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« C’est une grande folie que de vouloir étre sage tout seul. »

Baruch Spinoza

« People should pursue what they’re passionate about. That will make them happier than
pretty much anything else. »

Elon Musk
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des ordres, pour expliquer chaque détail, pour leur dire ot trouver chaque chose... Si tu veux
construire un bateau, fais naitre dans le cceur de tes hommes et femmes le désir de la mer »

Antoine de Saint-Exupéry






Remerciements

Jetiens tout d’abord a remercier I'ensemble de mon jury de thése, Monsieur le Docteur
Jean-Pierre Bénitah, Monsieur le Docteur Benjamin Lauzier, Monsieur le Professeur Laurent
Sallé, Madame le Docteur Jane-Lise Samuel et Madame le Docteur Estelle Louiset, qui ont
accepté de lire cette thése, de la critiquer et de la discuter. J’ai bien conscience de la chance

d’avoir un tel jury, couvrant tous les domaines ou presque abordés dans cette thése.

Ce travail n’aurait pas été possible sans le soutien de I’Université de Rouen Normandie
et de Bayer Pharma, qui m’ont permis, grace a une allocation de recherche et diverses aides

financieres, de me consacrer a I’élaboration de ma these.

Je remercie chaleureusement toutes les personnes qui m’ont aidée pendant
I’élaboration de ma thése et spécialement mon directeur de thése Monsieur le Docteur

Antoine Ouvrard-Pascaud, pour son travail de supervision.

Je tiens a remercier particulierement Monsieur le Professeur Vincent Richard de
m’avoir accueillie dans son laboratoire et de m’avoir fait confiance dans I'élaboration de ma
these. Je vous remercie sincérement pour votre disponibilité, votre écoute et vos conseils qui

m’ont grandement aidée au cours de ces derniéres années.

Je tiens particulierement a Monsieur le Professeur Paul Mulder. Merci de m’avoir tant
appris, avec tant de bienveillance et tant de disponibilité. Merci de m’avoir guidée et
conseillée, pour la techniqgue comme pour la réflexion et I’écriture. Un grand merci pour ta
bonne humeur invincible, ta passion pour la science, et pour toutes nos discussions autour

d’un café.

Je remercie sincerement Madame le Docteur Ebba Brakenhielm. Merci pour ta passion
de la science, ton enthousiasme et ta grande pertinence qui ont été pour moi source
d’inspiration. Merci également de m’avoir fait confiance pour participer a certains de tes

projets, ce fut un réel plaisir de travailler avec toi.

Je voudrais remercier grandement Monsieur le Docteur Lionel Nicol, sans qui I'IRM de
cette thése n’existerait pas. Merci pour ton travail d’une rare qualité, et merci, surtout, pour

ces discussions aussi philosophiques que passionnantes.



Je remercie sincerement Madame le Docteur Isabelle Rémy-Jouet, qui a encadré mon
premier stage dans le laboratoire avec une infinie gentillesse, et qui m’a toujours avec

bienveillance transmis son savoir.

Ma chére Khedi, merci d’abord pour ton professionnalisme irréprochable, pour ton
accueil si chaleureux dans le laboratoire et pour ta (tres) grande patience. Et surtout, merci
pour ton infinie gentillesse, merci d’étre si rayonnante, mais également si attentive et
tellement, tellement bienveillante. Je suis ravie et honorée d’avoir passé ces quelques années

avec toi.

Sylvanie, un grand merci pour ta gentillesse exceptionnelle et ta bonne humeur si
bienvenue. Merci pour ta contribution a I'élaboration de cette these, pour tout ce que tu m’as
appris, et pour les expérimentations que tu as faites, menées avec cette rigueur et cette

précision qui sont les tiennes. Ce fut un plaisir de partager ces journées avec toi.

Anais, je te remercie sincérement pour ta disponibilité, ta bonne humeur et pour la
grande qualité de ton travail. Merci d’avoir pris le temps de me partager ton savoir, et surtout

un immense merci pour ta contribution a I’élaboration de cette these.

Nicolas, merci de m’avoir solidement conseillée concernant le Western Blot. Et merci,

surtout, pour ta bonne humeur et ta générosité.

Saida, un grand merci pour ta grande disponibilité, ton aide et pour ta bonne humeur.

Bien que les occasions aient été rares, j’en garde un souvenir excellent.

Annie, merci de m’avoir si gentiment appris et de m’avoir aidée a mes débuts dans le
laboratoire. Merci pour toutes tes petites attentions qui ont fait de ce laboratoire un lieu

agréable a vivre.

Manon, merci pour ton professionnalisme et pour ta grande efficacité. Les occasions

ont également été rares, mais toujours agréables.

Je tiens également a remercier les membres de mon comité de suivi de thése,
Monsieur le Docteur Renaud Lesourne, Monsieur le Docteur Renaud Lesourne, Monsieur le
Docteur Jean-Christophe Avice et Madame le Docteur Camille Sautreuil, pour leur écoute, leur

disponibilité et leurs conseils avisés.



Enfin, je remercie sincerement Monsieur le Professeur Frédéric Jaisser de m’avoir
temporairement accueillie dans son laboratoire parisien. Merci également pour tous vos
conseils pertinents au cours de nos diverses collaborations ces derniéres années. Merci
également a Monsieur le Docteur Smail Messaoudi d’avoir pris le temps de me former au
Western Blot. Merci a Monsieur le Docteur Benjamin Bonnard pour son aide précieuse au long
de ces quatre dernieres années, et enfin, merci a toute I'équipe parisienne pour son accueil

chaleureux.

Merci a tous les collégues chercheurs rencontrés lors des divers congres que j'ai pris
plaisir a croiser au fil des ans. Merci a ceux qui m’ont posé des questions si pertinentes lors de
mes présentations et qui m’ont permis d’améliorer ma réflexion scientifique. Merci également
a Monsieur le Professeur Massimiliano Caprio pour sa grande pertinence scientifique lors de

notre collaboration.

Merci a vous, qui étiez des collégues, et qui étes devenus des amis. Merci a toi, Inés, qui
la premiére m’a accueillie dans le laboratoire, avec cet enthousiasme et cette passion qui te
fait aimer de tous. Merci pour tes conseils, pour le temps que tu as pris pour me montrer,
alors que j'étais encore stagiaire, comment faire mes premiers pas dans ce domaine

passionnant.

Un grand merci a toi, Jean, pour nos discussions, tes conseils et surtout pour cette

facon que tu as, si belle, de voir la vie.

Merci a toi, Mouad, pour tes conseils, ta grande gentillesse, et pour ton incroyable

capacité de travail, qui force I'admiration.

Ma chéere Coraline. Quelle rencontre ! Merci, déja, de m’avoir accompagnée, avec
enthousiasme, courage et une indéfectible bonne humeur, dans nos plannings les plus fous.
Et bravo a toi pour cette thése brillamment menée, j'ai si hate de voir la suite. Merci pour ton
soutien et pour tes encouragements. Et merci surtout, d’étre devenue une de ces amies que

I’on se fait pour la vie.

Matthieu, merci pour ces années partagées au laboratoire. Un grand merci pour ton

humour décapant qui tombe toujours a pic et pour ta trés grande disponibilité. Merci a toi,



Camille, d’avoir accepté de rejoindre mon comité de suivi de thése et pour ton incroyable

gentillesse. Merci a vous deux pour cette amitié précieuse et ces moments partagés ensemble.

Hind, merci a toi pour ta gentillesse et ta bonne humeur. Et merci pour ce si bon gateau
gue tu nous avais préparé ! Courage pour la fin de ta these et je te souhaite le meilleur pour

la suite.

Merci enfin, a tous ceux avec qui je n’ai pas eu I’honneur de collaborer, mais qui savent

faire au quotidien de ce laboratoire un lieu fort agréable.

Au terme de ce parcours, je remercie enfin celles et ceux qui me sont chers et que j’ai
guelgues peu délaissés ces derniers temps pour achever cette thése. Leurs attentions et leurs
encouragements m’ont accompagnée tout au long de ces années. Je remercie sincérement
mes parents pour leur soutien moral, leur confiance indéfectible, leur sagesse et leur amour
infini. Merci également a mes grands-parents, pour leur incroyable soutien et leurs
encouragements constants. Merci a Camille, ma chére sceur, et a Alexandre, mon frére adoré.
Je n"aurai pu réver grandir plus heureuse qu’auprés de vous, et je suis si fiere de tout ce que
vous avez déja accompli. Merci également Annie et Jean-Pierre, pour ces week-ends si
agréables passés ensemble et pour vos conseils et vos encouragements si précieux. Merci
enfin, a Guillaume et Isa, pour tous les bons moments passés ensembles et que j’ai hate de

renouveler.

Merci aux amis de toujours ! Méme si les occasions ne faisaient plus rares, vous n’avez
pas perdu patience et je vous en remercie. Mathilde et David, merci pour cette hospitalité si
chaleureuse et cette générosité qui font de chaque rencontre un moment inoubliable.
Marianne et Julie, merci pour ces moments si précieux. Antoine, mon ami, merci de m’avoir
ouvert les portes de ton havre de paix dans ce Cotentin que j’aime tant. Fabien, merci pour
ton hospitalité, ta bonne humeur et pour tes incroyables talents de cuisinier. Claire, merci
pour cette amitié forgée sur les bancs de I'ESITech, pour notre amour partagé des randonnées
et pour les week-ends passés ensemble. Et un merci tout particulier a toi, Francgois, pour nos

discussions aussi tardives que passionnantes.

Dounia, merci d’étre cette amie si formidable et depuis si longtemps. Merci pour cette

gentillesse et cette générosité qui te caractérisent tant. Merci pour ta persévérance et ton



courage, ces grandes qualités que j'admire profondément et qui m’ont guidées pour

repousser, maintes fois, des limites que je pensais avoir atteintes.

Merci a la Dream Team ! Merci les copines (et Thomas !) de m’avoir si bien accueillies
dans ma nouvelle vie parisienne. Pour tous les bons moments passés ensemble, toutes nos
sorties et surtout pour tous vos encouragements lors de la rédaction de ma these, merci du

fond du coeur.

Enfin, merci a tous ceux qui, ayant croisé mon chemin, m’ont accordé un de ces sourires

qui donne la force d’avancer plus vite et plus loin.

Mes derniers mots seront pour toi, Matthieu, qui m’a apporté au long de ces années
un bonheur immense, une tendresse incommensurable, un soutien et des encouragements
indéfectibles et une vie a deux toujours si simple et si joyeuse. Merci de faire de ma vie une si

belle aventure.






Table des matieres

REMEICIEMENTS ittt ra e s ba e e s ba e e s saba e e e saraeee e 4
TabIE dES MALIEIES ...ttt st sttt et b e s bt e s ae e saee et e e beesbeesneesneenas 10
TADIE S FIGUIES. ... ittt e e st e e e s bt e e e s bbe e e e snabeeeesnbeeeessbeeesensenas 13
Table dES TADIEAUX....ccuteieiii ettt ettt e bt e e b e s bt e sbeeesbeeeane 15
LiSte deS @bDrVIAtIONS ...ceveeiiiiiii ittt ettt sttt et e be e she e e na 17
RESUME SCIBNTITIQUE 1eeeeeiiiie e e st e e et e e e e et e e e e e btae e e e abeeeeenssaeesenbaeeeennrenas 23
FY o1y - [ot AT S TSRO TUPUTOPPTOTOUPTRUPTRINt 25
PrEAMBIUIE ...ttt ettt e e st e st e s b et e st e e bt e e s ab e e s be e e sabeesabeesneeesreeean 27
Chapitre 1. Revue bibliographigUe.......cociiiiii ittt e e s sbae e e s sraeeeesanes 29
1. Lerécepteur MiNEraloCortiCOTUE ... ...iiiiiiiii ettt e e ctee e e s e bt e e e e eneeeeeeanes 29
Ld. GENAIATAS .ottt sttt e b e b e b et eeean 29

1.2, AIJOSTEIONE ...ttt ettt ettt st e sttt e s bt e s bt e e s bt e s bee e sabee e bbeesabeesabteesbeeeane 30

1.3, MECaNISME A ACHION ..eouiieiiiieiee ettt ettt st e e sb e st e e s b e e sbee e sbeeeaes 31

1.4.  Sélectivité du récepteur minéralocorticoide.......cccvviiiiiiieicciie e e 35

1.5.  Localisation tissulaire du récepteur minéralocorticoide...........cccoeeeieiiiieeeicieeeecciee e, 36

1.6.  Antagonistes du récepteur minéralocorticoide .........ccoviieeiieieicciee e 36

2. Linsuffisance cardiaque ChroniQUE........ccuuiiiiiciiie ettt e e srae e e ssaraeeeeas 39
2.1,  Lecosuretle cycle CardiaqUe ... iiiiei ettt e e 39

2.2.  Définition de l'insuffisance cardiaqUe .........cccueeiieciiiiicciiee et 40

2.3.  Prise en charge de l'insuffisance cardiaqUe .........ccoeeieeciieeicciiee e 62

3. Le syndrome MEtaboliQUE......cocuiiii i e s e e e 70
3.1. DATINITION ceeeeeeeee e e e 70

3 €11 o 1= = 111 £ = TP USRS UP TSRO 71

I T B I T -{ o To ] o [N 72

B S = o] (oY ={ U SURRN 72

3.5. Physiopathologie du tiSSU adiPEUX .......ccuvieiiiciiiiiiiiiiie ettt e e 74

3.6.  Thérapies actuellement UtiliSEES.......cooviiii i 83

3.7. Conséquences du syndrome meétaboliqUe ........cccecuiiiiiiiiiiiciiiee e 83

3.8. Roéle du récepteur minéralocorticoide dans le syndrome métabolique .............cccuveeennee. 86

4. Insuffisance rénale, diabete de type Il et événements cardiovasculaires .........ccccccceevveeenneen. 88
RATIONNE .ttt ettt e b e st s et st e bt e b e b e e s b e e s he e e et e et e ereenreesheenane e 89
Chapitre 2. Matériel @t MEthOES. ........coociiiiiiciee et etr e e e sbae e e s ebeaeeeeanes 91
2.1. Modéles animaux et conditions eXpérimentales .........ccccccuveiieciiiie e 91
0 0t X (U o =t PSP PRROUPPPRRN 91
2.0 20 BRUAE 2ttt e b e e s e e e be e e ne e e s be e e enre e s reeereeesareeeane 92



2.2. Parametres MELADOIIGUES .....cocuiiii it e e e e e et e e et a e e e e atbe e e eaneraeaean 93

2.2.1. Composition corporelle par EChO-IRM ........ccoiciiiiiiiiiii et e e 93
2.2.2. Test de sensibilité @ I'INSUIINE ......cooiiiiiii e e 94
2.2.3. Test de sensibilité au gIUCOSE ......ccivuiiei it e e e rre e e e eanes 94
2.2.4. Profil métabolique plasmatiQUe .........ceeecuiieiiiciiiee e et 94
2.2.5. PeSée du 8ras SOUS-CULANE ........ueiiiiciiieeiciieeecciiee e e ettt e e s ettt e e s sbeeeessbteeessbeeeessbeeeessseeeesnnnes 95
2.3. Parametres CardioVasCUIQINES .....c.eiiceeerieeiiiierie ettt ettt e st e e sab e sbe e sbeeesareeenne 95
B T B S 1= 01V g T T4 T o] o 1 1PN 95
S T2 ol oo Yoo [ oY ={ =1 o] o (=T RPN 95
2.3.3. Parametres hemModyNamiQUES ......cccuueeeieciiieeiciiee e ceireeeeecttee e e srte e e e ette e e e stteeeesbeeeessreeeeeennes 98
2.3.4. FONCLION COrONAIre ISOIEE ......veiiiiieiie ettt ettt e st e st s be e s b e e sbeeeaes 99
B T T 1 P PPPPRTPPRIRt 101
2.3.6. Test a I'effort sUr tapis d& COUISE ....uuuiiiiiiiiiiiiie e e e e saree e 102
2.3.7. TSt 08 SEMESS ettt sttt ettt sttt et e e te e b e saeesaee e 103
B T ST o 11 o) [T d [N or- e [ - Lo [V 104
2.3.7. Mesure du stress oxydatif des mitochondries du ventricule gauche..........cccccvvverinnenn. 107
2.3.8. Activité enzymatique mitochondriale .........cccoeeiiiiiiiicie e, 108
2.3.9. Evaluation de I'expression génique par RT-gPCR.........ccccoviiiiiiiieeeccieee et 108
2.3.10. Evaluation du stress oxydatif ventriculaire gauche par Résonance Paramagnétique
[ =Yt o o o [ U RPN 112
2.3.11. Identification des protéines cardiaque par Western Blot .........ccccevvviveeeciciieeecccnneennn. 114
2.4, PArameLres MBNAUX .eeueerueeruieeueeeeeeteerteesteesttesueesate e beesbeesheesaeesabeeabeebeesbeesseesaeeeaseenbeesbeesanenas 116
2.4.1. MeSUre de 1a Prot@iNUIIE. .....cccciiie et et e ettt e et e e et e e e e eatae e e e abaeeessasbeeeenreeeaean 116
2.4.2. Evaluation de I'expression génique par RT g-PCR........ccocoiiieeciiiee et 116
2.6, ANAlySes StAtiSTIQUES ...uvviiiiiiiiecee et s bae e e e eareeas 116
(0 FT o1 g RS T =T U] - | £ U RPUTPP 118
70 1 W T =T OSSOSO P PRSP PROPPPTUPTUPPRPON 118
DONNEES SUPPIEMENTAINES. ...ccctiieeieiieeeeectiee e et eeetee e e e ette e e e etteeeesbbeeeeebteeesesesaeessseaeeanssenaesses 132
(60e] 4ol V11 o 1o OSSP PP PRRPRPPPPRPO 137

3.2. Etude 2 : Modeéle murin d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée liée a la

Y=Y o Yo o F- [N 1Y USSP 139
(6073 Tol [ To T3 H PP TP POTTOTR 158
Chapitre 4. DiSCUSSION SENEIAIE ....ccicviiieiciiiee ettt e e s e e e s raaa e e e e sataeeeesnsaeeeesnnaeeeeas 159
(60 3Tl (U1 o) o H PP P P PRPPRUPRRPRO 162
A VTN o] o] [ToT ={ =Y o1 a1 [ [ [PPSR 163
ANNEXES .ottt ettt ettt e e et e s st r e e e st e e e e s r e e e e R b e e e e r e e e e e R b e e e e e R e et e e R e e e e e e R ree e e e s re e e e e eneeeenrenes 193



12



Table des figures
Figure 1. Représentation schématique du Récepteur Minéralocorticoide. Adapté de Viengchareun et

AL ettt ettt te et et et et ettt b e ebeete et et enteateaeeaeeteeteebe et ete b et eneereeteeteeteans 30
Figure 2. Représentation schématique de la transactivation médiée par le RM. Adapté de Yang et al.
EE BEItICCRIO €1 L 125, .ottt sttt a et ae e aeereeae s 32
Figure 3. Systeme Rénine-Angiotensine-AldOStErONE........couviiiiiiiiiee e 34
Figure 4. Anatomie interne du coeur. lllustration originale .........cccceeeeiiiie e, 39
Figure 5. Phases du cycle cardiaque. Adapté de Circulatory Physiology 1......ccccceeviiiiviiieeiniieeneenneen. 40
Figure 6. Evolution du nombre d’admissions pour insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée et pour insuffisance cardiaque a fraction réduite 52 .........ccocvevveeeieeeeeeceeeeeeeee e 42
Figure 7. Classification échocardiographique de la dysfonction diastolique. Adapté de Congestive
Heart Failure — Diastolic TOPIC REVIEW. ....uiiiiciiiiiiciieee ettt et e et e e e aree e e e aaae e s et ae e e eareeas 45
Figure 8. Etiologie de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée. D’apres JACC Heart Fail,
200458 ettt ettt Yt et e b e bt et e eh e eat e b e eh s et e eb e et et e sat et e sheentenbesrrenes 47
Figure 9. Représentation des différences entre un coeur normal et un ceeur atteint d’une dysfonction
diastolique. D’aprés la banque d’iMages de SEIVIET. .....ciccuiiii ittt e e e ssae e e 49
Figure 10. Physiopathologie du remodelage ventriculaire. D’Aprés McMurray et al 7% ...................... 50
Figure 11. Représentation schématique du réle du RM dans I'inflammation et la fibrose. D’apres
BUORNATING @F AL 2. ..ottt ettt et ettt et et et eteeteebeetestese st ensenseneeseeteerennan 54
Figure 12. Risque annuel de mortalité cardiovasculaire (échelle logarithmique) en fonction de I'age
de sUrVENUE de 12 MENOPAUSE 127, ....uiceeiee ettt ettt sttt e b e tesbeese e besreentssbeeneesteeneens 60
Figure 13. Mode d’action et conséquence de la suractivation du récepteur minéralocorticoide. Tiré de
KOINOTE @1 Q1. 172ttt ettt e et et et e e e aeeaeeteebeebeste s e b essensenseseeaeesesreanan 69

Figure 14. Impact physiopathologique de I'augmentation de la masse grasse sur I'inflammation, la
fonction vasculaire et la nécrose en fonction de la sévérité de la dysfonction métabolique. D’aprés

Nature REVIEW, IMMUNOIOZY .....ccci ittt e e e e et e e e e tae e e e e atae e e e abae e e enbeeesennseaeeennsenas 81
Figure 15. Interaction des adipokines, cytokines et marqueurs inflammatoires contribuant au
développement du syndrome métabolique et de ses complications 278, ........ccovveveeivecviiiiece e, 86
Figure 16. Design expérimental de '€tUdE 1. ......ccuueveeiiiii et e 92
Figure 17. Design expérimental de '6tUAE 2. .....ocueeiiieiiiiie et 93
Figure 18. Mode Temps Mouvement en échocardiographie et mesures associées............ccccuveeeenneen. 97
Figure 19. Exemple d’enregistrement de 'intervalle temps-vitesse en mode Doppler pulsé.............. 97
Figure 20. Mode Doppler pulsé en échocardiographie permettant la mesure des vitesses des ondes E
€t A et 'ODTENTION U FALIO E/A .ottt ettt et e e e e ettt e e e s e e ses st r et eeesssesasreeeeeeesssasasareeeeees 98
Figure 21. Prise de vue des courbes pression-VOIUMES ........cccuueeeiuiieeiiiiieeeiiieeeessieeeesreeesssnveee s esnneeas 99
Figure 22. IRM Brucker Biopsec 4.7 T/30 (Brucker, Allemagne) utilisée pour le petit animal............ 101
Figure 23. Images de coupes de ventricule gauche marquées pour les macrophages de types M1 et
non-M1 (haut du panel) et pour les lymphocytes T (bas du panel).......ccccceeeveeecieeccee e 133
Figure 24. Image de coupe du ventricule gauche (marquage CD31, FITC-WGA et coloration de
Hoescht) montrant les membranes des cardiomyocytes, leurs noyaux et les vaisseaux................... 134
Figure 25. Représentation schématique de la stimulation par la leptine de la production
d’aldostérone par les glandes SUMENAIES........ccc.uuiieeciiie et ec e e e e e e rre e e e bae e e e aaeeaeas 160

13



14



Table des tableaux

Tableau 1. Comparaison entre les différents antagonistes du récepteur minéralocorticoide............. 38
Tableau 2. Classification NYHA de I'insuffisance cardiaque......cccocveeiiniiiiiiniiiee e, 41
Tableau 3. Classification du syndrome cardiorénal. D’aprés Ronco et al. 123, .......ccccooveevevveceeeeeeneenns 58
Tableau 4. Rapport de risque concernant I’age de la ménopause et la mortalité cardiovasculaire

ajusté pour les facteurs de confusion potentiels. Adapté de van der Schouw et al. 7. ......ccccevvuvenn. 61
Tableau 5. Comparaison d’études cliniques multicentriques randomisés dans I'insuffisance cardiaque
A fraction d'éJECtiON Pré&SEIVEE. ...cci i e e et e e s bt e e s sbee e e s s nareeeesnee 63

Tableau 6. Critéres retenus par I'American Heart Association et le National Heart, Lung, and Blood
Pressure Institute (2005) pour le diagnostic du syndrome métabolique. Adapté de Grundy et al. 77 .

............................................................................................................................................................... 70
Tableau 7. Criteres relatifs au diagnostic du syndrome métabolique en fonction des organismes

référents. D’aprés SKIKaNthan @t Gl 178 ...ttt eaeaan 71
Tableau 8. Statut en fonction de I'indice de masse corporelle........cccvvieeeiiciee e, 72
Tableau 9. Facteurs peptidiques et non peptidiques sécrétés par les adipocytes. ......cccceeeecvereeennnenn. 76
Tableau 10. Séquences des amorces utilisées Pour 1a PCR........coccivviicciee e 111
Tableau 11. Cholestérol et triglycérides plasmatiques aprés 16 semaines de régime HFD vs CTL..... 132
Tableau 12. Parametres de strain apres 21 semaines de protocole........cccccveeeeecieeeeccieeeccciee e, 132

Tableau 13. Parametres inflammatoires évalués a partir de coupes de ventricule gauche congelées a -
80°C puis immunomarquées pour permettre le comptage des cellules de type M1, non-M1, et des

(1Y a Yo Vo YorY =13 USSPt 133
Table 14. RT-g-PCR permettant la quantification de I'expression de diverses cibles moléculaires
d’intérét dans le ventricule gauche aprés 24 semaines de protocole .......cccceeeecuieeeeciieeecccieeeeccneeen, 134
Tableau 15. RT-g-PCR a partir de tissu rénal permettant de quantifier I'expression de génes d’intérét
aAPres 24 semMaines de ProtOCOIE ..uii it e e e st e e s snta e e e e sabae e e s nnreeeean 136

15



16



Liste des abréviations

A
ACC

ACE

ACTH

ADP

A/F

All
ALDO-DHF
ARB
ArGlul
ATP

BNP

BSA
CAMKII

CHARM

CTL
CTGF
DC
DE
DFR

DOCA

DPATS/TD:

DPP TS/TD
E

E2

ECG

EDTA

Atrial

American College of Cardiology

Enzyme de Conversion de I’Angiotensine
Hormone Adrénocorticotrope

Adénonine DiPhosphate

Acotinase / Fumarase

Angiotensine Il

Aldosterone Receptor Blockade in Diastolic Heart Failure
Bloqueur du récepteur de I’Angiotensine
Protéine 1 riche en arginine et en glutamate
Adénosine TriPhosphate

Brain Natriuretic Peptide

Bovine Serum Albumin

Proteine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante

Candersartan in Heart Failure: Assessment of Reduction in Mortality
and Morbidity

Controle

Connective Tissue Growth Factor

Débit Cardiaque

Dépense Energétique

Déféroxamine

Deoxycorticosterone acetate

Diameétre de la paroi antérieure en télésystole/télédiastole
Diameétre de la paroi postérieure en télésystole/télédiastole
Early

Estradiol

ElectroCardioGramme

Acide éthylene diamine tétra-acétique

17



EMPHASIS Eplerenone in Patients with Systolic Heart Failure and Mild Symptoms

EPICA Epidemiologia da Insuficienca Cardiaca et Aprendizagem
ER Récepteur a I'estrogéne

ERO Espéce Réactive de I'Oxygene

ESC European Society of Cardiology

ETM Ecart-type a la moyenne

FC Fréquence Cardiaque

FE Fraction d’éjection

FITC Fluorescein IsoThioCyanate

FKBP4 FK506-binding protein 4

FKBP52 FK-binding protein 52

FR Fraction de Raccourcissement

Gal-3 Galectine-3

GHSR-1a Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a
Glc Glucose

GMPC Guanosine MonoPhosphate Cyclique

GRE Glucose Responsive Element

HDL-C High-Density Lipoprotein-Cholesterol

HFD High-Fat Diet

HRE Hormone Response Element

HRPT1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransférase 1
HTN Hypertension

HS High-Fat Diet Stop

HSP90 Heat Shock Protein 90

IC Insuffisance Cardiaque

IC50 Concentration inhibitrice médiane

IEC Inhibiteur de I'enzyme de conversion

IFM Mitochondries Interfibrillaires

IKK Kinase inhibitrice du facteur nucléaire k-

18



IL

IMC
INSEE
I-PRESERVE
IRM
ITV
JNK
KIM-1
KO
LCN2
LDL
LDL-C
L-NNA
MAP
MCP-1
MCSA
mmHg
MIF
MMP
MSS
NAFLD
NASH
NGAL
*NO
NR3C2
NYHA
OCDE

OPTIMIZE-HF

p300/CBP

Interleukine

Indice de Masse Corporelle

Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques
Irbesartan in Heart Failure with preserved Ejection Fraction
Imagerie par Résonance Magnétique

Intervalle Temps Vitesse

c-jun N-terminal kinase

Kidney Injury Molecule-1

Knock-Out

Lipocaline 2

Low-density Lipoprotein

Low-density Lipoprotein-Cholesterol

L-NG-NitroArginine

Mitogen-Actived Protein

Monocyte Chemotactic Protein-1

Mean Cross Sectional Area

Millimetre de mercure

Mitochondries InterFibrillaires

MétalloProtéases Matricielles

Mitochondries SubSarcolemmales

Nonalcoholic fatty liver disease

Nonalcoholic steatohepatitis

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin

Oxide Nitrique

Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 2

New York Heart Association

Organisation de Coopération et de Développement Economiques

Organized Program to Initiate Lifesaving Treatment in Hospitalized
Patients with Heart Failure

Histone acetyltransférase p300/CREB-binding protein
19



PAD Pression Artérielle Diastolique

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor 1

PAS Pression Artérielle Systolique

PBS Phosphate-Buffered Saline

PECAM-1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1
PEDF Pigment Epithelium-Derived Factor

PEP-CHF Preserved Perindropil in elderly people with chronic heart failure
PKA Protéine Kinase A

PKG Protéine Kinase G

PLB Phospholamban

PTP1B Protein-Tyrosine Phosphatase 1B

PTPN1 Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 1
RGS2 Régulateur de la signalisation des protéines G 2
RM Récepteur Minéralocorticoide

RPE Résonance Paramagnétique Electronique

RVU Relative Volume Unit

Ryr2 Récepteur a la Ryanodine de type 2

SERCA Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase

Sgkl Kinase 1 sérique et régulée par les glucocorticoides
SNP Nitroprussiate de Sodium

SRAA Systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone

SRC1 Steroid Receptor Activator 1

SSM Mitochondries Subsarcolemmales

TA Température Ambiante

TBS Tris-Buffered Saline

TBS-T Tris-Buffered Saline-Tween

TGF- Facteur de croissance transformant-p

TIMP Tissue Inhibitor of MetalloProtease

TNF Facteur de Nécrose Tumorale

20



TOPCAT Treatment of Preserved Cardiac Function Heart Failure with an
Aldosterone Antagonist

UA Unité Arbitraire

UCP-1 Uncoupling Protein-1
VE Volume d’Ejection

VG Ventricule Gauche
WGA Wheat Germ Agglutinin
WT Wild-Type

21



22



Résumé scientifique

Les patients obéses et les femmes en postménopause montrent une prévalence plus
élevée de dysfonction diastolique ventriculaire gauche, pouvant évoluer en insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée. A ce jour, aucune stratégie thérapeutique n’est
adaptée a ces patients. Néanmoins, il a été montré que le systéeme rénine-angiotensine-
aldostérone était pathologiquement suractivé dans un contexte d’insuffisance cardiaque.
C’est pourquoi nous avons testé I'efficacité de la finérénone, un antagoniste du récepteur
minéralocorticoide non-stéroidien, dans deux modeles murins d’insuffisance cardiaque a

fraction d’éjection préservée.

La premiéere étude porte sur des souris males nourries par un régime riche en graisse
pendant 16 semaines. Au terme de ces 16 semaines, le régime alimentaire est normalisé pour
deux groupes de souris, dont un recoit le traitement par la finérénone pendant 8 semaines.
Les résultats obtenus montrent que I'amaigrissement conduit a une amélioration des
parameétres métaboliques, mais que seul I'ajout du traitement par la finérénone permet une

amélioration franche de la dysfonction diastolique et de la capacité d’exercice.

La seconde étude porte sur des souris ovariectomisées a I'age de 4 mois puis traitées
par la finérénone pendant 1 mois a I'dge de 7 mois. Les résultats obtenus montrent une
amélioration de la dysfonction diastolique, soutenue par une amélioration de la fonction

coronaire et de la capacité d’exercice.

En conclusion, la finérénone améliore la dysfonction cardiovasculaire, la fonction
coronaire et la capacité d’exercice dans ces deux modeéles murins de dysfonction diastolique
associée a une altération des parameéetres métaboliques. Ces études soulignent I'intérét du
récepteur minéralocorticoide comme cible pharmacologique dans le traitement de

I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.
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Abstract

Obese patients and postmenopausal women show a higher prevalence of left
ventricular diastolic dysfunction, which may progress to heart failure with preserved ejection
fraction. To date, no therapeutic strategy is adapted to these patients. Nevertheless, it has
been shown that the renin-angiotensin-aldosterone system is pathologically overactivated in
heart failure. In this context, we tested the efficacy of finerenone, a non-steroidal
mineralocorticoid receptor antagonist, in two mouse models of heart failure with preserved

ejection fraction.

The first study involved mice fed a high-fat diet for 16 weeks. At the end of 16 weeks,
the diet was normalized in two groups of mice, one of which received treatment with
finerenone for 8 weeks. The results show that normalization of the diet shows an
improvement of the metabolic parameters, but only the addition of the finerenone treatment

allows a clear improvement of the diastolic dysfunction and of the exercise capacity.

The second study involved ovariectomized mice at 4 months of age and then treated
with finerenone for 1 month at 7 months of age. The results show an improvement in diastolic

dysfunction, supported by an improvement in coronary function and exercise capacity.

In conclusion, finerenone improves cardiovascular dysfunction, coronary function, and
exercise capacity in these two mouse models of diastolic dysfunction associated with altered
metabolic parameters. These studies highlight the interest of the mineralocorticoid receptor

as a pharmaceutical target in the treatment of heart failure with preserved ejection fraction.
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Préambule

Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de mortalité dans le
monde, touchant environ 2% de la population . En dépit des différentes stratégies
thérapeutiques existantes, la prévalence de 'insuffisance cardiaque ne cesse de s’accroitre,
représentant environ 32% des décés en 2021 d’apres I'Organisation Mondiale de la Santé. En
parallele, I'obésité conditionne I'apparition de comorbidités variées, telles que le diabete et
I’hypertension, engendrant un contexte pathologique complexe propice au développement
de pathologies cardiovasculaires, et particulierement d’insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée, contre lesquelles I'arsenal pharmacologique actuel est insuffisant. En
outre, la progression de l'incidence de I'obésité dans le monde, en dépit des actions de
prévention menées a I’échelle mondiale, soulignent la nécessité de développer de nouvelles

thérapies.
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Chapitre 1. Revue bibliographique

1. Le récepteur minéralocorticoide

1.1. Généralités
Le récepteur minéralocorticoide (RM) est une protéine de la super famille des

récepteurs nucléaires, appartenant au groupe des récepteurs stéroidiens. Il agit comme un
facteur de transcription lorsqu’il est activé par la liaison avec son ligand. Mesurant
approximativement 450 kb, il est codé par le géne NR3C2 (Nuclear Receptor Subfamily 3
Group C Member 2), situé au locus 4g31.1-31.2 %3 et est composé de dix exons, dont 8 sont

codants. Le RM est constitué de trois domaines fonctionnels (Figure 1) :

- Un domaine N-terminal, codé par I'exon 2, responsable du recrutement de co-
régulateurs modulant I'activité transcriptionnelle du RM,

- Un domaine de liaison a I’ADN, codé par les exons 3 et 4, présentant deux motifs en
doigt de zinc qui permettent la liaison a I’ADN et la dimérisation du RM,

- Un domaine de liaison au ligand, codé par les exons 5 a 10, qui permet I'interaction
entre le RM et son ligand. Ce domaine interagit également avec les protéines
chaperonnes (heat shock protein 90, hsp90 ou FK506-binding protein 4, FKBP4) qui

permettent le maintien du RM dans le cytoplasme #/.
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Figure 1. Représentation schématique du Récepteur Minéralocorticoide. Adapté de Viengchareun et al. 8.

Le géne codant pour le RM est composé de 10 exons dont 8 sont codants pour I’ARN messager (ARNm).
Le RM est composé de 3 régions : une région N-terminale (NTD, codée par I’exon 2), une région de
liaison a ’ADN (DBD, codée par les exons 2 et 3) et une région de liaison au ligand (LBD, codés par les
exons 5 a 9). Différentes modifications post-traductionnelles peuvent affecter le RM, telles que la
phosphorylation, la sumoylation, I’acétylation ou I'ubiquitylation.

1.2. Aldostérone
L'aldostérone, hormone stéroidienne terminale du systéme rénine-angiotensine-

aldostérone (SRAA) et ligand « naturel » du RM, est synthétisée dans la zona glomerulosa du
cortex surrénalien. Comme |'ensemble des hormones stéroides, elle est dérivée du
cholestérol. Le cholestérol est converti en progestérone, en désoxycorticostérone, en
corticostérone, puis enfin en aldostérone sous l'effet de réactions dans la mitochondrie et
dans le réticulum endoplasmique lisse. La synthése et la sécrétion de I'aldostérone sont
dépendantes de I'angiotensine Il, du potassium, de I’hormone adrénocorticotrope (ACTH) et

de la leptine °.

L'aldostérone est un composant clé du SRAA, qui permet le maintien de I'équilibre
hydrosodé en régulant la réabsorption d’eau, de sodium et de potassium par son action au

niveau rénal 19,
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1.3. Mécanisme d’action
En absence de son ligand, le RM est maintenu inactif dans le cytoplasme par des protéines

chaperonnes (hsp90, FKBP51). La liaison du RM avec I'aldostérone induit un changement de
conformation permettant le recrutement de la FK-binding protein 52 (FKBP52) puis
I'internalisation du complexe dans le noyau cellulaire 1. La dissociation des protéines
chaperonnes permet ensuite la dimérisation du RM et son adressage a I’ADN sur ses régions
spécifiques Hormone Response Element (HRE). Ici, différentes protéines co-régulatrices, parmi
lesquelles le steroid receptor activator (SRC1) ou I'histone acetyltransferase p300/CREB-
binding protein (p300/CBP) sont recrutées pour permettre la transcription du gene cible du

RM 12714 (Figure 2).
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Figure 2. Représentation schématique de la transactivation médiée par le RM. Adapté de Yang et al. et
Berticchio et al. 1415,

Dans le cytoplasme, le RM est maintenu sous forme inactive par des protéines chaperonnes telles que
hsp90 ou FKBP51. La liaison du RM a son ligand entraine un changement de conformation permettant
le recrutement de FKBP52 et I'internalisation du complexe RM/Ligand/FKBP52 dans le noyau cellulaire.
Dans le noyau, les protéines chaperonnes se dissocient et le RM se dimérise au niveau des HRE. Ensuite,
des co-activateurs tels que SRC-1 ou I’histone acetyltransferase p300/CREB-binding protein (CBP) sont
recrutés pour permettre la transcription du gene cible du RM en ARN messager (ARNm) puis en
protéines, parmi lesquelles : Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1 (Sgk1), Epithelial sodium
channel (ENaC), Na+/K+-ATPase, Ubiquitin-specific protease (Usp2-45), monocyte chemoattractant
protein 1 (MCP-1), osteopontin (OPN), ectodysplasin-A (ED1), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-
1), Transforming Growth Factor 8 (TGF-8), Collagen type | (coll 1), collagen type IV (coll IV), connective
tissue growth factor (CTGF), NADPH oxidase 2 (NOX2), a-subunit of the flovacytochrome b558
(p22phox), neutrophil cytosol factor 1 (p47phox), intercellular adhesion molecule (I-CAM), P-sélectine
et endothelial nitric oxide synthase (eNOS).

1.3.1. En conditions rénales physiologiques

La baisse de perfusion rénale et de la concentration en Na* intra-tubulaire au niveau
du tubule contourné distal du néphron, percue par les cellules de I'appareil juxtaglomérulaire,
entraine la sécrétion par celui-ci de la rénine. La rénine permet la conversion de
I'angiotensinogéne produit par le foie en angiotensine |, converti a son tour en angiotensine
Il (All) par I'enzyme de conversion de |'angiotensine (ACE) exprimée a la membrane des
cellules endothéliales. L’All exerce une action vasoconstrictrice, via les récepteurs AT1 des
cellules musculaires lisses vasculaires (favorisant une augmentation de la pression artérielle)
et stimulant la synthése et sécrétion d’aldostérone par les cellules de la zone glomérulée de
la glande surrénale. L’aldostérone augmente la réabsorption de Na* dans les parties distales
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du néphron, conjointement a une augmentation de la volémie dans une action synergique
avec l'arginine-vasopressine (qui augmente le nombre qu’aquaporines dans le tubule
collecteur du néphron), participant ainsi au controle de la volémie et donc de la pression
artérielle. Simultanément a la réabsorption de Na*, I'aldostérone induit une sécrétion de K*.

Enfin, une augmentation de K* stimule la synthése d’aldostérone (Figure 3).

Plus précisément, le RM permet la régulation du transport du glucose a travers
I’épithélium du néphron distal en initiant la cascade de signalisation permettant le contrdle
de I'insertion membranaire ou, si le RM est bloqué par un antagoniste, la dégradation d’ENaC
16 Le transport de 'ENaC induit par le RM est en majeure partie liée a I'action de la kinase 1
sérique et régulée par les glucocorticoides (Sgkl), qui phosphoryle et désactive |'ubiquitine
ligase Nedd42. En présence d’aldostérone, 'activité de la Nedd42 est inhibée par la Sgkl, ce

qui permet I'insertion a la membrane des vésicules ENaC et induit ainsi le transport du sodium.
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Figure 3. Systéeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone

La baisse de perfusion rénale et de la concentration en Na® intra-tubulaire au niveau du tubule
contourné distal du néphron, percue par les cellules de I'appareil juxtaglomérulaire, entraine la
sécrétion par celui-ci de rénine. La rénine permet la conversion de I’angiotensinogene produit par le
foie en angiotensine I, convertie a son tour en angiotensine Il (All) par 'ACE exprimée a la membrane
des cellules endothéliales. L’All exerce une action vasoconstrictrice, via les récepteurs AT1 des cellules
musculaires lisses vasculaires (favorisant une augmentation de la pression artérielle) et stimulant la
synthése et sécrétion d’aldostérone par les cellules de la zone glomérulée de la glande surrénale.
L’aldostérone augmente la réabsorption de Na* dans les parties distales du néphron, conjointement a
une augmentation de la volémie dans une action synergique avec l’arginine-vasopressine (qui
augmente le nombre qu’aquaporines dans le tubule collecteur du néphron), participant ainsi au
contréle de la volémie et donc de la pression artérielle. Simultanément a la réabsorption de Na*,
I'aldostérone induit une sécrétion de K+. Enfin, une augmentation de K* stimule la synthése
d’aldostérone

Le RM est également impliqué dans la régulation des flux d’hydrogene et de potassium

dans les cellules rénales. Ce transport peut étre actif ou passif 7.

1.3.2. En conditions rénales pathologiques

En conditions pathologiques, des effets directs de I'aldostérone sont médiés par le RM,
induisant une inflammation tubulo-interstitielle puis une fibrose rénale. Au-dela de son effet
sur les cellules tubulaires du néphron distal, le RM est exprimé dans d’autres types cellulaires
rénaux : les podocytes, les cellules mésangiales et les cellules endothéliales. La liaison au RM
entraine des effets déléteres sur ces cellules : apoptose des podocytes, prolifération et
déformation des cellules mésangiales, entrainant une inflammation, une fibrose et une
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sclérose des structures glomérulaires et interstitielles. Le blocage du RM par la spironolactone,
un antagoniste du RM (15 mg/kg), induit une rémission de la glomérulosclérose et diminue
I’hypertrophie cardiaque dans linsuffisance rénale chronique 2. Plus généralement, le

blocage du RM dans un contexte d’insuffisance rénale a montré des effets bénéfiques %29,

1.3.3. Mécanismes d’activation alternatifs

Il a été montré que le RM pouvait étre activé indépendamment de la présence d’un ligand
par le biais de Racl, protéine appartenant a la famille des Rho GTPases dans un contexte de
pathologies avec protéinurie, mais également d’hypertension artérielle systémique. Ce
dernier résultat est intéressant car il offre une piste d’explication concernant les bénéfices des

antagonistes du RM méme en I'absence d’hyperaldostéronisme 2122,

1.4. Sélectivité du récepteur minéralocorticoide
Les hormones glucocorticoides, telles que le cortisol, appartiennent au groupe des

hormones stéroides et sont également dérivées du cholestérol. Leur récepteur spécifique est
le récepteur aux glucocorticoides, mais elles sont également capables de se lier au RM avec
une affinité similaire (constante de dissociation, Kd = 0.5-2 nM). De plus, la concentration
plasmatique des glucocorticoides est 100 a 1000 fois supérieure a celle de I'aldostérone. Le
RM peut également se lier, bien qu’avec une affinité moindre, avec les androgénes ou la
progestérone 2. Dés lors, la sélectivité enzymatique minéralocorticoide repose sur 'enzyme
11-BHSD2 (11-B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2), capable de transformer le
cortisol en cortisone ou en déhydrocorticostérone, molécules ayant une faible affinité pour
le RM 2324, La co-localisation de la 11-BHSD2 et du RM est donc nécessaire dans les tissus pour
permettre la liaison de I'aldostérone au RM et I'induction des voies de signalisation médiées

par ce complexe.

La sélectivité du RM repose sur des changements conformationnels induits par le
ligand, qui different entre les glucocorticoides et les minéralocorticoides, conduisant a des
capacités de transactivation différentielles 2°. Si le cortisol et I'aldostérone se lient au RM avec
une affinité similaire, leurs constantes de dissociation sont différentes. Il a été montré que
I'aldostérone se dissocie plus lentement du RM que le cortisol, ce qui suggére que le complexe
aldostérone-RM est plus stable. De plus, la caractérisation des interactions N-/C-terminales

sont plus fortes en présence d’aldostérone que de cortisol. Ceci implique que les contacts
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intramoléculaires directs peuvent favoriser une transconformation dépendante du ligand
conduisant au recrutement spécifique de co-régulateurs. Ainsi, la perturbation de ces
interactions N-/C- terminales par I’antagoniste spironolactone peut conduire a I'inhibition du
RM 26,
1.5. Localisation tissulaire du récepteur minéralocorticoide
Le clonage du RM en 1987 a permis de localiser I'expression du RM dans les tissus 2.
Ainsi, au-dela de son role historique rénal, le RM a également été trouvé dans le colon et les
glandes sudoripares ou il joue un réle dans le transport de sodium et de potassium, dans des
cellules non-épithéliales telles que les cardiomyocytes, les cellules endothéliales et
musculaires lisses vasculaires. Le RM a également été identifié dans I'hippocampe, les glandes
salivaires, les fibroblastes, les macrophages et les adipocytes 22829,
1.6. Antagonistes du récepteur minéralocorticoide
Les derniéres décennies de recherche ont montré de nombreux effets bénéfiques des

antagonistes du RM dans plusieurs pathologies.

Découverte en 1960, la spironolactone, un antagoniste stéroidien du RM, a d’abord
été indiquée dans le traitement des maladies cedémateuses, I’hyperaldostéronisme primaire
et 'hypertension artérielle 3°. Elle fut ensuite impliquée dans le traitement de I'insuffisance
cardiaque en 1995. La spironolactone présente une forte affinité avec le RM, qu’elle
déstabilise en facilitant la libération de la hsp90 3!. Toutefois, sa capacité de liaison aux
récepteurs a la progestérone et aux androgénes due a sa structure stéroidienne entraine des
effets secondaires tels que la gynécomastie, des troubles du cycles menstruels et de

Iimpuissance 32.

Dans une volonté de limiter ces effets secondaires, une seconde génération
d’antagonistes du RM a été développée, dont I'eplerenone, qui présente une plus grande
spécificité envers le RM. Il a été montré que I'eplerenone est capable de déstabiliser le RM,
mais posséde une affinité pour le récepteur inférieure a celle de la spironolactone et une
demi-vie plus faible, ce qui conduit a une dose et une fréquence d’administration plus élevée

pour obtenir un effet similaire 3334,

Néanmoins, un effet secondaire majeur lié a l'utilisation de ces deux molécules

stéroidiennes est le risque de développer une hyperkaliémie. Cet effet secondaire a conduit a
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la contre-indication de la prescription de la spironolactone et I’eplerenone dans des conditions
d’insuffisance cardiaque et/ou d’insuffisance rénale. En effet, le risque de développer une
hyperkaliémie a été estimée a 41.4% des patients souffrant d’insuffisance cardiaque pour une
dose de spironolactone de 50 mg (essai clinique RALES) et a 11% pour une dose d’eplerenone

de 50mg (essai clinique EMPHASIS-HF) 3>36,

Considérant les effets potentiellement bénéfiques de I'antagonisme du RM dans
différentes pathologies ainsi que les effets secondaires pouvant conduire a des contre-
indications, une troisieme génération d’antagoniste du RM a été développée. Cette

génération est constituée de molécules non-stéroidiennes, parmi lesquelles la finénérone.

Développée par Bayer, la finérénone a une structure dihydropyridine qui agit comme
un antagoniste du RM (concentration inhibitrice médiane, 1Cso = 18nM) 3’. De plus, la
finérénone n’a a priori pas d’affinité pour le canal Ca?* de type-L (ICs0>10 uM) 32, Le tableau 1
synthétise les différentes propriétés relatives a la spironolactone, |'eplerenone et la

finérénone.
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Tableau 1. Comparaison entre les différents antagonistes du récepteur minéralocorticoide

Classe d’ARM Spironolactone Eplerenone Finérénone
Stéroidien Stéroidien Non-stéroidien
Puissance et sélectivité Puissance élevée faible Elevée
Sélectivité faible Intermédiaire Elevée
Mode de liaison Mode Passif Passif Encombrement

d’antagonisme

MR S810L Agoniste partiel Agoniste partiel Antagoniste
Pharmacocinétique Métabolites Multiple, actif Pas de métabolite actif Pas de métabolite
actif
Demi-vie Long (>12h/>24h) Intermédiaire/court Court
(volontaires (3h/4-6h) (2.2-2.8h)

sains/patients)

Propriétés Lipophilie (log D) 3.13 3.03 2.40
physicochimiques et Liaison aux Elevée (>90%), Faible (50%), Elevée (90%)
distribution protéines principalement principalement AGP
plasmatiques CBG et albumine
Distribution Plus élevée dans le Plus élevée dans le rein Equilibrée (1 :1)
tissulaire (chez les rein (au moins 6
rongeurs) fois)

La finérénone a une puissance et une sélectivité élevées pour le RM (500 fois plus
importante que pour les autres récepteurs stéroidiens), et agit par encombrement du

récepteur, contrairement a la spironolactone et I'eplerenone 3.

De plus, il a été montré in vitro que la finérénone permet le blocage du récepteur
minéralocorticoide wild-type (WT) mais également du mutant S810L, qui est responsable de
I’hypertension précoce chez les hommes et de I'hypertension gestationnelle chez les femmes.
La progestérone ainsi que la spironolactone et I'eplerenone activent paradoxalement le RM
S810L mutant 3940, De plus, la finérénone serait plus efficace que la spironolactone pour
retarder l'internalisation du complexe aldostérone/RM dans le noyau “°. Enfin, une étude
menée chez le rat suggére une distribution équivalente de la finérénone entre les reins et le
coeur, contrairement a I'eplerenone qui serait 3 fois plus présente dans les reins que dans le

coeur 41,

Avant d’aborder le réle du RM et les effets bénéfiques liés a son antagonisme dans le
systeme cardiovasculaire, rénal et son implication au niveau adipocytaire, je souhaite
introduire 'insuffisance cardiaque et le syndrome métabolique, pathologies qui sont au coeur

de ce projet de these et dont I'état de I'art actuel permet de comprendre la nécessité de
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mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques. Les critéres de diagnostic existant en
clinique seront également décrits, car I'évaluation fonctionnelle de nos animaux repose sur

ces mesures.

2. Llinsuffisance cardiaque chronique

2.1. Le coeur et le cycle cardiaque
Le coeur est un organe fibromusculaire assurant la circulation du sang dans I'organisme
(Figure 4).

Crosse aortique

\4

Veine cave supérieure

Tronc pulmonaire
Veines pulmonaires

droites <’ ' .

Veines pulmonaires
gauches
Oreillette gauche

Orifice mitral
Oreillette droite ——»

Orifice tricuspide
<— Ventricule gauche

Veine cave inférieure >

Veiitricuiadioit - Septum inter-ventriculaire

Figure 4. Anatomie interne du cceur. lllustration originale.

Le cceur est constitué de deux atriums et deux ventricules. La séparation entre I’atrium et le ventricule
est marquée a gauche par la valve mitrale, et a droite par la valve tricuspide, dont le réle est d’empécher
le reflux du sang. La paroi séparant les deux cavités est appelée septum interventriculaire. La
vascularisation du cceur est réalisée par les artéres coronaires, naissant précocement de I'aorte
ascendante.

Le cycle cardiaque permet la circulation du sang désaturé en oxygene depuis I'atrium
droit via les veines caves supérieures et inférieures jusqu’au ventricule droit, puis dans |'artéere
pulmonaire. Dans les poumons, le sang perd son dioxyde de carbone, gagne du dioxygéne et
revient dans I'oreillette gauche via les veines pulmonaires. Le sang progresse ensuite jusqu’au
ventricule gauche ou il sera pompé vers I'aorte, puis dans la circulation générale. Ces
différentes étapes constituent le cycle cardiaque, divisé en systole et en diastole (Figure 5).
Les pressions relatives a ces différentes étapes sont mesurées par hémodynamique invasive

et permettent I'obtention des courbes pression-volume.
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Figure 5. Phases du cycle cardiaque. Adapté de Circulatory Physiology 1.

Au début de la systole auriculaire, les oreillettes se contractent et chassent le sang dans les ventricules.
Vient ensuite la premiére phase, la systole ventriculaire, marquée par le début de la contraction
ventriculaire et la fermeture des valves tricuspides et mitrales. En deuxieéme phase de la systole
ventriculaire, on observe I'ouverture des valves pulmonaire et aortique et I’éjection du sang. Ensuite la
diastole ventriculaire débute avec la fermeture des valves pulmonaires et aortique et I'entrée du sang
dans les atriums. Enfin, la deuxiéme phase de la diastole ventriculaire concerne la relaxation
ventriculaire et le remplissage passif des ventricules.

2.2. Définition de I'insuffisance cardiaque

L'insuffisance cardiaque représente I'incapacité du cceur a assurer un débit sanguin
suffisant pour satisfaire les besoins de I'organisme et / ou des pressions de remplissage
ventriculaire gauche anormalement élevées. D’un point de vue physiopathologique,
I'insuffisance cardiaque se définit par un débit cardiaque trop faible pour subvenir aux besoins
métaboliques ou a un débit cardiaque pseudo-normal en raison d’une compensation neuro-
humorale, généralement marquée par une augmentation de la pression de remplissage du

ventricule gauche 2.

40



La classification de la New York Heart Association (NYHA) est la méthode de référence
pour évaluer les degrés d’insuffisance cardiaque selon 4 classes, basée sur le niveau de

dyspnée ressentie par le patient (Tableau 2).

Tableau 2. Classification NYHA de l'insuffisance cardiaque

Classe | Patient porteur d’une cardiopathie mais sans aucune réduction de I'activité physique

Classe 2 Légere limitation de I'activité physique. Aucune géne au repos mais I'activité quotidienne ordinaire

entraine une fatigue, une dyspnée ou des palpitations

Classe 3 Limitation marquée des activités physiques. Il n’y a pas de génes au repos mais une activité moins

importante qu’a I'accoutumée provoque des symptomes

Classe 4 Impossibilité de poursuivre une activité sans géne : les symptomes de I'insuffisance cardiaque sont
Y

présents, méme au repos, et la géne est accrue par toute activité physique

2.2.1. Prévalence

Il s’agit d’'une affection fréquente, avec une prévalence européenne estimée entre
1.5% et 4% augmentant avec 'dge *. Plus précisément, 'étude épidémiologique EPICA
(Epidemiologia da Insuficienca Cardiaca e Aprendizagem), conduite a la fin des années 1990
au Portugal, révele une prévalence de 1,36% pour le groupe 25-49 ans, 2,93% pour le groupe
50-59 ans, 7,63% pour le groupe 60-69 ans, 12,67% pour le groupe 70-78 ans et 16,14% pour
le groupe >80 ans #4. Ce profil de distribution en fonction de I’dge a été attesté par différentes
études menées en Espagne, Allemagne, Chine, etc. 4244, Une étude récente établie la
prévalence de l'insuffisance cardiaque a 3.6% au Canada, entre 2.4-2.6% aux Etats-Unis, 4.0%

en Allemagne, 1.4% en Italie, entre 1.3 et 3.5% en Chine, 0.3% en Inde et 1.2% en Australie 3.

En France, les pathologies cardiovasculaires ont été la premiére cause de mortalité en
France jusqu’en 2004, aujourd’hui dépassées par les maladies néoplasiques d’apres I'INSEE

(Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques).

On constate aujourd’hui une augmentation de la prévalence de l'insuffisance
cardiaque dans les pays industrialisés, portée d’une part par le vieillissement de la population
et d’autre part par une meilleure prise en charge des cardiopathies ischémiques, la réduction
de celle-ci permettant une meilleure espérance de vie, mais aussi le développement d’autres

pathologies telles que I'insuffisance cardiaque *4->! (Figure 6).
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Figure 6. Evolution du nombre d’admissions pour insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée et pour
insuffisance cardiaque a fraction réduite >2.

Les lignes pleines représentent les lignes de régression correspondant a 'année d’admission et au
pourcentage de patients avec insuffisance cardiaque. Les lignes en pointillés représentent 95% d’indice

de confiance. On observe une augmentation de la prévalence de 'insuffisance cardiaque & fraction d’éjection
préservée.

Les principaux facteurs de risques cardiovasculaires sont I'age, le sexe, la sédentarité,
I'obésité abdominale, le tabagisme, I'hypertension artérielle, I’hypercholestérolémie, les

facteurs héréditaires et le stress 7.

L'amélioration de la prise en charge thérapeutique ne suffit pas a contrebalancer le
mauvais pronostic de cette pathologie, marqué par 50% de déces dans les quatre ans suivant
le diagnostic, avec un réle majeur lié a I'arythmie 3. Cette situation met en exergue la
nécessité de développer de nouvelles approches thérapeutiques pour améliorer la

morbimortalité et la qualité de vie des patients.

En effet, I'étude OPTIMIZE-HF (Organized Program to Initiate Lifesaving Treatment in
Hospitalized Patients with Heart Failure), comprenant 20 118 patients présentant une
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite et 21 149 patients présentant une
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée (FE240%) n’a pas montré de différence
entre ces deux types d’insuffisance cardiaque concernant la mortalité a 60-90 jours (9,8% vs

9,5%), la ré-hospitalisation (29,9% vs 29,2%). Néanmoins, cette étude a montré une plus forte
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mortalité a I'hopital pour les patients présentant une insuffisance cardiaque a fraction

d’éjection réduite (3,9% vs 2,9%) >%.

Une étude similaire a été conduite en Europe, I'étude Euroheart Failure Survey, qui a
comparé le pronostic de 3 148 patients présentant une insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée et 3 658 patients présentant une insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection réduite. Elle a rapporté une mortalité a 90 jours plus élevée pour les patients
présentant une fraction d’éjection réduite (12%) comparés aux patients présentant une
fraction d’éjection préservée (10%), mais des taux similaires de réadmission (21% vs 22%) °.
La seconde étude, nommée EuroHeart Failure Survey Il, comprenant 3 580 patients
hospitalisés pour une insuffisance cardiaque, la mortalité toutes causes confondues a montré

une mortalité toutes causes confondues de I'ordre de 6,4% >°.

2.2.2. Ll’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite

L'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite est définie par une fraction
d’éjection inférieure a 45%, une fraction d’éjection de 60 a 70% étant considérée comme
normale. L’échographie est un élément clé du diagnostic, permettant la mesure de la fraction
d’éjection, associée a un électrocardiogramme, une radiographie thoracique et le dosage du
BNP (brain natriuretic peptide) et de son précurseur, le NT pro-BNP. Un dosage de BNP> 400
pg/mL permet le diagnostic de I'insuffisance cardiaque si le tableau clinique est compatible.
Ce dosage est également réalisé dans le cas d’'une suspicion d’insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée. Néanmoins, le taux de BNP seul ne permet pas de conclure a une fraction

d’éjection réduite ou préservée °’.

2.2.3. Linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

L'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée correspond a une fraction
d’éjection supérieure ou égale a 45% et une élévation des pressions de remplissage. Ce type
d’insuffisance cardiaque correspond a la présence de symptomes de I'insuffisance cardiaque

malgré une fraction d’éjection gauche normale ou subnormale.

Bien que I'on distingue l'insuffisance cardiaque a fraction réduite et I'insuffisance
cardiaque a fraction préservée, il existe également un troisieme type d’insuffisance cardiaque

intermédiaire « mid-range éjection fraction » diagnostiquée par des taux de peptides
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natriurétiques élevés, la présence d’une pathologie cardiovasculaire structurelle et d’une
dysfonction diastolique #2.
2.2.3.1. Prévalence de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée
Les études épidémiologiques Framingham Heart

https://www.framinghamheartstudy.org) et Epidemiology Project

(http://rochesterproject.org) soulignent la présence de l'insuffisance cardiaque a fraction

d’éjection préservée majoritairement chez les patients agés, avec une prévalence plus
importante chez les femmes, et fortement associée a des comorbidités telles que
I’hypertension, le diabete de type 2, I’hypertrophie ventriculaire gauche, I'obésité et
I'insuffisance rénale chronique. Ces facteurs de risque de l'insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée sont multifactoriels et complexes, et il n’existe pas de prévention autre

que le traitement de ces facteurs de risque %2.

2.2.3.2. Diagnostic de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

2.2.3.2.1. Echocardiographie
La technique de premier plan permettant de diagnostiquer une insuffisance cardiaque

a fraction d’éjection préservée est I'échographie. Elle permet d’obtenir des informations
fondamentales concernant la taille de la chambre ventriculaire, I'épaisseur et la déformation
des parois, la fonction systolique, les valves et le péricarde, mais également les débits
pulmonaires et transmitraux. En échographie, I'onde E (early) correspond a la vitesse de
remplissage ventriculaire et 'onde A (atrial) correspond a une accélération de la vitesse de
remplissage provoquée par la contraction de I'oreillette gauche. En conditions physiologiques,

I’'onde E est supérieure a 'onde A, donnant un ratio E/A de 'ordre de 1.5 2.

Au stade précoce de la dysfonction diastolique, I'altération de la relaxation induit une
augmentation de la contraction atriale, conduisant a une réduction du ratio E/A < 1.0. Avec la
progression de la dysfonction, la compliance du ventricule gauche est réduite, ce qui entraine
I'augmentation de la pression atriale gauche, et conduit a I'augmentation de la pression de
remplissage E en dépit de I'altération de la relaxation. Cela conduit a une pseudonormalisation
du ratio E/A. Enfin, pour les patients atteints d’une dysfonction diastolique sévére, la majeure
partie du remplissage se produit au niveau de I'onde E, conduisant a un ratio E/A > 2.0 (Figure

7).
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Classification échocardiographique de la dysfonction diastolique
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Fonction diastolique
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normale
cardiaque grade 1 grade 3
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Figure 7. Classification échocardiographique de la dysfonction diastolique. Adapté de Congestive Heart Failure
— Diastolic Topic Review.

En conditions de fonction diastolique normale, I'onde E est supérieure a 'onde A, et I'onde e est
supérieure a 'onde e’. Le ratio E/A est compris entre 1.0 et 1.5. Lors d’une dégradation légére de la
fonction cardiaque (grade 1), I'onde E est inférieure a I'onde A, et I'onde e est inférieure a I'onde €’. Le
ratio E/A est inférieur a 1.0. Lors de la pseudonormalisation (grade 1), 'onde E est a nouveau supérieure
a l'onde A, mais I'onde e est inférieure a I'onde e’. Le ratio E/A est compris entre 0.8 et 1.5. Lors de la
réversibilité restreinte (grade Ill), 'onde E est tres supérieure a I'onde A et I'onde e est inférieure a
I'onde €’, mais leur aire sous la courbe est faible. Le ratio E/A est supérieur ou égal a 2.0. Lors de la
réversibilité fixe, I'onde E est trés supérieure a I'onde A et I'onde e est inférieure a I'onde e’, mais leur
aire sous la courbe est tres faible. Le ration E/A est supérieur ou égal a 2.0.

Néanmoins, la vitesse des ondes E et A dépend de plusieurs facteurs: le volume
sanguin, I'anatomie et la fonction de la valve mitrale, ainsi que la fibrillation atriale (trouble
du rythme cardiaque qui accélere le coeur et le fait battre de maniére irréguliere). Afin de
permettre une meilleure fiabilité du diagnostic, il est conseillé de recourir au Doppler
tissulaire, qui permet de mesurer la vitesse de déplacement de I'anneau mitral, appelé E’ (e’
septal < 7 cm/sec ou e’ latéral <10 cm/sec). Le ratio E/e’ (E/e’ moyen >14) constitue ainsi un
parameétre échocardiographique déterminant dans le diagnostic de la dysfonction diastolique
>, |l est a noter que le strain est également abaissé lors de I'insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée 0,

2.2.3.2.2. Cathétérisme droit-gauche

Il est également possible de recourir au cathétérisme cardiaque pour diagnostiquer la

dysfonction diastolique. Ce test, certes invasif, est le seul permettant I'évaluation directe des

pressions de remplissages intraventriculaires (pression>15 mm Hg au repos ou 225 mm Hg a
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I'effort) 6. Cependant, I’échographie, non invasive, lui est trés largement préférée en pratique
clinique courante.
2.2.3.2.3. Dosage du taux de BNP

Enfin, le dosage du taux de BNP, évoqué plus haut, contribue au diagnostic sans étre
spécifique de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée. Néanmoins, on retrouve
tres régulierement chez ces patients des taux de BNP normaux ou peu élevés. Ces taux
pseudo-normaux peuvent en partie étre expliqués par la présence de |'obésité, comorbidité
fréquente de linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée, qui induit une
diminution des taux de BNP ©2,

2.2.3.2.4. Imagerie par Résonance Magnétique

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) permet de caractériser la structure
tissulaire du myocarde, et particulierement d’évaluer la fibrose interstitielle en utilisant le T1
mapping. Néanmoins, la corrélation entre la fibrose myocardique et la présence d’une
dysfonction diastolique n’est a ce jour pas suffisante au diagnostic d’'une insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée. L'IRM pourrait toutefois permettre une
stratification du risque des patients en permettant une évaluation du ventricule droit plus
précise qu’en échocardiographie .
1.2.3.3. Physiopathologie de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

L'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée se caractérise par un défaut de
relaxation du myocarde altérant la relaxation isovolumétrique et le remplissage ventriculaire.
Elle s’accompagne généralement d’une hypertrophie ventriculaire gauche concentrique
couplée a une augmentation de la densité en collagéne et a une raréfaction capillaire,
induisant une augmentation de la rigidité du ventricule et donc a une perte de compliance

cardiaque et une diminution de l'irrigation sanguine a I'origine de I'altération du remplissage

64—66

La dyspnée est le maitre symptome de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée. Cela se traduit majoritairement par une intolérance a I'effort, qui elle-méme
résulte d’une étiologie variée, comprenant notamment la dysfonction diastolique,

I'incompétence chronotropique ou I’hypertension pulmonaire .

L’étiologie la plus commune observée dans le cadre du développement d’une
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée comprend les facteurs de risque
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suivants : l'ischémie cardiaque, I’hypertension, le vieillissement, 'obésité et la sténose
aortique *°. Une vue d’ensemble de I’étiologie de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection

préservée est proposée en Figure 8.

Déterminants primaires
Obésité, diabete, fibrillation atriale,

/ hypertension... \

Fonction ventriculaire diastolique l Fonction vasculaire
Relaxation/distensibilité Endothélium
Cardiomyocytes Rigidité Artérielle
Reins
\ Rétention hydrosodée /
Anémie
/ Anomalies secondaires \

l

Oreillette gauche Ventricule droit Hypertension pulmonaire

INSUFFISANCE CARDIAQUE A FRACTION D’EJECTION PRESERVEE |

Figure 8. Etiologie de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée. D’aprés JACC Heart Fail, 2014 2,

Les déterminants primaires de l'insuffisance cardiaque sont I'obésité, le diabéte, la fibrillation atriale
ou I’hypertension. Ils impactent trois fonctions : la fonction ventriculaire diastolique, marquée par une
atteinte de la capacité de relaxation du cceur, mais également les cardiomyocytes, la fonction rénale a
travers des altérations de la rétention hydrosodée, et de I’'anémie et enfin la fonction vasculaire avec
I'apparition d’une dysfonction endothéliale et une augmentation de la rigidité artérielle. Les
dysfonctions ventriculaires diastolique et vasculaire peuvent concourir a la dysfonction rénale.
L’ensemble de ces conséquences peut conduire a des anomalies dites secondaires, qui vont impacter
I'oreillette gauche, notamment via des troubles du rythme, le ventricule droit (dysfonction) et une
hypertension pulmonaire.

La dysfonction diastolique permet au coeur de subvenir aux besoins de I'organisme en
oxygene en conditions basales, au prix d’'une élévation de la pression de remplissage du
ventricule gauche. Cela conduit a des symptémes congestifs en raison de I'augmentation

anormale de la relation pression-volume en diastole.

Par ailleurs, cette élévation de la pression de remplissage peut conduire a une
congestion pulmonaire, qui potentialise la dyspnée ainsi que la progression vers une
dysfonction du ventricule droit. Dans les cas séveres, la rigidité pariétale est telle que

I’élévation de la pression de remplissage ne permet plus de compenser, entrainant une
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diminution de la fraction d’éjection et du débit cardiaque, causant une intolérance a I'effort

>9 (Figure 8).

L'altération de la relaxation et I'augmentation de la rigidité sont associées a une
altération du remplissage en diastole et une diminution de la tolérance normale a I'exercice
dans la phase précoce de la dysfonction diastolique. Lorsque la pathologie progresse, les
pressions pulmonaires augmentent anormalement pendant I'exercice, induisant une
réduction de la capacité a l'effort. Lorsque les pressions de remplissage augmentent
davantage, la pression et le volume de l'oreille gauche augmentent et la capacité a I'effort
diminue drastiquement, conjointement a l'apparition de signes cliniques d’insuffisance
cardiaque congestive.
1.2.3.3.2. Remodelage cardiaque

Le remodelage cardiaque correspond a un état de modification de la structure
physiologique du myocarde, ce qui peut correspondre a des conditions d’hypertension ,
parametre le plus communément associé aux cardiopathies valvulaires ou congénitales ainsi

qu’au cceur en post-infarctus ©°.

Ce mécanisme compensatoire imparfait a pour objectif de permettre le maintien de la
fonction cardiaque et conduit a long terme a un remodelage pathologique, qui se traduit par
I'apparition d’'une hypertrophie ventriculaire gauche et d’une déstructuration de la
microarchitecture. En effet, le ventricule gauche, elliptique, devient davantage sphérique et
entraine une altération de la fonction systolique 7 (Figure 9). Les cardiomyocytes
s’hypertrophient mais leur nombre diminue. Lorsque les mécanismes compensatoires sont
dépassés, le risque d’épisode aigu, tel qu’une décompensation cardiaque ou un infarctus du
myocarde augmente et les axes neuro-humoraux sont suractivés (SRAA et

catécholaminergique) 7%72.
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coeur normal dysfonction diastolique

Figure 9. Représentation des différences entre un cceur normal et un cceur atteint d’une dysfonction
diastolique. D’apres la banque d’images de Servier.

L’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée induit le développement d’une hypertrophie
cardiaque concentrique, qui s’‘accompagne d’une augmentation de la fibrose interstitielle et conduit a
la diminution du volume de la cavité ventriculaire. Par ailleurs, il est a noter que I'obésité seule peut
conduire au développement de cette hypertrophie concentrique, indépendamment de la présence
d’une insuffisance cardiaque 7. Cette hypertrophie concoure & I'intolérance a I’effort retrouvée dans le
cadre d’une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée et se caractérise par un épaissement
des parois ventriculaires mais également un arrondissement de la forme du ventricule gauche
(originellement elliptique) qui participe a I'altération de la fonction cardiaque.

La figure 10 montre une vue d’ensemble du remodelage ventriculaire.
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Figure 10. Physiopathologie du remodelage ventriculaire. D’Aprés McMurray et al 7.

Cette figure montre que le remodelage ventriculaire conduit d’une part a I'apoptose, a une expression
génique altérée, a un manque énergétique et un stress oxydatif, et d’autre part a un déséquilibre neuro-
humoral, une augmentation de I’expression des cytokines, des changements des fonctions immunitaire
et inflammatoire et une fibrinolyse altérée. Ces modifications peuvent conduire a des altération des
myocytes et de la matrice extracellulaire, promouvant le remodelage ventriculaire. Elles peuvent
également conduire a des effets électriques, ventilatoires, vasculaires, musculaires, rénaux,
hématologiques, etc., qui participent au développement de I'insuffisance cardiaque.

1.2.3.3.3. Hypertrophie des cardiomyocytes et diminution de la biodisponibilité en oxyde nitrique
L'augmentation de la pression de remplissage conduit a une hypertrophie des

cardiomyocytes, qui contribue a I'augmentation de la rigidité myocardique, conjointement
avec l'augmentation de la fibrose interstitielle. Cette rigidité est liée a une hypo-
phosphorylation de la titine, protéine contribuant a la contraction cardiaque, impliquée dans

le contréle de 'assemblage des protéines sarcomériques ’°.

L’état pro-inflammatoire retrouvé chez les patients souffrant d’insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection préservée entraine un stress oxydatif et une dysfonction endothéliale.
L'inflammation de I'endothélium des vaisseaux réduit la biodisponibilité en oxyde nitrique
(*NO) ainsi que la production de guanosine monophosphate cyclique (GMPc), qui causent une

diminution de [l'activité de la protéine kinase G (PKG). Ce déficit entraine une
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hypophosphorylation de la titine et ainsi une augmentation de la rigidité passive des
cardiomyocytes 7.
1.2.3.3.4 Fibrose cardiaque

Synthése des fibres collagéniques :
La matrice extracellulaire permet le maintien des cardiomyocytes et des fibroblastes.

Elle est essentiellement composée de collagene, représentant entre 2 a 4% du myocarde dans
un ceeur sain ’®. Les fibres de collagéne se renouvellent a une fréquence évaluée entre 80 et
120 jours chez ’'Homme 77, La matrice extracellulaire est majoritairement composée des fibres
de type | (85%), qui ont un rdle de résistance et donnent au myocarde sa rigidité, et de type
Il (10%) qui possédent des propriétés élastiques 7®78. Ces fibres de type | et Ill sont
synthétisées et sécrétées par les myofibroblastes et les fibroblastes sous forme de
précurseurs, qui sont ensuite clivés par des protéinases spécifiques permettant leur
intégration dans les fibrilles en formation. Les propeptides libérés, tels que le procollagen type
I carboxy terminal peptide (PICP) ou le procollagen type Ill amino-terminal propeptide (PIINP)
peuvent étre détectés dans le sang.
Dégradation des fibres collagéniques

Les molécules de procollagéne de type | et lll sont dégradées par des métalloprotéases
matricielles (MMPs) en pro-peptides C-terminaux et N-terminaux. L’activité des MMPs est
inhibée par les tissue inhibitors of metalloproteases (TIMPs). L’équilibre entre les MMPs et les
TIMPs permet la régulation et le maintien de la structure de la matrice extracellulaire 7°.
Fibrose myocardique

Le remodelage myocardique consécutif a I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée entraine une dérégulation de I’équilibre de la matrice extracellulaire, conduisant a
une augmentation de la production de fibrose cardiaque (dépd6t de collagéne) mais également
a une diminution de sa dégradation. On distingue deux types de dépot de collagéne, réactif (a
la suite d’une atteinte vasculaire coronaire 8%81) et réparateur (a la suite d’une perte de

cardiomyocytes due a une nécrose, menant au développement d’un tissu cicatriciel 82-8°),

De plus, le développement de la fibrose myocardique est favorisé par des facteurs

inflammatoires (TGF-B) 8, cytokines pro-inflammatoires 8687 mais également par le SRAA 88,

Par ailleurs, la galectine-3 (Gal-3), B-galactosidase liant la lectine, joue un role dans le

développement de la fibrose en encourageant la prolifération et le dépo6t des fibres
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collagéniques de type | par les fibroblastes cardiaques. Il est également suggéré que la fibrose
vasculaire induite par I'aldostérone puisse étre en partie médiée par 'action de la Gal-3. Cette
galactosidase pourrait donc constituer une cible thérapeutique d’intérét dans la prise en

charge du développement de la fibrose myocardique 728990,

Enfin, le diabete, dont la prévalence est estimée entre 30 a 50% des patients, contribue
al’hypertrophie des cardiomyocytes, a I'augmentation de la matrice extracellulaire ainsi qu’au
développement d’une microangiopathie intramyocardique ©°.

Récepteur minéralocorticoide, macrophages et fibrose

Des études cliniques et précliniques ont montré que I'administration d’antagonistes
du RM entraine la diminution des marqueurs de la fibrose cardiaque dans un contexte
d’insuffisance cardiaque. Une étude menée sur 31 patients présentant une insuffisance
cardiaque chronique traités avec 50 a 100 mg/jour de spironolactone en complément d’un
traitement inhibiteur de I’ACE a montré une diminution des taux circulants de I'amino-peptide
N-terminal pro-collagéne de type Il °1. Des résultats concordants ont été observés dans les

essais cliniques RALES, EPHESUS et EMPHASIS-HF 92795,

En contexte d’insuffisance cardiaque, il a été montré que les macrophages et leur
implication dans le développement de lI'inflammation, contribuent au développement de Ia
fibrose. En effet, des souris KO-RM dans les macrophages, soumises a un challenge
DOCA(deoxycorticosterone acetate)/sel promouvant I'hypertension, n’ont pas montré de
fibrose aprés 8 semaines, contrairement aux souris WT %6, Leur étude suggére que 'activation
de la voie c-Jun NH2-terminal kinase est dépendante du RM, régulant la transcription de
facteurs pro-fibrotiques. En contexte d’insuffisance rénale chronique, il a récemment été
montré que le KO-RM dans les macrophages diminue l'augmentation de I'expression de
protéines pro-fibrotiques telles que la fibronectine et le TGFp, ce qui limite le développement

de fibrose interstitielle rénale %7.

Toutefois, en raison de I'absence d’activité de la 11B3-HSD2 dans les macrophages, il
est possible que Il'activité du RM dans les macrophages soit médiée davantage par les
glucocorticoides que par l'aldostérone. Une étude menée par Rickard et al. dans un modele
de souris KO pour le RM dans les macrophages a mis en évidence une réduction de la fibrose
cardiaque induite par les minéralocorticoides, sans modification du recrutement des

macrophages dans le cceur %8,
52



Ainsi, bien que le RM macrophagique semble impliqué dans la mise en place de fibrose
dans un contexte d’insuffisance cardiaque, des études complémentaires restent a mener pour

comprendre plus finement les mécanismes impliqués.

Enfin, Jaisser et al. ont proposé un schéma fonctionnel de la signalisation du RM dans
le développement de la fibrose et de I'inflammation, qui implique un réle pro-oxydant du RM,
conduisant a I'activation de la voie NF-kB, elle-méme a I'origine de la synthese de cytokines
pro-inflammatoires. Ce schéma suggere également un rétrocontrole positif effectué par Racl

sur le RM.
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Figure 11. Représentation schématique du réle du RM dans I'inflammation et la fibrose. D’aprés Buonafine et
al. %,

Le RM se lie a I'aldostérone en I'absence de la 116HSD2. Cette liaison entraine la translocation dans le
noyau du complexe aldostérone/RM qui se fixe sur les régions Hormone Response Element (HRE),
induisant la transcription de génes cibles tels quel ET-1, TGF-6, PAI-1, CTGF, la fibronectine, Col I, I, IV
qui peuvent joue un réle dans la mise en place de la fibrose. Egalement, cette activation du RM peut
conduire a la production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS), qui active la voie NF-kB et conduit a la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-6 ou TNF-a. Cette voie est également stimulée
par Nox. L’activation du RM peut également conduire a la différentiation des lymphocytes T en T17 et
la polarisation des macrophages MO en M1, ces deux processus soutenant le développement de
I'inflammation. Enfin, un rétrocontréle positif de Racl sur le RM induit par les ROS est également
suggéré.

Prise en charge thérapeutique du collagéne interstitiel myocardique
Les inhibiteurs de I'ACE et les ARB (bloqueurs du récepteur de I'A Il) affectent

directement la relaxation myocardique et la compliance en inhibant la production ou en
bloquant les récepteurs de I’A 11, ce qui conduit a la diminution du dép6t collagénique et de la
fibrose 190101 Toutefois, les résultats prometteurs montrant les bénéfices de I'antagonisme

du RM pour lutter contre la fibrose cardiaque constituent une piste thérapeutique.
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1.2.3.3.5. Suractivation des systéemes neuro-humoraux
Les mécanismes adaptatifs neuro-humoraux permettent de compenser la baisse du

débit cardiaque. En conditions pathologiques, la fréquence cardiaque augmente en raison de
I’'augmentation de l'activité sympathique et/ou de la diminution de I'activité du systeme
parasympathique. Cela entraine également une augmentation du retour veineux ainsi qu’une
dilatation périphérique, qui résulte en I'augmentation du volume d’éjection. A terme, cela
peut favoriser ischémie, les arythmies et I'aggravation de I'insuffisance cardiaque . La
stimulation du systeme sympathique entraine également des effets inotropes, induisant une
vasoconstriction périphérique permettant une redistribution vasculaire vers le cerveau et le
coeur. A terme, elle entraine une augmentation délétére de la postcharge. Egalement, cette
stimulation noradrénergique entraine une baisse de la perfusion rénale, qui provoque une
augmentation de la perfusion des néphrons profonds et favorise ainsi la rétention

hydrosodée.

Dans un second temps, la progression de l'insuffisance cardiague entraine une
augmentation des concentrations d’A Il et d’aldostérone consécutive a la suractivation du
SRAA. La diminution de perfusion rénale contribue également a la suractivation de ce systéme.
L’A 1l dispense plusieurs effets : augmentation de la vasoconstriction due a la noradrénaline
et l'aldostérone, augmentation de la rétention sodée, potentialisation du systeme
sympathique consécutive a l'augmentation de la volémie provoquée par la rétention

hydrosodée et enfin, développement de I’hypertrophie cardiaque 1.

Enfin, dans l'insuffisance cardiaque grave, on observe une activation pathologique du
systéme arginine-vasopressine dans le but de maintenir la pression artérielle. Cela entraine
une rétention d’eau supplémentaire a celle déja causée par la rétention hydrosodée et

provoque une hyponatrémie, qui est de mauvais pronostic 104,

En parallele, les systemes vasoconstricteurs (systeme de [I'‘endothéline) et
vasodilatateurs (Facteur Atrial-Natriurétique et BNP) sont activés en réponse aux

dérégulations induites par la progression de I'insuffisance cardiaque .

2.2.4. Conséquences vasculaires de l'insuffisance cardiaque

Comme évoqué précédemment, la fonction vasculaire, et notamment la fonction

endothéliale, sont impliquées dans I'insuffisance cardiaque.
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2.2.4.1.1. L'endothélium et le *NO
L’endothélium joue un role majeur dans la régulation du tonus vasculaire. En effet, il

libere des molécules aux propriétés vasoconstrictrices (endothéline, thromboxane A2) et
vasodilatatrices (*NO, prostacycline) 9. Le *NO est libéré en réponse aux forces de
cisaillement de I’endothélium. Il permet I'atténuation de la réponse contractile face a
plusieurs vasopresseurs tels que la noradrénaline, I'A 1l et I’endothéline.

Le *NO libere également des facteurs a action anticoagulante en conditions
physiologiques ou pro-coagulante en conditions pathologiques, jouant ainsi un réle dans le
développement de I'athérosclérose 1%, Enfin, les monocytes jouent également un réle dans le
développement de la dysfonction endothéliale retrouvée dans un contexte d’insuffisance
cardiaque. lIs sont en effet attirés dans I'intima par les LDL (Low-Density Lipproteines) oxydées
et le MCP-1. Le monocyte se différencie en macrophage dans I'intima et devient capable de
fixer les LDL oxydées, contribuant ainsi au développement de la pathologie vasculaire 107,
L’évaluation de la fonction endothéliale en clinique s’effectue en injectant de I'acétylcholine
dans une artére afin de mesurer les changements de tonus vasculaires qui en résultent 108,

2.2.4.2. Pathologie vasculaire

La dysfonction endothéliale provoquée par linsuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée, entrainant une limitation de la biodisponibilité en eNO, a un réle crucial
dans la vasodilatation inadéquate retrouvée dans ces conditions pathologiques. De plus, la
diminution de la biodisponibilité en *NO entraine une augmentation de la pression artérielle
lors de la systole ainsi qu’une effet vasoconstricteur accru de la noradrénaline, de I'A 1l et de
I’endothéline. Par ailleurs, I'augmentation de la rigidité artérielle contribue elle-aussi a
I"altération de la fonction vasculaire 1.

2.2.4.3. Dysfonction coronaire dans l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

Les patients souffrant d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée peuvent
également étre atteints de maladie coronarienne, ayant un impact délétére sur la fonction
ventriculaire a long terme mais également sur la mortalité 110, La prévalence d’une dysfonction
endothéliale coronaire chez les patients atteints d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée est évaluée entre 50% et 68% 1112, La dysfonction endothéliale coronaire serait
potentialisée par I'inflammation microvasculaire, qui provoquerait un stress oxydatif 19,
L'ensemble de ces dysfonctions entraine une diminution de la biodisponibilité en *NO, qui

participe a l'altération de la relaxation myocytaire observée chez les patients atteints
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d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée 113114 pgr ailleurs, une étude menée
sur 70 patients (age moyen : 43111 ans) a mis en évidence la corrélation entre la dysfonction
diastolique isolée et I'altération de la fonction coronaire dépendante de I'acétycholine 13,
Enfin, il a été montré que les patients avec une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée ont une dysfonction microvasculaire coronarienne 18 ainsi qu’une réduction de la
réserve coronaire 117,

Néanmoins, les études visant a évaluer |'effet de stratégies thérapeutiques visant a la
restauration des niveaux de *®NO ou de GMPc n’ont a ce jour pas démontré d’effet bénéfique
sur la capacité a I'effort des patients, soulignant la nécessité de poursuivre les recherches dans
ce domaine 118,

2.2.4.4. Réle du récepteur minéralocorticoide dans les cellules endothéliales

La surexpression du RM dans les cellules endothéliales murines conduit a une
augmentation de la pression artérielle systémique et une augmentation de la réponse aux
vasoconstricteurs (A I, endothéline, thromboxane) 11°.

2.2.4.5. Role du récepteur minéralocorticoide dans les cellules musculaires lisses vasculaires

Une étude menée par Guéret et al. sur un modele d’insuffisance cardiaque post-
infarctus du myocarde chez des souris KO pour le RM dans les cellules vasculaires musculaires
lisses a montré une amélioration de I’élastance et de la compliance du ventricule gauche (VG)
ainsi qu’une diminution de la fibrose interstitielle associée a une augmentation de la réserve
coronaire mesurée par IRM. Cette étude a également montré une diminution du stress
oxydatif et une augmentation de la biodisponibilité en *NO sur des artéres coronaires isolées.

Les mémes résultats ont été obtenus en traitant les souris avec de la finérénone 129,
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2.2.5. Syndrome cardiorénal

Le syndrome cardiorénal a été décrit par Claudio Ronco comme « une entité
physiopathologique complexe touchant le cceur et les reins dans laquelle la dysfonction aiglie
ou chronique d’un des organes peut induire une dysfonction aiglie ou chronique de l'autre
organe ». En effet, environ un quart des patients hospitalisés pour une décompensation
cardiaque (définie comme une aggravation brutale et transitoire des symptomes de
I'insuffisance cardiaque) présentent également une insuffisance rénale. Inversement, les
patients souffrant d’une insuffisance rénale présentent une plus forte prévalence
d’insuffisance cardiaque '?1. Pour preuve, Smith et al. ont montré, dans une cohorte de 80 000
patients atteints d’insuffisance cardiaque, que 60% d’entre eux présentaient un débit de
filtration glomérulaire inférieur a 90mL/min (la fonction rénale étant dite normale lorsque le
débit de filtration glomérulaire est supérieur ou égal a 90 mL/min) et 30% d’entre eux
présentaient un débit inférieur 8 53 mL/min 2. Le syndrome cardiorénal est classé en 5 types
en fonction des interactions entre les deux organes et de sa sévérité, comme détaillé dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 3. Classification du syndrome cardiorénal. D’aprés Ronco et al. 123,

Classification Atteinte primitive Atteinte secondaire

Type 1 : syndrome cardiorénal aigu Insuffisance cardiaque aigue (choc | Insuffisance rénale aigue

cardiogénique, décompensation aigue

d’une insuffisance cardiaque
congestive)
Type 2: syndrome cardiorénal | Insuffisance cardiaque chronique | Insuffisance rénale chronique
chronique (insuffisance cardiaque congestive) progressive, voire permanente
Type 3 : syndrome cardiorénal aigu Insuffisance rénale aigue (nécrose | Insuffisance cardiaque aigue
tubulaire aigue toxique ou ischémique, | (ischémique, arythmique ou
glomérulonéphrite) décompensation d’une insuffisance
cardiaque congestive)
Type 4: Syndrome caridorénal | Insuffisance rénale chronique | Insuffisance cardiaque chronique
chronique (glomérulaire ou interstitielle | systolique et/ou diastolique
chronique) (coronaropathie, cardiopathie

hypertrophique, arythmie)

Type 5: syndrome cardiorénal | Pathologie systémique aigue ou | Insuffisance cardiaque et rénale
secondaire chronique (sepsis, vascularite, diabéte,

amylose)
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2.2.6. Autres conséquences de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

Les patients avec une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée peuvent
avoir une altération de la composition des muscles squelettiques des extrémités. En effet, des
biopsies musculaires ont montré une augmentation du tissu adipeux au détriment des fibres
musculaires et de la densité capillaire chez ces individus. Enfin, ces patients sont davantage

sujets a I'anémie qui, altérant le transport de I'oxygene, est délétere en conditions d’efforts

124

2.2.7. Disparité Homme/Femme dans l'insuffisance cardiaque

De nombreuses différences existent entre les hommes et les femmes concernant
I’épidémiologie et le pronostic des pathologies cardiovasculaires. Alors que I'incidence des
pathologies cardiovasculaires augmentent chez les hommes a partir de 30 ans, I'incidence de
ces pathologies est nettement inférieure chez les femmes avant la ménopause '%°. Cependant,
aprés la ménopause (4ge moyen 51 ans 2%, I'incidence des pathologies cardiovasculaires et la
mortalité augmente progressivement 12>%27 (Figure 12 et tableau 4). Cela pourrait s’expliquer
par la perte de l'effet cardioprotecteur supposé de I'cestrogéne, dont la concentration
diminue trés fortement avec la réduction de la fonction ovarienne au début de la ménopause.
Par ailleurs, la déficience en cestrogéne pourrait induire des variations en taux de lipides

sanguins, qui pourraient a leur tour altérer indirectement la fonction cardiaque 8.

Toutefois, les femmes ayant une insuffisance cardiaque ont un meilleur pronostic que
les hommes, bien que cela dépende fortement de I’étiologie du patient *?°. A ce sujet, une
analyse post-hoc de I'essai clinigue TOPCAT montre que la spironolactone a été associée a une
réduction de la mortalité toutes causes confondues chez les femmes (n= 882, P=0.01) mais
pas chez les hommes (n=885) 130, Une seconde étude menée par Dewan et al. chez 4 458
femmes et 4 010 hommes inclus dans les essais cliniques CHARM-Preserved (Candesartan in
Heart Failure : Assessment of Reduction in Mortality and morbidity) ayant une fraction
d’éjection >45%, |-Preserve (Irbesartan in heart failure with Preserved ejection fraction) et
TOPCAT-Americas (Treatment of Preserved Cardiac Function Heart Failure with an
Aldosterone Antagonist trial) a montré que les femmes atteintes étaient plus agées, plus
souvent obéses et hypertendues, mais moins susceptibles de souffrir d’'une maladie

coronarienne ou de fibrillation auriculaire. Les femmes présentaient plus de symptémes, de
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signes congestifs et d’une moins bonne qualité de vie. Malgré cela, le risque de déces lié a une
pathologie cardiovasculaire est réduit pour les femmes comparés aux hommes. Ceci peut en
partie étre expliqué par un risque nettement plus faible de mort subite (P<0.001) pour les
femmes comparées aux hommes. De plus, le ratio E/A était plus faible chez femmes que chez

les hommes (1.1 vs 1.2) 131,

Par conséquent, les différents mécanismes liés aux disparités homme / femme
concernant I'insuffisance cardiaque, et en particulier dans le contexte de la ménopause, sont
aujourd’hui peu connus et soulignent la nécessité de conduire davantage d’investigations sur

le sujet pour améliorer I'efficacité de la prise en charge des patientes.
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Figure 12. Risque annuel de mortalité cardiovasculaire (échelle logarithmique) en fonction de I'dge de
survenue de la ménopause %,

On observe une augmentation progressive du risque annuel de mortalité pour causes cardiovasculaires
en fonction de I’dge biologique pour les tranches d’dge évaluées (<39 ans, 40-44 ans, 45-49 ans, 50-54
ans, 255 ans) suggérant le réle de la ménopause dans la survenue d’événements cardiovasculaires
létaux.
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Tableau 4. Rapport de risque concernant I’dge de la ménopause et la mortalité cardiovasculaire ajusté pour
les facteurs de confusion potentiels. Adapté de van der Schouw et al. '?’.

Rapport de risque (95% Cl)

Brut, ajusté par rapport a I'age biologique 0.982 (0.968-0.966)
Ajusté pour toutes les variables simultanément 0.983 (0.975-0.998)
Ajusté pour les variables individuelles

Année de naissance 0.982 (0.968-0.996)
Ménopause naturelle 0.981 (0.966-0.996)
Utilisation de contraceptif oral 0.983 (0.969-0.998)
Age au premier accouchement 0.983 (0.969-0.998)
IMC > 30 kg/m? 0.982 (0.968-0.997)
Répartition de la graisse du haut du corps 0.982 (0.696-0.996)
Tabagisme 0.985 (0.971-0.999)
Hypertension 0.982 (0.968-0.996)
Diabéte 0.982 (0.968-0.996)
Pathologie cardiovasculaire antérieure 0.984 (0.969-0.998)

De plus, le diabéte et I'hypertension sont des facteurs de risque de maladies
cardiovasculaires plus importants chez les femmes que chez les hommes 132, Il y a également
une plus grande prévalence d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée pour les

femmes que pour les hommes 6133,

Deux études de cohortes ont évalué la relation entre I'age de la ménopause et le risque
d’insuffisance cardiaque. La premiére a inclus 22 256 femmes en post-ménopause 34 et la
seconde a inclus 2 947 femmes en post-ménopause 28, Ces deux études ont permis de mettre
en évidence une association entre la ménopause précoce et I'augmentation du risque
d’insuffisance cardiaque. Par ailleurs, Rahman et al. ont relevé une augmentation du risque
d’insuffisance cardiague pour les femmes ayant leur ménopause entre 46 et 49 ans comparé
au groupe de référence. De plus, chaque année supplémentaire avant la survenue de la
meénopause permet une diminution du risque d’insuffisance cardiaque estimée entre 2 et 4%.

Il est également intéressant de noter que la progestérone est un antagoniste naturel du RM

135

En conclusion, l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée est une
pathologie multifactorielle et complexe, dont les effets sont médiés par des atteintes

cardiovasculaires mais également musculaires et du systeme nerveux autonome. Les facteurs
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de risque majeurs de cette insuffisance cardiague, que sont I'obésité, I’hypertension, le
diabete et l'insuffisance rénale, jouent un role majeur dans l'apparition d’un état pro-
inflammatoire systémique et d’un stress oxydatif, qui entrainent ensuite I'apparition d’une

dysfonction endothéliale et d’'une réduction de la biodisponibilité en <NO.

Par ailleurs, la multitude des facteurs de risque ainsi que des facteurs
physiopathologiques associés rendent plus ardue I’exploitation des essais cliniques. En effet,
il est possible que ces essais aient inclus, en raison de I’'hétérogénéité de ce syndrome clinique,
des patients présentant des physiopathologies sous-jacentes différentes, ce qui peut
engendrer en retour une hétérogénéité des réponses thérapeutiques 3.

2.3. Prise en charge de l'insuffisance cardiaque
2.3.1. Prise en charge de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite

Les stratégies thérapeutiques actuelles du traitement de l'insuffisance cardiaque a

fraction d’éjection réduite reposent sur l'inhibition de I'activation délétere des systemes

rénine-angiotensine-aldostérone et catécholaminergique 1137138,

De nombreuses essais cliniques ont permis de statuer sur I’efficacité des inhibiteurs de
I’'enzymes de conversion *°, des B-bloquants %° et des antagonistes du récepteur
minéralocorticoide 147143, Ces innovations ont montré une amélioration nette du pronostic

des patients atteints d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite 14414,

2.3.2. Prise en charge de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

Contrairement a linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite, il n'y a
aujourd’hui pas de stratégie thérapeutique ayant démontré son efficacité pour I'insuffisance

cardiaque a fraction d’éjection préservée (tableau 5) 146147,
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Tableau 5. Comparaison d’études cliniques multicentriques randomisés dans I'insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection préservée.

Etude Médicament N FE Age Fem HTN | Corona | Diabe Critére Résultat
(anné me (%) rien te (%) principal global
es) (%) (%)
RELAX Sildenafil 216 >50 69 48 85 39 43 V02 max Neutre
%
TOPCAT Spironolacton 344 245 69 52 91 59 32 Mortalité CV, Neutre
e 5 % arrét
cardiaque,
hospitalisatio
niC
ALDO-DHF Spironolacton 422 >50 67 52 92 40 17 CO2 max, Neutre
e % fonction
diastolique
I-Preserve Irbesartan 412 245 72 60 88 48 27 Mortalité Neutre
8 % toute-cause,
hospitalisatio
n CV
CHARM- Candesartan 302 >40 67 40 64 60 28 Mortalité CV, Neutre
Preserved 3 % hospitalisatio
niC
DIG-PEF Digoxine 988 >45 67 41 60 56 29 Hospitalisatio Neutre
% n IC, mortalité
IC
PEP-CHF Périndopril 850 >40 75 55 79 27 21 Mortalité Neutre
% toute-cause,
hospitalisatio
niC
SENIORS Nébivolol 752 >35 76 50 78 77 24 Mortalité Neutre
% toute-cause,
hospitalisatio
n CV

La stratégie primaire de prise en charge de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée repose sur le contréle de certains facteurs de risques : arrét du tabac et traitement
contre I’hypertension, I’hypercholestérolémie et la dysfonction coronaire. Elle s’"accompagne
de modifications du style de vie des patients, a travers une perte de poids, un changement du
régime alimentaire, une limitation de la consommation d’alcool et une activité physique

réguliére >°.

Par ailleurs, le diagnostic précoce a une importance majeure, puisqu’il permet de
prévenir les altérations structurelles irréversibles ainsi que limiter la progression vers une
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite. A ce jour, aucun essai clinique n’a permis
d’identifier une stratégie thérapeutique globale permettant d’améliorer la survie des patients
présentant une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée 18, En effet, il n’existe
pas de solutions pharmacologiques permettant un effet lusitrope seul. Par conséquent, les
thérapies actuelles ne sont pas aussi bien définies que pour I'insuffisance cardiaque a fraction
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d’éjection réduite. Il est également a noter que le traitement optimal définit pour la prise en
charge de linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite peut conduire a une
détérioration de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée >°. En I'absence
d’essais cliniques concluants quant a la stratégie thérapeutique a adopter pour la prise en
charge de l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée, I’American College of
Cardiology et I’American Heart Association ont mis en place des guidelines divisées en

plusieurs objectifs.

En premier lieu, le traitement des facteurs de risque et des pathologies sous-jacentes.
Ensuite, la prévention et le traitement de I'hypertension et de l'ischémie cardiaque.
Eventuellement, un recours a la chirurgie pour enlever une partie du péricarde atteint est
possible en cas d’inflammation chronique ou d’irritation. En troisieme lieu, 'amélioration de
la relaxation ventriculaire (inhibiteurs de I’ACE, inhibiteurs des canaux calciques. Le quatrieme
objectif contre la diminution de I’hypertrophie ventriculaire gauche, c’est-a-dire de permettre
la diminution de I'épaisseur des parois et du collagéne interstitiel (inhibiteurs de I’ACE, ARB,
antagonistes de 'aldostérone, B-bloquants, inhibiteurs des canaux calciques). En cinquieme
lieu, le maintien de la synchronicité atrioventriculaire par la prise en charge de la tachycardie
(B-bloquants en premiére intention, sinon inhibiteurs des canaux calciques). Le sixieme
objectif est |'optimisation des parametres hémodynamiques (inhibiteurs de I'ACE,
antagonistes de I'aldostérone (dont I'effet n’a pas été démontré), rétention d’eau et de sel,
diurése ou dialyse). Le sixieme point concerne I'augmentation de la survie. A ce jour, seuls les
inhibiteurs de I’ACE et les B-bloquants ont montré un bénéfice sur la survie des patients 142,
Concernant ces derniers, ils contribuent en effet au contréle du rythme cardiaque, la
prévention de la tachycardie et ainsi qu’a I'augmentation du temps de remplissage. Les B-
bloguants permettent également la diminution de la pression artérielle et de l'ischémie
cardiaque, contribuant ainsi a la diminution de I’hypertrophie ventriculaire gauche #°. Enfin,
le dernier chapitre de ces guidelines concerne la prévention de la rechute par le suivi du
patient (controle de la pression artérielle, du poids, ajustement des traitements diurétiques

et pratique sportive réguliére) *°.

Considérant cet état des lieux de la prise en charge actuelle de I'insuffisance cardiaque,

il convient maintenant de s’intéresser au réle du RM dans ces pathologies.
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Tout d’abord, il a été montré en 1942 que la DOCA induit une néphropathie associée a
une hypertrophie cardiaque chez des poussins. Cette étude montre pour la premiere fois les
effets délétéres de I'aldostérone **°. Il a ensuite été montré en 1960 que la spironolactone
améliore les lésions cardiaques induites par I'aldostérone '°1. De nombreuses études ont

ensuite suivi, montrant I'implication du RM et les effets bénéfiques de son antagonisme.

2.3.3. Role du récepteur minéralocorticoide dans la physiopathologie cardiaque

Une activation du RM a été mise en évidence dans différentes pathologies
cardiovasculaires telles que I’hypertension, I'insuffisance cardiaque et I'infarctus du myocarde
152 De plus, les antagonistes du RM ont montré une diminution de la morbidité et de la

mortalité chez les patients atteints d’insuffisance cardiaque 41142153,

L'insuffisance cardiaque se caractérise notamment par des taux élevés I'aldostérone
plasmatique %, eux-mémes associés avec une réduction de la capacité fonctionnelle 1°> et
une augmentation de la mortalité liées aux pathologies cardiovasculaires ou au

développement d’une insuffisance cardiaque post-infarctus du myocarde °8.

On peut souligner que les taux d’aldostérone chez les patients ayant une insuffisance
cardiaque restent élevés en dépit de I'utilisation d’IEC (inhibiteur de I'enzyme de conversion),
ARB et B-bloquants **7. En cause, la fuite de I'aldostérone apparaissant chez les patients traités
along terme par des IEC et ARB %8, Une étude menée sur des patients souffrant d’insuffisance
rénale chronique et ayant une un échappement de l'aldostérone et traités par des

antagonistes du RM a montré une amélioration de la protéinurie *>°.

La surexpression du MR spécifiquement dans les cardiomyocytes murins entraine une
augmentation des troubles du rythmes (extrasystoles ventriculaires, arythmies) 9. Ces
troubles du rythme pourraient étre liés a une altération de l'activité du récepteur a la
ryanodine qui entraine une altération de I'"homéostase calciques et de la modulation des

transients calciques 62,

Par ailleurs, Favre et al. ont montré que la surexpression du RM dans les
cardiomyocytes conduit a une modification de la structure des vaisseaux coronaires,

provoquant la survenue d’une dysfonction endothéliale, contrée par un traitement a la
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spironolactone (40 mg/kg/jour dans I'’eau de boisson pendant 4 semaines), mais également

d’une augmentation du stress oxydatif 162,

Une étude menée sur des rats soumis a un challenge DOCA/sel a montré une
amélioration des dommages fonctionnels et structurels du cceur et des reins a un dosage
n’affectant pas la pression artérielle systémique. Plus particulierement, la finérénone a permis
de réduire I'hypertrophie cardiaques, les taux de BNP et la protéinurie plus efficacement que

I'eplerenone 4,

Une seconde étude menée sur des souris en post-infarctus du myocarde induit par une
ligature de I’artére coronaire a montré une amélioration de la compliance et de |'élastance du
VG et une diminution de fibrose interstitielle aprés 2 mois de traitement par la finérénone 120,
De plus, le traitement a permis une conservation de la réserve coronaire mesurée par IRM

ainsi qu’une amélioration de la fonction endothéliale mesurée par artériographie.

Ensuite, une étude menée dans un modele d’insuffisance cardiaque induite par
surcharge de pression a montré une meilleure diminution de I’'hypertrophie myocardique dans

le groupe traité par la finérénone que pour le groupe traité par I'eplerenone 93,

Enfin, il a été montré dans un modéle de diabéete de type Il et d’insuffisance cardiaque
a fraction d’éjection préservée (Rats Zucker, ob/ob, KO pour le récepteur a la leptine) que la
finérénone permet une diminution de la protéinurie apres 3 mois de traitement, une
amélioration de la fonction diastolique, une réduction de I’hypertrophie du VG et du collagéne
interstitiel du VG. Ces résultats soutiennent I’hypothése que la finérénone pourrait avoir un
effet bénéfique pour les patients avec une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection

préservée et un diabéte de type Il 164,

Concernant les essais cliniques menées sur l'effet d’antagonistes du SRAA sur
I'insuffisance cardiaque, I'’étude CHARM-Preserved a montré une réduction du nombre
d’hospitalisations pour les patients traités par le candesartan (IEC). Toutefois, en dépit du
critére d’inclusion de fraction d’éjection limite de 40%, on peut se demander si cette cohorte
est réellement représentative d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée. De
plus, I'essai clinique I-Preserve, qui a comme critére d’inclusion une FE > 45% et pourrait donc

mieux cibler la population d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée, n’a pas
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montré de bénéfices liés au traitement concernant la qualité de vie et le nombre

d’hospitalisations liées a I'insuffisance cardiaque.

L’étude RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study), comprenant 1663 patients
ayant une insuffisance cardiaque catégorisée NYHA llI-IV randomisés en deux groupes :
spironolactone (26 mg en moyenne) et placebo en plus du traitement standard fut la premiére
grande étude menée sur I'efficacité d’'un antagonisme du RM sur l'insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection réduite. Elle a mis en évidence une diminution de 30% de la mortalité
globale (35% vs 46% dans le groupe placebo) 1. Le traitement de ces patients était réparti
comme suit : 94% sous IEC, 100% sous diurétiques de I'anse, 72% sous digoxine, 10% sous
béta-bloquants. Les effets secondaires relevés lors de cette étude ont été la gynécomastie (10
vs 1% dans le groupe placebo) ainsi que d’hyperkaliémie (14% vs 3,4% et provoquant une

hausse de la mortalité de 0.03% a 0.2%) 1.

La seconde étude majeure est EPHESUS, comprenant 6 642 patients symptomatiques
d’une dysfonction cardiaque post-infarctus randomisés en deux groupes : eplerenone (43 mg
en moyenne) versus placebo en supplément du traitement standard ¢, Cette étude a montré
une augmentation de la biodisponibilité en *NO, une diminution des taux de propeptide
procollagéne Il ainsi que de procollagéne lll, une réduction de la masse ventriculaire, une
diminution de la variabilité de la fréquence cardiaque, une amélioration de la fraction
d’éjection et une diminution des volumes ventriculaires aprés infarctus du myocarde. Enfin,

elle a également mis en avant une amélioration de la fonction diastolique 1.

Ensuite, I'étude EMPHASIS (Eplerenone in patients with Systolic Heart Failure and Mild
Symptoms) menée sur 2 737 patients ayant une insuffisance cardiaque de classe NYHA Il et
une fraction d’éjection < 35%, a évalué l'efficacité de I’eplerenone (50mg maximum) en
supplément des traitements habituels. Le critére principal de cette étude est la mort liée aux
causes cardiovasculaires ainsi que la fréquence d’hospitalisation pour insuffisance cardiaque.
Le taux obtenu est favorable au traitement par I'eplerenone avec un premier critére évalué a
18,3% parmi les patients recevant |'eplerenone et 25.9% dans le groupe placebo. Plus
précisément, 12,5% des patients recevant I'eplerenone sont décédés pendant I'étude contre
15.5% pour le groupe placebo. Le nombre d’hospitalisation pour cause d’insuffisance
cardiaque a également été réduit. Enfin, un taux de potassium sérique > 5.5 mmol/L a été

relevé chez 11.8% des patients traités contre 7.2% dans le groupe placebo >3.
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L’étude clinique TOPCAT (Treatment of Preserved Cardiac Function Heart Failure with
Aldosterone Antagogonist), qui avait pour objectif d’évaluer I'efficacité de la spironolactone
sur l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée %8 n’a pas montré de bénéfices sur
la mortalité et la fréquence d’hospitalisations pour insuffisance cardiaque. Néanmoins, une
analyse post-hoc a montré un effet positif du traitement pour les patients du continent
américain 1®°. De plus, une seconde étude compilant différents résultats relatifs a
I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée a mis en lumiere les différences
géographiques de définition de cette pathologie, soulignant la nécessité d’une harmonisation

des critéres afin de produire des résultats cliniques fiables et comparables 17°,

Une étude menée sur 1 012 patients ayant eu un infarctus du myocarde avec sus-
décalage du segment ST traités précocement avec de I'eplerenone a permis une diminution
des taux de BNP et NT-pro BNP. Ces résultats encourageants nécessitent toutefois d’étre plus

amplement étudiés 71,

De plus, on peut noter que I'essai ALDO-DHF (Aldosterone Receptor Blockade in
Diastolic Heart Failure) n’a pas permis de mettre en évidence d’amélioration fonctionnelle,
méme si I’étude montre une amélioration de la fonction diastolique via le ratio E/E’ évalué en
échocardiographie 17°. Cet essai n’ayant toutefois pas été concu pour évaluer le nombre
d’hospitalisation ou la survie des patients, il est difficile de tirer une conclusion a partir de ses

résultats.

La figure 13 résume les conséquences de la suractivation du récepteur

minéralocorticoide.
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Figure 13. Mode d’action et conséquence de la suractivation du récepteur minéralocorticoide. Tiré de Kolhof
etal. 172,

Cette illustration rappelle que le RM est exprimé dans les cardiomyocytes, les fibroblastes, les cellules
musculaires lisses, les cellules endothéliales, les monocytes, les cellules glomérulaires et les adipocytes.
La suractivation pathophysiologique du RM conduit, avec une implication des espéces réactives de
I'oxygéne, a la synthése de protéines pro-fibrotiques, qui concourent au développement d’une
inflammation, d’une fibrose et d’une hypertrophie. Au terme de ce processus, on observe une
augmentation de la dysfonction endothéliale, de la dysfonction myocardique, du remodelage, de
I'arythmie, de la glomérulosclérose et de la protéinurie, ainsi qu’une diminution du flux sanguin
coronaire.

Enfin, la dysfonction coronaire est également améliorée par la spironolactone chez des

patients atteints de diabéte de type 2 173 et également par I'eplerenone 174,

Cette derniere étude permet de souligner un enjeu clinique majeur du traitement de
I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée : les comorbidités qui y sont associées.
Plus particulierement le diabéte de type et I'obésité, constituants majeurs du syndrome

métabolique.
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3. Le syndrome métabolique
3.1. Définition

Avec une prévalence estimée a 25% de la population mondiale en 2018 et en croissante

augmentation, le syndrome métabolique se caractérise par la présence de 3 critéeres parmi 5

criteres révélateurs de dérégulations métaboliques: obésité centrale, hypertension,

hypertriglycéridémie, hyperglycémie a jeun et hypercholestérolémie (caractérisée par des

taux plasmatiques élevés de cholestérol a lipoprotéines de basse densité (low-density

lipoprotein-cholesterol, LDL-C) et réduits de cholestérol a lipoprotéines de haute densité (high-

density lipoprotein-cholesterol, HDL-C) dont les seuils de diagnostic sont présentés en

Tableaux 6 et 7 17>, Ce syndrome est fortement associé a des facteurs de risque tels que le

diabete de type 2 et les complications cardiovasculaires. Il s’appuie également fortement sur

le développement de la résistance a l'insuline.

D’apreés les criteres de I’American Heart Association (AHA), environ 35% des adultes

américains, et 50% des adultes dgés de 60 ans ou plus ont un syndrome métabolique 7.

Tableau 6. Critéres retenus par I'American Heart Association et le National Heart, Lung, and Blood Pressure
Institute (2005) pour le diagnostic du syndrome métabolique. Adapté de Grundy et al. 7.

Critére

Seuils

Tour de taille élevé

>102 cm (homme)

>88 cm (femme)

Triglycérides élevés

>150 mg/dL (1.7 mmol/L), ou

Traitement de I’hypertriglycéridémie

High Density Lipoprotein-Cholesterol (HDL-

C) réduits

<40 mg/dL (1.03 mmol/L) (homme)

<50 mg/dL (1.3 mmol/L) (femme)

Pression systémique élevée

Pression systolique systémique 2130 mmHg, ou
Pression diastolique systémique =85 mmHg, ou
Traitement de I'hypertension ou patient présentant un historique clinique

d’hypertension

Glycémie a jeun élevée

>100 mg/dL, ou

Traitement de I’hyperglycémie
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Tableau 7. Critéres relatifs au diagnostic du syndrome métabolique en fonction des organismes référents.
D’aprés Skikanthan et al. 178,

et <50 mg/dL
pour les femmes

hommes et <50
mg/dL pour les

hommes et <50
mg/dL pour les

mg/dL
femmes.

pour les

IDF (Obesité + | AHA (23) NCEP ATP |IlIl | OMS (Résistance a | EGIR
>2) (=3) insuline/diabéte + | (hyperinsulinémie
>2) +22)

Obésité IMC >30 kg/m? | Tour de taille | Tour de taille > | Ratio tour de taille/ | Tour de taille > 94
ou seuils de tour | >101 cm pour | 101 cm pour les | tour de hance > 0.9 | cm pour les
de taille | les hommes et | hommes et >88 | pour les hommes et | hommes et >80
spécifique au | >88 cm pour les | cm pour les | > 0.85 pour les | cm pour les
sexe et al'origine | femmes femmes femmes ou IMC>30 | femmes
ethnique kg/m?

Triglycérides TG 2150mg/dL | TG a jeun > 150 | TG=> 150 mg/dL | TG=150 mg/dL TG2177 mg/dL

élévés ou traitement mg/dL ou | ou traitement

traitement

HDL diminués HDL<40 mg/dL | HDL<40 mg/dL | HDL<40 mg/dL | HDL <35 mg/dL pour | HDL < 39 mg/dL
pour leshommes | pour les | pour les | les hommes et <39

ou traitement femmes ou | femmes ou
traitement traitement

Hypertension PAS >130 ou PAD | Pression PAS >130 ou | Pression artérielle > | Pression artérielle
>85 mmHg ou | artérielle > | PAD 285 mmHg | 140/90 mmHg > 140/90 mm Hg
traitement d’une | 130/85 mmHg | ou traitement ou traitement
hypertension ou traitement | d’'une d’une
précédemment d’une hypertension hypertension
diagnostiquée hypertension

Hyperglycémie Glycémie Glycémie a jeun | Glycémie a jeun | Résistance a | Résistance a
plasmatique a | > 100 mg/dL ou | > 100 mg/dL ou | l'insuline requise I'insuline require
jeun >100 mg/dL | traitement traitement (insuline

ou diabéte de
type Il
précédemment
diagnostiqué

plasmatique >
75¢me percentile)

Albumine urinaire 2
20 pg/min  pour
ratio
albumine/créatinine
>30 mg/g

IDF : International Diabetes Federation, AHA : American Heart Association, NCEP ATP Il : National
Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel Ill, OMS : Organisation Mondiale de la Santé,
EGIR : European Group for the Study of Insulin Resistance, IMC : Indice de masse corporelle, TG :
triglycérides, HDL : High Density Lipoproteins, PAS : Pression Artérielle Systolique, PAD : Pression
Artérielle Diastolique

Autres

3.2. Généralités

La prévalence du syndrome métabolique est en constante augmentation, d’une part
aux Etats-Unis (29.2% vs 34.2% entre 1999 et 2006 17° mais également en Asie et en Amérique
latine ou les chiffres ne cessent de croitre. En France, 1 individu sur 10 est obése (chiffres
OCDE [Organisation de Coopération de de Développement Economiques], juillet 2014). Il est
intéressant de noter que cette augmentation de la prévalence, fortement soutenue par la
propagation du « Western diet », est également appuyé par la disparité génétique des

populations touchées, présentant plus ou moins de prédispositions au développement de la

résistance a linsuline. Ainsi, certaines populations américaines d’origine caucasienne,
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africaine ou hispanique, avec une augmentation marginale du tour de taille (94-101cm pour
les hommes, 80-87cm pour les femmes), peuvent présenter des facteurs génétiques
contribuant fortement au développement d’une résistance a l'insuline, constituant ainsi une

sous-population particulierement a risque 807182,

3.3. Diagnostic
Le diagnostic de I'obésité repose sur I'indice de masse corporelle (IMC = poids (kg) /
taille?(cm) >30) (Tableau 8).

Tableau 8. Statut en fonction de I'indice de masse corporelle

Indice de masse corporelle Statut

<18.5 Sous-poids

18.5-24.9 Normal

25.0-29.9 Surpoids

30.0-34.9 Obésité (classe I)
35.0-39.9 Obésité (classe I1)

>40.0 Obésité sévere (classe Ill)

L'IMC constitue une estimation correcte de la masse grasse corporelle pour la majorité
de la population générale. Il est néanmoins inadapté pour les sportifs de haut niveau,
présentant une masse musculaire élevée, et également pour les enfants. Le diagnostic de
I'obésité peut étre supplémenté d’'une mesure du tour de taille, avec des seuils diagnostics

fixés a >80cm pour les femmes et >102cm pour les hommes.
3.4. Etiologie
3.4.1. Etiologie comportementale de I'obésité
Le développement de I'obésité est fortement corrélé avec l'urbanisation et la
diminution de I'activité physique. Par ailleurs, le temps du repas a diminué au cours des
derniéres décennies au point de ne plus permettre aux mécanismes de satiété d’agir (actifs
apres 30 min). De plus, une nourriture riche en triglycérides et en lipides active a la fois le

circuit de la récompense et celui de I'accoutumance, entrainant une addiction chez une partie

de la population 83,

En outre, d’autres facteurs de risque prédisposants et combinés peuvent aboutir au
développement de I'obésité. Tout d’abord, le patrimoine génétique peut conditionner a la fois

la prise de masse grasse et la distribution de celle-ci, mais également I'efficacité du
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métabolisme de conversion de la prise alimentaire en énergie, particulierement lors de
I'activité physique.

L’historique clinique des patients peut également jouer un réle dans le développement

184 ou de Cushing

de I'obésité, par exemple dans des contextes de syndrome de Prader-Willi
185 ou dans un contexte d’arthrose induisant une perte/réduction d’activité physique 8¢, De
plus, certains traitements peuvent provoquer une augmentation de la masse grasse si celle-ci
n‘est pas compensée par un régime alimentaire ou une activité physique adaptée

(antidépresseurs, anti-diabétiques, antipsychotiques, stéroides, B-bloquants).

3.4.2. Etiologie génétique de I'obésité

Outre I'étiologie comportementale, on peut classer les facteurs génétiques et

épigénétiques favorisant I'obésité en plusieurs classes :

1) Facteurs responsables de la régulation hormonale de I'appétit et de la satiété,

2) Facteurs régulant les taux de glucose corporels 1877189,

3) Régulation du taux métabolique basal 1919,

4) Facteurs régulant la quantité, la disposition et la distribution des adipocytes 92193,
194,195

5) Facteurs modulant la différenciations les cellules progénitrices

6) Facteurs déterminant la lignée cellulaire adipocytaire 196197,

3.4.3. Obésité liée a la ménopause

L'augmentation de la prévalence du surpoids et de I'obésité chez les femmes en
postménopause est un enjeu de santé public majeur 1981 En effet, la prévalence de I'obésité,
gui augmente également le risque de survenue de complications cardiovasculaires, augmente
significativement chez les femmes américaines apres 40 ans. La prévalence est de 65% entre

40 et 59 ans et 73.8% au-dela de 60 ans 2%°,

Néanmoins, les mécanismes sous-jacents expliquant le lien entre la ménopause et
I'obésité sont encore a ce jour peu connus. Il a été suggéré que la déficience en cestrogéne
pourrait étre une cause majeure du développement de I'obésité 2°%, En effet, la déficience en
cestrogene favorise la dysfonction métabolique qui peut conduire a un diabéte de type 2, un

syndrome métabolique et des pathologies cardiovasculaires 2027204,
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Chez I'homme comme chez la femme, les stéroides sexuels permettent la régulation
du métabolisme des adipocytes. Ils influencent également les dépébts lipidiques 2929, De fait,
les hommes ont une quantité de masse grasse totale inférieure a celle des femmes mais
principalement localisée au niveau du tissu adipeux intra-abdominal alors que les femmes ont
une concentration de tissu adipeux localisé davantage au niveau glutéal, fémoral et sous-
cutanée 2%7. |l est intéressant de noter que la distribution de la masse grasse abdominale varie
chez les femmes avant et aprés la ménopause 29829 En effet, la diminution de la
concentration en ostéogene chez les femmes ménopausées conduit a une perte de masse

grasse sous-cutanée et une augmentation de la masse grasse abdominale 2%,

De plus, une étude menée sur un modele murin d’ovariectomie associée a un régime
riche en graisse a montré que lI'administration d’E2 (estradiol) aux souris permet une
amélioration de la sensibilité au glucose et de la sensibilité a I'insuline chez les souris WT mais
pas chez les souris ERa’" (ER: récepteur a I'estrogéne). Ensuite, des études précliniques
conduites sur le rat suggérent que I'cestrogéne contribueraient a renforcer les propriétés
thermogéniques des adipocytes du tissu adipeux brun, via une augmentation de I'expression

de la UCP1 (uncoupling protein 1) 211212,

Par ailleurs, I'estrogene participe a la production d’ATP des mitochondries en agissant
sur leur chaine respiratoire. Or, I'ERa est exprimé dans le tissue adipeux brun et
principalement localisé dans les mitochondries. Par conséquent, cibler ce récepteur ERa
pourrait étre une stratégie thérapeutique intéressante pour réduire la survenue du diabete

de type 2 lié a 'obésité 213215,

Enfin, les taux d’cestrogéne et les taux de leptine sont positivement corrélés chez la femme
en préménopause 219217 Les taux d’cestrogéne et d’adiponectine sont eux inversement
associés.

3.5. Physiopathologie du tissu adipeux

3.5.1. Définition

Le tissu adipeux est un tissu conjonctif majoritairement constitué d’adipocytes et de
matrice extra-cellulaire. On distingue trois types de tissu adipeux chez 'Homme : le tissu
adipeux blanc, le tissu adipeux brun et le tissu adipeux beige (également appelé brite ou brown

in white), qui est localisée au sein du tissu adipeux blanc 2%,
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Chez ’'Homme, le tissu adipeux est constitué a plus de 95% de tissu adipeux blanc. Il

représente chez ’homme 15 a 20% de la masse totale, et 20 a 25% chez la femme.

Le tissu adipeux contient également des pré-adipocytes, cellules souches adultes qui
permettront la formation d’adipocytes en fonction de la balance énergétique, des conditions
hormonales et des conditions de nutrition. Parmi les autres types cellulaires constituant ce

tissu, on retrouve les fibroblastes, les macrophages, les cellules sanguines et endothéliales

219,220

3.5.2. Dérégulation de la fonction endocrine du tissu adipeux dans un contexte
d’obésité

L'obésité centrale se caractérise par un déséquilibre de I'homéostase calorique,

induisant une accumulation de tissu adipeux péri-viscéral et sous-cutané, et entrainant une

hyperplasie et une hypertrophie des adipocytes en raison d’'un stockage important de

triglycérides.

Le tissu adipeux, outre sa fonction de stockage énergétique, posséde également une

fonction endocrine. Il sécréte de nombreuses hormones, les adipokines (leptine, TNF-a par
220 . . ’ .

exemple) %%, Le tissu adipeux est également capable de transformer certaines hormones telles

que les stéroides sexuels (Tableau 9).
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Tableau 9. Facteurs peptidiques et non peptidiques sécrétés par les adipocytes.

Facteurs sécrétés Régulation hormonale

Lipoprotéine lipase Augmentation :
- Insuline

- Glucocorticoides
Diminution :

- Catécholamines

- Hormone somatotrope

- Testostérone

Angiotensinogene Augmentation :

Glucocorticoides

Inhibiteur de I'activateur de plasminogene-1 Augmentation :
Facteur de nécrose tumorale-a - Insuline
Protéine de transfert des ester de cholestérol

Protéine de liaison du rétinol

Facteurs D (adipsine), C3, B et Clq Diminution de I'expression génique de I'insuline

Production du facteur C38 précurseur de I'acylation Augmentation de la sécrétion de I'insuline

stimulating protein

Leptine Augmentations :
- Androgénes
- Insuline
- TINF-a
- Glucocorticoides
Diminution :

- Catécholamines

- (Estrogenes
Transporteur soluble de la leptine
Facteur insulinomimétique-1 Augmentation :
Monobutyrine - Hormone somatotrope

Androgénes et cestrogénes

L'obésité entraine une dérégulation de la synthése de cytokines par le tissu adipeux,
induisant le passage d’un phénotype anti-inflammatoire (intégrant I’action de I'adiponectine
et la secreted frizzled-related protein 5) vers un phénotype pro-inflammatoire 221, Celui-ci est
médié d’une part par la diminution de I'expression des cytokines anti-inflammatoires et
d’autre part par une augmentation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires (leptine,
résistine, retinol binding protein 4, lipocaline-2, TNF et IL-6). Ceci conduit tout d’abord a une
inflammation de bas grade du tissu adipeux, menant a une infiltration de ce tissu par les

macrophages M1 eux-mémes producteurs et libérateurs de cytokines pro-inflammatoires,
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dont le TNF qui potentialise le développement de la résistance a l'insuline au sein des
adipocytes. En effet, le TNF se fixe sur son récepteur membranaire TNFR1, induisant
I’activation de différentes mitogen-activated protein (MAP) kinases, dont la kinase inhibitrice
du facteur nucléaire k-B (IKK) et la c-jun N-terminal kinase (JNK), impliquées dans la
phosphorylation de la sérine du substrat du récepteur a I'insuline, qui supprime la signalisation

de l'insuline 222223,

En outre, le pigment epithelium-derived factor (PEDF), libéré par les adipocytes dans
un contexte d’obésité et dont I'expression est régulée positivement chez les individus atteints
de syndrome métabolique ou de diabéte de type 2, entraine une désensibilisation a l'insuline
des tissus musculaires et hépatiques. Ceci conduit a une augmentation de la production
d’insuline par le pancréas, puis a un cercle vicieux altérant la fonction pancréatique et
aboutissant a une diminution de la production d’insuline, qui potentialise la survenue d’un
diabete de type 2. D’autre part, le PEDF induit une signalisation pro-inflammatoire qui est
associée a une réduction de l'action indépendante de la liaison de 'insuline a son récepteur
(RI': récepteur a linsuline), événement contribuant au développement de la résistance a
Iinsuline, en particulier dans le muscle squelettique et le foie 224, Enfin, la libération d’acides
gras libres par le tissu adipeux entraine également le développement de la résistance a

I'insuline au sein du muscle squelettique et du foie.

La mise en place de cette inflammation de bas grade induit une réponse inflammatoire
exacerbée du tissu adipeux corrélée a I'augmentation de la masse grasse. Cette réponse
repose sur I'infiltration macrophagique du tissu adipeux, la résistance a l'insuline, une réponse
exagérée de I'lL-6 et du TNF-a a des stimuli inflammatoires additionnels 78, une augmentation
de I'adhésion leucocytaire et plaquettaire et a un stress oxydatif (augmentation des taux de
LDL-C oxydées et d’acide uriques) et une augmentation des facteurs pro-thrombotiques (PAI-

1) 178.
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3.5.2.1. Adiponectine
L’adiponectine (une protéine plasmatique produite par les adipocytes ayant des

propriétés anti-athérogénique et sensibilisant a I'insuline) est également suggérée comme
biomarqueurs du syndrome métabolique. En effet, une étude conduite sur 661 patients
japonais adultes (479 hommes, 53 + 10 ans et 182 femmes 56 + 10 ans) a permis d’obtenir
une corrélation négative entre les taux d’adiponectine et le tour de taille, I'insuline
plasmatique a jeun et les pressions artérielles systoliques et diastoliques. De plus, une
corrélation positive a été établie entre les taux d’adiponectine et les concentrations en HDL

cholestérol 22°.

A l'inverse, Skrikanthan et al. ont identifié une diminution des taux de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10), de la ghréline (une hormone secrétée primairement par I'estomac qui
stimule directement I'appétit via I'activation du GH secretagogue receptor 1a (GHSR-1a) dans
I’hypothalamus et indirectement en induisant I'augmentation de I'expression de peptides

orexigénes 226227 de |’adiponectine et du facteur anti-oxidant (PON-1).

En effet, les cytokines pro-inflammatoires, ainsi que les especes réactives de I'oxygéne
libérées dans la circulation générale, couplées aux conditions d’hypertriglycéridémie et
d’hypercholestérolémie du syndrome métabolique vont altérer I'ensemble de la fonction
vasculaire, notamment en provoquant une augmentation de la résistance artérielle. A ceci
s’ajoute I"'augmentation de masse grasse qui induit une augmentation de la volémie, elle-
méme susceptible d’augmenter la pression artérielle et participant ainsi au développement

de I'hypertension.

3.5.2.2. Plasminogen Activator Inhibitor -1

Le PAI-1 est un inhibiteur de la sérine peptidase dont la fonction est de moduler le
remodelage et la fibrinolyse de la matrice extracellulaire en inhibant la fibrinolyse
intravasculaire et protéolyse associée a la cellule 222, En conditions physiologiques, le PAI-1 est
sécrété dans la circulation ou l'espace extracellulaire par les cellules endothéliales, les
adipocytes, les cellules musculaires lisses vasculaires et les hépatocytes. En conditions
pathologiques, la production de PAI-1 est induite par des marqueurs pro-inflammatoires et
pro-oxydants. En effet, il a été montré que si des taux élevés de TNF-a, TGF-f3, angiotensine ll,

glucocorticoides et insuline mais également I’hypoxie et les espéces réactives de I'oxygene,

78



stimulent la production de PAI-1 par les adipocytes et induisent des effets déléteres sur le

systéme vasculaire, I'inflammation, I'adiposité et la résistance a I'insuline 22°.

Le taux de PAI-1 est un biomarqueur du syndrome métabolique 230232
particulierement associé avec I'lMC, les triglycérides et la résistance a I'insuline 22°. A nouveau,
cette corrélation positive entre le taux de PAI-1 et la sévérité du syndrome métabolique est

davantage établi chez les hommes que chez les femmes 233,

De plus, le PAI-1 pourrait étre associé a l'inhibition de la dégradation de la fibrine et du
remodelage de la paroi vasculaire, identifiant ainsi ce peptide comme un facteur de risque
important de pathologies artérielles coronaires et, plus largement, de risque cardiovasculaire
234235 Ma et al. ont montré que I'antagonisme du récepteur minéralocorticoide prévient
I'effet de I'activation du SRAA sur I'antigene PAI-1 chez les sujets normo-tendus (n=18) et
améliore I'équilibre fibrinolytique chez les sujets hypertendus (n=20) par un mécanisme
indépendant du potassium 23°,

3.5.2.3. La leptine :

La leptine est une adipokine qui, en conditions physiologiques, permet de réduire
I'appétit, augmenter la dépense énergétique, augmenter I'activité sympathique, faciliter
I'utilisation du glucose et améliorer la sensibilité a linsuline 237. Elle est exprimée

proportionnellement a la masse adipeuse.

Le récepteur a la leptine est situé dans I’"hypothalamus ou la liaison de I’hormone
permet de réduire I'appétit et augmenter la dépense énergétique. Néanmoins, ce récepteur
a également été identifié dans le coeur (notamment au niveau du muscle lisse et de
I’endothélium), le foie, les reins, pancréas, la vaisseaux sanguins cérébraux et dans le

myometrium 238, En raison de la large localisation de la leptine, ses effets sont variés.

Au niveau cardiaque, le récepteur a la leptine (OB-Rb) est impliqué dans le remodelage
structurel du myocarde %3°. Concernant I'implication de la leptine dans I’hypertrophie du VG,
il N’y a a ce jour pas de consensus scientifique établi permettant de conclure soit sur I'effet
protecteur de la leptine, soit sur son effet délétére. Néanmoins, il est a noter que la majorité
des études soutient plutot la thése d’un effet délétere qui potentialise le développement de

I’hypertrophie du VG 238240 Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les taux de leptines
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permettent de prédire la survenue d’un infarctus du myocarde, contribuant a soutenir

I’lhypothése d’un effet délétere d’une haute concentration de leptine sur le myocarde 242,

Enfin, la leptine dispense également des effets vasculaires. Elle est en effet associée au

développement de I’hypertension, de I'angiogenése et de I'athérosclérose 23,

De plus, la leptine est un biomarqueur clé du syndrome métabolique. Plusieurs études
conduites sur des populations différentes ont permis de montrer que des taux élevés de
leptine sont associés avec |'obésité, la résistance a l'insuline, I'infarctus du myocarde et
I'insuffisance cardiaque congestive 238, Ce biomarqueur est également prédictif du

développement d’un syndrome métabolique chez les enfants agés de 6 a 11 ans 242,

Des taux élevés de leptine ont également été identifiées chez des femmes en
postménopause ayant un syndrome métabolique, avec une corrélation positive entre la
concentration en leptine et I'obésité abdominale ainsi que la concentration de leptine et le

nombre de critéres du syndrome métabolique identifiés dans cette population 243,

Le lien entre le taux de leptine et le nombre de critéres du syndrome métabolique a
également été identifié dans une étude menée sur la population coréenne, ou il apparait que
la concentration sérique en leptine est corrélée avec le nombre de critéres du syndrome
métabolique, et ce indépendamment de la présence ou non d’une obésité chez ces individus.
Cela suggére que la réduction de la concentration en leptine pourrait avoir un effet bénéfique,

indépendant de la perte de poids 2.

En opposition a cela, une autre étude menée par Martins et al. a mis en évidence une

corrélation positive entre la leptine et I'obésité, I’hyperinsulinémie et la résistance a l'insuline

245

Il est également intéressant de noter que I'utilisation du ratio leptine / adiponectine
pourrait constituer un biomarqueur plus pertinent du syndrome métabolique 2%°. En effet, une
étude menée sur une cohorte de patients japonais a mis en évidence |’association entre la
valeur de ce ratio et le nombre de critéeres du syndrome métabolique retrouvés chez ces
individus 2*’. Néanmoins, Cicero et al. ont suggéré que le ratio leptine / adiponectine serait
pertinent pour les hommes, mais nettement moins pour les femmes, dont les taux plus élevés

d’adiponectine constituerait une protection contre le syndrome métabolique .
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En conclusion, si I'association entre le taux de leptine et son association précise avec
les critéres du syndrome métabolique ne font pas encore consensus au sein de la communauté
scientifique et nécessitent des recherches plus approfondies, il n’en demeure pas moins que
la leptine est un marqueur prédictif du syndrome métabolique, permettant a I’échelle de la

population générale un screening soutenant le diagnostic.

3.5.3. Physiopathologie du tissu adipeux, taux d’aldostérone et implication du
récepteur minéralocorticoide

Dans un contexte d’obésité, I’'accumulation du tissu adipeux péri-viscéral conduit a une

activation du SRAA, avec une augmentation de la sécrétion locale d’angiotensinogéne 24%-251,

Cette suractivation, conjointe a celle du systeme catécholaminergiques, participe au

remodelage cardiovasculaire 2°° (Figure 14).
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Figure 14. Impact physiopathologique de I'augmentation de la masse grasse sur I'inflammation, la fonction
vasculaire et la nécrose en fonction de la sévérité de la dysfonction métabolique. D’aprés Nature Review,
Immunology

Chez l'individu normal, I'inflammation, le contréle métabolique et la fonction vasculaire sont régulées
et a I’équilibre. Des adipokines anti-inflammatoires telles que I'adiponectine ou la secreted frizzled
related protein 5 (SFRP5) sont synthétisées. Chez I'individu obése avec une dysfonction métabolique
modérée, on observe une augmentation de I'inflammation marquée notamment par I'apparition de
cellules T CD8* et de macrophages de type M1, une diminution du contréle métabolique, mais un
maintien de la fonction vasculaire. Les adipokines anti-inflammatoires précédemment évoquées sont
toujours produites, mais en association avec des adipokines pro-inflammatoires, telles que la leptine,
la résistine, le TNF ou I'lL-6. Chez I'individu obése avec une dysfonction métabolique « totale », on
observe une forte inflammation, une forte baisse du contréle métabolique et une dysfonction
vasculaire. L’adipocyte acquiert une structure en couronne, une nécrose adipocytaire survient, et des
adipokines pro-inflammatoires sont synthétisées.
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Il a également été montré que les patients ayant une obésité abdominale et une
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite ont des concentrations élevées
d’aldostérone sérique. Néanmoins, on ignore si les patients obeses avec une insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée ont une concentration d’aldostérone plus élevée sur

les patients obéses avec une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite 2°2.

Il a été montré que le RM a un effet pro-adipogénique, suggérant qu’il pourrait étre
impliqué dans I'accumulation des graisses via 'augmentation de I'expression du peroxysome
proliferator-activated receptor-gamme (PPARy) 2°3. Il a été observé que I'inactivation du RM
adipocytaire chez des souris males nourries par un régime riche en graisse pendant 16

semaines conduit a la diminution de I'expression des génes de I'adipogenése >4,

Le RM est également impliqué dans le blanchissement du tissu adipeux brun, le

brunissement du tissu adipeux blanc et I'autophagie 2°°.

Enfin, I'intérét potentiel des antagonistes du RM pour le traitement des maladies
métaboliques a été suggéré. En effet, un traitement de 2 semaines par la spironolactone chez
des individus adultes en bonne santé conduit a I'activation du tissu adipeux brun 2°¢. Ces
résultats restent toutefois a approfondir avant de pouvoir conclure sur I'effet bénéfique

potentiel de I'antagonisme du RM sur le tissu adipeux.

Par ailleurs, les taux élevés d’aldostérone sont corrélés avec la présence d’un
syndrome métabolique et de pathologies cardiovasculaires et rénales 2°’. Marzolla et al. ont
mis en évidence un cross-talk entre le tissu adipeux et la glande surrénale, qui pourrait fournir
une voie d’explication entre les taux élevés d’aldostérone et le syndrome métabolique.
Particulierement, I’activation du RM dans le tissu adipeux contribuerait a I'inflammation du

tissu adipeux médiée par 'adipocyte 8.

En conclusion, bien que la pathogenese du syndrome métabolique et de ses
dysfonctions associées soit aujourd’hui encore méconnue, le consensus scientifique actuel
s’accorde a dire que 'obésité centrale et la résistance a I'insuline sont les causes principales a
I'origine des dysfonctions cardiovasculaires liées au syndrome métabolique. L'impact du RM

dans ce processus pathologique est suggéré, mais reste a déterminer.
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3.6. Thérapies actuellement utilisées
Le traitement médicamenteux de I'obésité concerne les individus présentant un

IMC>30 ou ceux présentant un IMC>27 associé a des comorbidités telles que le diabete de
type 2, I'hypertension, I'apnée du sommeil. En premiere intention, I'objectif est d’atteindre
une perte de poids modérée (3 a 5% du poids corporel), associée a un changement des
habitudes alimentaires et une activité physique adaptée et réguliere. En parallele, des
traitements médicamenteux favorisant la perte de poids peuvent étre prescrits, tels que
I'orlistat (Xenical) (bloqueur de la lipase intestinale) et le toiramate (Sqymia) (antiépileptique),
le buproprion (anti-dépresseur) et la naltrexone (Contrave) (antagoniste opiacé). Les cas
extrémes (IMC>40,IMC>35 associé a une comorbidité sévere de I'obésité ou patients préts a
assumer le changement d’habitudes de vie nécessaire a la réussite de la thérapie) quant a eux
peuvent faire I'objet d’une chirurgie bariatrique (bypass ou sleevectomie principalement), qui

présente a la fois le plus haut taux de réussite et de risque.

Le traitement, qu’il soit médicamenteux ou chirurgical, nécessite ensuite une
alimentation surveillée et la pratique quotidienne d’exercice physique pour pallier la reprise
de poids.

3.7. Conséquences du syndrome métabolique
3.7.1. Conséquences cardiaques

Le surpoids et I'obésité sont des comorbidités fréquentes de I'insuffisance cardiaque.
Bien que les prévalences varient en fonction des populations étudiées, il est estimé qu’entre
29 et 40% des patients avec une insuffisance cardiaque sont en surpoids et 30 a 49% sont
obéses. De plus, la prévalence de I'obésité chez les individus ayant une insuffisance cardiaque
a fraction d’éjection préservée (80%) est significativement plus importante que chez les
patients ayant une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite (<50%) 239260,

Les individus ayant un syndrome métabolique présentent 2 fois plus de pathologies
cardiovasculaires que la population générale. Ces patients présentent également un risque
accru de mortalité liée aux pathologies cardiovasculaires 261, En cause, les différentes
dérégulations évoquées plus haut mais également les dysfonctions vasculaires et rénales. Un
des enjeux majeurs cliniques actuel est la détection et prise en charge précoces des

potentielles complications cardiovasculaires 262263,
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3.7.2. Conséquences vasculaires

L'obésité, ou plus largement le syndrome métabolique, entraine une altération de la
fonction vasculaire. Cette altération conduit a une diminution de la perfusion des membres
inférieurs, potentialisant la survenue d’événements ischémiques (en particulier d’ulcéres des
membres inférieurs). En outre, cette altération de la fonction vasculaire est préjudiciable au
bon fonctionnement des organes et augmente les risques de dysfonctions cardiaques et
rénales. Plus précisément, I’élévation des taux circulants de cholestérol et de triglycérides
potentialise I'inflammation ainsi que la dysfonction endothéliale et contribue ainsi d’une part
au développement de linsuffisance cardiaque et d’autre part a la progression
d’athérosclérose. Plus particulierement, les patients atteints d’un syndrome métabolique ont

une prévalence plus élevée de dysfonction cardiaque diastolique 264266,

3.7.3. Conséquences rénales

De plus, de récents travaux ont montré une forte association entre |'obésité et la
protéinurie et/ou la réduction de la fonction rénale. En effet, I'obésité entraine une
hyperfiltration glomérulaire, elle-méme pouvant conduire a une dysfonction rénale. Des
études pré-cliniques suggérent que cette hyperfiltration serait en partie associée a
I’'augmentation de I'adiposité viscérale (via une modulation des taux de leptine) et de la
production d’adipokines pro-inflammatoires, stimulant ensemble la production d’aldostérone

par les glandes surrénales 267,268,

Parmi d’autres facteurs pouvant influencer la progression de la pathologie se trouvent
I'inflammation tissulaire ainsi que le stress oxydatif, contribuant a leur tour a I’altération de la
filtration glomérulaire, et pouvant conduire a une fibrose glomérulaire et tubulointerstitielle
269 | 'épidémie d'obésité a entrainé une augmentation de l'incidence de la glomérulopathie
liée a [I'obésité, caractérisée par une protéinurie, une glomérulomégalie, une
glomérulosclérose progressive et un déclin fonctionnel rénal. Une étude rétrospective qui a
évalué des échantillons de biopsies de reins natifs recus a I'Université Columbia (New York,
Etats-Unis) a signalé une multiplication par 10 de l'incidence de la glomérulopathie liée a
I'obésité, qui est passée de 0,2 % en 1986-1990 a 2,0 % en 1996-2000, puis a 2,7 % en 2001-

2015. Dans cette étude, toutes les biopsies de glomérulopathie liée a I'obésité ont été
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réalisées pour une maladie rénale manifeste : 56 % des patients présentaient une protéinurie

et 44 % une protéinurie et une insuffisance rénale 2.

3.7.4. Diabéte de typelll

Une proportion importante d’individus ayant un syndrome métabolique a une
résistance a l'insuline, ce qui conduit a une augmentation du risque de développement de
diabete de type Il. De plus, I'apparition du diabete de type Il chez un patient augmente

également l'incidence de pathologies cardiovasculaires.

3.7.5. Autres conséquences

Au-dela des pathologies cardiovasculaires et du diabete de type I, les individus ayant
un syndrome métabolique présentent également une prévalence plus élevée de syndrome
des ovaires polykystiques, foie gras, cholestérol, calculs biliaires, asthme, troubles du sommeil

et certaines formes de cancer 279271,
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3.7.6. Syntheése

La figure 15 synthétise les interactions entre les adipokines, cytokines et les marqueurs
inflammatoires contribuant au développement du syndrome métabolique et de ses

complications associées.
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Figure 15. Interaction des adipokines, cytokines et marqueurs inflammatoires contribuant au développement
du syndrome métabolique et de ses complications 72,

HTN : Hypertension. NAFLD/NASH : Nonalcoholic fatty liver disease/nonalcolohic steatohepatitis

Le tissu adipeux viscéral, en conditions de syndrome métabolique, induit la production d’adipokines
pro-inflammatoires, qui vont potentialiser la synthese de marqueurs inflammatoires et de cytokines,
jouer un réle dans la résistance a l'insuline, I’hypertension et la dyslipidémie liées au syndrome
métabolique et promouvoir le développement de ['athérosclérose, elle-méme a [origine de
complications cardiovasculaires.

3.8. Réle du récepteur minéralocorticoide dans le syndrome métabolique
Des études cliniques et précliniques suggerent des relations étroites entre le syndrome

métabolique, la résistance a l'insuline et I’hypertension, impliquant le RM 272273, En effet, le
role potentiel de I'aldostérone dans le développement des altérations métaboliques est
suggéré dans I'hypertension essentielle. En particulier, une corrélation positive a été montrée
entre le taux d’aldostérone et le glucose plasmatique, 'insuline, le peptide-C (peptide de
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connexion assurant la liaison entre les chaines A et B de I'insuline et marqueur de la sécrétion
d’insuline) et I'index HOMA (HOmeostasis Model Assessment of insuline resistance) chez des
individus blancs, et entre le taux d’aldostérone, le tour de taille, le cholestérol total, la

triglycéridémie, le taux d’insuline et I'index HOMA chez des individus noirs.

En accord avec ceci, une seconde étude rapporte une association entre le taux
d’aldostérone plasmatique et le syndrome métabolique 274, Egalement, un taux plus élevé
d’événements cardiovasculaires est observé chez les patients atteints d’aldostéronisme
primaire, et cette étude montre que ces individus sont davantage concernés par le syndrome
métabolique comparés aux individus hypertendus (41% vs 29.6%) 2’°. En particulier, Fallo et
al. ont observé une altération plus fréquente du métabolisme du glucose chez les patients
avec un aldostéronisme primaire, soutenant ainsi I'implication du SRAA dans les altérations

métaboliques.

De plus, il a été montré que la spironolactone améliore la dysfonction diastolique
induite par un régime riche en graisse et en sucre (Western Diet) administré pendant 16
semaines chez des souris femelles. Une autre étude menée sur des souris rendue obéses par
un régime riche en graisse (45%) montre que dans les adipocytes, le RM contribue a la
sécrétion d’adipokines, a la résistance a l'insuline et a la conversion du tissu adipeux brun en
tissu adipeux blanc, contribuant ainsi globalement aux phénotypes pro-diabétique et pro-
inflammatoire et a 'augmentation de masse grasse. Cette suractivation du RM serait liée a
I'inflammation excessive des adipocytes viscéraux et périvasculaires. Ensuite, une étude
menée sur des souris db/db présentant une délétion du récepteur a la leptine et
spontanément obeéses, ainsi que sur des patients obéses, montre une augmentation de
I'activation du RM dans le tissu adipeux viscéral et sous-cutané. Une autre étude menée sur
des souris adipo-RMOE surexprimant le RM spécifiquement dans les adipocytes montre que,
soumises a un régime normal, ces souris présentent une prise de poids associée a une
augmentation de la masse du tissu adipeux viscéral avec une hypertrophie des adipocytes, par
rapport a des souris controles. De méme, la glycémie a jeun et la concentration en insuline

plasmatique sont augmentées chez ces souris adipo-RMOE.

Concernant les conséquences cardiovasculaires de I'obésité, une étude menée sur des
rats DOCA-Salt/Obeéses avec dysfonction diastolique et traités avec 15 mg/kg/j d’eplerenone

pendant 5 semaines, montre une diminution de I’hypertrophie ventriculaire gauche, de la
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fibrose interstitielle et périvasculaire et du stress oxydatif 2’6. Une seconde étude, menée sur
des rats Zucker obeses agés de 29 semaines, ayant également une dysfonction diastolique et
traités avec 1 mg/kg/j de spironolactone pendant 3 semaines montre une diminution de la
fibrose périvasculaire et interstitielle, du stress oxydatif et de [Iinflammation.
Particulierement, cette étude souligne I'importance de I'inflammation dans le tissu adipeux

dans un contexte de syndrome métabolique 277,

4. Insuffisance rénale, diabéte de type Il et événements cardiovasculaires
A la croisée des chemins entre I'insuffisance rénale chronique, I'insuffisance cardiaque

et le diabete de type Il, I'essai clinique FIGARO-DKD portant sur 5734 patients atteints
d’insuffisance rénale chronique et de diabéte de type Il a étudié |'effet de la finérénone. Les
résultats montrent une diminution de I'insuffisance rénale, d’'une diminution durable du débit
de filtration glomérulaire estimé ou de mort par cause rénale pour les patients traités par la
finénénone. De plus, un moindre risque de mort par cause cardiovasculaire, d’infarctus du
myocarde non fatal, d’AVC non fatal ou d’hospitalisation pour insuffisance cardiaque a
également été montré chez ces patients. Ensemble, ces résultats soutiennent les effets

bénéfiques de la finérénone 278,

De plus, I'essai clinique FIDELIO-DKD, portant sur les effets de la finérénone chez
13 911 patients atteints d’insuffisance rénale chronique et de diabéte de type Il a montré une
diminution du risque d’événement cardiovasculaire lors d’un suivi médian de 2,6 ans.
L'incidence d’hyperkaliémie observée est de 2.3% pour les patients avec des antécédents
cardiovasculaires traités par la finérénone contre 0.8% des patients traités par un placebo et
2.2% pour les patients sans antécédents cardiovasculaires traités par la finérénone contre

1.0% pour les patients traités par un placebo 27°.

A ce jour, la finérénone est approuvée aux Etats-Unis (juillet 2021) et dans I'Union
Européenne (février 2022) pour réduire le risque de diminution durable du débit de filtration
glomérulaire estimé, d’insuffisance rénale terminale, de décés d’origine cardiovasculaire,
d’infarctus du myocarde non fatal et d’hospitalisation pour insuffisance cardiaque chez les
adultes atteints d’insuffisance rénale chronique associée a un diabete de type Il. Un essai
clinique de phase Ill étudie la finérénone chez des patients atteints d’insuffisance cardiaque a

fraction d’éjection préservée 220,

88



Rationnel

Il n’y a a ce jour pas de consensus scientifique et de preuve formelle pour la prise en
charge thérapeutiques des patients avec une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée. Cette pathologie, multifactorielle et complexe, nécessite des essais cliniques
randomisés a large échelle afin de positionner une stratégie thérapeutique non seulement

fiable mais également adaptée aux différents phénotypes des patients.

En effet, I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée est étroitement
associée avec plusieurs comorbidités telles que I’hypertension, I'obésité, le diabete de type Il
ou la ménopause qui peuvent perturber le mode d’action des stratégies thérapeutiques

positionnées pour l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite.

Dans ce contexte, les antagonistes du récepteur minéralocorticoide, affranchis de leurs
effets secondaires grace a la formulation non stéroidienne de la finénérone, pourraient étre
une solution thérapeutique intéressante, méme si les essais cliniques menés jusqu’ici peinent

a fournir des résultats satisfaisants.

C’est pourquoi I'objectif de cette thése est de tester I'efficacité de la finénérone dans
deux modéles murins d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée ; tout d’abord a
travers une premiere étude portant sur un modele de souris rendues obéses par un régime
riche en graisse, régime qui est ensuite normalisé et associé au traitement, et ensuite, a

travers une seconde étude portant sur un modeéle de souris ovariectomisées.
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Chapitre 2. Matériel et Méthodes

2.1. Modeéles animaux et conditions expérimentales
Les expérimentations menées au cours de cette thése de doctorat respectent les

normes et réglementations éthiques en vigueur (CENOMEXA C2EA-54).

Les souris ont été hébergées en portoir ventilé, avec un acces a I’eau et a la nourriture
ad libitum, en cycle jour/nuit 12h avec une température contrélée entre 22+2°C. Les cages
sont dans la mesure du possible constituées de 5 souris, permettant une organisation

hiérarchique similaire entre les cages.

2.1.1. Etude 1
Des souris de souche B6D2 ont été nourries par un régime riche en graisse pendant 16

semaines. Au sein du laboratoire, le Dr Roche a mené une étude portant sur des souris FVB/N
males nourris par un régime gras (60% des calories délivrées sous forme lipidique) pendant 16
semaines identique a celui utilisé lors de notre étude 1. Son étude a montré une augmentation
de la glycémie a jeun et des taux plasmatiques d’insuline, accompagnée d’'une augmentation
des acides gras libres et du LDL-C. De plus, I'altération de la fonction endothéliale coronaire,
I’augmentation de la fibrose cardiaque, la diminution du ratio E/A et de la relation pression-
volume en télédiastole ont montré que ce modéle d’obésité conduit a une dysfonction
diastolique aprés 16 semaines de régime, qui s’accompagne de désordres métaboliques 28,
Nous avons donc utilisé ce modele, mais sur la souche B6D2, qui est la souche des souris

surexprimant le RM dans les cardiomyocytes, utilisée dans les études préliminaires a ce projet.

Le régime gras contient 20% de protéines, 36% de lipides, 36.7% de glucides, 4.5% de
minéraux et 14.5% d’amidon, délivrant 5.5 kcal/g. Le régime contrble contient 52% de
glucides, 21.4% de protéines, 4% de fibres, 5.4% de minéraux et 5.1% de lipides. La nourriture
riche en graisse s’oxydant rapidement, elle a été remplacée chaque semaine. Le poids des
souris ainsi que leur consommation de nourriture ont été mesurés chaque semaine sur la

méme balance.
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A l'issue de ces 16 semaines, les souris males de souche B6D2 ont été séparées en 3

groupes pour 8 semaines supplémentaires :

1) Souris maintenues sous régime gras (HFD)

2) Souris avec retour au régime standard (AO3 SAFE, 3,2 kcal/g) (HS)

3) Souris avec retour au régime standard (AO3 SAFE, 3.2 kcal/g) et traitement par la

finérénone (HS+Fine). La finérénone, fournie par Bayer AG, a été incorporée dans la

nourriture standard en poudre a la dose de 1 mg/kg/jour.

Remarque : Des tunnels en carton ont été ajoutés comme enrichissement de

I’environnement dans chaque cage, de maniére a améliorer le bien-étre animal.

16 semaines

- Composition corporelle
Sensibilité a l'insuline
Glycémie a jeun

Dosages plasmatiques et urinaires - -

Pression artérielle systémique

Paramétre hémodynamiques
Réserve coronaire
Capacité a l'exercice

24 semaines

- Composition corporelle - Infiltration lymphocytaire et
Sensibilité a l'insuline macrophagique du VG
Glycémie a jeun - Densité capillaire du VG

v

B6D2 (

\ 4

HFD
Finérénone (1 mg/kg/j)

v

A A

Semaines

Le suivi du poids et de la prise alimentaire a été réalisé toute les semaines.
Les échocardiographies ont été réalisées a 3,6,9,12,16 et 21 semaines.

Figure 16. Design expérimental de I’étude 1.

2.1.2. Etude 2

24

Dosages plasmatiques et urinaires-  Fibrose interstitielle du VG
- RT-qPCRduVG

Paramétres hémodynamiques - Western blot du VG, reins,

Réserve coronaire foie

Capacité a l'exercice

CTL (n=18)
HFD (n=15)
HS (n=18)

HS+Fine (n=16)

Des souris femelles de fond génétique B6D2 WT ont été ovariectomisées a 12 semaines

pour obtenir un modeéle de postménopause, puis séparées a 7 mois en deux groupes :

1) Souris ayant recues une opération fantome (sham) (CTL),

2) Souris ovariectomisées (OVX),

3) Souris ovariectomisées recevant un traitement par la finérénone pendant 1 mois (1

mg/kg/jour) mixée a de la nourriture en poudre (AO3 SAFE).
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12 semaines 16 semaines

Composition corporelle - Composition corporelle
- Consommation de nourriture et d’eau

Glycémie a jeun
Test de tolérance au glucose et a l'insuline
Dosages plasmatiques
Activité spontanée et paramétres
métaboliques
Echocardiographie
Parameétres hémodynamiques
Sham - Fonctions coronaire et fémorale
- Capacité a l'exercice
CTL (n=18) - Densité ca.pillairg ]
- Collagéne interstitiel
”——\' - Infiltration macrophagique
) - Stress oxydant
- Production ATP des mitochondries

OVX (n=15)

A 4

A 4

B6D2 . .
Ovariectomie

Finérénone
L (1 mg/kg/jours)

»  OVX+Fin (n=16)

| Il H
I I T v

0 12 16
Semaines

Figure 17. Design expérimental de I’étude 2.

Procédure d’ovariectomie :

Les souris ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale (IP) (0.01 mL/g) de
xylazine/kétamine (0.2mL xylazine Rompun 1% Bayer + 1mL kétamine, Imalgene + 8.8 mL de
sérum physiologique). L'anesthésie a été maintenue par inhalation d’isofluorane (1-2%). Aprés
une double incision dorsolatérale et la séparation de la musculature, le coussinet adipeux
ovarien a été écarté, puis la région sous-ovarienne a été clampée, ligaturée en 2 points et
retirée. Ensuite, I'artére ovarienne est ligaturée en 2 points et sectionnée. Enfin, les muscles
et la peau ont été recousus. Le succes de I'ovariectomie a été vérifié au sacrifice des souris en

pesant l'utérus résiduel.

2.2. Parametres métaboliques

2.2.1. Composition corporelle par Echo-IRM
La composition corporelle a été suivie par Echo-IRM EMR-185 (Echo-IRM, Houston,

Texas), permettant d’obtenir les masses grasse et maigre ainsi que la teneur en eau présente
dans le tissu maigre. L'écho-IRM est une technique non-invasive, utilisant un champ
magnétique de faible fréquence pour dénombrer les atomes d’hydrogéene contenus dans les
lipides et I'eau. La calibration est réalisée avec de I'huile de canola, dont la composition
chimique est similaire a celle des rongeurs. La masse grasse inclut toutes les cellules adipeuses

du corps. La masse maigre correspond a la masse musculaire (incluant les organes et I'eau),
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en excluant la masse grasse, les os et les poils. Ces parametres sont normalisés par rapport au
poids de I'animal pour obtenir les pourcentages de masse grasse, masse maigre et teneur en

eau dans la masse maigre.

Cette mesure permet d’évaluer finement les changements corporels lors de la prise de

poids, ou de I'amaigrissement des animaux.

2.2.2. Test de sensibilité a I'insuline
Le test de sensibilité a I'insuline permet d’observer les variations de la glycémie a la

suite d’'une mise a jeun suivie d’une injection de glucose. La perte de sensibilité a I'insuline est

largement décrite dans le syndrome métabolique et joue un réle majeur dans le diabéete de

type ll.

Aprés un jeline de 9h a 15h, on injecte de I'insuline humaine (Actrapid, Novo Nordisk,
France) par IP (0.75 u.kg). La glycémie est mesurée avant I'injection (t=0), puis aprés 15, 30,
45, 60, 90 et 120 minutes. La queue est légerement incisée puis une goutte de sang est
déposée sur une bandelette réactive (Glu-Test Strips, Nova Biomedicals, Royaume-Uni), lue

par glucometre (Stat Strip Xpress-I, Nova Biomedicals, Royaume-Uni).

2.2.3. Test de sensibilité au glucose
Le test de sensibilité au glucose permet d’observer les variations de la glycémie suite a

une mise a jeun suivie d’'une injection de glucose. L’hyperglycémie a jeun, notamment, est un

des critéres de diagnostic du syndrome métabolique.

Aprés un je(ine de 9h a 15h, les souris sont gavées avec du glucose (2.0 u/kg). La
glycémie est mesurée avant le gavage, puis a 15, 30, 45, 90 et 120 minutes. La queue est
légerement incisée puis une goutte de sang est déposée sur une bandelette réactive (Glu-Test
Strips, Nova Biomedicals, Royaume-Uni), lue par glucomeétre (Stat Strip Xpress-l, Nova

Biomedicals, Royaume-Uni).

2.2.4. Profil métabolique plasmatique
Les taux de triglycérides et le cholestérol total plasmatiques ont été mesurés en

utilisant I'ldexx Catalyst Dx (Paris, France). La mesure repose sur une technologie brevetée de
plaguettes composées d’une premiere couche de filtre appelée couche de dispersion et
permettant de limiter les substances altérantes et d’obtenir une distribution homogéene de

I’échantillon, puis d’une couche filtrante qui retient les substances qui interférent avec les
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résultats, d’'une couche réactive ou les réactifs réagissent avec I’échantillon, une couche
indicateur ou I’échantillon est recueilli pour analyse spectrale et enfin une couche support

pour l'interface optique.

L’élévation des taux plasmatiques de cholestérol et de triglycérides est un critére de

diagnostic du syndrome métabolique et est le témoin de désordre métabolique.

2.2.5. Pesée du gras sous-cutané
Le gras sous-cutané a été prélevé au niveau abdominal et pesé. Le gras sous-cutané

abdominal est lié avec la résistance a I'insuline et le syndrome métabolique 282,

2.3. Parameétres cardiovasculaires

2.3.1. Pléthysmographie
La pression périphérique est mesurée de maniére non-invasive par pléthysmographie

a la queue (CODA, Kent Scientific Corporation). Un brassard se gonfle jusqu’a un niveau de
pression supérieur a la pression systolique, puis se dégonfle lentement. Une habituation de
15 cycles répétée 3 fois est réalisée pendant 2 jours, puis les mesures sont réalisées pendant

les 3 jours suivants (15 cycles répétés 3 fois).

L’hypertension est un des critéres du syndrome métabolique. Il est également une des

causes du développement de pathologies cardiovasculaires.

2.3.2. Echocardiographie
L’échographie est une technique d’imagerie employant les ultrasons émis et regus par

la sonde. L'élément de base de I’échographie est la plupart du temps une céramique
piézoélectrique qui, soumise a des impulsions électriques, vibre et génére des ultrasons. Les
échos enregistrés dépendent des obstacles rencontrés par les ultrasons, soit de I'échogénicité

des tissus.

Comme évoqué précédemment, |'échographie est une technique centrale de
diagnostic de l'insuffisance cardiaque, car elle permet la visualisation et la mesure des

parameétres tissulaires et des flux sanguins (échographie Doppler).

Les mesures échographiques ont été utilisées en utilisant un échographe Vevo 3100
(Fuji Film) équipé d’une sonde linéaire d’une fréquence de 14 mHz sur des souris anesthésiées
par inhalation d’isofluorane (dose comprise entre 1.5% et 2% en fonction du poids de

I’'animal). L'acquisition des images en mode temps-mouvement (bidimensionnel) est réalisée
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en vue parasternale petit axe au niveau des muscles papillaires du ventricule gauche,
permettant de mesurer les diametres systolique et diastolique du ventricule gauche ainsi que
les épaisseurs des parois antérieures et postérieures (Figure 18). La fraction de

raccourcissement, indicateur de contractilité, est calculé comme :

diamétre diastolique — diametre systolique

Fraction de raccourcissement (%) = diamatre diastolique x 100

L'intégrale Temps-Vitesse (ITV, cm) et la fréquence cardiaque a été mesurée en
Doppler pulsé au niveau de 'aorte thoracique (Figure 19). Ces parameétres permettent de

calculer le volume d’éjection :

Diamétre aorte?

Volume d'éjection (mL) = ITV aortique x Tx )

et le débit cardiaque :
Débit cardiaque mL/min = Volume d'éjection x Fréquence cardiaque

Le flux mitral est mesuré en Doppler pulsé permettant de calculer les ratios E/A et E/E’,
indicateurs de la fonction diastolique. L'onde E (pour Early) correspond a la Vitesse de
remplissage ventriculaire. L'onde A (pour Atrial) correspond a la contraction de I'oreillette

déclenchant la fin du remplissage (Figure 20).

La dilatation en fonction du flux médiée par la température a été mesurée au niveau
de 'artere fémorale gauche. Un tube connecté a un bain-marie était attaché au niveau du
dessous de la patte de la souris avec une sonde de température. Les mesures ont été prises a
34, 37, 40 et 43°C. Le diametre artériel a été acquis en B-mode et le flux sanguin et la

fréquence cardiaque en mode Doppler.

Les données ont été analysées avec le logiciel VevolLab3100. Le volume d’éjection

fémoral (mL/battement) a été calculé comme suit :

diameétre artére fémorale?

mL
Volume d'éjection———— = ITV x i x x 100
battement 4

Le débit fémoral (mL/min) a été calculé comme suit :
Débit fémoral mL/ min = 60 x Volume d'éjection x Fréquence cardiaque

Le shear stress (dynes/cm-2) a été calculé comme suit :

4p x Débit fémoral  mx Diamétre artére fémorale
Shear stress = x ( "3

60 2
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Avec viscosité (u) = 0.0021.

Diastole Systole

Septum interventriculaire

Cavité intraventriculaire
gauche

Paroifibre du VG

Figure 18. Mode Temps Mouvement en échocardiographie et mesures associées

Cette image montre le mode temps mouvement en échocardiographie qui met en évidence les phases
de systole et de diastole du ventricule gauche. En haut on voit le septum interventriculaire, au centre la
cavité intraventriculaire gauche, puis la paroi libre du ventricule gauche. L’épaisseur des parois et le
diamétre des ventricules sont mesurés en systole et en diastole.

|nTl-g:r;|lr' femps v itesse sur un
battement

Figure 19. Exemple d’enregistrement de I'intervalle temps-vitesse en mode Doppler pulsé

Cette image montre un exemple des pics obtenus au niveau de l'aorte thoracique. Chaque pic
correspond a un cycle cardiaque. La zone grisée correspond a I’aire sous la courbe qui est mesurée.
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Figure 20. Mode Doppler pulsé en échocardiographie permettant la mesure des vitesses des ondes E et A et
I'obtention du ratio E/A

Cette image montre la mesure des vitesses de I'onde E (premier pic) et de I'onde A (deuxiéme pic). Le
ratio des ondes E/A est un indicateur de la dysfonction diastolique.

2.3.3. Parametres hémodynamiques
L’hémodynamique invasive permet la mesure des pressions intraventriculaires et

caractérise finement les dysfonctions systoliques ou diastoliques.

Les souris ont été anesthésiées (Inactin® hydrate C-llIN, Sigma, 10 mg/kg/ IP) et la
carotide droite a été cathétérisée avec un micro-manometre de conductance miniaturisé pour
I'enregistrement de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque. La sonde est ensuite
placée dans le VG pour la mesure des pressions intraventriculaires gauche. Les courbes
pression-volumes sont relevées a I’état basal puis en augmentant la postcharge en occluant
délicatement I'aorte abdominale avec un coton-tige. Les data sont stockées et analysées avec
le logiciel conductance data acquisition and analysis de Millar. Enfin, les relations pression-

volumes en télésystole et télédiastole sont mesurées ou calculées (Figure 21).
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Figure 21. Prise de vue des courbes pression-volumes

A gauche : exemple de courbes pression-volume obtenue avec notre équipement. A droite :
représentation schématique de la courbe pression-volume. La contraction débute a partir du point A de
coordonnées (VTD (volume télédiastolique), PTD (pression télédiastolique)). La phase isovolumétrique
se passe entre le point A et le point B. Le volume ne change pas et la pression augmente, on obtient
donc une droite. Au point B, I’éjection ventriculaire rapide débute, conjointement avec une
augmentation de la pression. La contraction se termine jusqu’au point C de coordonnées (VTS (volume
télésystolique), PTD (pression télésystolique)). Du point C au point D se passe la phase de relaxation
isovolumétrique. Le volume ne change pas et la pression diminue, on obtient a nouveau une droite. Au
point D, la valve auriculo-ventriculaire s’ouvre et le remplissage diastolique commence. Du point D a A,
on observe la compliance générale du ventricule gauche, conséquence de la relaxation, et de la rigidité
de la chambre ventriculaire (c’est-a-dire la distensibilité passive) dans la seconde partie du remplissage
diastolique. Ainsi, le volume d’éjection systolique (VES) correspond a la distance entre les points VTD et
VTS. La fraction d’éjection est exprimée comme suit : FE = VES/VTD.

Ensuite, lors de la variation de la postcharge, on observe une relation entre le VTS et la PTS : plus la PTS
augmente, plus le VTS augmente. Au fur et G mesure des cycles cardiaques, les VTS obtenus selon les
différentes PTS se répartissent sur la droite d’élastance télésystolique, qui coupe I'axe des volumes a
distance de I'origine en un point appelé Vd.

2.3.4. Fonction coronaire isolée
La dysfonction endothéliale est décrite dans I'insuffisance cardiaque, mais également

dans le syndrome métabolique. L'étude de la fonction coronaire isolée par artériographie
permet d’évaluer la contraction ou la relaxation des vaisseaux soumis a différents

neurotransmetteurs.

La fonction endothéliale a été évaluée dans une artére coronaire isolée prélevée sur
un coeur placé dans un tampon Krebs froid et oxygéné. Un segment de 1.5-2 mm de l'artére
coronaire interseptale (diamétre interne <120um) a été monté sur un myographe (DMT,

Aarhus, Danemark). Aprés normalisation par équilibrage des pressions intra- et extra
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artérielles, la réponse a I'acétylcholine (10°a 3.10° mol/L) et la relaxation indépendante de
I’endothélium au nitroprussiate de sodium (SNP (10 a 3.10 mol/L)) ont été obtenues dans
des segments artériels pré-contractés avec de la sérotonine (10° mol/L). Dans certaines
expériences, la réponse a l'acétylcholine a été évaluée apres 35 min d’incubation avec
I'inhibiteur de la NO synthase L-NG-nitro-arginine (L-NNA, 10 mol/L) ou avec inhibiteur de la

nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphatase (NAPDH)-oxydase (apocynine, 104 mol/L).
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2.3.5. IRM

2.3.5.1. Matériel et anesthésie

BioSpec 47/40USR ‘;

Figure 22. IRM Brucker Biopsec 4.7 T/30 (Brucker, Allemagne) utilisée pour le petit animal

L’IRM est constituée de plusieurs parties : le tunnel de "'aimant dans lequel est introduit I'animal,
I'aimant supraconducteur qui produit le champ magnétique principal, qui est constant et permanent,
trois bobines de gradient de champ magnétique qui sont placées autour du tunnel de I'aimant. Chaque
bobine crée des variations d’intensité du champ magnétique grdce au passage d’un courant électrique
selon un axe qui lui est propre : la bobine X selon I’axe droite-gauche, la bobine Y selon I'axe avant-
arriére et la bobine Z selon I'axe haut-bas. Egalement, I'IlRM est composée de correcteurs de champ
magnétique dont le réle est de compenser les défauts d’inhomogénéité du champ magnétique
principal, des antennes capables de produire ou de capter le signal de radiofréquence.

Le principe de I'IRM repose sur le phénoméne de résonance magnétique nucléaire,
portant sur le couplage entre le moment magnétique du noyau des atomes et le champ
magnétique externe. En effet certains noyaux et particulierement I’hydrogene, possédent un
moment magnétique de spin. Soumis a un champ magnétique, les noyaux d’hydrogéne
présent dans le sang se distribuent en 2 populations tournant autour du champ magnétique
principal Bo avec un sens (précession) parallele ou antiparalléle. L'obtention d’une image est
permise par une modification du champ magnétique par induction d’'une onde de
radiofréguence Bi. Les noyaux d’hydrogéne reviennent a leur position initiale apres 'arrét de
I'onde B1 en émettant une onde de radiofréquence captée par I'antenne, traduisant ainsi le
mouvement du sang dans le tissu. Les protons ayant des comportements magnétiques
différents en fonction du tissu, ces différences génerent des images. Une nouvelle acquisition
est faite en marquant directement les atomes d’hydrogeéne des molécules d’eau de la zone
d’acquisition, ce qui permet la discrimination du bruit de fond lié aux spins statiques. La

différence entre ces deux acquisitions met en évidence le flux de sang dans les tissus, et par

101



conséquent la perfusion myocardique. Les acquisitions sont synchronisées au cycle cardiaque

grace a un systeme de monitorage (SA Instruments Inc., New-York, Etats-Unis).

La réserve coronaire est ensuite définie comme la différence entre la perfusion
maximale et la perfusion basale du VG, la perfusion maximale étant obtenue apres injection
de Dipyridamole (inhibiteur du transport des nucléosides et inhibiteur de Ia
phosphodiesterase 3, 2.5ug/kg, IP) entrainant une vasodilatation sélective des artéres
coronaires sans baisse de la pression artérielle systémique a la concentration utilisée pour la

mesure.

Les IRM ont été effectuées dans ce projet de recherche pour caractériser la perfusion
myocardique et en déduire la réserve coronaire, qui est impactée dans un contexte

d’insuffisance cardiaque.

Les IRM sont réalisées avec une IRM Brucker Biospec 4.7 T/30 (Brucker™, Allemagne)
(Figure 22). Les souris sont anesthésiées par IP d’hydrate de chloral (320 mg/kg, Sigma-Aldrich,

France).

2.3.6. Test a I'effort sur tapis de course
Le test d’effort a été réalisé au Service Commun d’Analyse Comportementale (SCAC)

de I'Université de Rouen Normandie, en utilisant un tapis de course avec une pente a 5%. Le
test d’effort est classiquement utilisé chez I’'Homme en cardiologie ou il est couplé a un
électrocardiogramme. L'objectif est d’augmenter le travail et la fréquence cardiaques, et par
conséquent la consommation en oxygene pour révéler une ischémie visible sur
I’électrocardiogramme. De plus, il est classiquement décrit que la capacité a fournir un effort
prolongé est diminuée dans un contexte d’insuffisance cardiaque. C’'est pourquoi nous avons
réalisé des tests a I’effort sur tapis de course dans nos deux modeles. Le test de I'étude 2 vise
a évaluer la fonction cardiaque a travers un test d’endurance, puis un test de stress, plus court
et avec une augmentation rapide de la vitesse de course. Le test d’endurance a été ensuite
adapté lors de I'étude 1 en augmentant la vitesse constante de maniére a raccourcir la durée

du test pour les animaux.
Etude 1 :

Les souris ont été familiarisées avec I'instrument pendant 3 jours (jour 1 : 10 min a 12
m/min, jour 2 : 10 min @ 9 m/min puis 10 min a 12 m/min, jour 3 : augmentation de 0 a 10
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m/min puis augmentation graduelle toutes les 2 min jusqu’a atteindre 25 m/min). Le test a
I'effort a été réalisé le 4°™ jour (10 min ) 12 m/min puis augmentation de la vitesse de 1.2
m/min jusqu’a une vitesse maximale de 32m/min). Le choc délivré a la souris si elle tombe sur
la grille est réglé comme suit : fréquence : 3 Hz, intensité : 4 mA). Le nombre de chocs cumulés
apparait par intervalle d’'une minute lors du test. Le critére d’exclusion retenu est un nombre

de chocs > 20 chocs/min.
Etude 2 :

Les souris ont été familiarisées avec le tapis de course pendant 2 jours consécutifs jusqu’a
ce qu’elles atteignent une vitesse maximale de 15 m/min pendant 10 min. Elles ont ensuite
réalisé un test d’endurance, avec une augmentation de la vitesse toutes les 30sec de 0 a 2.5
min jusqu’a obtenir une vitesse de 25 m/min, vitesse qui est ensuite maintenue pendant 57
min. Un test de stress a été également réalisée avec une augmentation de la vitesse de 2
m/min toutes les 2 min, avec une vitesse initiale de 13 m/min et une vitesse maximale de 35

m/min).
2.3.7. Test de stress

Lors de ce test de stress, les souris sont placées dans un « open field » équipé d’une
roue. Cette méthode permet d’évaluer différents aspects comportementaux chez la souris,
tels que le retard moteur, la réponse a la nouveauté, I'exploration mais également les
réponses au stress ou I'anxiété. Si le lien entre le stress et I'obésité a été décrit chez 'Homme,
il a également été suggéré chez la souris. En effet, apres 8 semaines de régime gras, Li et al.
ont observé des comportements d’anxiété et de dépression chez leurs animaux 223, Nous

avons souhaité évaluer ceci dans notre modéle de postménopause.

Le métabolisme énergétique a été évalué en utilisant un systeme de calorimétrie
indirecte combiné a une roue pour mesurer le VO, VCO,, dépense énergétique et activité
locomotrice. Les souris ont été acclimatées 8h avant le test dans des cages individuelles
équipées d’'une roue (PhenoMaster, TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Germany), avec un
acces libre a I'eau et la nourriture.

Les volumes d’0; et CO; ont été mesurés toutes les 10 min pour un total de 2 périodes
consécutives de 24h pour déterminer le VO3, VCO; et la dépense énergétique calculée comme
suit :
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Vco2
Dépense énergétique = V02 x (3.815 + (1.232 X

o ))) x 4.1868

L’activité locomotrice horizontale et verticale a également été évaluée par un systéme
de faisceau infrarouge multidimensionnel.
2.3.6. Histologie cardiaque

Les coeurs ont été prélevés et le VG, le VD et les oreillettes gauche et droite ont été
disséqués et pesés. Le VG, placé dans un cryotube, est ensuite temporairement stocké dans

de I'azote liquide le temps des expérimentations puis conservé a -80°C.

2.3.6.1. Quantification du collagéne par coloration au Rouge Sirius

L’augmentation de la fibrose interstitielle survient dans un contexte d’insuffisance
cardiaque 284, De plus, I'activation du RM a un effet pro-fibrotique. C’est pourquoi nous avons
évalué la fibrose cardiaque dans nos modeéles sur des coupes de VG, lieu majeur du

remodelage.
Etude 1 :

Des coupes de coeur de 5um sont réalisés au cryostat, puis colorées au rouge Sirius
pour permettre la détection des fibres de collagéne. Le rouge Sirius est un colorant acide
hydrophile qui permet une coloration des fibres de collagéne. Le principe est basé sur les
liaisons fortes entre les groupements acides sulfoniques présents dans le colorant et les
groupements basiques des fibres de collagene. Cette technique permet de permettre en
évidence principalement les fibres de collagéne de type |, mais également celles de type .
L'observation du collagene a été faite au microscope photonique, au grossissement x20, a une
lumiére d’environ 2.8, un temps d’exposition de 44 ms, avec un réglage automatique des
couleurs, avec entre 6 et 9 photos par région du ventricule gauche. La quantification est

ensuite réalisée sur le logiciel Image Pro.

2.3.6.2. Quantification des fibres de collagene | et Il

Etude 2 :

Lors de cette étude, nous avons souhaité obtenir une définition plus fine du collagéne
entre ciblant les fibres de collagéne | et lll, qui sont simultanément marquées par le Rouge
Sirius.
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La densité des fibres de collagéne de type | et Ill a été mesurée a partir de coupe de VG
de 6pum apres un blocage d’1 heure par la BSA (Bovin Serum Albumin) puis une incubation avec
les anticorps primaires anti-collagéne | (Collagen-I Abcam ab34710, rabbit, 1/1000) et anti-
collagéne Il (Collagen Il a1l NovusBio NPB126547, goat, 1/500). Les coupes ont ensuite été
rincées 3x5 min avec du PBS 1x puis incubées 30 min avec les anticorps secondaires (Donkey
anti-rabbit couplé au FITC (fluorescein isothiocyanate), Jackson Immunoresearch 711-095-
152, a une dilution de 1/400 et Donkey anti-goat Dylight-550, Interchil A50-201D3, 1/400).
L'analyse d’image a été réalisée en utilisant le logiciel Image J et la surface des fibres de

collagéne présente est exprimée sous forme de pourcentage.

2.3.6.3. Nombre de cardiomyocytes et densité capillaire

Comme évoqué précédemment, le nombre de cardiomyocytes ainsi que la densité
capillaire sont affectés en contexte d’insuffisance cardiaque. Afin de caractériser plus
finement l'insuffisance cardiaque observée dans nos modeles, nous avons marqué des coupes
de VG pour visualiser les membranes et les noyaux des cardiomyocytes ainsi que les parois

vasculaires.

Le nombre de cardiomyocytes, la section transversale moyenne (MCSA : mean cross-
sectional area) ainsi que la densité capillaire sont obtenus a partir des coupes de VG aprés un
bain de 10 min a I'acétone et une réhydratation dans un bain de PBS (phosphate-buffered
saline) pendant 10 min, suivi d’un blocage a la BSA 3% pendant 10 min. Les coupes ont ensuite
été incubées avec I'anticorps primaire rat anti-mouse CD31 (BD 553371, 1/100) pendant 1h.
Le CD31 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1) est exprimé de facon
ubiquitaire dans le compartiment vasculaire et est localisé principalement aux jonctions entre
les cellules adjacentes. Les coupes sont ensuite rincées 3x5min avec du PBS-2X et incubées
pendant 30 min dans I'obscurité avec I'anticorps secondaire (donkey anti-rat couplé a Cy3,
Jackson-Immunoresearch 712-166-153, 1/400). Les sections sont ensuite rincées 3x5min avec
du PBS 1X et incubées avec du FITC-WGA (Fluorescein Isothiocyanate - Wheat Germ
Agglutinin) (1/100) pendant 30 min. Le WGA permet la coloration de la matrice extracellulaire
et les membranes des cardiomyocytes et est couplé au fluorochrome vert FITC. Les coupes

sont rincées deux fois au PBS 1X (2x5 min) puis marquées par la coloration de Hoescht (1/10
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000, 2 min) permettant le marquage des noyaux. Les coupes ont été rincées 3x5 min avec du

PBS 1X, puis avec de I'H,0 and montées sur les lames Vectashield (Abcys, cat : H1000).

Les lames ont été observées sur microscope a fluorescence (Imager-Z1, ZEISS) au
grossissement x 40. L’analyse d’image a été réalisée en utilisant le logiciel Image J. Par champ,
chaque cardiomyocyte et chaque vaisseau est compté, et la surface des cardiomyocytes est
marquée point par point, puis calculée. La densité capillaire est exprimée comme le rapport

du nombre de vaisseaux sur le nombre de cardiomyocytes par champ.

2.3.6.4. Inflammation cardiaque : mesure des macrophages M1 et non-M1

L'insuffisance cardiaque est associée avec une infiltration macrophagique dans le
cceur. De plus, le réle du RM dans les macrophages semble impliqué dans la mise en place de
la fibrose cardiaque. C'est pourquoi nous avons souhaité mesure les macrophages M1 et non-

M1.

Les sections ont été lavées, rincées dans de I'eau ultrapure, et montées dans du
Vectashield. Pour la détection des macrophages totaux CD68* et des sous-populations de
macrophages CD206* (type non-M1) et iNOS* (type M1), les sections ont été incubées pendant
1 heure a température ambiante (TA) avec les anticorps primaires rabbit anti-mouse CD206
(Abcam, Ab64693) a la dilution x1/2500 et rat anti-mouse iNOS (Biolegend, 696802) a la
dilution x1/500, dans le tampon BSA-PBS a 1% avec 0,3% de saponine. Les sections ont été
lavées 3x5 min dans du PBS et incubées 30 min dans I'obscurité a TA avec des anticorps
secondaires donkey antirabbit-Cy3 (Jackson Immunoresearch, 711-605-152) a la dilution
x1/400 et donkey antirat AF488 (Jackson Immunoresearch, 712-546-153) a la dilution x1/400
dans le tampon BSA-PBS a 1% avec saponine. Les coupes ont été lavées 3x5 min dans du PBS.
La biotine et I'avidine endogénes ont été bloquées (par exemple, kit de blocage de la biotine
Dako, 10 min chacune). Les sections ont ensuite été incubées pendant 1h a TA avec des
anticorps primaires biotinylés rat anti-mouse CD68 (Miltenyi, 130-102-025) a la dilution
x1/200 dans du BSA-PBS a 1% avec saponine. Les sections ont été lavées 3x5 min dans du PBS
et incubées 30 min dans l'obscurité a TA avec des réactifs secondaires SA-Cy5 (A647)
(Interchim, FP-CA5640, FP-YE5081) a la dilution x1/1500 dans du tampon saponine BSA-PBS a
1%. Les sections ont été lavées 3x5 min dans du PBS et montées dans du Vectashield. Les
analyses d'images ont été réalisées a I'aide d'Imagel.
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La mitochondrie est le centre énergétique cellulaire, mais également le foyer principal
du stress oxydant 22>, Impliqué dans l'insuffisance cardiaque, et potentiellement soutenu par
I'activation du RM, ce stress oxydant a été caractérisé dans des mitochondries, mais

également dans le VG entier.
2.3.7. Mesure du stress oxydatif des mitochondries du ventricule gauche
2.3.7.1. Isolation des mitochondries, synthése d’ATP et production de ROS

Les mitochondries cardiaques subsacolemmales (SSM) et interfibrillaires (IFM) ont été
isolées selon le protocole établi par Palmer et al. afin d’évaluer la synthése d’ATP et la
production d’espéce réactives de I'oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS) mitochondriales
286 | es échantillons de VG fraichement prélevés ont été homogénéisés dans du tampon A (220
mM mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM Mops, 2 mM EGTA (ethylene glycol-bis(aminoethyl ether)
tetraacetic acid, 0.2% VSA, pH 7.4, 4°C) et centrifugés (500G, 10 min, 4°C). Les mitochondries
subsarcolemmales (SSm) ont été obtenues en pipettant les supernageants et ont les
centrifugeant (3000G, 10 min, 4°C). Les culots obtenus lors de l'isolation des SSM ont été
resuspendus dans du tampon B (100 mM KCI, 52 mM Mops, 2 mM EGTA, 0.2% BSA, pH 7.4,
4°C) contenant du Nagarse (5 mg/g de tissu). Les culots ont ensuite été resuspendus dans du

tampon B et lavés 2 fois.

Les mitochondries interfibrillaires (IFM) ont été obtenues en poolant les surnageants
restants et en les centrifugeant (3000G, 10 min, 4°C). Les culots de SSM et d’IFM ont été
resuspendus dans les tampons A et B respectivement (sans BSA et avec 0.5 EGTA). Ensuite, les
mitochondries isolées ont été incubées dans du tampon de respiration (10 min, 25°C) avec 10
mM glutamate et 4mM malate sous agitation continue pour éliminer les résidus ADP
(adénosine diphosphate) des échantillons. Ensuite, la production d’ATP a été commencée en
ajoutant 2 mM ADP et les mitochondries isolées ont été échantillonnées toutes les 20s jusqu’a
180s pour extraire I’ATP avec 500uL d’acide perchlorique (1N). Les échantillons ont ensuite
été centrifugés (10 000G, 5 min) et les surnageants ont été neutralisés par 5M de K2C03. Le
taux de production d’ATP dans les SSM et les IFM a été déterminé par un kit HSIl de
bioluminescence de I'ATP (Roche). Les culots obtenus aprés la 1°® centrifugation ont été
échantillonnés pour le dosage protéique et les résultats ont été exprimés en nmol d’ATP/mg

de protéines.
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La production de ROS a été évaluée dans les préparations mitochondriales par
spectroscopie de Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) en utilisant du glutamate (10
mM,), du malate (4mM) et de ’ADP (2 mM) 2%7,

2.3.8. Activité enzymatique mitochondriale
2.3.8.1.Etude 2

Les échantillons de VG ont été homogénéisés dans un tampon de lyse (5mM Tris-HCl,
Nacl, 0.9, 4°C) et centrifugés (600G, 10 min, 4°C). L’activité aconitase a été évaluée par
spectrophométrie en mesurant la formation de cis-aconitate pour l'isocitrate a 240 nm dans
une solution de réaction (50mM Tris-HCl, 30 mM isocitrate, 0.6 mM MnCI2 (pH 7.4) a 37°C.
L'activité fumarase a été évaluée en utilisant 50mM de L-malate, 50 mM de KH2PO4, pH 7.4 a
37°C d’aprés le protocole établi par Bradshaw et al. 2%,

2.3.9. Evaluation de I'expression génique par RT-gPCR

La RT-gPCR permet de faire une PCR (réaction en chaine par polymérase) quantitative
a partir d’'un échantillon d’ARN. En premier lieu, I’ARN est rétrotranscrit par I'enzyme
transcriptase inverse (aussi appelée rétrotranscriptase, RT), permettant la synthese de I’ADN
complémentaire. Ce dernier est ensuite utilisé pour réaliser une PCR quantitative, basée sur
la réaction en chaine par polymérase permettant d’évaluer la quantité initiale d’ADN en
mesurant le nombre d’amplicons (portion d’ADN définie par un couple d’amorces). La PCR est
dite « en temps réel » car elle permet de suivre en continu le processus d’amplification PCR
en détectant la fluorescence émise par les produits de PCR nouvellement formés. On peut

décomposer la PCR quantitative en trois étapes :

L'étape de bruit de fond : la quantité de fragment amplifié est insuffisante pour
générer un signal fluorescent supérieur au bruit de fond,

- L'étape de phase exponentielle de croissance : la quantité de fragment amplifié induit
un signal fluorescent détectable par I'appareil. Le nombre de produits amplifiés double
a chaque cycle.

- L'étape de plateau: I'amplification n’est plus exponentielle car certains réactifs

(particulierement la sonde) deviennent limitants.

Les échantillons d’apex du VG ont été décongelés, placés dans des tubes a billes avec

1mL de trizol (invitrogen) et homogénéisés avec un Precellys 24. Les broyats obtenus ont

108



ensuite été incubés 5 min a TA, puis 0.1mL de chloroforme a été ajouté, suivi d’'une nouvelle

incubation de 2 min a TA.

Les surnageants sont ensuite prélevés aprés centrifugation (12000G, 15 min, 4°C) et
incubés pendant 10 min avec de l'isopropanol (dont le volume est équivalent a celui du
surnegeant). Une 2°™¢ centrifugation (12 000G, 20 min, 4°C) permet I'obtention des culots
d’ARN, qui ont ensuite été lavés avec 0.5 mL d’éthanol a 75%. Une derniere centrifugation est
effectuée (7 500G, 5 min, 4°C), le surnageant est jeté et le culot d’ARN séché a I'air libre (5 a

10 min) avant d’étre dissous dans 30 uL d’eau RNAse-free.

La concentration et la qualité des ARN sont mesurées par spectrophotomeétre ND1000
(NanodropTechnologiesThermo Scientific, Etats-Unis) en déposant 2uL d’échantillon. Ensuite
le volume correspondant a 2ug d’ARN est prélevé et les tubes sont complétés jusqu’a 16ulL
avec de I'eau RNAse-free. Les échantillons sont ensuite traités pour éliminer I’ADN en utilisant
un mix contenant 2uL de DNase | (1U/uL) et 2 uL de tampon DNase 10X pendant 15 min a
température ambiante (TA). La DNAse | est ensuite inactivée par 2uL d’EDTA (acide éthylene

diamine tétra-acétique), suivi d’'une incubation des tubes a 65°C pendant 10 min.

Enfin, les ARN sont a nouveau dosés par spectrophotométrie et le volume
correspondant a 1ug est prélevé et placé dans un microtube. Dans chaque tube, le volume
d’ARN est complété avec de I'eau RNase-free pour atteindre un volume a 16.75ulL et un mix
de reverse transcription (RT) contenant des dNTP, amorces aléatoires, RNase out et du tampon
5X est ajouté. Les échantillons sont ensuite incubés pendant 5min a 65°C. Enfin, 1%L de

transcriptase inverse est ajouté (M-MLV Reverse transcriptase, invitrogen) (Tableau 10).

Ensuite, une nouvelle incubation d’'une heure a 37°C est réalisée, puis I'enzyme est
dénaturée en l'incubant 5 min a 95°C. Les ADN complémentaires ainsi obtenus sont congelés

a-20°C.

Les échantillons sont dilués au 1/10%™ dans de 'eau extra-pure. Puis 2.5uL d’ADNc
(ADN complémentaire, 1/10°™¢) est mélangé avec 7.5uL d’un mix contenant 1.5ulL d’eau ultra
pure, 5ulL du kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche), 0.5uL d’amorces sens et 0.5uL

d’amorces anti-sens (10uM) pour chaque gene ciblé.
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Les PCR sont effectuées sur un appareil de RT-CT (LightCycler 480 Roche) en plusieurs

étapes : dénaturation de I’ADN (95°C, 10 min), amplification, élongation.

Les résultats de RT-qPCR sont calculés par la méthode des AA®". D’abord, la valeur des
CT (Cycle Threshold) du gene d’intérét est comparée au CT du gene de ménage. Ensuite,
I’expression relative de ce AT est comparé au A" du géne de ménage. Enfin, I'expression

relative de ces AT est comparée a la valeur obtenue pour le groupe contréle.
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Tableau 10. Séquences des amorces utilisées pour la PCR

Tm Tm Taille
Nom Amorce sens amorc Amorce anti-sens amorce |ampli
e sens antisens | con
HPRT1 TTCTCCTTCCAGCACCTCGT 60.83 AAGGAGTGTCACCCTAGCCT 59.88 120
CTGF TGGCTTTTATACGCTCCGGG 60.18 GTGCCAGCTTTTTCAGACGG 60.04 167
LCN2 GTTTCTCCTCCCATCCGCTC 60.18 CCATAAAGAGGCCCCCTGAG 59.52 287
PAI-1 GCAGATCTTGGGTGGTCACA | 59.96 CCCATCCTGTCCCCCTCTTA 60.03 163
Rgs-2 CTCTAGAGGGCGCGGATTG | 60.01 CTCACTTCCAGACCCTTCGG 59.75 98
Sgk-1 CACCAGAGGGCACACATACA | 59.68 | AAAACTTGTTCACGGTGGCG 59.90 292
TGF-B TTGGTATCGGTCTGCTGCTG | 60.11 | GGAGGCATAGAGCGAAAGGT 59.53 439
NEPHRIN TCCTCCAGCTCTCGGGAATC | 60.76 | TGGTTTGTAGGCACGTGGAC 60.53 74
PODOCIN | TTCACGAGTGGATCGTCTGC | 60.11 | ACCCATCGGTTGGGATTACG 59.82 421
Ki-67 GCACGGTCAAATTGGGGTTC | 60.04 | AAGCTGGGGTACAAGGCAAT 59.59 475
KIM 1 ACCACGGGTTTCCTTCAGAC | 59.89 | AGCACTGGGAATGTGGACTG 59.96 306
coL1 AGGCTTTGGGATGTGTGAGG | 59.96 | TTGAAGTGCGTGCGAGTTTG 59.97 242
COL 3al GACATTGGCCCTGTTTGCTTT | 59.93 | TTGCAGATGGGCTAGACTTCAA | 59.69 338
coL4 TCTGCGAAGGTCCTGCAATG | 60.64 | CTATGCACTGCTGGGGAACA 60.04 361
Fibronectin | GGAAAAGTCCTGAGGTGGGG | 59.96 | GCATCTCTTTTGTTCGGGGC 59.83 335
F4/80 ATTCGGCTAAAGCTGGCGTA | 59.82 | GGACTGATGCAGTATGCCCA 59.82 155
TNF-a AGGCTGTCGCTACATCACTG | 59.83 | TTTTGTTCCACGGGGGTCTT 59.74 231
IL-1B TTCAGGGCAGGCATGCTAAC | 60.68 | TCCACTCAGCTGTTGCTTTCT 59.86 277
IL-6 ACATTGGGCCGTCATCACTT | 59.96 | GACTGGGGATGTCTGTAGCTC 59.59 481
MCP1 GGACATCACAAGATGGGACAC | 58.64 | TGGGGCTTTTATCGAGCATGT 60.06 183
RANTES CAAGGTCAGCCCTCCGATTT | 60.04 | AGCACCCCTGCAGATGATTC 60.11 413
ArGlul CTGGACCTGTGGTGTGTTGT | 60.11 | ACCACCCTTCGGATTTGACA 59.23 264
Tm Tm Taille
Nom Amorce sens amorce Amorce anti-sens amorce |amplicon
sens antisens
HPRT1 TTCTCCTTCCAGCACCTCGT 60.83 AAGGAGTGTCACCCTAGCCT 59.88 120
CTGF TGGCTTTTATACGCTCCGGG 60.18 GTGCCAGCTTTTTCAGACGG 60.04 167
LCN2 GTTTCTCCTCCCATCCGCTC 60.18 | CCATAAAGAGGCCCCCTGAG 59.52 287
PAI-1 GCAGATCTTGGGTGGTCACA | 59.96 CCCATCCTGTCCCCCTCTTA 60.03 163
Rgs-2 CTCTAGAGGGCGCGGATTG 60.01 CTCACTTCCAGACCCTTCGG 59.75 98
Sgk-1 CACCAGAGGGCACACATACA | 59.68 | AAAACTTGTTCACGGTGGCG 59.90 292
TGF-B TTGGTATCGGTCTGCTGCTG 60.11 | GGAGGCATAGAGCGAAAGGT | 59.53 439
NEPHRIN TCCTCCAGCTCTCGGGAATC 60.76 | TGGTTTGTAGGCACGTGGAC 60.53 74
PODOCIN | TTCACGAGTGGATCGTCTGC | 60.11 ACCCATCGGTTGGGATTACG 59.82 421
Ki-67 GCACGGTCAAATTGGGGTTC | 60.04 | AAGCTGGGGTACAAGGCAAT 59.59 475
KIM 1 ACCACGGGTTTCCTTCAGAC 59.89 | AGCACTGGGAATGTGGACTG 59.96 306
coL1 AGGCTTTGGGATGTGTGAGG | 59.96 | TTGAAGTGCGTGCGAGTTTG 59.97 242
COL 3al1 GACATTGGCCCTGTTTGCTTT | 59.93 | TTGCAGATGGGCTAGACTTCAA | 59.69 338
CoL4 TCTGCGAAGGTCCTGCAATG | 60.64 | CTATGCACTGCTGGGGAACA 60.04 361
Fibronectin | GGAAAAGTCCTGAGGTGGGG | 59.96 GCATCTCTTTTGTTCGGGGC 59.83 335
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F4/80 ATTCGGCTAAAGCTGGCGTA 59.82 GGACTGATGCAGTATGCCCA 59.82 155
TNF-a AGGCTGTCGCTACATCACTG 59.83 TTTTGTTCCACGGGGGTCTT 59.74 231
IL-1B TTCAGGGCAGGCATGCTAAC 60.68 TCCACTCAGCTGTTGCTTTCT 59.86 277
IL-6 ACATTGGGCCGTCATCACTT 59.96 | GACTGGGGATGTCTGTAGCTC 59.59 481
MCP1 GGACATCACAAGATGGGACAC | 58.64 | TGGGGCTTTTATCGAGCATGT 60.06 183
RANTES CAAGGTCAGCCCTCCGATTT 60.04 AGCACCCCTGCAGATGATTC 60.11 413
ArGlul CTGGACCTGTGGTGTGTTGT 60.11 ACCACCCTTCGGATTTGACA 59.23 264

2.3.10. Evaluation du stress oxydatif ventriculaire gauche par Résonance Paramagnétique
Electronique
La RPE caractérise la propriété de certains électrons a absorber, puis réémettre

I’énergie d’'un rayonnement électromagnétique lorsqu’ils sont placés dans un champ
magnétique. Seuls les électrons non appariés, présents dans les espéces chimiques
radicalaires ainsi que dans les sels et complexes des métaux de transitions présentent cette
propriété. Elle est utilisée afin d’évaluer les espéces réactives de I'oxygene dans différents

tissus, et ici dans le VG.

L’électron posséde un spin, qui est un moment angulaire de la particule en rotation sur
elle-méme ainsi gqu’'un moment magnétique, qui le fait se comporter comme une aiguille
électrons orientent leur moment

aimantée. Les magnétique parallelement ou

antiparallélement au champ magnétique qui correspond aux niveaux d’énergie a ou f.

La spectrométrie par RPE permet de mettre en évidence la présence d’électrons non-
appariés dans des solides, des liquides ou des gaz et de déterminer leur environnement. On
peut connaitre le type de noyaux atomiques a proximité de ces électrons non appariés et cela
peut permettre de déduire la structure d’'une molécule. Cette technique est particulierement

sensible du fait de I'importance du moment magnétique de spin de I'électron.

Pour les mesures, la fréquence de la source d’ondes est constante, et on fait varier le
champ extérieur. Lorsque I'écart entre les niveaux a et B devient égal a I'énergie hv des
photos, ceux-ci sont absorbés par phénomeéne de résonance. On utilise des micro-ondes de

fréquence d’environ 9.4 GhZ.

Un spectre de RPE révéle uniquement la présence de centres paramagnétiques (c’est-
a-dire possédant un moment magnétique permanent). Il s’observe donc uniguement avec une
substance contenant des électrons a spins non couplés (électrons célibataires). On retrouve
parmi celles-ci des atomes et molécules a nombre impair d’électrons, des molécules a nombre
pair d’électrons dans des états de multiplicité supérieure (triplet), des ions a couches
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électroniques internes incomplétes (ions de transition), des radicaux produits par des
rayonnement ionisants (CO;). Si I'on veut obtenir davantage de renseignements sur |'espece
paramagnétique individuelle, celle-ci doit étre diluée dans une matrice diamagnétique afin

d’éviter les interactions magnétiques avec les radicaux voisins.

Pour interpréter un spectre de RPE, on peut tout d’abord noter la position de la raie.

Cette position est définie par la condition de résonance : hv = g. B. Bo, avec

- h:constante de Planck

- B :magnéton de Bohr

- Bo:valeur du champ magnétique a laquelle il y a résonance, qui dépend de v

- v :fréguence des micro-ondes

-y : dépend de la structure électronique de I'espéce paramagnétique et de son

environnement local.
Le signal obtenu est proportionnel au nombre d’électrons paramagnétiques présents.

Afin de mesure le taux de radicaux libres de 'oxygéne présent dans les tissus
biologiques, on utilise une sonde capable de produire une réaction rapide avec les espéces
radicalaires impliquées dans le stress oxydatif. Elle est appelée Spin Probe et peut traverser
les membranes et se répandre dans I’environnement biologique sans qu’il y ait besoin
d’altérer ou de détruire la compartimentation cellulaire. On utilise du CMH (spin probe) mis

en exces.

Le signal du CM° observée est proportionnel a la quantité de CMH oxydé et radicalisé,

donc a la quantité de radicaux libres.

2.3.10.1. Collecte et préparation des échantillons

Les cceurs sont prélevés, découpés en 3 parties et congelés a -80°C. Une partie du
ventricule gauche est broyée dans 4 mL de tampon Krebs-HEPES (pH : 7.4), puis incubée a 37°C
pendant 60 min dans du tampon Krebs-HEPES contenant un chélateur de cuivre (DETC) et de
fer (déféroxamine, DFR) en exces, 30uL d’homogénat de tissu et 10uL de CMH (50mM). Le
tampon Krebs-HEPES est dégazé a I'azote de maniére a diminuer les taux d’oxygéne et ainsi
limiter I'oxydation du spin probe. Enfin, des contréles sont réalisés en absence d’homogénat
de tissu.
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A l'issue de lincubation, les homogénats sont récupérés dans des seringues et

immédiatement congelés dans |'azote liquide, puis stockés a -80°C, jusqu’a la mesure.

2.3.10.2. Mesure par RPE

Les carottes d’homogénat obtenues sont placées dans le champ magnétique du
spectrometre RPE tout en étant maintenues a la température de I'azote liquide. La mesure
permet I'obtention d’un spectre. La différence entre la valeur maximale et la valeur minimale
permet la quantification de I’échantillon et sera rapportée a la quantité de protéines dans

I’échantillon.

2.3.10.3. Quantification protéique et des espéces réactives de I’oxygene

La quantification des protéines dans les échantillons est réalisée par dosage de
Bradford. Une gamme de BSA est réalisée aux concentrations suivantes (ug/mlL) : 0, 2.5, 3.75,
5.75, 10, 15, 20, 30, 40. Les dilutions sont réalisées dans du PBS 1x. Les broyats de ventricule
gauche sont dilués au 1/40®™¢, Le blanc est ensuite soustrait a la valeur obtenue lors de la
mesure par RPE, puis cette valeur est divisée par la quantité de protéines précédemment

calculée.

2.3.11. Identification des protéines cardiaque par Western Blot
Le Western Blotting (transfert de protéines ou immunoblotting) est un test rapide et

sensible pour la détection et la caractérisation des protéines. Les protéines sont d'abord
séparées en fonction de leur poids moléculaire spécifique, généralement par SDS-PAGE
(électrophorése sur gel de polyacrylamide au dodécyl-sulfate de sodium). Les protéines sont
ensuite transférées ou électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose. La liaison non
spécifique des protéines est bloquée en utilisant une protéine générique non ciblée. Pour la
détection de la protéine cible, la membrane est successivement incubée avec un anticorps
primaire, un anticorps secondaire avec un conjugué (par exemple, la streptavidine), puis un

kit de détection.

2.3.11.1. Extraction protéique

Tout d’abord, un inhibiteur de protéase (cOmplet tablet, Roche) et un inhibiteur de
phosphatase (cOmplate tablet, Roche) sont ajoutés dans 10 mL de tampon de lyse Rippa (Lysis

M Reagent, Roche). Les échantillons sont dilués au 1/1000 dans des tubes avec billes, puis
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agités mécaniquement par Prescellys (Set: 6.5, Temps: 60 sec). Les échantillons sont
directement placés dans la glace puis centrifugés. Ces étapes sont répétées jusqu’a lyse
compléte des échantillons. Ensuite, une 2¢™¢ étape de lyse est effectuée avec du SDS 1% en

agitation sur roue tournante a 4°C pendant 1h.

La concentration protéique des échantillons homogénéisés est ensuite évaluée par
dosage de Bradford en utilisant le kit Pierce BCA Protein Assay Test (Thermofisher). Aprés
lecture, les échantillons sont tous dilués a la concentration de 5 ug/%L, aliquotés puis stockés

a-80°C.

2.3.11.2. Migration sur gel

Le bleu de charge est préparé (900uL de 4X Laemmli Sample Buffer (BioRAD) + 100uL
de B-mercapto-éthanol). On ajoute ensuite 15uL d’échantillon + 5uL de bleu de charge. Les
tubes sont ensuite centrifugés 30 sec a 1509 g puis vortexés. lls sont ensuite incubés a une
température et un temps dépendant de I'anticorps primaire utilisé. Les échantillons sont
ensuite a nouveau centrifugés, puis 7.5uL d’échantillons sont déposés dans un gel 4-10%, 26
puits, Criterion, et 5uL de marqueur de taille (Precision Plus Protein Dual Color Standard,
BioRAD). La migration est effectuée dans du tampon de migration Tris Glycine SDS 1X et a lieu

a 110V pendant 50min a 1h.

2.3.11.3. Transfert sur membrane

Le tampon de transfert utilisé est le Trans-Blot Turbo Transfer Buffer (BioRAD). Les
membranes de papier de nitrocellulose et le papier Wattman sont imbibées et placés a 4°C en
amont du transfert. Le gel est extrait et placé dans un bac d’eau milliQ. Le gel est ensuite activé
par rayonnement ultraviolet (UV) pour permettre ensuite la quantification des protéines
totales en stain free. On place ensuite dans la cassette de transfert 1 papier Wattman, 1
membrane de nitrocellulose, le gel et 1 papier Wattman, puis le transfert est effectué en
choisissant le programme mix molecule (7 min). La membrane est ensuite rincée 3x au TBS-T
(Tris-buffered saline-Tween) 1%, puis incubée pendant 1 heure sous agitation douce a TA avec
du TBS-T/BSA 5% ou du TBS-T/Lait 5% si on cherche a détecter une protéine phosphorylée.
Les membranes sont ensuite incubées avec l|'anticorps primaire, diluée selon les

recommandations du fabricant en over night a 4°C sous agitation douce. Les membranes sont
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ensuite rincées 3x au TBS-T 1% et 1x au TBS, puis incubées avec I'anticorps secondaire pendant

1h a TA, a des concentrations dépendantes de I'anticorps utilisé.

2.3.11.4. Révélation et quantification

La lecture des membranes est ensuite effectuée, et le traitement des images et la
guantification sont réalisés sur Image Lab. Les protéines totales sont évaluées par stain free.
Ensuite, la quantification de la bande protéique effectuée sur Image lab est divisée par la

guantité de protéines totales. Enfin, les contréles sont normalisés a 1.

2.4. Parametres rénaux

2.4.1. Mesure de la protéinurie
L’apparition de protéinurie, marqueur d’une dysfonction rénale et conséquence d’une

glomérulopathie, peut étre favorisée par l'obésité. Elle peut étre supportée par des
comorbidités fréquemment associées au syndrome métabolique telles que I’hypertension et
le diabete de type Il. Dans ce contexte, nous avons mesuré les taux d’albumine et de créatinine

urinaires dans notre modele d’insuffisance cardiaque induite par I'obésité.

Les souris ont été placées en cage métabolique pendant 12h a 16 puis 24 semaines afin
de collecter 'urine. Le volume d’urine est ensuite mesuré, puis les taux d’albumine et la
créatinine sont mesurés en utilisant I'iDexx Catalyst Dx (Paris, France). Le fonctionnement des
plaguettes est similaire a celui précédemment décrit. Les taux d’albumine et de créatinine

obtenus sont ensuite rationalisés en fonction du volume d’urine et normalisés a 24h.

2.4.2. Evaluation de I'expression génique par RT g-PCR
L’évaluation de I'expression génique par RT g-PCR a été réalisée suivant le méme

protocole que décrit pour le ventricule gauche en section 2.3.9.

2.6. Analyses statistiques
Les données sont exprimées en tant que moyenne % erreur type a la moyenne (ETM,

calculé comme : ETM = écart-type / racine(nombre) et analysées avec GraphPad Prism 7.04.
Dans toutes les expériences, n représente le nombre de souris ou le nombre de mesures. Le
test de Shapiro-Wilk a été utilisé pour vérifier la distribution normale et les variances ont été
estimées. Avant le traitement a la finérénone et pour la comparaison des mémes parametres

apres le traitement, le test t de Student a été utilisé. Aprés le traitement a la finérénone, un
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1-way ANOVA suivi du post-test de Tukey a été utilisé. Les différences entre les groupes
expérimentaux ont été considérées comme statistiquement significatives a partir des valeurs
de P < 0,05. Les données relatives a l'activité spontanée et a la dilatation médiée par le flux
ont été évaluées par une analyse multivariée utilisant la modélisation linéaire généralisée avec
le progiciel R 3.1.4 (The R Foundation for Statistical Computing, http://www.r-project.org). Les
différences entre les groupes ont été évaluées a l'aide de tests de rapport de vraisemblance

et du test de Wald. Les distributions des résidus ont été vérifiées comme suit :

1) Absence de valeurs aberrantes, les valeurs minimales et maximales du résidu
normalisé étant comprises entre [3, +3],

2) Distribution normale avec une moyenne = 0 et une variance constante,

3) Graphiquement au moyen de Qplot.

La multi-colinéarité a été testée en utilisant les statistiques de colinéarité (facteur de

variance).

117



Chapitre 3. Résultats
3.1. Etude 1

Il a été montré que I'incidence d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée
augmente chez les individus obéses ou atteints de syndrome métabolique. A ce jour, aucun
traitement n’apporte de solution satisfaisante face a cette pathologie complexe, présentant
de nombreuses comorbidités telles que I’hypertension ou le diabéte de type II. C'est pourquoi
I'objectif de cette étude est d’évaluer I'effet de la finérénone sur un modele murin de

dysfonction diastolique associée a 'obésité.
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FINERENONE IMPROVES THE CARDIAC BENEFITS OF A RETURN TO STANDARD DIET IN THE MOUSE
MODEL OF HIGH-FAT DIET-INDUCED OBESITY

INTRODUCTION

Patients with type-2 diabetes or obesity display a higher prevalence of cardiovascular morbidity
and mortality 26228920 This augmentation is supported by left ventricular (LV) dysfunction and
endothelium dysfunction, together with cardiovascular remodeling. Inappropriate mineralocorticoid
receptor (MR) activation has been shown to promote cardiovascular remodeling in experimental
models 64277291 (Clinical trials such as RALES, EPHESUS and EMPHASIS-HF using MR antagonists
showed the benefits of spironolactone and eplerenone in reducing the cardiovascular mortality among
patients with heart failure with reduced ejection fraction ##252, Moreover, a retrospective analysis of
the TOPCAT clinical trial showed that spironolactone was beneficial in American patients with heart
failure with preserved ejection fraction. However, the secondary effects associated with the use of
steroidal MR antagonists and mainly hyperkaliemia restrained their use °,

Finerenone, a novel selective non-steroidal MR antagonist has been developed to limit the
occurrence of these secondary effects and has shown benefits in experimental models. The aim of this
study is to evaluate the effect of finerenone in a mouse model of diastolic dysfunction caused by
obesity, followed by a normalization of the diet associated with the treatment.

METHODS
Animals

Experiments conformed to the 2010-63 European Union Directive, the national Institutional Ethics
Committee and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the US National Institutes of
Health (CENOMEXA C2EA-54). Wild-type mice on B6D2 background (Janvier, Le Genest-Saint-Isle,
France) were housed five per cage on light—dark cycle 12—-12 h at room temperature 22 * 2°C, with
access to food and water ad libitum. Mice 9-week-old were separated in 2 groups and fed a standard
diet (CTL, A3 SAFE, France) or a high-fat diet (HFD; 60%). The weight of the mice was monitored weekly,
and the cardiac function was monitored by ultrasound at 3,6,9,12,16 weeks after the start of HFD.
After 16 weeks, the mice in the HFD groups were separated into 3 groups:

- HFD mice staying on the same diet as previously (H)
- HFD-Stop mice, put back on standard diet (HS)
- HFD-Stop+Fine mice, put back on standard diet treated with finerenone (1mg/kg/d) (HSF)

The metabolism and cardiac function of the mice were monitored for 8 weeks to study the
beneficial effect of the diet standardization, associated or not with the finerenone treatment.

Statistics

Data are expressed as mean + standard error of the mean and analyzed with GraphPad Prism
7.04. Shapiro-Wilk test was used to verify normal distribution. At 16-week, unpaired Student’s t-test
test was used to compare CTL and HFD. After 24-week, one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test was used. The differences between experimental groups were considered statistically significant
from values of P < 0.05.
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RESULTS
16 weeks of HFD induced heart failure with preserved ejection fraction

Male mice were given a high fat diet (HFD; 60% calories from fat) ad libitum for 16 weeks starting
at the age of 9 weeks, resulting in constant weight gain (fig. 1A) with an increase in body fat and a
reduction in lean body mass (Table 1). Overweight mice showed fasting increased glycaemia (Table 1)
associated with decreased insulin sensitivity (fig.1B), as well as increased plasma total cholesterol (CTL
2.14+0.04, HFD 3.80+0.29 mmol/L, n=4/group, *p<0.05). The cardiac function was determined by
ultrasound between 6 and 16 weeks of HFD. The LV fractional shortening (FS; an index of the ejection
fraction, calculated as the ratio of the end-diastolic over the end-systolic diameters), was not modified
during this period (Table 1). In contrast, from 9 weeks of HFD, a reduction in the LV stroke volume was
measured (Table 1).

Table 1. Global metabolism and cardiovascular function after 16 weeks of HFD

C H
Metabolic parameters
Body weight, g 35.5+0.5 49.1+0.4%**
Fat mass, % 19.3+0.9 35.5+0.3***
Lean mass, % 70.3+0.8 57.6+0.3%**
Water, % 60.7+£1.2 50.6+0.4***
Fasting glycemia, g/L 6.75%0.27 9.01+0.79**
Echocardiography
LVEDD, mm 3,8+0,1 3,6+0,1
LVESD, mm 2,3+0,1 2,1+0,1*
FS, % 3943 43+1
SV, mL/beat 0,083+0,003  0,075+0,003*
CO, mL/min 101,545,2 92,1+3,9
E/A 1.48+0.13 1.51+0.10
Invasive Hemodynamic
SBP, mmHg 98.6+2.1 104.845.9
DBP, mmHg 58.5+2.4 66.5£5.5
dP/dt max 69721863 77411895
dP/dt min 64541700 62114688
Tau % 4.310.2 4.9+0.3
Tau-e 5.810.4 6.610.4

The body composition and body weight were measured 16 weeks after the start of the protocol by echo
MRI (boby weight, fat mass, lean mass, free water); n=28, 50. A blood sample was collected from the
tail vein in fasted mice 16 hours before testing, to measure fasting glycemia; n=10, 10. The cardiac
function was measured by echocardiography, to get left ventricle end-diastolic diameter (LVEDD), left
ventricle end-systolic diameter (LVESD), these measurements were used to calculate fractional
shortening (FS). Doppler measurements were used to calculate the stroke volume (SV) and Cardiac
output (CO); n=9, 4. Mice were catheterized in the left ventricle to measure cardiac hemodynamics such
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as systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), dP/dT min, dP/dT max as well as
constant of relaxation Tau % and Tau-e. Data are shown as mean+SEM ;*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
vs CTL

Despite a preserved EF, the reduction in stroke volume suggested an impaired heart function.
Providing greater precision, LV catheterization revealed diastolic dysfunction in overweight mice.
Indeed, while there was no difference in peripheral arterial pressure (Table 1) nor in the LV end-systolic
pressure (LVESP) (fig. 1C), the overweight induced an increase in LV end-diastolic pressure (LVEDP) i.e.,
LV filling pressure (fig. 1D). In addition, no change in LV systolic contractility (LV end-systolic pressure-
volume relation, LVESPVR) was observed in HFD compared to CTL mice (fig. 1E), but the LV diastolic
compliance (LV end-diastolic pressure-volume relation, LVEDPVR) was altered (fig. 1F).

MRI measurements of the LV basal perfusion (fig. 1G) and of the LV perfusion after intraperitoneal
administration in the same mice of ATL313, an agonist of the A2a adenosinergic receptor that induces
vasodilatation, showed no difference between HFD and CTL mice, nor the calculation of the coronary
reserve as the delta between the perfusion under ATL313 and the basal perfusion (fig. 1H). However,
the exercise capacity during an exercise test on treadmill was reduced in HFD compared to CTL mice
(fig. 11).

In summary, 16 weeks of HFD induced LV diastolic dysfunction with preserved ejection fraction.
Thereafter, in comparison with mice kept on a HFD, we investigated the improvement in heart function
in mice returned on a standard diet (HFD-Stop), and the possibility of additional benefits by an eight-
week concomitant treatment with finerenone (HFD-Stop+Fine, 1 mg/kg/day).
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Figure 1. Global metabolism, heart function and exercise capacity after 16 weeks of HFD.

Panels A to | show mice in the CTL (dark, circle- C) and in the HFD (red, square- H) groups. A) 16 weeks
weight tacking curves (n=15, 50). B) Insulin tolerance test (ITT) (n=10/group). (C-F) Invasive
hemodynamic (n=9, 4) showing C) left-ventricular end-systolic pressure (LVESP), D) left-ventricular end-
diastolic pressure (LVESP) i.e., LV filling pressure, E) left-ventricular end-systolic pressure- volume
relation (LVESPVR) i.e., LV contractility, and F) left-ventricular end-diastolic pressure- volume relation
(LVEDPVR) i.e., LV compliance which is impaired in the HFD group. (G-H), MRl measurements
(n=10/group) showing G) LV basal perfusion, and H) the coronary reserve as the delta between LV
perfusion under ATL313 that induces vasodilatation and LV basal perfusion. I) Distance traveled during
a treadmill test (n=10/group). Data are presented as scatter plot and/or mean + SEM. Statistics:
ANOVA-repeated measures for panels A and B and Student’s t-test for panel C to | with *P<0.05,
**P<0.01 and ***P<0.001 vs CTL.

8 weeks of returning to standard diet improved heart function with additional benefits in the
presence of concomitant finerenone treatment

After 3 weeks of interruption of the HFD in the HFD-Stop and in the HFD-Stop+Fine groups, mice
showed a significant weight loss compared to the HFD group. Afterwards and until the end of the 24
weeks of the protocol, the evolution of their weight-tracking curve was identical to that of the CTL
mice (fig. 2A). Returning to the standard diet versus maintaining the HFD induced a reduction in body
fat and an increase in lean body mass (Table 2), which was confirmed by weighing the subcutaneous
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fat at the time of the sacrifice (Table 2). Returning to the standard diet improved the fasting glycaemia
in mice (Table 2), as well as their insulin sensitivity (fig. 2B), without additional benefit in response to
finerenone treatment. In the same extent, after 24 weeks of HFD, mice had increased plasma total
cholesterol and triglycerides levels, as well as increased plasma leptin levels, which were all improved
after 8 weeks of returning to a standard diet (Table 2).

Table 2. Global metabolism and cardiovascular function at the end of the protocol

C H HS HSF
Metabolic parameters
Body weight, g 40.4£1.3  52.31£1.0%** 38.0+1.0tt+ 39.2+0.9tT+
Subcutaneous fat, mg 610165 2139+167*** 3814527t 454+71ttt
Fat mass, % 26.2+1.2 42.0+0.8*** 23.8+1.27TT 25.7+1.2%%+
Lean mass, % 71.6x1.1 57.6+0.9*** 74.3+0.9tt+ 72.2+¢1.1%%t
Water, % 64.1+t0.9  52.2+0.8*** 66.4+0.8t7+ 64.8+1.1t7+
Fasting glycemia, g/L 7.23+0.32 10.32+0.41*** 8.62+0.28t 9.20+0.31
Plasma cholesterol, mmol/L 1.91+0.07 3.75+0.11*** 1.87+0.961++ 1.88+0.101++
Plasma triglycerides, mmol/L 1.17+0.10 1.66+0.13** 0.96+0.14tt 1.10+£0.13%
Leptinemia, pg/mL 80+19 272431 %** 7211+ 2418ttt
Echocardiography
LVEDD, mm 4.2+0.1 4.210.1 4.2+0.1 4.1+0.1
LVESD, mm 2.510.1 2.610.1 2.510.1 2.310.1
FS, % 4211 38+1 4112 4541 tt
SV, mL/beat 0.089+0.0 0.080+0.002 0.09510.004 0.094+0.004t
CO, mL/min 48.712.3 40.4+1.2 * 46.1+1.8 47,942 3%
E/A 1.45+0.10 1.58+0.09 1.43+0.12 1.35+0.07
Invasive Hemodynamic
SBP, mmHg 98.5+5.5  95.0%3.7 92.2+3.1 95.0+4.5
DBP, mmHg 63.1+4.3 60.9t2.9 56.91+2.1 62.3+4.1
dP/dt max 7277320 7617+311 76194411 75754351
dP/dt min 6562+290 63961283 6302+299 6922+507
Tau % 4.28+0.24 4.31+0.28 4.1740.32 3.76+0.19
Tau-e 5.93+0.31 6.03+0.36 5.78+0.44 5.1610.23

The body composition and body weight were measured 24 weeks after the start of the protocol by echo
MRI (body weight, fat mass, lean mass, free water). Cholesterol, triglycerides and leptinemia were
measured in plasma. The cardiac function was assessed by echocardiography to measure left ventricle
end-diastolic diameter (LVEDD), left ventricle end-systolic diameter (LVESD), these measurements were
used to calculate fractional shortening (FS). Doppler measurements were used to calculate the stroke
volume (SV) and Cardiac output (CO). Before sacrifice, mice were catheterized in the left ventricle to
measure cardiac hemodynamics, systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), dP/dT
min, dP/dT max as well as constant of relaxation Tau % and Tau-e; n=14, 10, 15, 13 for the respective
CTL, HFD, HS and HSF groups. Data are shown as mean+SEM; **P<0.01, ***P<0.001 vs CTL; tP<0.05,
11P<0.05, TT1P<0.001 vs HFD.
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After 24 weeks of continuous HFD, echocardiography revealed a decrease in LV fractional
shortening, LV stroke volume and cardiac output (Table 2). Returning to a standard diet for 8 weeks,
after 16 weeks of HFD, improved these parameters only with concomitant finerenone treatment (Table
2). LV catheterization showed no difference in systolic parameters between groups (fig. 2C and 2E). On
the other hand, the hemodynamic invasive data highlighted that only finerenone treatment reduced
the increased LV filling pressure (fig. 2D) of HFD mice. Moreover, finerenone treatment induced a more
marked improvement in LV diastolic compliance (fig. 2F) than solely interrupting the enriched diet.

The MRI measurement of the basal perfusion (Fig. 2G) showed no difference between the groups
after the 24 weeks of the protocol. The measurement of the maximal perfusion allowed calculating a
decrease in the coronary reserve in HFD mice and in HFD-Stop mice put back for 8 weeks on a standard
diet (fig. 2H), which only finerenone treatment made it possible to improve (fig. 2H). The exercise
capacity on treadmill was reduced in HFD compared to CTL mice (fig. 21), and significantly improved
after returning to the standard diet with concomitant finerenone treatment (fig. 21).
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Figure 2. Global metabolism, heart function and exercise capacity after 16 weeks of HFD followed by
a return to standard diet with or without concomitant finerenone treatment.

Panels A to | show mice in the CTL (dark, circle- C), HFD (red, square- H), HFD-Stop (diamond, blue- HS)
and HFD-Stop+Fine (triangle, green- HSF) groups. A) 24 weeks weight tacking curves (n=15, 15, 17, 18).
B) Insulin tolerance test (ITT) (n=10/group). (C-F) Invasive hemodynamic (n=6 to 10/group) showing C)
left-ventricular end-systolic pressure (LVESP), D) left-ventricular end-diastolic pressure (LVESP) i.e. LV
filling pressure, E) left-ventricular end-systolic pressure- volume relation (LVESPVR) i.e. LV contractility,
and F) left-ventricular end-diastolic pressure- volume relation (LVESP) i.e. LV compliance which is
impaired in the HFD group. (G-H) MRI measurements (n=>5 to 9/group) showing G) LV basal perfusion,
and H) the coronary reserve as the delta between LV perfusion under ATL313 that induces
vasodilatation and LV basal perfusion. 1) Distance traveled during a treadmill test (n=15 / group). Data
presented as scatter plot and/or mean *+ SEM. Statistics: ANOVA-repeated measures for panels A and
B; Student’s t-test for panel C to I, **P<0.01 and ***P<0.001 vs CTL; one-way ANOVA + Tukey’s post-
hoc for panel C to I, t1P<0.05, 11P<0.01 and t11P<0.001 vs HFD and S P<0.05 vs HFD-Stop.

Adverse interstitial collagen remodeling was improved upon return to standard with additional
improvement upon concomitant finerenone treatment

Mean heart weight over tibia length ratios was slightly increased in mice from the HFD group
compared to CTL mice (Table 3). Measurement of LV cardiomyocytes mean cross sectional area did
not show difference between the groups (Table 3), but the capillary density was increased in mice on
HFD in comparison with CTL mice, as well as in comparison with mice returned on standard diet with
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or without finerenone treatment (Table 3). Interestingly, transmitted light microscopy analysis of Sirius
red staining of LV sections showed that interstitial fibrosis was increased after 24 weeks of HFD (Fig.
3A), with comparatively lower collagen density in the LV of mice returned on standard diet (Fig. 3A).
With more astringency, polarized light microscopy analysis showed a more pronounced beneficial
effect for the decrease in LV interstitial collagen in mice concomitantly treated with finerenone (Fig.
3B).
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Figure 3. Interstitial collagen density after 16 weeks of HFD followed by a return to standard diet
with or without concomitant finerenone treatment.

Panels A and B show microscopic analysis after Sirius red staining of LV section from mice in the CTL
(dark, circle- C), HFD (red, square- H), HFD-Stop (diamond, blue- HS) and HFD-Stop+Fine (triangle,
green- HSF) groups (n=14, 10, 10, 10) in A) transmitted light (TL) (magnification x20) and B) polarized
light (PL) (magnification x10) (Panel C). Data presented as scatter plot and mean + SEM. Statistics:
Student’s t-test ***P<0.001 vs CTL; one-way ANOVA + Tukey’s post-hoc, T11P<0.001 vs HFD and 55
P<0.01 vs HFD-Stop.
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Table 3. Cardiac morphometry

C H HS HSF
Heart weight and ratio
Heart, mg 188+3 201+5* 21145 20213
LV, mg 14142 152+5%* 159+4 153+3
RV, mg 39+2 40+1 41+1 39+1
Tibia length, mm 18.8+0.1 18.9+0.0 18.9+0.1 18.9+ 0.1
Heart / tibia length 10.0+0.2 10.7+0.3* 11.1+0.2 10.7+£0.2
LV / tibia length 7.5£0.1 8.1+0.3 8.4+0.2 8.1+0.1
RV / tibia length 2.1+0.1 2.1+0.1 2.2+0.1 2.1+0.0
Histology
MCSA 38663+1695 38355+1646 391051971 37814+1226
Capillary density 1.21+0.05 1.39+0.04* 1.21+0.05% 1.23+0.05%

The weight of the heart, VG and VD were weighed and compared to the size of the tibia; n=18, 15, 17,
15. Histology of frozen section were used to measure myocyte cross-sectional area (MCSA) n= 10, 10,
10, 9 and Capillary density n= 11, 11, 11, 11. Data are shown as mean+*SEM *P<0.05, vs CTL; 1P<0.05,
vs HFD.

Increased phospholamban phosphorylation in mice fed a HFD and PTP1B expression and Akt
phosphorylation are modulated in mice treated with finerenone

The expressions of proteins involved in calcium handling in the cardiomyocyte were measured.
There was no difference between groups in the expression of the RYR2 channel (ryanodine receptor
2) (fig. 4A) involved in calcium release from the sarcoplasmic reticulum, which is necessary for the
contraction. The expression of the SERCA2A pump (sarco-endoplasmic reticulum Ca*-ATPase 2A),
involved in the return of calcium to the reticulum during relaxation in diastole, was not modified (fig.
4B). The expression of the CamKII kinase (Ca?*-calmodulin kinase type-2), involved in enhancing the
activity of SERCA2a, was not modified either (fig. 4C). On the other hand, increased phosphorylation
of the phospholamban was demonstrated in the LV of mice fed a HFD (fig. 4D, 4E, 4F), likely to allow a
better activity of the SERCA2a pump with which it is associated in order to support the diastolic
function in overweight mice.

We then measured the expression of the phosphatase PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B)
reported as a transcriptional MR target 2°2. PTP1B expression was increased in obese mice compared
to mice under finerenone treatment and compared to CTL mice (Fig. 4G). The phosphorylation on Tyraz4
residue of the Akt kinase (protein kinase B) was then evaluated, and the ratio of phosphorylated-
Akt/Akt was shown to be increased in mice back to a standard diet with concomitant finerenone
treatment (fig. 4H, 4l, 4)).
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Figure 4. Western blots from LV extracts after 16 weeks of HFD followed by a return to standard diet
with or without concomitant finerenone treatment.

Panels A to F show proteins involved in Ca2+ fluxes in the LV of mice from the CTL (dark, circle- C), HFD
(red, square- H), HFD-Stop (diamond, blue- HS) and HFD-Stop+Fine (triangle, green- HSF) groups. A)
Sacroplasmic ryanodin receptor 2 (RYR2), B) sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 2A (SERCA2A),
C) Ca2+-calmodulin kinase type-2 (CamKll), D) phosphorylated phospholamban (p-PLB), E) total
phospholamban (PLB), and F) the p-PLB/PLB ratio. Panel G to J show the expression of G) the protein
tyrosine phosphatase-1B (PTP1B) and of H) its phosphorylated AKT-kinase target (p-AKT), 1) total AKT-
kinase (AKT), and J) the p-AKT/AKT ratio. Data expressed as fold of CTL are presented as scatter plot
and mean * SEM. Statistics: Student’s t-test, *P<0.05, **P<0.01 vs CTL,; one-way ANOVA + Tukey’s post-
hoc, TP<0.05, 11P<0.01 vs HFD and S P<0.05 vs HFD-Stop.

DISCUSSION

To date, no pharmacological treatment has shown clear benefits in the management of
patients with heart failure with preserved ejection fraction associated with obesity or metabolic
syndrome. In this model of high-fat diet-induced diastolic dysfunction, we have shown the benefits of
the mineralocorticoid receptor antagonist finerenone on cardiac dysfunction.

Sixteen weeks of HFD leads to an increase in body weight, which results in an increase in the
percentage of fat mass, and a decrease in the percentage of lean mass. This weight gain is accompanied
by an increase in cholesterol concentration and a tendency to increase triglyceride concentration. In

addition, there is an increase in fasting hyperglycemia and a decrease in insulin sensitivity. Bostick et
128



al. showed an increase in the weight of mice associated with an increase in visceral fat after 16 weeks
of fatty diet ?°L. In addition, Roche et al. showed an increase in weight associated with fasting
hyperglycemia, hyperinsulinemia, and an increase in free fatty acids and low-density lipoproteins %,
Altogether, these results suggest the development of a metabolic syndrome associated with diastolic
dysfunction after 16 weeks of HFD.

This metabolic syndrome is associated with signs of diastolic dysfunction. Bostick et al. show
similar results, using 3-week-old female C57BI6 mice fed a high-fat, high-sucrose and high-fructose diet
for 16 weeks. The mice displayed diastolic dysfunction, supported by an increased myocardial
performance index, heart rate, and altered diastolic septal ring wall displacement (E'/A'), with no
change in arterial pressure or E/A ratio %*. In addition, Roche et al. showed, for 6- to 8-week-old male
FVB/N mice fed a HFD (60%) for 16 weeks an increase cardiac rigidity (Roche et al 2015), also without
change in blood pressure 28,

At the end of the 24-week protocol, we observed for the HFD group an increase in total weight,
a decrease in insulin sensitivity accompanied by an increase in fasting glycemia, as well as an increase
in plasma cholesterol concentration. In addition, an increase in plasma leptin concentration was
observed in the HFD group. Concerning cardiac function, we observed a deleterious increase in filling
pressure and cardiac compliance. In addition, echocardiographic analyses showed a decrease in
cardiac output, supporting the decrease in coronary reserve assessed by MRI. Finally, exercise capacity
for the HFD group remained decreased compared with the CTL group. All together these highlight the
deterioration of cardiac function.

Moreover, normalization of the diet leads to a maintenance of the significant increase in left
ventricular pressure at tele-diastole compared with the CTL group, as well as a maintenance of the
significant increase in the pressure-volume relation in telediastole compared with the CTL group. The
latter parameter, however, showed lower values than those observed for the HFD group, showing that
discontinuation of the fatty diet has a relative beneficial effect on diastolic dysfunction and that a
reverse effect of deleterious effects is still possible at this point. The addition of finerenone treatment
to diet normalization shows supplemental beneficial effects such as decrease in LV pressure in
telediastole and improved filling pressure than diet normalization alone. Moreover, the addition of
finerenone treatment lead recovery of coronary function and increase in exercise capacity. these
results reinforce the hypothesis that finenerone treatment provides better improvement in cardiac
function.

Finally, the presence of cardiac hypertrophy that is not found for the HS+Fine group, suggest
that discontinuation of the HFD diet alone, in the context of chronic heart failure, leads to adverse
pathophysiological adaptations, which are partially ameliorated by treatment with finerenone. The
cardioprotective effect of finerenone has also been demonstrated in the laboratory for Zucker fa/fa
rats or study by Youcef et al. showing that eplerenone is associated with improved metabolic
parameters and preservation of systolic and diastolic function mainly in obese rats 1°42%, In addition,
eplerenone delayed cardiac remodeling and the development of heart failure in both obese and non-
obese rats .

Jia et al. conducted a study in female mice fed a high-fat, high-carbohydrate diet for 16 weeks,
leading to the development of diastolic heart dysfunction with prolonged relaxation time and
increased left ventricular filling pressure. These findings were associated with cardiomyocyte
hypertrophy and increased interstitial fibrosis. Interestingly, the same diet fed to endothelial cell MR
KO mice prevented diastolic dysfunction and resulted in improvement of the previously discussed
parameters suggesting the deleterious effects of MR overactivation on cardiac function 2,
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Furthermore, these results were associated with a decrease in cardiac oxidative stress and
macrophagic infiltration as well as an improvement in insulin signaling 2°*. Thus, it can be hypothesized
that the improvement in cardiovascular function observed in our study might be mediated by the
blockade of endothelial cell MR by finerenone. Moreover, these results are consistent with those
observed in our study in ovariectomized mice where the study of coronary function showed an
improvement by finerenone treatment, mediated in part by the reduction of oxidative stress 2%*. This
decrease of oxidative stress and the decreased of inflammation could play a beneficial role in
cardiovascular function by an increasing *NO biodisponibility. This hypothesis is supported by the
improved coronary reserve observed only on finerenone treated mice

In HFD mice, an increase in left ventricular interstitial fibrosis is observed compared with the
CTL group, and only the HS+Fine group shows a decrease in this parameter. These results suggest that
the improvement in cardiovascular function observed only in the treated group would be, in part,
mediated by the anti-fibrotic effect of finerenone. Because the RT-qPCR results in the left ventricle did
not show a significant difference in TGF-B expression as described 2%, it can be assumed that the pro-
fibrotic effect observed in our model is mostly mediated by overactivation of the renin-angiotensin-
aldosterone system.

Regarding the improvement of metabolic parameters, the decrease in insulin sensitivity that
we observe in our model could be mediated by the increased expression of PTP1B, which is a negative
regulator of the insulin signaling pathway. This increase in PTP1B expression could be mediated in part
by an increase in reactive oxygen species. In addition, the improvement in insulin sensitivity after
treatment with finerenone suggests a potential beneficial effect of finerenone on the regulation of
PTP1B expression. Furthermore, Marzolla et al. previously showed in mice with high-fat diet-induced
obesity and decreased insulin sensitivity that treatment with finerenone improved metabolism
through activation of AMP-activated protein kinase, which stimulates activation of adipose triglyceride
lipase, with a consequent increase in UCP-1 expression in brown adipocytes 2%, Furthermore, it was
shown by Le Billan et al. that aldosterone infusion into a human kidney cell line expressing MR-
associated Green Fluorescent Protein (GFP) leads to an increase in the expression of PTPN1, the gene
behind PTP1B 27,

Finally, regarding calcium homeostasis, the increase in phospholamban phosphorylation for
HFD mice, which is decreased by diet normalization, associated or not with finerenone treatment,
suggests a potential beneficial effect of fat diet cessation on calcium reuptake. However, the strong
tendency to decrease the expression of CAMKII in the treated group, which can phosphorylate
phospholamban and lead to inhibition of the SERCA pump, thus allowing better calcium reuptake,
could suggest a possible impact of mineralocorticoid receptor antagonism on this molecular pathway.
However, these results need to be further investigated before a conclusion can be reached.

Study limitations

Although the anti-fibrotic effect of finerenone is found in our mouse model, it would be
interesting to develop a more severe model of heart failure with preserved ejection fraction to observe
the effects of finerenone in more detail. Indeed, the mouse model presented in this study causes
moderate heart failure, not leading to an increase in inflammation, nor to hypertension, contrary to
other models from the scientific literature previously discussed

Nonetheless, the total time required to establish chronic heart failure and these associated
comorbidities is difficult because of the time required. In addition, a more severe model would allow
a more accurate assessment of the effects on renal function but also on metabolism. Indeed, Martinez-
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Martinez et al. showed an improvement in metabolic parameters by MR antagonist treatment, which
we did not find in this study 642%,

Regarding the study design, it would have been relevant to have an HFD+Finerenone group.
Indeed, this would have allowed a comparison, not only with previously conducted studies (Lachaux
et al., Bostick et al.) but also for the comparison between HS, HS+Fine and HFD groups. In fact, the
study only allows the comparison of the HS+Fine group with the HS group, both groups having
undergone a normalization of the diet. Finally, it might be interesting to couple weight loss with
exercise to more accurately assess the impact of diet normalization combined with increased activity
on cardiovascular and renal function. Finally, although elevation of aldosterone levels and
overactivation of the renin-angiotensin-aldosterone system has been widely described in the context
of heart failure #°, it would be relevant to assay MR expression levels in targeted tissues (kidney,
heart), as well as plasma aldosterone concentration.

CONCLUSION

Our results show that our model of high fat diet leads to metabolic syndrome. This metabolic
syndrome results in a diastolic dysfunction after 16 weeks of treatment. The normalization of diet
allows an improvement of cardiac function with a decrease of cardiac fibrosis. All these beneficial
effects are even more improved by finerenone treatment especially an increase exercise capacity and
coronary reserve.
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Données supplémentaires

Evaluation des concentrations de cholestérol et de triglycérides plasmatiques aprés 16

semaines de régime HFD

Tableau 11. Cholestérol et triglycérides plasmatiques aprés 16 semaines de régime HFD vs CTL

Parametre CTL (n=3) HFD (n=4)
Cholestérol plasmatique | 2.1+0.0 3.8+0.3**
(mmol/L)

Triglycéride plasmatique | 1.4+0.2 2.0+0.2
(mmol/L)

Les résultats sont exprimés en moyenne+ETM, **P<0.01 vs CTL. Test de Student.

Le dosage de la concentration plasmatique de cholestérol montre une augmentation

dans le groupe HFD (Tableau 11). Le nombre faible de souris inclus ne permet pas d’émettre

de conclusions fiables mais suggéere une augmentation de la cholestérolémie et de la

triglycéridémie. Ensemble, ces résultats suggerent I'apparition de désordres métaboliques

clés du syndrome métabolique.

Strain rate aprés 16 semaines de régime HFD

Pour mettre en évidence des modifications précoces de la fonction cardiaque du

ventricule gauche une analyse du strain a été réalisé en échocardiographie.

Tableau 12. Parametres de strain aprés 21 semaines de protocole

Les résultats sont exprimés en moyenne+ETM, 1-way ANOVA + post-hoc de Tukey. *P<0.05 vs HFD.

Semaines de régime gras 21

Paramétre CTL (n=7) :‘F;) :-Ins=7) :-InS=+8F)|ne
Strain rate longitudinal (temps jusqu’au pic, ms) 41.2+1.3 [49.0+2.6 40.614.6 [ 48.83.4
Strain rate longitudinal (pk, 1/s) -7.5#1.3 |-4.3+0.2 (P=0.0808) | -5.3+1.0 |-4.6+0.6
Déplacement radial (pk, mm) 0.5+0.1 [0.3+0.0 * 0.4+0.0 |0.4+0.0
Déplacement radial (temps jusqu’au pic, ms) 73.8+1.7 |78.4+1.8 76.6+4.5|77.5£3.6
Déplacement longitudinal (pk, mm) 0.3+0.0 |[0.2+0.1 0.2+0.0 |0.210.0
Déplacement longitudinal (temps jusqu’au pic, ms) | 77.0+4.4 | 74.7+6.7 74.616.4180.1+4.4
Vélocité radiale (pk, cm/s) 1.3+0.2 |0.940.1 (P=0.0984) |1.0+0.1 |1.0+0.1
Vélocité radiale (temps jusqu’au pic, ms) 37.5+2.0 |40.5+2.7 38.943.5|38.5+2.2
Vélocité longitudinale (pk, cm/s) 0.8+0.1 |0.7+0.1 0.7+0.1 |0.8£0.0
Vélocité longitudinale (temps jusqu’au pic, ms) 37.5+1.9 |58.3t11.0. 41.9+4.7|46.0£4.3

L’analyse du strain par le logiciel Vevo Strain montre une diminution du déplacement

radial pour le groupe HFD comparé au groupe contrdle (P<0.05). On observe également une
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tendance a la diminution de la vélocité radiale dans ce méme groupe (P=0.0984) ainsi qu’une

augmentation du strain rate longitudinal (P=0.0808) (Tableau 12).

Infiltration macrophagique et lymphocytaire du ventricule gauche aprés 24 semaines de

protocole

Tableau 13. Parametres inflammatoires évalués a partir de coupes de ventricule gauche congelées a -80°C
puis immunomarquées pour permettre le comptage des cellules de type M1, non-M1, et des lymphocytes T

Semaines de régime gras 24

Paramétre CTL HFD HS HS+Fine
(n=12) (n=12) (n=14) (n=13)

Nombre de M1 17.0£1.2 22.4+1.6 25.1+2.0 ** |22.5+1.3

Nombre de non-M1 4.1+1.2 3.610.6 4.01+0.8 3.8+0.8

M1/non-M1 9.0+£2.5 8.4+1.5 17.1+5.9 9.5+1.8

Lymphocytes T (CD4+/CD8+) 1.9+0.8 1.7+0.5 / /

Les résultats sont exprimés en moyenne+ETM. 1-way ANOVA + post-test Tukey. **P<0.01 versus CTL.

C HS HSF

M1 / non-M1
x20

Lymphocytes T
x20

Figure 23. Images de coupes de ventricule gauche marquées pour les macrophages de types M1 et non-M1
(haut du panel) et pour les lymphocytes T (bas du panel).

Le comptage des macrophages de type M1 (pro-inflammatoires) et de type non-M1
(impliqués dans la résolution de I'inflammation) a partir de coupes de VG n’a pas permis de
mettre en évidence de différence entre les groupes concernant le ratio M1/non-M1. On peut
toutefois noter une augmentation significative des macrophages de type 1 dans le groupe HS
comparé au groupe contrble (P<0.01). De plus, le marquage CD4+/CD8+ des lymphocytes T
sur des coupes de VG ne montre pas de différence entre le groupe contréle et le groupe HFD
(Tableau 13). Ces résultats ne permettent pas de mettre en évidence des modifications de

I’état inflammatoire cardiaque.
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Taille et nombre des cardiomyocytes du ventricule gauche aprés 24 semaines de protocole

C H HS HSF

Figure 24. Image de coupe du ventricule gauche (marquage CD31, FITC-WGA et coloration de Hoescht)

montrant les membranes des cardiomyocytes, leurs noyaux et les vaisseaux

RT-qPCR de I’expression génique de cibles moléculaires d’intérét dans le ventricule gauche

Table 14. RT-g-PCR permettant la quantification de I’expression de diverses cibles moléculaires d’intérét

dans le ventricule gauche aprés 24 semaines de protocole

Parametre Fonction CTL HFD HS HS+Fine
(n=10) (n=10) (n=12) (n=12)
Pai-1/Hprt 1 Inhibiteur de Factivateur du|, . ; 1.240.1 0.6:0.1*  |0.8:0.1%
plasminogéne 1
. . . 1.2+0.0
TGFB/Hprt 1 Cytokine pro-inflammatoire |1.0+0.0 1.0+0.0 1.20.0%$ | ., 88
Régulateur de la
Rgs2/H 1 1.0£0.1 1.3+0.1 * 1.0£0.1 1.0+0.1
gs2/Hprt signalisation des protéines G 0+0 30 00.1% 00.1%
SgK1/Hprt 1 Régulation - de  F'équilibre |, ) 1.3+0.1 1.140.1 1.0+0.1
hydro-sodé
Arglu1/Hprt 1 Signalisation des hormones |, ., 4 0.90.0 0.8:0.0*  |0.8£0.0 **
de stress et développement
Len2/Hprt 1 Pro-fibrotique et pro-|, ;,4 4 1.3+0.1 1.5£0.2 1.240.3
inflammatoire
PTP1B/Hprt 1 Regulateur négatif des voies | ) ., 1.0£0.0 1.0£0.0 0.90.0

de la leptine et de I'insuline

Pai-1 : inhibiteur de I'activateur du plasminogéne 1, TGF8 : Facteur de croissance transformant, Rgs2 :
Régulateur de la signalisation des proteins G 2, SgK1: Kinase 1 sérique et régulée par les
glucocorticoides, Arglul : Protein 1 riche en en arginine et glutamate, Lcn2 : lipocaline 2, Hrptl :
Hypoxanthine phosphoribosyltransférase 1 (géne de ménage). Les résultats sont exprimés en
moyenne+ETM. 1-way ANOVA + post-test de Tukey. Résultats normalisés par rapport au contréle. 1-
way ANOVA + post-test de Tukey. *P<0.05 versus CTL, **P<0.01 versus CTL, SP<0.05 versus HFD,
SSP<0.01 versus HFD.

On observe une augmentation de I'expression génique de TGF6 pour les groupes HS et

HS+Fine. De plus, I'expression génique de Rgs2 est augmentée pour le groupe HFD et

diminuée par la normalisation du régime alimentaire associée ou non au traitement par la

finérénone. Enfin, il apparait que I'expression d’Arglul est diminuée pour les groupes HS et
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HS+Fine. Néanmoins, cette variation est minime et ne doit pas traduire de modification

physiologique (Tableau 14).

La fonction cardiaque et la fonction rénale sont fortement liées, et la dysfonction de
I'un peut entrainer la dysfonction de I'autre, c’est pourquoi nous avons étudié la fonction

rénale dans notre modele.

Pour évaluer la fonction rénale, nous avons fait un screening de I'expression génique

de protéines rénales pouvant étre impliquées dans la dysfonction rénale.
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RT-Q-PCR de cibles d’intérét moléculaire rénale

Tableau 15. RT-g-PCR a partir de tissu rénal permettant de quantifier I’expression de génes d’intérét apres 24
semaines de protocole

Semaines de régime gras 24
Parameétre Fonction CTL HFD HS HS+Fine
(n=14-18) | (n=12-13) | (n=16-17) |(n=14-16)
Dysfonction rénale
; ; P " "
NEPHRIN Filtration glomérulaire 1.040.0 0.740.1 ** 8;7*_0.1 (3;6*_0.0
PODOCIN Filtration glomérulaire 1.0+0.1 0.940.1 0.8+0.1 0.940.1
Ki-67 Marqueur de prolifération 1.0£0.0 0.9+0.1 0.8+0.1 1.140.1
, 7 . + +
KiM 1 MarqueLIJr de | a.Iteratlon du 10401 2 6+0.4 1.4+0.3 1.5+0.3
tubule rénal proximal
Fibrose
coL1 Précurseur du collagene 1.040.1 0.8+0.1 1.0£0.2 1.240.1
CcoL3 Précurseur du collagéne 1.0+0.1 0.740.1 0.940.1 0.940.1
, \ + ¥k +
coL4 Précurseur du collagene 1.040.1 0.840.1 0.7+0.1 2;7*_0.0
- o) ] . + +i
PAI-1 Inh|b|t‘eur ‘de I'activateur du 1.040.1 1.240.3 0.7+0.1 1.140.2
plasminogéne 1
- - . - " "
Fibronectin Glycoprotelpe de la matrice 1.040.1 0.8+0.1 0.8140.1 0.840.1
extracellulaire
CTGF Protéine de la matrice 0.6+0.1 0.5+0.1
+ + *
extracellulaire 1.0£0.1 0.7£0.0 *Ex *kx
Inflammation
F4/80 Marqueur de macrophage 1.0+0.1 0.8+0.1 0.840.1 0.8+0.1
TNF-a Cytokine pro-inflammatoire 1.0+0.1 1.0+0.1 0.840.1 0.910.1
IL-1B Cytokine pro-inflammatoire 1.0+0.1 1.61£0.7 1.2+0.1 1.240.2
IL-6 Cytokine pro-inflammatoire 1.0+0.1 1.3+0.2 1.2+0.2 1.2+0.3
. ~ . " ;
TGFB Cytokine pro-inflammatoire 1.040.1 0.7+0.1 * 8;6*_0.1 0.9+0.1
MCP1 Chimiokine pro-inflammatoire | 1.0+0.1 1.5+0.1 * |0.9+0.1$$|1.1+0.1
RANTES Chimiokine pro-inflammatoire 10401 0.9+0.1 8;6*1(5).1 0.7+0.1

KIM-1 : Kidney Injury Molecule-1, Col 1, 3, 4 : Collagéne 1, 3, 4, Pai-1 : inhibiteur de I'activateur du
plasminogene 1, CTGF : Connective Tissue Growth Factor, TNF-a : Facteur de nécrose tumorale a, IL :
Interleukine, TGF : Facteur de croissance transformant. Les résultats sont exprimés en moyenne+ETM.
1-way ANOVA + post-test de Tukey. Résultats normalisés par rapport au contréle. HRPT1 : géene de

ménage.

Concernant la dysfonction rénale, la diminution de I’expression génique de la néphrine,

protéine impliquée dans la filtration glomérulaire, pour les groupes HFD, HS et HS+Fine

suggere une atteinte de la fonction rénale induite par I'obésité sans modification par la

normalisation du régime alimentaire ou le traitement.
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Il a été suggéré que le CTGF, associé au TGF-B, est impliqué dans la fibrose. Or, nos
résultats montrent que I'expression génique de ces deux marqueurs est diminuée pour les
groupes HFD et HS, ce qui va a I'encontre des résultats obtenus par Rouge Sirius. Néanmoins,
la fibrose étant le résultat d’'un ensemble de facteurs, il est probable que 'augmentation de
la fibrose pour le groupe HFD, puis sa diminution pour le groupe HS+Fine soit médiée par

d’autres voies que les protéines pro-fibrotiques investiguées dans ce screening.

Enfin, les marqueurs d’inflammation semblent diminués pour le groupe HS, suggérant
une diminution de I'inflammation permise par la normalisation du régime alimentaire. Cette

diminution n’est pas retrouvée dans le groupe traité (Tableau 15).

En conclusion, ces résultats ne montrent pas de tendance franche car les variations de
I'expression génique ne sont pas supérieures a un facteur 2. De plus, la régulation des
protéines pouvant étre modifiée post-transcriptionnellement, il serait pertinent d’évaluer
I’expression protéique en plus de I'expression génique, et de mesurer également la fibrose
rénale et I’état inflammation par immunomarquage.

Conclusion

En conclusion, I'administration d’un régime gras conduit au développement d’une
dysfonction diastolique, qui est partiellement améliorée par la normalisation du régime
alimentaire, et davantage améliorée par le traitement par la finérénone. En paralléle de ces
résultats on constate une diminution de la réserve coronaire chez les souris sous régime gras
ayant ou non eu une normalisation du régime alimentaire. Cette diminution de la réserve
coronaire tend a étre améliorée par le traitement a la finérénone. Ces résultats peuvent
expliquer I'amélioration de la résistance a I'effort obtenue chez les souris traitées a la
finérénone, amélioration qui pourrait étre en partie expliquée par I'action anti-fibrotique de

la finérénone.

De plus, les variations métaboliques observées semblent étre partiellement

réversibles, sans différence apportée par le traitement.
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3.2. Etude 2 : Modeéle murin d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée
liée a la ménopause

Il a été montré que I'incidence d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée
augmente chez les femmes apres la ménopause. Les modifications hormonales associées a la
ménopause peuvent conduire a un pré-syndrome métabolique, marqué notamment par
I'augmentation du taux circulant de leptine. L'objectif de cette étude est d’évaluer I'effet de

la finérénone sur un modéele murin de ménopause induite par ovariectomie.
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Abstract

Aims In post-menopausal women, incidence of heart failure with preserved ejection fraction is higher than in men.
Hormonal replacement therapies did not demonstrate benefits. We tested whether the non-steroidal mineralocorticoid recep-
tor antagonist finerenone limits the progression of heart failure in ovariectomized (OVX) mice with metabolic disorders.
Methods and results Ovariectomy was performed in 4-month-old mice, treated or not at 7 months old for 1 month with
finerenone (Fine) 1 mg/kg/day. Left ventricular (LV) cardiac and coronary endothelial functions were assessed by echocardiog-
raphy, catheterization, and myography. Blood pressure was measured by plethysmography. Insulin and glucose tolerance tests
were performed. Exercise capacity and spontaneous activity were measured on treadmill and in combined indirect calorimet-
ric cages equipped with voluntary running wheel. OVX mice presented LV diastolic dysfunction without modification of
ejection fraction compared with controls (CTL), whereas finerenone improved LV filling pressure (LV end-diastolic pressure,
mmHg: CTL 3.48 + 0.41, OVX 6.17 + 0.30**, OVX + Fine 3.65 + 0.55', **P < 0.01 vs. CTL, P < 0.05 vs. OVX) and compliance
(LV end-diastolic pressure-volume relation, mmHg/RVU: CTL 1.65 + 0.42, OVX 4.77 + 0.37***, OVX + Fine 2.87 + 0.26",
¥*%p < 0.001 vs. CTL, "'P < 0.01 vs. OVX). Acetylcholine-induced endothelial-dependent relaxation of coronary arteries
was impaired in ovariectomized mice and improved by finerenone (relaxation, %: CTL 86 + 8, OVX 38 + 3**, OVX + Fine
83+ 7', **p < 0.01 vs. CTL, "'P < 0.01 vs. OVX). Finerenone improved decreased ATP production by subsarcolemmal mito-
chondria after ovariectomy. Weight gain, increased blood pressure, and decreased insulin and glucose tolerance in OVX mice
were improved by finerenone. The exercise capacity at race was diminished in untreated OVX mice only. Spontaneous activity
measurements in ovariectomized mice showed decreased horizontal movements, reduced time spent in a running wheel, and
reduced VO, and VCO,, all parameters improved by finerenone.

Conclusions Finerenone improved cardiovascular dysfunction and exercise capacity after ovariectomy-induced LV diastolic
dysfunction with preserved ejection fraction.
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Introduction

Mineralocorticoid receptor (MR) antagonists (MRAs) have
been shown to reduce mortality in heart failure (HF) with re-
duced ejection fraction (EF) at advanced stages of the
disease’? and to slow the progression of mild symptomatic
HF.? Concerning HF with preserved EF (HFpEF), a sub-study
from the TOPCAT (Treatment of Preserved Cardiac Function
Heart Failure With an Aldosterone Antagonist) trial per-
formed in the Americas, Georgia, and Russia showed efficacy
of the MRA spironolactone in American patients only,* most
likely because patients from Georgia and Russia were not
appropriately treated.?

In clinical practice, the steroidal MRAs spironolactone and
eplerenone remain underused because of their common risk
of hyperkalemia and because of the risks of gynaecomastia,
erectile dysfunction and menstrual irregularities of
spironolactone that also binds to androgen and progester-
one receptors.® The novel non-steroidal MRA finerenone
has an over 500-fold higher selectivity vs. the androgen,
progesterone, or glucocorticoid receptors.® When compared
with spironolactone treatment in patients with chronic HF
with reduced EF and mild to moderate chronic kidney
disease, finerenone led to a smaller mean increase in serum
potassium concentration and to a lower number of patients
with hyperkalaemia or renal failure or impairment.” More-
over, finerenone was also shown to reduce the composite
clinical endpoint of death from any cause, cardiovascular
hospitalizations, or emergency presentation for worsening
HF in comparison with eplerenone in patients with
worsened HF and type 2 diabetes mellitus and/or chronic
kidney disease.?

Several epidemiological studies agreed to assert that
women represent the majority of patients with HFpEF.
Among proposed mechanisms, clinical and basic research
has implicated an activation of the renin—angiotensin—aldo-
sterone system (RAAS) in the pathogenesis of diastolic
dysfunction after menopause.’ After ovariectomy-induced
post-menopausal conditions, increased expression of cardiac
local RAAS components has been reported in rodents,
including angiotensin 1I'° in rats and MR in rats'* and
mice,”? with an increase in plasma aldosterone that was
evidenced in rats.®*® In obese mice, endothelial MR has
been proposed as a player driving sex differences in the
dysfunction of resistance arteries. Indeed, in female mice
with obesity, MR deletion in endothelial cells limits
endothelial dysfunction by increasing nitric oxide (NO)
bioavailability, a mechanism that was not evidenced
in men.**

Ageing women tend to have more coronary microvascular
endothelial dysfunction than men.*® Endothelial dysfunction
per se leads to hypertension that increases the risk of HF
three-fold in women compared with two-fold in men.'®
Moreover, hypertension is a primary risk factor for diastolic

dysfunction, and after menopause, more women than men
become hypertensive.’’” The risk of HF increases with
obesity and with diabetes mellitus by five-fold in women
compared with 2.4-fold in men.*® Interestingly, MR blockade
with  spironolactone prevents diet-induced diastolic
dysfunction and arterial stiffening'® in female mice fed with
a high-fat/high-sucrose diet that induces obesity and insulin
resistance. The metabolic syndrome (MetS) whose
frequency increases by 60% after menopause,?® with central
obesity as the main cause, hypertension as a criteria, and
diabetes as co-morbidity, is associated with a three-fold
increase in cardiovascular mortality.?

To date, there is no approved treatment for HFpEF, the
most frequent type of HF in women. Interestingly, it has been
previously reported that MRAs are more efficacious as a
cardiovascular therapy in women compared with men.??
Emphasizing RAAS as a major target in HFpEF, a recent trial
concluded that sacubitril-valsartan (combination of neprilysin
inhibitor with angiotensin Il receptor antagonist) compared
with valsartan alone seemed to reduce the risk of HF hospital-
ization more in old women (aged 74 + 8) than in old men
(aged 72 + 9).% Recently, a post hoc analysis of the TOPCAT
trial suggested a reduction in the secondary outcome of
all-cause mortality in women, with significant interaction
between sex and MRA treatment.? These trials highlight the
need for more preclinical evaluations for the treatment of
HFpEF in women. Therefore, we tested whether finerenone
can improve left ventricular (LV) diastolic dysfunction with
preserved EF in mice with ovariectomy and global metabolism
disorders.

Methods

Detailed methods are available in the Supporting Information.

Animals

Experiments conformed to the 2010-63 European Union
Directive, the national Institutional Ethics Committee
(No. 0335402), and the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the US National Institutes of Health
(No. 85-23). Wild-type (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France)
mice on B6D2 background were housed five per cage on
light-dark cycle 12-12 h at room temperature 22 + 2°C, with
access to food (A3 SAFE, France) and water ad libitum. Mice
aged 4 months were ovariectomized (OVX), treated or
not when aged 7 months for 1 month with finerenone
(1 mg/kg/day) (OVX + Fine) mixed in food, and compared with
age-matched controls (CTL).
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Statistics

Data are expressed as mean + standard error of the mean and
analysed with GraphPad Prism 7.04. D’Agostino—Pearson test
was used to verify normal distribution. Before finerenone
treatment and for comparison of the same parameters after
treatment, unpaired Student’s t-test test was used. After
finerenone treatment, one-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test was used, and repeated measures ANOVA was
used for kinetic and dose-response curves. The differences
between experimental groups were considered to be statisti-
cally significant from values of P < 0.05. Spontaneous activity
and flow-mediated dilatation data were assessed by multivar-
iate analysis using generalized linear modelling with R 3.1.4
using R 3.1.4 software package (The R Foundation for Statis-
tical Computing, http://www.r-project.org). Differences be-
tween groups were assessed using likelihood ratio tests and
Wald test. Distributions of residuals were checked as follows:
(i) no outliers with the minimum and maximum values of

Table 1 Cardiac parameters and arterial pressure

standardized residual within [—3, +3] values, (ii) normal dis-
tribution with mean = 0 and a constant variance, and (iii)
graphically by mean of QQplot. Multi-collinearity was tested
using collinearity statistics (variance inflation factor).

Results

Finerenone improves diastolic function in mice
with ovariectomy

We tested the efficacy of 1 month finerenone treatment
(1 mg/kg/day) after 3 months of ovariectomy in wild-type
OVX mice aged 8 months. At the cardiac level, ultrasound in
OVX mice without or with finerenone treatment
(OVX + Fine) compared with age-matched controls (CTL)
showed no difference in LV diameter at both end-systole
and end-diastole nor in the resulting fractional shortening
(FS) (Table 1), that is, the ultrasound index of LVEF.

CTL OoVvX OVX + Fine
Echocardiography
LVEDD (mm) 33+£0.1(n=28) 35£01(n=9) 3.5+ 0.1 (h=10)
LVESD (mm) 1.7 0.1 (nh=8) 19%01(n=9) 1.8 0.1 (nh =10)
FS (%) 49 =2 (n = 8) 47 +3(nh=9) 49+ 2 (=10
SV (mL per beat) 0.063 = 0.002 (n = 8) 0.065 = 0.002 (n = 9) 0.063 = 0.003 (n = 10)
CO (mL/min) 358 £ 1.8(n=8) 372 £1.6(n=9) 354+ 1.8 (n = 10)
LV haemodynamics
dP/dtmin 8486 + 1464 (n = 4) 5813 =723 (n=17) 5121 = 735 (n = 6)
Tau 6.89 = 0.54 (n = 4) 913 £0.65( =7) 9.68 + 1.46 (n = 6)
Organ weights
HW (mg) 119+7(n =29 121 =5 =11) 1M14+£3(n=15)
HW/TL (mg/mm) 6.4 +04(n=8) 6.6 +£03(n=11) 6.2+ 0.2 (n=15)
LVW (mg) 90 £5(n =38) 90 £2((n=11) 88+ 2(n=15)
LVW/TL (mg/mm) 49 £0.3(n=38) 49+01(nh=11) 474 0.1 (n =15)
Histology and immunolabelling
MCSA (um?) 294 12 (n =8) 342 £ 8(n = §)* 32111 (h=1)
Capillary density 1.20 £ 0.03 (n = §) 1.15 = 0.03 (n = 10) 113 +£0.02(nh=10)
PECAM-1" vessels (nb per field) 86 £4(n=28) 86 =4 (n=10) 904 (n=10)
Coll-I (% per field) 153 +£1.0(nh=7) 138 +1.1(n=9) 14.8 = 0.8 (h = 10)
Coll-lll (% per field) 29+x03(n=7) 22+04(n=9) 2.6 =03 (n=10)
Plethysmography
SBP (mmHg) 135£6(n =29 158 £5(n =7)* 137£5(n =8)
DBP (mmHg) 9% +7(n=29) 120 £5(n = 7)* 97 =7 (n =38)
Oxidative stress
LV ROS 370.7 £ 15.8 (n = 15) 336.5+9.7(n=11) 356.0 + 18.6 (n = 9)
IFM ROS 5650 = 697 (n = 10) 6158 + 1467 (n = 7) 6027 = 645 (n = 10)
SSM ROS 7047 = 1123 (h = 10) 7644 = 1312 (h =7) 7581 = 1052 (n = 10)
AJF ratio 0.369 * 0.038 (n = 10) 0.358 = 0.016 (n = 8) 0.369 = 0.016 (n = 6)

Echocardiography: left ventricular (LV) end-diastolic diameter (LVEDD); LV end-systolic diameter (LVESD); fractional shortening (FS); stroke
volume (SV); cardiac output (CO). LV haemodynamics: dP/dt,,;, rate of LV pressure decrease and relaxation constant Tau (Weiss method).
Organ weights: heart and LV weights (HW and LVW) and ratios on tibia length (HW/TL and LVW/TL). Histology and immunolabelling:
cardiomyocytes mean cross-sectional area (MCSA) after wheat germ agglutinin (WGA) staining for contouring cardiomyocytes; capillary
density as the ratio of the number of capillaries [platelet and endothelial cellular adhesion molecule-1 (PECAM-1) immunolabelled endo-
thelial cells] to the number of cardiomyocytes (WGA) (x20); percentage per field of immunolabelled collagen type | and 11l (Coll-l and Coll-
I1l) (x20). Plethysmography: systolic and diastolic blood pressure (SBP and DBP). Oxidative stress: electron paramagnetic resonance for the
measurement of reactive oxygen species (ROS) (AU/mg of protein) in all left ventricles and in interfibrillar or subsarcolemmal mitochondria
(IFM and SSM); ratio of aconitase/fumarase activities (A/F).

P < 0.05 vs. CTL.
P < 0.05 vs. OVX.
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Furthermore, ovariectomy did not lead to alterations in LV
stroke volume or cardiac output (Table ). Concerning heart
remodelling and infiltration, 3 months of ovariectomy did
not induce increased LV weight (Table 1) despite a significant
increase in cardiomyocytes mean cross-sectional area in
untreated OVX mice only (Table ) and did not increased
significantly the number of macrophages infiltrated in the
myocardium (Supporting Information, Table SI). Further-
more, ovariectomy did not affect the amount of
immunolabelled platelet and endothelial cellular adhesion
molecule-1 (PECAM-1) and the related LV capillary density
nor the amount of immunolabelled interstitial collagen types
| and Ill (Table 7 and Supporting Information, Figure S1).
Providing greater precision, the recordings of pressure-
volume curves after LV catheterization allowed revealing
diastolic dysfunction in OVX mice. Indeed, if ovariectomy
did not alter the LV ejection pressure in systole (LV
end-systolic pressure) (Figure IA), it increased the LV filling
pressure in diastole (LV end-diastolic pressure), which was re-
duced by finerenone to the average value of CTL (Figure 1B).
The load-independent assessment of LV systolic contractility
(LV end-systolic pressure—volume relation) indicated that it

remained unchanged in OVX compared with CTL mice
(Figure 1C). However, the assessment of LV diastolic
compliance (LV end-diastolic pressure-volume relation) indi-
cated that the LV relaxation was altered in OVX compared
with CTL mice and again improved by finerenone treatment
(Figure 1D).

In summary, finerenone treatment improved LV filling
pressure and LV compliance in the context of ovariectomy-
induced LV diastolic dysfunction with preserved FS/EF.

Finerenone improves peripheral and coronary
arterial function in mice with ovariectomy

Compared with age-matched CTL, only untreated OVX mice
had increased blood pressure (Table Z). Moreover, ultrasound
assessments of temperature-induced vasodilation, and multi-
variate analyses adjusted to wall shear stress, indicated that
the increases in blood flow induced smaller increases in di-
ameter of peripheral femoral artery in OVX mice compared
with both CTL and OVX + Fine mice (Supporting Information,
Figure S2).

Figure 1 Finerenone treatment improved ovariectomy-induced left ventricular (LV) diastolic dysfunction and improved oxidative stress-related impair-
ment of endothelium-dependent relaxation of coronary arteries. (A-D) LV invasive haemodynamics in control mice (CTL, black circles, n = 4) and in
mice after 4 months of ovariectomy (OVX, red squares, n = 7) without or with 1 month finerenone treatment (OVX + Fine, green triangles, n = 6).
(A) LV end-systolic pressure (LVESP). (B) LV end-diastolic pressure (LVEDP), that is, LV filling pressure. (C) LV end-systolic pressure-volume relation
(LVESPVR), that is, LV contractility. (D) LV end-diastolic pressure-volume relation (LVEDPVR), that is, LV compliance. (E-H) Relaxation of isolated cor-
onary arteries from control mice (CTL, black circles, n = 5) and from mice after 4 months of ovariectomy (OVX, red squares, n = 6) without or with
1 month finerenone treatment (OVX + Fine, green triangles, n = 5). Relaxation induced (E) by acetylcholine (Ach), (F) by Ach in the presence of the
NO synthase inhibitor L-NG-nitro-arginine (L-NNA) 10 * mol/L, (G) by the NO donor sodium nitroprusside (SNP), and (H) by Ach after addition of
apocynin 10 * mol/L Data are mean + standard error of the mean. Statistics: one-way ANOVA plus Tukey, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. CTL;
'P < 0.05 and "'P < 0.01 vs. OVX.
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Focusing on coronary arteries, the acetylcholine (Ach)-
induced endothelium-dependent relaxation was impaired in
arteries isolated from OVX but not in those isolated from
OVX + Fine mice, when compared with arteries from CTL mice
(Figure IE). All the observed vasodilator responses relied on
NO production by the endothelium, because pre-incubation
with the NO synthase inhibitor L-NG-nitro-arginine abolished
the Ach-induced relaxation in all groups (Figure ZF). The NO is
known to be responsible for the relaxation of vascular
smooth muscle cells, which responded similarly in all groups
after pre-incubation of isolated arteries with the NO donor
sodium nitroprusside allowing bypassing its endothelial pro-
duction (Figure 1G).

To assess the hypothesis that impaired coronary function
in OVX mice was at least partly related to an excess of
superoxide generation, which would be responsible for an
endothelial dysfunction by reducing the NO bioavailability,
arteries from all groups were pre-incubated with the NADPH
oxidase inhibitor apocynin prior to Ach. Apocynin allowed
improving the Ach-induced relaxation of coronary arteries
from OVX mice, which was no longer different of that
of arteries from CTL mice or from OVX + Fine mice
(Figure 1H), indicating that finerenone was efficient to re-
duce superoxide-mediated endothelial dysfunction. Suggest-
ing that the oxidative stress was mostly limited to the
vasculature, quantification by electron paramagnetic

Table 2 Global metabolism

resonance of reactive oxygen species (ROS) in the entire LV
(Table 1) or in isolated myocardial mitochondria (Table 1)
did not show any difference between groups nor the
evaluation of mitochondrial oxidative stress via the ratio of
fumarase over aconitase enzymatic activities (Table I).
Thus, in this post-menopausal ovariectomized mouse
model, finerenone treatment repealed superoxide-mediated
endothelial dysfunction at the level of coronary arteries
(Table 1 and Figure 1H).

Metabolic improvements by finerenone
treatment of mice with ovariectomy

Before starting treatment with finerenone, OVX mice had
increased body weight compared with age-matched CTL,
encompassing increased fat and reduced lean mass as
measured by echo-magnetic resonance imaging (Table 2).
Consistent with weight gain, plasma leptin was increased in
OVX mice (Table 2). A 1 month finerenone treatment allowed
reducing body weight of OVX mice (Table 2). There was no in-
crease in total triglycerides or total cholesterol in OVX mice
(Table 2). Nevertheless, compared with CTL mice, fasting
glycaemia was increased in OVX mice before finerenone
treatment and not different after treatment (Table 2). Fur-
thermore, OVX mice had decreased tolerance to oral glucose

CTL ovX OVX + Fine
Before finerenone treatment
Body weight (g) 30.2£1.2(h=15) 36.1 = 0.8 (n = 21)***
Fasting glycaemia (mmol/L) 6.5+03(n=13) 7.6 £0.3(n=19)*
Echo-MRI before finerenone
Body weight (g) 282+13(n=9) 36.5 £ 0.8 (n = 18)***
Fat mass (%) 155+ 1.8(nh=9) 39.2 £ 1.0 (n = 18)***
Lean mass (%) 81.7x1.7(nh=9) 59.2 = 0.9 (n = 18)***
Water in lean tissue (%) 751160 =9) 53.2 £ 0.7 (n = 18)***

After finerenone treatment
Body weight (g)

Food consumption (g per 48 h)
Water consumption (mL per 48 h)
Leptinaemia (pg/mL)

Plasma triglycerides (mmol/L)
Plasma cholesterol (mmol/L)
Fasting glycaemia (mmol/L)
Echo-MRI after finerenone
Body weight (g)

Fat mass (%)

Lean mass (%)

Water in lean tissue (%)

284 =08 (n =15)
3.47 = 0.66 (n = 8)
330+ 0.94(n=28)
36x11(h=7)
1.23 £ 0.14 (n = 6)
133 +0.28 (n=6)
6.5 0.5(n =15)

284 =08 (n =14)
186 =23 (n=14)
79.6 £ 2.0 (h = 14)
726 1.9 (n =14)

334 £ 0.8 (n=12)***
2.94 £ 0.53 (n = §)
343033 (n=28)

1.54 = 0.08 (n

302+1.1(h=9"
3.94 + 053 (n = 8)
3.81+052(n=8)
36.0+76(n=11)
096 +0.13(n=7)
148 + 0.18 (n = 8)

65+04 (=9

302+1.1(h=9"
263+17(h =9/
71116 (=97
646+15(n=9"

MRI, magnetic resonance imaging.

'P = 0.0520.

P < 0.05.

“P < 0.01.

P < 0.001 vs. CTL.
‘P < 0.05.

"P < 0.05vs. OVX.
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Figure 2 Finerenone treatment allowed improving ovariectomy-induced reduction in glucose and insulin tolerance and reduction in myocardial ATP
production. Assessments in control mice (CTL, black circles) and in mice after 4 months of ovariectomy (OVX, red squares) without or with 1 month
finerenone treatment (OVX + Fine, green triangles). (A) Oral glucose tolerance test (OGTT) (n = 11, 9, 9). (B) Insulin tolerance test (ITT) (n =13, 12, 9).
(C) ATP production of subsarcolemmal mitochondria (n =9, 9, 10). Data are mean + standard error of the mean. Statistics: one-way ANOVA plus Tukey,

*p < 0.05 vs. CTL; 'P < 0.05 vs. OVX.
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compared with CTL mice (Figure 2A), which was not the case
of OVX + Fine mice (Figure 2A). Moreover, OVX mice had
decreased insulin sensitivity compared with both CTL and
OVX + Fine mice (Figure 2B). Finally, in isolated cardiac
subsarcolemmal mitochondria known to be impacted by type
2 diabetes®® and ovariectomy,?® a decrease in ATP production
was evidenced in those isolated from OVX but not from
OVX + Fine mice (Figure 2C).

Taken together, these data suggest that finerenone
treatment of OVX mice improved ovariectomy-induced
weight gain, impaired insulin sensitivity and impaired glucose
tolerance, and LV mitochondrial dysfunction.

Finerenone improves the exercise capacity of
mice with ovariectomy

Because cardiovascular function was improved by MR block-
ade under post-menopausal conditions, we tested the ability
of mice to perform forced or spontaneous exercise. On two
distinct protocols on treadmill, (i) a 1 h endurance running
and (ii) an acceleration test at race, the mean total distance
(Figure 3A and 3B) was significantly diminished in the OVX
group only but not in OVX + Fine mice compared with CTL

mice. Furthermore, none of the OVX mice were able to
complete the acceleration test in contrast to 50% of CTL and
21.4% of OVX + Fine mice. To refine the assessment of
exercise capacity, mice were placed for 2 days in a combined
indirect calorimetry system equipped with a voluntary
running wheel and locomotor activity sensor frames. In OVX
vs. CTL mice, data showed decreased spontaneous horizontal
activity (Figure 3C) and reduced time spent in the wheel
(Figure 3D), associated with reduced VO, (Figure 3E), VCO,
(Figure 3F), and energy expenditure (Figure 3G). In
OVX + Fine vs. OVX mice, all the previously mentioned param-
eters were improved (Figure 3C-3G), demonstrating benefi-
cial effect of finerenone treatment.

Discussion

Invasive haemodynamics indicated that OVX mice had dia-
stolic dysfunction, as revealed by increased LV filling pressure
and decreased LV compliance, which were both improved af-
ter finerenone treatment. OVX mice were considered to have
isolated diastolic dysfunction because there was no reduction
in LV FS as shown by echocardiography. Diastolic dysfunction
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Figure 3 Finerenone treatment improved ovariectomy-induced decreased ability to exercise. Assessments in control mice (CTL, black circles) and in
mice after 4 months of ovariectomy (OVX, red squares) without or with 1 month finerenone treatment (OVX + Fine, green triangles). (A) Run distance
during an endurance (n = 8, 12, 9) or (B) an acceleration (n = 10, 11, 13) test at race. (C-G) Spontaneous activity (n = 8, 8, 8), each x-axis point being the
integration per 2 h interval according to a 24 h clock, in cages with free access to an exercise wheel and indirect calorimetry measurements: (C) spon-
taneous horizontal activity, (D) time spent in the wheel, (E) VO,, (F) VCO,, and (G) energy expenditure. Data are mean + standard error of the mean.
Statistics: (A, B) one-way ANOVA plus Tukey and (C-G) multivariate analysis, *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. CTL; "p < 0.01and P < 0.001 vs. OVX.
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in 8-month-old OVX mice occurred without increase in LV in-
terstitial collagen type | and Ill deposits, suggesting that it
mainly depended on cardiomyocyte and on coronary func-
tions, rather than in extracellular matrix stiffening at this
age. We previously showed that in mice with subtotal
nephrectomy-induced chronic kidney disease, finerenone
treatment increased the phosphorylation of Ca**~calmodu-
lin-dependent kinase-Il (p-CaMKIl), with subsequent increase

in the phosphorylation of the phospholamban at Thry5, which
allows diminishing its inhibitory effect on the
sarcoendoplasmic reticulum Ca**-ATPase (SERCA) pump, re-
sponsible for Ca®* recapture in the sarcoplasm in diastole.?’
In cardiomyocytes isolated from ovariectomized rats,
Bupha-Intr et al. measured reduced Ca** reuptake, due to re-
duced SERCA activity and expression, together with an in-
crease in the supra-inhibitory monomeric form of the
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SERCA-associated protein phospholamban.® In  mice,
Rouet-Benzineb et al. showed that preserved FS after
2 months of ovariectomy concealed increased expressions of
proteins involved in Ca?* reuptake, that is, phosphorylated
Thry; phospholamban (p-CaMKIl) and the phosphatase
calcineurin.*?> Moreover, regarding myocardial stiffness, Farré
et al. proposed that a reduction measured in LV strips after
6 months of ovariectomy in mice aged 9 months was due to
cardiomyocytes rather than extracellular matrix, because the
difference between OVX and controls disappeared in
decellularized strips.2° These publications argue in favour of
the importance of the intracellular component in
ovariectomy-induced diastolic dysfunction that we showed
to be ameliorated in OVX mice treated with finerenone.

Finerenone prevented the coronary endothelial dysfunc-
tion evidenced in OVX mice. Recently, a 4 week finerenone
treatment has been shown to improve NO bioavailability in
aortic rings and in mesenteric arteries from the Munich Wistar
Fromter (MWF) rat model of chronic kidney disease.®*?*
Borgo et al. reported that in isolated hearts of ovariectomized
spontaneously hypertensive rats, the endothelium-dependent
vasodilation in response to bradykinin was altered while it
was improved in animals treated with estradiol and further
improved by co-treatment with drospirenone, a progestogen
with anti-aldosterone properties. Moreover, dihydroethidium
fluorescence indicated that both treatments reduced
the ovariectomy-associated increase in oxidative stress in
the coronary wall.> We previously reported that in chronic
HF after myocardial infarction, impaired Ach-induced
endothelium-dependent vasodilatation of isolated coronary
arteries was improved in mice treated with finerenone, and
we demonstrated that such improvement depended on a
reduction of oxidative stress at the specific level of the
arteries.®® In the present study, ovariectomy-induced
impaired  endothelium-dependent  vasodilatation ~ was
improved by finerenone, also including oxidative stress reduc-
tion in the coronary wall, because ex vivo NADPH oxidase
inhibition ameliorated dilatation to the same extent in the
arteries of OVX and OVX + Fine mice. These data highlight
again the ability of finerenone to protect coronary function.

Several studies indicated that ovariectomy induces an
increase in arterial pressure in rats and mice,">** including
in spontaneously hypertensive rats, in which the pressure
delta was not reduced by oestrogen therapy but only by com-
bining estradiol and drospirenone.® In our study, MR block-
ade with finerenone reduced the increase in blood pressure
of OVX mice. Regarding vascular distensibility, DeMarco
et al. reported a decrease in femoral arteries of female mice
fed with a high-fat/high-sucrose diet while it was preserved
in case of MR blockade with preventive spironolactone
treatment.’® In our hands, although under anaesthesia with
a non-evaluable degree of vasoplegia, ultrasound assessment
suggested that finerenone allowed improving stiffness of fem-
oral arteries in OVX mice.

Ovariectomy induces weight gain in which aldosterone-MR
has been previously implicated. Indeed, Mook et al. showed
that in ovariectomized rats, adrenalectomy attenuates weight
increase® likely due to a decrease in aldosterone-MR interac-
tion, because in non-adrenalectomized ovariectomized rats,
Dagnault et al. reported that 3 weeks of treatment with the
MRA RU-28318 limits fat gain unlike treatment with the gluco-
corticoid receptor antagonist RU-38486.3¢ In our study, a
1 month finerenone treatment limited weight gain of OVX
mice. This increase in body weight of OVX mice was accompa-
nied by increased plasma leptin. Huby et al. showed that lep-
tin induces an increase in adrenal secretion of aldosterone®’
and participates in increased blood pressure and endothelial
dysfunction of obese hyperleptinaemic female mice via
aldosterone-dependent mechanisms,*® thus supporting the
idea that MR blockade is as an interesting strategy in the con-
text of obesity-associated cardiovascular disease in women.

In OVX mice, the increases in body weight, blood pressure,
and fasted glycaemia suggested a pre-MetS state that was as-
sociated with decreased insulin sensitivity and decreased glu-
cose tolerance, although we found no increase in plasmatic
levels of triglycerides or total cholesterol in these animals
fed with a standard diet. Ovariectomy in rats and mice has
been used to evaluate many features associated with the
MetS.3*In another study, in ovariectomized rats fed with a
standard diet, Olatunji et al. reported increases in plasmatic
triglycerides and total cholesterol (CHO), encompassing
increased low-density and decreased high-density lipopro-
tein-CHO (LDL-CHO and HDL-CHO), which were improved,
except HDL-CHO, by a preventive spironolactone treatment.*
Recently, in mice with high-fat diet-induced obesity and de-
creased insulin sensitivity, Marzolla et al. showed that a pre-
ventive finerenone treatment improved metabolism through
the activation of AMP-activated protein kinase, which, in turn,
stimulated adipose triglyceride lipase activation, with subse-
quent increased expression of uncoupling protein-1 in brown
adipocyte.*® Our data show that a 1 month finerenone treat-
ment, given 3 months after the ovariectomy, allowed improv-
ing previously established parameters of the MetS.

Ovariectomy in rodents and type 2 diabetes in human
and rodents have been associated with myocardial mito-
chondrial dysfunction.*?® In a study after 2.5 months of
ovariectomy in rats, Rattanosopa et al. evidenced a
decrease in complex I-driven ATP synthesis of isolated mito-
chondria, while basal mitochondrial ROS production was
not affected.”’ In the same extent, in the present study,
no change was evidenced concerning mitochondrial ROS
production, but subsarcolemmal mitochondria of OVX mice
showed a decrease in ATP production that was improved
after finerenone treatment.

Concerning the ability to exercise in post-menopausal con-
dition, Machi et al. reported a reduction of the maximal
speed during a running test, 2 months after ovariectomy in
rats aged 24 months, which had diastolic dysfunction without
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EF reduction.>* Moreover, Mook et al. reported a rapid re-
duction of daily spontaneous activity of ovariectomized rats
in a running wheel, during a study period of 5 to 33
post-operative days, with an enhancement of this phenome-
non during the same consecutive period.® In the same ex-
tent, after 2 months of ovariectomy in mice, Do-Carmo
et al. reported decreases in VO, and energy expenditure,
with clear tendency for reduced spontaneous activity.* In
the present study, OVX mice showed reduced exercise capac-
ity during an endurance or an acceleration test at race and re-
duced spontaneous activity. Unfortunately, we were unable
to perform telemetry assessments, as it would be interesting
to record treadmill heart rate and post-run heart rate recov-
ery, because HFpEF is associated with chronotropic
incompetence.”® Nevertheless, when receiving finerenone
treatment, the proportion of OVX mice able to complete
the acceleration test on exertion increased. Furthermore,
data evidenced improvement of spontaneous activity in
OVX mice with finerenone treatment, likely to participate in
the improvements of global metabolism and cardiovascular
function.

Our data show that MR is a relevant target in models of
ovariectomy-induced altered metabolic profile and cardiovas-
cular dysfunction. In the same extent, Olatunji et al. reported
an increase in plasma aldosterone level in OVX rats.’® After
ovariectomy in a model of MetS derived from a cross between
Dahl salt-sensitive and Zucker rats with an inactivating muta-
tion in the leptin receptor (OVX-DS/obese), Murase et al.
measured increased LV mRNA expressions of MR and its tran-
scriptional target Sgk-1 (serum and glucocorticoid-activated
kinase-1).* Estradiol treatment in these OVX-DS/obese rats
attenuated hypertension and obesity but did not improve
heart function because of exacerbated LV fibrosis and
diastolic dysfunction, probably mediated by MR activation.**
On the other hand, in mice with ovariectomy, Rouet-Benzineb
et al. measured reduced LV protein expression of oestrogen
receptor ER-o and ER-f while showing augmented protein
expression of cardiac MR.*?

Although a theoretical enhancement of ER activity could
be hypothesized at least via indirect mechanisms, for
example, counter-regulation of endogenous steroid hor-
mone release by an unselective receptor profile as demon-
strated for spironolactone® or recruitment of the
transcriptional co-activator steroid receptor coregulatory-1
(Src-1), which is shared by most steroid hormone receptors,
we have no reason to believe that such indirect mechanisms
apply to the benefits of finerenone in the current study.
Indeed, (i) finerenone does not have any detectable affinity
for both ERa and ERB,45 and (ii) finerenone has been
demonstrated to act as an inverse agonist for Src-1
recruitment (i.e. blocking Src-1 recruitment even in the
absence of aldosterone) in a chromatin immunoprecipitation
assay in a human kidney cell line as well as in rat
cardiomyocytes.*®*

In summary, MR was identified as an important
pharmacological target for the potential treatment of
diastolic dysfunction in post-menopausal women, and it
would be prudent to investigate the novel non-steroidal
MRA finerenone in HFpEF.
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Data S1. Supporting Information

Figure S1. Left Ventricular histology. (A) Representative pho-
tographs of PECAM-1 immunolabeled endothelial cells
(lower photographs) and of Wheat-Germ-Agglutinin (WGA)
staining for contouring cardiomyocytes (upper photographs),
allowing determining: i) the cardiomyocytes mean-crossed
sectional area (MCSA) (data for n = 8 CTL, n = 8 OVX and
n = 11 OVX + Fine mice in Table 1 of the article), and ii)
the ratio of the number of capillaries to the number of
cardiomyocytes (data for n= 9 CTL, n =9 OVX and n = 11
OVX + Fine mice in Table 1 of the article). (B) Representative
photographs of collagen type-l (Coll-I) (lower photographs)
and collagen type-IIl (coll-1ll) (upper-photographs) after co-
immunolabeling, allowing calculating the mean percentage
on interstitial collagen content in each group (data for
n=7CTL n=9 0VX and n = 10 OVX + Fine mice in Table
1 of the article).

Figure S2. Finerenone treatment improved ovariectomy-
induced peripheral dysfunction. (A) Echography assessment
of femoral artery diameter in function of the increase in
blood flow (confident interval 95%) related to
temperature-induced vasodilatation during stepwise pro-
gressive heating of the paw (CTL, solid line, n = 10; OVX,
dotted line, n = 5; OVX + Fine, dashed line, n = 12). Statis-
tics: multivariate analysis.
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iNOS*+CD68" cells, M, as CD206+CD68" double positive cells,
and My as Moo — (My + M) cells) (x20). NS.

Table S1. Macrophages density in the myocardium.
Macrophages immuno-labeling: number per field of
immuno-labeled macrophages (M., as CD68" cells, M, as
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9-APPENDICES

9.1- Supplemental methods

Ovariectomy

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection (0.01mL/g) of xylazine/ketamine (0.2mL xylazine
Rompun 2%, Bayer + 1mL ketamine, Imalgene + 8.8mL physiological serum). Anesthesia was
maintained by isofluorane inhalation (1-2%). After double dorsolateral incision and separation of the
musculature, the ovarian fat pad was put out, the region below the ovaries was clamped, knotted above
and below and removed. The ovarian artery was knotted above and below and sectioned. Musculature
and skin were sewed. Buprenorphine (117.66 g.mL*, Axience) was administered at reawakening and
6h later. After sacrifice of mice, the success of the ovariectomy was confirmed by the weighing of

atrophied uteri.

Echography

Measurements were done using Vivid7 ultrasound (GE-Healthcare, France) with a linear 14 mHz probe
on mice anesthetized with isoflurane inhalation (1.5%). Mice were applied a depilatory agent and put
on a heated examination table equipped with electrocardiogram electrodes. Acquisitions in Time-
Movement mode were done in parasternal short axis view at the LV papillary level. LV wall thicknesses,
systolic and diastolic diameters were measured and FS (%) was calculated as: (diastolic diameter —
systolic diameter / diastolic diameter x 100). Velocity Time Integral (VTI, cm) was measured in pulse-
Doppler mode at the pulmonary artery, enabling to calculate both stroke volume (SV, mL.beat?,
[VTloric X Pi X (D%o0ric/4]) and cardiac output (CO, mL.min, SV x HR). Temperature-mediated flow
dilation was measured on the left superficial femoral artery. A tube connected to a water-bath was
attached to the paw with a temperature probe and measurements assessed at 34, 37, 40 and 43°C. Artery
diameter was acquired in B-mode and blood flow and HR in Doppler mode. Data were analyzed using
VevolLab3100 software. Femoral stroke volume (mL.beat™) was calculated as SVem= VTI (mm) X 7 X

(diameter (mm)2/4)/100 and Femoral Artery Output (FAO, mL.min™) as FAO = 60 X SVsem X HR. Shear
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Stress (dynes.cm?) was calculated as Shear stress = (4 x FAO/60) / (n x (Diameter (cm)/2)%) with

viscosity u=0.0021.

Plethysmography
Systolic blood pressure (SBP) was measured in conscious mice by the tail-cuffed method as previously

described (CODA, Kent Scientific Corporation, USA)3®.

PV-Loop

LV hemodynamic was assessed in anesthetized mice (Inactine, 10 mg.kg?, IP). The carotid artery was
cannulated with a pressure-volume catheter (SPR839, Millar Instruments, USA) to record arterial
pressure and heart rate, after which the catheter was advanced into the LV. Pressure-volume loops were
obtained at baseline and during loading by gently occluding the abdominal aorta with a cotton swab. LV
end-systolic and end-diastolic pressures were measured, and LV end-systolic and end-diastolic pressure-

volume relations were calculated with LabChart software (AD-Instruments, New-Zealand).

Isolated coronary function

Endothelial function was assessed in isolated coronary artery removed from heart placed in cold
oxygenated Krebs buffer. A 1.5-2mm segment of interseptal coronary artery (internal diameter<120um)
was mounted on a myograph (DMT, Aarhus, Denmark). After normalization response to acetylcholine
(10° to 3.10°mol.L ) and endothelium-independent relaxation to sodium nitroprusside (SNP) (10~ to
3.10°mol.L?) were obtained in segments pre-contracted with serotonin 10°mol.LY). In some
experiments, response to acetylcholine was assessed after 35 min incubation with the NO synthase
inhibitor L-NG-nitro-arginine (L-NNA, 10“*mol.L") or with nicotinamide-adenine-dinucleotide-

phosphatase (NADPH)-oxidase inhibitor (apocynin, 10“mol.L?).

Myocardial oxidative stress
LV reactive oxygen species (ROS) production was determined by electron paramagnetic resonance

(EPR) spectroscopy, as previously described *°*. Snap frozen LV were homogenized and incubated at
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37°C for 15min in 50mmol.L* phosphate buffer containing 25umol.L deferioxamine, 5umol.L?, and
500 diethyldithiocarbamate pumol/L 1-hydroxy-3-methocarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrolidine
hydrochloride (CMH, Noxygen, Hamburg, Germany). The oxidation of CMH into the paramagnetic
nitroxyde CMe, driven mainly by superoxide and peroxynitrite reactions, was measured by EPR. Tissues
were introduced into an insulin syringe and frozen in liquid nitrogen. Spectra were recorded at 77K in a
liquid nitrogen cooled dewar using an MS200 spectrometer (Magnetech, Berlin, Germany) with the
following acquisition parameters : microwave power : 20 mW, microwave frequency : 9.54GHz,
modulation amplitude : 5G, modulation frequency : 100KHz, gain 2x102, sweep time 120s and humber
of scan 2. Intensity of the spectra was measured from the height of the central line and expressed in

arbitrary units (AU) per mg of protein.

Mitochondrial isolation, ATP synthesis and ROS production

In order to evaluate ATP synthesis and mitochondrial ROS production, cardiac subsarcolemmal (SSM)
and interfibrillar (IFM) mitochondria were isolated according to Palmer et al. 2. Freshly dissected LV
samples were homogenized in buffer-A (220mM mannitol, 70mM sucrose, 5mM Mops, 2mM EGTA
(ethylene glycol-bis(aminoethyl ether) tetraacetic acid), 0.2% bovine serum albumin (BSA), pH7.4,
4°C) and centrifuged (500g, 10min, 4°C). Subsarcolemmal mitochondria (SSM) were obtained by
pipetting supernatants and centrifuging them (3000g, 10min, 4°C). Pellets obtained during SSM
isolation were resuspended in buffer-B (100mM KCI, 52mM Mops, 2mM EGTA, 0.2% BSA, pH7.4,
4°C) containing Nagarse (5mg.g-1 tissue) and immediately homogenized with a dounce-type
homogenizer and centrifuged (500g, 5min, 4°C). Pellets were resuspended with Buffer-B and washed
twice. Interfibrillar mitochondria (IFM) were obtained by pooling resulting supernatants and
centrifuging them (3000g, 10min, 4°C). SSM and IFM pellets were resuspended in buffers-A and -B
respectively (without BSA and with 0.5 EGTA). Then, isolated mitochondria were incubated in the
respiration buffer (10min, 25°C) with 10mM glutamate and 4mM malate under continuous stirring to
eliminate sample residual ADP. Subsequently, ATP production was initiated by adding 2mM ADP and
isolated mitochondria were sampled every 20s to 180s to extract ATP by 500uL perchloric acid (1N).

Sample were centrifuged (10,000 g, 5min) and supernatants were neutralized by an adapted volume of
153



5M K2CQO3. The rate of ATP production in either SSM or IFM was determined using the ATP
bioluminescence HSII kit (Roche). Pellets obtained after the first centrifugation were sampled for the
protein assay and the results were expressed as nmol ATP/mg proteins. ROS production was evaluated
as previously described 27, in mitochondrial preparations by EPR spectroscopy using glutamate (10

mM), malate (4 mM) and ADP (2mM).

Mitochondrial enzymatic activities

LV samples were homogenized in a lysis buffer (5mM Tris-HCI, Nacl, 0.9, 4°C) and centrifuged (600g,
10min, 4°C). Aconitase activity was assessed by spectrophotometry in measuring the formation of cis-
aconitate for isocitrate at 240nm in a reaction mixture (50mM Tris-HCL, 30mM isocitrate, 0.6mM
MnCl, (pH7.4) at 37°C %2, Fumarase activity was assessed using 50mM L-malate, 50mM KH2POy,

pH7.4 at 37°C according to Bradshaw et al.2%,

Histology

Hearts were removed, LV were separated, weighted, and snap frozen in liquid nitrogen. LV Collagen |
and 11l density was determined on 6um slices after BSA blockade followed by 1h incubation with
primary antibodies (Collagen-I Abcam ab34710 (Rabbit) at dilution x1/1000 and collagen-1Il ol
NovusBio NPB126547 (Goat) at dilution x1/500). Slices were then washed 3x5 min in PBS-1X and
incubated 30min with secondary antibodies (Donkey anti-rabbit coupled to FITC, Jackson-
Immunoresearch 711-095-152, at dilution x1/400 and Donkey anti-Goat Dylight-550, Interchim A50-
201D3 at dilution x1/400). Cardiomyocytes count and mean cross-sectional area (MCSA) and capillary
density were obtained from LV sections after acetone bath 10min and rehydration in PBS-1X 10min
before blockage 10min with BSA 3%. Sections were then incubated for 1h with a primary rat anti-mouse
CD31 (BD 553371 at dilution x1/100) for the labeling of endothelial cells. Sections were washed 3x5
min with PBS-1X and incubated 30min in the dark with the secondary antibody (donkey anti-rat coupled
to Cy3, Jackson-Immunoresearch 712-166-153 at dilution x1/400). Sections were washed again 3x5min
with PBS-1X and incubated with FITC-WGA for 30min (at dilution x1/100). Sections were washed as

previously, rinsed in H,O, and mounted in Vectashiel. For detection of CD68" total macrophages and
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CD206" (M2 like) and iNOS* (M type) macrophage subpopulations, sections were incubated 1h at room
temperature with primary antibodies rabbit antimouse CD206 (Abcam, Ab64693) at dilution x1/2500
and rat antimouse iNOS (Biolegend, 696802) at dilution x1/500, in the 1% BSA-PBS buffer with 0.3%
saponin. Sections were washed 3x5 min in PBS and incubated 30 min in the dark at room temperature
with secondary antibodies donkey antirabbit-Cy3 (Jackson Immunoresearch, 711-605-152) at dilution
x1/400 and donkey antirat AF488 (Jackson Immunoresearch, 712-546-153) at dilution x1/400 in the 1%
BSA-PBS buffer with saponin. Sections were washed 3x5 min in PBS. Endogenous biotin and avidin
were blocked (e.g., Dako biotin blocking kit, 10 min each). Sections were then incubated 1h at room
temperature with primary antibodies biotinylated rat antimouse CD68 (Miltenyi, 130-102-025) at
dilution x1/200 in 1% BSA-PBS with saponin. Sections were washed 3x5 min in PBS and incubated 30
min in the dark at room temperature with secondary reagents SA-Cy5 (A647) (Interchim, FP-CA5640,
FP-YE5081) at dilution x1/1500 in 1% BSA-PBS saponin buffer. Sections were washed 3x5 min in PBS

and mounted in Vectashield. Image analysis were done using ImageJ.

Treadmill tests and energy metabolism

Mice were accustomed to forced running on treadmill (slope 5%, electric shock 6mA, 3Hz) (3/6
Treadmill, Columbus Instruments, Ohio, USA) for 2 consecutive days until they reach a speed of
15m.min during 10min. Mice were submitted to an endurance test (speed increment: every 30sec for
2.5min until reaching 25m.min!, maintained for the next 57min) or to a stress test (stepwise speed
increment: 2m.min! every 2min from 13 to 35m.min), with an exclusion criterion of >20shocks.min"
! Energy metabolism was performed using combined indirect calorimetry system equipped with running
wheel to assess continuous monitoring of VO3, VCO,, energy expenditure, and locomotor activity. Mice
were individually housed and acclimated to the air-tight cages equipped with running wheel
(PhenoMaster, TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Germany) 8 hours before experimental
measurements, with free access to food and water ad libitum. Subsequently, volumes of oxygen
consumption and volumes of CO, production were measured every 10 minutes for a total of two

consecutive periods of 24 h to determine VO, and VCO,, and energy expenditure (EE = VO, X
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(3.815+(1.232 x (VCO2/V0Oy))) x 4.1868). Home-cage locomotor activity (horizontal and vertical) was

evaluated by a multidimensional infrared light beam system.

Body composition
Body composition, providing fat and lean mass was assessed in vigil mice by echo-MRI (EMR-185,
Echo-MRI, USA). Calibration is done with canola oil; whose chemical composition is similar to rodents.

Parameters were normalized to mice weight (%).

Insulin Tolerance Test (ITT) and Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

Mice were fasted overnight and then administered human insulin (Actrapid, Novo Nordisk, France) by
intraperitoneal injection (0.75 u.kg™) or glucose by oral gavage at dose (2.0 u.kg?). Glycaemia is
measured before injection, and then after 15, 30, 45, 60, 90 and 120 minutes). A blood drop collected
after tail incision is put on reactive strips (Glu-Test Strips, Nova Biomedicals, UK) and read by

glucometer (Stat Strip Xpress-1, Nova Biomedicals, UK).
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CTL OVX OV X+Fine

Histology, immuno-labeling

Mo cells, nb/field 2.3 1.1 (n=6) 1.9+£0.4 (n=7) 1.1£0.4 (n=7)
M cells, nb/field 0.3+ 0.2 (n=6) 0.2x0.1 (n=7) 0.2+0.1 (n=7)
M cells, nb/field 10.3 £ 0.8 (n=6) 13.3+£1.4 (n=7) 11.2 + 1.5 (n=7)
Miotal cells, nb/field 12.8 +0.9 (n=6) 15.4 + 1.5 (n=7) 12,5+ 1.6 (n=7)

Supplemental Table 1: macrophages density in the myocardium. Macrophages immuno-
labeling: number per field of immuno-labeled macrophages (Mt @s CD68* cells, M; as
iINOS*+CD68* cells, M, as CD206"+CD68* double positive cells, and Mg as Miota — (M1+M3) cells)

(x20). NS.
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Supplemental figure 2
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Conclusion

En conclusion, cette étude met en évidence l'intérét thérapeutique potentiel de la

finérénone dans un contexte d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée associée

a la postménopause.
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Chapitre 4. Discussion générale

A ce jour, aucun traitement pharmacologique n’a montré de bénéfices nets pour la
prise en charge des patients atteints d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée
associée a I'obésité ou au syndrome métabolique. A travers ces deux études pré-cliniques,
I'une portant sur un modele de souris présentant une dysfonction diastolique induite par un
régime riche en gras et |'autre portant sur un modele de souris présentant une dysfonction
diastolique induite par I'ovariectomie, nous avons montré I'efficacité d’un traitement par la
finérénone, un antagoniste sélectif du récepteur minéralocorticoide, sur la dysfonction

diastolique.

Ces deux modeles d’insuffisance cardiaque ont mis en évidence I'effet bénéfique de la
finérénone sur les fonctions cardiovasculaires et rénales, dans un contexte d’obésité ou de
postménopause. Ces travaux contribuent a montrer le réle de la suractivation du SRAA dans

la mise en place et la progression de I'insuffisance cardiaque.

La premiere étude a permis de montrer que le traitement par la finérénone, associé a
une normalisation du régime alimentaire, permet une amélioration de la fonction cardiaque,
et particulierement de la fonction diastolique, ainsi que la fonction coronaire. Elle montre
également que ces effets sont médiés par I'effet de la finérénone sur la voie de signalisation
de I'insuline via I'action de la leptine et de la PTP1B et d’autre part par I'effet anti-fibrotique

du traitement.

L'augmentation de la leptine observée pour les souris HFD dans notre étude est
diminuée par la normalisation du régime alimentaire. De maniére intéressante, Faulkner et al.
ont montré dans des modeles in vivo que la leptine induit une production d’aldostérone. Ainsi,
I'amélioration de la fonction cardiovasculaire dans notre modeéle pourrait étre médiée par la
normalisation du régime alimentaire, induisant une perte d’adipocytes et donc une diminution
observée de la concentration en leptine plasmatique, qui pourrait contribuer a diminuer la
production d’aldostérone et ainsi I'activation du RM. De plus, la leptine agissant sur I'axe
insuline-glucose, la diminution de la concentration en leptine plasmatique observée pour les
souris HS et HS+Fine contribue a expliquer I'amélioration de la résistance a l'insuline. Ces

résultats tendent a montrer que les améliorations métaboliques et cardiaques observées dans
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notre modele pourraient en partie étre liée a la diminution de la production de leptine (Figure

23).
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Figure 25. Représentation schématique de la stimulation par la leptine de la production d’aldostérone par les
glandes surrénales

La seconde étude a permis de montrer que le traitement par la finérénone dans un
contexte d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée induite par I'ovariectomie
permet une amélioration de la fonction cardiaque, et particulierement de la fonction

diastolique, médiée par une amélioration de la fonction coronaire.

Ensemble, ces deux études soulignent I'importance dans ces deux modeles de
I'antagonisme du récepteur minéralocorticoide dans un contexte d’insuffisance cardiaque
associée a des altérations du métabolisme. La finérénone ayant une meilleure sélectivité pour
le RM que la spironolactone ou I’eplerenone, son utilisation permet une diminution des effets
secondaires, principalement médiés par la fixation de ces antagonistes sur les récepteurs
stéroidiens. De plus, cette meilleure sélectivité permet I'obtention d’une efficacité
cardiovasculaire a une posologie plus faible, ce qui permet de traiter les patients sans
diminuer la pression artérielle systémique. De surcroit, les effets bénéfiques sur I'insuffisance
rénale chronique montré par la finérénone (FIDELIO-DKD ; 2020) ont mené a I'essai clinique

FIGARO-DKD, dont l'objectif était d’évaluer I'intérét de la finérénone sur les événements
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cardiovasculaires et rénaux chez les patients ayant une insuffisance rénale chronique
modérée a moyenne et un diabete de type 2. Au regard de nos résultats concernant la voie de
signalisation de l'insuline, il serait intéressant d’approfondir I’étude de ces voies métaboliques

pour caractériser plus finement I'effet de la finérénone.

Par ailleurs, I'’échappement de I'aldostérone au traitement par inhibiteur de I'enzyme
de conversion reste un probléme majeur. En effet, si ce traitement permet une diminution
dans un premier temps du taux d’aldostérone circulant, celui-ci remonte aprés quelques mois
de traitement, voire peut dépasser sa valeur initiale dans un contexte de traitement
antihypertensif 1°8, Ces données suggérent que I’échappement de I'aldostérone au traitement
par inhibiteur de I'enzyme de conversion est lié au fait qu’elle ne dépend pas seulement du
SRAA, mais que sa sécrétion est aussi médiée par le taux d’hormone adrénocorticotrope, par
la kaliémie et par le facteur natriurétique auriculaire. Dans ce contexte, il serait intéressant
d’évaluer si I'antagonisme du RM par la finérénone permettrait d’obtenir des résultats plus

prolongés qu’avec l'utilisation de la spironolactone.

Enfin, il serait intéressant d’étendre ce champ de recherche a un modeéle d’insuffisance
cardiaque plus sévere afin d’investiguer davantage les mécanismes d’action de la finérénone.
Une comparaison avec des souris ob/ob traitées a la finérénone permettrait également de
fournir un point de comparaison intéressant avec nos résultats. Pour terminer, il serait
intéressant d’étudier davantage le stress oxydatif et son réle dans la dysfonction vasculaire et
endothéliale en partie médiée par la diminution de la biodisponibilité en *NO pour mieux

comprendre le potentiel effet de la finérénone a ce niveau.

Pour terminer, I'essai clinique EMPEROR, incluant 3 730 patients avec une insuffisance
cardiaque NYHA de classe I, lll ou IV et avec une fraction d’éjection < 40% traités par de
I'empagliflozin, un inhibiteur sélectif du cotransporteur sodium-glucose, ou un placebo, a
montré une diminution de la mortalité cardiovasculaire et de I’hospitalisation pour
insuffisance cardiaque, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans le traitement de

I'insuffisance cardiaque 3%3.
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Conclusion
Nos travaux ont mis en évidence I'effet bénéfique de la finérénone sur la dysfonction

diastolique associée au syndrome métabolique ou a la ménopause. Nos résultats suggérant
I'implication des voies de la PTP1B et du phospholamban ouvrent des perspectives pour mieux

comprendre le mécanisme d’action de la finérénone.
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Abstract.

Managing the cardiovascular complications of renal failure is a major therapeutic challenge in clinical practice.
Mineralocorticoid Receptor (MR) blockade is a highly effective strategy for the management of heart failure,
but the use of MR antagonists (MRA) is limited by their side effects rendering them contraindicated in patients
with renal failure. Finerenone is a new non-steroidal MRA that shows fewer hyperkaliaemic events than the
traditional steroidal MRAs and could therefore represent an alternative to these molecules in patients with
damaged kidney function. The aim of this study is to characterize the effects of Finerenone on the cardiac
complications of renal failure in a mouse model of chronic kidney disease (CKD). CKD was induced by subtotal
nephrectomy (Nx), and finerenone was administered at a low dose (2.5 mg/kg/d) from week 4 to week 10 post-
Nx. Cardiac function was assessed by echocardiography and invasive hemodynamics while cardiac fibrosis was
measured by Sirius Red staining. Renal failure induced cardiac systolic and diastolic dysfunctions in the
untreated CKD mice, as well as minor changes on cardiac structure. We also observed alterations in the
phosphorylation of proteins playing key roles in the calcium handling (Phospholamban, Calmodulin kinase 1} in
these mice. Finerenone prevented most of these lesions with no effects on neither the renal dysfunction nor
kaliemia. The benefits of finerenone suggest that activation of MR is involved in the cardiac complication of
renal failure and strengthen previous studies showing beneficial effects of MRA in patients with CKD.

Keywords: Mineralocorticoid receptor; finerenone; cardio-renal syndrome; diastolic dysfunction.
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Antifibrotic effect of novel
neutrophil gelatinase-associated
lipocalin inhibitors in cardiac
and renal disease models
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Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is involved in cardiovascular and renal diseases.
Gene inactivation of NGAL blunts the pathophysiological consequences of cardiovascular and renal
damage. We aimed to design chemical NGAL inhibitors and investigate its effects in experimental
models of myocardial infarction (MI) and chronic kidney disease induced by 5/6 nephrectomy (CKD)
on respectively 8-12 weeks old C57BI6/j and FVB/N male mice. Among the 32 NGAL inhibitors tested,
GPZ614741 and GPZ058225 fully blocked NGAL-induced inflammatory and profibrotic markers in
human cardiac fibroblasts and primary mouse kidney fibroblasts. The administration of GPZ614741
(100 mg/kg/day) for three months, was able to improve cardiac function in Ml mice and reduced
myocardial fibrosis and inflammation. The administration of GPZ614741 (100 mg/kg/day) for two
months resulting to no renal function improvement but prevented the increase in blood pressure,
renal tubulointerstitial fibrosis and profibrotic marker expression in CKD mice. In conclusion, we have
identified new compounds with potent inhibitory activity on NGAL-profibrotic and pro-inflammatory
effects. GPZ614741 prevented interstitial fibrosis and dysfunction associated with MI, as well as
tubulointerstitial fibrosis in a CKD model. These inhibitors could be used for other diseases that involve
NGAL, such as cancer or metabolic diseases, creating new therapeutic options.

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (also known as lipocalin-2, oncogene 24p3, siderocalin, or
uterocalin) is a small circulating protein induced in a wide variety of pathological situations. Initially, NGAL
was identified in mature neutrophil granules and shown to also be expressed in the kidney, prostate, and various
epithelia’. Over the last decade, NGAL has been shown to have a broad expression pattern and is expressed by
renal, endothelial, and smooth muscle cells and hepatocytes, as well as cardiomyocytes, neurons, and various
populations of immune cells, such as macrophages and dendritic cells.

Several studies have highlighted NGAL as a potent early biomarker of renal injury or as an inflammation
biomarker™’, Other studies have shown that NGAL has a role in iron trafficking and chemotactic and bacterio-
static effects, as well as in differentiation, proliferation, and inflammation’~”". NGAL participates in the epithelial-
mesenchymal transition in vivo, as shown in a pulmonary adenocarcinoma model®, and in vitro in prostate and
breast-cancer cells®. In these models, NGAL promotes the motility, invasiveness, and metastatic capacities of
cancer cells. More recently, NGAL has also been shown to be involved in cardiovascular, metabolic, and renal
diseases'”. Indeed, gene inactivation in mice blunts the pathophysiological consequences of cardiovascular (myo-
cardial infarction or ischemia)'"'?, renal (subtotal nephrectomy)'?, and metabolic (high-fat diet)'* challenges.
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Overall, these data suggest that NGAL is a potential therapeutic target in several diseases. There is thus a
need to find NGAL inhibitors that can be used as therapeutic agents in various disease settings. More precisely,
we aimed to design chemical NGAL inhibitors and investigate the protective effects of pharmacological NGAL
blockade in cardiac and renal fibrosis. We thus performed in vitro studies in human cardiac fibroblasts and
primary mouse renal fibroblasts and in vivo experiments in myocardial infarction (MI) and chronic kidney
disease (CKD) mouse models.

Results

Selection of potential disruptors of the NGAL-NGAL receptor interaction. We prepared a data-
base of compounds for virtual screening and built in silico screening models for NGAL-interacting compounds
prior to the virtual screening of compounds on NGAL-modulated pathways.

We used the www.ambinter.com database, containing more than 35 million molecular references. Our aim was
to have access to as many molecules as possible for future virtual and real screening. These chemical catalogues
are generally found in various formats that are not directly exploitable. We developed a procedure to “normalize”
the structures that would go into the database: discard radioactive, metallic, products, or reactive products, pan-
assay interfering compounds, separate salts from the main compounds, normalize the informatic representation
of the chemical structures (aromatization, ionic states, etc.), and calculate the 3D structure of each compound.
Natural compounds can present specific problems, such as fused rings or missing chirality information. In such
cases, the most probable configurations were calculated according to their internal energies. Unity molecular
fingerprints (which can be considered as bar-codes that identify molecules) were calculated for the molecules
for subsequent diversity or similarity searches. Subsets of the database consisting of natural products, drug-like
molecules, lead-like molecules, and molecules that interfere with protein-protein interactions were also built.
A workflow for the preparation of the molecules was therefore applied for virtual screening'”.

Several crystal structures of NGAL with siderophores are published in the Protein Data Bank (https://www.
resb.org/). Examination of these 3D structures, with or without siderophores, clearly shows that the general 3D
structure of the protein does not change. Therefore, targeting the “main” binding site of siderophores may not
exert significant effects, although we cannot rule this out. The biological activity of NGAL may be related to its
interactions with a receptor. As the NGAL receptor could not be modelled (no crystallographic data and no reli-
able homologue with a known 3D structure), our strategy was based on blocking the interaction of NGAL with
its receptor by identifying putative protein-protein interaction (PPI) disruptors. Based on the 3D structure of
NGAL (PDB accession numbers: 1IDFV & 1NGL), we surveyed potential “hot spots” (i.e. important residues for
PPI) on the protein surface using ANCHOR'® (http://structure.pitt.edu/anchor/), an online software to analyse
PPIs. We then identified two peripheral sites that may be druggable PPI zones (see Fig. 1A, red and cyan sites).

We selected potential disruptors of the NGAL-NGAL receptor interaction by virtual screening. This consisted
of simulating the binding energy of a small molecule with NGAL binding sites. As there are significant differences
between NMR and X-ray 3D structures of NGAL (RMSD = 4.6 A calculated according to the backbone of 1DFV
and INGL, see Fig. 1A), it was necessary to use these two structures as templates for modelling NGAL. Surflex-
dock 2.77, as implemented in Sybyl-X 2.1.1, was used for docking calculations. We identified two peripheral
sites that may be druggable PPI zones. The “-pscreen” parameter was selected for virtual screening. Based on
potential protein-protein interaction with NGAL, 32 potential hits were selected based on their docking score
and after visual inspection. As an example, Fig. 1B shows the docking of GPZ614741 (one of the active molecules,
see below) on a PPI site of NGAL.

Inhibitory activity of compounds selected after virtual screening. We previously reported that
recombinant human NGAL (hNGAL) induced expression of inflammatory (IL6) and profibrotic (Col I, Col
1) markers in HCFs'’. Thus, the inhibitory activity of the compounds was initially evaluated on hNGAL-
induced IL6 secretion. Among the 32 compounds obtained by virtual screening, four compounds (GPZ614741,
GPZ058225, GPZ425915 and GPZ413473) showed an important inhibitor effect on hNGAL-induced IL6 secre-
tion (Table S1) and were tested for their effects on different intracellular fibrotic markers such as collagen I and
111, fibronectin and galectin-3 (Table $2). In all cases, GPZ614741 (also named GP1) and GPZ058225 (also
named GP2) were the most effectives and were selected to create a second-generation compounds derived
from GPZ614741 or GPZ058225 (Table $3). The inhibitory activity of 23s-generation compounds derived from
GPZ614741 or GPZ058225 were next evaluated on hNGAL-induced IL6 secretion in HCFs (Table S4). Eleven
were as efficient as GPZ614741 and GPZ058225 at inhibiting hNGAL-induced IL6 secretion, whereas the other
tested compounds were unable to conserve their inhibitory effect (Table $4).

GP1 and GP2 fully inhibited NGAL-induced IL6 and Collsecretion (Fig. 1C). The two selected compounds
also blocked hNGAL-induced expression of intracellular profibrotic proteins (Col I, Col I11, fibronectin, Gal3)
(Fig. 1D), as well as cell proliferation (Fig. 1E).

To evaluate the dose dependent effect of NGAL inhibitor, we performed a dose-response of GP1 and GP2 on
proliferation induced by NGAL in human cardiac fibroblasts (Fig. S2). Both compounds were able to block the
proliferative effects of NGAL at 1 and 10 pM, but not at lower concentrations (Fig. $2). GP1 and GP2 at 1 uyM
did not prevent the increase in IL6 secretion induced by NGAL (Fig. S3), indicating that 10 pM is an efficient
concentration to inhibit IL6 secretion induced by NGAL in HCF cells. In mouse kidney fibroblasts (MKFs) co-
treated with NGAL+ GP1 at 1 uM, collagen I expression was prevented but not those of fibronectin, aSMA, IL6
and MCP1 (Fig. $4). To assess the specificity of GP1 for NGAL, we treated HCFs and MKFs with recombinant
TGF, a known profibrotic and proinflammatory stimulus. TGFp increased IL6 and Col I secretion in HCFs
(Fig. $5) and induced gene expression of Col I, Fibronectin and IL6 in MKFs (Fig. $6). GP1 has no inhibitory
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Figure 1. (A) Difference in the 3D structure of NGAL as determined by X-rays (1DVE magenta) and

NMR (INGL, green). The main site is represented by yellow spheres and the two peripheral sites by red and
cyan spheres. (B) Interaction of GPZ614741 with the NGAL PPI site. Effects of GP1 (GPZ614741) and GP2
(GPZ058225), at 10 uM, on (C) IL6 and Col I secretion, (D) cellular content of Col I, Col III, fibronectin, and
Gal-3, and (E) cell proliferation in ANGAL-treated human cardiac fibroblasts. The full-length gel and bands
are included in the Supplementary Fig. 10. *p <0.05 vs. Control. 'p<0.05 vs. NGAL-treated human cardiac
fibroblasts.

effect over the TGFp effects, supporting the view that GP1 has no off-target effects on profibrotic and proinflam-
matory pathways (Figs. $5,56).

Cell toxicity and absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) tests. An
ADME-Tox panel (Table S5) showed GP1 to be nontoxic for hepatocytes (MTT, up to 0.1 mM) and cardio-
myocytes (hERG predictor assay). The PPB was low and fully stable to acidic pH. It was also perfectly soluble in
aqueous buffers and partially processed by CYP3A4. The ADME-Tox panel showed GP2 to have no significant
hepatotoxicity (> 0.1 mM) or cardiotoxicity (it did not block the hERG channel). GP2 bound to plasma proteins
within an acceptance range. It showed mild solubility problems (only 63% in the solubility test) and the CYP3A4
isoform appeared to be involved in its processing (inhibited the enzyme activity in a competition assay by 32%)
(Table S5).

Based on the efficacy and ADME-TOX results, we next tested whether oral administration of GP1
(GPZ614741) could efficiently prevent the cardiac and renal impact of MI or subtotal nephrectomy in vivo,
respectively.

Impact of GP1 (GPZ614741) in a myocardial infarction mouse model.  We previously reported that
Len2 (NGAL) gene inactivation blunts the functional and morphological consequences of MI', We therefore
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Cardiac parameters Sham MI MI+GP1
HW/TL (mg/mm) 8.5+0.4 10.9+0.4* 11.3+0.8*
LVW/TL (mg/mm) 6.2£0.3 8.3+0.3" 8.8+0.6"
LVEDD (mm) 3.33+0.08 6.31+0.12* 5.88+0.39%
LVESD (mm) 2.03£0.05 5.47+0.13* 4.90+0.39*
FS (%) 39+0.93 13.4+1.0* 17.2+1.3*
SV (ml/beat) 0.092£0.003 | 0.062+0.005% | 0.086+0.004
CO (ml/min) 39.7+2.0 29.4+1.9* 47.1+33!
LVEDP (mmHg) 2.73+0.95 5.91+0.49* 4.41+0.57
LVESP (mmHg) 85.05+1.39 78.82+£2.76 8231422
LV (dP/dt,,,) 5220+229 3894 +259* 4501 %320
LV (dP/dt,,;.) 48742550 | 3117£253* | 4487+413"
tau e 6.05+0.30 7.97 +0.45* 6.08+0.27"
tau 1/2 4.43£0.20 5.82+0.32* 4.33+0.21"
Renal parameters Sham CKD CKD +GP1
KW/TL (mg/mm) 9.40+0.26 11.5+0.42* 11.3+0.23*
SBP (mmHg) 115+0.75 139.3+£2.22* 122.1+2.58"
Plasma creatinine level (mM) | 4.14+1.30 21.541.45* 20.4+1.54*
Plasma urea level (mM) 7.11+0.34 15.2+0.36* 16.74+ 1.86*

Table 1. Cardiac parameters in the myocardial infarction animal model and renal parameters in the chronic
kidney disease animal model. HW/TL heart weight/tibia length; LVW/TL left ventricle weight/tibia length;
LVEDD left ventricular end diastolic diameter; LVESD left ventricular end systolic diameter; FS Fractional
shortening; SV stroke volume; CO cardiac output; LVEDP left ventricular end systolic pressure; LVESP Left
ventricular end systolic pressure; LV dP/dT,,.. and dP/dT,,, contractility and relaxation index, respectively;

tau-e and tau ¥ relaxation constants; KW/TL kidney weight/tibia length; SBP systolic blood pressure. *p <0.05
vs. Sham. "p<0.05 vs. MI or CKD mice.

tested whether the GP1 compound mimicked the genetic inactivation of Len2/NGAL in a murine MI model.
As shown in Table 1, three months administration of GP1 (100 mg/kg/day in the food) induced a significant
increase in fractional shortening (FS) resulting from a slight, statistically non-significant decrease in both the
LV end diastolic and systolic diameters (LVDD and LVSD, respectively) relative to those of the non-treated MI
group. At the same time-point, both stroke volume (5V) and cardiac output (CO) were higher in the GP1-treated
group than the non-treated MI group.

Three months of treatment with GP1 (100 mg/kg/day in the food) did not modify the LV end-systolic pressure
(LVESP) relative to that of the MI non-treated group and resulted in a trend towards an increase in the LV dP/
dt,,.x (p=0.07) (Table 1). Moreover, the LV end-diastolic pressure (LVEDP) tended to be lower in the MI GP1-
treated group, whereas the increase in the LV dP/dt,;,, together with the decrease in the LV relaxation constant
Tau, indicated an improvement in diastolic relaxation upon chronic treatment.

Treatment with GP1 (100 mg/kg/day in the food) resulted in a significantly lower LV interstitial collagen
deposition than in the non-treated MI group (Fig. 2A). Three months of treatment with GP1 significantly
prevented the upregulation of Col I, aSMA and CTGF observed in the non-treated MI group (Fig. 2B-D). The
infarct size in mid LV sections was similar between GP1-treated vs. untreated infarcted mice (infarct size %:
untreated 39.0+2.3, GP1-treated 40.0 £ 1.8, n=4-9, NS). Permanent coronary artery ligation induces transmural
infarction and the inhibition of NGAL did not affect collagen levels in the infarct zone which contained only
fibrosis (Fig. S7). Treatment with GP1 significantly prevented the upregulation of cardiac protein levels of IL6
and the expression of inflammatory markers, such as CD68 (marker of monocytes lineage), CD80, and CD86
(markers of macrophages) (Fig. 2E).

Impact of GP1 (GPZ614741) on renal fibroblasts and the kidney in a CKD mouse model. We
next tested whether GP1 blunted recombinant mNGAL-induced expression of profibrotic/proinflammatory
markers in mouse primary renal fibroblasts (MKF) and whether in vivo administration of GP1 in the 5/6 Nx
CKD mouse model had a similar effect as that reported for Lcn2/NGAL gene inactivation'.

MKEF were stimulated with recombinant murine NGAL (mNGAL), with or without GP1. GP1 inhibited
mNGAL-induced expression of profibrotic (Col I, fibronectin, aSMA) (Fig. 3A) and inflammatory (IL6, MCP1)
markers (Fig. 3B).

In vivo administration of GP1 had no impact on functional parameters, such as plasma levels of urea or
creatinine (neither one nor two months after CKD induction) (Table 1), indicating that GP1 did not blunt renal
dysfunction associated with CKD in the 5/6 nephrectomy model. However, two months of GP1 administration
prevented the increase in blood pressure observed in this CKD model (Table 1).

We next analyzed whether the anti-fibrotic and anti-inflammatory effects observed in the M1 model were also
present in the mouse CKD model. Two months of GP1 administration had a strong antifibrotic effect in vivo by
blunting the renal tubulointerstitial fibrosis associated with CKD (Fig. 4A). Both CKD and CKD + GP1 mice did
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Figure 2. Effect of three months of GP1 (GPZ614741) administration. (A) Representative microphotographs
and quantification of interstitial fibrosis. (B) Col I, (C) aSMA, (D) CTGF and (E) proinflammatory markers
(IL6, CD68, CD80, and CD86) protein levels in Sham, MI, and MI+GP1 (GPZ614741)-treated mice. The full-
length gel and bands are included in the Supplementary Fig. 11. *p<0.05 vs. Sham. 'p <0.05 vs. MI mice.
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Figure 3. Effect of GP1 (GPZ614741), at 10 uM, on mRNA levels of (A) profibrotic markers Col I, fibronectin
and aSMA) and (B) proinflammatory markers (IL6 and MCP1) in mNGAL-treated MKF cells. *p<0.05 vs.
Control. 'p<0.05 vs. NGAL-treated MKF cells.
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Figure 4. Effect of two months of GP1 (GPZ614741) administration. (A) Representative microphotographs
and quantification of Sirius red staining and (B) Periodic acid-Schiff staining (scale bar 50 pm), and (C) mRNA
expression of profibrotic markers (Col I, fibronectin and aSMA), (D) proinflammatory markers (1L6 and
MCP1), and (E) CD68, CD80, and CD86 in a CKD mouse model. *p<0.05 vs, Sham. 'p<0.05 vs. CKD mice.

not show collagen deposition in glomeruli compared to Sham group (Fig. $8). Tubular lesion scoring revealed
that GP1 prevented tubular injury induced by CKD (x 3.1 in CKD vs. Sham mice) (Fig. 4B). GP1 administration
also blunted the increased expression of profibrotic markers (Col I, fibronectin, aSMA) (Fig. 4C) but not those
of inflammatory markers, such as IL6 and MCP1 (Fig. 4D), CD 68, CD80, or CD86 (Fig. 4E).

Discussion

We have identified several compounds with potent inhibitory activity on the NGAL-mediated expression of
profibrotic and pro-inflammatory markers and cell proliferation in two primary cell cultures of fibroblasts of
human cardiac or murine renal origin. One of the compounds, GP1, showed efficient in vivo activity to prevent
the interstitial fibrosis associated with MI and CKD. The effects of GP1 (GPZ614741) on cardiac function, fibrosis,
and inflammation mimics the functional, molecular, and histological impact of global genetic inactivation of
Len2 in the same MI model that we previously reported in Martinez-Martinez et al.''. In the CKD model, the
effect was only partial relative to global genetic Lcn2 inactivation. Although the effect of GP1 on renal fibrosis
mimicked the effect of global genetic inactivation of Lcn2, it did not improve renal function or inflammation.
'The reason for these differences may be related to heterogenous intrarenal tissue distribution of the compound,
which may thus, for example, not have an effect on glomerular function. The absence of effect on renal inflam-
matory markers is more puzzling, given the good inhibitory eftect of GP1 on NGAL-induced inflammatory gene
expression in primary kidney fibroblasts, as well as in vivo in the MI model. Of note, GP1 blunted the increased
blood pressure normally associated with CKD. This may be related to the vascular impact of NGAL, which has
indeed been previously reported upon metabolic challenge in mice'’. Further studies are required to determine
the possible mechanisms related to blood pressure control.

NGAL/Lipocalin-2 (LCN-2) is a member of the broader lipocalin family, which includes over 20 soluble
proteins, most of which are extracellular'. This family is evolutionarily conserved and found in various lineages
from bacteria to plants, invertebrates, and vertebrates'®. Lipocalins have a three-dimensional structure (lipocalin
domain) in which eight B-strands form a symmetrical f-barrel fold with a cylindrical shape. The p-barrel struc-
ture provides a hydrophobic cavity to bind to a variety of lipophilic ligands, including retinoic acid, progesterone,
prostaglandin, fatty acids, steroids, leukotriene B4, and platelet activating factor**,. NGAL/Lipocalin 2 is pro-
duced by a variety of cells of the cardiovascular and renal systems, adipocytes, and inflammatory cells and is also
found in brain, bone, gut, liver, etc. Two different cell-surface receptors for NGAL/LCN2 have been described:
solute carrier family 22 member 17 (SLC22A17, 24p3R or NGALR2) and low-density lipoprotein-related protein
2 (LPRP2 or megalin). High levels of 24p3R are expressed by specific cells, including macrophages, neutrophils,
lung and gut epithelia, kidney epithelial cells, vascular cells and cardiomyocytes, astrocytes, microglia, and
neurons. Megalin, a multi-ligand endocytic receptor, is highly expressed by certain types of absorptive epithelial
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cells, such as thyroid cells, epididymal cells, renal proximal tubule cells, and neuro-epithelium. Sensory organs,
including the eye (specifically, retinal ganglion cells) and ear, also express megalin'®.

Such a broad expression pattern of NGAL/LCN2 and its receptors suggests a potential role in a multitude
of physiological and/or pathological processes. The use of mouse models with genetic inactivation of Lcn2 has
allowed exploration of these roles, revealing both detrimental and beneficial effects of NGAL/LCN2. Global Len2
gene inactivation has beneficial effects in the cardiovascular system (recently summarized in Buonafine et al.)".
However, contrasting results have been reported in the kidney, for which the injection of recombinant NGAL
in acute kidney injury provides a benefit® but NGAL/LCN2 has a deleterious role in CKD progression'**!. As
reported here, NGAL/LCN2 plays a major role in end-organ damage and organ fibrosis in both cardiac- and
renal-disease models. Len2 knockout mice also revealed the important metabolic effects of NGAL/LCN2, with
higher body and adipose tissue weight in Len2 KO than wild type mice, as well as insulin resistance, but a
benefit of LCN2 was also been reported in beiging of adipocytes and increased thermogenesis*. Detrimental
roles of NGAL/LCN2 have been shown in cancer. NGAL/LCN2 induces proliferation and stimulates AKT and
HIF1-a activation, thus promoting angiogenesis and invasion. Moreover, NGAL can form a complex with MMP9,
increasing ECM degradation and favoring metastasis®. Finally, NGAL/LCN2 is a pleiotropic mediator of various
inflammatory processes. Lipocalin-2 has been shown to cause M1 macrophage polarization, while suppressing
the formation of the M2 macrophage phenotype, to favor inflammation via the recruitment of inflammatory
cells, such as neutrophils, and the induction of pro-inflammatory cytokines.

On the other hand, NGAL/LCN2 is required to limit infection. LCN2 was indeed first identified as a neutro-
phil granule component with a strong binding affinity to bacterial siderophores. As iron is essential for bacterial
growth, NGAL/LCN2 has a bactericidal affect against a number of bacterial species by chelating siderophore-
bound iron and making it unavailable for bacterial use. NGAL/LCN2 also plays an important role in immune
activation during acute infection. However, LCN2 was shown to worsen the outcome in pneumococcal pneu-
monia infection by deactivating alveolar macrophages in an animal model*. NGAL/LCN2 also acts as a source
of iron to Mycobacterium tuberculosis in infected macrophages, facilitating mycobacterial growth in vivo.

Overall, NGAL/LCN2 plays a critical role in the differential regulation of inflammation during acute infec-
tions and the progression of several chronic diseases. This Janus face/dual role suggests that NGAL/LCN2 could
be an important therapeutic target in chronic diseases, but caution must be exercised in the acute setting, espe-
cially during infectious diseases in which limiting the action of NGAL/LCN2 may be deleterious.

Several ways could be used to modulate NGAL/LCN2 expression and/or activity. A few studies have used
anti-NGAL antibodies, demonstrating neutralizing activity in vivo in the mouse. Anti-NGAL antibody treatment
attenuated immune-cell recruitment, such as neutrophil and macrophages, in a cardiac ischemia reperfusion (IR)
injury model, along with suppressed M1 marker expression and increased M2 marker expression®, The role of
NGAL in neutrophil recruitment has also been assessed in the liver; neutralization of NGAL by antibody injec-
tions protected mice from hepatic injury and neutrophil infiltration induced by alcohol challenge®. Similarly,
neutralizing NGAL antibodies reduced Ly6G neutrophil infiltration in two different psoriasis models”, leading to
the diminution of proinflammatory gene expression (IL6, IL8, IL17, IL1p and IL23)®, In patients with an abdomi-
nal aortic aneurysm (AAA), NGAL levels are elevated in the plasma and AAA tissue®®*. In a mouse model of
AAA, Tarin et al. showed that genetic deletion of Len2 or neutralization of NGAL with polyclonal anti-NGAL
antibody injections protected against AA A-induced lesions, with lower neutrophil infiltration and the diminution
of MMP activity®. In contrast, Saha et al. showed that antibody-mediated neutralization of NGAL exacerbates
DSS-induced colitis™, highlighting a protective role of NGAL in this model. Anti-NGAL antibodies lower tissue
iron concentrations in a dose-dependent manner, which could starve cancer cells, thus reducing metastasis™.
In cancer, NGAL is known to promote EMT through the alteration of E/N-cadherin expression®. Treatment of
MCEF-7 breast cancer cells (which have a metastatic tumor cell phenotype) with anti-NGAL antibodies prevented
changes in E/N-cadherin expression relative to their control® and anti-NGAL antibody administration decreased
lung metastasis in a mouse model of breast cancer®.

Another possible therapeutic approach would be to reduce NGAL expression by RNA interference. Guo
et al. engineered an encapsulating liposome delivery system to target LCN2 siRNA in cells via the intercellular
adhesion molecule (ICAM)-1. This approach was used to treat breast-cancer cells, reducing angiogenesis and
tumor progression in vivo in a xenograph mouse model*’,

Our approach was to identify small molecules that interfere with NGAL signaling in human fibroblasts. We
identified several candidates and provide a proof of concept study that at least one of them efficiently reduces
ECM remodeling in vivo in two preclinical models of CV and renal diseases. These inhibitors could be tested in
other diseases that involve NGAL, such as metabolic and cardiovascular diseases or cancer, such as breast or pros-
tate cancers, for which genetic Len2 inactivation and NGAL-neutralizing antibodies have proven to be beneficial.

Limitations

Our proof of concept study had several limitations. Full characterization of the hits we identified is now required
to precisely identify binding modes and in vivo pharmacodynamic and pharmacokinetic properties in various
disease models. Moreover, additional structure activity relationship studies should be performed to identify
derivatives with higher efficacy. As a proof of principle, we tested in vivo only one of the NGAL inhibitors at one
fixed dose. Several studies should now be performed to test various doses, as well as the other compounds that
we have shown to be active ex vivo using various readouts.

Methods
The study was carried out in compliance with the ARRIVE guidelines.
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Compounds. 3-Acetyl-N-[2-(1H-pyrazol-1-yl)phenyl]methyl]-benzenesulfonamide (GPZ614741, CAS
1241512-52-6) has been synthesized according to the scheme presented in Fig. S1. To a solution of [2-(1H-pyra-
zol-1-yl)phenyl]methylamine (3.0 g) in pyridine (20 mL) was slowly added 3-acetylbenzylsulfonyl chloride
(4.17 g) at 0 °C, and the mixture was stirred overnight at 115 °C. After cooling down, the reaction solution was
concentrated under reduced pressure. The residue was then dissolved in dichloromethane, washed with HCl
2 N, a saturated aqueous solution of NaHCO3 and saturated brine, then dried over magnesium sulfate, and con-
centrated under reduced pressure. The residue was finally purified by flash column chromatography (1: 1IEtOAc/
petroleum ether) to give the title compound as a white solid (5.72 g, 93% yield). 1H NMR (400 MHz, CDCI3) §
8.27 (t, ] =1.6 Hz, 1H), 8.01 (dt, ] = 1.6 and 8.0 Hz, 1H), 7.96 (dt, = 1.6 and 8.0 Hz, 1H), 7.69 (d, ] = 1.2 Hz, 1H),
7.63 (d, ]=2.4 Hz, 1H), 7.48 (t, ] =8.0 Hz, 1H), 7.30-7.26 (m, 2H), 7.18-7.14 (m, 2H), 6.45 (t, ] =2.2 Hz, 1H),
4.08 (d, ]=6.4 Hz, 2H), 2.55 (s, 3H).
Other compounds used in the present study are commercialized by Ambinter (see Tables 56,57).

Cell toxicity and absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) tests. Several
parameters have been evaluated to determine ADME-Tox profile of the compounds. Two specific toxicity assays
have been performed to assess hepatoxicity and cardiotoxicity. Hepatotoxicity was evaluated in isolated hepato-
cytes from swiss mice and determined by the thiazolyl blue tetrazolium bromide colorimetric assay (sigma, St
Louis, MO, USA). Cardiotoxicity was evaluated using the commercially available Predictor hERG fluorescence
polarization kit (Thermo Fisher Scientific, Illinois, USA). Several absorption, distribution, metabolism, and
excretion (ADME) assays have been carried out. The following experiments were undertaken: stability in human
microsomes, binding to human plasma protein, and CYP3A4 inhibition assay (Vivid CYP3A4 assay, Thermo
Fisher Scientific, Illinois, USA). Physico-chemical properties were also assessed such as aqueous solubility and
chemical stability.

Cell culture. Primary human cardiac fibroblasts (HCF) were obtained from Promocell (Heidelberg, Ger-
many) and maintained in Fibroblast Media 3 following manufacturer’s instructions (Promocell). Cells were used
between passages 5 and 7. Cells were stimulated with recombinant hNGAL (500 ng/mL, R&D Systems) or with
TGFp (10 ng/mL, R&D Systems) for 24 h. To assess cell proliferation the MTT test was used following provider’s
instructions (Roche). For protein analysis. Primary Mouse Kidney Fibroblasts (MKF) were isolated from Wild
Type (WT) mice. Briefly, 8 weeks old mice were sacrificed by cervical dislocation and kidneys were cleaned
and rinsed in cold DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline). The renal cortex was minced and incubated
in Dulbeccos modified eagle medium/Nutrient mixture F-12 (DMEM/F12, Sigma) containing 1 mg/mlL col-
lagenase A (Roche) during 25 min at 37 °C. The digestion was inactivated by adding culture medium (DMEM/
F12+10% FBS) then the cell suspension was passed through a 100-pm cell strainer. After centrifugation, the
pellet (containing MKF) was diluted with culture medium then plated in 75 cm? culture flask. After 24 h MKF
were washed with DPBS before replacement of fresh culture medium. Thereafter, culture medium was changed
every 48 h. Once 70-80% confluent, MKF were trypsinized and plated in 12 or 6-well plates. For experimental
use, MKF were starved with culture medium containing only 3% FBS. MKF were treated with mNGAL (500 ng/
mL, R&D Systems) or with TGFp (10 ng/mL, R&D Systems) for 6 h for gene expression analysis.

Animal experiments. Animals were housed in a climate-controlled facility with a 12-h/12-h light/dark
cycle and provided free access to food and water. Experiments were approved by the Darwin ethics committee of
Sorbonne University, and conducted according to the INSERM animal care and use committee guidelines. The
NGAL inhibitor GP1 was incorporated in regular chow (A04, Safe, Augy, France) at the dose of 625 mg GP1/kg
of chow to achieve a low dose of 100 mg/kg/day of GP1 administered to the mice (based on a daily consumption
of 4 g of chow).

Myocardial infarction (MI) was induced as previously described'’. Briefly, Chronic Heart Failure (CHF)
resulted from left ventricle MI that was induced by left coronary artery ligation in 8 week-old male mice. Mice
were anesthetized with intraperitoneal injections of ketamine (90 mg/kg, Merial, France) and xylazine (3.6 mg/
kg, Bayer, France), followed by artificial ventilation. Anesthesia and sedation were controlled by monitoring heart
rate and by performing paw pinch reflex and corneal reflex tests, before a thoracotomy was performed. The left
main coronary artery was ligated close to its origin. After surgery, analgesia was prolonged during the awakening
phase by an intramuscular injection of Beprucare (50 pg/kg). Post-infarction mortality in this mouse model is
about 30-40%, primarily occurring around days 4-7 after MI. Sham-operated mice (control) were subjected to
the same protocol except that the artery was not ligated. The inhibitor was administered the 8 day after MI for
the indicated period. Tissue were harvested after 12 weeks after MI. Left ventricle diastolic and systolic diameters
were measured in anesthetized (isofluorane 1.5%) mice, according to the American Society of Echocardiography’s
leading-edge method (using Vivid 7 echograph a 14 MHz probe). In addition, LV outflow velocity was measured
by pulsed waves, and CO was calculated as follows:

CO = aortic VTI x [7 x (LV outflow diameter;'z)z} x heart rate, where VTT is velocity-time integral.

LV hemodynamic was assessed as described previously'!. Briefly, mice were anesthetized (chloral 320 mg/
kg, IP) and the carotid artery cannulated with a pressure-volume catheter (SPR839, Millar-Instruments, USA)
and the catheter was advanced into the LV. Pressure-volume loops were obtained at baseline and during loading
by gently occluding the abdominal aorta. LV end-systolic and end-diastolic pressures, dP/dt, i LV relaxa-
tion constant tau and were measured/calculated with IOX software (EMKA, France). Systolic BP was measured
by tail-cuff plethysmography in trained conscious mice at weeks 8-10 using a BP2000 Visitech model. BP was
measured every day in the same room at the same hour for 5 consecutive days. The BP measurements (expressed
as mmHg) presented are the averages of the last 3 days.
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Chronic kidney disease (CKD) was induced by subtotal nephrectomy in 8-weeks-old male mice (25-26 g).
All surgeries were performed under ketamine/xylazine anaesthesia. Briefly, the left kidney was exposed, and
the upper and lower poles were tied with a poly-glycolic acid suture line. The peritoneum and skin were then
sutured, and the animals were returned to their individual cages. After 1 week of recovery, the second kidney
was removed. Removal of the second kidney represents T0. Sham mice were subjected to the same surgical pro-
cedures but neither renal poles nor the right kidney were removed. Mice were monitored for any sign of distress,
and those observed to be experiencing severe, unrelievable pain were euthanized. Renal failure was assessed by
the measure of plasma creatinine and urea with an automatic analyser (Konelab 20i; Thermo Fisher Scientific,
Vernon Hills, IL) at weeks 4 and 8 post-Nx.

Histology and molecular biology. In the MI model, heart was harvested after hemodynamics and the
atria and the ventricles were separated and weighed individually. A section of the left ventricle was immersed in
Bouin fixative solution. In the CKD model, kidneys were harvested and a section was immersed in paraform-
aldehyde fixative solution. After fixation, the sections were dehydrated and embedded in paraffin. From these
sections, 5-pm thick histologic slices were obtained and were stained with Sirius Red. For the measurement of
cardiac or renal collagen density, slides were examined and photographed under a light microscope (Zeiss) at
40x magnification. Collagen content was calculated as percentage of collagen area to total area of the image.
Perivascular collagen was excluded from the analysis. For tubular lesions scoring, kidney slides were stained with
Periodic Acid-Schift kit (Sigma) and the score of tubules with injury (epithelial cell necrosis and detachment,
and tubular dilation) was analyzed blinded to the experimental groups.

Western-blot analysis. Total protein aliquots of 20 pg were prepared from cardiac homogenates and HCF and
electrophoresed on SDS polyacrylamide gels and transferred to Hybond-c Extra nitrocellulose membranes
(Amersham Biosciences). Membranes were incubated with primary antibodies for: Collagen I (Santa Cruz; dilu-
tion 1:500), Collagen type III (Santa Cruz; dilution 1:500), fibronectin (Millipore, 1:500), Galectin-3 (Thermo,
1:1000), a-SMA (Sigma, 1:1000), CTGF (Santa Cruz, 1:200), CD68 (Abcam, 1:500), CD80 (Santa Cruz, 1:500),
CD86 (Santa Cruz, 1:500). Stain free detection was used for loading control (Bi-Rad Laboratories, CA, USA)
After washing, the blots were incubated with peroxidase-conjugated secondary antibody, and binding revealed
by ECL chemiluminescence (Amersham). After densitometric analyses, optical density values were expressed as
arbitrary units. Results are expressed as an n-fold increase over the values of the control group in densitometric
arbitrary units.

ELISA. 1L6 and collagen type I concentrations were measured in cardiac tissue and cell supernatants by ELISA
according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems).

Proliferation.  Cell proliferation was assessed using the MT'T Proliferation Assay (Sigma).

Real-time reverse transcription PCR.  Frozen tissues (kidneys, heart) were homogenized in TRIzol (Life Tech-
nologies, Illinois, USA) using FastPrep beads (MP-Bio, CA, USA). cDNAs were generated using the Superscript
IT reverse transcriptase kit (Invitrogen,NY, USA), and qPCR was performed as previously described. Briefly,
transcript levels were analysed in a CFX396 apparatus (Biorad). The reactions were performed in duplicate for
each sample using the IQ SYBR Green supermix Kit (Biorad,CA, USA). To normalize gene expression, the geo-
metric mean of multiple internal reference genes were used (RS16, Ubc, Hprt and Gapdh for mice experiments).
Values in control conditions were set as 1 for each gene. The sequences of the specific primers are detailed in
Table S8.

Statistical analyses. All data are presented as the mean+SEM. p<0.05 was considered significant. Dis-
tributions were verified using the Kolmogorov-Smirnov test. Differences in the means between two groups for
non-repeated variables were compared by Student’s ¢ test. Differences in the means among groups and treat-
ments were compared by one-way ANOVA for multiple comparisons, followed by Tukey’s correction for multi-
ple comparisons (GraphPad).
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EFFETS BENEFIQUES DE LA FINERENONE, ANTAGONISTE DU RECEPTEUR MINERALOCORTICOIDE, DANS LES
CONSEQUENCES CARDIOVASCULAIRES D’UN SYNDROME METABOLIQUE, CHEZ DES SOURIS EN CONDITIONS DE
POST-MENOPAUSE OU APRES AMAIGRISSEMENT DE SOURIS MALES OBESES

Résumé

Les patients obeses et les femmes en postménopause montrent une prévalence plus élevée de
dysfonction diastolique ventriculaire gauche, pouvant évoluer en insuffisance cardiaque a fraction d’éjection
préservée. A ce jour, aucune stratégie thérapeutique n’est adaptée a ces patients. Néanmoins, il a été montré
que le systéme rénine-angiotensine-aldostérone était pathologiquement suractivé dans un contexte
d’insuffisance cardiaque. C’'est pourquoi nous avons testé I'efficacité de la finérénone, un antagoniste du
récepteur minéralocorticoide non-stéroidien, dans deux modeles murins d’insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée.

La premiere étude porte sur des souris males nourries par un régime riche en graisse pendant 16
semaines. Au terme de ces 16 semaines, le régime alimentaire est normalisé pour deux groupes de souris, dont
un recoit le traitement par la finérénone pendant 8 semaines. Les résultats obtenus montrent que
I"amaigrissement conduit a une amélioration des paramétres métaboliques, mais que seul I'ajout du traitement
par la finérénone permet une amélioration franche de la dysfonction diastolique et de la capacité d’exercice.

La seconde étude porte sur des souris ovariectomisées a |’age de 4 mois puis traitées par la finérénone
pendant 1 mois a I’dge de 7 mois. Les résultats obtenus montrent une amélioration de la dysfonction diastolique,
soutenue par une amélioration de la fonction coronaire et de la capacité d’exercice.

En conclusion, la finérénone améliore la dysfonction cardiovasculaire, la fonction coronaire et la capacité
d’exercice dans ces deux modéles murins de dysfonction diastolique associée a une altération des parametres
métaboliques. Ces études soulignent I'intérét du récepteur minéralocorticoide comme cible pharmacologique
dans le traitement de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.

Mots-clés : insuffisance cardiaque, finérénone, obésité, syndrome métabolique, ménopause

Abstract

Obese patients and postmenopausal women show a higher prevalence of left ventricular diastolic
dysfunction, which may progress to heart failure with preserved ejection fraction. To date, no therapeutic
strategy is adapted to these patients. Nevertheless, it has been shown that the renin-angiotensin-aldosterone
system is pathologically overactivated in heart failure. In this context, we tested the efficacy of finerenone, a
non-steroidal mineralocorticoid receptor antagonist, in two mouse models of heart failure with preserved
ejection fraction.

The first study involved mice fed a high-fat diet for 16 weeks. At the end of 16 weeks, the diet was
normalized in two groups of mice, one of which received treatment with finerenone for 8 weeks. The results
show that normalization of the diet shows an improvement of the metabolic parameters, but only the addition
of the finerenone treatment allows a clear improvement of the diastolic dysfunction and of the exercise capacity.

The second study involved ovariectomized mice at 4 months of age and then treated with finerenone
for 1 month at 7 months of age. The results show an improvement in diastolic dysfunction, supported by an
improvement in coronary function and exercise capacity.

In conclusion, finerenone improves cardiovascular dysfunction, coronary function, and exercise capacity
in these two mouse models of diastolic dysfunction associated with altered metabolic parameters. These studies
highlight the interest of the mineralocorticoid receptor as a pharmaceutical target in the treatment of heart
failure with preserved ejection fraction.

Keywords: heart failure, finerenone, obesity, metabolic syndrome, menopause



