)
previously washed with 2ml 100% acetonitrile and equilibrated with
5 ml 1% TFA—0.1% BSA. The columns then were washed with 3ml
1% TFA - 0.1% BSA and apelin was eluted with 1.5 ml 100%
acetonitrile. The samples were dried and dissolved in 0.32ml of
RIA buffer (19mM NaH2PO4 ·H2O, 81mM Na2HPO4 ·2H2O,
50mMNaCl, 0.1% TritonX-100, 0.01% NaN3, 0.1% BSA).

Plasma apelin levels were determined by RIA on 0.1 ml of
plasma, with a polyclonal K17F antiserum (0.05 ml at a
dilution of 1:4,500) and 125I-labeled pE13F (iodinated on
Lys8 by the Bolton and Hunter method, 2,200 Ci/mmol,
Perkin-Elmer, Waltham, MA; 0.05 ml, 19,000 dpm) as a
tracer, incubated at 4°C overnight. Samples were mixed with
125I-labeled pE13F and polyclonal K17F antiserum (dilution: 1:
4,500) to give a total volume of 0.2 ml, and were incubated at
4°C overnight. We then added 0.5 ml of Amerlex (Amersham
RPN 510), and the resulting mixture was incubated for 10 min
at room temperature. The tubes were centrifuged at 2,600 x g at
4°C for 20 min. The supernatant was removed and the
radioactivity of the precipitates was measured. We assessed
the cross-reactivity of the apelin antiserum with various N-
and C-terminally truncated fragments of K17F and several
other bioactive peptides. K17F (200% cross-reactivity), the
pyroglutamyl form of apelin-13 (pE13F) and apelin-36
(100% cross-reactivity) were well recognized by the
antiserum, whereas the removal of the phenylalanine
residue at the extreme end of the C-terminus of K17F
(forming K16P) decreased recognition to barely detectable
levels (<0.3% cross-reactivity). Negligible cross-reactivity
was observed for angiotensin II, angiotensin III,
neuropeptide Y and AVP. This antiserum identified the
apelin present in the plasma of rodents as pE13F and, to a
lesser extent, K17F (De Mota et al., 2004). Most of the apelin in
human plasma was K17F, followed by pE13F, and, to a lesser
extent, apelin-36 (Azizi et al., 2008).

Metabolic Studies
For metabolic studies, animals were individually housed in
metabolic cages (Techniplast). After acclimatization over a
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FIGURE 1 |Hemodynamic effects of the intravenous administration of apelin-17 (K17F) or LIT01-196 in conscious normotensive and hypertensive DOCA-salt rats.

Effects of the i.v. administration of saline, K17F (400 nmol/kg) or LIT01-196 (3, 10.5, and 15 nmol/kg) in conscious normotensive SD rats on (A) MABP and (B) HR

recorded for 1 h and respectively expressed in millimeters of mercury (mmHg) and beats per minute (bpm). (C) Dose-response curve of LIT01-196 administered by the i.

v. route, for MAPB changes in conscious normotensive SD, WKY and hypertensive DOCA-salt rats. Effects of the i.v. administration of saline, or LIT01-196 (4, 8,

and 14 nmol/kg) in conscious normotensive WKY rats on (D)MABP and (E) HR recorded for 1 h and respectively expressed in mmHg and bpm. (F)MABP and (G) HR

recorded for 1 h after i. v. administration of saline into conscious normotensive WKY and hypertensive DOCA-salt rats or LIT01-196 (0.6, 3, and 15 nmol/kg) into

conscious hypertensive DOCA-salt rats. (H) MABP and (I) HR recorded for 6 and 24 h after i. v. administration of saline into conscious normotensive WKY and

hypertensive DOCA-salt rats or LIT01-196 (15 nmol/kg) into conscious hypertensive DOCA-salt rats. Comparisons of repeated measurements in linear mixed-effects

models followed by Dunn’s test with Holm’s adjustment, *p < 0.05 vs baseline values of MABP or HR, n ≥ 4/group.
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period of 24 h, animals received an i.v. or s.c. injection of the
compound or of an equivalent volume (1ml/kg) of normotonic
saline (NaCl 0.9%). They were kept in metabolic cages for 24 h,
during which time water intake and diuresis were measured. Twenty-
4 hours after drug administration, urine samples were collected for the
determination of urine osmolality and electrolytes (Na+, K+, Cl−),
blood was collected by intracardiac puncture (10 µl of lithium
heparinate (1600 IU/ml) per ml of blood) under isoflurane
anesthesia, and the animals were immediately killed by carbon
monoxide inhalation. Plasma and urine electrolytes were
determined with an ISE 3000 analyzer (Caretium Medical
Instruments, Shenzhen, China). Urine osmolality was determined
with a Cryobasic 1 osmometer (AstoriTecnica, Poncarale, Italy).
Plasma and urine urea, creatinine and glucose were determined
using a Konelab 20I analyzer (ThermoFisher Scientific, Illkirch,
France). Water excretion fraction was determined as (Plasma
creatinine/Urine creatinine) * 100.

Statistical Analysis
Comparisons between groups were performed with t-tests (2
groups) or ANOVA followed by Dunnett’s or Sidak’s test (>2
groups). For the comparison of repeated measurements over
time, we used a linear mixed effects model with time and the
measured parameter as fixed effects and the unique animal
identification number as a random effect, followed by Dunn’s
post-hoc comparison, using the baseline value of each group as
the reference. Data are represented as the means, with error bars
to indicate the standard error of the mean (SEM). Each group
included at least 4 separate measurements. Statistical analysis was
conducted with R software version 3.4.3 (Team R Core, 2018) and
additional packages (Wickham, 2009; Ritz et al., 2015).

RESULTS

LIT01-196 Intravenous Administration
Decreases BP and Increases HR in
Conscious Normotensive SD and WKY Rats
In conscious normotensive SD rats, basal MABP was 112 ± 1mm of
mercury (mmHg) and basal HR was 405 ± 8 beats per minute
(bpm). The i.v. administration of a supra maximal dose of
400 nmol/kg K17F in conscious SD rats led to a maximal
decrease in MABP of 12 ± 4mmHg, lasting approximately
10 min (Figure 1A). In contrast, the i.v. administration of LIT01-
196, in conscious SD rats at a much lower dose (15 nmol/kg), was
associated with a maximal decrease in MABP of 59 ± 3mmHg at
10 min. This hypotensive effect lasted for up to 45min (Figure 1A).
K17F (400 nmol/kg) and LIT01-196 (15 nmol/kg) induced a
compensatory increase in HR of 111 ± 33 and 100 ± 19 bpm,
respectively, and the effect on HR lasted longer for LIT01-196
(65 min) than for K17F (20 min) (Figure 1B). The i.v.
administration of LIT01-196 in increasing doses in conscious SD
male and female rats elicited a dose-dependent decrease in MAPB,
with ED50 (median effective dose) values of 9.8 ± 0.5 nmol/kg and
6.9 ± 0.5 nmol/kg, respectively (Figure 1C and Supplementary

Figure 1). The i.v. administration of LIT01-196 in increasing

doses in conscious normotensive male WKY rats, also induced a
dose-dependent decrease in MABP (Figure 1D) with a significantly
1.7 fold lower ED50 value (5.7 ± 0.4 nmol/kg, Figure 1C) than the
value obtained for normotensive SD male rats of the same age and
different genetic backgrounds. LIT01-196 (14 nmol/kg) also induced
an increase in HR in male WKY rats (maximal increase of 74 ±
12 bpm, Figure 1E).

LIT01-196 Intravenous Administration
Decreases BP but Does Not Change HR in
Conscious Hypertensive DOCA-Salt Rats
We then evaluated the hemodynamic effects of LIT01-196 in
conscious male hypertensive DOCA-salt rats derived from the
WKY strain. In hypertensive rats, baseline MABP was 176 ±

3 mmHg and baseline HR was 403 ± 7 bpm. The i.v.
administration of LIT01-196 at 15 nmol/kg led to a maximal
MABP decrease of 125 ± 1 mmHg, 12 min after LIT01-196
administration (Figure 1F). LIT01-196 acute treatment
(15 nmol/kg, i.v.) did not significantly modify HR (maximal
increase of 11 ± 14 bpm) (Figure 1G). At this dose, MABP was
normalized (around 100 mmHg), remained stable between 2
and 6 h after i.v. administration and returned to baseline value
after 24 h (157 ± 8 vs 164 ± 6 mmHg, p � 0.5) (Figure 1H),
whereas HR was not modified (Figure 1I). Lower doses of
LIT01-196 resulted in a smaller initial hypotensive effect,
with a shorter effect on MABP (Figure 1F). The i.v. injection
of 3 nmol/kg LIT01-196 into hypertensive DOCA-salt rats
induced a decrease in MABP (maximal decrease of 60 ±

10 mmHg, Figure 1F) with no change in HR (maximal
increase of 4 ± 7 bpm, Figure 1G), whereas the i.v.
administration of LIT01-196 at 4 nmol/kg into normotensive
WKY rats did not decrease MABP (maximal decrease of 4 ±

3 mmHg, Figure 1D). LIT01-196, i.v. administered in
increasing doses, in conscious hypertensive DOCA-salt rats
dose-dependently decreased MABP, with a significantly lower
ED50 value than that obtained for normotensiveWKY rats of the
same age and genetic background (ED50 value: 3.1 ±

0.6 nmol/kg versus 5.7 ± 0.4 nmol/kg, p � 0.007)
(Figure 1C). In contrast, the i.v. administration of K17F at a
dose of 20 nmol/kg in conscious hypertensive DOCA-salt rats
did not significantly modify MABP and HR (Figures 2A,B).

BP Decrease Induced by LIT01-196
Intravenous Administration is Inhibited in
the Presence of a NO-Synthase Inhibitor in
Normotensive and Hypertensive DOCA-Salt
Rats
When LIT01-196 (15 nmol/kg) and L-NAME (111 μmol/kg) were
concomitantly administered via the i.v. route in conscious
normotensive SD rats, the decrease in BP induced by LIT01-196
was drastically reduced. Only a transient initial decrease in MABP
(maximal decrease inMABP of −19 ± 4mmHg) lasting for less than
1min was observed (Figure 3A). We found similar results in
hypertensive DOCA-salt rats, in which L-NAME fully inhibited
the BP decrease induced by LIT01-196 (3 nmol/kg) when the two
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compounds were concomitantly administered by i.v. route
(Figure 3B).

Prolonged and Long-Lasting BP Decrease
Induced by LIT01-196 Subcutaneous
Administration in Conscious Normotensive
WKY Rats
With a view to prevent the intense initial decrease in BP induced by i.
v. LIT01-196 administration and to increase the duration of action of

this peptide, we first investigated the effects of LIT01-196 s.c.
administration on MABP and HR in normotensive WKY rats.
The s.c. administration of 90 nmol/kg LIT01-196 in conscious
normotensive WKY rats resulted in a maximal decrease in
MABP of 30 ± 8mmHg (Figure 4A), and did not alter HR
(Figure 4B). The BP decrease was maximal at 120min and
persisted at least 6 h after the s.c. administration (Figure 4A).
The dose of LIT01-196 (90 nmol/kg) given by s.c. route inducing
amaximal BP decrease of 30± 8mmHgwas 11-fold higher than that
required (8 nmol/kg) to have a similar hypotensive effect after i.v.

FIGURE 2 | Hemodynamic effects of the intravenous administration of apelin-17 (K17F) in conscious hypertensive DOCA-salt rats. Effects of the i.v. administration

of saline in conscious normotensiveWKY rats and hypertensive DOCA-salt rats or K17F (20 nmol/kg) in conscious hypertensive DOCA-salt rats on (A)MABP and (B)HR

recorded for 1 h and respectively expressed in mmHg and bpm. Comparisons of repeated measurements in linear mixed-effects models followed by Dunn’s test with

Holm’s adjustment, *p < 0.05 vs baseline values of MABP or HR, n ≥ 5/group.

FIGURE 3 | NOS inhibition and hemodynamic effects of LIT01-196. (A) Effects of the i.v. administration of saline, LIT01-196 (15 nmol/kg) and the simultaneous

administration of LIT01-196 and L-NAME (111 μmol/kg) in conscious normotensive SD rats on MABP, recorded for 20 min. (B) Effects of the i.v. administration of saline,

LIT01-196 (3 nmol/kg) and the simultaneous administration of LIT01-196 and L-NAME (111 μmol/kg) in conscious hypertensive DOCA-salt rats on MABP, recorded for

20 min. Comparisons of repeated measurements in linear mixed-effects model followed by Dunn’s test with Holm’s adjustment, *p < 0.05, vs. the baseline value of

MABP, n ≥ 5/group.
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LIT01-196. The duration of the hypotensive effect induced by
LIT01-196 (90 nmol/kg) after s. c. administration was
significantly longer (at least 6-fold) than that recorded after i. v.
administration (8 nmol/kg) (Figures 1D, 4A).

Prolonged and Long-Lasting
Antihypertensive Action of LIT01-196 After
Acute or Chronic Subcutaneous
Administration in Conscious Hypertensive
DOCA-Salt Rats
We then evaluated the effects of LIT01-196 administered via the s.c.
route in conscious hypertensive DOCA-salt rats. Following the s.c.
injection of 90 nmol/kg LIT01-196, a decrease in MABP was
observed that was smoother than after i.v. injection (Figure 4C).
At the time of maximal effect, 20 min after s. c. administration,

MABP was 97 ± 14mmHg (Figure 4C). The s.c. administration of
90 nmol/kg LIT01-196 allowed a prolonged normalization of
MABP, which remained between 97 ± 14 and 136 ± 15mmHg
from the injection until the end of recording, 7 hours later
(Figure 4C). MABP returned to baseline levels, 24 h after the s.
c. injection of 90 nmol/kg LIT01-196 (174 ± 14 vs 187 ± 9mmHg,
p � 0.84). The dose of LIT01-196 (90 nmol/kg) given by s. c. route,
normalizing BP around 100mmHg (Figure 4C) was 6 fold higher
than that of LIT01-196 (15 nmol/kg) given by i.v. route in DOCA-
salt hypertensive rats (Figure 1H). Subcutaneous administration of
90 nmol/kg LIT01-196 did not significantly increase HR, and was
followed by a significant decrease in HR from the second hour to the
4th hour following administration (maximal decrease of 99 ±

18 bpm) (Figure 4D).
The antihypertensive effect of LIT01-196 remained after 4

consecutive daily s.c. injections of 90 nmol/kg of the compound

FIGURE 4 | Hemodynamic effects of the acute subcutaneous administration of 90 nmol/kg LIT01-196 in conscious normotensive WKY and hypertensive DOCA-salt rats.

(A)MABPand (B)HR recorded for 6 h after administration of saline or LIT01-196 (90 nmol/kg s.c.) to conscious normotensiveWKY rats. (C)MABPand (D)HR recorded for 7 and

24 h after administration of saline into conscious normotensiveWKY and hypertensive DOCA-salt rats or LIT01-196 (90 nmol/kg s.c.) to conscious DOCA-salt rats. Comparisons

of repeated measurements in linear mixed-effects models followed by Dunn’s test with Holm’s adjustment, *p < 0.05 vs. baseline values of MABP or HR, n ≥ 4/group.
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with a BP decrease that lasted at least 6 h, and a maximal decrease
in MABP of 59 ± 8 mmHg (Figure 5A), without modification of
HR (Figure 5B).

Cardiac ACE2 Activity After Chronic
Subcutaneous Administration of LIT01-196
in Conscious Hypertensive DOCA-Salt Rats
Cardiac ACE2 activity in hypertensive DOCA-salt rats is decreased
by 37% compared to cardiac ACE2 activity measured in control
WKY rats (10.3 ± 0.8 RFU/min/µg protein, n � 5 vs 16.4 ± 0.6 RFU/
min/µg protein, n � 5, p < 0.0001). LIT01-196 given during four
consecutive days at the dose of 90 nmol/kg by s.c. route to DOCA-
salt rats does not modified cardiac ACE2 activity compared to that
measured in DOCA-salt rats treated with saline (10.8 ± 0.3 RFU/
min/µg protein, n � 5 vs 10.3 ± 0.8 RFU/min/µg protein, n � 5).
Cardiac ACE2 activity in DOCA-salt rats treated with LIT01-196
was significantly lower than that measured in the control WKY
group (10.3± 0.8 RFU/min/µg protein, n� 5 vs 16.4± 0.6 RFU/min/
µg protein, n � 5, Supplementary Figure 2).

Plasma Apelin Levels in Normotensive and
Hypertensive DOCA-Salt Rats
Plasma apelin levels were lower in hypertensive DOCA-salt rats than
in normotensive WKY rats of the same age and genetic background
(0.509 ± 0.04 versus 0.781 ± 0.10 pmol/ml respectively, p � 0.029)
(Figure 6).

Metabolic Effects of Repeated LIT01-196
Subcutaneous Administrations in
Hypertensive DOCA-Salt Rats
We then evaluated the effects of repeated doses of LIT01-196 (daily
s.c. administrations of 90 nmol/kg for 4 days) on metabolic
parameters in DOCA-salt rats housed in metabolic cages. After

chronic treatment for 4 days, LIT01-196 did not induce any
significant change in urine output, urine osmolality, water and
food intake, plasma sodium and potassium levels, kidney
function (plasma creatinine and urea nitrogen), plasma glucose
levels and water excretion fraction versus DOCA-salt rats
receiving saline (Figures 7A–J). Animals treated with LIT01-196
had a significant 31% higher daily urinary sodium excretion (p �

0.047) and a similar daily urinary potassium excretion when
compared to DOCA-salt rats receiving saline (Figures 7K,L).

DISCUSSION

This study describes a way of normalizing BP in an experimental
salt-dependent model of hypertension, by activating the ApelinR,
using a systemically active metabolically stable K17F analog, LIT01-
196. We first show the hypotensive effect of an acute LIT01-196
administration by i.v. and by s.c. route in normotensive rats.We then
show that acute LIT01-196 administration by s.c. route at a dose in
the nmol/kg range normalizes arterial BP in conscious hypertensive
DOCA-salt rats for at least 7 h, via a NO-dependent mechanism.
The antihypertensive effect of LIT01-196 is maintained after 4
consecutive days of treatment, and does not alter plasma sodium
and potassium levels and kidney function as shown by the lack of
change in plasma creatinine and urea nitrogen levels. This shows for
the first time that LIT01-196, a metabolically stable analog of the
endogenous peptide K17F acts as a potent and long-lasting
antihypertensive agent.

We first found that, LIT01-196 administered in increasing
doses by the i. v. route in conscious normotensive male and
female SD and male WKY rats decreased BP in a dose-
dependent manner, with ED50 values of 9.8, 6.9 and
5.7 nmol/kg respectively, showing a slight higher sensitivity
of female SD and male WKY rats to LIT01-196 treatment
compared to male SD rats. These data on male and female SD
rats are to put in line with data showing in healthy volunteers

FIGURE 5 | Hemodynamic effects of repeated subcutaneous administration of LIT01-196 in conscious hypertensive DOCA-salt rats. Effects of repeated daily s.c.

administration of saline or LIT01-196 (90 nmol/kg) in conscious hypertensive DOCA-salt rats on (A) MABP and (B) HR recorded for 6 and 24 h, and respectively

expressed in mmHg and bpm. All measurement started on the day of the fourth s.c. administration. Comparisons of repeated measurements in linear mixed-effects

models followed by Dunn’s test with Holm’s adjustment, *p < 0.05 vs baseline values of MABP or HR, n ≥ 5/group.

Frontiers in Pharmacology | www.frontiersin.org July 2021 | Volume 12 | Article 7150958

Flahault et al. Stable Apelin Analog and Hypertension



higher age-adjusted plasma apelin concentrations in men than
in women (Blanchard et al., 2013). We have then pursued our
animal studies with male normotensive and hypertensive
DOCA-salt rats. However, it would be important to further
investigate the effects of LIT01-196 on BP in female as
compared to male hypertensive DOCA-salt rats since a
male susceptibility and female resilience to developing
hypertension have been observed in the vast majority of
animal models of hypertension, regardless of whether it is
induced or genetic (Arnold et al., 2017).

The i.v. administration of LIT01-196 (14–15 nmol/kg) in
conscious male WKY and SD rats elicited a rapid, marked
decrease in BP (−75 and −59 mmHg respectively) that was

sustained for at least 60 and 45 min respectively whereas, at
the same dose, K17F induced no significant change in BP.
Nevertheless, when administered i. v. at a dose of 400 nmol/kg
(27 times higher) in conscious SD rats, K17F induced a
-12 mmHg decrease in BP that lasted 10 min. These results are
in line with the previously reported in vivo LIT01-196 half-life of
28 min in the bloodstream, versus 50 s for K17F, in SD male rats
after i.v. administration (Flahault et al., 2021). The LIT01-196-
induced BP decrease does not result from the action of the
compound at the brain level since LIT01-196 was previously
shown not to cross the blood-brain barrier and enter the brain
after systemic administration to control rats (Flahault et al.,
2021). Other metabolically stable apelin analogs have been
developed to increase the half-life of the peptide and its in
vivo activity. In vivo effects on BP have been evaluated for
only a few of these analogs. Murza et al. showed that a Tyr
(OBn) apelin-13 analog, administered i.v. at a dose of
620 nmol/kg in anesthetized normotensive rats, induced a
higher BP decrease (−50 mmHg, return to baseline after
45 min) compared to pE13F (Murza et al., 2015). Wang et al.
designed the Nle-Aib-BrF-pyr-apelin-13 peptide, which
decreased BP by -25 mmHg for more than 120 min (no return
to baseline MABP was observed) when administered i.v. at a high
dose (1,400 nmol/kg) in normotensive anesthetized mice (Wang
et al., 2016). Thus, at a dose lower than those used in these
previous studies (by a factor of 41–93), and in conscious rather
than anesthetized rats, LIT01-196 was more active than the
apelin-13 analogs. LIT01-196 may, therefore, be considered as
a potent hypotensive apelin analog in vivo.

We then investigated the effects of LIT01-196, on BP in
conscious hypertensive DOCA-salt rats, a salt- and volume-
dependent model of hypertension, with low plasma renin levels,
resistant to treatment with systemic RAS blockers (Morton et al.,
1979). The DOCA-salt rat has a high BP, with high plasma AVP
levels, water and salt retention, hyperactivity of the brain RAS but a
low activity of the systemic RAS (Basso et al., 1981; Ganten et al.,
1983). We first showed that plasma apelin levels were lower in
DOCA-salt rats than in normotensive rats, consistent with low
apelin expression in experimental models of hypertension (Zhang
et al., 2006; Akcılar et al., 2013) and hypertensive patients (Xie et al.,
2017). We then found that LIT01-196 i.v. administered in
increasing doses to conscious DOCA-salt rats, potently
decreased BP in a dose-dependent manner, with an ED50 value
of 3.1 ± 0.6 nmol/kg, significantly lower than the value obtained for
normotensive WKY rats of the same age and genetic background.
The i.v. administration of LIT01-196 (15 nmol/kg) in conscious
DOCA-salt rats elicited a high decrease in BP (-125mmHg), versus
- 75mmHg in normotensive WKY rats, that was sustained for 6 h
versus 1 h inWKY rats. Hypertensive DOCA-salt rats appear to
be more sensitive to the antihypertensive effects of LIT01-196
treatment than normotensive WKY rats. Indeed, following the
i.v. administration of LIT01-196 at a dose of 3 nmol/kg, MABP
decreased markedly (−60 mmHg) for at least 6 h in DOCA-salt
rats but remained unchanged in normotensive WKY rats.
Similarly, Lee et al. reported that, for the same dose of
apelin-13 (10 nmol/kg), the decrease in MABP was stronger
in anesthetized hypertensive SHRs (−60%) than in

FIGURE 6 | Plasma apelin levels in normotensive WKY and hypertensive

DOCA-salt rats. All measurements were performed in the absence of drug

administration. n ≥ 9/group. Comparisons were performed using Student’s

t test. *p < 0.05.
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normotensive WKY rats (−30%) (Lee et al., 2005). They also
reported a short duration of the effects of apelin (6 min)
in SHR.

ACE2 was previously shown to be involved in the metabolism
of K17F (Wang et al., 2016) and LIT01-196 (data not shown).
Since a decrease in renal ACE2 mRNA expression and brain
ACE2 enzymatic activity have been observed in hypertensive
DOCA-salt rats compared to normotensive rats (Crackower et al.,
2002; Hmazzou et al., 2021), we have shown, in the present study,
that cardiac ACE2 activity in hypertensive DOCA-salt rats was
decreased compared to that measured in normotensive WKY

rats. Moreover, LIT01-196 given by s.c. route during 4 days at the
dose of 90 nmol/kg did not modified cardiac ACE2 activity
compared to that measured in DOCA-salt rats treated with
saline but was significantly lower than that measured in
control normotensive rats. This shows that metabolism of
LIT01-196 by ACE2 was decreased in hypertensive rats
compared to normotensive rats and could be responsible for
higher LIT01-196 levels available for ApelinR activation. This
could explain the higher sensitivity of hypertensive DOCA-salt
rats to LIT01-196 treatment than normotensive rats. Moreover,
Akcılar et al. (2013) showed in DOCA-salt hypertensive rats, that

FIGURE 7 |Metabolic effects of repeated LIT01-196 administrations in DOCA-salt hypertensive rats. Hypertensive DOCA-salt rats were housed inmetabolic cages

and received daily injections of saline (grey bar) or LIT01-196 (90 nmol/kg, blue bar) for 4 days. Urine and plasma samples were collected during the 24 h following the

last injection. (A) Urine output, (B) Urine osmolality, (C)Water intake, (D) Food intake, (E) Plasma sodium, (F) Plasma potassium, (G) Plasma creatinine, (H) Plasma urea

nitrogen, (I) Plasma glucose, (J)Water excretion fraction, (K) 24-h sodium excretion, (L) 24-h potassium excretion. Comparisons performed using Student’s t test,

*p < 0.05 vs saline, n � 5/group.
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plasma apelin levels and apelin-APJ mRNA expression levels
were reduced. Consequently treatment with LIT01-196 may
compensate the decrease activity of the vascular apelinergic
system and could participate for normalization of arterial BP.
Considering the low activity of the systemic RAS in DOCA-salt
rats (Lee et al., 1999; Basting and Lazartigues, 2017) and the fact
that apelin inhibits angiotensin II-induced BP increase (Ishida
et al., 2004), the dose of LIT01-196 required to counterbalance the
stimulatory effect of angiotensin II on BP in hypertensive DOCA-
salt rats is weaker than that required in normotensive rats. Finally,
an impairment of the baroreflex has been reported in DOCA-salt
rats (Takeda et al., 1988). In this study, despite the large
amplitude of the BP decrease induced by LIT01-196 in
DOCA-salt rats, HR was not increased. This could account for
the higher sensitivity of DOCA-salt rats to the antihypertensive
effect of LIT01-196, due to a lack of counteracting resistance
adjustment by the baroreflex.

With a view to preventing the intense initial decrease in BP
induced by LIT01-196 and to increase the duration of action of
this peptide, we investigated the hypotensive response to the s.c.
administration of this compound in normotensive and
hypertensive rats. As expected, the dose required to induce a
decrease in BP in conscious normotensive and hypertensive rats
was larger for administration via the s.c. route that for the i.v.
route. In normotensive WKY rats, the s.c. administration of
90 nmol/kg LIT01-196 induced a decrease in BP (−30 mmHg)
that was smaller than that induced by its i.v. administration, but
this effect lasted for at least 6 h, as opposed to 45 min for the
effects of i. v.administration in normotensive animals. These
results are in line with the prolonged in vivo half-life of
LIT01-196 (156 min) in the bloodstream after s.c.
administration in normotensive rats as previously reported
(Flahault et al., 2021).

In cases of chronic, severe or resistant hypertension, the
objective is to obtain a long-lasting effect with a progressive
decrease in BP. The acute s.c. administration of LIT01-196 at a
dose of 90 nmol/kg in conscious hypertensive DOCA-salt rats
with a basal MABP around 176 mmHg, normalized MABP at
about 100–120 mmHg for at least 7 h without the initial drastic
decrease in BP observed after i.v. administration. Despite this
sustained decrease in BP, MABP measured 24 h after the s.c.
administration of LIT01-196 s.c. had returned to levels similar to
those at baseline before treatment. In addition, repeated daily s.c.
administrations of LIT01-196 did not alter the antihypertensive
effect of the compound, and were not associated with alterations
in plasma sodium and potassium levels and in kidney function.
This suggests that there is no tolerance to the antihypertensive
effect of LIT01-196 and no desensitization of ApelinR after
chronic LIT01-196 administration. This is in agreement with
the results of Akcılar et al. who showed that repeated
intraperitoneal injection of apelin-13 for 17 days in DOCA-salt
hypertensive rats, did not modified ApelinR mRNA expression in
vascular tissue, relative to DOCA-salt rats receiving saline
(Akcılar et al., 2013). Overall, these results indicate that
LIT01-196, a metabolically stable analog of the endogenous
peptide K17F, acts as a potent and long-lasting
antihypertensive agent.

We also investigated the mechanism of action of LIT01-196 in
the DOCA-salt model. K17F (Gerbier et al., 2017) and pE13F
(Tatemoto et al., 2001; Japp et al., 2008) decrease BP through a
NO-dependent mechanism in normotensive conditions, both in
rodents and humans. In line with these results, we demonstrated
in vivo that the BP decrease induced by LIT01-196 is fully
inhibited by a NO synthase inhibitor, L-NAME in conscious
normotensive rats. This is in agreement with the vasorelaxant
activity of LIT01-196 on isolated rat aorta that were
precontracted by incubation with noradrenaline and on
glomerular arterioles that were precontracted with angiotensin
II. In both preparations, LIT01-196, as K17F, induced a dose-
dependent relaxation of the vessels (Gerbier et al., 2017),
consistent with the presence of ApelinR binding sites in
human aorta (Katugampola et al., 2002) and of ApelinR
mRNA in the endothelial cells lining the large conductance
vessels of various organs (Hus-Citharel et al., 2008; Japp and
Newby, 2008). The relaxant effects of K17F and LIT01-196 on rat
aorta were significantly inhibited by prior treatment of the vessels
with L-NAME, suggesting that LIT01-196, similar to K17F, acted
via a NO-dependent mechanism (Gerbier et al., 2017).

However, BP regulation by NO may be altered in
hyperaldosteronism conditions. Studies have previously shown
in DOCA-salt and 2-kidneys-1-clip rats, which are respectively
models of primary and secondary hyperaldosteronism
(Hashimoto et al., 1983), that plasma nitrite/nitrate ratio and
aortic expression of endothelial NO synthase were decreased (Lee
et al., 1999). In contrast, SHR rats exhibit an increase in NO
synthase activity (Lee et al., 1999). It was thus critical to assess
whether activating ApelinR by LIT01-196 in hypertensive
DOCA-salt rats was also efficient to decrease BP through a
NO-dependent mechanism. We show that, similarly to
normotensive rats, the antihypertensive effect of LIT01-196 is
fully inhibited by L-NAME in DOCA-salt rats, suggesting that
LIT01-196, by activating ApelinR, decreases BP in DOCA-salt
rats via a NO-dependent mechanism.

The fast-acting nature of the hypotensive effect of LIT01-196
suggests it mainly occurs through vasodilation. However, whether
extracellular volume reduction could contribute to a longer-
acting effect remained to be investigated. Indeed, the i.v.
injection of K17F has been shown to increase aqueous diuresis
in anesthetized lactating female rats (Hus-Citharel et al., 2008),
and LIT01-196 given by i.v. or s.c. route in control rats increases
urine output and decreases urine osmolality (Flahault et al.,
2021). We therefore evaluated the effects of LIT01-196
administration on diuresis and urinary sodium excretion in
hypertensive DOCA-salt rats after 4 days of treatment. The
repeated s.c. administration of 90 nmol/kg LIT01-196 in
conscious DOCA-salt rats induced a slight increase in urinary
sodium excretion, with no significant increase in urine output. In
contrast with prior studies in normotensive rats (De Mota et al.,
2004; Hus-Citharel et al., 2014; Flahault et al., 2021), we did not
observe an aquaretic effect of the compound, indeed, urine
osmolality was similar in DOCA-salt rats treated with saline
and LIT01-196. Due to the fact that LIT01-196 does not enter the
brain and cannot inhibit AVP release in the bloodstream, the high
circulating AVP levels (Morris et al., 1981; Keck et al., 2019),
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which promote water reabsorption by the kidney, may in turn
inhibit the ability of LIT01-196 to induce water excretion.

CONCLUSION

In conclusion, LIT01-196, a metabolically stable analog of the
endogenous peptide K17F, is a potent and long-lasting
antihypertensive agent that can be administered intravenously
to decrease BP rapidly, in a dose-dependent manner, or
subcutaneously, to obtain a sustained and long-lasting effect.
This agent acts as a vasodilator, via a NO-dependent mechanism,
and, although associated with an aquaretic effect in normotensive
but not in hypertensive DOCA-salt rats, it has no impact on
plasma sodium or potassium levels and kidney function in
DOCA-salt rats. Treatment by LIT01-196 could constitute a
new approach to regulate high BP via activation of the ApelinR.
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Apelin and Vasopressin: The Yin
and Yang of Water Balance
Pierre-Emmanuel Girault-Sotias , Romain Gerbier , Adrien Flahault , Nadia de Mota

and Catherine Llorens-Cortes*

Laboratory of Central Neuropeptides in the Regulation of Body Fluid Homeostasis and Cardiovascular Functions, Center for

Interdisciplinary Research in Biology (CIRB), French National Institute for Health and Medical Research (INSERM), Unit

U1050, National Center for Scientific Research (CNRS), Mixed Research Unit 7241, College de France, Paris, France

Apelin, a (neuro)vasoactive peptide, plays a prominent role in controlling body fluid

homeostasis and cardiovascular functions. Experimental data performed in rodents

have shown that apelin has an aquaretic effect via its central and renal actions. In the

brain, apelin inhibits the phasic electrical activity of vasopressinergic neurons and the

release of vasopressin from the posterior pituitary into the bloodstream and in the kidney,

apelin regulates renal microcirculation and counteracts in the collecting duct, the

antidiuretic effect of vasopressin occurring via the vasopressin receptor type 2. In

humans and rodents, if plasma osmolality is increased by hypertonic saline infusion/

water deprivation or decreased by water loading, plasma vasopressin and apelin are

conversely regulated to maintain body fluid homeostasis. In patients with the syndrome of

inappropriate antidiuresis, in which vasopressin hypersecretion leads to hyponatremia,

the balance between apelin and vasopressin is significantly altered. In order to re-establish

the correct balance, a metabolically stable apelin-17 analog, LIT01-196, was developed,

to overcome the problem of the very short half-life (in the minute range) of apelin in vivo. In

a rat experimental model of vasopressin-induced hyponatremia, subcutaneously (s.c.)

administered LIT01-196 blocks the antidiuretic effect of vasopressin and the vasopressin-

induced increase in urinary osmolality, and induces a progressive improvement in

hyponatremia, suggesting that apelin receptor activation constitutes an original

approach for hyponatremia treatment.

Keywords: apelin, vasopressin, apelin receptor,metabolically stable apelin-17 analogs, diuresis, osmolality, hyponatremia

1 DISCOVERY

The apelin story began in 1993 with the cloning of a cDNA for an orphan receptor, given the name
“APJ receptor” (putative receptor protein related to the type 1 (AT1) angiotensin receptor) from a
human genomic library (1). This seven-transmembrane domain G-protein coupled receptor
(GPCR) displays 31% amino-acid (aa) sequence identity to the human AT1 receptor and is
encoded by a gene on chromosome 11. However, it does not bind radiolabeled angiotensin II (Ang
II) (1), and stimulation of the rat APJ receptor by Ang II does not modify cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) production, demonstrating that it is not an angiotensin receptor subtype
(2). The gene encoding the APJ receptor has no introns in human and rodents (2–4). The human
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and the rat APJ receptors are 380 and 377 aa long, respectively.
The APJ receptor aa sequence is conserved across species, with
more than 90% sequence identity between human and rodents,
and up to 50% sequence identity with other non-mammalian
species, such as zebrafish and frog (2–5).

In 1998, the endogenous ligand of the orphan APJ receptor
was isolated from bovine stomach tissue extracts (6). This 36-aa
peptide was called apelin for APJ Endogenous LIgaNd, and the
APJ receptor was renamed the apelin receptor (ApelinR).

2 SYNTHESIS AND METABOLISM
OF APELIN

2.1 Processing of Preproapelin
Apelin is generated from a 77-aa precursor, preproapelin
(Figure 1). The human apelin gene contains three exons, with
the coding region spanning exons 1 and 2. The 3’ untranslated
region also spans two exons (2 and 3) (8). This structure may
account for the presence of transcripts of two different sizes (≈3
kb and ≈3.6 kb) in various tissues (3, 8). Alignment of the
preproapelin aa sequences from cattle, humans, rats, and mice

revealed strict conservation of the C-terminal 17 aa (aa 61 to 77
of the preproapelin sequence), known as apelin-17 or K17F
(Figure 1). Various molecular forms of apelin, differing only in
length, are present in vivo (36, 17, or 13 aa at the C-terminal part
of preproapelin) commonly called apelin-36, apelin-17, and
apelin-13. Apelin-13 is naturally pyroglutamylated at its N-
terminus (pyroglutamyl form of apelin-13 or pE13F) (4, 9–
12) (Figure 1).

Pairs of basic residues are present within the cattle, human,
rat, and mouse preproapelin sequences, leading to the suggestion
that prohormone convertases are responsible for processing the
precursor to generate K17F and pE13F. The proprotein
convertase subtilisin/kexin 3 (also named furin) has been
shown to cleave in vitro proapelin directly into apelin-13
without generating longer isoforms (13).

For apelin-36 (amino acids 42 to 77 of the preproapelin
sequence), the maturation mechanism remains unclear because
there are no dibasic motifs upstream from the apelin-36
cleavage site.

Apelin-36 predominates in rat lung, testis, uterus, and in
bovine colostrum, whereas both apelin-36 and pE13F have been
detected in rat mammary gland (4, 10). The predominant forms

FIGURE 1 | Amino-acid sequences of the apelin precursor, preproapelin, in cattle, humans, rats, and mice, and the molecular forms of apelin detected in vivo. The

blue arrow indicates the beginning of the sequence of apelin-36, the green one that of the sequence of apelin-17 (K17F), which is strictly conserved in mammals and

the red one that of the apelin-13 sequence. The dibasic doublets (in orange) are framed by black dashed boxes. The black arrows show the cleavage sites by

neutral endopeptidase 24.11 (NEP 24.11, EC 3.4.24.11) and angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2, EC 3.4.17.23). The various molecular forms of apelin

detected in vivo in mammals: apelin-36, apelin-17, and the pyroglutamyl form of apelin-13. Figure adapted from Ref. (7) with permission from the copyright holders.
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of apelin in rat brain as well as in rat and human plasma are
pE13F and K17F, with much lower concentrations of apelin-36
(11, 12). Apelin-13 is the most abundant form in the heart (14).

2.2 Metabolism of Apelin Peptides
The carboxypeptidase angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2,
EC 3.4.17.23) removes the C-terminal phenylalanine residue of
apelin-36, K17F or pE13F, both in vitro and in vivo (15, 16)
(Figure 1). Moreover, it has recently been shown that neutral
endopeptidase 24.11 or neprilysin (EC 3.4.24.11) hydrolyzes the
scissile Arg8-Leu9 and Arg4-Leu5 peptide bonds of K17F and
pE13F, respectively (Figure 1), generating two truncated
peptides (17) unable to bind the ApelinR. NEP is, thus, the
first protease shown to fully inactivate apelin. Synthetic analogs
with the modified NEP degradation site (“RPRL” motif) have
greater proteolytic stability in vitro while maintaining receptor
affinities, highlighting the importance of this region for the full
agonist activity of apelin (18).

3 ANOTHER ENDOGENOUS LIGAND
FOR THE APELIN RECEPTOR:
ELABELA/APELA

A second endogenous ligand of the ApelinR, apela (apelin
receptor early endogenous ligand, also known as Elabela/
Toddler (encoded by a gene on chromosome 4) was discovered
in 2013 (19, 20). There is little sequence identity between apelin
and apela, but both originate from precursors which are
processed to generate several isoforms (21).

The gene for apela encoded a 54-amino acid precursor. The
22 aa signal peptide is removed to generate apela-32, which is
secreted and bioactive (22, 23). The cleavage of apela-32 by furin
to produce two fragments composed of 21 and 11 amino acids—
apela-22 and apela-11, respectively — has been predicted (19,
20). The shortest C-terminal apela-11 fragment is fully conserved
between species. Apela-32 and apela-22 display subnanomolar
affinity for the ApelinR, whereas apela-11 is less active (22, 24).
Apela is broadly expressed during development. In adults, apela
mRNA levels are high in the prostate and kidney (25). In
addition, the circulating apela in the bloodstream may
originate at least partly from the endothelial cells of arterial
vessels (22). For a review on apela see (21).

4 PHARMACOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF THE
APELIN RECEPTOR

The various molecular forms of apelin (apelin-36, K17F and pE13F)
have subnanomolar affinities for the ApelinR (26, 27). Structure-
function studies combining molecular modeling and site-directed
mutagenesis have shown that the Arg2, Arg4, and Lys8 residues of
pE13F interact with acidic aa residues of the ApelinR, located at its
surface: Glu 172, Asp 282 and Asp 92, respectively (28).

Numerous studies have described the ApelinR signaling
pathways activated by the different molecular forms of apelin.
Apelin-36, K17F, and pE13F have similar abilities (in the
subnanomolar range) to inhibit forskolin-induced cAMP
production in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells expressing
the rat ApelinR and in Human Embryonic Kidney (HEK) cells
expressing the human ApelinR (2, 9, 26, 29). Hosoya et al.
showed that pertussis toxin blocked the inhibition of cAMP
production induced by apelin-36 and pE13F, demonstrating the
coupling of the ApelinR to Gai (4). This finding was confirmed
by Masri et al., who reported the preferential coupling of ApelinR
to the Gai1 and Gai2 proteins (30, 31). Apelin-36, K17F, and
pE13F also increase [Ca2+]i mobilization in Ntera 2 human
teratocarcinoma (NT2N) cells, in cells derived from basophils
(RBL-2H3) and in HEK cells stably expressing the human
ApelinR (26, 32–34). Morever, Hus-Citharel et al. showed that
K17F decreases (AngII)-induced [Ca2+]i mobilization in
glomerular arterioles through the production of nitric oxide
(NO) (35). Interestingly, several studies have shown that the
stimulation of the ApelinR by apelin (K17F, pE13F) induces
vasodilation and modulates vascular tone through NO
production (35–38).

Activation of the apelin/APJ system can also induce a cascade
of intracellular signaling kinases that regulate cell function. In
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and in CHO
cells expressing the mouse ApelinR, activation of the apelin/APJ
system induces activation of the phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/Akt and the Extracellular Regulated Kinases (ERK1/2)
pathways, stimulating phosphorylation of the S6 ribosomal
protein kinase (p70S6K) (31, 39, 40). D’Aniello et al. showed
that apelin induces phosphorylation of p70S6K in murine
embryonic stem cells via an ERK1/2-dependent pathway (41).
ERKs are phosphorylated in CHO cells stably expressing the
mouse ApelinR in a Gai-protein-dependent, protein kinase C
(PKC)-dependent, and Ras-independent manner (30, 39).

Like most GPCRs, upon the binding of agonist ligands, the
ApelinR elicits the recruitment of b-arrestins and their
subsequent internalization through a clathrin-dependent
mechanism (26, 27, 29, 34, 37, 42). Ser 348 at the C-terminus
of the ApelinR has been identified as a crucial phosphorylation
site for the interactions of this receptor with GRK2/5,
b-arrestin1/2, and for its internalization (43). Furthermore, the
C-terminal Phe residue of pE13F is embedded at the bottom of
the binding site, in a hydrophobic cavity composed by Trp 152 in
TMIV and Trp 259 and Phe 255 in TMVI (27).

Site-directed mutagenesis experiments revealed that Phe 255
and Trp 259, through their interactions with the C-terminal Phe
residue of pE13F, were crucial for ApelinR internalization, but
played no role in apelin binding or Gai protein coupling.
The C-terminal Phe residue of apelin is, thus, a key residue
triggering ApelinR internalization (29, 44). Deletion of the
C-terminal Phe residue of K17F (K16P) and the replacement
of this residue with an alanine (K17A) strongly decrease the
ability of the peptide to trigger ApelinR internalization, without
affecting its affinity for the ApelinR or its ability to activate
Gai-coupling (16, 27, 29). All these data indicate functional
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dissociation between ApelinR Gi-coupling and receptor
internalization. This implies that the ApelinR exists in different
active conformations, depending on the ligand fitting into the
binding site, leading to the activation of different signaling
pathways, and different subsequent biological effects (27).
These findings suggest that ApelinR may display ‘functional
selectivity’ or ‘biased signaling’, by coupling with Gi protein or
recruiting b-arrestin 1 and 2. This hypothesis was confirmed by
Ceraudo et al., who showed that K17F activates ERK1/2 in a b-
arrestin-dependent and Gi protein-dependent manner, whereas
K16P activates only the Gi protein (45). This functional
selectivity of apelin peptides indicates that b-arrestin-
dependent ERK1/2 activation, but not Gi-dependent signaling,
may contribute to the decrease in blood pressure (BP) induced by
K17F. Indeed, when pE13A and K16P are injected intravenously
in rats, they lost their capacity to decrease arterial BP when
compared with the corresponding natural peptides, pE13F and
K17F (29, 46). Moreover, the internalized ApelinR/pE13F
complex is rapidly recycled to the cell surface through a Rab4-
dependent mechanism whereas the internalized ApelinR/apelin-
36 complex is targeted for degradation in lysosomes by Rab7
(47), showing that the trafficking of the ApelinR depends upon
the ligand used to activate the receptor. These differences are
consistent with studies showing that apelin-36 induces sustained,
strong desensitization of the ApelinR, whereas the
desensitization induced by pE13F is transient (30). The apelin
isoforms therefore display subtle differences in pharmacological
properties, which may influence their physiological actions.

Moreover, like many GPCRs, ApelinR may also form
heterodimers in vitro with other GPCRs. ApelinR has been
shown to dimerize with the AngII type 1 receptor (AT1R),
leading to an inhibition of AngII signaling by apelin (48–50).
ApelinR may also heterodimerize with the k-opioid receptor,
leading to an increase in cell proliferation through an increase in
PKC activity and a decrease in protein kinase A activity (51). In
HUVEC cells, ApelinR has been shown to heterodimerize with
bradykinin type 1 receptor, leading to an increase in cell
proliferation and the phosphorylation of eNOs through a Gq

protein-dependent PKC signaling pathway (52).

5 DISTRIBUTION OF APELIN AND
ITS RECEPTOR

5.1 In the Brain
Preproapelin is heterogeneously distributed between different brain
structures (3, 8, 10, 26, 53). The distribution of apelinergic neurons
in the adult rat brain has been studied using a polyclonal antibody
with a high affinity and selectivity for K17F, which also recognizes
pE13F and apelin-36 (11, 37, 54). Apelin-immunoreactive (IR)
neuronal cell bodies are abundant in the hypothalamus and the
medulla oblongata. These structures are involved in neuroendocrine
control, food intake and the regulation of BP. They are abundant in
the supraoptic nucleus (SON), the magnocellular part of the
paraventricular nucleus (PVN), the arcuate nucleus, the nucleus
ambiguus and the lateral reticular nucleus (54) (Figure 2).

Conversely, the density of apelin-IR nerve fibers and nerve
endings is high in the inner layer of the median eminence and in
the posterior pituitary (37, 55), suggesting that, like magnocellular
vasopressinergic and oxytocinergic neurons, the apelinergic neurons
originating from the PVN and the SON project onto the posterior
pituitary. Apelin was subsequently shown to colocalize with
arginine-vasopressin (AVP) (11, 56) and oxytocin (55, 57) in

A

B

FIGURE 2 | Distribution of apelinergic neurons and apelin-R mRNA in the

adult rat brain (A) Coronal sections illustrating the distribution of apelin-containing

cell bodies and nerve fibers in (1) the SON, (2) the PVN and (3) the Arc and ME

of colchicine-treated adult rats. In the SON, the apelin-immunoreactive neurons

and the nerve fibers are concentrated mostly in the ventral part of the nucleus. In

the PVN, apelin-positive cell bodies and nerve fibers are found mostly in the

magnocellular part of the nucleus. Numerous neuronal cell bodies were observed

within the Arc, together with a higher density of nerve fibers in the internal layer of

ME than in the external layer. Scale bar =100 µm. Figure adapted from Ref. (11,

54) with permission from the copyright holders. (B) Distribution of the rat ApelinR

mRNA expression in the adult rat brain. The figures were scanned directly from

the X-ray film. Representative frontal sections, at anteriorities determined from the

bregma indicated in the lower right corner, from 1 to 4, were hybridized with the

ApelinR antisense cRNA probe. Scale bar: 2 mm. Figure adapted from Ref. (11)

with permission from the copyright holders. AL, anterior lobe of the pituitary

gland; Arc, arcuate nucleus of the hypothalamus; DR, dorsal raphe nucleus; ENT,

entorhinal cortex; HIP, hippocampus; IL, intermediate lobe of the pituitary gland;

ME, median eminence; NLOT, nucleus of the lateral olfactory tract; OX, optic

chiasma; PAG, periaqueductal gray matter; PIN, pineal gland; PIR, piriform

cortex; PVN, paraventricular nucleus of the hypothalamus; SNc, pars compacta

of the substantia nigra; SON, supraoptic nucleus; 3V, third ventricle.
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magnocellular neurons. Apelin-IR cell bodies and fibers have also
been identified in the subfornical organ (SFO), the organum
vasculosum of the lamina terminalis (OVLT) and the median
preoptic nucleus, all of which are involved in controlling drinking
behavior (58, 59).

The ApelinR is also widely distributed in the rat central
nervous system (CNS) (2, 3, 8). ApelinR mRNA has been
identified in the piriform and entorhinal cortices, the
hippocampus, the pars compacta of the substantia nigra, the
dorsal raphe nucleus and the locus coeruleus (Figure 2). The last
three of these structures are known to contain the neuronal cell
bodies from dopaminergic, serotoninergic and noradrenergic
neurons. High levels of apelinR mRNA have also been detected
in the SON, PVN, arcuate nucleus, pineal gland and pituitary
gland (2). Moreover, in the SON and PVN, the ApelinR (37, 60)
and AVP receptor types 1a (V1a) and 1b (V1b), but not type 2
(V2-R) (61), are coexpressed by magnocellular AVP neurons.
This finding provides strong evidence for the existence of an
interaction between AVP and apelin.

5.2 In the Kidney
The mRNAs encoding preproapelin and ApelinR are expressed
in rat and human kidney (3, 26). Apelin-like immunoreactivity
has also been detected in human endothelial cells from small
intrarenal vessels (62). Apelin expression has been detected in rat
tubular epithelial cells, glomeruli and vascular epithelial cells
(63), but another study reported restriction of apelin expression
essentially to isolated cells in the medulla (64). An
immunofluorescence study showed apelin to be present in the
medullary collecting ducts (CD), with a distribution overlapping
with that of aquaporin type 2 water channel (AQP2) (65).

ApelinR mRNA has been detected in the endothelial and
vascular smooth muscle cells of rat glomerular arterioles (35).
High levels of ApelinR mRNA are present in the glomeruli,
reaching levels about eight times higher than those in nephron
segments. Expression levels are moderate in all nephron
segments (3, 35), including the collecting duct (CD), in which
V2-R are also expressed (66). ApelinR mRNA levels are highest
in the inner and outer stripes of the outer medulla (OM) and in
the thick ascending limb (TAL) (35, 64, 65, 67).

6 MAINTENANCE OF WATER BALANCE
BY APELIN AND VASOPRESSIN,
THROUGH CENTRAL AND
RENAL EFFECTS

6.1 Central Effects of Apelin on AVP
Neuronal Activity, AVP Release
and Diuresis
AVP, also known as antidiuretic hormone (ADH) is a peptide
synthesized and released by hypothalamic magnocellular AVP
neurons from the posterior pituitary into the bloodstream, in
response to changes in plasma osmolality and volemia (68, 69) or
under the influence of neurohormones, including natriuretic and

angiotensin peptides (70, 71). The colocalization of AVP, apelin,
V1 and apelin receptors in magnocellular neurons suggests an
interaction between apelin and AVP. This raises the possibility of
an effect of apelin in response to osmotic or volemic stimuli. This
hypothesis was checked in two animal models. Studies were first
performed in the lactating rat, which displays magnocellular
AVP neuron hyperactivity, leading to an increase in AVP
synthesis and release, to preserve water of the organism for an
optimal milk production for the newborns (72, 73). In this
model, the intracerebroventricular (i.c.v.) administration of
apelin (K17F) (11) inhibits the phasic electrical activity of the
magnocellular AVP neurons, reduces the release of AVP into the
bloodstream and increases diuresis, without modifying sodium
and potassium excretion (Figure 3). The second model used was
mice deprived of water for 24/48 h, a condition known to
increase AVP neuron activity and systemic AVP release (75,
76). In this model, i.c.v. K17F administration decreased systemic
AVP release (11). These results suggest that apelin is probably
released from the SON and PVN AVP cell bodies and inhibits
AVP neuron activity and release through direct action on the
apelin autoreceptors expressed by AVP/apelin-containing
neurons. This mechanism probably involves apelin acting as a
natural inhibitor of the antidiuretic effect of AVP.

On the other hand, in the anterior pituitary, apelin is highly
co-expressed in corticotrophs and to a much lower extent in
somatotrophs, and a high expression of ApelinR mRNA is also
found in corticotrophs (77). Moreover, apelin was shown to act
as a stimulatory autocrine/paracrine-acting peptide on
adrenocorticotropic hormone (ACTH) release, suggesting a
role for apelin in the regulation of the hypothalamo-pituitary
adrenal (HPA) axis. Since ACTH at the adrenal level is a major
stimulus of glucocorticoid secretion (78) and glucocorticoids
were shown to increase water excretion possibly via an
inhibition of AVP release (79), the aquaretic effect of apelin
could also involve this pathway.

6.2 Renal Effects of Apelin on AVP-
Induced Water Reabsorption
In addition to its central action, the aquaretic effect of apelin may
involves a renal action, since apelin and its receptor are both
expressed in the kidney (3, 26, 35, 62). Consistent with the
presence of ApelinR mRNA in juxtamedullary efferent (EA) and
afferent (AA) arterioles, the application of K17F on glomerular
arterioles precontracted by AngII treatment induced NO-
dependent vasorelaxation by inhibiting the Ang-II induced
increase in intracellular calcium mobilization (35). This apelin-
dependent vasorelaxation observed in the muscular EA, which
give rise to the vasa recta, should result in an increase in renal
blood flow, contributing to an increase in diuresis (35).

By stimulating V2-R in CD, AVP is known to induce an
increase in cAMP production and to activate protein kinase A,
which phosphorylates the AQP2. This results in the insertion of
phosphorylated AQP2 into the apical membrane of the
principal cells of the CD (80, 81), leading to water
reabsorption, decreasing diuresis and plasma osmolality
(Figure 3). The presence of ApelinR mRNA in the CD (35,
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67) suggests that apelin could act as an aquaretic peptide
through a direct action on this nephron segment. Consistent
with this hypothesis, the intravenous injection of K17F in
increasing doses in lactating rats or the continuous
intravenous administration of apelin-13 administered for
24 h in alert male Sprague-Dawley alert rats (82) strongly
increased diuresis in a dose-dependent manner, with a
concomitant significant decrease in urine osmolality and no
change in the excretion of Na+ and K+. Under these conditions,
a significant decrease in apical AQP2 immunolabeling in the
CD, with a corticomedullary gradient, was observed (83)
(Figure 3). This finding is consistent with the inhibition, by
K17F, in the medullary CD, of the cAMP production induced
by (deamino-Cys1,D-Arg8)-vasopressin (dDAVP), a specific

and selective V2-R agonist (83). These findings suggest that
apelin may act as an aquaretic peptide through direct action on
CD. Further evidence in support of this conclusion was recently
provided by studies in a highly differentiated mouse cortical CD
cell line (mpkCCD) expressing the V2-R and the ApelinR (84).
The authors showed in this cell line that apelin-13 decreased
the dDAVP-induced phosphorylation and apical membrane
expression of AQP2 after 30–60 minutes of treatment, and
decreased dDAVP-induced AQP2 mRNA and protein levels
after 8–24 h of treatment (84). Furthermore, another study has
shown that pE13F has diuretic effects potentially involving the
cAMP/protein kinase A/soluble prorenin receptor pathway in
the CD (85). Thus, the aquaretic effect of apelin is due not only
to a central effect, inhibiting AVP release into the bloodstream,

FIGURE 3 | Vasopressin (AVP) and apelin: the yin and yang of water balance (A) In physiological conditions, apelin (green) and AVP (purple) are released in

balanced proportions from the magnocellular AVP neurons, at levels appropriate for plasma osmolality. In the collecting duct of the kidney, AVP acts on V2-R to

increase cAMP production and aquaporin-2 (AQP2) insertion into the apical membrane, leading to water reabsorption. Apelin has the opposite effect, through its

action on the ApelinR. Water reabsorption is adequate in physiological conditions. (B) Following water deprivation in rodents: 1) AVP is released from magnocellular

vasopressinergic neurons into the bloodstream more rapidly than it is synthesized, causing a depletion of AVP magnocellular neuronal content; 2) apelin release into

the bloodstream decreases and apelin accumulates in magnocellular neurons. Thus, after dehydration, AVP and apelin are regulated in opposite manners, to facilitate

systemic AVP release and suppress diuresis. (C) Following water loading in rodents: 1) AVP release is decreased from magnocellular vasopressinergic neurons into

the bloodstream, causing an accumulation in AVP magnocellular neuronal content; 2) apelin release into the bloodstream increases, leading to a depletion of apelin

magnocellular neuronal content. Thus, after water loading, AVP and apelin are regulated in opposite manners, to facilitate systemic apelin release and to increase

aqueous diuresis. Figure adapted from Ref. (74) with permission from the copyright holders.
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but also to a direct effect of apelin in the kidneys, increasing
renal blood flow and counteracting the antidiuretic effect of
AVP mediated via the V2-R in CD (Figure 3).

These results also show that apelin and AVP have opposite
effects on the CD, contributing to the control of plasma osmolality
by regulating water reabsorption by the kidney.

These results are consistent with those of other studies reporting
an aquaretic role of apelin in rodents (82, 84–87). In addition, apelin
gene expression in the brain has also been reported to be hydration-
sensitive (88). It must also be taken into account that Elabela/apela
which has the same affinity as apelin for the apelinR, has been
shown to stimulate urine output and water intake in adult rats (82,
87) suggesting that Elabela/apela may therefore play with apelin a
role in the regulation of body fluid homeostasis.

Studies on ApelinR-/- mice (89, 90) have shown that water
deprivation significantly decreases urine volume (by 61%) and
increases urine osmolality (by 59%) in wild-type mice, with
similar, but non-significant changes observed in ApelinR-/-

mice (-25%, and +26% respectively), suggesting that the
ApelinR-/- mice did not concentrate their urine to the same
extent as wild-type mice. This effect was not related to an
inability of ApelinR-/- mice to increase their plasma AVP levels
following water deprivation. In normal hydration conditions,
plasma AVP levels in ApelinR-/- mice (23.3 pg/ml) were 40%
lower than those in wild-type mice (39.5 pg/ml). Following water
deprivation, plasma AVP levels in ApelinR-/- and wild-type mice
were similar (52.9 and 57.7 pg/ml respectively). This showed that
water deprivation increased plasma AVP levels by 127% in
ApelinR-/- mice whereas only by 46% in wild-type mice.

The authors also showed that treatment with dDAVP increased
urinary osmolality more efficiently (+29%) in wild-typemice than in
ApelinR-/- mice. These observations suggest that the defect in water
metabolism observed in ApelinR-/- mice is not due to a decrease in
plasma AVP levels but may result from a deficiency at the kidney
level, like a decrease in the density of renal V2-R binding sites or in
the signaling response of the V2R which remains to be investigated.
These data are not in line with the aquaretic effect of apelin and
apelin analogs (38, 82, 83, 86, 87, 91) but it cannot be excluded that
the total absence of ApelinRs during fetal and adult life could elicit
compensatory mechanisms, leading to these opposite effects on
urine output and urine osmolality.

6.3 Opposite Patterns of Vasopressin
and Apelin Regulation Following
Water Deprivation
6.3.1 In Rodents
The colocalization of apelin and AVP, and their opposite actions
on diuresis raise questions about the regulation of these peptides
to maintain body fluid homeostasis.

Following water deprivation in rodents, AVP is released into
the bloodstream more rapidly that it is synthesized, causing a
depletion of AVP neuronal content in magnocellular
vasopressinergic neurons (92). In parallel, water deprivation
decreases plasma apelin levels and induces an increase in
apelin neuronal content in magnocellular vasopressinergic
neurons (11, 56). Thus, following water deprivation, apelin

accumulates in the vasopressinergic neurons rather than being
released. This increase in apelin neuronal content observed in
dehydrated rats is markedly reduced by the i.c.v. administration
of a selective V1 receptor antagonist, whereas the i.c.v. infusion
of AVP has effects on neuronal apelin concentration similar to
those of dehydration, this effect being selectively blocked by the
co-administration of a V1 receptor antagonist (56). The apelin
and AVP responses to dehydration are, therefore, opposite (11,
92). These results imply that AVP and apelin are released
separately by the magnocellular vasopressinergic neurons by
which they are produced. Consistent with this hypothesis,
double-immunolabeling confocal microscopy studies have
shown that a large proportion of apelin immunoreactivity
colocalizes with AVP in magnocellular neurons in the SON
and the PVN, although these two peptides are found in
different subcellular compartments (11, 56).

These studies show that the cross-regulation of apelin and AVP,
in response to osmotic stimuli, has a physiological purpose: the
maintenance of water balance in the body, through the prevention
of water excretion by the kidney after water deprivation, and the
promotion of water excretion after water loading.

6.3.2 In Humans
Such cross-regulation of apelin and AVP in response to osmotic
stimuli has also been studied in humans. The relationship
between osmolality and plasma concentrations of apelin and
AVP was investigated in healthy volunteers (12) after the
infusion of hypertonic saline for 2 h to increase plasma
osmolality or after 30 minutes of oral water loading to decrease
plasma osmolality.

Increases in plasma osmolality were accompanied by a
simultaneous increase in plasma AVP levels and a decrease in
plasma apelin levels. Conversely, decreases in plasma osmolality led
to lower plasma AVP levels and a rapid increase in plasma apelin
levels (12). These observations are consistent with plasma
osmolality acting as a major physiological regulator of plasma
apelin levels in humans. Furthermore, the opposite patterns of
apelin and AVP regulation by osmotic stimuli in humans are
consistent with findings for rodents subjected to water deprivation.
This strongly suggests that, like AVP, apelin participates in the
maintenance of body fluid homeostasis in humans, as it does in
rodents. Apelin and AVP can therefore be seen as the yin and yang
of body fluid homeostasis.

7 THE APELIN/AVP BALANCE
AND HYPONATREMIA

7.1 Hyponatremia
Hyponatremia, defined by a plasma sodium concentration below
135 mmol/l, is the most common electrolyte disorder in
hospitalized patients. Various conditions have been associated
with hyponatremia, including chronic heart failure, chronic
kidney disease, liver cirrhosis, diuretic treatment and the
Syndrome of Inappropriate Antidiuresis (SIAD), in which AVP
secretion occurs in the absence of an osmotic or hemodynamic
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abnormality (93). It is important to recognize hyponatremia,
because this condition is associated with high mortality rates
(94–96) and can be a marker of underlying disease.

7.2 Syndrome of Inappropriate Antidiuresis
SIAD, previously known as the syndrome of inappropriate
secretion of antidiuretic hormone (SIADH), is the most
frequent cause of hyponatremia. Many clinical conditions may
cause SIAD, including tumors, which may secrete AVP
ectopically, central nervous system disorders and pulmonary
diseases. SIAD may also result from the induction of increases
in AVP secretion by various drugs, including tricyclic
antidepressants, serotonin reuptake inhibitors and opiates,
and/or from potentiation of the effects of AVP by drugs such
as carbamazepine, chlorpropamide and non-steroidal anti-
inflammatory drugs (97).

In SIAD, plasma AVP levels increase in a manner that is
inappropriate relative to plasma osmolality (93). By acting on
V2-R present in the CD of kidneys, the increased AVP levels
stimulate cAMP production, leading to the insertion of AQP2
into the apical membrane of CD, resulting in higher levels of
water reabsorption, lower levels of diuresis, and hyponatremia.
Hyponatremia causes water entry into the cells due to the
hypotonic state (98). Its symptoms result mostly from the
enlargement of cells in the central nervous system, and their
severity is dependent on serum sodium concentration. Severe
symptoms, such as coma, convulsions, and respiratory arrest are
usually associated with acute-onset severe hyponatremia. Less
severe symptoms, such as headache, irritability, nausea/vomiting,
mental slowing, and confusion, are observed in chronic
hyponatremia (99).

Plasma apelin and AVP levels are regulated in opposite
manners by osmotic stimuli in healthy subjects; this
observation led to investigate the apelin response to the AVP
osmoregulation defect in SIAD (100). In SIAD patients, sex- and
age-adjusted plasma levels for apelin and copeptin (a biomarker
of AVP release into the bloodstream in humans) are 26% and
75% higher, respectively, than those in healthy subjects (100). In
86% of SIAD patients, the plasma apelin/copeptin ratio lies
outside the predicted range, highlighting the primary
osmoregulatory defect in these patients. The abnormal apelin/
AVP balance in hyponatremic SIAD patients may contribute to
water retention (100). This has led to hypothesize that activation
of the ApelinR with an ApelinR agonist might counteract AVP-
induced water reabsorption, thereby correcting hyponatremia.

7.3 Effects of the Metabolically Stable
Apelin-17 Analog LIT01-196 in an
Experimental Model of Hyponatremia
7.3.1 Development and Pharmacological Properties

of LIT01-196
Endogenous apelin peptides have a short half-life in vivo. Gerbier et
al. showed that K17F and pE13F have half-lives in mouse plasma of
4.6 and 7.2 minutes, respectively (38), and Murza et al. showed that
pE13F has a half-life of 14 minutes in rat plasma (101). For apelin-
36, Japp et al. suggested, based on experiments conducted in healthy

human subjects, that the half-life of apelin-36 is less than five
minutes (102). The half-life of K17F in vivo in the bloodstream after
intravenous administration is 44 s in mice and 50 s in rats (86).
These short half-lives result from the rapid metabolism of apelins by
enzymes, such as ACE2 and NEP 24.11 (16, 17).

The short half-life of apelin in vivo has encouraged the
development of metabolically stable apelin analogs for
potential therapeutic applications. Numerous approaches
(Table 1), such as PEGylation (107–109, 112, 113), synthetic
modifications to the RPRL motif of apelin (18), palmitoylation
and the use of unnatural amino acids (38, 103, 107, 114, 115), or
main-chain modifications (cyclization) (106, 116, 117), have now
been used to increase the half-life of apelin peptides. Recent
studies have reported the development of nonpeptidic ApelinR
agonists that mimic the signaling properties of apelin, some of
them are orally active (Table 1) (104, 110, 111).

Most studies aiming to develop apelin analogs have focused
on pE13F (38, 103, 105, 106, 115–117) and apelin-36 (108, 109,
112) (Table 1). However, K17F, which has an affinity 10 times
higher than that of pE13F for human ApelinR, induces b-arrestin
recruitment and the internalization of the rat ApelinR 10 to 30
times more strongly than pE13F, and also decreases arterial BP
more effectively (29, 38).

Following these findings, metabolically stable K17F analogs have
recently been developed (38, 107). Gerbier et al. used an original
strategy for improving the protection of endogenous peptides
against enzymatic degradation, based on the introduction of a
fluorocarbon chain (FC) directly into the N-terminal part of
K17F, generating LIT01-196 (Figure 4). This compound has a
high affinity for the ApelinR (Ki = 0.08 nM) and is much more
stable in plasma (half-life >24 h) than K17F (4.6 min). LIT01-196 is
remarkably resistant to plasma degrading-enzymes, with >90% of
the peptide remaining unmodified after 24 h of incubation with
mouse plasma at 37°C. LIT01-196 displays full agonist activity for
cAMP production, ERK1/2 phosphorylation (nanomolar range),
b-arrestin recruitment and the induction of ApelinR internalization
(subnanomolar range) (38). Moreover, LIT01-196 has an in vivo

half-life of 28 min in the bloodstream (versus 50 sec for K17F) after
intravenous administration and 156 min after s.c. administration in
alert control rats and was shown not to enter the brain after s.c.
administration (38). The increase of the in vivo half-life of LIT01-
196 in the blood circulation is probably due to the 69% binding of
LIT01-196 to plasma proteins leading to the protection from
enzymatic degradation and the reduction of renal clearance (38).

7.3.2 Effects of LIT01-196 on AVP Release and AVP-

Induced Antidiuresis in Control Animals
The central administration of LIT01-196 significantly decreases
dehydration-induced systemic AVP release, and is 160 times
more effective than K17F (38). These data suggest that LIT01-196
after i.c.v injection, like K17F, rapidly reaches the hypothalamic
structures, the PVN and the SON, to stimulate the ApelinR
expressed by AVP neurons, inhibit AVP release into the
bloodstream and increase diuresis.

The effects of LIT01-196 were then investigated at the kidney
level. First, in vitro in mpkCCD cells, LIT01-196 decreases
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dDAVP-induced cAMP production and apical cell surface
expression of phosphorylated AQP2. These data suggested that
systemic LIT01-196 administration in rats could induce like K17F
an increase in aqueous diuresis. Indeed, LIT01-196 and tolvaptan
(a V2-R) used as a reference aquaretic agent, administered at an
equimolar dose of 900 nmol/kg by s.c. route, increase 24 h urine
output similarly, by 79% and 77%, respectively, and decrease
urinary osmolality by 52% and 40%, respectively, in control rats
with normal natremia (86). This increase in urine output is
associated with a significant increase in water intake in the
tolvaptan group (+37%) and a slight increase in water intake in
the LIT01-196 group (+11%). The sodium excretion fraction is
unaffected by the administration of LIT01-196 or tolvaptan (86).
These data suggest that LIT01-196 inhibits AVP-induced cAMP
production in the CD, thereby inhibiting the insertion of AQP2
into the apical membrane, inhibiting water reabsorption by the
kidney and increasing aqueous diuresis (Figure 4). Moreover,
repeated s.c. administrations of LIT01-196 are not associated with
renal failure or histological alterations of the kidney, and no
change in plasma sodium, potassium, and glucose levels are
observed in control rats (86).

On the other hand, LIT01-196 induces, like K17F, a
vasorelaxation of the rat juxtamedullary arterioles that give rise
to the vasa recta (38), suggesting that LIT01-196 can, like K17F,
increase medullary blood flow and, therefore, diuresis (35).
Thus, through its central and renal effects, LIT01-196 appears
to be an effective aqueous diuretic of potential value for the
treatment of water retention and hyponatremia.

7.3.3 Effects of LIT01-196 on AVP-Induced

Antidiuresis in an Experimental Model of

Hyponatremia
In rats, the continuous s.c. infusion of AVP (30 ng/h) for four
days, together with a semi-liquid diet, led to a decrease in urine
output, an increase in urine osmolality and a decrease in plasma
sodium levels, which stabilized at about 100 mmol/l for two to
four days after the initiation of infusion.

The administration of LIT01-196 (900 nmol/kg, s.c.) for two
days in this rat model of hyponatremia, by re-establishing the
“AVP/(apelin + LIT01-196)” balance, inhibited the effects of
AVP on urine output and urine osmolality effectively, and
induced a progressive correction of plasma sodium levels (86)
(Figure 4). In addition, chronic treatment with LIT01-196 is not
associated with renal failure or histological alterations of the
kidney, and no change in plasma sodium, potassium, and glucose
levels is observed in control rats.

As expected from previous work (118), tolvaptan at the same
equimolar dose (900 nmol/kg) also inhibits the antidiuretic effect of
AVP. However, increasing the dose of tolvaptan results in an even
larger increase in urine output, whereas increasing the dose of
LIT01-196 did not. It can, therefore, be hypothesized that activating
the ApelinR with a metabolically stable apelin analog, thereby re-
establishing the apelin/AVP balance in the CD, rather than blocking
the effects of AVP with V2-R antagonists, may result in less severe
polyuria and may be better tolerated than V2-R antagonists.
Moreover treatment by metabolically stable apelin analogs, may
be also useful for the treatment of autosomal dominant polycystic

TABLE 1 | Development of Apelin-R agonists.

Affinity

(Ki, nM)

cAMP production

inhibition (IC50, nM)

b-arrestin

(EC50, nM)

Ex vivohalf-life

in plasma (min)

In vivo half-life in

bloodstream (min)

Diuresis

PEPTIDIC ApelinR AGONISTS

Apelin-13/pE13F and pE13F analogs

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F (38, 82, 101, 103, 104) 0.5 1.8 68 - 300 ~ 10 <1 after iv route +

(82, 87, 91)

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-P-F(L-aCH3) (101, 105) 0.3 0.07 – > 120 – –

MM07: Cyclo(1-6)C-R-P-R-L-C-H-K-G-P-M-P (106) 300 – 2130 – 17 –

pE-R-P-R-L-S-H-K-G-P-Nle-1Nal-D-a-Me-Y(OBn) (103) 0.08 3.8 36 438 26 –

Apelin-17 (K17F) and K17F analogs

K17F: K-F-R-R-Q-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F (38, 86) 0.06 0.30 15 4.6 <1 after iv route +

(83)

Fmoc-(PEG)6-NMeLeu-17A2 (107) 0.55 – – 1620 – –

P92: Ac-K-F-(D)R-R-(D)Q-R-P-R-(D)L-S-Aib-K-(D)A-P-Nle-P-

4Br(F) (38)

0.09 0.56 4 24 – ++

(38)

LIT01-196: CF3(CF2)7(CH2)2C(O)-K-F-R-R-Q-R-P-R-L-S-H-

K-G-P-M-P-F (38, 86)

0.08 1.71 16 > 1440 156 after sc route ++

(38, 86)

Apelin-36 and apelin-36 analogs

Apelin-36: L-V-Q-P-R-G-S-R-N-G-P-G-P-W-Q-G-G-R-R-K-

F-R-R-Q-R-P-R-L-S-H-K-G-P-M-P-F (4, 9, 46, 102)

2.4 0.5 – – < 5 –

40kDa-PEG-Apelin-36 (108, 109) 0.3 1.7 2 – ~ 20 –

NON-PEPTIDIC ApelinR AGONISTS

CMF-019 (104) 2.6 0.1 224 38 – –

AMG 986 (110) – 0.23 0.25 – 144 after iv route

Orally active

–

BMS-986224 (111) 0.07 0.02 7.9 – Orally active –

-, not determined; G, glycine; P, proline; A, alanine; V, valine; L, leucine; I, isoleucine; M, methionine; C, cysteine; F, phenylalanine; Y, tyrosine; W, tryptophan; H, histidine; K, lysine; R,

arginine; Q, glutamine; N, asparagine; E, glutamic acid; D, aspartic acid; S, serine; T, threonine; Aib, aminoisobutyric acid; Y(OBn), tyrosine(Obenzyl); Nle, norleucine; 1Nal, 1-

naphthylalanine; 4Br(F), 4-bromo-phenylalanine; PEG, polyethyleneglycol; Fmoc, 9-fluorenylmethyloxycarbonyl.
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kidney disease (ADPKD) (119) a disorder linked to excessive AVP
secretion, since chronic treatment with tolvaptan, although effective,
may be associated with intense thirst, polyuria (24 h diuresis around
6 L/day), nocturia (120) and a rapid plasma sodium concentration
correction (121, 122). A too rapid plasma sodium correction in
chronic hyponatremia can lead to osmotic demyelination, a severe
neurological complication (123). Another situation where the apelin
analogs would be useful in hyponatremic patients with hepatic
insufficiency in whom the use of V2-R antagonists is
contraindicated, due to their long-term hepatotoxic effect (124, 125).

Another application for metabolically stable apelin analogs could
be in the nephrogenic syndrome of inappropriate antidiuresis
(NSIAD). Gain-of-function mutations of the V2R are responsible
for NSIAD. Patients with NSIAD have reduced free water excretion
and concentrated urine despite hyponatremia and low or

undetectable circulating AVP levels (126). This was due to
substitution in the V2R sequence, of the arginine residue in
position 137 by either a leucine or a cysteine (R137L/C) or the
phenylalanine in position 229 by a valine (F229V) (127, 128).
R137C was found to be the most frequent mutation. In absence
of AVP, both R137L and R137C mutants displayed constitutive
cAMP production and a high rate of arrestin-dependent
constitutive internalization (128, 129). In vitro studies have shown
that tolvaptan and satavaptan do not reduce constitutive increase of
cAMP levels in R137L/C variants (130, 131). In line with in vitro

data, a patient carrying the R137L did not respond to the
administration of these V2R antagonists (132). The use of a
metabolically stable apelin analog in the management of NSIAD
could be of potential therapeutic interest since by activating the
ApelinR, it will reduces cAMP production, reducing the insertion of

A

B

FIGURE 4 | Proposed model of the effects of LIT01-196 on the principal cells of the collecting duct in SIAD. (A) Chemical structure of LIT01-196. (B) Schematic

representation of the apelin and vasopressin (AVP). (B) Schematic representation of the apelin and vasopressin (AVP) receptors signaling pathways in the principal cells of

the collecting duct (CD). Signaling pathways in the principal cells of the collecting duct (CD). In SIAD, the increase in AVP secretion is inadequate relative to plasma

osmolality leading to hyponatremia. Consequently, there is an abnormal apelin/AVP balance in hyponatremic SIAD patients which contributes to water retention. By acting

on V2 receptors (V2-R) present in the principal cells of the CD, the increased AVP levels stimulate cAMP production, leading to the insertion of aquaporin 2 (AQP2) into

the apical membrane of CD, resulting in higher levels of water reabsorption (H2O), lower levels of diuresis, and hyponatremia. In SIAD, LIT01-196, by acting on the

ApelinR present in the CD, re-establishes the “AVP/(apelin + LIT01-196)” balance and inhibits AVP-induced cAMP production, thereby inhibiting the insertion of AQP2 into

the apical membrane of the CD, resulting in the inhibition of water reabsorption by the kidney and an increase in aqueous diuresis. As previously described, tolvaptan, by

blocking the action of AVP on the V2-R, induces a similar increase in aqueous diuresis. Figure adapted from Ref. (86) with permission from the copyright holders.
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AQP-2 at the apical membrane of collecting duct cells, thus
decreasing water reabsorption and increasing urine output (84, 86).

This remains to be evaluated in further experimental studies and
clinical trials. The various physiological effects associated with
ApelinR activation result from the activation of different signaling
pathways. The development of biased metabolically stable apelin-17
analogs targeting only the Gi signaling pathway might, therefore,
increase their specificity of action for water metabolism.

8 CARDIOVASCULAR ACTIONS
OF APELIN

Apelin has a wide range of physiological effects. Apelin plays a
role in the cardiovascular system, acting on the endothelium of
human mammary artery, human splanchnic arteries or rat
glomerular arterioles and inducing vasodilation by increasing
nitric oxide (NO) (35, 133, 134). In contrast, apelin exerts a direct
vasoconstrictive effect on vascular smooth muscle cells in
endothelium-denuded arteries (14, 135–137). Several in vivo

studies have reported that different apelin analogs or
apelinomimetics induce a rapid and dose-dependent reduction
in BP, always mediated by NO (22, 29, 36, 46, 133, 138). This
vasodilatory effect has also been observed in humans, where
infusions of apelin-13 and apelin-36 result in a dose-dependent
and NO-dependent arteriolar vasodilation in the forearm (106,
139). In healthy volunteers, apelin-13 induces a decrease in
arterial BP, peripheral vascular resistance and induced a slight
increase in heart rate which was probably a compensatory effect
to the decrease in BP (102).

At the cardiac level, apelin is the most potent endogenous
positive inotropic peptide discovered to date (140–142). Apelin
reduces cardiac preload and afterload (143). Apelin also increases
conduction velocity in cardiomyocytes and induces a shortening of
action potential in atrial myocytes (144, 145). Apelin potently
inhibited AngII-induced atrial fibrosis and subsequent
vulnerability to atrial fibrillation induction (146). Administration
of apelin or a small molecule apelinR agonist increases cardiac
output in vivo in rodents (111, 147). Administration of apelin or
apelin analogs in rodents post-myocardial infarction improved
functional recovery and reduced infarct size, most likely due to
increase NO production and angiogenesis (110, 148–150).
Administration of apelin for 2 weeks after aortic banding
prevented cardiac remodeling by inhibiting myocyte hypertrophy,
cardiac fibrosis and ventricular dysfunction (151). In heart failure
patients, acute administration of apelin, by intravenous route,
increases cardiac output and left ventricular ejection fraction
while reducing blood pressure and vascular resistance (102, 152).
Apelin-knockout mice develop progressive impairment of cardiac
contractility associated with systolic dysfunction in the absence of
histological abnormalities. Importantly, pressure overload- induced
heart failure is also more severe in apelin-deficient mice (153).
Moreover, infusion of apelin using osmotic minipumps for 2 weeks
in apelin-deficient mice restored the impaired cardiac function to
that of wild-type mice (154).

Therefore, the use of ApelinR agonists may constitute a new
therapeutic approach for the treatment of heart failure by
increasing aqueous diuresis and cardiac contractility while
decreasing vascular resistance.

9 CONCLUSION AND PERSPECTIVES

The identification of apelin as the endogenous ligand of the orphan
receptor APJ constituted an important step in basic research, with
clinical implications. In animal models, experimental data have
shown that the central injection of apelin into lactating rats inhibits
the phasic electrical activity of AVP neurons, reduces plasma AVP
levels, and increases aqueous diuresis. In the kidney, apelin increases
aqueous diuresis by increasing renal blood flow and by
counteracting the antidiuretic effect of AVP in the kidney at the
tubular level. Following water deprivation or dehydration, in
humans and rodents, AVP and apelin are conversely regulated, to
facilitate systemic AVP release and to prevent additional water loss
in the kidney. Moreover following water loading, AVP and apelin
display an opposite pattern of regulation to facilitate systemic apelin
release and increase aqueous diuresis to re-establish a water balance
face to water overload. The available data show that AVP and apelin
play a crucial role in maintaining body fluid homeostasis in humans
and rodents. SIAD patients have an altered apelin-to-copeptin
balance, contributing to the water metabolism defect. Apelin-R
activation by a metabolically stable apelin-17 analog, LIT01-196,
may constitute a promising therapeutic approach for the treatment
of SIAD, by inhibiting the antidiuretic effect of AVP, increasing
urine output, decreasing urine osmolality, moderately enhancing
water intake, and progressively correcting hyponatremia.
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Metabolically stable apelin analogs in the treatment of hyponatremia and heart failure 

after myocardial infarction 

 

Apelin is a peptide of neuroendocrine origin. Apelin and its receptor (Apelin-R) co-localize with 

arginine-vasopressin (AVP) in magnocellular vasopressinergic neurons. The Apelin-R is also localized 

in the kidney, in the collecting ducts with the AVP type 2 receptor (V2-R) responsible for the antidiuretic 

effect of AVP. AVP and apelin are conversely regulated by osmotic stimuli to maintain body fluid 

homeostasis. The Apelin-R is also expressed in vessels and heart. Apelin (K17F) exerts aquaretic, 

vasodilatory and positive inotropic effects. Since the half-life of apelin in vivo is less than one minute, 

limiting its therapeutic use, we developed a metabolically stable K17F analog, LIT01-196, which 

behaves as a potent full agonist for the Apelin-R and has a plasma half-life superior to 24 h compared 

to 4.6 min for K17F. 

We therefore hypothesized that the activation of the Apelin-R by LIT01-196 could be beneficial for 

the treatment of the Syndrome of Inappropriate Antidiuresis (SIAD), in which hypersecretion of 

AVP leads to hyponatremia. 

The work in this thesis shows that LIT01-196, has an in vivo half-life of 156 minutes in the bloodstream 

after subcutaneous administration in control rats. In a highly differentiated murine collecting duct 

principal cell line (mpkCCD cells), LIT01-196 decreases dDAVP (V2-R agonist)-induced cAMP 

production and apical cell surface expression of phosphorylated AQP2 via V2-R. In a rat experimental 

model of AVP-induced hyponatremia, the administration of LIT01-196 by subcutaneous route, blocks 

the antidiuretic effect of AVP and the AVP-induced increase in urinary osmolality, decreasing water 

reabsorption, increasing aqueous diuresis and resulting in a progressive improvement of hyponatremia. 

Our data suggest that Apelin-R activation by LIT01-196 could constitute a novel approach for the 

treatment of hyponatremia. 

Secondly, knowing that the Apelin-R is present in heart and vessels and apelin increases cardiac 

contractility, while reducing vascular resistance, we hypothesized that treatment with LIT01-196 could 

be beneficial to prevent the development of heart failure after myocardial infarction. Post-myocardial 

infarction heart failure is associated with excess mortality, and despite the therapeutic arsenal available 

to date, it remains a major public health problem. In this thesis, we evaluated the effects of chronic 

treatment with LIT01-196 during four weeks after myocardial infarction in mice on cardiac 

function, cardiac hypertrophy and fibrosis. 

Chronic treatment with LIT01-196 administered subcutaneously in post-myocardial infarction mice 

significantly improved cardiac function by improving systolic function and reducing left ventricular 

(LV) volumes and diameters. Various biomarkers of heart failure, measured by quantitative RT-PCR, 

are also reduced (ANF and BNP). In addition, the measurement of haemodynamic parameters allowed 

us to observe the maintenance of arterial pressure while increasing myocardial contractility, decreasing 

intracardiac pressure at the end of diastole and maintaining a normal intracardiac pressure at the end of 

systole. LIT01-196 also exerts cardioprotective effects by decreasing infarct size, the LV wall thickness 

and cardiac fibrosis.  

Since hyponatremia has been identified as a risk factor for increased morbidity and mortality in patients 

with heart failure and LIT01-196 improves hyponatremia and cardiac function, Apelin-R activation by 

an agonist could therefore constitute an original pharmacological approach for the treatment of heart 

failure. 

 

Apelin, Apelin receptor, Apelin analog, Hyponatremia, Vasopressin, Diuresis, Aquaretic, Heart failure, 

Myocardial infarction, Cardiac function, Inotropism, Fibrosis, Cardiac remodelling 



Les analogues de l'apéline métaboliquement stables dans le traitement de l’hyponatrémie et de 

l'insuffisance cardiaque après infarctus du myocarde 

L’apéline, un peptide d’origine neuro-endocrine, et son récepteur (Apéline-R) sont co-localisés avec 

l'arginine-vasopressine (AVP) dans les neurones magnocellulaires vasopressinergiques. L’Apéline-R 

est aussi présent dans le rein, dans les canaux collecteurs (CC) avec le récepteur de l’AVP de type 2 
(V2-R), responsable de l’effet antidiurétique de l’AVP. L’apéline et l’AVP sont régulées de façon 

opposée par les stimuli osmotiques pour maintenir l’équilibre hydrique de l’organisme. Les Apéline-R 

sont aussi exprimés dans les vaisseaux et le cœur. L’apéline-17 (K17F) exerce des effets aquarétique, 
vasodilatateur et inotrope positif. La demi-vie de l'apéline in vivo étant inférieure à la minute, limitant 

son usage thérapeutique, nous avons développé un analogue de K17F métaboliquement stable, le 

LIT01-196, qui se comporte comme un puissant agoniste complet de l’Apéline-R et a une demi-vie dans 
le plasma de 24 h contre 4,6 min pour K17F. 

I - Nous avons émis l'hypothèse que l'activation de l’Apéline-R par le LIT01-196 pourrait être 

bénéfique pour le traitement du Syndrome d’Antidiurèse Inappropriée, dans lequel 

l'hypersécrétion d'AVP conduit à l'hyponatrémie.  
Ce travail de thèse montre que le LIT01-196 a une demi-vie in vivo de 156 minutes dans la circulation 

sanguine après administration par voie sous-cutanée (s.c.) chez le rat. Dans une lignée de cellules 

immortalisées issues de cellules principales de CC, les cellules mpkCCD qui expriment l’Apéline-R, le 
V2-R et les canaux à eau (les aquaporines 2, AQP2), le LIT01-196 diminue la production d'AMPc 

induite par la dDAVP (un agoniste du V2-R) et diminue la translocation des AQP2 phosphorylées à la 

membrane apicale de ces cellules. Dans un modèle expérimental d’hyponatrémie induite par une 

perfusion continue d’AVP, le LIT01-196 administré par voie s.c bloque l'effet antidiurétique et 
l’augmentation de l'osmolalité urinaire induits par l’AVP, ce qui augmente la diurèse aqueuse et induit 

une amélioration progressive de l'hyponatrémie. Ceci suggère que l'activation de l'Apéline-R par le 

LIT01-196 pourrait constituer une nouvelle approche pharmacologique pour le traitement de 
l'hyponatrémie. 

II - Sachant que l’apéline via son récepteur augmente la contractilité cardiaque, tout en réduisant les 

résistances vasculaires, nous avons émis l’hypothèse qu’un traitement par le LIT01-196 pourrait être 
bénéfique pour prévenir le développement de l’insuffisance cardiaque (IC) après infarctus du myocarde 

(IM). L’IC après IM est associée à une mortalité élevée, malgré l'arsenal thérapeutique disponible à ce 

jour, elle demeure un problème majeur de santé publique. Nous avons évalué, dans ce travail de thèse, 

les effets d'un traitement chronique par le LIT01-196 pendant quatre semaines après un IM chez 
la souris sur la fonction cardiaque, l’hypertrophie et la fibrose cardiaques.  

Le traitement chronique par le LIT01-196 administré par voie s.c chez des souris après IM, obtenu par 

ligature de l’artère coronaire, améliore la fonction cardiaque de manière significative en améliorant la 
fonction systolique et en réduisant les volumes et diamètres du ventricule gauche (VG). Différents 

biomarqueurs de l’IC, mesurés par RT-PCR quantitative sont également réduits (ANF et BNP). De plus, 

la mesure des paramètres hémodynamiques a permis d’observer après traitement par le LIT01-196, le 
maintien de la pression artérielle tout en augmentant la contractilité du myocarde, en diminuant la 

pression intracardiaque en fin de diastole et en maintenant une pression intracardiaque en fin de systole 

normale. Le LIT01-196 exerce aussi des effets cardioprotecteurs en diminuant la taille de l'infarctus, 

l’épaisseur des parois du VG et la fibrose cardiaque. 
Sachant que l’hyponatrémie aggrave la mortalité chez les patients insuffisants cardiaques et que le 

LIT01-196 améliore l'hyponatrémie et la fonction cardiaque, l'activation de l'Apéline-R pourrait 

constituer une approche pharmacologique intéressante pour le traitement de l'IC. 
 

Apéline, Récepteur de l’apéline, Analogue de l’apéline, Hyponatrémie, Vasopressine, Diurèse, 

Aquarétique, Insuffisance cardiaque, Infarctus du myocarde, Fonction cardiaque, Inotropisme, Fibrose, 

Remodelage cardiaque 
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