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AVANT-PROPOS

Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de mortalit¢ dans le monde.
L’insuffisance cardiaque représente une grande majorité de ces maladies avec plus de 40
millions de personnes atteintes dans le monde, dont la mortalité et la morbidité sont élevées.
Il existe trois types d’insuffisance cardiaque : a fraction d’¢jection réduite, a fraction
d’¢jection intermédiaire et a fraction d’éjection préservée. A ce jour, il n’existe pas de
traitement pour I’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée. Il est donc important
de comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans cette pathologie pour

identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Pour améliorer les connaissances sur cette pathologie, des modeéles animaux sont
développés et utilisés pour modéliser la pathologie. C’est dans ce contexte que I’équipe de
Chantal Gauthier a l’institut du thorax a ¢laboré un modele animal développant une
insuffisance cardiaque a fraction d’¢éjection préservée. Initialement créé¢ pour étudier le role
du récepteur Bs-adrénergique, ce modele surexprime le récepteur Bz-adrénergique humain au
niveau des cellules endothéliales. Dans ce cadre, il a été mis en évidence de facon fortuite
que les animaux développent, avec 1’age une dysfonction diastolique caractéristique de

I’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.

La caractérisation de ce modele a été un travail sur le long terme au long court ayant
impliqué la collaboration de nombreuses personnes. En 2016, lorsque je suis arrivée au
laboratoire pour mon stage de M2, j’ai continué la caractérisation du modele, travail que j’ai
poursuivi en theése. Au cours de celle-ci, j’ai plus particuliérement focalisé mon attention sur
la caractérisation de la fonction endothéliale dans I’insuffisance cardiaque a fraction
d’¢jection préservée. En effet de nombreuses études ont mis en évidence que I’endothélium
joue un réle majeur dans la pathologie. Le second objectif de ma thése a été¢ d’identifier des

cibles thérapeutiques ou des biomarqueurs potentiels.

VIII






TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ...ttt st st s I
AVANT-PROPOS ...ttt st sae s VIII
TABLE DES MATIERES ..ot 1
ABREVIATIONS ...ttt ettt ettt e nae s nteeneenaeens 7
TABLE DES FIGURES. ..ottt s 14
TABLE DES TABLEAUX......cuiiiiieeieeete ettt eneas 16
INTRODUCTION ...ttt ettt ettt et beentesneenseeneeenean 17
1.  Les bases de la fonction cardiaque ..........cccceevueenieiieiiieniieieicece e 17
1.1.  Les cellules cardiaqUes...........coecueeruieriieniieiiieiieeie et 17

1.2.  Le couplage excitation-CoNtraction ...........ccceerueeeveesieenieeenieesveenieeseveenn 18
1.2.1. La membrane plasmique ..........ccceecueeruierieeniienieeniienieeiee e eeeeeeeeenne 18

1.2.2. Le réticulum sarcoplasmique............ccceerveeriienieeniienieenieeereeiee e 20

1.2.3. Les protéines de I’appareil contractile............cccoeevereiieriieniieninennnnne. 20

1.2.4. Les mécanismes cellulaires du couplages excitation-contraction ..... 22

1.3.  Lecycle cardiaqUe........ccccueeeeiieeiiieeieeccice et 24
1.3.1. Evaluation de la fonction cardiaque par échocardiographie.............. 28

1.3.2. Evaluation de la fonction cardiaque par cathétérisme cardiaque ...... 32

2. Les bases de la fonction vasculaire..........cc.ceecueerieiieenieniieenieeieeieeieeeee 32
2.1.  Les cellules musculaires liSSEs .........coceerieeiiiiiiiiiieiiiiieeieeeeeeeeiee 32

2.2.  Lafonction de I’endoth€lium ...........cccceoiiiiiiiiiiiiinieeeecee 33

2.3, Lemonoxyde d’aZzote.......ccceeecuiieiiiieiiie et e 34
2.3.1. La fonction du monoxyde d’azote.........cceeceerieeciienienieenieeieeieeene. 34

2.3.2. Les NO SYNthASES ...cccuvieiieiiieiieiieeieeiie ettt 36

3. L’insuffisance cardiaqUe..........ccoevuieriieriieniiieriieeiieiee e 38
3.1.  L’histoire de I’insuffisance cardiaque...........ccceevvienieniieniieniieiieee, 38



320 DEIIINITION 1o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeaaaens 40

3.3, DIAGNOSLIC. c.eieiieeiiieiieeiieeiie ettt ettt et e et e e et e e abe et e snbeeneeenreenne 42
3.3.1. Symptomes et SigNes ClINIQUES.......ccveeruieriieriienieeiieeie e eee e 42
3.3.2. Examens cliniques iNItiaUX.........ccverreeriienieenienieeiieeeeenieeeveeseeeeenes 42

3.3.2.1. Les peptides natriurétiqUes ........c.eevueeeveereeeiieeriieereenieesreeneeenenes 44
3.3.2.2. L’¢électrocardio@ramime ...........ccceeeeeeeiueeeniueeenineeenneeesveeeseveeennes 45
3.3.2.3. L’échocardiographi@..........cccccocvieeiiiieiiiieiiieesiie e 45

3.4. Epidémiologie et étiologie de I'insuffisance cardiaque ......................... 47
3.4.1. EpidemioloZie ....cccueeiiiiiiiiiiiiiieie e 47
341, BHOIOZIC .o s 49

3.5. Les différentes terminologies de I’insuffisance cardiaque..................... 50
3.5.1. Insuffisance cardiaque aigue ..........ccceeveerieeniienieeniieeie e 50

3.5.1.1. Insuffisance cardiaque aigu€ de NOVO........cccevevueeereeriierreeieenen. 50
3.5.1.2. Insuffisance cardiaque aigu€ décompensée..........c.ccceervreurnnee. 50
3.5.2. Insuffisance cardiaque Chronique...........ccccveeviieniieniienieeiie e, 51
3.5.3. Classifications NYHA et ACC/AHA ......cccoooeiiiiiiniiinieeeeee 51
3.5.4. Classification en fonction de la fraction d’éjection.............ccoeeuneeee. 53
3.5.5. Insuffisance cardiaque droite ou gauche ............ccceevvevcireriencirennennen. 56

3.6. Les caractéristiques de I’insuffisance cardiaque a fraction d’¢jection

TEAUITE oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaeeeeeeeannaaaeeeeeeeenanans 57

3.7.  Les caractéristiques de I’insuffisance cardiaque a fraction d’¢jection

CTMEA-FANGE Mottt ettt ettt et e et e btesabe e st e ssbeeasaeenseenseessseensaens 58
4. L’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservee.........covvvurenvrennnnnn 59
410 DEINITION .ottt et 59

4.2, DIAZNOSHIC....eieiieiiieetieeiie et ettt ettt ettt et e et eenteeenbeeneeenseenne 59
4.2.1. Score HoFPEP.......cooiiiiieeeeeee e 61

4.2.2. L’algorithme diagnostique HFA — PEFF ........cccccciiiiiniiniiiie, 61



4.3, Les COMOTDIAITES ...cooeeeeeeeeeeeeeee e, 68

4.3.1. Le VICUIISSEMENL......eoiiriieiieiiiriieicieieeeeee e 70
4.3.2. LeS (BSIOZEINES ..uuveieiiieeiiieeiiieeiiee ettt ette et e et e e eiaee e b ens 73
4.3.3. Hypertension artérielle ............cccevvieiiiiiiiiiiiiieieceeeece e 75
.34, ODESIE...c.eeneiiieieeeeeteee ettt 77
4.3.5. Le diabete ....coouiiiiiiiiiiiee e 78
4.3.6. L ANGMIC. ... coiiiiiiiiiiii e 80
4.3.7. L’insuffisance rénale chronique ...........ccccceviiiiieniiiininniceienieeee 80
4.3.8. Hypertension artérielle pulmonaire..........cccccooeeniiiiinniiiniiniceeene 81
4.3.9. La fibrillation atriale...........cccceeiiiiiiiiiiiiieceeceeee e 81

5. Physiopathologie de PICFED ....ccccooiiiiiiiiiiiie e 85
5.1.  Altérations fonctionnelles dans 'ICFEp.........ccccociviiiiiiiniiniieiie, 85
5.1.1. Dysfonction diaStolique..........cceerureriieriieniieiieeie e 85
5.1.2. Dysfonction SyStOlIQUE .........ceeeuieriieriieiiierieeiieeie et 87
5.2.  Altérations structurelles dans PICFEp ........ccccccoeviiiiiniiiinieciieee, 89
5.2.1. Hypertrophie du ventricule gauche ...........c.cccceevviieriiniienieeieeeeee, 89
5.2.2. Fibrose CardiaqUe ........ccccueevuierieeiiieniieeiiesieeieeeteeiee e eiee e 90
5.2.3. Anomalies structurelles et fonctionnelles de I’oreillette gauche....... 91
5.2.4. Rigidité macro et micro vasculaire...........cceeceeriienieiiieenienieeeeeeen 92
5.3.  Anomalies cellulaires et moléculaires..........c.cccoceeriiniiinieniiininniene. 94
5.3.1. Les anomalies du cytosquelette...........cceevueeriiiiiiiniiniiienieiieeeeeenn 94
5.3.2. Anomalies du cycle du calcium..........cccoeceeiiiiiiiniiniiiceee, 95
5.3.2.1. Les anomalies de la libération du calcium .........ccccceeceeeieennnennee. 96
5.3.2.2. Les anomalies de la recapture du calcium..........ccceeeuvveennennnen. 97

6. Traitements dans 'ICFED......cccciiiiiiiiiie e 98
6.1.  Les inhibiteurs de ’enzyme de cONVersion............ceccveeveerieenreenenennneene 98
6.2. Les antagonistes des récepteurs a I’angiotensine I ..............ccceeuveneene. 98

3



6.3. Les antagonistes des récepteurs a 1’angiotensine II associés aux

inhibiteurs a 1a NEPhIILYSINE.........cociiiiiieiiiiiieiec e 99
6.4. Les B-bloqUants ........ccccceerieeiieiieiiieiieeie e 100
6.5. Les bloqueurs des canaux calCiques..........ccevvveeeiieeeiieenieeeniee e 101
6.6.  Les antagonistes du récepteur minéralocorticoide ...........cccccveeerurenneen. 101
6.7.  L’1vabradine .........ccccoiiiiiiiiiiieieee e 101
6.8, LS NITALES ..eeutieiiieiiieiiieiee ettt 101

7. Modeles animaux dans 'ICFED ......cccoiiiiiiiiieeeee 102
7.1.  Mode¢les animaux d’hypertension artérielle...........ccoveevrveerieeerreennen. 105
7.1.1.  Le rat Dahl salt-SEeNSItiVe .......cccuevuierierieriirieiieniceieeeeseee e 105
7.1.2. Lerat DOCA ..ot 105
7.1.3. Les mode¢les hypertendus induits par I’angiotensine II.................... 106
7.1.4. Les modeles hypertendus induits par constriction aortique ............ 106

7.2. Modeles de diabete et d’ObESIte ........ooeriiniiriiriiiniiiirieeeeeeee 106
7.3.  Modeles avec un syndrome cardiométabolique ...........cceevveerueerieennnnne 107
74, VIEHlISSEMENL...c..eiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeee e 108

8. Nouveau paradigme de PICFED .......cooiiiiiiiiiiieeeeeee 110
8.1.  Les altérations du métabolisme cardiaque ............ccceeeeveeerieeenreeennnn. 110
8.2.  L’inflammation bas @rade .........c.cceccueeeiiiiiiiieeieeeee e 111
8.3.  Dysfonction endoth@liale.............ccoocuieeiiiieiiiiiiieeeecee e 112
8.4,  Le Stress OXYdaNt.....c.eieeuieeiieeeiie ettt e e 112
8.5.  Ladysfonction de la voie du monoxyde d’azote dans I'ICFEp........... 113

9. Le systeme adrénergiqUe .......cccueevueeruieeiiieniieeieenieeieeiee e siee e eaeeesaeeeee s 116
9.1.  Lesrécepteurs Bi-AR et P2-AR ..oooiiiiiiiiiiee e 117
9.2, Lerécepteur B3-AR ....cooiiiiiiiiiiie e 119
9.3.  Implication du récepteur B3-AR dans I’insuffisance cardiaque............ 122



10. La place de la recherche dans le développement de nouveaux traitements...

................................................................................................................. 126

10.1. LareCherche .....ccccoviiiiiiiiiiiniiciieeee e 128

10.2. Le développement du médicament.............cccveeeiieeniieencieeeniie e, 130
OBJECTIFS DE LA THESE .....ooiiiieee et 132
RESULTATS ..ottt ettt et sttt ettt et saeentesne e seenseeneenseens 133
1.  Caractérisation d’un nouveau modele d’ICFEp ........cccovveviiviciiiiiieeiees 133
L1, Préambule.......cooiiii e 133

1.2.  Article 1 : La surexpression du récepteur 3 — adrénergique induit une

dysfonction diastolique chez le rat. ..........ocovveviiiiiiiiiiee e, 135
130 DISCUSSION tutientiiiiiiieiteeie ettt ettt ettt ettt s e st e e eseesaeeae e 150

2. Dysfonction endothéliale et ICFED .......cccoocviiiiiniiiiiiiiiieieceeee e, 155
2.1 Préambule......cc.oooiiiiiiiiiiiice e 155

2.2.  Article 2: La dysfonction endothéliale : conséquence ou cause de la

dysfonction diaStOlIQUE. ........eeeiuiieeiiiecie e e 158
2.3, DISCUSSION ...ttt ettt et ettt e sbt e st enaeesaeean 181

3. 0estrogene €t ICFED ...coiiiiiiiieeee ettt 184
3.1 Préambule.......oooiiii e 184

3.2.  Article 3 : Implication d’une alimentation riche en soja pour les modéles

AMIIMAUX  ceeteteeteeteete et e et ee bt et e steesteeaeesue e bt eaee st e enbesstesbeenbeeatesbeenbesstenbeentesnaenbeensenee 186
330 DISCUSSION ..ttt ettt st st 201

4.  Identification de cibles thérapeutiquse et biomarqueurs dans I’'ICFEp....... 203
4.1, INtrOAUCHION ... 203

4.2, Matériels et MEthodes .........cccueeiieiiiiiiiiiiiieeeeee e 205

4.3, RESUIALS ..eoueiiiieeie e s 205

4.3.1. Expression cardiaque et circulante de la protéine AK1................... 205

4.3.2. CONOTLE ...eeniiiiieie et 206
DISCUSSION ET PERSPECTIVES ...ttt 209



1.  Avantages et limitations du modele.............ceoveviiiiiiniiieniiniieieceeee, 209

2. Les altérations de la fonction endothéliale ............cccceeevieniinciiinieniiieee. 211
3.  Les altérations du métabolisme cardiaque.............ccceevveriieenieeciienieeieeenns 212
CONCLUSION ...ttt ettt ettt ettt sttt st b e saeenae e 214
REFERENCES ... .ottt sttt st 215
ANNEXES ...ttt ettt ettt et sttt et eene et e eneenneens 254
1. Annexes 1 : Données complémentaires de I’article 1...........ccccveevvieennennns 254
2. Annexes 2 : Publications, communications orales et posters...................... 280



ABREVIATIONS

[Ca®"]i:
‘NO:
Abrév. :
AC:
ACC:
ADHERE :
ADN :
ADNmt :
ADP :
AHA :
AK1 :
ALDO-DHF :
AMM :
AMPc :
AMPK :
ang Il :
ANSM :
AR:
ASK1 :

ATI :

ATP:
BH4 :
BNP :

C:

Ca®" :
CAMKII :
CEPS :

concentration intracellulaire du Ca*" libre

Nitric Oxyde ou monoxyde d’azote

Abréviation

Adénylyl Cyclase

American College of Cardiology

Acute DEcompensated Heart Failure REgistry

Acide DésoxyriboNucléique

ADN mitochondriale

Adenosine DiPhosphate

American Heart Association

Adénylate Kinase 1

ALDOsterone receptor blockade in Diastolic Heart Failure
Autorisation de Mise sur le Marché

Adénosine MonoPhosphate cyclique

AMP Kinase ou kinase AMP dépendante

angiotensine II

Agence Nationale francaise de Sécurit¢ du Médicament
Adrenergic Receptor ou récepteur adrénergique

Apoptosis Signal-regulating Kinase I ou kinase 1 régulée par le signal
d’apoptose

Angiotensin Il Type 1 receptor ou récepteur de Type 1 a
I’ Angiotensine II

Adénosine TriPhosphate

tetrahydrobioptérine

Brain Natriuretic Peptide ou peptide natriurétique de type B
Chirurgical

Calcium

Calmoduline Kinase I1

Comité Economique des Produits de Santé

7



CHARM-Preserved :

CIBIS-ELD:
CICR :

CK:

CML :
COHERE :
d:

DOCA :
DP/dTmax :
DP/dTmin :
DT2:

E/A :
ECG:
EDIFY :

ELANDD :

EMA :
eNOS :

ESC:
ET-1:
f:

FA:
FC:
FE :
Fpassive :
G:
GCs :

Candesartan in Heart failure: Assessment of Reduction in Mortality
and morbidity — in patients with chronic heart failure and Preserved
ventricular ejection fraction

Cardiac Insufficiency Blsoprolol Study in ELDerly

Calcium Induced-Calcium Released ou Calcium induit-Calcium
libéré

Créatine Kinase

Cellule Musculaire Lisse

CarvedilOl HEart failure REgistry

diastole

deoxycorticosterone acetate ou acétate de désoxycorticostérone
Dérivée Premiere de Pression maximale en fonction du Temps
Dérivée Premiere de Pression minimale en fonction du Temps
Diabeéte de Type 2

ratio de I’onde E sur ’onde A

ElectroCardioGramme

The prEserveD left ventricular ejectlon fraction chronic heart Failure
with ivabradine studY

Effects of the Long-term Administration of Nebivolol on the clinical
symptoms, exercise capacity, and left ventricular function of patients
with Diastolic Dysfunction

European Medecines Agency ou agence européenne du médicament

endothelial Nitric Oxyde Synthase ou synthase endothéliale de
monoxyde d’azote

European Society of Cardiology ou société européenne de cardiologie
EndoThéline-1
femme
Fibrillation Atriale
Fréquence Cardiaque
Fraction d’Ejection
Force passive
Génétique
Guanylate Cyclase soluble
8



GLS:
GLUT:
GMPc :
Gs:

HAS :
HFA :
HFD :
HFpEF :
HTA :
HTAP :
IC:

Ica,L:

ICAM-2 :

ICFEm :
ICFEp :
ICFEr:
IEC:
IFN-vy:
IL:
IMC :

INDIE-HFpEF :

iINOS :

I-PRESERVE :

IR :
IRC:
IRM :

protéine G inhibitrice

Global Longitudinal Strain ou contrainte longitudinale globale
GLUcose Transporter ou transporteur de glucose
Guanosine MonoPhosphate cyclique

protéine G stimulatrice

homme

Haute Autorité de Santé

Heart Failure Association

High Fat Diet ou Régime alimentaire riche en graisses
Heart Failure with preserved Ejection Fraction
HyperTension Artérielle

HyperTension Artérielle Pulmonaire

Insuffisance Cardiaque

courant CAlcique de type L entrant

InterCellular Adhesion Molecule 2 ou molécule d'adhésion
intercellulaire 2

Insuffisance Cardiaque a Fraction d’Ejection « mid-range »
Insuffisance Cardiaque a Fraction d’Ejection préservée
Insuffisance Cardiaque a Fraction d’Ejection réduite
Inhibiteur de I’Enzyme de Conversion

InterFéroN-y

InterLeukine

Indice de Masse Corporelle

Inorganic Nitrite Delivery to Improve Exercise capacity in Heart
Failure With preserved Ejection Fraction

inducible Nitric Oxyde Synthase ou synthase inductible de monoxyde
d’azote

Irbesartan in patients with heart failure and PRESERVEd ejection
fraction

Insulino-Résistance
Insuffisance Rénale Chronique

Imagerie par Résonnance Magnétique
9



ITVao:
J-DHF :
LAVI:
L-NAME :
L-NMMA :
LVMI :
MEC :
MMP-2 :

MyBPC :
Na':
NADPH :
NCX:
ND:

NEAT-HFpEF :

NF-«xB :
nNOS :

NOHA :
NOX:
NYHA :
0O::
0,
OCDE :
OLETF :
ONOO™:

OPTIMIZE-HF :

OZR :
P:
PA :

Intégrale de Temps * Vitesse sous AOrtique

Japanese Diastolic Heart Failure study

Left Atrial Volume Index ou index du volume de I’oreillette gauche
N(w)-Nitro-L-Arginine Methyl Ester

N&-Monométhyl-L-Arginine Monoacétate

Left Ventricular Mass Index ou index de masse ventriculaire gauche
Matrice ExtraCellulaire

Matrix MetalloProteinase-type 2 ou métalloprotéinase matricielle de
type 2

Myosin Binding Protein C ou protéine C de liaison a la myosine
sodium

Nicotinamide Adénine Dinucléotide PHosphate

Na*/Ca’* eXchanger ou échangeur sodium-calcium

Non Déterminé

Nitrate's Effect on Activity Tolerance in Heart Failure with preserved
Ejection Fraction

Nuclear Factor- kB ou facteur nucléaire — kB

neuronal Nitric Oxyde Synthase ou synthase neuronale de monoxyde
d’azote

No -Hydroxy-L-Arginine

NADPH OXydase ou oxydase du NADPH

New-York Heart Association

Oxygene

anion superoxyde

Organisation de Coopération et de Développement Economiques
Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty rat

peroxynitrite

Organized Program to Initiate lifesaving TreatMent in HospitallZed
patiEnts with Heart Failure

Obese Zucker Rat ou rat obése Zucker
Pharmacologique

Paroi Antérieure
10



PAD:
PAM :
PARAGON-HF :

PARAMOUNT :

PAS :
PASP :

PCR :
PCr:
PCWP :

PDE :

PEC:
PEP-CHF :
PI3K :

PICP :
PITINP :
PKA :
PKC:
PKG:
PLB:

PP :
PREVEND :
PTD:
PTDvg :
PTX3:
RAAM-PEF :

ROS :
RS :

Pression Artérielle Diastolique
Pression Artérielle Moyenne

Prospective comparison of ARni with Arb Global Outcomes iN HF
with preserved ejection fraction

Prospective comparison of ARni with Arb on Management Of heart
failUre with preserved ejectioN fracTion

Pression Artérielle Systolique

Pulmonary Artery Systolic Pressure ou pression systolique de I’artere
pulmonaire

Polymerase Chain Reaction
PhosphoCréatine

Pulmonary Capillary Wedge Pressure ou pression capillaire
pulmonaire

PhosphoDiEstérase

Prise En Charge

Perindopril in Elderly People with Chronic Heart Failure
Phosphatidyl Inositol 3-Kinase

Procollagen type I Carboxy-terminal Peptide
Procollagen type III amiNo-terminal Peptide
Protéine Kinase A

Protéine Kinase C

Protéine Kinase G

PhosphoLamBan

Paroi Postérieure

Prevention of Renal and Vascular End-Stage Disease
Pression Té¢léDiastolique

Pression T¢éléDiastolique du Ventricule Gauche
PenTraXin 3 ou pentraxine 3

Randomized Aldosterone AntagonisM in heart failure with Preserved
Ejection Fraction

Reactive Oxygen Species ou especes réactives de I’oxygene

Réticulum Sarcoplasmique

11



RWT:
RyR2 :

S:

SAMPS :
SERCA2a :

SHHEF :

SHR :

SIV :

SNA :

SNE :

SNP :

SNS :

SOD :
SPECT/CT :
sST2 :

SWEDIC :
Tau :

TDE :
TGF-B:

TgpPs :
TIMP-2 :

TNF-a :
TOPCAT :

TR :
TRIV :
UNCAM :

Relative Wall Thickness ou épaisseur relative de la paroi
Ryanodine Receptor type 2 ou récepteur a la Ryanodine de type 2
systole

Senescence Accelerated Mouse-Prone 8

Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium Adenosine triphosphatase 2a
ou calcium adenosine triphosphatase du  reticulum
sarco/endoplasmique

Spontaneously Hypertensive Heart Failure ou Insuffisance cardiaque
hypertensive spontanée

Spontaneous Hypertensive Rat ou rat hypertendu spontanément
Septum Inter-Ventriculaire

Systéme Nerveux Autonome

Systéme Nerveux Entérique

Systéme Nerveux Parasympathique

Systéme Nerveux Sympathique

SuperOxydes Dismutases

Single Photon Emission Tomography/Computed Tomography

soluble Suppression of Tumorigenecity 2 ou suppression soluble de la
tumorigénécité 2

SWEdish Doppler-echocardiographlC study
constante de relaxation
Temps de Décélération de I’onde E

Transforming Growth Factor-f ou facteur de croissance
transformant-f3

rat transgénique surexprimant le récepteur f3-AR humain

Tissue Inhibitor of MetalloProteinases-type 2 ou inhibiteur tissulaire
des metalloproteases de type 2

Tumor Necrosis Factor-o ou Facteur de nécrose tumorale - o

Treatment Of Preserved Cardiac function heart failure with an
Aldosterone anTagonist

Tricuspid Regurgitation ou régurgitation tricuspide
Temps de Relaxation Iso-Volumique

Union Nationale des Caisses d’ Assurance Maladie
12



VCAM-1 :

VES :
VG:
WT :
ZDF :
a-AR :
B-AR :
B-ARK :

B-PRESERVE :

Vascular Cell Adhesion Molecule-type 1 ou molécule d’adhésion
cellulaire vasculaire de type 1

Volume d’Ejection Systolique

Ventricule Gauche

Wild Type rat ou animaux controle

Zucker Diabetic Fatty

a-Adrenergic Receptor ou récepteurs a-adrénergiques

B -Adrenergic Receptor ou récepteurs B-adrénergiques

[-Adrenergic Receptor Kinase ou kinase du récepteur B adrénergique

p-blocker in heart failure with PRESERVEd left ventricular ejection
fraction

13






TABLE DES FIGURES

Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :

Organisation des myofibrilles au niveau des cardiomyocytes..........cccceeeuveeneee. 19
Couplage excitation CONTIACTION .......cccueeriieriiieriierieeriieeieesieeereesieeereebeesneeseens 21
CyCle CATQIAQUE ... eeouvieiieeiiieiie ettt ettt ettt ettt et e st eeteeseteesbeeenseensaen 23
Déroulement d’un cycle cardiaque ...........cocveeeiiiieeiiieeiieeeiie e 23

Relation pression-volume au cours du cycle cardiaque dans le ventricule gauche

............................................................................................................................................. 25
Figure 6 : Loi de Frank-Starling ............cccooeiiiiiiiiiiiiniieiiece et 27
Figure 7 : Réaction enzymatique catalysée par les NOS..........cccoiiiiiiiiiiiiniiiieeeeeee, 35
Figure 8 : Formation du BNP .........cooiiiiiiiie e 43
Figure 9 : Organigramme pour le diagnostic de I’'lC a I’aide du BNP............ccccvveeniennnee. 43
Figure 10 : Proportion de la population présentant une IC dans différents des pays.......... 46
Figure 11 : Résumé de I’algorithme HFA-PEFF pour le diagnostic de ’ICFEp................. 60
Figure 12 : Algorithme décisionnel HFA-PEFF pour le diagnostic de I'ICFEp................. 63
Figure 13 : Evaluation du score échocardiographique et des peptides natriurétiques......... 63
Figure 14 : Tests fonctionnels en cas de diagnostic iNCErtain ...........ceeceevveeriervenereereennens 65
Figure 15 : Les comorbidités dans 'ICFED .......ccciiiiieiiiiiiiiieieceece e 67
Figure 16 : Caractéristiques des patients ICFED ........ccccccovveiiiiiriiiieeeeee e 67
Figure 17 : Mécanismes de la dysfonction diastolique..........cccceecvveeeiiieeniiieeniieeiee e, 67
Figure 18 : Mécanismes moléculaires participant au vieillissement cardiovasculaire........ 69
Figure 19 : ROIes des (ESIOZENES .....ocuvieviiiiieiieeiieeie ettt ettt ae e b e e 72
Figure 20 : Mécanismes par lesquels 1’obésité peut contribuer a I’ICFEp.......................... 76
Figure 21 : Physiopathologie du diabete dans 'IC.............cccovieeiieeiiiiiieee e 79
Figure 22 : La fibrillation atriale ...........cccceevuiiriieiiiiiieeiieeie et 82
Figure 23 : Répartitions des anomalies de la dysfonction diastolique chez les patients ICFEp
............................................................................................................................................. 86
Figure 24 : Altérations des réserves cardiaques dans PICFEp........ccocoeveiieciiecciie e, 86
Figure 25 : Classification de la géométrie du VG .......cccueeviieiiiniiiiiieieeeeeeee e 88
Figure 26 : Remodelage ventriculaire dans PICFEp........c.ccooiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeee, 88

Figure 27 : Role des comorbidités dans les mécanismes cellulaires et moléculaires de

I'ICFEp..

Figure 28 : Mode¢les physiopathologiques de ’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection

préservee



Figure 29 : Schématisation des voies de signalisation couplées aux récepteurs Bi1-AR et -
AR aU NIVEaU CATAIAUE. ... .eoviieiiieiieeiieiee ettt et ettt et e sreeseeenbeeaeessaeeseeenseenne 118

Figure 30 : Schématisation des voies de signalisation couplées aux récepteurs 3-AR au

NIVEAU CATAIAGUE .....vveeiiveeeeieeeiieeeiteeetteesteeeetaeeetaeessseeessseeeasseaessseeassseeessseeansseeensseesnsseens 120
Figure 31 : Développement du médicament............ccceeveveeriieriieniienieenieeieeee e 125
Figure 32 : Les différentes étapes de la recherche............ccccoecuieviiiiiiiiiiniiiieeee, 127
Figure 33 : Processus d’optimisation des té€tes de série (leads).........cccevvvrrerireenieenrneenns 129
Figure 34 : Les différentes étapes du développement du médicament..............cccveeeueennnee 129
Figure 35 : Evaluation du ONOO™ au niveau cardiaque ...........ceoeeeveenierieenieeneeenieeeeeenn 153

Figure 36 : Evaluation de I’expression protéique d’AK1 au niveau cardiaque a 45 et 60
semaines chez les animaux WT et TEB3 ...ccoovviiiiiiiiiiieeiieeeeeeece e 204
Figure 37 : Evaluation de I’expression protéique d’AKI1 au niveau du sang total a 45
semaines chez les animaux WT €t T3 ...ccuuiriiiiiiiniiiiieiieeiiee e 204
Figure 38 : Concentration plasmatique d’IL-1B, TNF-a et d’IL-6 a 15, 30 et 45 semaines
ChEZ 185 WT €168 T 23 .eeevieeeiiieiiieeeiie ettt ettt et e et e e save e e st e e eeaeeensneeenes 208

15



TABLE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Paramétres évalués par échocardiographie...........ccccevevievieniiienieniiienieeieeinens 29
Tableau 2 : Parametres évalués par échocardiographie-Doppler .........cccveeevieeeiieenieennee. 30
Tableau 3 : Parameétres évalués en hémodynamique INVasive.........cccveeeveeerveeerveeeneveeennee. 31
Tableau 4 : Symptomes et signes cliniques de I'IC............coooviiiiiiiiiinieiiieeeeeeeee 41
Tableau 5 : Différentes étiologies de I'TC ........cooouiiiiiiiiiiiiiicee e 48
Tableau 6 : Classification clinique de la sévérité de IC..........cccvvveiieeiiienieeeeeeeee 52
Tableau 7 : Définition de I’'ICFEr, de 'ICFEm et de 'ICFEp.......coocvieeiiieiiieeieeee 54
Tableau 8 : Description du score HoFPEP.........cccooiiiiiiiiiiiiieeeee e 60
Tableau 9 : Classification de la dysfonction diastolique...........ccevevieriieriiienieniieiieeieeene 84
Tableau 10 : Les différents modeles d’ICFEP........ccooviiiiiiiciiieeece e 103

16






INTRODUCTION

L’insuffisance cardiaque (IC) est une pathologie complexe. En effet, il existe plusieurs

types d’IC et de nombreuses étiologies ce qui rends le diagnostic des patients compliqué. A

ce jour, il est nécessaire d’améliorer nos connaissances sur I’IC afin de trouver de nouveaux

outils diagnostic et de nouveaux traitements. Afin de simplifier la compréhension de ce

manuscrit, il est nécessaire de poser les bases de la fonction cardiaque et des techniques

utilisées pour 1’évaluer.

1. Les bases de la fonction cardiaque

1.1.  Les cellules cardiaques

Le cceur est composé de plusieurs types cellulaires qui repose sur une matrice

extracellulaire (MEC) :

les cardiomyocytes représentent 30 % de 1’ensemble des cellules (en nombre) (Zhou and
Pu, 2016),

les autres types cellulaires représentent 70 % du nombre des cellules du myocarde, et
incluent les cellules musculaires lisses (CML), les cellules endothéliales, les fibroblastes,
les neurones et les cellules du systéme immunitaire (Zaglia and Mongillo, 2017; Zhou

and Pu, 2016).

La MEC forme un réseau entourant et reliant ces différents types cellulaires. La MEC

est composée de protéines, glycoprotéines, protéoglycanes et glycosaminoglycanes (Rienks

et al., 2014). Les composants de la MEC sont organisés en trois catégories :

les éléments non structurels qui participent au remodelage de la matrice. Cette catégorie
est composée de cytokines, de protéase, de facteur de croissance comme le Transforming
growth factor p (TGF-B),

les éléments structurels de la lame basale. Cette structure entoure les cardiomyocytes et
les cellules endothéliales. Elle est essentiellement composée de laminine, de fibronectine
et de collagéne (type IV),

les ¢léments structurels de la matrice interstitielle qui est constituée de collageénes (type

I et III) et d’¢lastine. Cette structure permet 1’organisation du tissu.
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Les collagénes forment la structure fibreuse de la matrice. Cette grande famille est
composée de 28 types de collagéne. Au niveau de la MEC, les collagénes fibrillaires de type
I et I1I sont majoritairement représentés. Ils permettent la structuration de la MEC et, de par
leurs propriétés, fournissent une résistance a [’étirement. Les collagénes sont

majoritairement produits par les fibroblastes cardiaques (Kisling et al., 2019).

Le cceur est un muscle strié comme le muscle squelettique. Pour fonctionner le coeur
renferme un systeme d’automatisme, ce qui permet au cceur d’avoir un cycle de contraction
et de relaxation en alternance. Les cardiomyocytes sont reliés entre eux par des disques
intercalaires qui permettent le passage de ’activité électrique d’une cellule a une autre pour

synchroniser la fonction cardiaque (Woodcock and Matkovich, 2005).

1.2. Le couplage excitation-contraction

Le couplage excitation-contraction est le mécanisme qui regroupe 1’ensemble des
processus qui vont permettre de transformer un potentiel d’action en une activité mécanique
donc une contraction. La genese d’une activité électrique va entrainer une augmentation du
calcium (Ca") au niveau intracellulaire, c’est le transitoire calcique. Puis le déclenchement
de la contraction aura lieu. Le Ca®" ainsi que 1’adénosine triphosphate (ATP) jouent un rdle
central dans le mécanisme de couplage excitation-contraction. Au niveau du myocyte,

plusieurs structures sont nécessaires pour réaliser la contraction cardiaque.

1.2.1. LLa membrane plasmique

La membrane plasmique des cardiomyocytes présente des tubules T qui vont permettre
la propagation du potentiel d’action. Cette membrane plasmique est composée de canaux
calciques de type L, qui permettent I’entrée de Ca®* dans la cellule, et de I’échangeur sodium

(Na*) /Ca*" (NCX), qui permettent la sortie de Ca>" de la cellule.
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Figure 1 : Organisation des myofibrilles au niveau des cardiomyocytes

D’aprés Richfield et al., 2014 (Richfield, 2014).
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1.2.2. Le réticulum sarcoplasmique

Le réticulum sarcoplasmique (RS) est formé d’une partie longitudinale et d’une partie
jonctionnelle qui est localis¢ a proximité de la membrane des tubules T. Il a pour fonction
de capter, séquestrer et libérer le Ca? nécessaire pour la contraction. Le RS est composé du
récepteur a la ryanodine de type 2 (RyR2) qui permet la libération du Ca>* contenu dans le
RS. L’activation de ce récepteur est induite par I’entrée de Ca?" extracellulaire via les canaux
calciques de type L. Le repompage du Ca>* cytosolique vers le RS est réalisé par la pompe
calcium adénosine triphosphatase du réticulum sarco/endoplasmique de type 2a (SERCA?2a).
Cette pompe est localisée au niveau du RS longitudinal et peut transporter deux molécules

de Ca?" pour une molécule d’ATP hydrolysé.

1.2.3. Les protéines de ’appareil contractile

Dans une cellule cardiaque le sarcomére mesure généralement 1,8 pm. Il est composé

de filaments fins et épais (Lamb, 2000).

La myosine qui constitue le filament épais, est responsable de I’activité contractile du
cardiomyocyte par I’interaction de ses tétes ATPasiques avec les filaments fins d’actine lors
de la fixation du Ca** sur la troponine C, qui induit le raccourcissement du sarcomére. Ainsi
le couple actine-myosine est le principal déterminant de la contraction, mais il a également
un rdle important dans la relaxation.

Les myofibrilles, qui composent les fibres musculaires, s’étendent sur toute la
longueur des cardiomyocytes. Elles sont composées de filaments €pais et de filaments fins
(Figure 1). Les filaments épais sont composé€s de myosine qui est une protéine structurelle
et fonctionnelle possédant un site de fixation a I’actine. L’actine est ’'un des constituants des
filaments fins. Parmi les filaments fins, on retrouve aussi d’autres protéines régulatrices de

la contraction comme la troponine et la tropomyosine.
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Figure 2 : Couplage excitation contraction

Adapté de Bers, 2002 (Bers, 2002). Lors de I’arrivée du potentiel d’action (PA) au niveau des tubules
transverses (1), les canaux calciques de type L, CaVi,, vont s’activer et laisser entrer du calcium
(Ca?") dans la cellule (2). La concentration en calcium intracellulaire ([Ca®'];) augmente (3) pour
atteindre le seuil d’activation des récepteurs a la Ryanodine (RyR2) qui vont induire la libération des
stocks de Ca?* contenus dans le réticulum sarcoplasmique (RS) (4). L’augmentation massive de la
[Ca*')i (5) va permettre le raccourcissement des myofilaments : ¢’est la contraction (6). Puis afin
d’induire la relaxation, le Ca®* va étre extrudé vers I’extérieur de la cellule grace a I’échangeur NCX
et aux Ca* - ATPase (7). De plus le Ca?" est aussi pris en charge par la pompe ATPase du RS
(SERCAZ2a) afin de rétablir les stocks calciques au niveau du RS (7). Ca**: calcium ; PA : potentiel
d’action ; NCX : Echangeur sodium (Na")/Ca*"; RyR2 : récepteur a la Ryanodine de type 2 ;
SERCAZ2a : réticulum sarco/endoplasmique calcium-adenosine triphosphatase de type 2a; PLB:
phospholamban ; ATP : adénosine triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate.
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Le complexe troponine-tropomyosine permet de cacher les sites d’interactions entre
’actine et la myosine lors de la relaxation des myofibrilles. L’augmentation du Ca®"
intracellulaire va induire un changement de conformation du complexe libérant les sites
d’interactions entre la myosine et 1’actine. Cette interaction entre le filament épais et le
filament fin, via I’interaction de la myosine et de 1’actine, permet le raccourcissement des

sarcomeres et donc la contraction musculaire.

On trouve aussi la titine, giga-protéine sarcomérique qui posseéde des propriétés
¢lastiques et structurelles. Il existe deux isoformes de titine : I’isoforme N2BA qui est la plus
compliante et I’isoforme N2B qui est la plus rigide. Cette protéine assure le maintien des
filaments €pais et permet ainsi au muscle de retrouver sa forme initiale aprés avoir été étiré.
Ses propriétés élastiques lui permettent de participer a la relaxation passive du sarcomeére et
par extension du myocarde (LeWinter and Granzier, 2013). Ces propriétés élastiques sont
modulées, entre autres, par ’état de phosphorylation de la titine. La rigidité de la titine peut
étre modulée par la variation d’expression des isoformes ou par les altérations de leur état
de phosphorylation. Par conséquent les parameétres fonctionnels systolique et diastolique des

patients vont eux aussi étre modulés.

1.2.4. Les mécanismes cellulaires du couplages excitation-contraction

Le Ca®" joue un rdle central dans le mécanisme de couplage excitation-contraction. Ce
mécanisme regroupe I’ensemble des processus qui vont permettre de transformer un
potentiel d’action, soit un influx électrique, en action mécanique par la contraction du
cardiomyocyte. Les étapes du couplage excitation-contraction sont les suivantes (Bers,
2002) (Figure 2) :

- 1 :le potentiel d’action arrive au niveau des tubules T des cardiomyocytes,

- 2:lavariation du potentiel de membrane induite par le potentiel d’action va conduire a
lactivation et I’ouverture des canaux Ca’' de type L présents sur les tubules T.
L’activation de ces canaux va permettre un courant calcique de type L entrant (Ica, 1) et
donc une entrée de Ca®* dans la cellule,

- 3 :laconcentration intracellulaire du Ca" libre ([Ca*"]

100 nM a 10-20 uM localement,

i) dans le cardiomyocyte passe de
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Figure 3 : Cycle cardiaque
Adapté d’E.Klabunde, 2012. (E. Klabunde, 2012)
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Figure 4 : Déroulement d’un cycle cardiaque

D’aprés McKinley and Michael, 2014. (McKinley and Michael, 2014)
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- 4:laugmentation de la [Ca®']i va activer le récepteur RyR2 induisant son ouverture et
la libération de Ca*" par le RS grace au mécanisme appelé calcium induced-calcium
released (CICR),

- 5:le[Ca*';augmente pour atteindre des concentrations comprises entre 200-400 uM et
diffuse dans toute la cellule,

- 6:le Ca®" va se fixer au niveau des myofilaments et plus particuliérement au niveau de
la troponine. Cela va induire un changement de conformation du complexe troponine-
tropomyosine. Par son action, le Ca®" va libérer le site d’interaction entre 1’actine et la
myosine et initier I’hydrolyse de I’ATP en adénosine diphosphate (ADP). Ce mécanisme
va produire un mouvement mécanique qui s’observe par un raccourcissement des
sarcomeéres : la contraction,

- 7: la diminution de la [Ca®'];

est essentielle pour permettre la relaxation du
cardiomyocyte et le retour a 1’état initial du complexe troponine-tropomyosine. Le Ca>*
va étre principalement recapté par la pompe SERCAZ2a. Cette pompe, régulée par le
phospholamban (PLB) et localisée sur la membrane du RS, permet un transport actif du
Ca*" du cytosol vers lalumiére du RS. La phosphorylation du PLB, par la protéine kinase
A (PKA) ou par la Calmoduline Kinase II (CAMKII), va lever I’action inhibitrice du
PLB sur la pompe et donc augmenter 1’activit¢ de SERCA2a (Schwinger et al., 1999) .
La diminution de la [Ca®']; va aussi étre gérée par 1’échangeur NCX et la Ca>" - ATPase

au niveau de la membrane plasmique induisant la sortie du [Ca*']i vers ’extérieur de la

cellule.

1.3. Le cycle cardiaque

L’activité du cceur se décompose en deux phases distinctes : la phase de systole
(contraction cardiaque et éjection du sang) et la phase de diastole (relaxation cardiaque et
remplissage du cceur) (Figure 3). Le cycle cardiaque se décompose en cing phases (Figure

4):

- le remplissage ventriculaire avec une phase rapide et une phase lente,
- la systole auriculaire,

- la contraction isovolumique,

- D’éjection ventriculaire,

- et la relaxation isovolumique.
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Figure 5 : Relation pression-volume au cours du cycle cardiaque dans le ventricule
gauche

Adapté d’E.Klabunde, 2012 (E. Klabunde, 2012).

Début de systole cardiaque avec la contraction isovolumique et la fermeture de la valve mitrale (1).
Début de I’¢jection du sang avec 1’ouverture de la valve aortique (2). Fin de la systole et début de la
diastole avec la fermeture de la valve aortique (3). Cette étape correspond a la relaxation
isovolumique. L’ouverture de la valve mitrale (4) permet le commencement du remplissage
cardiaque avec une phase rapide puis une phase lente. Le remplissage se termine par une systole
auriculaire ce qui entraine le début d’un nouveau cycle cardiaque.
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Dans un souci de simplification, le déroulement d’un cycle cardiaque sera détaillé

uniquement pour le ventricule et I’oreillette gauche. Les mémes étapes se déroulent au

niveau du cceur droit.

La phase systolique se décompose de la fagcon suivante (Figure 5) :

la fermeture de la valve mitrale est initiée par 1’¢lévation de la pression intra-
ventriculaire,

la pression ventriculaire augmente sans modification du volume ventriculaire, c’est la
phase de contraction isovolumique,

puis la pression dans le ventricule devient supérieure a la pression artérielle et provoque
I’ouverture de la valve aortique, permettant 1’¢jection du sang du ventricule gauche (VG)

vers [’aorte, c’est la période d’éjection systolique.

Enfin I’¢jection du sang provoque la diminution de la pression intra-ventriculaire et la

fermeture de la valve aortique ; on parle de la télésystole. C’est le début de la phase de

diastole. La diastole est divisée en 4 phases :

la phase de relaxation isovolumique : le muscle cardiaque se relache sans variation du
volume intraventriculaire,

la phase de remplissage rapide et passif : lorsque la pression ventriculaire devient plus
faible que la pression dans les oreillettes, la valve mitrale s’ouvre. Le remplissage passif
des ventricules par gradient de pression auriculo-ventriculaire peut donc commencer. En
situation physiologique, 70 a 80 % du remplissage a lieu pendant cette phase,

la phase de remplissage lent ou diastase : les pressions s’égalisent entre 1’oreillette
gauche et le VG entrainant une réduction du flux auriculo-ventriculaire. Moins de 5 %
du remplissage est réalisé lors de la diastase,

le remplissage actif : durant cette période, 1’oreillette se contracte. La systole auriculaire
permet de chasser le sang qui remplissait 1’oreillette vers le ventricule. Cette phase
représente 20 a 30 % du remplissage. Le remplissage des ventricules induit une
augmentation de la pression intra-ventriculaire qui est supérieure a la pression auriculaire
entrainant une fermeture de la valve mitrale et la fin de la diastole : on parle de la
télédiastole. Cela marque aussi le début de la phase de contraction isovolumique et donc

d’un nouveau cycle cardiaque (Figure 3 et Figure 4).
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Figure 6 : Loi de Frank-Starling
Adapté de (Chassot, 2010)
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L’une des lois fondamentales en hémodynamique est la loi de Frank-Starling. Cette loi
explique la relation entre 1’étirement des fibres musculaires myocardiques et leur
performance contractile. Ces auteurs ont démontré que, dans une limite physiologique, plus

les fibres s’étirent, mieux elles se contractent (Frank, 1895; Starling and Visscher, 1927).

Dans le cas du cycle cardiaque, plus le VG se distend lors du remplissage, plus il va
se contracter, induisant ainsi une augmentation du volume d’¢jection systolique (VES). Cette
loi exprime le rapport entre la tension de la paroi (volume ou pression télédiastolique, soit la
précharge) et la performance systolique. La proportionnalité entre la force contractile et le
volume télédiastolique n’est pas illimitée. Il existe un point a partir duquel 1’augmentation

du volume télédiastolique ne s’accompagne plus d’une augmentation de la force contractile.

Dans le cas d’une dysfonction systolique : la pente est trés faible car il y a peu
d’amélioration du VES lors de I’augmentation du remplissage. Cette courbe est aplatie et

s’infléchit du fait de la dilatation du ventricule.

Dans le cas d’une dysfonction diastolique la pente est trés importante avec une absence
de plateau car le VES est fortement dépendant de la précharge. Les pressions de remplissage
en fin de diastole sont trés importantes ce qui provoque un déplacement de la courbe vers la

droite (Figure 6).

1.3.1. Evaluation de la fonction cardiaque par échocardiographie

Ce principe d’imagerie non-invasive repose sur 1’'usage d’ultrasons. Les ultrasons,
émis par la sonde d’échocardiographie, sont réfléchis lorsqu’ils rentrent en contact avec les
tissus. L onde réfléchie est ensuite captée par la méme sonde qui va créer une image de ce
tissu. On peut analyser les tissus (cceur, aorte) par 1’échocardiographie tridimensionnelle
comme présenté dans le Tableau 1, avec de nombreux parametres. On peut également
mesurer les flux avec 1’analyse doppler ou les ultrasons sont réfléchis par les hématies en
mouvement dans les cavités cardiaques et les coronaires. L’onde observée donne

’orientation et la vitesse du flux (Tableau 2).

L’échocardiographie permet d’obtenir de nombreuses informations sur la fonction

cardiaque, la morphologie du cceur ou des flux sanguins.
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Tableau 1 : Parametres évalués par échocardiographie

Coupe Abrév. Définition Images

Epaisseur de la

Coupe petit axe

Petit axe / paroi antérieure
PAVGd
Grand axe du VG en
diastole

Epaisseur de la

Petit axe / '
PAVG s | paroi antérieure
Grand axe
du VG en systole
Petit axe / Diameétre du VG
vVGd ‘
Grand axe en diastole
Petit axe / Diameétre du VG
VGs
Grand axe en systole
Epaisseur de la
Petit axe / paroi postérieure
PPVGd
Grand axe du VG en
diastole
. Epaisseur de la
Petit axe / ) )
PPVGs | paroi postérieure
Grand axe

du VG en systole

Epaisseur du
Septum Inter-
Grand axe SIvd S
ventriculaire en

diastole

Epaisseur du

Septum Inter-
Grand axe SIV's o
ventriculaire en

diastole

Abrév. : Abréviation ; VG : ventricule gauche ; PA : paroi antérieure ; d : diastole ; s : systole ; PP :
paroi postérieure ; SIV : septum inter-ventriculaire.
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Tableau 2 : Parametres évalués par échocardiographie-Doppler

Abrév. Définition Images
Vitesse de I’onde E : correspond au
E flux de remplissage passif du VG di a
I’ouverture de la valve mitrale.
Vitesse de I’onde A : correspond au
= A flux de remplissage actif du VG di a
=
g la contraction atriale.
<
=
=
TDE Temps de décélération de ’onde E
Temps de relaxation iso-volumique :
temps entre la fermeture de la valve
TRIV ‘
aortique et I’ouverture de la valve
mitrale.
] , .
% Intégrale Temps*Vitesse sous
b= . .
S | ITVao | aortique : distance parcourue par la
<
2 colonne de sang durant la systole.
[
Onde ) .
Vitesse de mouvement de la paroi en
Sa ou
systole
S’
=
= | Onde . '
2 Relaxation passive du VG pendant son
g= Ea ou )
3} remplissage
a2, e’
o
Q
A | Onde ' '
Relaxation active du VG lors de la
Aaou ) ] )
contraction de I’oreillette : compliance
a’

Abrév. : Abréviation ; VG : ventricule gauche ; TRIV : temps de relaxation iso-volumique ; TDE :
temps de décélération de ’onde E ; ITVao : intégrale temps*vitesse sous aortique.
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Tableau 3 : Parametres évalués en hémodynamique invasive

Abréviations Parameétres
Pression artérielle
PAS (mmHg) .
systolique
Artere carotide Pression artérielle
PAD (mmHg) ' ‘
diastolique
PAM (mmHg) Pression artérielle moyenne
FC (min™') Fréquence cardiaque
Vitesse maximale de
DP/dTmax (mmHg.s™) ‘
contraction
Vitesse maximale de
VG DP/dTmin (mmHg.s™) .
relaxation
Pression télédiastolique ou
PTDvg (mmHg) ‘ ‘
pression en fin de diastole
Tau Constante de relaxation

PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression artérielle diastolique ; PAM : pression artérielle
moyenne ; FC: fréquence cardiaque ; DP/dTmax : vitesse maximale de contraction ; DP/dTmin :
vitesse maximale de relaxation ; PTDvyg : pression télédiastolique du ventricule gauche; VG :

ventricule gauche.
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1.3.2. Evaluation de la fonction cardiaque par cathétérisme cardiaque

La mesure des courbes de pression-volume du VG permet I’évaluation de nombreux
parametres cardiaques et vasculaires. Cette technique invasive permet d’avoir en méme
temps les pressions et les volumes grace a une sonde au niveau de la cavité ventriculaire par
cathétérisme cardiaque. Les informations obtenues permettent de tracer la relation pression-
volume sur un cycle cardiaque comme sur la Figure 5. La liste des parametres mesurables

sont présentés dans le Tableau 3.

2. Les bases de la fonction vasculaire

La fonction du systéme vasculaire est d’assurer la répartition du débit sanguin entre
les organes. Le maintien d’une pression et d’un débit de perfusion sont assurés par différents
mécanismes de régulation comme la modification du diametre des vaisseaux. La majorité
des vaisseaux sont composés d’une paroi artérielle qui est compartimentée de la manicre
suivante (de la lumiere vers la I’extérieur du vaisseau) : I’intima, la média et I’adventice.
L’importance relative de chacun de ces ¢élements est différente en fonction des secteurs
vasculaires ce qui détermine leur propriété. Nous allons nous interesser aux deux ¢léments
jouant un role central dans la régulation : les CML, qui permettent la contraction et la

relaxation des vaisseaux, et les cellules endothéliales.

2.1. Les cellules musculaires lisses

La contraction des vaisseaux est induite par I’augmentation de la [Ca®']; suite a une
dépolarisation de la membrane ou suite a une fixation d’agonistes sur des récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéine G. Dans les deux cas, les stimuli ont pour
conséquence finale la mobilisation des stocks de Ca?" du RS. La formation du complexe Ca**
-calmoduline va permettre de démasquer le site catalytique de la kinase des chaines Iégéres
de la myosine en se fixant sur cette derniére (Ogut and Brozovich, 2003). Ceci permet la
phosphorylation de la chaine legere de la myosine engendrant un changement de
conformation de la téte de la myosine qui peut alors se fixer sur 1’actine et hydrolyser une

molécule d’ATP (Hong et al., 2015).
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La relaxation des CML s’effectue par un retour de la [Ca®]i a sa valeur de repos et par
une désensibilisation de I’appareil contractile. Ce dernier mécanisme implique des facteurs
vasodilatateurs, comme le monoxyde d’azote ('NO), qui agissent sur I’endothélium et/ou sur
les CML. Les mécanismes cellulaires permettant la diminution de la [Ca*']; sont (Akata,

2007):

- Tactivation des pompes SERCA par la phosphorylation du PLB qui permettent le
recaptage du Ca”’ par le RS,

- une extrusion du Ca*" intracellulaire par la pompe Ca>" -ATPase.

En ce qui concerne la désensibilisation de ’appareil contractile au Ca>*, ce mécanisme

est réalisé par deux voies de signalisation :

- la voie de I’adénylate cyclase (AC) /3’-5’-adénosine monophosphate cyclique (AMPc)/
PKA,
- la voie de la guanlyate cyclase (GC)/3’-5’-guanosine monophosphate cycique

(GMPc)/protéine kinase G (PKG).

L’endothélium joue aussi un role important dans la fonction vasculaire.

2.2. La fonction de I’endothélium

Au niveau de la microcirculation, 1’endothélium joue un réle de barriere semi-
perméable entre le sang et les tissus en permettant le passage sélectif de certaines molécules,
ce qui participe a ’homéostasie plasmatique de ses constituants. A 1’inverse, au niveau des
artéres de gros calibre, I’endothélium doit résister aux forces hémodynamiques et maintenir
son intégrité. L’endothélium joue un rdle important dans la régulation de la vasomotricité,
la perméabilité vasculaire et la prévention des phénomenes thrombotiques (Rajendran et al.,

2013).

Au niveau du cceur, I’endothélium est capable d’intéragir directement avec les
cardiomyocytes afin de réguler leur contractilité. Cela est possible grace a la proximité entre
cardiomyocytes et cellules endothéliales. En effet, un cardiomyocyte ne se trouve jamais a

plus de 50 um d’une cellule endothéliale (Colliva et al., 2020).
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Il existe deux types d’endothélium au niveau cardiaque :

- D’endothélium endocardique qui est présent au niveau des parois des cavités
ventriculaires,
- DI’endothélium des coronaires qui tapisse I’ensemble du réseau vasculaire perdusant le

caeur.

Il est décrit que I’endothélium endocardique et la micro-vasculature coronaire
permettent de réguler la contractilité cardiaque. En effet, lorsque cet endothélium est abrasé
I’amplitude de la contraction est diminuée. La régulation de I’endothélium sur la contractilité
cardiaque s’effectue par une action autocrine et paracrine des cellules endothéliales sur les

cardiomyocytes avec I’implication du "NO notamment.

2.3. Le monoxvyde d’azote

2.3.1. La fonction du monoxvyde d’azote

Les propriétés du "NO dans le systéme cardiovasculaire ont ét€ mises en évidence pour
la premiere fois en 1980 par 1’équipe de Furchgott et al/ (Furchgott and Zawadzki, 1980;
Ignarro et al., 1987) mais ce n’est qu’en 1987 que le 'NO fut formellement identifié. Le "NO
est une espece radicalaire composée d’un atome d’azote li¢ a un atome d’oxygeéne dont la
durée de demi-vie est de quelques secondes. Ce gaz liposoluble, pouvant diffuser a travers
les membranes cellulaires, est capable d’activer de nombreuses voies de signalisation.

Une fois synthétisé, le 'NO diffuse rapidement vers 1’extérieur de la cellule. Le 'NO
entraine une relaxation du muscle lisse et empéche I’agrégation et I’adhérence plaquettaire
via la guanylate cyclase soluble (GCs). La production du "NO se fait principalement au

niveau de la cellule endothéliale.
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Figure 7 : Réaction enzymatique catalysée par les NOS

D’aprés Andrew et Mayer, 1999 (Andrew and Mayer, 1999).
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate ; NOS : "NO synthases (NOS) ; ‘NO : nitric

oxide ou monoxyde d’azote.
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Le 'NO va induire I’activation de la GCs qui, a son tour, va induire une augmentation
du GMPc. Le GMPc active la PKG qui va phosphoryler différents substrats. L’activation de
la voie GCs/GMPc/PKG a des effets dépendants de la concentration en "NO (Casadei and
Sears, 2003). Ainsi, a de faibles concentrations, le ‘NO a un effet inotrope positif sur la
contraction cardiaque. A de fortes concentrations, le 'NO a un effet inotrope négatif (Francis

et al., 2010; Hammond and Balligand, 2012; Zaccolo and Movsesian, 2007).

2.3.2. Les "NO synthases

Les enzymes responsables de la production du "NO sont les 'NO synthases (NOS),
elles appartiennent a la famille des oxydoréductases. Les NOS catalysent 1’oxydation d’un
acide aminé, la L-arginine, par I’oxygeéne (O2) aboutissant a la formation du "NO et de la L-
citrulline. Il y a deux étapes : I’hydroxylation de la L-arginine en N -hydroxy-L-arginine
(NOHA) qui reste liée a I’enzyme, puis 1’oxydation du NOHA en L-citrulline, accompagnée
de la libération du "NO (Adak et al., 2002). La tetrahydrobioptérine (BH4) est un cofacteur
essentiel au bon fonctionnement des NOS (Figure 7) (Salerno et al., 1995; Wei et al., 2005).
Il existe trois isoformes de NOS, la NOS endothéliale (eNOS), la NOS neuronale (nNOS) et
la NOS inductible (iNOS). La nNOS et la eNOS sont des NOS constitutives et Ca?" -
dépendantes alors que la iNOS est Ca>" -indépendante.

La NOS neuronale (nNOS — 150kDa), codée par le géne NOS1/Nosl (Homme/Rat), a
¢té initialement identifiée au niveau des neurones (Rand and Li, 1995). Les variants
d’¢épissage de nNOS exprimés dans les muscles artériels lisses participent, avec eNOS, a la
régulation de la pression artérielle. La nNOS a aussi été identifiée au sein du RS cardiaque
ou elle est impliquée dans la régulation des flux de Ca*" et de la contraction du myocarde

(Elfering et al., 2002).

La NOS inductible (iNOS — 130kDa) est codée par le géene NOS2 ou Nos2
(Homme/Rat). L'expression d'iNOS peut étre induite par des médiateurs inflammatoires
[interféron-y (IFN- v), le tumor necrosis factor a (TNF-a) et I’interleukine-1 (IL-1)] dans la
plupart des types de cellules vasculaires, y compris les cellules endothéliales (Gross et al.,
1991), les myocytes cardiaques (Balligand et al., 1994), les CML (Geller et al., 1993) et les
macrophages (Buttery et al., 1996). L’expression de la iNOS est responsable de la
diminution de la production du "NO, dérivée de 1'eNOS, dans les vaisseaux traités par des

médiateurs inflammatoires (Kessler et al., 1997).
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La NOS endothéliale (eNOS — 133kDa) est codée par le géne NOS3 ou Nos3
(Homme/Rat). Cette NOS est majoritairement exprimée au niveau des cellules endothéliales
et est la source principale de production du "NO. Elle est aussi exprimée sur le plan cardiaque
que cela soit au niveau ventriculaire ou au niveau auriculaire (Balligand et al., 1993; Schulz
etal., 1991). La eNOS présente la particularité de pouvoir s’associer avec la couche lipidique
grace a un site d’accrochage pour les chaines d’acide gras. Généralement, on retrouve
I’eNOS au niveau des cavéoles qui sont des replis ultra-structuraux de la membrane
plasmique enrichis en cavéoline. Cela permet une facilitation de la diffusion du "NO vers le
sang ou les cellules sous-jacentes. Bien que I'eNOS ait souvent été appelée auparavant NOS
constitutive, un certain nombre de facteurs aussi divers que I'hypoxie (Liao et al., 1995),
I'oestrogene (Goetz et al., 1994) et I'exercice (Sessa et al., 1994) sont maintenant connus
pour modifier son expression. Comme le contréle endothélial du tonus vasculaire est un
processus sensible et trés précis, ces changements sont susceptibles d'étre importants pour la

fonction cardiovasculaire, en particulier dans des situations physiopathologiques.
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3. L’insuffisance cardiaque

3.1. L’histoire de I’insuffisance cardiaque

L’un des premiers écrits décrivant I’IC remonte au V™ siécle avant notre ére. Cette
ceuvre €crite par Hippocrate est un recueil de descriptions cliniques. Parmi ces descriptions,
Hippocrate décrit la présence de deux symptomes chez des patients : la dyspnée ou le
syndrome cedémateux généralisé (Katz and Katz, 1962). La présence de ces deux symptomes

suggere une IC.

Dans I’ceuvre d’Hippocrate, traduite par Emile Littré, une description d’un patient
coincide avec I’IC : « le patient apparait jaune, le corps entier est cedémateux ; le visage est
rouge ; la bouche est seche ; il a soif et quand il mange la respiration s’accéleére. Dans la
méme journée il peut aller mieux alors que dans d’autres cas il souffre beaucoup et semble

sur le point de mourir » (Littré, 1839).

Au cours des années, les descriptions et la définition de I’'IC va progresser avec
I’évolution des connaissances. La découverte du caractere contractile du coeur et la
compréhension de la cinétique du cceur avec la systole ainsi que le role des valves avec les
travaux de Galien vont améliorer les connaissances sur I’IC. Les manifestations cliniques de
I’IC ont pu étre expliquées par la description de la circulation sanguine en plagant le coeur
comme une pompe avec des phases de contraction et de relachement. On doit cette

description aux travaux d’Harvey au XVII*™ siécle (Harvey, 1928).

De nombreuses découvertes scientifiques ont permis d’améliorer la compréhension de
I’IC avec notamment la description par Frank et Starling de la réponse cardiaque aux
variations de charge : loi de Frank-Starling décrite dans les années 1900 (Frank, 1895;
Starling, 1918; Starling and Visscher, 1927). L’une des premiéres études épidémiologiques,
et donnant une définition précise de I’IC, a été menée a Framingham dans les années 1970

(McKee et al., 1971).
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Entre 1970 et 2020, de nombreuses avancées scientifiques ont permis de mieux
comprendre I’IC et sa complexité. Si I’on prend en compte uniquement 1’IC chronique, en
50 ans, la recherche a permis d’affiner la terminologie associée a 1I’'IC systolique et
diastolique. Sur le plan thérapeutique, c’est en 1920 que Saxl et Heilig ont découvert les
diurétiques (Saxl and Heiling, 1920). Cependant ces médicaments agissent seulement sur les
symptomes de I’IC et notamment sur les cedémes. Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion
(IEC) ont été découverts en 1956 mais ce n’est que dans les années 80 que leur effet
bénéfique sur le long terme a été démontré (Ferreira et al., 1970; Gavras et al., 1974; Skeggs
et al., 1956). Les B-bloquant, découverts dans les années 1960, ont été utilisés a partir de

1975 (Black et al., 1964; Shand, 2010).

A ce jour, environ 26 millions d’adultes souffrent d’IC dans le monde (Ponikowski et
al., 2014). Malgré des décennies de recherche sur cette pathologie, les études
épidémiologiques montrent une augmentation de sa prévalence et de la mortalité associée.
Les colits générés pour la prise en charge (PEC) des patients souffrants d’IC sont
considérables (Savarese and Lund, 2017). En 2017, le total des dépenses s’¢levait a 2,8
milliards d’euros en France. Méme si de nombreuses approches pharmacologiques ont
permis d’améliorer la PEC de certains patients, de nombreux autres sont encore en détresse

thérapeutique avec une qualité de vie drastiquement réduite.

Compte tenu de I’augmentation constante de la prévalence de I’IC, il est important de

continuer les recherches fondamentale et clinique pour améliorer :

- T’identification des populations a risque,

- le dépistage précoce de la pathologie pour ralentir sa progression,

- le pronostic clinique des patients grace a I’identification de nouvelles cibles
thérapeutiques,

- le suivi des patients afin d’éviter les ré-hospitalisations.

Ainsi la compréhension de la complexité de I’IC est nécessaire pour améliorer la PEC

des patients.
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3.2. Définition

L’IC est un syndrome clinique qui se définit par une incapacité du coeur & maintenir
un débit sanguin suffisant pour subvenir aux besoins de I’organisme au repos ou a I’effort
(Metra and Teerlink, 2017). D’un point de vue physiopathologique, I’IC est la conséquence
d’un dysfonctionnement structurel ou fonctionnel du cceur. Ces défauts se traduisent par une
diminution du débit cardiaque et/ou une élévation des pressions intracardiaques conduisant
a une incapacité du ventricule a se remplir ou a éjecter le sang correctement (Metra and

Teerlink, 2017; Ponikowski et al., 2016a).

La mise en évidence de la pathologie a 1’origine de I’IC, autrement dit I’étiologie de
I’IC, est essentielle au diagnostic mais aussi pour déterminer le traitement spécifique a
utiliser. L’autre point essentiel pour la PEC de I’IC est d’identifier le type d’IC que présente

le patient.
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Tableau 4 : Symptomes et signes cliniques de ’'IC

Majeurs

Mineurs

Essoufflement au repos ou a I’effort
Dyspnée nocturne paroxystique

Toux nocturne
Respiration sifflante

Perte de poids > a 4,5 Kg en 5 jours
avec traitement

Temps de circulation de 25 sec
Choc apexien et/ou cardiomégalie

Orthopnée Ballonnement
Réduction de la tolérance a Diminution de I’appétit
Symptomes l’e)%ercice ‘ Confusign
Fatigue et augmentation du temps de | Dépression
récupération apres un exercice Palpitations
Gonflement des chevilles Vertiges
Syncope
Bendopnée
Pression veineuse centrale > 16 cm | Perte de poids >4 4,5 Kgen 5
Augmentation de la pression jours sans traitement
jugulaire (Edémes périphériques
Reflux hépato-jugulaire Cachexie
Distension veineuse / turgescence Murmure cardiaque
jugulaire (Edemes pulmonaires
Signes Galop B3 Tachycardie > 120 battements /

minute

Raéles crépitants pulmonaires
Hépatomégalie
Epanchement pleural
Capacité vitale <d’1/3 de la
norme

Adapté de Ponikowski ef al., 2016 (Ponikowski et al., 2016a). IC : insuffisance cardiaque.
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3.3. Diagnostic

Selon la European Society of Cardiology ou Société Européenne de Cardiologie

(ESC), le diagnostic de I’IC est basé sur trois critéres (Ponikowski et al., 2016a):

- dans un premier temps sur la présence de symptomes et signes cliniques caractéristiques
de I’'IC (Tableau 4) (Davie et al., 1997; Kelder et al., 2011; Mant et al., 2009; Oudejans
etal., 2011),

- deuxiémement sur la preuve d’un dysfonctionnement cardiaque — systolique et/ou
diastolique — au repos, mis en évidence par échocardiographie (de préférence),

- troisiémement — si nécessaire — sur une réponse positive aux traitements dirigés contre

I'IC.

3.3.1. Symptomes et signes cliniques

Les symptomes et signes cliniques (Tableau 4) sont des parametres importants a
surveiller pour établir le diagnostic des patients mais aussi pour adapter le traitement en
fonction de 1’évolution de ces signes et symptomes cliniques. Généralement, la dyspnée,
I’intolérance a 1’exercice et I’augmentation de la pression veineuse sont des signes et des

symptomes majoritairement retrouvés chez les patients souffrant d’IC.

3.3.2. Examens cliniques initiaux

Les criteres sont adaptés en fonction des types d’IC qui sont des pathologies distinctes
avec des mécanismes physiopathologiques qui leur sont propres. D’une maniére générale, le
dosage des peptides natriurétiques, 1’électrocardiogramme (ECG) et 1’échocardiographie

sont réalisés pour le diagnostic de I’IC.
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INTRODUCTION - L’insuffisance cardiaque

PréproBNP

/\.

proBNP Peptide signal

Mycoytes

Circulation sanguine

NT-proBNP BNP
Forme inactive Forme active

Figure 8 : Formation du BNP

D’apres Ray et al., 2003 (Ray et al., 2003). BNP : brain natriuretic peptide ou peptide natriurétique
de type B.

Bilan biologique :
dosage des peptides natriurétiques

! I

BNP < 100 ng/L BNP : 100 - 400 ng/L BNP > 400 ng/L
NT-proBNP <300 ng/L NT-proBNP : 300 - 1800 ng/L NT-proBNP : 450 — 1800 ng/L
IC improbable Doute diagnostique IC probable

Figure 9 : Organigramme pour le diagnostic de I’'IC a I’aide du BNP

D’aprés Dickstein et al., 2008 (Dickstein et al., 2008). BNP : brain natriuretic peptide ou peptide
natriurétique de type B ; IC : insuffisance cardiaque.
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3.3.2.1. Les peptides natriurétiques

Le dosage des peptides natriurétiques peut étre utilis¢é comme test de diagnostic initial
de I'lC. Le brain natriuretic peptide ou peptide natriurétique de type B (BNP) est
principalement synthétisé par les myocytes en réponse a une augmentation de la charge
volumique ou de la pression ventriculaire. Le BNP existe sous différentes formes. La forme
de réserve est le préproBNP. Le préproBNP est clivé en proBNP qui sera lui-méme clivé en
NT-proBNP et en BNP actif. Le NT-proBNP n’a pas d’activité biologique en comparaison
au BNP (Figure 8) (Ray et al., 2003).

Le BNP se fixe sur des récepteurs de type A au niveau de I’endothélium vasculaire
entrainant une activation de différentes voies de signalisation. Le BNP induit une
vasodilatation périphérique, augmente la filtration glomérulaire, diminue la réabsorption du

sodium et inhibe le systéme rénine-angiotensine-aldostérone.

Le BNP et le NT-proBNP ont une valeur prédictive négative forte lors du diagnostic
de I’'IC (Roberts et al., 2015). A une valeur seuil de 100 ng/L, le BNP a 94 % de valeur
prédictive négative, c’est-a-dire que les patients ayant des BNP inférieure au seuil de 100

ng/L ont une probabilité¢ de 94 % de ne pas souffrir d’IC.

Dans le cas d’une dyspnée aigué, les recommandations de I’ESC donnent les valeurs
seuils a considérer pour exclure ou confirmer une origine cardiaque et donc d’orienter ou

non vers le diagnostic de I’IC (Figure 9) (Dickstein et al., 2008).

Hors contexte aigu, les valeurs seuils pour exclure I’IC sont : BNP < 35 ng/L et NT-

proBNP < 125 ng/L. (McMurray et al., 2012).

Le BNP et le NT-proBNP sont donc des marqueurs biologiques de I’IC au niveau
diagnostic, pronostic et thérapeutique. L’augmentation du BNP et du NT-proBNP permet de
confirmer ou non I’IC dans le cadre du diagnostic. Dans le cas du pronostic, I’augmentation
des concentrations du BNP et du NT-proBNP chez un patient souffrant d’IC augmente le
risque de déces. Il est donc important de suivre les concentrations des peptides natriurétiques

pour voir I’évolution de la pathologie (Maisel et al., 2008).
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Les BNP et NT-proBNP ne permettent pas de faire la différence entre une dysfonction
systolique ou diastolique. Le diagnostic de I’IC ne peut pas se baser uniquement sur les
valeurs des peptides natriurétiques. En effet, les niveaux de BNP et de NT-proBNP
augmentent avec 1’age et donc pour un diagnostic idéal, une valeur de référence pour chaque
patient serait souhaitable. De plus, d’autres causes que I’IC induisent une augmentation des
niveaux de BNP et de NT-proBNP comme le choc septique, I’insuffisance rénale ou la
fibrillation atriale (FA). Il faut donc associer le bilan biologique a d’autres examens comme

I’ECG (Fuat et al., 2006; Zaphiriou et al., 2005).

3.3.2.2. L’électrocardiogramme

Chaque patient souffrant potentiellement d’IC doit passer un ECG car les anomalies
sont courantes chez les patients insuffisants cardiaques (Davie et al., 1996). Dans le cas
d’une IC, a dysfonction systolique, une faible proportion des patients présente un ECG
normal (< 10%) (Mant et al., 2009). Les anomalies de I’ECG retrouvées dans I’IC sont
nombreuses (allongement du QRS, désynchronisations...) et traduisent une hypertrophie

ventriculaire ou auriculaire (Thomas et al., 2002).

3.3.2.3. L’échocardiographie

Une échocardiographie standard doit étre effectuée pour chaque patient dés qu’il y a
une suspicion d’IC. L’échocardiographie permet de confirmer le diagnostic de I'IC en
donnant une preuve objective d’une dysfonction cardiaque, structurelle et/ou fonctionnelle.
En effet, I’échocardiographie permet de donner des informations sur 1’anatomie cardiaque

mais renseigne aussi sur le fonctionnement ventriculaire (systolique et diastolique).
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Europe :

France : 2.2 % Asie :
Royaume-Uni : 1.3 Chine : 1.3 %
% Japon : 1 %

Malaisie : 6,7 %
Singapour : 4.5 %

Amérique du Nord :
Canada : 1,5 %
USA:1,9%

Australasie :
. Australie : 1.3 %
Y

7
Afrique : Moyen-Orient :
Pas de donnée Oman : 0,5 %

disponible

Figure 10 : Proportion de la population présentant une IC dans différents des pays

Adapté de Ponikowski er al., 2014 (Ponikowski et al., 2014). IC : insuffisance cardiaque.
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3.4. Epidémiologie et étiologie de I’insuffisance cardiaque

3.4.1. Epidémiologie

Dans de nombreux pays, 1 a 2 % de la population est concernée par I’IC (Bui et al.,
2011; Vos et al., 2012). Les données frangaises sont identiques avec plus d’1,5 millions de
personnes souffrant d’IC, soit 2,2 % de la population (De Peretti et al., 2014) (Figure 10).
La prévalence augmente de fagon marquée avec I’age et dépasse les 15 % pour les personnes
agées de plus de 85 ans. Avec plus de 160 000 hospitalisations par an en France, I’IC a un
fort impact économique. L’IC est la premiére cause d’hospitalisation pour les personnes de
plus de 60 ans, et est la premicre cause de mortalité chez les femmes (Wilkins et al., 2017).
Les études épidémiologiques prévoient une augmentation de 46 % de la prévalence de I’IC
aux Etats-Unis entre 2010 et 2030 (Heidenreich et al., 2011; Mozaffarian Dariush et al.,
2016).
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Tableau 5 : Différentes étiologies de I’IC

Causes de I’IC

Hypertension
artérielle

Cardiomyopathie
primaire

Génétique

Hypertrophique
Arythmogene
Mitochondriale

Défauts des canaux ioniques

Acquise

Arythmies :

- Tachycardie induite

- Bradycardie

Stress :

- Tako-Tsubo

Dommages toxiques :

- Abus de drogues (alcool, cocaine...)

- Me¢dicaments (ex : anthracyclines)

- Radiation

- Mg¢taux lourd (fer, cobalt...)

Défauts immunologiques ou inflammatoires :

- Infection (maladie de Chagas, HIV...)

- Non reli¢ a une infection (maladie aux cellules
géantes, maladies rhumatismales...)

Cardiomyopathie
secondaire

Infiltrations

Amyloide

Sarcoidoses

Maladies de stockage :
- Hémochromatoses
- Maladie de Fabry

- Mgétastasique

Désordres
métaboliques

Hormonal :

- Maladie de la thyroide

- Déficience en hormone de croissance
Nutritionnel :

- Déficience en L-carnitine

- Anémie

- Obésité

- Diabéte

Défauts structurels
myocardique et
valvulaire

Acquis

Maladies des valves pulmonaire, tricuspide, mitrale et
aortique

Congénitaux

Défauts des oreillettes ou du septum ventriculaire

Maladies
péricardiques

Péricardique

Effusion péricardique ou péricardite constrictive

Endo-
myocardique

Fibrose endo-myocardique ou endocardique

Maladies
ischémiques

Coronarienne

Maladie coronarienne
Dissection coronarienne
Embolie coronarienne

Cardiaque

Cicatrice myocardique
Hibernation myocardique

Adapté de Ponikowski et al., 2016 (Ponikowski et al., 2016a). IC : insuffisance cardiaque.
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3.4.1. Etiologie

Comme évoqué précédemment, I’identification de 1’étiologie est importante pour
choisir la meilleure solution thérapeutique. Les patients peuvent avoir plusieurs pathologies
cardiaques ou non-cardiaques expliquant le développement de I’IC sur le long terme. L’IC
résulte le plus souvent de pathologies cardiovasculaires comme 1’infarctus du myocarde,
I’hypertension artérielle (HTA) ou d’autres étiologies cardiaques (Tableau 5) (Baldasseroni

et al., 2002; Hawkins et al., 2009; McMurray and Pfeffer, 2005).
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3.5. Les différentes terminologies de I’insuffisance cardiaque

Il existe plusieurs types d’IC qui se caractérisent par différentes formes cliniques.

3.5.1. Insuffisance cardiaque aigué

L’IC aigué se caractérise par l’apparition brutale de signes ou de symptomes
caractéristiques. C’est une situation d’exacerbation ou de décompensation caractérisée par
une congestion pulmonaire aigué€ associée le plus souvent a des cedémes pulmonaires ou
périphériques ainsi qu’une hypoperfusion des organes. Il s’agit souvent d’une situation
d’urgence qui nécessite une hospitalisation et un traitement visant a gérer la surcharge
liquidienne et les troubles hémodynamiques (Gheorghiade et al., 2005; Nieminen et al.,

2005). 1l existe deux types d’IC aigué.

3.5.1.1. Insuffisance cardiaque aigué de novo

Les patients présentent pour la premicre fois des symptomes et des signes de 1’IC.
Dans ce cas précis, I’IC se produit lorsqu’il y a une augmentation soudaine des pressions de
remplissages cardiaques et/ou lors d’un dysfonctionnement myocardique aigu entrainant une
diminution de la perfusion et un cedéme pulmonaire. Dans la majorité des cas, ce type d’IC
fait suite a un infarctus du myocarde, a une insuffisance mitrale aigué par rupture de cordage
ou a une insuffisance aortique aigué dans le cas d’une endocardite infectieuse (Gheorghiade

et al., 2005; Kurmani and Squire, 2017).

3.5.1.2. Insuffisance cardiaque aigué décompensée

Les patients ayant une cardiomyopathie préexistante peuvent décompenser avec
I’apparition brutale de signes et de symptomes de I’IC. La décompensation se produit lorsque
les mécanismes compensatoires ne sont plus suffisants pour maintenir une fonction
cardiaque stable n’entrainant pas de surcharge liquidienne. Dans ce cas, les patients
présentent des signes et des symptomes de congestion et de rétention d’eau caractérisés par
une prise de poids, une dyspnée d’effort ou une orthopnée. Les cardiomyopathies
majoritairement a 1’origine de I'IC aigué décompensée sont les FA, les cardiopathies
valvulaires et les cardiopathies dilatées (Gheorghiade et al., 2005; Kurmani and Squire,

2017).
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3.5.2. Insuffisance cardiaque chronique

L’IC chronique est la forme la plus courante d’IC. Aussi appelé IC congestive ou
simplement IC, on peut associer la définition de I’IC chronique a celle de I'IC aigué
décompensée a la différence qu’elle apparait progressivement au cours du temps, étant une
complication a long terme d’un probléme cardiaque, respiratoire ou vasculaire. Au début de
la pathologie, les patients sont asymptomatiques au repos mais présentent une dyspnée a
I’effort. Sur le long terme, la pathologie s’aggrave et les patients présentent des symptomes
au repos. L’IC chronique est aussi ponctuée par des phases d’exacerbations entrainant un

épisode aigu de décompensation (Crouch, 2005).

Il existe trois classifications de 1’IC chronique qui ont été définies par les sociétés
savantes ci-dessous, et selon le type de dysfonction ventriculaire (systolique ou diastolique)

(Aurigemma and Gaasch, 2004) :

- New York Heart Association NYHA) (Rossi, 1967),
- American College of Cardiology (ACC)/American Heart Association (AHA)
(ACC/AHA) (Hunt et al., 2001).

3.5.3. Classifications NYHA et ACC/AHA

Les classifications publiées par la NYHA et I’ACC/AHA sont des systémes permettant
une hiérarchisation fonctionnelle de I’IC et donc une stratification des patients en fonction

du stade de leur IC.

Publi¢ pour la premiére fois en 1964, le systtme NYHA place les patients dans I'un
des quatre groupes définis en fonction de la gravité¢ des symptdmes et des limitations de
l'activité physique (Rossi, 1967). En 2001, I'ACC, conjointement a 'AHA, a proposé un
systeme de classification alternatif pour les patients souffrants d’IC chronique (Hunt et al.,

2001).
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Tableau 6 : Classification clinique de la sévérité de I’IC

Classification fonctionnelle de la NYHA

Stades de I’IC selon ’ACC/AHA

physique sans inconfort.
Symptomes de I'IC présents au
repos

Description Classes | Stades Description
Activité physique non limitée : | I Haut risque pour une IC : absence
I’activité physique n’induit pas A | de symptomes, de signes et
de fatigue, de dyspnée ou de d’anomalies structurelles
palpitations
IC asymptomatique associée a des

B | anomalies structurelles cardiaques
Limitation physique légere sans | II C | IC symptomatique associée a des
symptomes au repos. L’activité anomalies structurelles cardiaques
induit une  fatigue, des
palpitations ou une dyspnée.
Limitation marquée de I’activité
physique sans symptome au | III
repos. L’activit¢ induit une
fatigue, des palpitations ou une
dyspnée.
Incapacité d’avoir une activité | IV D | Anomalies structurelles avancées

symptomatiques au repos malgré
des traitements médicamenteux
optimaux

La classification fonctionnelle de I’insuffisance cardiaque (IC) selon la New York Heart Association
(NYHA) d’aprés Rossi, 1967 (Rossi, 1967). La classification des stades de I’insuffisance cardiaque
(IC) selon [’American College of Cardiology (ACC) — American Heart Association (AHA) d’apreés

Hunt et al., 2001 (Hunt et al., 2001).
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Les deux classifications (Tableau 6) sont totalement différentes. Celle de la NYHA
permet d’évaluer 1I’impact fonctionnel de I’IC sur le patient alors que la classification
ACC/AHA permet d’évaluer le stade de I’IC ; elles sont donc complémentaires. Selon la
stratification NYHA, la situation clinique du patient peut évoluer positivement ou
négativement au cours du temps. Elle permet d’évaluer I’incapacité fonctionnelle des
patients en fonction du degré des symptomes, c’est-a-dire 1’évaluation de la dyspnée ou de
la fatigue en fonction des activités quotidiennes. L’évolution des symptomes chez un méme
patient est donc mesurable au cours du temps. Les symptomes peuvent s’aggraver ou
régresser au cours de I'IC. Avec cette classification un patient peut donc par exemple passer

d’une classe 111 sans traitement a une classe I avec traitement.

La classification de I’ACC/AHA se base sur la détection de 1I’IC avec ’association des
symptomes, des signes cliniques mais aussi des anomalies structurelles et fonctionnelles
cardiaques. Les anomalies structurelles n’étant pas réversibles les patients peuvent passer

d’un stade A a B ou C ou D mais ne peuvent revenir a un stade inférieur.

3.54. Classification en fonction de la fraction d’éjection

C’est en 1971, avec I’étude Framingham, qu’une description de I’IC chronique est
donnée avec la distinction de la dysfonction diastolique et de la dysfonction systolique
(McKee et al., 1971). Cette classification sous-tend la compréhension de 1’étiologie sous-
jacente de I’IC afin de déterminer le traitement le plus adapté (Brutsaert and De Keulenaer,

2006; Crouch, 2005; Gaasch and Zile, 2004).

La principale méthode de différenciation entre les dysfonctions diastoliques ou
systoliques du cceur consiste a déterminer la valeur de fraction d’¢jection (FE) du VG. La
FE est le pourcentage de sang éject¢ du VG a chaque cycle cardiaque et représente un
indicateur de la fonction systolique du cceur (European Study Group on Diastolic Heart
Failure, 1998). Différentes techniques permettent 1’évaluation de la FE comme
I’échocardiographie, 1’imagerie par résonnance magnétique (IRM) cardiaque ou la
ventriculographie gauche. La plupart des IC systoliques s’accompagnent d’une altération
diastolique au repos (Redfield et al., 2003). C’est pour cette raison que depuis 2008, la
terminologie IC diastolique/IC systolique a été remplacée par une terminologie se basant sur

la valeur de la FE (Dickstein et al., 2008).
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Tableau 7 : Définition de ’'ICFEr, de PICFEm et de ’ICFEp

ICFEr

ICFEm

ICFEp

cliniques

Critéres | Symptomes + signes

Symptomes + signes

cliniques

Symptomes + signes

cliniques

FE <40 %

FE entre 40 et 49 %

FE > 50 %

-Augmentation des
peptides natriurétiques
-Anomalies structurelles
cardiaques ou

dysfonction diastolique

-Augmentation des
peptides natriurétiques
-Anomalies structurelles
cardiaques ou dysfonction

diastolique

Adapté de Ponikowski et al., 2016 (Ponikowski et al., 2016a). IC : insuffisance cardiaque ; ICFEr :
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite ; ICFEm : insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection « mid-range » ; ICFEp : insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée ; FE :

fraction d’¢jection.
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En 2003, il était admis que dans le cas d’une FE inférieure a 40 % on parlait d’une IC
systolique et pour une FE supérieure a 50 % on parlait d’une IC diastolique (Cleland et al.,
2003). Au fil des années, il y a eu de nombreuses variations dans les valeurs limites de la
FE. Les études Organized Program To Initiate lifesaving treatMent In hospitaliZed patiEnts
with Heart Failure (OPTIMIZE-HF) et Acute Decompensated HEart failure REgistry
(ADHERE) ont exploré¢ les caractéristiques, les schémas thérapeutiques et les résultats
obtenus sur les patients présentant différentes valeurs de FE a I’initiation des traitements.
Les résultats de ces études mettent en évidence des distinctions importantes sur I’efficacité
des traitements et sur les types de comorbidités par exemple, en fonction de la valeur de la

FE (Fonarow et al., 2007; Sweitzer et al., 2008).

Depuis 2016, il existe donc trois catégories d’IC ayant des critéres diagnostiques précis
liés a D’étiologie, aux traitements préconisés et aux pronostiques variés (Tableau 7)

(Ponikowski et al., 2016a) :

- I'IC a FE réduite (ICFEr), avec une FE inférieure a 40 % traduisant une altération de la
fonction contractile,

- I'IC a FE « mid-range » (ICFEm), avec une FE comprise entre 40 et 49 %,

- I'IC a FE préservée (ICFEp), avec une FE supérieure a 50 % traduisant une altération de

la fonction de relaxation et de remplissage au cours de la diastole.

L’incidence relative des trois sous-groupes d’IC a évolué au cours des dernicres
décennies dans le monde. L’incidence de ’ICFEr a diminué, et une augmentation de la
ICFEp est observée. Selon une analyse récente, qui découle de 1’étude clinique de
Framingham, I'IC nouvellement diagnostiquée se répartit comme suit : 56,2 % d’ICFEp, 31,1

% d’ICFEr et 12,8 % de ICFEm (Vasan et al., 2018).

55






De Keulenaer et Brutsaert ont proposé un nouveau concept suggérant que 1'ICFEp et
I’ICFEr pourraient étre 1'expression des mémes mécanismes physiopathologiques évoluant
d'une étape a l'autre (De Keulenaer and Brutsaert, 2007). L un des arguments allant en faveur
d'un tel continuum est la continuit¢ du remodelage du VG d'un type dhypertrophie
concentrique, observé dans I’ICFEp, a un type excentrique, majoritairement observé dans
I’ICFEr. L’ICFEp n’est pas uniquement caractérisée par une dysfonction diastolique. En
effet, dans la majorité des cas, aprés un examen plus approfondi de la fonction contractile
du ventricule gauche, une diminution de la contractilité est observée, ce qui signifie que la
fonction systolique est également affectée. En outre, les changements myocardiques a
I'examen histologique sont tres similaires, avec une hypertrophie des cardiomyocytes et une
fibrose interstitielle. Néanmoins, ce concept reste trés controversé par d'autres auteurs qui
distinguent clairement I’ICFEp de I'ICFEr (Borlaug Barry A. and Redfield Margaret M.,
2011). Le fait que les patients souffrants d’ICFEp ne répondent pas positivement aux
traitements donnés aux patients souffrants d’ICFEr est 'un des arguments en faveur d’une

physiopathologie différente entre ’'ICFEr et I'ICFEp (Schiattarella Gabriele G. et al., 2020).

Le travail de cette thése portant uniquement sur I’'ICFEp, le concept utilisant la

distinction entre les trois types d’IC a été utilisé.

3.5.5. Insuffisance cardiaque droite ou gauche

Les termes IC droite et gauche sont employés en fonction de la prédominance des
symptdmes congestifs qui sont soit systémique (IC droite) soit pulmonaire (IC gauche). Lors
d’une IC gauche, on observe une dyspnée ou un cedéme aigu pulmonaire. A 1’inverse, lors
d’une IC droite, le symptome principal est une hépatalgie d’effort ou spontanée. Cette
terminologie peut étre utilisée dans le cas d’une IC aigué ou chronique. Elle n’est par contre

peu utile pour déterminer le traitement ou 1’étiologie de 1’IC associée (Crouch, 2005).

La suite du manuscrit traitera uniquement de I’IC gauche.
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3.6. Les caractéristiques de Pinsuffisance cardiaque a fraction d’éjection

réduite

Comme décrit précédemment, I’ICFEr se caractérise par I’apparition de signes et de
symptomes de I'IC associés a des anomalies structurelles cardiaques entrainant une
diminution de la FE. La coronaropathie est I’étiologie principale avec environ deux tiers des
cas d’ICFEr (McMurray et al., 2012), et le facteur de risque le plus important pour le
développement de I'ICFEr est 'HTA (Levy et al.,, 1996). Dans I’'ICFEr, le myocarde
ventriculaire ne peut plus se contracter avec une force suffisante pour pomper le sang de
manicre adéquate. Au niveau cellulaire et moléculaire, il est décrit des altérations des
protéines contractiles cardiaques au niveau des myofibrilles et du cytosquelette. Il est aussi
décrit des altérations au niveau des protéines impliquées dans le cycle du Ca>" ou dans le
métabolisme cardiaque. Toutes ces modifications entrainent des mécanismes de
compensation et un remodelage cardiaque avec I’apparition d’une hypertrophie et d’une
dilatation cardiaque (Kalogeropoulos et al., 2016). Les avancées sur la compréhension de
I’'ICFEr ces derniéres années ont permis d’améliorer la PEC des patients et leur espérance
de vie (Anker et al., 2014; Thompson et al., 2016). Malgré les avancées thérapeutiques, une
grande majorité des patients sont mal diagnostiqués et présentent un fort risque de mortalité
(supérieure a 50 % a 5 ans). L’ objectif est donc de continuer a enrichir la palette d’outils

thérapeutiques associés (Anwar et al., 2015; Bloom et al., 2017; Ponikowski et al., 2014).

57






3.7. Les caractéristiques de P’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection

« mid-range »

Selon des études récentes, le pourcentage de la population IC qui entre dans la
catégorie ICFEm se situe entre 13 % et 24 % (Coles et al., 2015; Kapoor et al., 2016; Tsuji
et al., 2017) ce qui suggére qu'environ 1,6 million de personnes aux Etats-Unis ont une

ICFEm.

Le critére diagnostic principal de I’'ICFEm est la valeur de FE qui doit étre comprise
entre 40 et 49 %. Les caractéristiques cliniques des patients ne sont pas précises car beaucoup
de patients souffrants d’ICFEm ont été inclus dans les études cliniques des patients ICFEp
ou alors exclus. Les résultats des études OPTIMIZE-HF et ADHERE démontrent que les
patients ICFEm se rapprochent plus des caractéristiques des patients souffrants d’ICFEp
(Fonarow et al., 2007; Sweitzer et al., 2008). Les caractéristiques communes de I’ICFEp et
de I'ICFEm sont l'dge avancé, le sexe féminin, les comorbidités comme I'HTA, la
bronchopneumopathie chronique obstructive et le diabéte. L’une des seules caractéristiques
partagées par 'ICFEm et de I'ICFEr est la forte prévalence des maladies coronariennes
associées a I’IC (Cheng et al., 2014). La physiopathologie de I’ICFEm reste peu étudiée. Des
altérations des fonctions systoliques et diastoliques sont retrouvées chez ces patients atteints

d’ICFEm.

Dans la suite du manuscrit, une attention particuliere sera portée a I’ICFEp pour
laquelle il n’existe pas, a ce jour, de thérapie efficace malgré les nombreuses études cliniques
déja réalisées. Elle fait 1’objet d’un effort de recherche (fondamentale et clinique)

considérable, et mon travail de thése vise a contribuer a I’amélioration de ces connaissances.
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4. L’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

4.1. Définition

L’ICFEp se caractérise par la présence de symptomes et de signes typiques de I’IC,
d’une FE ventriculaire gauche dite normale et la présence d’une dysfonction diastolique
associée ou non a la présence d’une altération structurelle (McMurray et al., 2012;

Ponikowski et al., 2016a).

4.2. Diagnostic

Le plus souvent en clinique, les patients présentent une FE dite normale avec une
dyspnée importante mais sans signe évident de surcharge de fluide. Il faut donc associer la
dyspnée et la valeur de la FE avec d’autres parameétres pour affiner le diagnostic de I’'ICFEp.
En 2007, une publication consensus de I’Heart Failure Association (HFA) et de I’ESC a

posé les bases des criteéres diagnostiques de 1’IC (Paulus et al., 2007).

C’esten 2016 que I’ESC a publié ces recommandations concernant la PEC des patients

souffrants d’ICFEp (Ponikowski et al., 2016a) :

- une FE normale > 50 %,

- une augmentation des peptides natriurétiques avec le BNP > 35 pg/mL et/ou le NT-pro-
BNP > 125 pg/mL,

- laprésence d’altération de la fonction diastolique ou de la structure cardiaque,

- en cas de doute sur le diagnostic, un test de stress diastolique ou une mesure invasive de

I’¢lévation des pressions de remplissage du VG peuvent étre nécessaires.

De nouvelles recommandations ont ¢été ajoutées avec notamment en 2018 la

publication du score HoFPEP (Reddy et al., 2018).
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Tableau 8 : Description du score H2FPEP

VARIABLE CLINIQUE VALEUR SCORE
Poids corporel IMC > 30 Kg/m? 2
e Hypertension > 2 traitements contre 1’hypertension 1
F Fibrillation atriale Paroxysmal ou persistante 3
P Hypertension pulmonaire Pression systolique de 1’artére pulmonaire > 1
35 mmHg
Age > 60 ans
P Pression de remplissage E/e’>9 1
Score HFPEP So;n;ne

Adapté de Reddy et al., 2018 (Reddy et al., 2018). IMC : indice de masse corporelle.
Algorithme de diagnostic HFA-PEFF

» Symptomes et ou signes d'IC
» Comorbidités et facteur de risque
P Bilan Initial + ECG
Confirmer I'lC  * Echocardiographie
* Peptide natriurétique
» Test d’effort

Bilan * [Echocardiographie détaillée
E diagnostique » Peptide natriurétique si non réalisé en
Evaluation du étape N°1
score
Bilan avancé » Test de stress diastolique
Fl Confirmer le échocardiographie de stress
diagnostic » Epreuves d’effort cardiopulmonaire

* Mesure d’hémodynamique invasive

* Imagerie par résonance magnétique
Bilan étiologique cardiaque
F2 Trouver * Biopsie cardiaque/extracardiaque
I’étiologie » Scintigraphie myocardique
spécifique de » Tests génétiques
PICFEp » Analyses de laboratoire spécifiques

Figure 11 : Résumé de I’algorithme HFA-PEFF pour le diagnostic de ’'ICFEp

Adapté de Pieske er al., 2019 (Pieske et al., 2019). IC : insuffisance cardiaque ; ICFEp : insuffisance
cardiaque a fraction d’¢jection préservée ; ECG : €lectrocardiogramme.
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4.2.1. Score H.FPEP

Ce score, simple a calculer, utilise six critéres cliniques et échocardiographiques

(Tableau 8).

Ce score permet de discriminer un patient atteint d’ICFEp d’un patient souffrant d’une
dyspnée de cause non cardiaque. On estime qu’a partir d’un score de six points le diagnostic
de ’ICFEp est fortement probable. D’ailleurs, les résultats d’une étude récente suggerent

que la valeur de ce score pourrait étre corrélée a une valeur pronostique (Sueta et al., 2019).

4.2.2. I’algorithme diagnostiqgue HFA — PEFF

L’ESC et HFA publient un consensus en 2019 sur le diagnostic de I’ICFEp avec un
algorithme diagnostic HFA-PEFF (Figure 11) (Pieske et al., 2019). D’apres cet algorithme,

on retrouve cing €tapes clés pour le diagnostic de I’ICFEp.

La premiére étape est le bilan initial ou I’étape P (Figure 11). Ce bilan est réalisé
lorsqu’un patient présente une dyspnée. L’objectif est de confirmer le diagnostic de I’IC et
plus particuliecrement celui de 'ICFEp. Pour confirmer le diagnostic de I'ICFEp, de
nombreux tests cliniques sont réalisés lors de cette étape : ECG, examen sanguin avec
I’analyse des peptides natriurétiques, échocardiographie standard. Cela permet d’exclure
I’ICFEr, les maladies valvulaires et d’investiguer la présence d’ischémie, arythmie, anémie

ou maladie pulmonaire.
De maniere plus détaillée :

- T’ECG permet de donner une indication sur la présence d’une FA qui est fortement
prédictive d’une ICFEp (Hendry et al., 2016; Reddy Yogesh N.V. et al., 2018),

- I’échocardiographie permet d’identifier précisément I’ICFEp. Si la valeur de la FE est
supérieure ou égale a 50 % et que la valeur du volume télédiastolique du VG est
inférieure a 97 mL/m? alors I’ICFEp est envisagée. Par exemple, la mesure de la FE
permet de distinguer les patients souffrants d’ICFEr, d’ICFEm et d’ICFEp (Paulus et al.,
2007),

- les analyses sanguines permettent d’avoir un état des lieux sur les fonctions rénales,
hépatiques ou hormonales. De plus, il est important d’évaluer I’anémie car, associée a

I’ICFEp, elle aggrave les symptomes et 1’intolérance a I’effort (Kasner et al., 2013).
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En ce qui concerne les peptides natriurétiques, I’augmentation du NT-proBNP et du

BNP au-dela des valeurs seuils permet de confirmer I’IC (Fuat et al., 2006).

L’utilisation de biomarqueurs a pour but d’améliorer les connaissances de la
physiopathologie, de diagnostiquer et stratifier les patients en fonction de la gravité et du

risque de progression, et enfin d’utiliser un traitement plus personnalisé.
Dans I’ICFEp plusieurs biomarqueurs sont déja décrits :

- l’augmentation des BNP. L’ utilisation du dosage des BNP au niveau circulant est utile
pour établir le diagnostic de I'ICFEp. Dans ’essai clinique Perindopril in Elderly People
with Chronic Heart Failure (PEP-CHF), les patients dont les niveaux de NT-proBNP
étaient > 1 035 pg/mL avaient un risque de mortalité quatre fois plus élévé que ceux dont
le taux était < 176 pg/mL (Cleland et al., 2006). A ce jour, c’est le seul biomarqueur
reconnu pour diagnostiquer I’ICFEp en Europe,

- DPaugmentation du procollagen type III amino-terminal peptide (PIIINP) ou du
procollagen type I carboxy-terminal peptide (PICP). Ce sont des propeptides libérés lors
de la synthese du collageéne. Chez les patients ICFEp on retrouve donc une augmentation
de la concentration des marqueurs de synthese des collagenes, PICP et PIIINP, au niveau
circulant et cette augmentation est corrélée au degré de dysfonction diastolique (Duprez
et al., 2018; Eiros et al., 2020; Ravassa et al., 2018; Trippel et al., 2018),

- l’augmentation des niveaux du soluble Suppression of Tumorigenecity 2 (sST2). ST2 est
un récepteur de la famille IL-1 qui régule I’inflammation. La forme soluble de ce
récepteur (sST2) bloque la liaison de I’IL-33 au récepteur ST2, empéchant I’action anti-
hypertrophique de I’'IL-33 (Pascual-Figal and Januzzi, 2015). L’augmentation des
niveaux de sST2 est associée a une dysfonction myocardique, a une augmentation de la
fibrose et au remodelage cardiaque (Moore and Januzzi, 2010). L’augmentation du sST2
est un facteur de mauvais pronostic dans I’ICFEp (Manzano-Fernandez et al., 2011; S et

al., 2015).
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INTRODUCTION - L’insuffisance cardiaque a fraction d’€jection préservée

Patient dyspnéique
Données cliniques
ol compatible avec ICFEp
Aritkres ml::n Tests diagnostic
cardiague ou non
cardingue
ICFEp probable
Score HFA — PEFF
o |
g I ! !
= L—  Bas Intermédiaire Haut
Test de stress diastolique
Normal <+ Non invasive ou Invasive
%
2 Non concluant
5 Recherche l
drautres causes
cardiaques ou non
i Anui'mai
ICFEp confirmé +—
- |
2
5 Identification de
1'étiologie de I'ICFEp

Figure 12 : Algorithme décisionnel HFA-PEFF pour le diagnostic de PICFEp

Adapté de Pieske er al, 2019 (Pieske et al., 2019). ICFEp : insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée.

. . ) Biomarqueurs
Fonctionnels Morphologiques Biomarqueurs on cas de FA
| |
-e'septale< Temisoue’ | |
-] latérale < 10 emis - LAVI = 34 mL/m* - NT-proBNP = 220 ng/L - NT-proBNP = 660 ng/L
& -Ele'>15 | - LVMI = 149 (h) ou 122.(1) | - BNP =80 ng/L - BNP > 240 ng/L.
2 -VitesseTR>28mis | g/m?et RWT > (42 |
- PASP = 35 mmHg | |
5 - Efe’entre 9 et 14 - LAV] = 34 mL/m? - NT-proBNP = 220 ng/L - NT-proBNP = 660 ng/L
g -GLS < 16% - LVMI = 149 (h)ou 122 (f) | - BNP >80 ng/L - BNP =240 ng/L
= g/m? et RWT > 0,42
Critére Majeur: 2 points Seore 2 5: ICFEp

Score entre 2 et 4 : Test de stress diastolique ou mesure hémody
Critére Mineur: | point

Figure 13 : Evaluation du score échocardiographique et des peptides natriurétiques

Adapté de Pieske et al., 2019 (Pieske et al., 2019). E: onde E ; ¢’ : onde ¢’ ; E/e’ : ratio de I’onde E
sur ’onde ¢’ ; GLS: global longitudinal strain ou contrainte longitudinal globale ; PASP:
pulmonary artery systolic pressure ou pression systolique de I’artére pulmonaire ; TR : tricuspid
regurgitation ou régurgitation tricuspide ; LAVI : left atrial volume index ou index du volume de
I’oreillette gauche ; LVMI : left ventricular mass index ou indice de masse ventriculaire gauche ;
RWT : relative wall thickness ou épaisseur relative de la paroi ; BNP : brain natriuretic peptide ou
peptide natriurétique de type B ; ICFEp : insuffisance cardiaque a fraction d’¢jection préservée ; FA :
fibrillation atriale ; h : homme ; f': femme.
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L’étape E — bilan diagnostique — permet 1’évaluation du score d’échocardiographie et
des peptides natriurétiques si non réalisés a la 1° étape (Figure 12). Ce score permet de

confirmer ou non le diagnostic de ’ICFEp :

- sile score est supérieur a cinq alors le diagnostic de I’'ICFEp est confirmé,
- sile score est inférieur a deux alors le diagnostic de I’'ICFEp est remis en cause,
- siunscore intermédiaire est obtenu — entre deux et quatre — alors le diagnostic de ’ICFEp

est probable. Le patient doit subir d’autres analyses pour confirmer le diagnostic.

Le score est simple, le score est augmenté de deux points si le patient présente un critére
majeur et le score est augmenté d’un point si le patient présente un critére mineur (Figure

13).

La valeur seuil pour chaque critére, majeur ou mineur, a été déterminée a partir d’une
cohorte de 414 patients (Reddy et al., 2018). Parmi les critéres on retrouve 1’onde septal e’,
le ratio E/e’, I’'index de volume de I’oreillette gauche, la masse du VG ou encore les valeurs

de BNP et NT-proBNP.
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Echocardiographie de stress

E/e’>15
Vitesse de TR > 3,4 m/s
Oui | | ] Non
E/e’> 15 > + 2 points Mesures invasive
E/e’> 15 + vitesse de TR > hémodynamique (cathétérisme
3,4 m/s > + 3 points droit au repos ou a 1’exercice)
ICFEp Mesure invasive Mesure invasive
hémodynamique au repos hémodynamique a I’exercice
l Non
PTDyg > 16 mmHg PCPW > 25 mmHg
ou

PCPW > 15 mmHg

Oui Oui
ICFEp —

Figure 14 : Tests fonctionnels en cas de diagnostic incertain

Adapté de Pieske er al., 2019 (Pieske et al., 2019). E/e’ : ratio de ’onde E sur I’onde ¢’ ; TR :
tricuspid regurgitation ou régurgitation tricuspide ; PCPW : pulmonary capillary wedge pressure ou
pression capillaire pulmonaire ; PTDvg : pression télédiastolique du ventricule gauche ; ICFEp :
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.
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L’étape F1 est donc nécessaire pour les patients dont le diagnostic n’est pas confirmé
a I’étape E (Figure 12). Généralement, les patients sont agés et présentent de nombreuses
comorbidités associées ou non a des anomalies cardiaques structurelles et/ou fonctionnelles.
Afin de confirmer le diagnostic, il faut réaliser des tests invasifs. Si les résultats de ces tests
montrent une augmentation de la pression de remplissage du VG avec une pression en fin de
diastole ou pression télédiastolique du VG (PTDvg) > 16 mmHg ou une pression capillaire
pulmonaire ou pulmonary capillary wedge pressure (PCWP) > 15 mmHg au repos, alors le

diagnostic est confirmé (Figure 14).

L’étape F2 correspond a la recherche de 1’étiologie associée a I’ICFEp (Figure 14).
L’identification de 1’étiologie permet une meilleure classification des patients et de mieux
cibler les thérapies. On peut retrouver des maladies spécifiques du myocarde avec le
phénotype de I’'ICFEp (cardiomyopathies, myocardite, inflammation, génétique...) mais il
existe aussi des étiologies plus rares comme les intoxications aux drogues (alcool,
cocaine...), aux métaux lourds ou aux radiations ainsi que les causes métaboliques (Pieske
et al., 2019; Seferovi¢ et al., 2019). Généralement pour trouver 1’étiologie associée, on

procede a des analyses complémentaires :

- dans un premier temps un exercice de tolérance au stress pour identifier possiblement les
ischémies cardiaques, ’HTA ou une altération chronotropique, c’est-a-dire un trouble
rythmique. Si le patient présente une HTA alors le traitement consistera au contrdle de
la pression artérielle,

- dansun second temps, si les premiers tests ne sont pas concluant alors une IRM cardiaque
peut étre réalisée. Cela permet de déterminer précisément les volumes des oreillettes et
des ventricules ainsi que leur masse. La détermination d’une cicatrice myocardique liée
a une ischémie cardiaque induite par une coronaropathie ou une dysfonction

microvasculaire est également possible.
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Hormones
Dépression
Vieillissement

Comaorbidités cardiovasculaires

Fibrillation atriale ﬁ

Valvulopathies (S0

Comorbidités non-cardiovasculaires

I
i

Maladie pulmonaire chronique

o

‘ Anémie
. Maladie rénale chronique

' Diabétes

Hypertension artérielle ‘)/

Obésité

Figure 15 : Les comorbidités dans I’'ICFEp

Adapté de Vaduganathan et al., 2017 (Vaduganathan et al., 2017). ICFEp : insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection préservée.

Caractéristique des patients 'ICFEp
100+

Prévalence (en %)

Figure 16 : Caractéristiques des patients ICFEp

Adapté de Shah et al., 2016 (Shah et al., 2016). HTA : hypertension artérielle ; IRC : insuffisance

rénale chronique ; HTAP : hypertension artérielle pulmonaire ; FA : fibrillation atriale ; ICFEp :
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.

Altération de la
relaxation \ / Apoptose
Hypertrophie Dysfonction ;
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Rig di do / \ métabolisme
titing 3 s
énergétique

Figure 17 : Mécanismes de la dysfonction diastolique
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4.3. Les comorbidités

Généralement, les patients souffrants d’ICFEp sont des patients multi-pathologiques
qui présentent une ou plusieurs comorbidités. L’ICFEp est fréquemment associée a I’HTA,
I’obésité, le diabete, I’anémie, la FA, la maladie pulmonaire obstructive chronique ou la
maladie rénale chronique (Figure 15) (Ather et al., 2012; Chamberlain et al., 2015; Gevaert
et al., 2019; Mentz et al., 2014). De plus, I'ICFEp concerne principalement les personnes

agées et les femmes.

La répartition de ces comorbidités est variable en fonction des cohortes des études,
mais majoritairement on retrouve une forte prévalence de I’HTA chez les patients souffrant

d’ICFEp (Dhingra et al., 2014; Shah et al., 2016) (Figure 16).

D’apres 1’étude de Franssen et al., en 2016, les comorbidités associ¢es a I’ICFEp
joueraient un role dans I’établissement d’une inflammation locale et majoritairement
endothéliale qui entrainerait par la suite 1’activation des mécanismes physiopathologiques
de I'ICFEp (Franssen et al., 2016a, 2016b) et notamment 1’établissement d’une dysfonction
diastolique (Figure 17).

68



INTRODUCTION — L’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

/7 Apoptose
7 Inflamumation

Raccourcissement des 7 Rigidité cardiaque et Causes endogéne ou exogéne
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Figure 18 : Mécanismes moléculaires participant au vieillissement cardiovasculaire

D’aprés Paneni et al., 2007 (Paneni et al., 2017). ADN : acide désoxyribonucléique ; NADPH :
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate ; eNOS : synthase endothéliale de monoxyde d’azote.
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4.3.1. Le vieillissement

Le vieillissement est considéré comme un facteur de risque majeur des maladies
cardiovasculaires. Comme décrit précédemment, la prévalence de ’ICFEp augmente avec
I’age (Dunlay et al., 2017). Le vieillissement induit une augmentation de la prévalence des
autres comorbidités liées a I'[CFEp et influence aussi directement les mécanismes
physiopathologiques de I'ICFEp. Le vieillissement est a I’origine de la sénescence cellulaire
(Burton, 2009). Ce phénomene est caractéris€¢ par une altération du cycle et de la
prolifération cellulaire. Il existe deux types de sénescence : la sénescence physiologique qui
permet de limiter le risque oncogénique (Bischof et al., 2009) et la sénescence pathologique
induite par le stress qui accélere le développement des maladies chroniques comme I’ICFEp

(Serrano and Blasco, 2001).

La senescence cellulaire est un facteur majeur dans le déclin de la fonction
cardiovasculaire liée a 1’dge (Huang et al., 1998). Elle se traduit par de nombreux
mécanismes comme une augmentation de I’inflammation, de I’apoptose et la diminution de
lactivité de nombreuses voies de signalisation dépendante du Ca*" ou du systéme
adrénergique. La longueur des téloméres est raccourcie lors de la sénescence cellulaire.
Lorsque ce raccourcissement des télomeres est important alors la mitose de la cellule s’arréte
avec I’activation de p53 et I’augmentation de p21 qui est un inhibiteur du cycle cellulaire.
Au cours de la sénescence, les cellules subissent un remodelage morphologique et
fonctionnel. La cellule va alors produire et sécréter des protéines capables d’influencer
I’environnement tissulaire, on parle de sécrétome associé a la sénescence (Tchkonia et al.,
2013). Parmi les protéines sécrétées on retrouve des cytokines et des chimiokines pro-
inflammatoires, des protéases de la MEC, ou des facteurs de croissance. Ce sécrétome est
complexe et il accélére la progression de la sénescence cellulaire (Campisi et al., 2011;
Rodier et al., 2009). Parmi les différents types de stress induisant un vieillissement
pathologique on retrouve le stress oxydatif mitochondrial, la senescence cellulaire,

I’instabilité¢ génomique et les changements épigénétiques (Figure 18) (Paneni et al., 2017).
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L’augmentation de la production des espéces réactives de 1’oxygene (ROS) au niveau
mitochondrial va contribuer a la sénescence cellulaire du myocarde (Camici et al., 2015).
Les ROS agissent sur des régulateurs de la fonction et de la dynamique mitochondriale.
L’acide désoxyribonucléique (ADN) mitochondrial (ADNmt) peut étre oxydé par les ROS
ce qui provoque des mutations de I’ADN, une inflammation et une augmentation de
I’apoptose (Kornfeld et al., 2015). Ces mutations entrainent une altération de la fonction
mitochondriale principalement au niveau du métabolisme énergétique. Ces altérations
provoquent des dommages irréversibles qui ont pour conséquence une accélération du
processus de sénescence. Une étude a montré que des souris portant des mutations de
I’ADNmt présentent un vieillissement accéléré, une dilatation du VG, une fibrose cardiaque
et une IC, le tout associé a une présence de stress oxydatif (Trifunovic et al., 2004). La
dynamique mitochondriale joue un rdle important dans la sénescence cardiaque et dans la

dysfonction diastolique.

L'accumulation de dommages génétiques au cours de la vie va contribuer de manicre
importante au vieillissement en entrainant une sénescence cellulaire et des
dysfonctionnements des organes (Vijg and Suh, 2013). Les ROS vont notamment induire
des mutations de I’ADN et de I’ADNmt. Ces mutations peuvent conduire a un changement

d’expression de nombreuses protéines et induire des dysfonctionnements fonctionnels.

Les modifications de la chromatine, avec notamment la diminution de la méthylation
de ’ADN, entrainent des modifications de I’expression génétique de certains genes. Ces
modifications épigénétiques sont impliquées dans le stress oxydant, 1’inflammation,
I’angiogenese ou le métabolisme cellulaire (Costantino and Cosentino, 2015).Une étude a
mis en évidence que la rigidité du VG augmente proportionnellement avec I’age et de fagon
plus marquée chez les femmes (Redfield et al., 2005). Cette augmentation de la rigidité
ventriculaire a pour conséquence directe une altération de la fonction cardiaque avec une
perte de la compliance. Le myocarde se contracte et se reldiche moins. On a donc une
augmentation de la prévalence de la dysfonction diastolique au cours du vieillissement
(Redfield et al., 2003). Le vieillissement entraine aussi une rigidité artérielle et une réduction
de la vasodilatation dépendante de I’endothélium (Celermajer et al., 1994; El Assar et al.,
2012; Redfield et al., 2005). La sénescence cellulaire joue donc un rdle sur les mécanismes

de la dysfonction diastolique.
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Figure 19 : Roles des cestrogénes

D’apres Maslov et al., 2019 (Maslov et al., 2019) ; RyR2 : récepteur de la ryanodine de type 2 ;
SERCA2a : calcium-adenosine triphosphatase de type 2a du réticulum sarco/endoplasmique;
PKA : protéine kinase A; ang II : angiotensine II ; ET-1 : endothéline-1 ; ‘NO : monoxyde d’azote;
PKG : protéine kinase G ; PKC : protéine kinase C ; NFkB ; facteur nucléaire kB ; ASK1 : apoptosis
signal-regulating kinase 1 ou kinase 1 régulant le signal d’apoptose ; ATP : adénosine triphosphate.
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Une étude a montré qu’un modele de souris vieillissante conduit a une dysfonction
diastolique précoce. L’¢tablissement de ’ICFEp est observé lors de 1’ajout d’un régime riche
en graisse et en sel, ce qui entraine une inflammation et 1’activation des différents
mécanismes physiopathologiques de I'ICFEp (Gevaert et al., 2017). Dans I’ICFEp, le
phénotype sécrétoire associé a la sénescence pourrait étre le lien entre le vieillissement et

I’inflammation endothéliale (Gevaert et al., 2017).

4.3.2. Les eestrogénes

De nombreuses études épidémiologiques ont montré que les patients atteints d’ICFEp
sont majoritairement des femmes agées (40 — 84 %) (Lam et al., 2011; Oktay et al., 2013).
Les variations de pourcentage de femmes observées dans les études cliniques ou
épidémiologiques sont dépendantes des études et des populations étudiées. Les femmes post-
ménopausées semblent donc présenter un risque plus élevé de développer une ICFEp. L’une
des hypotheses serait la diminution drastique des cestrogenes li¢ a la ménopause qui
entrainerait le développement d’une dysfonction diastolique (Regitz-Zagrosek et al., 2010;
Shah et al., 2009). Il est important de noter que le développement de I'ICFEp est
majoritairement observé vers 70-80 ans. Etant donné que la ménopause arrive vers 50 ans,
il semblerait que les faibles niveaux d’cestrogénes sur le long terme augmentent le risque de

développer des maladies cardiovasculaires et notamment I’ICFEp.

Les cestrogenes sont décrits comme ayant une action cardioprotectrice par leurs actions
sur leurs récepteurs (Figure 19) (Maslov et al., 2019). L’une des premieres manifestations
de la dysfonction diastolique est I’altération de la relaxation. La fonction du cardiomyocyte
est liée a ’homéostasie du Ca®". Les cestrogénes modulent directement un certain nombre

de molécules impliquées dans I’homéostasie du Ca** (Johnson et al., 1997).
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L’hormone, I’cestrogéne, régule directement 1’expression de ’activité des principaux
canaux ioniques cardiaques et les protéines régulatrices de 1’homéostasie du Ca': les
canaux calciques de type L, RyR2, SERCA2a et la PKA. L’action des cestrogeénes sur ces
protéines va stabiliser les niveaux de Ca*' dans la cellule et améliorer la relaxation du
cardiomyocyte. En effet, on observe une réabsorption du Ca?’ au niveau du RS par
I’activation de la protéine SERCAZ2a et par I’inhibition de la PKA. L’inhibition de la PKA
va empécher I’activation du récepteur RyR2 et des canaux calciques de type L (Li and Gupte,

2017).

La carence en cestrogénes dans les modeles animaux a montré une modification de
I’activité des canaux calciques de type L et des récepteurs RyR2 ce qui entraine une
augmentation du Ca®' intracellulaire et une augmentation de [I’excitabilit¢ des

cardiomyocytes (Kam et al., 2005).

L’augmentation de la rigidité myocardique qui affecte la diastole résulte de plusieurs

facteurs : I’hypertrophie, la fibrose, I’apoptose et les altérations de la titine.

L’activation des récepteurs aux cestrogeénes (a et ) inhibe les voies de signalisation de
I’angiotensine II (ang II) et ’endotheline-1 (ET-1), deux facteurs hypertrophiques. Une autre
action des cestrogenes est la diminution de la production de la calcineurine (Babiker et al.,

2004; Jazbutyte et al., 2008).

Les cestrogenes et plus particulierement 1’activation du récepteur B bloque la fibrose
cardiaque induite par ang II et ET-1 par I’activation de la PKA. La diminution de la
production de la chymase myocardique, qui permet la conversion de I’ang I en ang II,

participe a la cardioprotection (Li et al., 2015; Zhao et al., 2015).

La titine est une molécule géante du sarcomére qui détermine la tension passive du
myocarde. Les cestrogénes jouent un role dans la modulation de la structure de la titine par
la stimulation de la voie de relaxation dépendante du "NO et de la PKG et par I’inhibition de
la protéine kinase C (PKC). Ce sont deux actions qui vont favoriser la phosphorylation de la

forme N2B de la titine qui permet la relaxation du myocarde (Kriiger Martina et al., 2009).
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Les cestrogenes inhibent p38a et p53 qui sont pro-apoptotiques et activent le facteur
de survie p38f. Les mécanismes anti-apoptotiques des cestrogeénes passent par 1’inhibition
du facteur nucléaire kB (NFkB) et I’inhibition de I’apoptosis signal-regulating kinase 1 ou

kinase 1 régulant le signal d’apoptose (ASK1) (Liu et al., 2011; Pelzer et al., 2001).

L’arrét de production des cestrogénes en lien avec la ménopause entraine une rigidité
myocardique liée a ’augmentation de la fibrose, de I’hypertrophie cardiaque et de la rigidité
de la titine. En plus, viennent s’ajouter des altérations au niveau du cycle du Ca?’, de
I’apoptose et du métabolisme cardiaque. Toutes ces voies de signalisation sont impliquées
dans la physiopathologie de la dysfonction diastolique, ce qui suggére que des mécanismes

similaires pourraient étre retrouvés dans I’ICFEp.

Dans I’essai clinique Treatment Of Preserved Cardiac function heart failure with an
Aldosterone anTagonist (TOPCAT), les femmes ayant recues le traitement, la
spironolactone, présentent une amélioration de leur pronostic alors que les hommes non
(Merrill et al., 2019). Il existe donc des mécanismes physiopathologiques différents entre les

hommes et les femmes dans I’ ICFEp.

4.3.3. Hypertension artérielle

L’HTA concerne 60 a 80 % des patients souffrant d’ICFEp (Dhingra et al., 2014). En
pratique clinique, ’'HTA se définit par une augmentation de la pression artérielle systolique

(PAS) et de la pression artérielle diastolique (PAD).

D’aprés les recommandations Européennes publiées en 2018, les valeurs limites au-
dessus desquelles on parle d’HTA sont de 140/90 mmHg (PAS/PAD) lorsqu'elle est mesurée
en cabinet médical et de 135/85 mmHg (PAS/PAD) lorsqu'elle est mesurée a domicile en
automesure (Williams et al., 2018). D’apres les recommandations américaines, les valeurs
limites sont de 130/80 mmHg (PAS/PAD) (Colantonio et al., 2018). Si I’on revient aux
recommandations européennes, les valeurs limites au-dessus desquelles une PEC
thérapeutique est nécessaire ne sont pas les mémes. C’est-a-dire que lorsqu’un patient
présente une pression artérielle élevée avec une PAS comprise entre 130 et 139 mmHg et
une PAD comprise entre 85-89 mmHg la mise en place d’un traitement anti-hypertenseur

est conseillé (Angeli et al., 2019; Williams et al., 2018).
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Figure 20 : Mécanismes par lesquels I’obésité peut contribuer a ’'ICFEp

Adapté de Pandey et al,, 2018 (Pandey et al., 2018). BNP : brain natriuretic peptide ou peptide
natriurétique de type B ; ICFEp : insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.
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De maniere générale ’HTA touche 30 % des adultes compris entre 18 et 74 ans, et la

prévalence de cette pathologie augmente avec 1’age.

L’augmentation de la pression artérielle entraine un accroissement de la postcharge
qui va induire un remodelage morphologique et fonctionnel cardiaque, avec stimulation des
voies de signalisations pro-hypertrophique et pro-fibrotique (Borlaug, 2014). L’HTA étant
souvent une pathologie chronique, elle induit un remodelage vasculaire important donc une

rigidité artérielle qui joue un role dans la physiopathologie de I’ICFEp (Redfield et al., 2005).

4.3.4. Obésité

Environ 50 % des personnes souffrants d’ICFEp sont atteintes d’obésité (Haass et al.,
2011). Le diagnostic d’obésité est basé sur I’indice de masse corporelle (IMC). Lorsque cet

indice est supérieur a 30 kg/m? alors le diagnostic d’obésité est confirmé.

Tout comme I’HTA, I’obésité est un facteur de risque indépendant des maladies
cardiovasculaires. L’obésité¢ peut induire la survenue d’une HTA, d’un diabéte ou d’une

insuffisance cardiaque.

L’obésité joue un role important dans 1’inflammation par stimulation de la sécrétion
de cytokines inflammatoires par le tissu adipeux (Berg and Scherer, 2005). Il est décrit que
les patients obeses atteints d’une ICFEp présentent une augmentation du volume
plasmatique qui correle avec I’augmentation de la pression en fin de diastole et serait donc
un facteur aggravant de la dysfonction diastolique (Obokata et al., 2017) mais aussi de

I’intolérance a I’effort (Carbone et al., 2016).

De plus I’obésité va induire une augmentation des niveaux de leptine, une activation
du systéme rénine-angiotensine (Boustany et al., 2004) et une diminution des niveaux de
BNP. Ces voies de signalisation vont favoriser les cedémes périphériques induisant une
augmentation des pressions de remplissage. L’augmentation de la fibrose cardiaque, rénale
et artérielle va entrainer une rigidité myocardique (Abd El-Aziz et al., 2012; Hall et al., 2015)
(Figure 20).

77






4.3.5. Le diabéte

Le diabete de type 2 est retrouvé chez 45 % des patients souffrants d’ICFEp (Ather et
al., 2012; Dhingra et al., 2014). Le diabéte est un désordre métabolique caractérisé par une
hyperglycémie, une hyper-insulinémie et une insulino-résistance. Le diabéte est associé a
une inflammation systémique, au stress oxydant, a une dysfonction microvasculaire et a
I’hypertrophie du ventricule gauche. En l'absence de diabéte, 1’énergie nécessaire a la
contractilité cardiaque provient du métabolisme des acides gras libres (~70 %) et du glucose
(~25 %). Dans le diabete, I'utilisation du glucose par le myocarde est considérablement
réduite et la production d'énergie passe par essentiellement la B-oxydation des acides gras

libres (Rodrigues et al., 1998).

Cette réduction de l'utilisation du glucose dans le myocarde diabétique résulte de
I'épuisement des protéines de transport du glucose, les transporteurs de glucose 1 (GLUT1)
et GLUTA4. En outre, les acides gras libres inhibent la pyruvate déshydrogénase, ce qui altére
la production d'énergie par le myocarde et entraine I'accumulation d'intermédiaires
glycolytiques et de céramides. L’accumulation des céramides va augmenter 1’apoptose

(Eckel and Reinauer, 1990; Liedtke A J et al., 1988).

De plus le métabolisme des acides gras libres pour la production d'énergie sous forme
d’ATP nécessite de grandes quantités d’O>. Des intermédiaires toxiques résultant du
métabolisme des acides gras libres vont se former : on parle de lipotoxicité. L hyperglycémie
va induire une augmentation de la production des produits de glycation avancée. La réaction
de glycation, aussi connue sous le nom de réaction de Maillard, consiste en la fixation non-
enzymatique d’oses (comme le glucose) simples ou de leurs dérivés sur les groupements
aminés des protéines (Jaisson and Gillery, 2018; Tessier, 2010). Les produits avancés de
glycation vont altérer ’homéostasie du Ca** ou la contractilit¢ du myocarde (Abe et al.,

2002; Malhotra and Sanghi, 1997).

Les produits de glycation avancée peuvent également se lier aux membranes des
cellules cardiaques, ce qui favorise d’autant plus les signaux pro-fibrotiques et pro-
inflammatoires, et augmente l'expression des médiateurs du stress oxydatif eux-mémes.
Ainsi les produits de glycation avancée favorisent le remodelage de la MEC par

I’augmentation de la fibrose favorisant ainsi le stress oxydatif (Borghetti et al., 2018).
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Figure 21 : Physiopathologie du diabete dans I’IC

Adapté de Borghetti et al., 2018 (Borghetti et al., 2018). VG : ventricule gauche ; IC : insuffisance
cardiaque.
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En conséquence, le diabéte conduit a une altération du métabolisme cardiaque avec
une perte de la plasticité métabolique, & un remodelage structurel cardiaque et a une
augmentation du stress oxydatif et de I’inflammation. Ces altérations se traduisent par une
augmentation de I’apoptose, de la fibrose et une hypertrophie ventriculaire conduisant sur le

long terme a la dysfonction diastolique et aussi a I’ICFEp (Figure 21).
4.3.6. L’anémie

L’anémie se caractérise par un taux d’hémoglobine inférieur a 120 g/L pour les
femmes et 130 g/L pour les hommes. La carence en fer est I’'une des causes majeures de

I’anémie chez les patients atteints d’IC (Ather et al., 2012).

Parmi tous les patients souffrants d’IC, entre 10 et 49 % sont anémiques. La proportion
de patients IC souffrants d’anémie est identique entre ’ICFEp et I’ICFEr. Les altérations
hémodynamiques liées a la baisse de perfusion rénale, a la destruction des globules rouges
ou a la congestion hépatique sont des conséquences de I’anémie qui peuvent conduire a des
altérations de la fonction cardiaque comme I’IC (Anand, 2008). La carence en fer avec ou
sans anémie entraine des modifications de nombreuses voies de signalisation cellulaire
comme le métabolisme mitochondrial ou encore la consommation énergétique des
cardiomyocytes (Jankowska et al., 2013). L’anémie et la carence en fer sont des signes
prédictifs de la mortalité mais les preuves de la contribution directe de ’anémie dans

I’ICFEp sont rares (Okonko et al., 2011; Paulus and Tschope, 2013a).

4.3.7. L’insuffisance rénale chronique

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est retrouvée chez 30 a 40 % des patients
souffrant d’IC (Ather et al., 2012). Les fonctions cardiaques et rénales étant étroitement liées,
on parle de syndrome cardio-rénal en situation pathologique (Ronco et al., 2008). Il est
difficile de savoir si I’atteinte rénale est la cause ou la conséquence de la pathologie
cardiaque. La dysfonction cardiaque entraine néanmoins une altération du fonctionnement
du systéme rénine-angiotensine et une hypoperfusion rénale, donc sur le long terme une
insuffisance rénale qui se traduit par une altération de la filtration glomérulaire et I’apparition
de fibrose (Clark et al., 2014; Smith et al., 2013). La dysfonction rénale va participer au

remodelage du cceur et le développement d’une dysfonction cardiaque.
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4.3.8. Hypertension artérielle pulmonaire

Dans I’'ICFEp, I’augmentation des pressions en fin de diastole dans le VG va entrainer
une augmentation de pression dans I’oreillette gauche, qui va se répercuter aussi au niveau
du systeme vasculaire pulmonaire (Thenappan et al., 2015). La conséquence premiere est
I’apparition d’une hypertension pulmonaire post-capillaire, c’est a dire liée a 1’altération de
la fonction cardiaque. Il est estimé que 53 a 83 % des patients diagnostiqués avec de I’ ICFEp
présentent une hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (Rosenkranz et al., 2019).
Comme la majorité des autres comorbidités et facteurs de risque, ’HTAP est associée a une
plus forte mortalité. D’un point de vue physiopathologique, il est décrit une altération de la
fonction et de la perméabilité¢ endothéliale pouvant entrainer la formation d’cedéme

pulmonaire (Guazzi et al., 2015).

4.3.9. La fibrillation atriale

La FA se définit comme une activation non contrdlée des oreillettes. Ce trouble du
rythme est un facteur aggravant de la dysfonction diastolique et plus particulierement chez
les patients atteints d’ICFEp. Cette comorbidité est retrouvée chez 20 a 40 % des patients
ICFEp (Gabet et al., 2019).

L’oreillette gauche agit comme un sas entre le réseau vasculaire pulmonaire et le VG
mais elle sert aussi a protéger les vaisseaux pulmonaires contre les changements de pression
du ventricule gauche. Lors de la diastole 70 % du remplissage est li¢ au ventricule et les 30
% restants sont liés a la contraction atriale. Comme expliqué dans le paragraphe sur la
dysfonction diastolique, la contraction atriale joue un réle important dans les premicres
phases de la dysfonction pour maintenir un remplissage adéquat.

Le remodelage et la dysfonction de [’oreillette gauche sont secondaires a une
augmentation des pressions de remplissage. L’oreillette gauche se dilate entrainant une perte
de la réserve contractile de I’oreillette (Melduni and Cullen, 2012).

La dilatation devient de plus en plus importante en période de stress et en cas de FA.
Le remodelage de I’ oreillette gauche est un facteur prédictif du développement d’une ICFEp.
De plus, la dysfonction contractile de I’oreillette est associée a une augmentation de la
mortalité (Habibi et al., 2014). Les mesures du volume de I’oreillette gauche sont un point

important dans le diagnostic des patients (Gupta et al., 2013).
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Figure 22 : La fibrillation atriale
Adapté de Melduni and Cullen, 2012. (Melduni and Cullen, 2012). VG : ventricule gauche
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De nombreux facteurs peuvent étre a I’origine d’une FA (Figure 22). La dysfonction
diastolique est un facteur de prédisposition a la FA. La FA est elle-méme un facteur
aggravant de la dysfonction diastolique. Les oreillettes peuvent donc jouer un role important

dans les mécanismes physiopathologiques mis en place dans ’ICFEp (Kotecha et al., 2016).
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Tableau 9 : Classification de la dysfonction diastolique

Normal

Altération de la

relaxation

(type 1)

Pseudo-
normal (type
2)

Profil restrictif

(type 3)

Flux mitral

remplissage

E/A <0,8 <0,8 0,8-1,5 >2
TDE 160 — 240 ms >240 ms 160 — 240 ms <160 ms
TRIV 70 — 120 ms >120 ms 70 — 120 ms <70 ms

Doppler
tissulaire
E/e’ <9 <9 9-12 >15
Relaxation
du VG Normal l 1 W
Rigidité du
Ve Normal 1 1 11
Pression de
Normal =out ™ (N

Adapté de Brown et al., 2012, Schober et al., 2015 et Obokata et al., 2020 (Brown et al., 2012;
Obokata et al., 2020; Schober and Chetboul, 2015). VG : ventricule gauche ; TRIV : temps de
relaxation isovolumique ; TDE : temps de décélération de I’onde E ; E/A : ratio de ’onde E sur
I’onde A ; E/e’ : ratio de I’onde E sur I’onde ¢’.
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5. Physiopathologie de ’ICFEp

La complexité de la physiopathologie s’explique en partie par les nombreuses
¢tiologies et comorbidités associées a I'ICFEp. Malgré ces diverses étiologies, les
mécanismes physiopathologiques induisants une ICFEp semblent partager une base
commune. Cette partie va s’attacher a détailler les dysfonctions fonctionnelles, les anomalies

structurelles ainsi que les anomalies cellulaires et moléculaires.

5.1. Altérations fonctionnelles dans PICFEp

5.1.1. Dysfonction diastolique

La dysfonction diastolique se définit par une anomalie du remplissage cardiaque due

a un ralentissement de la relaxation ventriculaire ou a une altération de la compliance

entrainant une augmentation des pressions de remplissage. Elle est retrouvée dans chez une

grande majorité des patients atteint d’ICFEp. Des études ont mis en évidence que la
dysfonction diastolique est asymptomatique dans les premieres phases de la pathologie, et
devient symptomatique lors de 1’aggravation de la dysfonction. En se basant sur les analyses
échocardiographiques, on peut distinguer trois stades de dysfonction diastolique que 1’on
classifie en fonction du profil mitral analysé par doppler pulsé (Tableau 9) (Brown et al.,

2012):

- le type 1 correspond a un trouble de la relaxation. Le cceur présente une altération du
remplissage caractérisée par une augmentation du remplissage actif. Cela s’observe par
une onde A supérieure a I’onde E et donc par un ratio E/A < 1. A ce stade, les pressions
de remplissage restent normales, on peut noter un début d’anomalie de la relaxation avec
une valeur de TDE augmentée,

- le type 2 correspond a un profil de remplissage pseudo-normal. Le profil mitral revient
a un stade «normal » ou « pseudo-normal » car I’augmentation des pressions de
remplissage rétablissent le remplissage actif ventriculaire. On a donc une onde E qui est
supérieure a I’onde A, et le TDE et le TRIV sont normaux,

- letype 3 correspond au profil restrictif. A ce stade le coeur présente une élévation extréme
des pressions de remplissage associée a des valeurs de TRIV et de TDE trés abaissées.
On a donc un défaut de compliance majeure. Le VG étant trés peu extensible, la
contraction auriculaire est quasiment inefficace ce qui se traduit par un ratio E/A
augmenté (> 2).
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Figure 23 : Répartitions des anomalies de la dysfonction diastolique chez les patients

ICFEp

Adapté de Zile et al., 2001 (Zile Michael R. et al., 2001). PTDvg : pression télédiastolique du
ventricule gauche ; Tau : constante de relaxation ; TDE : temps de décélération de I’onde E ; TRIV :
temps de relaxation isovolumique ; E/A : ratio de ’onde E sur ’onde A ; ICFEp : insuffissance
cardiaque a fraction d’éjection préservée.
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Figure 24 : Altérations des réserves cardiaques dans ’'ICFEp

D’aprés Borlaug et Paulus, 2011 (Borlaug and Paulus, 2011). ICFEp : insuffisance cardiaque a
fraction d’¢éjection préservée.
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Selon une étude de Zile et al., les patients souffrant d’ICFEp ont des profils divers de
dysfonction diastolique (Figure 23). Cette étude, réalisée sur 63 patients, montre
qu’uniquement 50 % des patients présentent une altération du ratio E/A. Majoritairement les
patients ICFEp présentent une augmentation de la PTDvg (92 % des patients) et une
augmentation de la constante de relaxation (Tau) (79 % des patients) (Zile Michael R. et al.,

2001, 2011).

5.1.2. Dysfonction systolique

Bien que la FE soit dite « préservée » au repos chez les patients souffrant d’ICFEp, il
est maintenant admis que la fonction systolique du VG est altérée. L’évaluation par doppler
tissulaire montre une diminution de la contractilité du myocarde en coupe longitudinale avec
une diminution de 1’onde s’. Il est important de noter que ces anomalies sont difficiles a
détecter au repos. En condition d’exercice, les patients souffrant d’ICFEp présentent une
diminution du débit cardiaque mais aussi des altérations au niveau des réserves cardiaques
systolique et diastolique (Figure 24) (Borlaug and Paulus, 2011). Des études cliniques ont
mis en évidence que I’altération systolique retrouvée chez les patients ICFEp est associé¢e a

une augmentation de la mortalité (Borlaug and Kass, 2009; Borlaug et al., 2009, 2016).
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Figure 25 : Classification de la géométrie du VG

Adapté de Shah and Pfeffer, 2012. (Shah and Pfeffer, 2012). L’ hypertrophie excentrique se
caractérise par une augmentation de la masse ventriculaire sans changement de 1’épaisseur relative
des parois. A D’inverse, le remodelage concentrique se caractérise par une augmentation de
I’épaisseur relative des parois sans changement de la masse ventriculaire. L’hypertrophie
concentrique se caractérise par une augmentation de 1’épaisseur des parois et de la masse
ventriculaire. VG : ventricule gauche.
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Figure 26 : Remodelage ventriculaire dans ’ICFEp

Adapté de Shah and Pfeffer, 2012 (Shah and Pfeffer, 2012). A : Théorie initiale indiquant que les
patients atteints d’ICFEp présentent uniquement une hypertrophie concentrique. B : Proportion des
types de remodelage observés chez les patients souffrant d’ICFEp. ICFEp : insuffisance cardiaque a
fraction d’¢éjection préservée.
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5.2. Altérations structurelles dans PICFEp

5.2.1. Hypertrophie du ventricule gauche

La géométrie du VG peut étre décrite en fonction de sa masse et de 1’épaisseur relative
de la paroi. Il existe plusieurs types de remodelage ventriculaire (Figure 25) (Nakamura and

Sadoshima, 2018) :

- le remodelage concentrique : la masse du ventricule est normale avec une épaisseur
relative de la paroi qui est augmentée,

- DI’hypertrophie excentrique : la masse du ventricule est augmentée avec une épaisseur
relative de la paroi qui est réduite,

- I’hypertrophie concentrique : la masse du ventricule et 1’épaisseur relative de la paroi
sont augmentées. Ce type d’hypertrophie a pour conséquence une diminution des
volumes ventriculaires ce qui entraine des anomalies de la relaxation, du remplissage et

de I’¢jection du sang.

L’ hypertrophie ventriculaire gauche a longtemps été considérée comme ayant un role
central dans la genése de la dysfonction ventriculaire gauche dans I’ICFEp. Cette hypothese
a longtemps été considérée car les premiéres études descriptives de I’ICFEp ont suggéré que
tous les patients souffrants d’ ICFEp présentaient une hypertrophie ventriculaire gauche en

réponse a 1I’élévation de la pression artérielle systémique.

Depuis 2007, I’hypertrophie ventriculaire gauche n’est plus considérée comme ayant
un réle central dans I’ICFEp car des études ont montré que les patients souffrants d’ICFEp
peuvent présenter un remodelage ventriculaire concentrique sans hypertrophie ou une
géométrie normale du ventricule gauche (Lam Carolyn S.P. et al., 2007). La dysfonction

diastolique n’est pas reliée a la présence ou a la sévérité de I’hypertrophie (Figure 26).
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5.2.2. Fibrose cardiaque

Dans I’ICFEp, une fibrose est observée. Par définition, la fibrose est un dépot excessif
de MEC, notamment les collagénes de type I et III. Ces dépdts s’accumulent de maniere
diffuse au niveau de I’espace interstitiel (Collier et al., 2012; Mohammed et al., 2015; Zile
etal., 2015). La formation des dépdts fibreux est expliquée par un déséquilibre de la balance

entre la production et la dégradation du collagene.

La gélatinase A ou la métalloprotéinase matricielle-2 (MMP-2) et 1’inhibiteur
tissulaire des métalloprotéinases de type 1 (TIMP-1) sont des enzymes permettant la
formation du collagéne au niveau de la MEC. Dans I’'ICFEp leur expression est augmentée
dans le cas de fibrose (Kanagala et al., 2020; Kobusiak-Prokopowicz et al., 2018; Yim et al.,
2018). A I’inverse, une diminution de I’expression de la collagénase MMP-1, qui permet la

dégradation des fibres de collageéne, est décrite (Franssen et al., 2016b).

En plus des dépdts de collagene, des études ont identifié des dépots amyloides dans la
MEC de patients atteints d’ICFEp. Les dépots amyloides comme la transthyrétine, sont des
¢léments protéiques, insolubles, résistant a 1’action des protéases et organisés en feuillets -
plissés. Du fait de leur insolubilité et de leur dégradation impossible par les protéases, les
dépots amyloides conduisent a une augmentation de la rigidité tissulaire myocardique

(Gonzalez-Lopez et al., 2015; Mohammed et al., 2014).

D’un point de vue clinique, la fibrose et I’amyloidose sont une cause importante de la
rigidification du myocarde observée chez les patients ICFEp. Cependant, cette augmentation
de la rigidité cardiaque n’est pas systématique dans le tableau clinique des patients. C’est
dans les stades les plus avancés de I’ICFEp que 1’on observe une augmentation de la rigidité
cardiaque. La fibrose est donc un signe de sévérité aggravée mais pas forcément nécessaire

pour le diagnostic.
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5.2.3. Anomalies structurelles et fonctionnelles de ’oreillette gauche

L’hypertrophie de I’oreillette gauche est fréquemment retrouvée chez les patients
ICFEp. L’oreillette gauche se dilate en réponse a une diminution de la compliance du VG et

a une augmentation des pressions diastoliques du VG.

La dilatation de I’oreillette gauche induit une augmentation de la systole auriculaire
lors du remplissage du VG par le mécanisme de Frank-Starling (Melenovsky et al., 2015).
Dans les premieres phases de la dysfonction diastolique et de I'ICFEp, I’augmentation du
volume de I’oreillette et de sa contractilité sont des mécanismes adaptatifs pour assurer une
fonction cardiaque stable. Cependant, 1’augmentation compensatoire de la contractilité de
I’oreillette gauche diminue au fur et a mesure de I’aggravation de la dysfonction diastolique.
L’augmentation croissante de la post-charge de I’oreillette gauche provoque sa dilatation,
les myofilaments s’étirent de plus en plus jusqu’a une longueur maximale a partir de laquelle

’oreillette gauche ne peut plus se contracter normalement (Payne et al., 1971).

Aux stades avancés de I’ICFEp, la fonction contractile de I’oreillette gauche est altérée
et ne peut plus contribuer activement a la pré-charge du VG lors de la systole auriculaire
(Pagel et al., 2003; Phan et al., 2009; Prioli et al., 1998). Le dysfonctionnement de I’oreillette
gauche se produit dans les deux formes d’IC, I’'ICFEr et I'ICFEp, mais cette anomalie est
majoritairement observée dans I'ICFEp (Santos et al., 2014; Zakeri et al., 2016), et
représente le facteur limitant lors du test de tolérance a 1’exercice chez les patients (Freed

Benjamin H. et al., 2016; Tan et al., 2010).
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La dilatation de I'oreillette gauche est également une cause primaire de FA, qui est
présente chez deux tiers des patients atteints d’ICFEp et constitue une cause majeure de
morbidité (Zakeri Rosita et al., 2013). Lorsque la compliance du VG est diminuge,
I'apparition d'une FA précipite souvent les signes et les symptomes d'une décompensation
aigué. La perte de contraction de 1’oreillette gauche et la réduction du temps diastolique
causée par la tachycardie entrainent un remplissage du VG et un débit cardiaque inadéquats
(Fung et al., 2007). Les patients souffrants d’ ICFEp et de FA présentent une plus grande
intolérance a I’effort, une moindre qualité de vie, un taux de réadmission a 1’hdpital accru et
une mortalité plus €levée que les patients souffrants d’ICFEp en rythme sinusal (Zakeri

Rosita et al., 2014).

5.2.4. Rigidité macro et micro vasculaire

Il existe des atteintes microvasculaires coronariennes dans le développement de
I’ICFEp. Les anomalies vasculaires ne se limitent pas a la microcirculation puisqu’il est aussi
décrit des altérations au niveau de la macrocirculation et plus particulierement au niveau de
I’aorte. Ces anomalies vasculaires se caractérisent par des altérations anatomiques,
fonctionnelles avec une augmentation de la rigidité chez les patients souffrants d’ICFEp.
L’augmentation de la rigidit¢ vasculaire a pour conséquence une réduction de la
distensibilité aortique et une diminution de la capacité d’exercice majorant la postcharge et
donc le travail cardiaque (Hundley et al., 2001). L’augmentation de la vitesse de 1’onde de
pouls carotido-fémorale observée au repos chez ces patients est le reflet d’'une augmentation
de la rigidité artérielle (Desai et al., 2009). Et 1’¢1évation de la pression artérielle centrale a
I’effort est corrélée avec les pressions de remplissages ventriculaires (Reddy et al., 2017).
Le couplage de la rigidité ventriculaire et artérielle conduit a une plus grande labilité de la

pression artérielle.
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Figure 27 : Role des comorbidités dans les mécanismes cellulaires et moléculaires de
PICFEp

Adapté de Paulus and Tschope, 2013 (Paulus and Tschope, 2013a). Les comorbidités par
I’augmentation de I’inflammation qu’elles engendrent, entrainent un remodelage cardiaque dans
I’'ICFEp. ICFEp : insuffisance cardiaque a fraction d’¢jection préservée ; PKG : protéine kinase G ;
GMPc : guanosine monophosphate cyclique ; GCs: guanylate cyclase soluble; TGF-f:
transforming growth factor - f ; 'NO : monoxyde d’azote ; NOS : synthase de monoxyde d’azote ;
ONOQO' : peroxynitrite ; NOX : NADPH oxydase ; NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate ; VCAM : protéine d’adhésion aux cellules vasculaires ; 11-6 : interleukine — 6 ; TNF-a. :
tumor necrosis factor o ; PTX3 : pentraxin 3.
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L’augmentation de la labilité¢ de la pression artérielle se traduit par une amplification
des variations de la pression artérielle pour toute altération de la précharge ou de la
postcharge. En cas de stress, 1’augmentation de la pression artérielle conduit a une

augmentation importante des pressions de remplissage et a une altération de la relaxation.

5.3. Anomalies cellulaires et moléculaires

L’inflammation causée par les comorbidités, serait a 1’origine des dysfonctions
fonctionnelles observées dans I’ICFEp. Au niveau cellulaire, de nombreuses études ont
permis de démontrer qu’il existait des altérations de 1’expression et/ou fonction de

différentes protéines.

Dans les paragraphes qui suivent, nous allons nous intéresser aux anomalies
fonctionnelles et moléculaires au niveau des cardiomyocytes, des cellules endothéliales et

des fibroblastes (Figure 27).

5.3.1. Les anomalies du cytosquelette

D’une manicre générale, les cardiomyocytes d’un ceeur souffrant d’ICFEp, ont une
force passive (Fpassive) fortement augmentée. Cela se traduit au niveau fonctionnel par une
augmentation de la rigidité ou compliance du cceur et de nombreuses protéines structurelles
du sarcomére sont impliquées. Les altérations retrouvées sur ces protéines entrainent
généralement une augmentation de la Fpassive €t impactent la fonction contractile.

L’augmentation de la Fpassive, par un switch d’isoforme, ou par I’hypo-phosphorylation
de la titine est a la base de I’augmentation de la rigidit¢ du VG dans 'ICFEp (Hamdani et
al., 2013; van Heerebeek et al., 2012; Zile et al., 2015).

Ainsi, I’augmentation de I’expression de I’isoforme N2BA est généralement retrouvée
dans le cceur de patients en phase terminale d’ICFEr. L’augmentation de 1’isoforme N2BA
entraine une diminution de la Fpassive du cardiomyocyte. A I’inverse, dans le cas de I’'ICFEp,
la Fpassive €st augmentée via 1’augmentation de I’isoforme N2B.

Par ailleurs, la titine a de nombreux sites de phosphorylation. Elle est phosphorylée
sur le domaine N2B par la PKG, la PKA, la CaMKII et la PKC (Hamdani Nazha et al.,
2013a; LeWinter and Granzier, 2013).
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Une hypo-phosphorylation du domaine N2B entraine une augmentation de la Fpassive
(Borbély et al., 2009; Hamdani Nazha et al., 2013b, 2013a; Hidalgo et al., 2009; Kriiger and
Linke, 2009; Kriiger Martina et al., 2009; Zile et al., 2015). Des études ont démontré que
I’hypo-phosphorylation de I’isoforme N2B joue un role important dans la physiopathologie
de I'ICFEp. En effet, sur un mode¢le de chien souffrant d’ICFEp, I’administration ex vivo de
PKG et de GMPc corrige le déficit de phosphorylation sur la titine et cela a pour conséquence
une diminution de la Fpassive améliorant ainsi la fonction diastolique. Des résultats similaires
ont été observés avec I’administration de PKA (Bishu et al., 2011; Hamdani et al., 2013;
Kriiger et al., 2009).

Comme pour la titine, des modifications post-traductionnelles ont été découvertes sur
d’autres protéines du sarcomere précédemment comme la troponine. Il a ét€ montré que la
phosphorylation de la troponine I par la PKG augmente la distensibilité du cardiomyocyte
(Takimoto, 2012).

La MyBPC (myosin binding protein C) est une protéine soupconnée de réduire la
compliance myocardique. Elle se lie aux filaments épais de myosine et joue un réle structurel
en facilitant I'assemblage des molécules de myosine. Elle limite aussi les interactions entre
les tétes de myosine et les filaments d'actine. Une étude chez la souris a montré que I'état de
phosphorylation de la MyBPC influait significativement sur la fonction diastolique. Ainsi,
les auteurs ont montré qu'un déficit en phosphorylation sur des sites spécifiques de PKA

provoquait un dysfonctionnement diastolique grave (Rosas et al., 2015).

5.3.2. Anomalies du cycle du calcium

Le cycle du Ca?" est un déterminant essentiel de la relaxation active du cardiomyocyte.
En condition pathologique, et notamment dans I’IC, le cycle du Ca?" est souvent altéré ce
qui entraine des modifications de la capacité contractile du cardiomyocyte. Chez 'homme,
il a ét¢é montré une augmentation de la concentration du Ca*" intracellulaire dans 1'1C
(Perreault et al., 1990).

On peut schématiquement diviser les altérations calciques en deux mécanismes.
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5.3.2.1. Les anomalies de la libération du calcium

Ce point concerne principalement le fonctionnement de RyR2. Le RyR2 a été décrit
comme ¢tant hyper-phosphorylé dans I’IC, par la PKA et la CaMKII, favorisant ainsi son
ouverture (Ai et al., 2005; Marx et al., 2000). Il en résulte des fuites diastoliques de Ca*"
(Ca?" leaks), asynchrones, trop localisées pour entrainer une contraction. Ces fuites
diastoliques diminuent la charge calcique du RS disponible pour la contraction suivante,
diminuant ainsi I’inotropisme et provoquant une relaxation incompléte. Les fuites calciques,
ainsi que la moins bonne recapture du Ca*>* par SERCA2a, entrainent une augmentation de
la concentration calcique cytosolique en diastole. L’échangeur NCX voit son expression et
son activité augmentées afin d’excréter ce surplus de Ca?*. L’entrée de sodium qui en résulte
entraine une diminution de la polarisation membranaire en diastole ce qui favorise la gencse
des arythmies retrouvées dans I’IC avancée (Chelu and Wehrens, 2007; Mattiello et al.,
1998). 1l a aussi été démontré que la diminution de la stimulation B-adrénergique, dans les
cceurs agés et atteints d’IC, se traduit par une réduction de la phosphorylation du RyR2 et du
PLB par la PKA (Chu et al., 2000). Les anomalies observées sur le RyR2 sont a 1’origine
d’une altération de la libération du Ca?*, alors que les anomalies observées sur le PLB et la
PKA engendrent des altérations de la recapture du Ca’". Les anomalies calciques sont
présentes au moment de la systole, lors de la libération du Ca*, mais aussi lors de la diastole,

¢’est-a-dire pendant la recapture du Ca®".
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5.3.2.2. Les anomalies de la recapture du calcium

Des préparations de myocarde provenant de modeles in vivo présentant une
dysfonction diastolique ont montré une diminution de la recapture du Ca®" intracellulaire
(Hohendanner Felix et al., 2013; Janczewski and Lakatta, 2010). Le lien entre I’altération
des flux calciques et I’altération de la relaxation a été¢ étudié dans un modele de rats
hypertendus développant une ICFEp (Primessnig et al., 2016). Le défaut de recapture du
Ca?" entraine une augmentation de la durée du transitoire calcique et donc un ralentissement
de la relaxation.

D’autres altérations ont ét¢ mises en évidence comme la corrélation inverse de
I’expression et 1’activité de SERCA2a avec I’age (Cain et al., 1998; Mercadier et al., 1990).
Une ¢étude sur un modele de souris sénescente a mis en évidence que la diminution de
I’activité de la SERCA2a n’est pas associée a une diminution de son expression mais a une
accumulation de dommage oxydatif sur cette protéine (Babusikova et al., 2012). Il a été
démontré que le ratio SERCA2a/PLB est quant a lui diminué dans I’IC. Le rétablissement
de I’équilibre de SERCA2a/PLB par un transfert de geénes améliore la dysfonction
diastolique li¢e a I’age (Meyer and Dillmann, 1998; Schmidt et al., 2000).
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6. Traitements dans PICFEp

Comme il n’existe aucun traitement spécifique et efficace pour traiter I'ICFEp, les

sociétés savantes recommandent de traiter les comorbidités présentes chez les patients par :

- I’usage de B-bloquant, d’inhibiteur de I’[EC ou d’antagoniste de I’angiotensine pour la
PEC de I’hypertension artérielle,

- Tutilisation de diurétique en cas d’cedéme,

- en cas de signe d’ischémie cardiaque, la revascularisation coronaire est encouragée,

- la PEC du diabéte.

De nombreux essais cliniques ont été menés pour trouver un traitement adapté (Henning,

2020) qui ciblent différents mécanismes :

6.1. Les inhibiteurs de ’enzyme de conversion

Les bénéfices des IEC dans le traitement de I’'ICFEp ont été évalués dans une grande
¢tude nommé PEP-CHF (Cleland et al., 2006). Cette étude, menée sur 207 patients pendant
un an, a permis de mettre en avant que le périndopril augmente la résistance a 1’effort des
patients mais sans diminution de la mortalité. De facon étonnante, le périndorpril versus
placebo permettait de réduire le nombre d’hospitalisations secondaires a I’ICFEp a un an

mais pas a trois ans.

6.2. Les antagonistes des récepteurs a I’angiotensine 11

L’ang II est I'une des principales hormones vasoactives du systéme rénine-
angiotensine-aldostérone qui joue un réle dans la physiopathologie de ’'HTA et de I’IC. En
condition physiopathologique, 1’ang II induit une vasoconstriction via son action sur les
récepteurs de type 1 (AT1). Dans le cas de ’HTA et I’IC, la stratégie thérapeutique consiste
a diminuer la vasoconstriction et notamment en inhibant I’action de I’ang II sur les récepteurs

ATI.
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Les antagonistes des récepteurs a 1I’ang II ont principalement été étudiés lors de grands

essais cliniques :

Candesartan in Heart failure: Assessment of Reduction in Mortality and morbidity — in
patients with chronic heart failure and Preserved ventricular ejection fraction (CHARM
— Preserved) avec le candésartan (Yusuf et al., 2003). Le candésartan est sélectif des
récepteurs AT1, avec une forte liaison et une dissociation lente du récepteur. Cette étude
réalisée sur 3 023 patients pendant 37 mois a mis en évidence que le candésartan permet
de diminuer le nombre d’hospitalisation mais ne permet pas de diminuer la mortalité,

Irbesartan in patients with heart failure and PRESERVEd ejection fraction (I-
PRESERVE) avec I’irbesartan sur 4 563 patients pendant 24 mois (Massie et al., 2008).
L’utilisation de I’irbesartan n’a pas permis d’améliorer le nombre d’hospitalisations ou

la mortalité. Comme le candésartan, I’ibesartan est un antagoniste des récepteurs AT1.

by

6.3. Les antagonistes des récepteurs a ’angiotensine II associés aux

inhibiteurs a la néphrilysine

La néprilysine est une endopeptidase neutre qui hydrolyse et inactive divers peptides,

dont les peptides natriurétiques, ainsi son inhibition empéche la dégradation des peptides

natriurétiques. L’effet de I’association d’un antagoniste des récepteurs AT1, le valsartan,

avec un inhibiteur a la néphrilysine, le sacubitril, a été étudié dans deux études :

I’étude Prospective comparison of ARni with Arb on Management Of heart failUre with
preserved ejectioN fracTion (PARAMOUNT) (Solomon et al., 2012). Dans cette étude,
il a été mis en évidence une diminution significative du NT-proBNP chez les patients
ICFEp ayant eu le traitement associant le valsartan et le sacubitril versus les patients
ayant eu le valsartan seul. Cette étude a été réalisée sur 301 patients pendant 9 mois,

I’¢tude Prospective comparison of ARni with Arb Global Outcomes iN HF with
preserved ejection fraction (PARAGON-HF) (Solomon et al., 2017). Cette étude de plus
grande envergure, a ¢té réalisée sur 4 300 patients pendant 57 mois. L’association de ces
deux molécules sur le long terme n’a pas permis de réduire la mortalité, ni le nombre

d’hospitalisation.
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6.4. Les B-bloquants

Les mécanismes d’action des B-bloquants incluent le ralentissement de la fréquence

cardiaque (FC) et I’augmentation du temps de remplissage diastolique. Beaucoup d’études

ont évalué I’impact des B-bloquants dans I’ICFEp :

le carvedilol a été utilisé dans 1’¢tude SWEedish Doppler-echocardiographlC study
(SWEDIC) (Bergstrom et al., 2004) sur 97 patients. Les auteurs rapportent une
amélioration du ratio E/A,

le carvedilol a aussi été utilisé dans 1I’étude Japanese Diastolic Heart Failure study (J-
DHF) (Yamamoto et al., 2013) sur 245 patients. Les auteurs indiquent dans leur
conclusion que le carvedilol induit une réduction de la mortalit¢ et du nombre
d’hospitalisations,

le carvedilol a enfin été utilis¢é dans 1’étude CarvedilOl HEart failure REgistry
(COHERE) (Massie et al., 2007) sur 4 280 patients. Cette étude démontre que le
carvedilol n’a pas d’effet bénéfique sur la mortalité mais permet la réduction du nombre
d’hospitalisation,

le nebivolol a été utilis¢é dans 1’étude Effects of the Long-term Administration of
Nebivolol on the clinical symptoms, exercise capacity, and left ventricular function of
patients with Diastolic Dysfunction (ELANDD) (Conraads et al., 2012) sur 116 patients.
Cette ¢tude a permis de démontrer une amélioration de la morbi-mortalité des patients
agés de plus de 70 ans,

la comparaison du bisoprolol et du carvedilol a été étudiée dans 1’étude Cardiac
Insufficiency Blsoprolol Study in ELDerly (CIBIS-ELD) sur 250 patients (Edelmann et
al., 2016). Le bisoprolol et le carvédilol n'ont eu aucun effet sur les marqueurs établis et
pronostiques de la fonction diastolique,

la comparaison de différents B-bloquants dans I’étude d’El-Refai et al., a montré que
’utilisation des B-bloquants permet de réduire la mortalité et les hospitalisations (EI-
Refai et al., 2013),

le metoprolol a été utilisé dans 1’étude S-blocker in heart failure with PRESERVEd left
ventricular ejection fraction (B-PRESERVE),

différents B-bloquants ont été¢ comparés dans 1’étude OPTIMIZE-HF (Hernandez et al.,
2009).

100






6.5. Les blogueurs des canaux calciques

L’utilisation du verapamil a été analysée dans deux études de Setaro et al., et de Hung
et al., (Hung et al., 2002; Setaro et al., 1990). Le verapamil a un effet positif sur la résistance

a I’exercice et a également un effet bénéfique sur la fonction diastolique.

6.6. Les antagonistes du récepteur minéralocorticoide

L’aldostérone est produite et sécrétée par I’action de 1’ang I1. Son effet sur le récepteur
minéralacorticoide permet la réabsorption de Na“ au niveau du tubule rénal distal et de
sécréter le potassium dans 1’urine afin de maintenir la volémie et la tension artérielle dans
les limites physiologiques. Les études sur les antagonistes de 1’aldostérone dans les essais
cliniques Randomized Aldosterone AntagonisM in heart failure with Preserved Ejection
Fraction (RAAM-PEF) (Deswal et al., 2011), ALDOsterone receptor blockade in Diastolic
Heart Failure (ALDO-DHF) (Edelmann et al., 2013) et TOPCAT (Shah et al., 2014) n’ont

pas montré d’amélioration du pronostic vital des patients.
6.7. L’ivabradine

L'ivabradine agit en réduisant la FC, par inhibition sélective et spécifique du courant
pacemaker qui contrdle la dépolarisation diastolique spontanée au niveau du noeud sinusal.
L’¢étude utilisant I’ivabradine dans the prEserveD left ventricular ejectlon Fraction chronic
heart failure with ivabradine studY (EDIFY) (Komajda et al., 2017) n’a pas montré

d’amélioration de la PEC des patients.
6.8.  Les nitrates

L’utilisation des dérivés nitrés permet d’améliorer la vasodilatation en augmentant les
niveaux de ‘NO. Deux études ont évalué I'utilisation des nitrates comme traitement de
I’ICFEp. Les conclusions sont identiques pour les deux études, a savoir que 1’apport d’un

dérivé nitré ne permet pas d’améliorer la PEC des patients :

- Nitrate's Effect on Activity Tolerance in Heart Failure with preserved Ejection Fraction
(NEAT-HFpEF) (Redfield et al., 2015),

- Inorganic Nitrite Delivery to Improve Exercise capacity in Heart Failure with
preserved Ejection Fraction (INDIE-HFpEF) (Borlaug et al., 2018).

101






7. Modéles animaux dans PICFEp

Du fait de 1’absence de solution thérapeutique et en raison de ’acces difficile aux

biopsies cardiaques chez les patients ICFEp, de nombreux mode¢les animaux ont donc été

développés. Cependant, ces modeles ne reproduisent que trés partiellement les

caractéristiques de la pathologie humaine, du fait de sa complexité.

La plupart des modeles s’appuient sur les comorbidités associées/a 1’origine de

I’ICFEp (Tableau 10) :

modeles d’HTA induit génétiquement, par un composé¢ pharmacologique ou par
chirurgie. Ces animaux présentent I’inconvénient de développer une HTA trés sévere,
une ICFEp survenant a un jeune age, souvent rapidement suivie d’une dysfonction
systolique, ce qui différe de la pathologie humaine,

modeles d’obésité ou diabétiques. Ces animaux sont souvent génétiquement modifiés,
ils développent bien un phénotype proche de 'ICFEp mais généralement une grande
variation de phénotype est observée entre les males et les femelles,

modeles de syndrome métabolique. Généralement c’est une combinaison de différentes
comorbidités : HTA, obésité et/ou diabéte avec parmi les plus utilisés le rat ZSF1 qui
exprime un phénotype proche de I'ICFEp,

modeles de sénescence accélérée (Gevaert et al.,, 2017) ou soumis a une radiation
cardiaque par single photon emission tomography/computed tomography (SPECT/CT).
Ceux-ci sont prometteurs (Saiki et al., 2017), ils offrent la possibilit¢ d’étudier les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans la dysfonction diastolique sur le long

terme, mais le phénotype exprimé est plus subtil.
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INTRODUCTION — Mode¢les animaux dans I’ICFEp

Tableau 10 : Les différents modéles d’ICFEp

| \ Hypertension/ Risque e Fonction Dysfonction Intolérance a Lo
Modéle Type Espéce | FE hypertrophie métabolique Vieillissement cardiaque endothéliale Peffort Références
Dahl Salt . . . . | Relaxation, 1 . 1 Lung weight, (Adams et al., 2015; Doi et al.,
Sensitive G Rat Oui Oui Oui, IR Oui PTDyg, fibrose Oui 1 BNP 2000; Klotz et al., 2006)
. Oui, . (Ogata et al., 2004; Schwarzl
Eeogrlz;ts(?rlrtliz P/C Ratpi(r)éms Non hypertrophie Non Non %)]lﬂiglaxe}tllé)rn(;sl Oui ND et al., 2015; Silberman et al.,
P rapide VG 2010; Yao et al., 2020)
Angiotensine Rat Souris . . | Relaxation, 1 (Regan et al., 2015; Zhang et
1l P/C Porc Oui Oui Non Non PTDyq, fibrose ND 1 BNP al., 2019)
Oui (Bikou et al., 2018; Hiemstra
Constriction c Rat Souris Oui h ertr(; hie Non Non | Relaxation, 1 Oui Congestion et al., 2018; Moens et al.,
aortique Chat Porc ypra i ds ° PTDyg, fibrose pulmonaire 2008; Nguyen et al., 2018;
P Wallner et al., 2017)
ijné‘\f;W‘S G/C Rat Non Oui Non Non 1 E/E’, fibrose ND ND (Groban et al., 2008)
. . . | Relaxation, 1
SHR G Rat Oui Oui Non Oui PTDy, fibrose ND T BNP (Marzak et al., 2014)
. . Oui, obésité, . | Relaxation, 1 Remodelage (Alex et al., 2018; Reil et al.,
db/db G Souris Oui Non IR, DT2 Oui PTDyg, fibrose ND pulmonaire 2013)
ob/ob G Souris Oui Non Oui, obésit, Oui |E/A ND ND (Sartori et al., 2017)
IR, DT2
Oui, obésité, . | Relaxation, 1 . | force fibres (Kolijn et al., 2020; Matyas et
ZDF G Rat Non Non IR, DT2 Oui PTDyg, fibrose Oui musculaire al., 2017)
Non HTA, Oui Oui, obésité, . | Relaxation, 1 (Kim et al., 2003; Makino et
OLETF G Rat Non hypertrophie DT2 Oui PTDyg, fibrose ND ND al., 2015)
Dahl Salt s .
Sensitive / G Rat Oui Oui Oui, obésiteé, Non | Relaxation, Oui 1 BNP (Murase et al., 2012)
\ IR fibrose
obése
s . 1 Lung weight, (Nguyen et al., 2020; Salah et
ZSFI G Rat Non Oui O“"D";’gme’ Oui ! Re;'f‘rxg“"“’ T Oui 1 BNP, | al., 2018; Schauer et al., 2020;
Ve tolérance effort Schmederer et al., 2018)
SHR-obése G Rat Non Oui Oui, obésité Oui Fibrose Oui T BNP (Linz et al., 2015)
SHHF G Rat Oui Oui Non Non Fibrose ND ND (Goémez-Garre et al., 2010)
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\ N Hypertension/ Risque T Fonction Dysfonction Intolérance a fex
Modele Type Espéce L FE hypertrophie métabolique Vieillissement cardiaque endothéliale Peffort Références
5/6 . . . | Relaxation, 1 1 Lung weight, . .
nephrectomie C Rat Non Oui Oui Oui PTDu, fibrose ND 1 BNP (Primessnig et al., 2016)
) . 1 Lung weight,
HFD+L P Souris Non Oui Oui, obésité Oui | Relaxation, 1 Oui 1 BNP, | (Schiattarella et al., 2019)
NAME PTDyg, fibrose A
tolérance effort
. Non HTA, Oui . . (Cao et al., 2015; Koch et al.,
FVB/N G Souris ND hypertrophie ND Oui (+++) | Relaxation ND ND 2013)
SAMPS G Souris Non Non Non Oui (+++) | Relaxation, 1 ND ND (Reed et al., 2011)
PTDyg, fibrose ”
. Non HTA, Oui . | Relaxation, 1
Fischer 344 G Rat Non hypertrophie ND Oui (+++) PTDvg ND ND (Curl et al., 2018)
RAD P Rat Non Non ND Oui | Relaxation ND ND (Saiki et al., 2017)

Adapté de Conceigdo et al., 2016 (Conceigao et al., 2016).

DOCA : deoxycorticosterone acetate ou acétate de désoxycorticostérone ; PTDyq: pression télédiastolique du ventricule gauche ; HTA : hypertension artérielle ;
ND : non déterminé ; DT2 : diabéte de type 2 ; IR : insulino-résistance ; FE : fraction d’éjection ; G : génétique ; P : pharmacologique ; C : chirurgical ; L-
NAME : N()-nitro-L-arginine methyl ester ; HFD : high fat diet ; BNP : brain natriuretic peptide ou peptide natriurétique de type B ; SAMPS : senescence
accelerated mouse-prone 8 ; SHHF : spontaneously hypertensive heart failure ; SHR : spontaneous hypertensive rat ; OLETF : otsuka long-evans tokushima
fatty rat ; ZDF : zucker diabetic fatty ; ICFEp : insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.
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7.1. Modéles animaux d’hypertension artérielle

L’HTA représente un risque majeur de développement d’ICFEp, il n’est donc pas
surprenant que de nombreux modeles d’ICFEp se base sur une augmentation de la
postcharge et de I’hypertrophie concentrique du VG qui en découle. Ces altérations sont

induites par une constriction aortique transversale ou par une HTA constitutive.

7.1.1. Le rat Dahl salt-sensitive

Le rat Dahl salt-sensitive, caractéris¢ par une hypersensibilit¢ au sodium, est un
modele d’ICFEp tres utilis¢ (Kamimura et al., 2012; Klotz et al., 2006; Koshizuka et al.,
2013; Omori et al., 2012). A partir de sept semaines, 1’ajout d’une alimentation riche en sel
(8 % NaCl) induit une IRC, une HTA et une hypertrophie du VG. A partir de la 12°™°
semaine, les animaux sont considérés comme étant ICFEp avec une dysfonction diastolique
caractérisée par une augmentation de la PTDvg. Cependant, a partir de la 16°™ semaine des
altérations de la fonction sytolique sont de plus en plus marquées jusqu’a I’apparition d’une
ICFEr. 1l semble que des différences subtiles dans 1I’environnement expérimental, telles que
la provenance des animaux (différents fournisseurs) ou les conditions du laboratoire incluant
le régime alimentaire, peuvent avoir un impact important sur le phénotype cardiovasculaire

du Dahl salt-sensitive.
7.1.2. Le rat DOCA

Le modele de rat induit par le sel d’acétate de désoxycorticostérone (DOCA)
représente un modele d'hypertension induite chirugicalement et pharmacologiquement. Le
DOCA est administré par injection intrapéritonéale ou sous-cutanée a I'dge de sept semaines,
une semaine apres une néphrectomie unilatérale. Cette combinaison entraine une HTA, une
hypertrophie rénale et cardiaque. Le rat hypertendu DOCA développe une inflammation du
myocarde, un stress oxydatif, une fibrose et un dysfonctionnement diastolique. Le
dysfonctionnement diastolique a été confirmé par une relaxation altérée (augmentation du
ratio E/e' et la constante Tau) et une rigidité accrue (augmentation de la PTDvg) (Silberman

etal., 2010).
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7.1.3. Les modéles hypertendus induits par I’angiotensine 11

Les rongeurs traités a 1'ang II présentent des signes d’HTA, d'hypertrophie du VG et
de fibrose. Ceci entraine un dysfonctionnement diastolique confirmé par l'augmentation du
TRIV, de la constante Tau, de la PTDvg, du ratio E/e' ainsi que de la diminution du ratio
E/A. L’utilisation d’agents pro-hypertrophiques tels que I’ang Il ou I’isoprénaline sont aussi

utilisés comme modele de dysfonctionnement systolique.

7.1.4. Les modéles hypertendus induits par constriction aortique

La constriction aortique transverse est une technique chirurgicale bien établie pour
induire une surcharge et une hypertrophie chronique de la pression ventriculaire gauche chez
les rongeurs. Une constriction aortique transverse modérée imposée a un jeune age déclenche
une hypertrophie concentrique du VG avec des anomalies marquées de remplissage
diastolique (Litwin Sheldon E. et al., 1995; Weinberg E O et al., 1994). Le profil du flux de
transmission a montré un schéma de remplissage "restrictif" avec des vitesses de remplissage
accrues, un diametre auriculaire gauche et E/e’ augmentés. Ces anomalies sont visibles a

partir de 12 semaines et représentent ainsi un modele potentiel pour 1'étude de I’'ICFEp.

L'une des principales limites de 1'utilisation de ces modeles hypertendus est qu’il est
fort probable que 1’hypertension ne soit pas la cause de 'ICFEp. En effet, la majorité des
patients atteints d’ICFEp continuent a présenter des symptomes d’IC méme lorsque la PAS
et la PAD sont contrdlés. A l'inverse, moins de 50 % des patients atteints de ICFEp
présentent une hypertrophie du VG et ne présentent le plus souvent aucun signe de dilatation
ventriculaire. Les mod¢les précliniques actuels sont donc discutables car ils ne sont

représentatifs que d’une partie seulement de la population des patients ICFEp.

7.2. Modéles de diabéte et d’obésité

La dysfonction diastolique est une manifestation cardiaque précoce des effets déléteres
du diabéte de type 2. L'insulinorésistance et I'hyperinsulinémie exercent un certain nombre
d'effets néfastes sur le myocarde, notamment la stimulation de I'hypertrophie, 'augmentation
du stress oxydatif et des effets pro-inflammatoires / pro-fibrotiques. Ces altérations peuvent
induire des changements déléteres sur la fonction des cardiomyocytes ainsi qu’au niveau de

la MEC.
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De nombreux modeles de diabete récapitulent les caractéristiques des patients atteints
d’ICFEp, notamment les souris ob/ob et les souris db/db. Les souris diabétiques, db/db,
développent une hypertrophie cardiaque, comme en témoigne l'augmentation de la masse et
de 1'épaisseur de la paroi du VG dés l'age de 9 semaines. La progression de la
cardiomyopathie diabétique s'accompagne d'une production accrue de ROS et d'une fibrose.
Les souris agées de cinq mois présentent des altérations hémodynamiques telles qu'une
élévation de la PTDvg et une relaxation prolongée. A cet age, la fonction systolique est
préservée, avec une augmentation du TRIV et une diminution du ratio E/A, indiquant

clairement une dysfonction diastolique.

La souris, obese, ob/ob est un modele animal d'obésité et de diabéte qui montre des
signes de dysfonctionnement diastolique probablement dii & une accumulation de lipides
cardiaques. De nombreux autres modéles d'obésité sont également disponibles. Ces modéles

sont généralement associés a d'autres facteurs de risque, notamment I’HTA et/ou le diabéete :

- les rats Zucker ont été¢ initialement créés par croisement entre des rattes Zucker
diabétiques obeses et des rats spontaneously hypertensive heart failure (SHHF) pour étre
un modele d'obésité et d'HTA. Le rat Zucker obese (OZR) présente une augmentation
constante de la masse du VG et un dysfonctionnement diastolique précoce. En revanche,
le rat Zucker obése et diabétique (ZDF) ne présente pas d'augmentation de la masse du
VG, malgré une HTA et une dysfonction diastolique (Kolijn et al., 2020; Nguyen et al.,
2020; Salah et al., 2018),

- le rat Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) est utilis¢ comme modele de
cardiomyopathie diabétique et présente des signes de dysfonctionnement diastolique des
I'age de 20 semaines, observés par une augmentation du TDE et par la diminution du

ratio E/A (Makino et al., 2015).

7.3. Modéles avec un syndrome cardiométabolique

Les rats Dahl/SS/obéses, issus du croisement Dahl/SS et Zucker, ont été récemment
établis comme un nouveau modéle de syndrome métabolique. A I'dge de 15 semaines, les
rats femelles Dahl/SS/obéses présentent un dysfonctionnement diastolique du VG, une
hypertrophie et une fibrose du VG marquées, associés a un stress oxydatif cardiaque accru

et a une inflammation.
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Le rat ZSF1 a été généré en croisant des rats gras diabétiques Zucker femelles non
hypertendus et maigres avec des rats males maigres spontanément hypertendus et sujets a
I’IC, partageant un fond génétique commun avec les rats Wistar Kyoto. Les animaux ZSF1
maigres et obeses présentent une HTA modérée. Le rat ZSF1 obese agé de 20 semaines
représente un modele robuste de syndrome métabolique puisqu'il présente une HTA, une
obésité, un diabete, une résistance a l'insuline, une hyperinsulinémie, une
hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie. Ce modele qui associe plusieurs facteurs
de risque cardiométabolique développe un dysfonctionnement diastolique avec une
augmentation de la constante Tau, de la PTDvg et de la rigidité vasculaire. En plus, les rats
ZSF1 obeses présentent une tolérance a I'effort réduite, caractéristique diagnostique d’ICFEp
chez I’homme. En parall¢le, on observe une hypertrophie du VG et une dilatation de
l'oreillette gauche, sans signe d’IRC a 1'age de 20 semaines (Hamdani Nazha et al., 2013b,
2013a).

7.4. Vieillissement

La prévalence de ’ICFEp augmente avec l'dge et est plus élevée chez les femmes. Les
modeles de vieillissement sont donc importants pour comprendre la pathophysiologie du

dysfonctionnement diastolique li¢ a l'age.

La souris Senescence Accelerated Mouse-Prone 8 (SAMPS) offre un bon modéle de
dysfonctionnement cardiaque associé au vieillissement. A 1'dge de six mois, ce modéle
animal montre une réduction significative des rapports E/A, et E'/A', de E’ ainsi qu'une
augmentation de la PTDvg, de la fibrose et du TGF-f par rapport au groupe contrdle
(SAMRI). Aucune différence dans la fonction systolique ou la PAM n'a été signalée chez

les souris SAMPS8 (Reed et al., 2011).

La souris FVB/N est une souche consanguine robuste, et les males présentent un
dysfonctionnement diastolique a 12 mois, avec un E/A <1 alors que, chez les femelles, ce
phénotype n'est pas observé. En revanche, les rats Fischer 344 vieillissants présentent une
hypertrophie du VG et un dysfonctionnement diastolique plus importants chez les femelles

que chez les males.
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Figure 28 : Modéles physiopathologiques de Pinsuffisance cardiaque a fraction
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8. Nouveau paradigme de PICFEp

Depuis une vingtaine d’années, le développement de nombreux modéles animaux et
les études cliniques ont permis d’améliorer les connaissances dans les mécanismes
physiopathologiques de 'ICFEp. Depuis 2013, il est admis que le vieillissement et les
comorbidités présents chez les patients ICFEp créent un état pro-inflammatoire systémique
(Gladden et al., 2014; Redfield, 2016) (Figure 28) qui serait a 1’origine des mécanismes
physiopathologiques de I’ICFEp. En plus de I’inflammation, la forte prévalence de 1’obésité
et du diabete chez les patients souffrant d’ICFEp suggere fortement que le métabolisme
cardiaque jouerait un role important dans les mécanismes de I'ICFEp. Dans la suite de ce
manuscrit nous développerons plus en détails les pistes actuellement décrites comme étant a

I’origine de I’'ICFEp

8.1. Les altérations du métabolisme cardiaque

Les changements qui surviennent dans le métabolisme énergétique en cas d’IC sont
complexes et dépendent non seulement de la gravité et du type d'IC présent, mais aussi de la
coexistence de comorbidités communes telles que 1'obésité et le diabete de type 2.

Il est décrit des altérations au niveau des trois fonctions nécessaires a la production
et a I'utilisation de 1’énergie sous forme d’ATP entrainant des altérations de la fonction
cardiaque (Nascimben et al., 1996; Ide et al., 2001; Chandler et al., 2004; Stanley et al.,
2005) :

- T’utilisation des substrats a partir de la glycolyse (glucides) et de la f-oxydation (lipides)
(Neubauer, 2007),

- la production de I’énergie avec la phosphorylation oxydative au niveau de la
mitochondrie permettant la production de I’ATP (Neubauer, 2007),

- le transport de I’énergie avec le transfert de I’ATP aux sites utilisateurs (Bessman and

Geiger, 1981; Ingwall, 2002).
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Dans le cas de ’ICFEp, il a été¢ mis en évidence les altérations suivantes :

- la capacité d'oxydation des mitochondries est diminuée,

- l'oxydation des acides gras est augmentée,

- l'oxydation du glucose est diminuée,

- la présence d’un découplage entre I'absorption et I'oxydation du glucose ce qui entraine

une augmentation du taux de glycolyse.

Dans le cas de I'ICFEp le métabolisme cardiaque jouerait un role important mais des
¢tudes complementaires devront étre menées pour comprendre ces altérations au méme titre

que les altérations de la fonction mitonchondriale.

8.2. L’inflammation bas grade

L’inflammation bas grade est une inflammation chronique et systémique. Cette
inflammation induite par le vieillissement et les comorbidités n’est pas liée a une infection.
Plus précisément, I’inflammation est observée en cas de dysfonction mitochondriale, d’une
altération du systéme immunitaire ou lors de changements hormonaux (Shirazi et al., 2017).
Chez des patients agés, les patients obéses, les patients diabétiques ou hypertendus, des
¢tudes montrent une augmentation des cytokines pro-inflammatoires : IL-6, IL-1p et le TNF-
a (Abernethy et al., 2018; Assar et al., 2016; Burhans et al., 2018; Gholami et al., 2019;
Reho and Rahmouni, 2017). Les cytokines inflammatoires sont sécrétées par des cellules

immunitaires comme les leucocytes afin de réguler la fonction et I’activité d’autres cellules.

L’inflammation bas grade a été confirmée chez des patients ICFEp (Franssen et al.,
2016b; Kalogeropoulos et al., 2016; Shah et al., 2016; Westermann et al., 2011) ainsi que

dans de nombreux mode¢les animaux (Franssen et al., 2016b; Schiattarella et al., 2019).
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8.3. Dyvsfonction endothéliale

L’inflammation bas grade est décrite comme étant a 1’origine d’une dysfonction
endothéliale. Elle se caractérise par différents mécanismes. Il est notamment décrit une
altération des protéines au niveau des jonctions des cellules endothéliales et au niveau des
protéines d’adhésion cellulaire. Ces altérations ont pour conséquence une désorganisation
de la barriére endothéliale permettant I’infiltration des cellules immunitaires dans 1’espace
sous endothéliale et les tissus sous-jacents (Franssen et al., 2016b). Du fait de
I’inflammation, les cellules immunitaires sont actives ce qui induit des altérations au niveau

des organes. Les conséquences de I’inflammation systémique sur 1’endothélium sont :

- la propagation de I’inflammation au niveau des micros vaisseaux,
- ’augmentation de la production de matrice,
- l’altération des voies de communication paracrine entre les cellules endothéliales et les

cardiomyocytes.

Dans le cas de I'ICFEp, la dysfonction endothéliale est associée a une raréfaction
capillaire. Une diminution de la densité coronarienne a ainsi été observée, ce qui conduit a
une réduction des apports en oxygene au myocarde. D’aprées plusieurs études, la dysfonction
des micro-vaisseaux est corrélée a la dysfonction diastolique, cette dysfonction est donc
devenue un marqueur de sévérité¢ dans ’ICFEp (Kato et al., 2016; Srivaratharajah et al.,

2016).

8.4. Le stress oxydant

La production de I’énergie nécessaire au fonctionnement de la cellule et de I’organisme
se déroule au niveau de la mitochondrie sous forme d’ATP. Cette production nécessite
I’utilisation de 1’02 au niveau de la chaine mitochondriale. Cependant, la production de
I’énergie via 1’0O2 induit la production de ROS : I’anion superoxyde (O2"), qui est un radical
libre. Un radical libre est un atome ou une molécule possédant un (ou plusieurs) électron(s)
non pairé(s) dans son orbite externe. Cette propriété confére au radical la capacité de
soustraire un ou plusieurs €lectrons a d'autres atomes ou molécules afin d'apparier son (ses)
¢lectron(s) célibataire(s), ce processus correspondant a un phénomene d'oxydation

(Commoner et al., 1954).
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En condition physiologique, 1’0" est pris en charge par un systéme antioxydant
constitué, entre autres, de superoxydes dismutases (SOD) afin de former du peroxyde
d’hydrogene. L’O>" est aussi capable d’interagir avec le "NO induisant la formation du
peroxynitrite (ONOO") une espece réactive de I’azote (Wang et al., 2018). Normalement, la
production de 1’0" est majoritairement induite par la mitochondrie mais en condition
pathologique, s’ajoute la production de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) oxydase. Il en résulte généralement un déséquilibre entre la production de 1’O,™
et les capacités antioxydantes des systeémes de défense qui sont saturés. Ces especes sont tres
réactives et interagissent avec des protéines qui seront oxydées ou nitrosylées, induisant une
altération de leur fonction. Le ONOO"™ est un oxydant biologique puissant formé par la
réaction de deux radicaux libres: 1’0, et le 'NO (Pacher et al., 2007). Il inflige des
dommages séveres a la plupart des biomolécules, protéines, lipides et acides nucléiques, par
des processus d'oxydation directe ou par la génération secondaire de radicaux libres tres
réactifs. Lorsque ces dommages atteignent un seuil critique, ils entrainent la mort cellulaire

par nécrose ou apoptose.

L’augmentation du stress oxydant est également retrouvée chez les patients ICFEp car
I’inflammation, provoquée par 1’obésité ou le vieillissement, a pour conséquence une
production excessive de ROS au niveau de la cellule endothéliale (Laina et al., 2018; Maaten
et al., 2016; Reho and Rahmouni, 2017). Comme chez les patients, les mod¢les animaux
d’ICFEp présentent une augmentation du stress oxydatif caractérisé par une augmentation

de la production de I’O,™ (Franssen et al., 2016b).

8.5. La dvsfonction de la voie du monoxyde d’azote dans ’ICFEp

L’augmentation de I’inflammation entraine donc un accroissement du stress oxydant
avec une augmentation de 1’0" et de ONOO™ dans I'ICFEp. L’augmentation de la
production de ONOO" suggere donc que la production du ‘NO joue un réle dans I’'ICFEp
(Gholami et al., 2019; Shah et al., 2018).
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Selon I'hypothése développée pour la premiére fois en 2013 par Paulus, la dysfonction
endothéliale observée dans I'ICFEp s'accompagne bien d'une réduction de la biodisponibilité
du "NO. Ce phénomene serait un élément majeur dans le développement de I'lCFEp (Paulus
and Tschope, 2013a). La diminution du "NO entraine une diminution de I’activité de la PKG
ce qui participe a une augmentation de la rigidité du cardiomyocyte. De plus, il a été mis en
¢vidence une relation entre la diminution de l'activit¢é de PKG et l'apparition d'une
hypertrophie que 1'on retrouve chez certains patients ICFEp (van Heerebeek et al., 2012).
Les études de cette voie, que ce soit chez les patients ou des modeles animaux d’ICFEp, se
multiplient. Toutes s'accordent a montrer une diminution de I'activité de la PKG liée a une
diminution du GMPc (Franssen et al., 2016a, 2016b; Matyas et al., 2017; Saiki et al., 2017;
Salaetal., 2017). Selon Franssen et al., en 2016, la diminution de la forme active de la eNOS
est responsable de la baisse de production de "NO et donc de la dégradation de toute la voie
de signalisation (Franssen et al., 2016b)

L’inflammation et donc le stress oxydatif dans 'ICFEp sont responsables de la
diminution de la production du "NO et donc de I’altération de la voie GCs/GMPc/PKG
(Miinzel et al., 2005). En effet, le stress oxydatif va notamment provoquer une oxydation de
la BH4 (Landmesser et al., 2003). Lorsque la BH4 est oxydée cela entraine un découplage
du complexe NOS-BH4 provoquant la synthése par les NOS de 1’0", a la place du 'NO.
L’0Oy", en se couplant au "NO, va induire la production de ’ONOQO", qui est plus délétere
que I’0O2", ce qui accentue le stress oxydatif et donc le découplage NOS-BH4. Un tel
découplage, a I’origine d’une dysfonction diastolique, a été mis en évidence dans un mod¢le
de souris hypertendues présentant une réduction des niveaux en BH4 (Silberman et al.,

2010).
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En résumé, une corrélation a été établie entre ICFEp et dysfonction endothéliale, avec
une forte suspicion pour un lien de causalité (Akiyama et al., 2012, 2020). Il est important
de souligner que la dysfonction endothéliale n’est pas présente uniquement au niveau
coronaire mais est également retrouvée dans les artéres périphériques des patients ICFEp.
Elle est aussi suspectée de participer au déconditionnement musculaire périphérique qui
majore I’intolérance a I’effort (Borlaug et al., 2010, 2010; Borlaug Barry A. et al., 2006).

L’endothélium micro-vasculaire de patients atteints d’ICFEp présente une altération
de la voie 'NO avec, entre autres, une diminution de 1’expression de la eNOS (Franssen et
al., 2016b). 11 a été décrit qu'une altération de la voie du 'NO-GCs-GMPc-PKG participe a
la rigidification du myocarde (van Heerebeek et al., 2012; Lam and Brutsaert, 2012)
suggérant le rdle important de cette voie de signalisation dans les mécanismes
physiopathologiques de I’ICFEp. Ces résultats font suspecter un lien de causalité, suggérant
un role central de la fonction endothéliale dans I’apparition de ’ICFEp.

Cette voie étant activée par le récepteur Ps-adrénergique (B3-AR) au niveau de
I’endothélium, et sachant que I’expression de ce récepteur est augmentée dans 1I’IC, il serait

intéressant d’étudier le réle de ce récepteur dans ’ICFEp (Moens et al., 2010).
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9. Le systéme adrénergique

Les variations hémodynamiques au sein de I’organisme sont finement régulées par le
systéme nerveux autonome (SNA). Le SNA est responsable des fonctions non soumises au
controle volontaire. Il régule la fonction de nombreux organes permettant 1’adaptation de
I’organisme face aux différents stress. On distingue trois systémes nerveux différents au sein
du SNA :

- le systeme nerveux entérique (SNE), qui contréle le systeme digestif,

- le systéme nerveux sympathique (SNS), qui contréle un grand nombre d’activités
automatiques de I’organisme. Ce systéme conditionne la réponse de 1’organisme face a
une situation de stress via I’action de catécholamines : noradrénaline ou adrénaline,

- le systtme nerveux parasympathique (SNP), qui régule lui aussi les activités
automatiques de I’organisme conjointement au SNS. A la différence du SNS, le SNP

utilise ’acétylcholine déclenchant alors des réponses antagonistes au SNS.

La libération de catécholamines, lors de ’activation du SNS, va permettre 1’activation

des récepteurs adrénergiques (AR). Les catécholamines endogenes les plus courantes sont :

- la dopamine, agissant comme un neurotransmetteur, est synthétisée dans les neurones a
partir de la tyrosine mais est aussi le précurseur de I’adrénaline et de la noradrénaline,

- D’adrénaline, agissant comme un neurotransmetteur et neuromodulateur, est libérée par
les neurones et par la glande médullosurrénale,

- lanoradrénaline, agissant comme un neurotransmetteur, est libérée par les terminaisons

nerveuses sympathiques.
I1 existe aussi des catécholamines synthétiques : isoprénaline ou dobutamine.

Les catécholamines ont des actions physiologiques diverses et régulent notamment les

fonctions cardiovasculaires, respiratoires et métaboliques.

C’est en 1906 que Dale et al., ont émis I’hypothése de la présence de deux types de
AR. Son argumentation se base sur une inversion des effets de I’adrénaline par certaines

substances (Dale, 1906).
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C’est en 1948 qu’Ahlquist, confirme I"’hypothése de la présence de deux types de
récepteurs adrénergiques (Ahlquist, 1966). En utilisant différentes catécholamines, il a
observé des effets opposés en fonction des organes. Il distingue alors les récepteurs o-
adrénergiques (a-AR) et les récepteurs B-adrénergiques (B-AR) (Dixon et al., 1986; Emorine
et al,, 1989; Frielle et al., 1987). Les récepteurs a-AR sont responsables de 1’effet
« constricteur » (sauf au niveau de I’intestin) et les récepteurs B-AR sont responsables de
I’effet « relaxant » (sauf au niveau cardiaque). Cette étude a aussi permis de classifier les

catécholamines selon leur ordre de puissance en fonction du type de récepteur AR.
Pour les récepteurs a-AR : adrénaline > noradrénaline > isoprénaline.
Pour les récepteurs B-AR : isoprénaline > adrénaline > noradrénaline.

Par la suite, les récepteurs AR ont été subdivisés en sous-famille : ai-AR, ax-AR, Bi-
AR, B2-AR et B3-AR. Le systéme [-adrénergique, acteur majeur de la régulation
cardiovasculaire, est donc composé des trois sous-types de récepteurs : f1-AR, f2-AR et B3-
AR. Les récepteurs fi-AR et f2-AR ont été les premiers découverts, et ¢’est seulement en
1989 que le récepteur B3-AR a ét€¢ mis en évidence (Emorine et al., 1989). L’étude des
récepteurs B-AR a suscité beaucoup d’intérét du fait de leur pertinence clinique dans le
traitement de nombreuses pathologies cardiovasculaires. Les des récepteurs B-AR jouent un
role sur la force de contraction du cceur (effet ionotrope), sur la FC (effet chronotrope), sur
la relaxation du cceur (effet lusitrope), sur la conduction cardiaque (effet dromotrope) et sur

I’excitabilité cardiaque (effet bathmotrope).

9.1. Les récepteurs pBi-AR et B2-AR

Le récepteur Bi-AR est prédominant dans les cardiomyocytes. Il est couplé a une
protéine G stimulatrice (Gs) qui est responsable de 1'activation de 'AC. L’ AC va catalyser
la formation de ’AMPc. En résulte I’activation de la PKA qui va phosphoryler de
nombreuses protéines impliquées dans la fonction cardiaque. L'activation de la voie Gs-
cAMP-PKA conduit & la phosphorylation des canaux Ca®" de type L sur la membrane
cellulaire, ce qui favorise I'afflux de Ca** et augmente ainsi la contraction du myocarde. En
outre, l'activation de la voie Gs-AMPc-PKA induit également la phosphorylation du PLB
(Defer et al., 2000; Dessauer, 2009). Ce processus suggere une amélioration de la relaxation

diastolique et une augmentation du Ca>* disponible pour le cycle cardiaque suivant.
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Figure 29 : Schématisation des voies de signalisation couplées aux récepteurs pi-AR et
B2-AR au niveau cardiaque

Adapté de Cannavo and Koch, 2017 (Cannavo and Koch, 2017). Bi-AR : récepteur B, adrénergique ;
B2-AR : récepteur B, adrénergique ; AC : adénylate cyclase; Gs: protéine G stimulatrice ; Gi:
protéine G inhibitrice ; PKA : protéine kinase A ; GCs : guanylate cyclase soluble ; PKG : protéine
kinase G ; eNOS : synthase endothéliale de monoxyde d’azote ; GMPc : guanosine monophosphate
cyclique ; GTP : guanosine triphosphate ; CamKII : calmoduline kinase II; AMPc : adénosine
monophosphate cyclique ; ATP : adénosine triphosphate ; PI3K : phosphatidyl inositol 3-kinase ; -
ARK : kinase du récepteur 3 adrénergique.
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L’expression prédominante du récepteur fi-AR dans le myocarde va induire des effets
inotropes, lusitropes, chronotropes, dromotropes et bathmotropes positifs respectivement

(Kushnir and Marks, 2010).

Le récepteur B2-AR est, quant a lui, exprimé majoritairement au niveau des CML des
vaisseaux. En plus d’un couplage avec une protéine Gs, ce type de récepteur est aussi décrit
comme couplé a une protéine G inhibitrice (Gi). L’activation de la protéine Gi contrebalance
les effets stimulants de la protéine Gs par 1’activation de la voie du phosphatidyl inositol 3-
kinase (PI3K) - Akt. Le passage du couplage f2-AR de Gs a Gi, en réponse a une stimulation
soutenue, est connu comme étant la cause de plusieurs troubles cardiovasculaires, tels que

I’IC (Brodde and Michel, 1999; Daaka et al., 1997; Xiao, 2001) (Figure 29).

9.2. Le récepteur p3-AR

Le geéne codant pour le récepteur B3-AR a été identifié et cloné pour de nombreuses
especes telles que I’homme, le singe, le chien, le bovin, la souris, le rat et le cobaye.
Initialement découvert en 1989, ce n’est qu’en 1996 que ce récepteur a été décrit comme
exprimé au niveau des cellules cardiaques (Gauthier et al., 1996). 1l est également retrouvé
au niveau des cellules atriales, des cardiomyocytes ventriculaires, des cellules endothéliales
et des artéres coronaires de résistance.

Il existe deux structures différentes du gene :

- la premiére structure avec deux exons et un intron,
- la seconde structure avec trois exons et deux introns.

La premiére structure, plus largement acceptée, code une protéine de 408 acides
aminés. Chez d'autres espéces, telles que le chien et le singe, la structure de deux exons et
d'un intron a également été décrite. Chez le rat et la souris, cependant, on sait que le géne
contient trois exons et deux introns similaires a la seconde structure chez I'humain. Distincts
des geénes codant pour Bi-AR et P2-AR, les geénes codant pour le récepteur P3-ARs
contiennent donc des introns, ce qui souléve la possibilité qu’ils puissent subir un épissage
alternatif, générant ainsi des isoformes de récepteurs avec des propriétés pharmacologiques

présumées distinctes.
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Figure 30 : Schématisation des voies de signalisation couplées aux récepteurs pf3-AR au
niveau cardiaque

Adapté de Cannavo and Koch, 2017 (Cannavo and Koch, 2017). B3-AR : récepteur B3 adrénergique ;
Gi : protéine G inhibitrice ; GCs : guanylate cyclase soluble ; PKG : protéine kinase G ; eNOS :
synthase endothéliale de monoxyde d’azote ; nNOS : synthase neuronale de monoxyde d’azote ;
GMPc: guanosine monophosphate cyclique; GTP : guanosine triphosphate ; PDE :
phosphodiestérase ; "NO : monoxyde d’azote.
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Au-dela de la structure génique, le récepteur B3-AR differe des récepteurs Bi-AR et B2-
AR en termes de propriétés pharmacologiques (Gauthier et al., 2007) :

certains antagonistes des récepteurs Pi-AR et P2-AR, tels que le CGP 12177A, le

bucindolol et le pindolol, se sont avérés étre des agonistes partiels du récepteur 3-AR,

- plusieurs agonistes sélectifs du récepteur B3-AR, notamment le BRL 37344, le CL
316243 et le SR 58611A, ont une grande affinité et une grande puissance pour ce
récepteur mais n'interagissent que faiblement avec les récepteurs Bi-AR et B2-AR,

- l'absence de sites de phosphorylation aux protéines kinases GRK sur I'extrémité C-
terminale du récepteur PB3-AR suggére que ce récepteur pourrait ne pas subir de
désensibilisation a court terme induite par les agonistes,

- D’ordre de puissance des catécholamines pour le récepteur B3-AR différe des deux autres

types de récepteur B-AR. De plus le récepteur B3-AR est activé a des concentrations de

catécholamines plus élevées que pour les récepteurs Bi-AR et f2-AR. Par conséquent, la
réponse médiée par B3-AR peut étre préservée lorsque les réponses médiées par les

récepteurs Pi- et B2-AR sont diminuées.
L’ordre de puissance des catécholamines pour le récepteur f3-AR est :
isoprénaline > noradrénaline > adrénaline.

Ce récepteur a des effets opposés au fi-AR au niveau cardiaque, a savoir un effet
inotrope et lusitrope négatif. Au niveau des vaisseaux, le récepteur 3-AR a un effet
vasodilatateur (Gauthier et al., 1998a). L’activation du récepteur induit une activation des
NOS, principalement eNOS et nNOS, afin d’activer la production du "NO. Le récepteur [33-
AR est couplé a une protéine Gi au niveau cardiaque (Figure 30). L’activation de cette
protéine Gine semble pas étre responsable d’une inhibition de la production de I’AMPc mais
plutdt une activation de la voie du "NO via la eNOS (Angelone et al., 2008; Brixius et al.,
2004) mais aussi lanNOS (Trappanese et al., 2015a). L’une des études appuyant ce fait porte
sur une souris dépourvue du geéne codant pour le récepteur B3-AR (B3-KO) qui développe
une altération de la contractilité. Cependant, 1’inhibition pharmacologique des NOS via le
N&-monométhyl-L-arginine monoacétate (L-NMMA), au préalable de la stimulation
catécholaminergique, a permis d’empécher I’augmentation de la contractilité du cceur chez
ces souris. Cette étude suggere que la voie de signalisation B3-AR-"NO agirait comme une
boucle de régulation négative s’opposant aux effets inotropes positifs des catécholamines

dans le cceur.
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Le "NO, ainsi produit, induit la cascade GC/GMPc¢/PKG. La PKG va phosphoryler
différentes cibles, comme le PLB, la Troponine I et le canal calcique de type L (Simon et
al., 2014). Le GMPc est aussi responsable de I’activation de la phosphodiesterase de type II
qui conduit a la diminution de I’AMPc. L’activation des NOS par la stimulation du récepteur

B3-AR est médiée par un couplage préférentiel du récepteur aux NOS.

I1 est important de noter que I’action du récepteur B3-AR ne se limite pas au coeur. Son

expression est aussi retrouvée au niveau des cellules endothéliales.

9.3. Implication du récepteur B3-AR dans Pinsuffisance cardiaque

Dans I’IC, des niveaux élevés de catécholamines ont été décrits. La sur-activation du
SNS par I’augmentation des niveaux de catécholamines permet a I’organisme de maintenir
une performance cardiaque « normale ». Initialement bénéfique, la suractivation des
récepteurs B1-AR et f2-AR va étre diminuée a cause de la désensibilisation des récepteurs.
Dans des modeles d’IC, il a été confirmé une diminution de I’expression des récepteurs Pi-
AR dans les situations d’IC avancée, alors que les récepteurs 3-AR étaient inchangés voire
sur-exprimés, rendant leur action proportionnellement plus importante (Fischer et al., 2008;
Moniotte et al., 2001). En ce qui concerne le récepteur B2-AR, il est décrit comme augmenté
dans I’IC par rapport a I’expression du récepteur B2-AR. Chez I’homme, ’effet inotrope
négatif induit par un agoniste B3-AR est diminué chez les patients souffrants d’IC malgré
I’augmentation de 1I’expression. Or dans les modeles animaux la surexpression du récepteur
B3-AR est corrélée a une augmentation de I’activité. Cette variabilité de réponse entre les

especes n’est pas expliquée mais il est possible que le type d’IC explique cette différence.

L’importance des récepteurs P3-AR dans le développement de I'IC s’appuie sur

plusieurs faits :

- la protéine Gi est augmentée dans I’IC,
- le récepteur B3-AR est résistant a la désensibilisation,

- DPexpression du récepteur est augmentée dans la phase terminale de la maladie.
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La désensibilisation des récepteur B-AR est un phénomene qui permet de limiter les
effets néfastes d’une stimulation sympathique excessive. La stimulation prolongée du
récepteur par son agoniste conduit a son découplage et méme a I’internalisation du récepteur.
Les phénomenes d’internalisation et de séquestration composent la désensibilisation a court
terme. La désensibilisation a long terme se produit lorsque la stimulation par 1’agoniste
persiste induisant une diminution de 1’expression du récepteur. En ce qui concerne la
désensibilisation a court terme elle se fait via la phosphorylation de I’extrémité C-terminale
des récepteurs occupés, leur découplage puis leur internalisation. Ils sont ensuite conduits

vers les endosomes ou ils sont recyclés a la membrane ou dégradé par les lysosomes.

Les récepteurs Bi1-AR et B2-AR possedent tous deux sur leur extrémité C-terminale des
résidus sérine et thréonine qui sont des sites potentiels de phosphorylation par la protéine
kinase des récepteurs B-AR (B-ARK). Le "NO peut nitrosyler les résidus cystéine de la B-Art
empéchant ainsi I’internalisation des récepteurs Pi-AR et f2-AR. Le récepteur f3-ARK
possede peu de résidus serine et thréonine et aucun site de phosphorylation par la PKA en
C-terminal, ce qui lui confére une résistance a la désensibilisation a court terme. Il semble
donc que le récepteur B3-AR est bénéfique en condition de stress catécholaminergique car il
n’est pas sujet a la désensibilisation sur le court terme. Cependant sur le long terme la

question de la désensibilisation du récepteur B3-AR n’est pas déterminé.
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I1 est important de noter que 1’activation ou la surexpression du récepteur 3-AR a été
associée a un effet cardioprotecteur dans différentes situations d’agression cardiaque aigué
en limitant le remodelage hypertrophique. Les effets protecteurs pourraient résulter de la
meilleure fonction diastolique dii a 1’augmentation du "NO, au maintien des stocks
énergétiques et a I’effet vasodilatateur. Cependant a des stades ultimes d’IC, I’activation du
B3-AR aggrave la fonction cardiaque. L utilisation de B-bloquants dans le traitement de I’IC
augmente la survie des patients souffrant d’ICFEr mais pas pour les patients présentant une
ICFEp. Le role du récepteur B3-AR est donc encore peu connu et surtout son implication
dans les situations pathologiques, pas totalement comprise, suscite de nombreuses questions.
Le fait que ce récepteur soit impliqué dans des voies de signalisation décrites comme altérées

dans I’'ICFEp suggerent un potentiel role de celui-ci dans la pathologie.

En conclusion de cette introduction il faut retenir que les cellules endothéliales et d une
manicre plus générale la fonction endothéliale joue un role important dans 1’établissement
de I'ICFEp. Afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et d’améliorer la PEC des
patients il est nécessaire de continuer la recherche fondamentale et cliniques pour améliorer
les connaissances sur I’ICFEp. Avant de détailler les résultats de ma these, la prochaine

partie est consacré au développement du médicament. .
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Figure 31 : Développement du médicament

Adapté de (Leem, 2017)
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10. La place de la recherche dans le développement de nouveaux traitements

La recherche a permis le développement de médicaments qui ont amélioré la PEC des
patients. Le développement d’un médicament est un processus long qui nécessite au
minimum 15 années de travail. L’industrie pharmaceutique regroupe les activités de
recherche, de fabrication et de commercialisation des médicaments pour la médecine
humaine. Les entreprises pharmaceutiques consacrent des ressources considérables a la
recherche et au développement. Toutes les activités des entreprises pharmaceutiques sont
exercées dans un cadre réglementaire tres strict fixé par le code de la santé publique. En
outre, un médicament ne peut tre commercialisé que s'il a regu une autorisation de mise sur
le marché de 1'Agence Nationale francaise de Sécurité des Médicaments (ANSM) ou de
I'European Medecines Agency ou Agence européenne du médicament (EMA), qui

garantissent sa qualité, sa sécurité et son efficacité.
Le développement du médicament est divisé en plusieurs phases (Figure 31) :

- larecherche,
- le développement précoce du médicament,
- le développement avancé du médicament,

- et la commercialisation.
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Identification et ‘O Identification : Optimisation
validationde la cible des Leads ‘ des Leads

Figure 32 : Les différentes étapes de la recherche

MO, 1 ou 2 : milestones.
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10.1. La recherche

Cette phase consiste a trouver des cibles ou des molécules présentant un intérét
thérapeutique. Cette étape qui dure entre 2 a 4 ans est sous-divisée en différentes parties

(Figure 32) :

La premiére étape est une phase précoce qui vise a identifier et a valider la cible. Cette
¢étape d'innovation se concentre sur une maladie. Afin d'identifier les cibles, il est important
de comprendre la biologie et les mécanismes physiopathologiques liés a la maladie en
question. Différentes études peuvent étre menées en amont pour modéliser la pathologie,
comme l'utilisation d'un modéle cellulaire ou animal. Cette étape est l'une des plus
importantes car elle permet d'identifier une cible qui sera a la base d'un programme de
recherche. Cette cible peut étre une cible moléculaire (un récepteur, une enzyme...) ou une
cible cellulaire (cellule tumorale, adipocytes...). L'identification de ces cibles peut se faire a
partir de la littérature, d'une étude transcriptomique, protéomique ou génomique, ou d'une
observation clinique. Outre l'identification de la cible, il est important de la valider et de
confirmer son intérét dans la pathologie. A cette fin, des modéles cellulaires et animaux
seront générés. Par exemple, des modeles génétiquement modifiés seront développés pour
augmenter, diminuer ou invalider l'expression des cibles afin de voir l'impact de cette
modification sur le phénotype de la pathologie. La validation de cette étape correspond a la
transition MO (validation de la cible). Tout ce qui se passe en amont de I'identification de la

cible est ce qu'on appelle I’étape "pré-MO".

La deuxiéme étape est appelée pré-programme et consiste a développer des tests de
criblage moléculaire pour identifier des séries de molécules chimiques. Différents types de
test de criblage existent : criblage biochimique, cellulaire, électrophysiologique, virtuel ou
biophysique. Il existe également des tests de criblage a trés haut débit et a débit moyen. Si
des composés actifs de la chimiothéque sont identifiés a la suite du criblage, des
investigations plus approfondies sont alors menées. Différents paramétres sont évalués : la
sélectivité, l'activité fonctionnelle sur les tests cellulaires et la potentialit¢ a devenir un
candidat médicament : adéquation des propriétés physico-chimiques (reégle des cinq
Lipinski), absorption, métabolisme in vitro, originalit¢ de la structure chimique et
brevetabilité, faisabilit¢ de la synthése chimique, génotoxicité... Si tous les critéres sont

remplis, 1'étape M1 est validée avec 1’identification de produits actifs ou « leads ».
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Synthése du composé

|

[ Criblage in vitro ]

- Affinité pour la cible moléculaire
- Tests fonctionnels/sélectivité

|

Criblage pharmacocinétique in vitro :
[ - Absorption (CaCo2) ]—& Modifications
- Stabilité métabolique (microsomes rat, humain) structurales
wor

| oUI
Evaluation approfondie in vivo
Pharmacol ie
- Tests fonctionnels

- Tests prédictifs de I'indication thérapeutique
Pharmacocinétique

Candidat
meédicament

Figure 33 : Processus d’optimisation des tétes de série (leads)

D’aprés Scatton, 2009 (Scatton, 2009).

o owmomae
NS GISANSDEDEVELOPEMENTCLNOUE

Essais pré-cliniques Phase 1 Phase 2A Phase 2B Phase 3

| Preuve de concept | Demande d'approbation
aux autorités de santé

1#% administration Evaluation - Efficacité —
chez I'Homme Sécurité

Figure 34 : Les différentes étapes du développement du médicament
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La troisieme étape est un programme de recherche qui vise a optimiser les "leads" en
candidats au développement (Figure 33). Des tests de criblage moléculaire sont effectués
afin d'identifier une centaine de molécules candidates présentant un intérét thérapeutique
potentiel sur la cible étudi¢e. Ces molécules seront ensuite optimisées chimiquement afin
d'améliorer leurs propriétés pharmacologiques (ADME : absorption, distribution,
métabolisme, élimination), leur spécificité sur la cible (limiter les effets hors cible), limiter
leur toxicité, etc. Différents tests seront réalisés : tests in vitro pour évaluer l'affinité et la
sélectivité ; tests fonctionnels sur la cible native ou sur organes isolés ; tests d'absorption ;
tests de stabilité métabolique in vivo ; tests fonctionnels in vivo ; tests pharmacologiques in
vivo prédictifs de Il'indication thérapeutique ; tests de sécurité cardiovasculaire...
L'optimisation des composés est souvent un processus complexe car il est nécessaire
d'optimiser en parallele de nombreux parametres de nature physico-chimique,
pharmacocinétique, pharmacologique, ou toxicologique avant de proposer un candidat final
au développement. L’étape M2 correspond a la validation du candidat pour le

développement préclinique du médicament.

10.2. Le développement du médicament

Apres la sélection du candidat médicament, 1’étape pré-clinique peut débuter. Elle
comprend les études de sécurité (absence d’effets cardiovasculaires déléteres, toxicité...) et
de pharmacocinétique sur différentes espéces animales, ainsi que les essais de formulation
et mécanismes d’administration (stylet d’injection...) le cas échéant, et la production /

qualification des lots cliniques de la molécule qui seront utilisés pour la phase I (Figure 34).
Les essais cliniques sont ensuite divisés en plusieurs phases :

La phase I permet d’évaluer la tolérance du médicament sur un nombre limité de
volontaires sains (ou patients dans certaines indications comme 1’oncologie). Les objectifs
de cette phase sont d’évaluer la sécurit¢ du médicament, d’étudier son devenir dans
I’organisme et de confirmer les niveaux d’exposition plasmatique prédits en fonction des
doses administrées. La durée de cette premiere phase se compte en quelques jours ou mois
sur un petit nombre de volontaires sains (20 a 80 volontaires). Environ 70 % des produits

expérimentés en phase I passent en phase IL
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La phase II permet 1’évaluation de I’efficacité du médicament sur des patients. Cette
phase permet aussi de déterminer la posologie optimale du médicament. Elle est réalisée sur
un petit groupe homogeéne de patients (entre 100 et 200 patients) se déroule sur une durée

allant de quelques mois a 2 ans. Uniquement un tiers des produits testés passe en phase III.

La phase III permet I’étude du rapport efficacité/tolérance sur une large population de
malade (entre 500 et 1 000 patients). Les bénéfices et les risques du nouveau traitement sont
compargés a ceux apportés par un médicament de référence dans la pathologie. Cette phase
dure entre 1 et 5 ans. Entre 70 et 90 % des médicaments entrant en phase III sont retenus

pour une demande d’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM).

A T’issu de la phase III les résultats peuvent étre soumis a ’EMA pour une AMM en
Europe et / ou a I’ANSM pour une AMM en France. Le dossier d’AMM passe en France
devant la Commission de Transparence de la Haute Autorité de Santé (HAS) qui donne son

avis sur le service médical rendu.

Une fois le dossier accepté, le prix du médicament est fixé par le Comité Economique
des Produits de Santé (CEPS) et le taux de remboursement est fixé par 1’Union National des
Caisses d’Assurance Maladie (UNCAM). A partir de ce moment, le médicament est produit
de facon industrielle et est mis a disposition des patients via les réseaux de santé (pharmacies,

médecins et hopitaux).

Le début de la commercialisation du médicament correspond a celui de la phase IV.
Cette phase correspond a la pharmacovigilance dans le monde réel avec une utilisation du
médicament a grande échelle. Cette étape permet une meilleure connaissance du médicament
(efficacité et tolérance). L objectif est de détecter les effets indésirables rares non détectés

lors des autres phases.

Apres I’expiration du brevet, qui dure 10 ans, la vie du médicament breveté continue
sous sa marque et sous le nom de son générique. Une fois le médicament pass¢ dans le
domaine public suite a la fin du brevet, d’autres compagnies pharmaceutiques ont la

possibilité¢ de produire ce médicament.
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OBJECTIFS DE LA THESE

L’ICFEp demeure un probléme majeur de santé publique pour lequel aucun traitement
efficace n’a été identifi¢. Les enjeux de la recherche sont de comprendre les mécanismes
physiopathologiques afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et aussi de
potentiels biomarqueurs. Toutefois, le manque de modeles animaux pertinents limite la
compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent I’'ICFEp. A cela s’ajoute la
difficulté a obtenir des biopsies cardiaques dans cette population de patients. En effet, les
biopsies cardiaques, généralement réalisées lors de chirurgie ou de transplantation cardiaque,
sont rares chez les patients ICFEp, en raison de leur age avancé et de leur état multi-

pathologique.

Ainsi, afin d’étudier cette pathologie en ’absence de biopsies cardiaques, il est

nécessaire d’utiliser des modéles animaux.

C’est dans ce contexte, qu’a partir de 2010, 1’équipe du laboratoire a développé un
nouveau modele animal d’ICFEp sur le rat. Pendant mes trois années de thése, je me suis
attachée a caractériser ce modele animal qui surexprime le récepteur B3-AR au niveau des
cellules endothéliales. Mon travail a consisté en 1’identification de cibles thérapeutiques dans

I’ICFEp, et il s’est articulé autour de trois axes.

Le premier objectif de ma thése a ¢ét€¢ de comprendre les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans I’'ICFEp et plus particulicrement au niveau de

I’endothélium.

Le deuxiéme objectif a ¢été d’identifier des biomarqueurs voir des cibles

thérapeutiques.

Enfin le troisiéme objectif a été d’évaluer I’impact de 1’alimentation sur 1’expression

du phénotype cardiaque dans notre modele animal.
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RESULTATS

1. Caractérisation d’un nouveau modele d’ICFEp

1.1. Préambule

Au cours des deux dernieres décennies, la proportion de patients présentant une ICFEp
par rapport a une ICFEr est passée de 38 % a 54 % des cas d’IC (Oktay et al., 2013). La
relation entre 1’age et la prévalence de I'ICFEp a été démontrée dans 1’étude Prevention of
Renal and Vascular End-Stage Disease (PREVEND), une ¢étude ¢épidémiologique
communautaire menée en Europe (Brouwers et al., 2013). Les résultats de cette étude sont
corroborés avec ceux de I’étude Framingham Heart Study (Lee et al., 2009). Cette proportion
va continuer a augmenter en raison du vieillissement progressif de la population et de
I'augmentation prévue de la prévalence de 'HTA, de I'obésité et du diabéte (Dunlay et al.,
2017; Mohammed et al., 2012; Savji et al., 2018; Shah et al., 2010). Bien que la prévalence
de I'ICFEp augmente, il n'existe toujours pas de thérapie spécifique et efficace en raison d'un
manque de compréhension de cette pathologie (Campbell et al., 2012; Redfield, 2016;

Redfield et al., 2015). Ce manque de connaissances s’explique par le manque d’outils :

- absence de biopsies cardiaques de patients ICFEp car ils ne sont pas candidats a la
transplantation, et les biopsies sont rarement pratiquées a cause de 1’age avancé des
patients et de leurs états polypathologiques,

- manque de modeles animaux représentatifs de la pathologie, et faisant consensus au sein

de la communauté scientifique (Valero-Muioz et al., 2017).

A ce jour, I'utilisation des modéles animaux reste 1’une des seules options pour
améliorer nos connaissances des mécanismes physiopathologiques impliqués dans le

développement de I’ICFEp.

La grande majorité des modeles animaux utilisés pour étuder de I’ICFEp sont des
modeles souvent associés a une HTA sévére qui développent une insuffisance diastolique
sur une courte période (Doggrell and Brown, 1998; Hicklin et al., 2020; Horgan et al., 2014).
Cependant, malgré de nombreuses caractéristiques communes avec I’ ICFEp, peu de patients
souffrants d’ICFEp présentent une HTA aussi sévere et un développement aussi rapide de la

pathologie.
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Beaucoup d’autres modéles sont développés par I’association de comorbidités, décrite
chez les patients souffrants d’ICFEp, comme I’obésité, le diabete, le vieillissement ou une
HTA modérée (Conceicao et al., 2016; Horgan et al., 2014; Lourenco et al., 2018).
Cependant treés peu de modeles développent une ICFEp en lien au vieillissement, alors que

la prévalence de ’ICFEp augmente fortement avec 1’age.

Ces derniéres années, le role de I’inflammation au niveau de 1’endothélium a été
propos¢ comme un ¢lément central dans la mise en place des mécanismes
physiopathologiques induisant ’ICFEp comme publié¢ par Paulus et Tschope (Paulus and
Tschope, 2013a). Des études plus approfondies ont mis en évidence I’implication de la voie
‘NO/GMPc/PKG dans le développement de la dysfonction endothéliale et par conséquent de
I’'ICFEp (Kovacs, 2015).

Cette voie est activée par le récepteur B3-AR au niveau de I’endothélium. Il parait dés
lors intéressant d’étudier le role de ce récepteur dans I’'ICFEp (Moens et al., 2010; Yang and
Tao, 2019). Et par ailleurs I’expression de ce récepteur est augmentée dans 1’IC, appuyant

d’autant plus I’intérét d’étudier ce récepteur dans la pathologie.

C’est dans ce contexte que 1’équipe UMR 1087 du Pr Chantal Gauthier a développé,
dans le cadre du programme ANR (HFpEF-Beta3 ANR-13-BSV1-0003-01), un modele de
rat transgénique (TgPs) surexprimant le récepteur B3-AR humain (hf3-AR) au niveau
endothélial sous le promoteur InterCellular Adhesion Molecule 2 ou molécule d'adhésion
intercellulaire 2 (ICAM-2). La caractérisation hémodynamique préliminaire de ce modele de
rat a montré un phénotype cardiovasculaire proche de I’ICFEp humaine. Ce mod¢le offtre

aussi la possibilité d’étudier I'impact de I’endothélium dans 1’établissement de I’ICFEp.

Afin de mieux compléter la caractérisation phénotypique du modele plusieurs axes ont

été emprunt€s :

(1) étudier les caractéristiques hémodynamiques a la fois in vivo (échocardiographie)
et ex vivo (cceur isolé perfusé), pour déterminer l'influence du sexe, de I'évolution de la

maladie avec le vieillissement et lors de tests d'effort,

(2) identifier les génes impliqués dans 1’établissement du phénotype cardiaque chez

les animaux transgéniques par une étude transcriptomique au niveau cardiaque,
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(3) explorer l'implication de l'endothélium cardiaque dans le développement de
I’ICFEp et se concentrer sur les interactions entre le VG et I'endothélium cardiaque (ANR-
ED-HFpEF). Nous déterminerons notamment le role du "NO et l'expression des différentes

NOS au niveau cardiaque dans le développement de I’ICFEp.

1.2. Article 1 : La surexpression du récepteur Bz — adrénergique induit une

dvsfonction diastolique chez le rat.

Les données complémentaires peuvent tre trouvées en Annexe 1.
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Abstract

Aims Diastolic dysfunction is common in cardiovascular diseases, particularly in the case of heart failure with preserved
ejection fraction. The challenge is to develop adequate animal models to envision human therapies in the future. It has been
hypothesized that this diastolic dysfunction is linked to alterations in the nitric oxide ("NO) pathway. To investigate this
issue further, we investigated the cardiac functions of a transgenic rat model (TgPs) that overexpresses the human
Bs-adrenoceptor (hBs-AR) in the endothelium with the underlying rationale that the *NO pathway should be stimulated in
the endothelium.

Methods and results Transgenic rats (TgBs) that express hps-AR under the control of intercellular adhesion molecule 2 pro-
moter were developed for a specific expression in endothelial cells. Transcriptomic analyses were performed on left
ventricular tissue from 45-week-old rats. Among all altered genes, we focus on *NO synthase expression and endothelial
function with arterial reactivity and evaluation of ‘NO and O3 production. Cardiac function was characterized by
echocardiography, invasive haemodynamic studies, and working heart studies. Transcriptome analyses illustrate that several
key genes are regulated by the hP3-AR overexpression. Overexpression of h33-AR leads to a reduction of Nos3 mRNA expres-
sion (—72%; P < 0.05) associated with a decrease in protein expression (—19%; P < 0.05). Concentration-dependent
vasodilation to isoproterenol was significantly reduced in TgPs aorta (—10%; P < 0.05), while “NO and O35~ production
was increased. In the same time, Tgfs rats display progressively increasing diastolic dysfunction with age, as shown by an
increase in the E/A filing ratio [1.15 + 0.01 (wild type, WT) vs. 1.33 + 0.04 (TgBs); P < 0.05] and in left ventricular
end-diastolic pressure [5.57 + 1.23 mmHg (WT) vs. 11.68 + 1.11 mmHg (Tgfs); P < 0.05]. In isolated working hearts, diastolic
stress using increasing preload levels led to a 20% decrease in aortic flow [55.4 + 1.9 mL/min (WT) vs. 45.8 £ 2.5 mL/min
(TgPs); P < 0.05].

Conclusions The TgB; rat model displays the expected increase in “NO production upon ageing and develops diastolic dys-
function. These findings provide a further link between endothelial and cardiac dysfunction. This rat model should be valuable
for future preclinical evaluation of candidate drugs aimed at correcting diastolic dysfunction.
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J. Dhot et al.

Introduction

The high prevalence, mortality, and health costs associated
with heart failure (HF) make it a major public health issue.
Several terminologies exist to classify patients with HF ac-
cording to their ejection fraction (EF).? At present, patients
with HF with preserved EF (HFpEF) are more difficult to man-
age clinically due to the complexity of the phenotypes under-
lying this pathology. Indeed, several co-morbidities are
described in HFpEF patients, such as high blood pressure,
obesity, diabetes, atrial fibrillation, ageing, and the influence
of gender on the disease, all of which complicate diagnosis
and the identification of effective therapeutic targets.> The
common feature of all HFpEF phenotypes is diastolic dysfunc-
tion with altered relaxation and increased filling pressures.*
The early phase of diastolic dysfunction is generally asymp-
tomatic. When patients become symptomatic, they show a
decrease in their tolerance to exercise or to stress conditions
leading to cardiac decompensation.® Because HFpEF remains
a poorly understood pathology with no treatment to improve
patient survival, it is important to develop animal models that
best recapitulate the human phenotypes. Such HFpEF models
may in turn help understand how diastolic dysfunction is gen-
erated over time within this pathology and provides hope for
accelerated drug discovery. Basic and clinical studies have
highlighted that the endothelium plays a role in the patho-
physiology of HFpEF and the observed diastolic
dysfunction.®” Endothelial cells may be a key factor in the de-
velopment of the diastolic dysfunction with a significant in-
volvement of nitric oxide (*NO) and *NO synthase (NOS).

Indeed, Schiattarella et al. showed that an increase in iNOS
activity and expression can drive the diastolic dysfunction of
HFpEF through an increase in "NO production. & Considering
the fact that *NO production is mainly due to Gai—"NO-cGMP
activation and that this pathway is coupled to the expression
and activity of Bs-adrenergic receptors (B3-AR),”*° we de-
cided to investigate how overexpression of this receptor in
the endothelium may influence *NO production and whether
it may lead to a new and original model of HFpEF. For that
purpose, we have generated a rat model overexpressing the
human B3-AR (hps-AR) within endothelial cells (TgPs), and
we evaluated how it impacted “NO production and myocar-
dial function. We demonstrate that the excessive “NO pro-
duction is indeed associated with a progressive alteration of
diastolic function upon ageing.

Materials and methods

All animal experimental protocols were approved by the Pays
de la Loire Ethical Committee and were performed in accor-
dance with the French law on animal welfare, EU Directive
2010/63/EU for animal experiments, the National Institutes
of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(National Institutes of Health Pub. No. 85-23, revised 2011),
and the 1964 Declaration of Helsinki and its later amend-
ments. In functional protocols, both male and female animals
were investigated. All experimental procedures performed
are available in detail in the Supporting Information.

Figure 1 B-Adrenergic receptor transcript expression. Transcript levels of hB3-AR mRNA (A) and rat ;-AR, B,-AR, and [3-AR mRNA (B), in wild-type

(WT) (n = 8) and TgPs (n = 13) rats. Reverse transcription PCR assays were

performed on whole heart, and de-endothelialized or intact aorta tissue

extracts (C), and isolated cardiomyocytes (D). hadrb3, human [3-AR. Data are expressed as mean + standard error of the mean, P < 0.05.
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Overexpression of endothelial B3-adrenergic receptor

Results

Rat model overexpressing human [35-
adrenoceptor in endothelial cells

To confirm cardiac hB3-AR expression in our model, quantita-
tive reverse transcription PCR analyses were conducted on
whole-heart extract samples. Our assays showed a high level
of hPs-AR mRNA in Tgf; whole-heart samples (Figure IA).
Expression of the transgene did not impact the expression of
endogenous B1-AR, B,-AR, and B3-AR (Figure 1B). To confirm
endothelial expression of the inserted gene, reverse
transcription PCR was performed on aortas and isolated
cardiomyocytes. The presence of hf33-AR transcripts was con-
firmed in entire TgPs aortas (Figure IC), while it was not
detected in wild-type (WT) aortic tissue nor in the aortas of
TgPs rats in which the endothelium was removed. Conversely,
hBs-AR transcripts were absent in isolated cardiomyocytes
(Figure 1D), confirming that hf33-AR mRNA could be expressed
in the endothelial cells of Tgf; rats, but further study should be
performed to confirm. These results agree with the use of the
intercellular adhesion molecule 2 promoter that should restrict
expression to the endothelium. Analyses of protein expression
levels using a Ps-AR-specific antibody illustrate that protein
expression increased over time between 15 and 45 weeks of
age (Supporting Information, Figure S1). Like many others, this
antibody does not distinguish between the rat and human iso-
forms of B3-AR, but it is reasonable to assume that the
increased level of protein expression is due to the transgene.

Transcriptomic analyses of transgenic rats

In order to investigate the impact of hP3-AR overexpression in
the endothelium on cardiac gene expression, we turned to-
wards transcriptomic analyses. Using significance analysis of
microarrays with false discovery rate = 0.05, we identified
241 transcripts that were differentially expressed in TgPs rats
compared with WT rats (Supporting Information, ‘45wk males
differential’). Among these genes, 15 of them were up-
regulated, whereas 226 other ones were down-regulated
(Figure 2A). The data indicate an up-regulation of several tran-
scripts involved in collagen formation and in the regulation of
the metabolism in Tgfs rats. The main down-regulated tran-
scripts were involved in the reactive oxygen pathway and
the immune system. Further analyses of the data by gene
set enrichment analysis underlined these findings: when using
all gene sets as input, 49 gene sets were significantly
up-regulated in TgPs rats and 78 gene sets were significantly
down-regulated. Most of the up-regulated gene sets were as-
sociated with the extracellular matrix, indicating an activation
of fibrotic pathways in the transgenic rats (Figure 2B and 2C)
that display the most significant gene sets. To focus on the
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*NO pathway, gene set enrichment analysis was also per-
formed on endothelial NOS (eNOS)-associated and inducible
NOS (iNOS)-associated gene sets only. When analysing
eNOS-associated gene sets, a positive association was found
with the CHEN_LVAD_OF_FAILING_FAILING_HEART_UP gene
set (Figure 2D). Although this gene set does not contain eNOS,
eNOS was found to be up-regulated in the corresponding
study.’® Analysis of iNOS-associated gene sets pointed
towards the implication of reactive oxygen biosynthesis
(Figure ZE). We decided to perform a more in-depth analysis
of the eNOS pathways in this animal model.

Transgenic rats display a dysfunction in
endothelial nitric oxide synthase pathways

Imbalance in nitric oxide synthase pathway

To investigate the potential physiopathological mechanism
involved in our model, mRNA analyses of neuronal NOS
(nNOS) (Nos1) and iNOS (Nos2) were performed on WT and
TgPs rats on the left ventricle. The analysis shows no signifi-
cant alteration concerning the mRNA levels for Nosl and
Nos2 (Figure 3A and 3B), but we detected a significant de-
crease in eNOS (Nos3) mRNA expression in Tgfs rats (Figure
3C). Interestingly, the protein levels of NNOS and iNOS were
significantly increased in Tgfs rats (Figure 3D and 3E). In con-
trast, the eNOS levels were decreased (Figure 3F), without an
alteration of the phosphorylation level of eNOS (Figure 3G).
We conclude that overexpression of hf5-AR should lead to
a significant imbalance in NOS pathways.

Impairment of nitric oxide production and endothelial
dysfunction
To confirm a possible endothelial dysfunction linked to these
changes in NOS expression levels, we investigated the vascu-
lar function in response to aortic isoproterenol in Tgfs
animals. We found that the response to isoproterenol was
reduced in TgPs animals (Figure 4A). This decrease in vasore-
laxation is counterintuitively related to an increase in "NO
and O;  productions in these aortas (Figure 4B and 4C),
suggesting that the balance of expression of NOS subtypes
in the endothelium plays an important role.

All these contextual findings, at both the transcriptome
and protein levels, represented strong incentives to carefully
investigate potential cardiac pathologies in this rat model.

Transgenic rats develop a phenotype similar to
age-related diastolic dysfunction in heart failure
with preserved ejection fraction models

General characteristics
To examine the impact of the overexpression of hf3-AR in the
endothelium on the rat cardiac phenotype, echocardiography
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Figure 2 Transcriptome analysis on the left ventricle. Hierarchical clustering of microarray data based on the 241 transcripts differentially expressed
between Tgfs and wild-type (WT) rats (A). Gene expression is presented as a coloured matrix, where each row represents a gene and each column
represents a sample. Green, black, and red correspond to lower values, median values, and higher values, respectively. (B—E) Gene set enrichment
analysis enrichment plots and heat maps based on gene expression profiles from TgBs; and WT rats. Only genes from the gene set enrichment analysis
core enrichment are displayed in the heat maps.

B Extracellular matrix D  eNOS-associated:
FDR = 0.001 Up after LVAD implantation
in failing heart

TeRs

Larichment plot:
CHEN_LVAD SUPPORT OF FAILING MEART UP

N

v

MLLI\IIJI

Erearmens wiore (13)

CO_EXTRACELLULAR NAII':)"\KV\IA\ coNSTIT ]. !
B i
| |
IR0 T
s
C e iNOS-associated:
Neutrophil migration e :
EDR = 0.05 Oxidative stress

1
J
Unenimnent wwre (1%)

L Wil

ot wars (18]
(
)

-
C!

St 1
!

139 ESC Heart Failure (2020)
DOI: 10.1002/ehf2.13040


E125580a
Machine à écrire
RESULTATS – Article 1 – Caractérisation d’un modèle d’ICFEp

E125580a
Machine à écrire
139


RESULTATS —Article 1 — Caractérisation d'un modele d’' | CFEp

Overexpression of endothelial B3-adrenergic receptor

Figure 3 Changes in NOS transcripts and protein expression and phosphorylation on the left ventricle. NNOS (Nos1) (A), iNOS (Nos2) (B), and nNOS
(Nos3) (C) mRNA levels in wild-type (WT) (n = 8) and TgPs (n = 13) rats. Western blot analysis was performed to study total expression of nNOS

(D), iNOS (E), and eNOS (F) and level of phosphorylated Ser1177 eNOS (G). Data are expressed as mean * standard error of the mean. P < 0.05.
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was performed at 15, 30, and 45 weeks of age. This investiga-
tion was performed on animals of both sexes, as well as on
WT animals. We also investigated ovariectomized (OVX) fe-
male rats. We observed that WT and Tgf3; female rats—either
OVX or non-OVX—display no alteration in their cardiac func-
tion during ageing (Supporting Information, Tables S3 and
S4 and Figure S2). In contrast, Tgf; male rats do show a dia-
stolic dysfunction that develops during ageing and that per-
sists. Because of this sex difference in the manifestation of
cardiac defects, we decided to focus our attention on male
animals. Therefore, only data from male WT and Tgf; rats will
be presented in this manuscript.

With regard to other physiological parameters, WT and
TgPs male rats at 45 weeks of age presented similar weight

140

and tibia length (Supporting Information, Tables S5 and S6).
Blood pressure assessment revealed that TgPs male rats did
not show any significant modification in systolic
(136.3 £ 4.0 mmHg for WT vs. 133.4 + 4.6 mmHg for Tgfs),
diastolic (95.3 + 2.0 mmHg for WT vs. 92.7 + 3.1 mmHg for
TgPs), or mean arterial pressure (109.0 + 2.6 mmHg for WT
vs. 106.3 + 3.5 mmHg for TgfBs) (Supporting Information, Ta-
ble $7).

In vivo investigation of cardiac function

Systolic function, evaluated by the calculated EF, remained
normal in both WT and Tgfs rats regardless of age (Figure
5A). Repeated measurements over time of early-to-late filing
ratios (E/A) revealed that diastolic dysfunction is exacerbated
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Figure 4 Vascular reactivity analysis. Concentration—response curves to isoproterenol were obtained by measuring contractility of wild-type (WT) (o,
n = 4-5) and TgP; (m, n = 4-5) aorta (A), in the presence (plain line) or absence (dotted line) of endothelium. “NO (B) and 05 (C) production were
evaluated by electron paramagnetic resonance spectroscopy in aorta at 45 weeks of age in WT (n = 4) and Tgfs (n = 4). Data are expressed as

mean * standard error of the mean. P < 0.05.
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with a restrictive filling pattern over age. Indeed, at 30 and
45 weeks of age, the E/A ratio was significantly increased in
TgPs rats (1.08 + 0.04 for WT vs. 1.26 + 0.05 for Tgfs;
P < 0.05 for 30 weeks; and 1.15 + 0.01 for WT wvs.
1.33 + 0.04 for TgPs; P < 0.05 for 45 weeks) (Figure 5B). This
increase in the E/A ratio was associated with the dilation of
the left atrium (LA) (Figure 5C). Also, at 45 weeks of age,
TgPs rats showed a significant increase in left ventricular
end-diastolic pressure (LVEDP) (5.57 + 1.23 mmHg for WT
vs. 11.68 + 1.11 mmHg for TgPs; P < 0.05, Figure 5D). The
E/A ratio is low: it is because the heart rhythm is high as a
consequence of low anaesthesia, which favours fusion of E
wave and A wave and artificially lowers the E/A ratio.

Ex vivo investigation of cardiac function

Intrinsic heart function was evaluated using an isolated work-
ing heart model. Under physiological conditions, Tgfs hearts
showed a significantly higher LVEDP (+50%), an increase in
heart rate (+8%), and a decrease in systolic pressure (—9%)
compared with WT animals. /n vivo blood pressure values
did not differ between the groups. The difference between
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in vivo and ex vivo results is explain by the devoid of any neu-
rohormonal modulation in isolated heart, and one cannot ex-
clude that some circulating factors may, in vivo, modulate the
cardiac function. Diastolic function of TgP3; hearts was altered,
as illustrated by the decrease in dP/dt i, (+10%), in relaxation
time (+14%), and in diastolic filing period (—28%). The systolic
function, systolic ejection period, and contraction time were
not statistically different, while dP/dt..., was decreased
(—10%) in TgPs hearts. Altogether, these modifications were
not associated with cardiac output and coronary flow modifi-
cation in TgPs hearts (Supporting Information, Table S8).

Ex vivo investigation of cardiac function under
stress conditions

Response to f-adrenergic receptor stimulation

To study the B-adrenergic receptor stimulation occurring dur-
ing stress-induced catecholamine release on cardiac function,
the effect of increasing concentrations of isoproterenol was
investigated on isolated WT and TgPBs working hearts. The
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Figure 5 Cardiac function. Evolution of systolic function (A) and diastolic function (B) between 15 and 45 weeks measured by echocardiography. Eval-
uation of the area of the left atrium at 45 weeks by echocardiography (C). Left ventricular pressure measurements at 45 weeks of wild-type (WT) (n=7)
and TgPs (n = 8) rats (D). Data are expressed as mean * standard error of the mean. P < 0.05.
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Figure 6 Isoproterenol concentration—response curve in isolated working heart. dP/dtn.x, dP/dtmin (A), cardiac output (B), and aortic flow (C) were
measured on wild-type (WT) (o, n = 8) and TgPs (m, n = 8). The effects of an afterload increase on cardiac function of WT (o, n = 8) and Tgps (m,
n = 8) rats were evaluated on dP/dtn.x and dP/dt.i, rate (D), cardiac output (E), and aortic flow (F). The effects of a preload increase on cardiac func-
tion of WT (o, n = 12) and Tgf3; (m, n = 13) rats were evaluated through the study of dP/dt ., and dP/dt.,;, rate (G), cardiac output (H), and aortic flow
(1). BL, baseline. Data are expressed as mean + standard error of the mean. P < 0.05, “p < 0.01, and p < 0.001 for WT vs. Tgps.
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effects of isoproterenol were similar in both TgPs; and WT
hearts in terms of cardiac contraction and relaxation rate
(Figure 6A), cardiac output (Figure 6B), and aortic flow (Figure
6C). These results are in agreement with the similar transcrip-
tion levels of 3;-AR and B,-AR expressed in both TgB; and WT
rats (Figure 1B).

Response to pressure variation

An afterload increase was applied to reproduce ex vivo in-
creases in peripheral resistance and to stimulate the systolic
adaptation. From 100 mmHg, adaptation in contractility of
TgBs hearts was impaired (for dP/dt,.. at 14 mmHg:
9167 + 510 mmHg/s for WT vs. 7234 + 263 mmHg/s for
TgPs; P < 0.05) (Figure 6D). Cardiac outputs and aortic flows
were similar in WT and Tgs hearts (Figure 6E and 6F). In an-
other study, a diastolic stress was applied by gradually increas-
ing the preload in order to mimic pulmonary arterial pressure
increase or on venous return. The preload increase induced a
significant dP/dt ., elevation in both WT and Tgf;. However,
WT hearts showed significantly elevated contractility, while
the adaptive response of TgBs hearts was impaired (Figure
6G). In the presence of a high preload (25 mmHg), the ejection
capacity of TgPs hearts was significantly decreased. We ob-
served a 14% decrease in cardiac output (79.0 + 2.2 mL/min
for WT vs. 69.2 + 2.6 mL/min for TgBs; P < 0.05) (Figure 6H)
and a decrease in aortic flow (Figure 61). These results reveal
that diastole duration and the heart capacity to work were
blunted at the highest levels of preload in Tgfs hearts.

Discussion

Endothelial overexpression of hp3-AR in our model is associ-
ated with an endothelial dysfunction along with a slow devel-
opment of diastolic function alteration, an impaired filling
pattern, and an increase in LVEDP. In vivo blood pressure
and body weight do not differ between the two groups, sug-
gesting that the diastolic dysfunction is observed without the
presence of co-morbidities (hypertension, obesity, etc.) con-
trary to many models that induce HFpEF. The subtle cardiac
impairment was exacerbated during stress conditions, espe-
cially when the diastolic function was challenged. Our data
suggest that this animal model, with endothelial-localized
alterations in signalling, develops diastolic dysfunction and
endothelial alteration. TgPs rats display a progressive diastolic
dysfunction, illustrated by the elevation of their E/A ratio with
ageing, associated with an increased LVEDP. The slight but
significant increase in collagen deposition (Supporting Infor-
mation, Figure S3) observed in our model suggests that other
parameters are implicated in left ventricular (LV) stiffness
and diastolic dysfunction.'? The absence of cardiac remodel-
ling in male rats TgBs may be surprising. Indeed, the study of
Shah et al.*® have shown a high prevalence of hypertrophy of
the left ventricle in HFpEF patient with diastolic dysfunction.
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They also rely on the fact that hypertrophy of the LA is corre-
lated with diastolic dysfunction. Ventricular hypertrophy is
not associated with diastolic dysfunction in our model. But
according to Figure 5C, hypertrophy of the LA is, however, well
present in animals with diastolic dysfunction. In addition, other
studies in animal models have shown that in the severe stages
of diastolic dysfunction, an enlargement of the LA, potentially
attributed to a LA-LV decoupling, has been observed.***> Our
study suggests that, in the early development of diastolic dys-
function, the onset of left atrial enlargement may be anterior
to ventricular hypertrophy. Indeed, at 60 weeks, a sign of LV
hypertrophy was observed with an increase of LV anterior wall
depth (Supporting Information, Figure S4A).

It has been described that patients with diastolic dysfunc-
tion become pathological when the heart is submitted to a
chronic or acute stress. In order to evaluate whether diastolic
dysfunction is worsened under stress conditions, we used the
working heart technique. This technique allowed us to study
the impact of stress specifically on the systolic function, with
an increase in afterload, or on the diastolic function, with an
increase in preload and a pharmacological stress with isopro-
terenol. TgfBs rat hearts displayed an alteration in contractility
only when submitted to a high afterload level (130-
140 mmHg). Alteration in contractility was not observed in
echocardiographic study due to lower in vivo blood pressure
(90-100 mmHg). These results suggest that if TgP3; rat had hy-
pertension, then they probably would develop a systolic dys-
function. After an increase in preload, TgBs; hearts exhibit
contractility and relaxation impairment, associated with a sig-
nificant alteration of cardiac output. During exercise toler-
ance tests, HFpEF patients develop a strong LVEDP increase,
and a decrease in stroke volume, indicating that diastolic
function is severely worsened under stress conditions.'®
These results are in accordance with John et al. showing that
diastolic function in patients is sensitive to preload
variations®” and indicate that heart function in these rats is
altered specifically when diastolic function is evaluated.

The present study raises questions concerning the involve-
ment of B3-AR in diastolic dysfunction development. In the lit-
erature, B3-AR has been reported to couple with NOS and to
involve the Gai-"NO-cGMP pathway,'®*®*° which are known
to be cardioprotective,?® at least at a physiological expression
level of B5-AR. Earlier studies have indeed reported a benefi-
cial effect of [3-AR stimulation when expressed in
cardiomyocytes (not endothelial cells): in acute disorders or
anti-hypertrophic effect at an early stage of HF.?! In acute
disorders, it appears to produce a decrease in myocardial
damage by decreasing mitochondrial permeability transition
pore opening®? or an anti-hypertrophic effect at an early
stage of HF.?! We report a deleterious effect of the
long-term endothelial overexpression of 3-AR suggesting a
potential cell-specific effect of this pathway. Conversely,
however, an elevated expression of f3-AR, maybe associated
to an increase in adrenergic stimulation, seems to be
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detrimental. At the end-stage of HF, B5-AR overexpression is
associated with cardiac dysfunction,?*** suggesting that the
cardiac effects of 33-AR are much more complex than initially
thought. In atrial fibrillation, recent studies show that chronic
stimulation of B3-AR may lead to iNOS uncoupling, leading
to oxidative stress and atrial remodelling and atrial
fibrillation.?>™7 In this report, the specific endothelial overex-
pression of the transgene allows us to suggest that the endo-
thelium acts as a critical actor in the development of diastolic
dysfunction. We have shown that the long-term overexpres-
sion of B3-AR causes alterations in the "NO pathway and in
calcium handling of endothelial cells. We have identified
changes in NOS expression, in particular an increase in nNOS
and iNOS levels occurring concomitantly with a decrease in
eNOS expression level. The nNOS overexpression associated
with B3-AR stimulation in stress condition has been already
described.?® The decrease in eNOS expression can tentatively
be explained by the increase of inflammation and O expres-
sion that leads to eNOS uncoupling.?® We also investigated
the expression levels of cyto/chemokines in plasma and
did not observe fluctuations of the concentrations of IL-6
and IL-1p. We observed a difference, but not significant, in
the mean value of TNF-0, suggesting a potential low grade
of inflammation at 45 weeks in TgPBs rats (Supporting Infor-
mation, Figure S5). The hypothetic low grade of inflammation
could explain the increase of iNOS expression observed at
45 weeks and the eNOS uncoupling leading to endothelial
dysfunction over the time.3° But considering our results on
inflammation, we cannot confirm the increase of inflamma-
tion and further study needs to be performed. This change
in expression balance between the different NOS subtypes
is associated with a significant increase in *NO production in
endothelial cells. This overproduction was not due to the in-
crease in the aortic internal diameters (Supporting Informa-
tion, Figure S6). Ps-AR is believed to couple to eNOS and
nNOS in endothelial cells, and an alteration in the relative ex-
pression levels of nNOS and eNOS in the B5-AR overstimula-
tion condition can explain the overproduction of NO.2* We
postulate that, in the long run, the change in type of NOS
coupling to B3-AR and/or the overproduction of “NO, as a re-
sult of this change or of the overexpression of B5-AR, is asso-
ciated with a depletion in cellular energy store via different
mechanisms such as the activation of poly-ADP ribose
polymerase.®? iNOS increase overexpression via P3-AR could
explain the endothelial dysfunction. Such a process may lead
to a progressive alteration of the cardiac function. In addition,
the overproduction of “NO has been associated with an in-
crease in nitrosylation and reactive oxygen species produc-
tion as supported by the increase in 05~ production in our
model. Our results substantiate the involvement of the endo-
thelium in the development of diastolic dysfunction as sug-
gested earlier by Paulus and Tschépe.” Recently, several
studies confirmed the implication of endothelial cells, in both
preclinical and clinical studies.® Indeed, Ebner et al.
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demonstrated a diastolic dysfunction in a model of vascular
eNOS dysfunction, suggesting that our animal model could
be relevant to understand the pathophysiology underlying
HFpEF.3® Hence, we show that our rat model has important
characteristics in common with HFpEF such as preserved EF,
diastolic dysfunction, effort intolerance (ex vivo studies),
age impact, and some structural anomalies as fibrosis, even
though it lacks LV hypertension, and we did not observe al-
terations in renal or pulmonary vascular beds (Supporting In-
formation, Figure S7). The transcriptomic study also
confirmed interesting parallels between our model and
HFpEF. We confirmed an alteration in the expression of the
genes involved in collagen deposition, inflammation, metabo-
lism, and calcium pathways (Supporting Information, Figure
S&8): a set of pathways also involved in the pathophysiology
of diastolic dysfunction. The alteration in the "NO pathway,
described in our model, might be linked potentially to other
physiopathological mechanisms such as reactive oxygen pro-
duction. The absence of cardiac dysfunction in female rats, in-
cluding after ovariectomy, raises interesting questions
regarding the implication of gender in our model. This issue
was investigated in a recent study and concluded that in
the HFpEF model with high-fat diet + N®-nitro-L-arginine
methyl ester, the female sex is protective.>* Now the issue
will be to understand the mechanisms involved in this protec-
tion of the female sex in preclinical models. In HFpEF, treat-
ment response seems to be different between women and
men confirming the importance to study female and male an-
imal in preclinical models. 3737 The fact that only male rats
develop the pathology is not fully understood in our study.
Compared with other studies, we suppose that the addition
of co-morbidities in female rats could increase the phenotype
of diastolic dysfunction.

Even if TgPs rats have some similarities with HFpEF in
humans: diastolic dysfunction, preserved EF, in vivo exercise
intolerance (Supporting Information, Figure S4B), and a sign
of cardiac hypertrophy (Supporting Information, Figure S4A),
TgPs rats cannot be considered as a perfect HFpEF model be-
cause of the absence of pulmonary oedema (Supporting Infor-
mation, Figure S4C) or more severe cardiac remodelling.
However, the model remains valuable to understand the
physiopathology of diastolic dysfunction and may become a
greater model of HFpEF provided that other co-morbidities
as hypertension or obesity are added to the phenotype.

In conclusion, the TgPs rat is an animal model of diastolic
dysfunction. The pathology develops with ageing with a
progressive filling impairment at rest, associated with diffuse
fibrosis. Moreover, our data demonstrated a similar cardiac
response of TgfBs rats and HFpEF model when submitted to
a stretch-induced stress, illustrating an altered adaptation
to stress conditions. This new model confirms that an alter-
ation of the physiology of endothelial cell signalling can lead
to diastolic dysfunction. Our new rat model of diastolic dys-
function may help unravel part of the mechanisms involved
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in diastolic dysfunction genesis. More importantly, it will help
the pharmaceutical industry test some of their most promis-
ing leads for the prevention of the pathology.
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Figure S1. 35-AR antibody (A). Western-Blot of f3-AR protein
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and 45 weeks (TgBs; n = 5) (C). Data are expressed as mean +
SEM.

Figure S2. LV pressure measurements of 45 weeks WT (n = 8)
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Data are expressed as mean + SEM.

Figure S3. Fibrosis quantification. (A) Cryosections were
stained with picrosirius red and viewed under polarized light
to distinguish type | (red) from type Il (green) collagen. Rep-
resentative views from WT and Tgf; samples are presented.
(B) Changes in Col3al transcript in WT (n = 7) and Tgfs
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Vue synoptique de I’approche scientifique

Est-ce que le rat TgB; est un modéle d’ICFEp ?

Fraction o' Eection du ventrioule gauche

Fonction

cardiaque

> LeratTgB; développe une ICFEp a 45 semaines
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1.3. Discussion

L’un des premiers objectifs de cette étude était la caractérisation d’un modele pertinent
pour étudier I’ICFEp. En clinique, I’ICFEp se caractérise par une dysfonction diastolique
sans altération de la FE. Cependant, il serait réducteur de se limiter uniquement a ces
parametres pour caractériser cette pathologie complexe. Les patients, majoritairement des
femmes, sont souvent polypathologiques (HTA, diabéte, obésité, maladie pulmonaire...) et
d’un age avancé. De plus I’altération de la fonction diastolique, caractérisée majoritairement
par une augmentation de la PTDvg et une hypertrophie cardiaque, est la conséquence d’une
augmentation de la rigidité¢ du myocarde et d’une altération de la fonction atriale. Il est donc
quasiment impossible de prétendre a un modele animal parfait au vu des nombreuses
caractéristiques cliniques présentent chez les patients souffrant d’ ICFEp. Si I’on se base sur
I’¢tude de Valero-Muiioz et al., de 2017, les modeles animaux doivent présenter plusieurs
caractéristiques afin de confirmer une ICFEp : une FE préservée, une intolérance a 1’effort,
des cedémes pulmonaires et une hypertrophie cardiaque concentrique (Valero-Muiioz et al.,
2017). Cependant, les modeles actuels présentent de nombreuses différences avec la
clinique. A titre d’exemple, les modeles d’HTA comme le rat Dahl/SS présentent une HTA
sévere, une rétention hydrique et une IC. Les troubles de la fonction diastolique observés
dans ce modele sont li€s a une hypertrophie ventriculaire (Klotz et al., 2006). Globalement,
ce sont des modeles précoces d’ICFEp qui développent rapidement une altération de la
fonction systolique sévere qui n’est pas retrouvée chez les patients. Dans notre modele, le
parti pris a été de ne pas utiliser les comorbidités comme précurseur de ’ICFEp pour
favoriser le développement sur le long terme de I’ICFEp. Le modele Tgfs se base sur la
surexpression du récepteur hf33-AR au niveau des cellules endothéliales sous la dépendance
du promoteur ICAM-2. Les rats males Tgf3 développent progressivement une dysfonction
diastolique a partir de 30 semaines qui devient significativement différente a partir de 45
semaines. L’augmentation du ratio E/A, sans altération de la FE, I’augmentation de la PDTvg
et la présence d’une fibrose cardiaque confirment la présence d’une dysfonction diastolique
caractéristique de I’ICFEp. Cependant, 1’absence de remodelage ventriculaire, 1’absence
d’altération de la fonction cardiaque chez les femelles et I’absence d’altérations pulmonaires
sont des points limitants de notre modele d’étude si I’on se base sur les criteres de 1’étude de

Valero-Munoz et al..
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L’absence de remodelage cardiaque dans le modele TgPs n’est pas un point négatif
pour autant. En effet, ’étude d’Hahn et al. démontre, sur des biopsies endo-myocardiques
de patients ICFEp, I’absence d’hypertrophie cardiaque dans 12 % des cas (Hahn et al., 2020).
Cette étude met en avant la grande variabilité des altérations retrouvées au niveau du
myocarde des patients. Il est donc important de tenir compte de cette variabilité dans les
modeles animaux. Dans le cas du rat Tgfs, I’hypertrophie cardiaque n’est pas présente a 45
semaines comme pour certains patients. Néanmoins a 60 semaines, lorsque la dysfonction
diastolique est plus marquée, un remodelage cardiaque est observable chez les rats Tgfs.
L’hypertrophie est une altération qui apparait avec le temps et lors de stade plus avancé de
la pathologie. L’avantage de ce modele, en comparaison a la grande majorité des autres
modeles décrits dans la littérature, est que 1’apparition de la dysfonction diastolique se fait
lentement avec 1’age. Cela permet d’étudier les différentes phases de la progression de la

pathologie.

L’absence d’altération de la fonction cardiaque chez les rattes TgPs est un point
critique dans notre mod¢le. En effet, a 45 semaines, les rattes ne présentent pas d’ICFEp
alors qu’en clinique les femmes sont majoritairement concernées par I’'ICFEp. Ces résultats
sont néanmoins explicables : les rattes ne présentent pas le profil hormonal d’une femme
ménopausée. Les cestrogenes ayant un effet anti-apoptotique et anti-hypertrophique la
pertinence de nos résultats est limitée (Knowlton and Lee, 2012). La forte prévalence de
I’ICFEp chez les femmes agées a conduit a I'hypothése que de faibles niveaux d'eestrogénes
contribuent a la physiopathologie de ’ICFEp (Scantlebury and Borlaug, 2011). Pour tester
si les cestrogenes affectent les résultats observés chez les rattes, nous avons pratiqué une
ovariectomie. Hormis des altérations minimes de la fonction systolique, aucune altération de
la fonction diastolique n’a été mis en évidence chez les femelles ovariectomisées. Une autre
¢tude sur un modele animal développant une ICFEp a aussi mis en évidence des effets
protecteurs associés au sexe feminin. Le degré de fibrose tissulaire et d'hypertrophie des
cardiomyocytes était significativement plus faible chez les souris femelles que chez leurs

homologues males ICFEp (Tong Dan et al., 2019).
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L’étude sur le rat TgPs montre que les rattes développent un phénotype cardiaque
significativement atténué par rapport a leurs homologues males et que cet effet protecteur
n'est pas médi¢ par les hormones sexuelles femelles. Les limites de notre étude sont
notamment que nous n'avons étudié que de jeunes animaux et que l'ovariectomie est un
substitut imparfait de la ménopause physiologique. De plus, nous n'avons pas étudi¢ I'impact
des hormones sexuelles males. Des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer
ces résultats dans d'autres modeles précliniques ICFEp et en clinique avec des études bien

congues.

Des analyses transcriptomiques complémentaires a 15 semaines et a 45 semaines chez
les animaux males ont été réalisées. On observe tout d’abord que les animaux males et
femelles ont deux profils d’expression bien distincts. Chez les femelles, 183 génes sont
exprimés de manicre différentielle entre les rats contrdles (WT) et Tgfs, contre 241 pour les
males. De plus, on peut noter que males et femelles partagent seulement 16 génes dont
I’expression est modifiée chez les animaux transgéniques. Cette étude confirme le fort

dimorphisme sexuel existant dans notre modéle.

Le deuxiéme objectif étant d’identifier les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents, une étude de transcriptomique a été réalisée sur les VG des WT et Tgfs. Les genes
retrouvés comme altérés chez les animaux malades sont impliqués dans les grandes fonctions
que sont I’inflammation, le cycle du Ca?*, le métabolisme et la fibrose cardiaque. Etant
donné le role important de 1I’endothélium dans I’ICFEp (Paulus and Tschope, 2013b), les

NOS ont été majoritairement étudiées.

Les résultats mettent en évidence une augmentation de 1’expression de la iNOS. Etant
donnée le lien entre la iNOS et I’inflammation, cela suggére une augmentation, au moins bas
grade, de [D’inflammation. L’inflammation reste au centre des mécanismes
physiopathologiques de I'ICFEp ce qui renforce 1’idée que le rat TgPBs; est un modele
intéressant pour 1’étude de I’ICFEp. En outre, I’augmentation de I’expression de la iNOS a
déja été décrite dans un autre modele d’ICFEp, un modele HTA et obésité (Schiattarella et
al., 2019). Principalement connue pour son role dans I'inflammation, 1'"NOS est aussi une
enzyme métabolique (Anavi and Tirosh, 2020). Le lien entre I'activité de I'iNOS et l'insulino-
résistance, par exemple, pourrait étre pertinent dans I’ICFEp (Carvalho-Filho et al., 2005;

Ropelle et al., 2013).
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Figure 35 : Evaluation du ONOO" au niveau cardiaque

Evaluation du ONOO" a 15, 30 et 45 semaines chez les animaux WT et TgBs;. WT : rat controle ;
TgPs : rat transgénique ; ONOQO" : peroxynitrite ; sem : semaines.

153



En effet, le stress oxydant, lié a I’inflammation et a la iNOS, dans le muscle
squelettique a été¢ associ¢ a des modifications protéiques clés jouant un role dans la
signalisation de I'insuline dans le contexte du vieillissement et de 1'obésité. La iNOS aura

donc un role central dans les mécanismes physiopathologiques observés.

L’augmentation de I’expression de la nNOS et la diminution de 1’expression de la
eNOS sont aussi impliquées dans les mécanismes pathologiques observés chez le rats Tgf3
(Niu et al., 2012). Des études ont mis en évidence que la production du ‘NO par la nNOS est
impliquée dans 1’altération de la fonction contractile des cceurs diabétique et sénescent
(Amour et al., 2007; Birenbaum et al., 2008). La diminution de I’expression de la eNOS
serait potentiellement liée a son découplage. Ce découplage a pour conséquence une
augmentation du stress oxydant au niveau cardiaque. L’augmentation de la production de
1’0,", associé au "NO, provoque une augmentation de la production du ONOO" (Figure 35).
Le ONOO  est décrit comme délétere au niveau de la cellule. En effet le ONOO"™ induit une
inhibition de la voie GCs/GMPc/PKG, empéchant ainsi I’action anti-hypertrophique de cette
voie. Il induit aussi une augmentation de 1’activité du NFkB. L’activité augmentée de ce
facteur nucléaire provoque une élévation des cytokines inflammatoires. Dans le rat Tgfs, le
ONOO" pourrait participer aux altérations de la fonction diastolique sur le long terme
(Zhazykbayeva et al., 2020). Comme pour la iNOS, le découplage de la eNOS a déja été
décrit dans I’ICFEp et serait méme une potentielle piste thérapeutique de I’ICFEp.

A la suite de cette étude, différentes pistes ont été plus approfondies au travers d’autres

études :

- ¢étude de la dysfonction endothéliale et de son role dans la dysfonction diastolique lié a
I’ICFEp,
- ¢étude de I’'impact des cestrogeénes sur la fonction cardiaque,

- identification de cibles thérapeutiques dans I’'ICFEp.
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2. Dvsfonction endothéliale et ICFEp

2.1. Préambule

L'IC est la cause la plus fréquente d'hospitalisation chez les personnes de plus de 65
ans, et son incidence continue d'augmenter. Malgré une meilleure prise en charge médicale,
le pronostic est sombre, en particulier pour ’ICFEp qui a un taux de mortalité de 65 % a 5
ans (Roger, 2013). Contrairement a I’ICFEr, le diagnostic précoce de I’ICFEp reste un défi
et le traitement standard actuel ne parvient pas a améliorer le pronostic (Ponikowski et al.,
2016b). L’utilisation des B-bloquants ou des antagonistes des récepteurs a I’angll, des
médicaments qui ciblent principalement le coeur, ont permis une réduction de la mortalité en
cas d’ICFEr, mais pour I'ICFEp les résultats ont toujours été¢ décevant (Conraads et al., 2012;
Pitt et al., 2014; Yusuf et al., 2003). Afin d’identifier une thérapie ciblée de I'ICFEp il est
important de comprendre les mécanismes physiopathologiques (De Keulenaer et al., 2017,

Lim et al., 2015).

Outre l'age avancé, le sexe féminin et la sédentarité, I’ICFEp est associée a des
comorbidités telles que ’HTA, le diabete, 1'obésité, ’HTAP et I'IRC (Bhatia et al., 2006).
Les fonctions cardiaque et extracardiaques associées a ces comorbidités peuvent devenir
inadaptées et conduire au syndrome d’ICFEp. Cette inadaptation se caractérise par des
changements structurels tels que I'hypertrophie et la fibrose myocardiques. Le
dysfonctionnement des cellules endothéliales dans l'ensemble du systéme cardiovasculaire
a été mis en avant comme lien entre les comorbidités et la physiopathologie de 'ICFEp
(Borlaug, 2014). Cela s'appuie sur les preuves expérimentales de Brutsaert et al. dans les
années 1980, selon lesquelles les interactions entre les cellules endothéliales et les
cardiomyocytes influencent directement la fonction diastolique (Brutsaert and Sys, 1989).
La dysfonction endothéliale constitue donc une cible thérapeutique intéressante en raison de

sa réversibilité a un stade précoce (Celermajer, 1997; Suganya et al., 2016).
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En 2013, Paulus et Tschope ont émis 1'hypothése que la dysfonction endothéliale joue
un rdle causal dans le développement de ’ICFEp (Paulus and Tschope, 2013a). IIs postulent
que les pathologies associées a I’ICFEp induisent une inflammation bas grade, conduisant a

une dysfonction endothéliale microvasculaire coronaire (Collier et al., 2011).

L’inflammation bas grade est une inflammation chronique, systémique et sans signe
d’infection qui se caractérise par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires [interleukine-
6 (IL-6), IL-1p, tumor necrosis factor o (TNFa)] par les cellules immunitaires a des niveaux
relativement bas mais persistants (Lommi et al., 1997; Torre-Amione et al., 1996).
L’inflammation bas grade a été confirmée chez des patients ICFEp (Franssen et al., 2016b;
Kalogeropoulos et al., 2016; Shah et al., 2016; Westermann et al., 2011) ainsi que dans de

nombreux mod¢les animaux (Franssen et al., 2016b; Schiattarella et al., 2019).

La dysfonction endothéliale est majoritairement caractérisée par une infiltration sous-
endothéliale de cellules immunitaires. En effet 1’altération des protéines structurelles des
cellules endothéliales entraine une perméabilité accrue de la paroi endothéliale qui ne joue
plus son role de barriere (Lam and Brutsaert, 2012). L’infiltration, notamment des
macrophages activés, dans le tissu de différents organes, a pour conséquence une
augmentation de la production de matrice extracellulaire, une altération des voies de

communication paracrine des cellules et une raréfaction de la micro-vascularisation.

Toujours d’aprés Paulus et Tschope, la dysfonction endothéliale serait accompagnée
d’une réduction de la biodisponibilité du "NO. La réduction de la signalisation du "NO par
I'endothélium dysfonctionnel influence alors les cardiomyocytes et les fibroblastes
cardiaques adjacents par la voie GCs-GMPc-PKG (Brutsaert, 2003). Un taux de PKG
myocardique plus faible finit par entrainer des changements cardiaques fonctionnels et
structurels associés a I’ICFEp (van Heerebeek et al., 2012). De plus les ROS jouent un réle
important, réagissant avec le 'NO pour former du ONOO" toxique, réduisant aussi la

biodisponibilité du "NO (Pacher et al., 2007).
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Cette perturbation de 1'homéostasie endothéliale peut conduire a une altération de la
vasorelaxation, a un état pro-inflammatoire et prothrombotique. Etant donné que la
production du ‘NO est notamment médiée par 'activation du 3-AR via les eNOS ou nNOS
(Gauthier et al., 1998a; Trappanese et al., 2015a), le rat Tgps semble un modele adapté a
I’étude du role de la dysfonction endothéliale dans I’'ICFEp. L’objectif de cette étude est de
comprendre 1’implication de la dysfonction endothéliale dans I’établissement de I’'ICFEp et

les mécanismes physiopathologiques associés.
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2.2. Article 2 : La dvsfonction endothéliale : conséquence ou cause de la
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Abstract

Aims: Despite better medical management, mortality remains high for Heart Failure with
preserved Ejection Fraction (HFpEF), with a 65% mortality rate at 5 years of age. Early
diagnosis of HFpEF remains a challenge and current standard treatment fails to improve the
prognosis. Numerous studies have investigated the pathophysiological mechanisms of
HFpEF. It has been shown that endothelial dysfunction plays an important role in HFpEF.
No studies show whether endothelial dysfunction is the cause or consequence of HFpEF.
We have described that the Tgps rat develops HFpEF at 45 weeks. In order to know if
endothelial dysfunction is the cause of HFpEF, we investigated endothelial function at 15,

30 and 45 weeks.

Methods and results: vascular reactivity was significantly reduced in response to
isoproterenol in Tgfs aorta (-40% p<0.05 vs WT) at 30 and 45 weeks indicating an alteration
of endothelial function without alteration in systemic arterial pressure. With L-VNIO
vasorelaxation was significantly reduce in Tgf3 rat indicating a major implication of nNOS
in vascular reactivity. nNOS expression was increased in aorta. Vascular production of "NO
was increase in Tgpsrats at 30 and 45 weeks (+39% and +84%, respectively p<0.05 vs WT).
This production was associated with an increase in O>™ Tgf33 rats at 30 and 45 weeks (+76%

and +76%, respectively p<0.05 vs WT).

Conclusion: We have shown that endothelial dysfunction is present at 30 weeks, whereas
impaired cardiac function is only present at 45 weeks. We can therefore conclude that

endothelial dysfunction is the cause of HFpEF.

Key words: HFpEF, endothelial dysfunction, nitric oxide

160



I. Introduction
Over the past decade, cardiovascular disease has been one of the leading causes of death

worldwide. Among these diseases, heart failure (HF) affects 2-3 % of the world’s population
(Metra and Teerlink, 2017). There are several forms of HF, including HF with preserved
ejection fraction (HFpEF) which has no treatment at present day. This type of HF is
characterized by diastolic dysfunction without alteration of ejection fraction. The clinical
characteristics of patients with HFpEF are advanced age and female sex. (Oktay et al., 2013).
However, the mechanism leading to HFpEF is not completely understood so far. A few years
ago, Paulus et al. put forward the idea that endothelial function could be the common trigger
of all HFpEF etiology (Paulus and Tschope, 2013). More specifically the nitric oxide (‘NO)
pathway was pointed out. Indeed, ‘NO is a major player in the maintenance of cardiovascular
function. ‘NO is mainly produced by the endothelial cell via the activation of one the Three
isoforms of "NO synthase (NOS): the endothelial NOS (eNOS or NOS3), the inductive NOS
(iNOS or NOS2) and the neuronal NOS (nNOS or NOSI1). In physiological condition, most
of the "NO production in vessels and heart is mediated by eNOS (Fleming, 2010). Paracrine
action of "NO, produced by endothelial cells, induce a vasorelaxation of smooth muscle cells
in the vessels. At the cardiac level, endothelial cells represent 20% of the cells and "NO play
a role in the regulation of cardiac contractility (Liu and Huang, 2008). The "NO production
i1s mediated by the activation of B-adrenoceptors (B-AR) and more specifically the B3-AR
through the activation of eNOS or nNOS (Gauthier et al., 1998; Trappanese et al., 2015).
Activation of B3-AR, expressed in cardiomyocytes and endothelial cells, induced ‘NO
release. Considering the putative link between HFpEF and endothelial dysfunction and the
link between B3-AR and ‘NO signalling, we decided to study the impact of the B3-AR
overexpression on endothelial function. An animal model that overexpress the B3-AR (Tgf3)
on endothelial cells have been developed. TgBs animal overproduced "NO at cardiac level
and develop a diastolic dysfunction at 45 weeks, characteristic of HFpEF. The aim of this
study is to understand if endothelial dysfunction is the cause of HFpEF.

161



II. Material and methods.

1. Experimental animals
All animal experimental protocols were approved by the Pays de la Loire Ethical Committee
and were performed in accordance with the French law on animal welfare, EU Directive
2010/63/EU for animal experiments, the National Institutes of Health (NIH) Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub. No. 85-23, revised 2011), and the 1964
Declaration of Helsinki and its later amendments and all the animals were housed according
standard living conditions. Tgfs rats which overexpresses human B3-adrenoceptors (3-AR)
in endothelial cells and their control (WT) were use at 15, 30 and 45 weeks of age and fed
with a soy-free diet (Envigo, #2914C, Huntingdon, United Kingdom) as previously
described (Dhot et al., 2020). At 15, 30 and 45 weeks of age, echocardiography imaging and
invasive hemodynamic study were performed. After animal were euthanized, thoracic aorta
and mesenteric arteries were excised in order to performed vascular reactivity (thoracic aorta
and mesenteric arteries), electron paramagnetic resonance (EPR) quantification (thoracic

aorta) and Western-blot (thoracic aorta) as described below.

2. Pharmacological studies with vascular reactivity
Thoracic aorta and mesenteric arteries were carefully excised and cleared of fat and
connective tissue. Vascular tensions were recorded as described previously (Roul et al.,
2015). Briefly, aortic and mesenteric rings were mounted on transducer in organs chamber

filling with Krebs solution at 37°C and oxygenated (95% CO- and 5% O>).

The vasodilation in response to isoproterenol, a global B-AR agonist, (1 nM to 100 pM;
Sigma-Aldrich, 16504) and to CL 316 243, a B3-AR agonist, (1 nM to 100 uM; Tocris, 1499)
were evaluated. The tension was recorded on precontracted rings with phenylephrine (1 uM;
Sigma-Aldrich P6126). In a second time , the vasodilation in response to isoproterenol (1 nM
to 100 pM) in presence of NOS inhibitor: L-NIO, eNOS inhibitor, (10 uM; N°-(1-
Iminoethyl)-L-ornithine dihydrochloride; Tocris, 0546), vinyl-L-VNIO, nNOS inhibitor, (10
uM; N°-(1-Imino-3-butenyl)-L-ornithine ; L-VNIO; Enzo Life Sciences, ALX-270-216-
MO005), 1400 W, iNOS inhibitor, (10 pM; N-[[3-(Aminomethyl)phenyl]methyl]-
ethanimidamide dihydrochloride; Tocris, 1415) and L-NMMA, a global NOS inhibitor (30
uM; NG-Monomethyl-L-arginine acetate; Tocris, 0771) were done. The inhibitor was added

during 30 min before the phenylephrine precontraction.

162



3. Electron paramagnetic resonance (EPR)
EPR measurements were performed on aortas harvested from rats 15-, 30- and 45- weeks
hold, as previously describe (Agouni et al., 2009). Briefly, aortas were incubated 45 min at
37°C in a Krebs-HEPES colloid solution containing DETC (Sigma-Aldrich) as spin trap for
*NO detection. 5 conditions were tested: with L-NMMA (10 uM); with L-NIO (10 uM) and
L-VNIO (10 uM); with L-NIO (10 uM) and 1400W (10 pM); with L-VNIO (10 uM) and
1400W (10 uM); without inhibitor. For O2e- detection, aortas were incubated 45 min at
37°C in a Krebs-HEPES solution containing 1-hydroxy-3methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidin (CMH,500 uM, Noxygen,), deferoxamin (25 pM, Sigma-Aldrich) and
DETC (5 uM, Sigma-Aldrich) with or without L-NMMA (10 uM). Then, each sample was
frozen in liquid nitrogen and analyzed in a Dewar flask at 77°K by EPR Miniscope MS5000
(Frieberg Instruments, Germany). The instrument settings were microwave power of 10
mW, 1 mT or 0.400 mT of amplitude modulation for *NO and O2e- respectively, 100 kHz
modulation frequency, sweep time of 150 s and 3 scans for *NO measurements or 60 s and
3 scans for O2e- spectra. Signals were quantified by measuring the total amplitude of the
peaks of the spectra obtained, expressed in arbitrary units (A.U.) and normalized to dry

weight of the sample.

4. Western-Blot
At 15-, 30- and 45-weeks rats were euthanized and aorta were excised and frozen in liquid
nitrogen. Total protein was extracted from aorta powder as previously described (Ferron et
al., 2019), in presence of phosphatase inhibitor in T-PER buffer. Western-blot were
performed with a migration in 4-15% polyacrylamide stainfree gels in order to evaluate the
expression of the nNOS (#4231S, Cell Signaling, Danvers, USA), iNOS (AB5382,
Millipore, USA), eNOS (610296, BD Bioscences, San Diego, USA) and phosphorylated
Ser1177 eNOS (P-eNOS; #9571, Cell Signaling, Danvers, USA). Total nNOS, iNOS and

eNOS expression was expressed as a ratio with stainfree quantification of total protein.

5. Statistical analysis
Data were presented as mean +SEM. For the comparisons involving two groups of animal’s
significances was defined using a Mann-Whitney test. For vascular studies, an ANOV A two-

way was use with Tukey post-test. P<0.05 was considered as significant.
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III. Results

1. PB3-AR overexpression on long term induce vasodilatation alteration
Concentration-dependent vasodilation to isoproterenol, a non-specific f-AR agonist, was
significantly reduced in aortic rings from Tgf; rat at 30 weeks of age (-35%, p<0.05 vs WT)
and worsen with age at 45 weeks (-48%, p<0.05 vs WT) (Figure 1A). Similar results are

obtained on mesenteric arteries with 28%, 36% and 41% respectively (Figure 1B).

CL 316 243, a #3-AR agonist, produced a concentration-dependant vasodilation in WT and
Tgps rat. This vasodilation was comparable between WT and Tgf; at all evaluated ages on
aortic vascular bed (Figure 1C). Interestingly, on mesenteric artery, a resistance vessel, the

vasorelaxation was increase during ageing independently of rat genotype (Figure 1D).

To evaluate the potential involvement of the "NO synthase implication on the observed
vascular dysfunction, vasodilation induced by isoproterenol was evaluated in presence of L-
NMMA, a non-selective NOS inhibitor. In these conditions, the vasodilation was
comparable between WT and Tgfs at 15, 30 and 45 weeks both on thoracic aortic rings

(Figure 1E) and mesenteric arteries rings (Figure 1F).

All these results suggest an alteration of vasodilatation in response to isoproterenol in Tgf3

potentially cause by a dysregulation of NOS function.

2. P3-AR overexpression during 15 weeks induced no endothelial dysfunction

NOS function at 15 weeks:

Vasodilation in response to isoproterenol was similar in aortic and mesenteric rings between
WT and Tgfs rat (Figure 1A and 1B). In presence of L-NIO — an eNOS inhibitor — the
vasodilation was similar between WT and Tgfs rats on aortic rings (Figure 2A). With
1400W — an iNOS inhibitor — the vasodilation in response to isoproterenol was not modified
(Figure 2B). Concentration-dependent vasodilation to isoproterenol in presence of L-VNIO
— a nNOS inhibitor — produced the same maximal effect at 100 uM in both groups (Figure
2C). However, the pD» values was significantly reduced in Tgf3 (7.363 & 0.548 versus 4.769
+ (0.297; Table 1). Comparable results were obtained on mesenteric arteries rings (Figure

2D, Figure 2E and Figure 2F).
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NOS expression at 15 weeks:

The aortic ratio of eNOS dimer/monomer and p-eNOS/eNOS monomer protein expression
levels were not significantly modified in both groups (Figure 2G and Figure 2H). The
overexpression of B3-AR in TgPs induced a significant 2-fold increase of iNOS protein
expression (Figure 2I). Aortic nNOS protein expression was not significantly modified in

TgPs group albeit it trended to increase (Figure 2J).
‘NO and O2" production at 15 weeks:

Under baseline conditions there is no change in "NO production on thoracic aortic artery in
both groups. With L-NMMA — a non-selective NOS inhibitor — the 'NO production was
drastically reduced, confirming that "NO production is mostly produced by NOS. To evaluate
the contribution of eNOS to "NO production aortas were incubated with 1400W and L-
VNIO. In these conditions the eNOS-dependent "NO production was similar between the
two groups. The iNOS-dependent "NO production, with L-NIO and L-VNIO, was increase
in TgPs rats. Concerning the nNOS-dependent "NO production, with L-NIO and 1400W, was
not significantly modified but trended to increase (Figure 2K). The generation of O>™ was
also evaluated under baseline conditions and with L-NMMA.. The results indicate no change

on Oy production with or without L-NMMA (Figure 2L).

At 15 weeks, results indicate an absence of endothelial dysfunction with no alteration of
vasorelaxation in response to isoprenaline. Only the increase in iNOS expression indicates

that inflammation would be present in transgenic animals.

3. PBs3-AR overexpression during 30 weeks induced endothelial dysfunction

NOS function at 30 weeks:

Vasodilation in response to isoproterenol in presence of eNOS inhibitor and iNOS inhibitor
(L-NIO and 1400W respectively) were similar between WT and Tgps rats on aortic rings
(Figure 3A and Figure 3B). Concentration-dependent vasodilation to isoproterenol in
presence of L-VNIO — nNOS inhibitor — was significantly reduced in Tgps rats compare to
WT rats in presence of L-VNIO (-36%, p<0.05) (Figure 3C). On mesenteric arteries rings,
vasodilation in response to isoproterenol with L-NIO, 1400W and L-VNIO were similar
between WT and Tgfs rats (Figure 3D, Figure 3E and Figure 3F). these results suggest that

nNOS function was increase.
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NOS expression at 30 weeks:

The aortic ratio of eNOS dimer/monomer, p-eNOS/eNOS monomer and iNOS protein
expression levels were not significantly modified in both groups (Figure 3G, Figure 3H
and Figure 3I). The consequence of the B3-AR overexpression in TgP3 induced a significant

6-fold increase of nNOS protein expression (Figure 3J).
‘NO and O2" production at 30 weeks:

At 30 weeks of age, 'NO production was increase in TgPs rats (+39%, p<0.05 vs WT). In
presence of L-NMMA, the production of "NO was significantly reduce compare to "NO
production without L-NMMA, suggesting that 'NO production was induced by NOS. The
overproduction of 'NO observed in Tgf; rats was induced by nNOS and iNOS (Figure 3K).
The generation of O™ was also evaluated under baseline conditions and with L-NMMA.
The results indicate an increase of O>™ production with or without L-NMMA in Tgf; rats

compare to WT (Figure 3L).

At 30 weeks, results indicate an endothelial dysfunction with alteration of vasorelaxation in
response to isoprenaline. Increase of nNOS expression and function induced an increase of
"NO production, and these alterations could be at the origin of endothelial dysfunction. The

increase of O™ production confirmed the endothelial dysfunction.

4. PB3-AR overexpression during 30 weeks induced endothelial dysfunction

NOS function at 45 weeks:

At 45 weeks, vasodilation in response to isoproterenol was significantly reduce in Tgps3 rat
compare to WT. In presence of L-NIO or 1400W or L-VNIO vasodilation was not
significantly changed on aortic artery ring between Tgf; and WT rat (Figure 4A, Figure 4B
and Figure 4C). On mesenteric artery ring, concentration-dependent vasodilation in
response to isoproterenol in presence of L-NIO was significantly reduced from WT rat
compare to TgPBs (Figure 4D). However, in presence of 1400W, the vasodilation was similar
between the two group (Figure 4E). But in presence of L-VNIO, vasodilation in response

to isoproterenol was significantly reduced with Tgp3 rat compare to WT (Figure 4F).
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NOS expression at 45 weeks:

In TgPs rat, the aortic eNOS dimer/eNOS monomer protein expression ratio and the aortic
p-eNOS/eNOS monomer protein expression ratio, were significantly reduced (Figure 4G
and Figure 4H). These results suggest eNOS unclouping. Concerning iNOS protein
expression we observed no modification (Figure 41I). But the aortic nNOS protein expression

was significantly increase at 45 weeks on Tgf; rat (Figure 4J).
‘NO and O2" production at 30 weeks:

The production of "NO was also altered. We observed an increase of "NO production on aorta
in TgPs rat in baseline condition. This increase was reversed in presence of L-NMMA. In
presence of L-VNIO and 1400W, the "NO production dependant to eNOS was significantly
decrease. The iNOS-dependent "NO production, with L-NIO and L-VNIO, was increase in
Tgps rats. But in presence of L-NIO and 1400W, the production dependant to nNOS, was
significantly increase on Tgps rat (Figure 4K). The production of O™ was also increase in

Tgps rat, but similar production in presence of L-NMMA (Figure 4L).

At 45 weeks, the TgPBs; rat develop an endothelial dysfunction. This dysfunction was
characterized by a reduction of vasodilatation, an increase of "NO and O™ production. We
suppose that eNOS uncoupling lead to endothelial dysfunction by producing reactive oxygen
species (ROS) with O™ production. In conclusion, the endothelial dysfunction appears at 30
weeks and worsen at 45 weeks. The cardiac dysfunction was only observed at 45 weeks. In

conclusion the endothelial dysfunction was the origin of cardiac dysfunction and HFpEF.
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IV. Discussion

The aim of this study was to understand the link between endothelial dysfunction and
diastolic dysfunction. We wanted to understand if endothelial dysfunction is the cause of
HFpEF, we investigated endothelial function at 15, 30 and 45 weeks. The major finding of
this study was that f3-AR overexpression lead to endothelial dysfunction at 30 weeks with a
decrease of vasodilation in response to isoproterenol. With the ageing the endothelial
dysfunction worsens. At 45 weeks, when the diastolic dysfunction appears, O>™ and "NO
production was increased by the nNOS increase expression and function. The eNOS
uncoupling observed at 45 weeks confirmed the endothelial dysfunction and can be at the

origin of HFpEF pathophysiological mechanism.

Induction of endothelial dysfunction by B3-AR overexpression.

In the literature B3-AR has a low level of protein expression under baseline condition but
some evidence indicated that in case of heart failure B3-AR expression increasing (Moniotte
et al., 2001). Many studies demonstrated a cardioprotective role of [3-AR in
pathophysiological condition (Kong et al., 2004). $3-AR overexpression on cardiac myocyte
was associated with the cardioprotective effect (Belge Catharina et al., 2014). However,
when the B3-AR overexpression was on endothelial cell, in this study, f3-AR was not
associated with cardioprotective effect but endothelial dysfunction and diastolic dysfunction
with ageing. In this case a decrease of vasodilatation in response to isoproterenol was
observed at 30 weeks until 45 weeks when the diastolic dysfunction appears. This alteration
was corrected with iNOS inhibitor suggesting a potential role of iNOS in the
pathophysiological mechanism of endothelial dysfunction. A HFpEF animal model
suggested that iNOS activation lead to HFpEF phenotype (Schiattarella et al., 2019). iNOS
could have a key role on endothelial dysfunction and with ageing could lead to cardiac

alteration.
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Endothelial dysfunction and HFpEF

Endothelial dysfunction has been at the center of studies on the HFpEF for about ten years
(Franssen et al., 2016; Gevaert Andreas B. et al., 2017; Schiattarella et al., 2019).

In the HFpEF, it has been described that endothelial dysfunction is characterized by a
decrease in the production of "NO, leading to a decrease in vasorelaxation, linked to a
decrease in the function of the eNOS protein (Franssen et al., 2016). The decrease in "NO is
explained by the decoupling of eNOS, which has been confirmed in patients with HFpEF
and ZSF1 rats. Decoupling of eNOS shifts eNOS from the dimer, which produces ‘NO, to

the monomer, which generates O,™ (Silberman et al., 2010).

Similar results were obtained in a diabetic HFpEF model (Galougahi et al., 2014). In this
study, the authors show a decrease in the activity of eNOS due in particular to a decoupling
of this protein, and thus a decrease in the production of ‘NO. Interestingly, the deletion of
NOS, especially eNOS, causes diastolic dysfunction and cardiac hypertrophy (Shibata et al.,
2010). All these studies converge to say that in the HFpEF, the decoupling of the eNOS
protein induces a decrease in the production of "NO, which is at the origin of endothelial

dysfunction.

Conversely, our results show an increase in the production of "NO and a decrease in the
eNOS protein. The analysis of the production of "NO as a function of NOS showed that the
eNOS protein produced less ‘NO while the nNOS protein produced more ‘NO. It is
interesting to see that the eNOS protein is decoupled inducing a decrease of 'NO as in the
literature but that the massive increase in the expression of the nNOS protein significantly

increases the production of ‘NO.

The other mechanism described as having a role in the establishment of endothelial
dysfunction is oxidative stress. Indeed, it has been described that the H>O» concentration in
the myocardium of ICFEp patients was significantly elevated and this same observation has
also been described in ZSF1 rats (Franssen et al., 2016). H>O; results from the conversion
of 02" by SODs, and the high O2" concentrations in our model therefore suggest an increase

in H>O> concentration and SOD activity at the vascular and cardiac levels.
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Oxidative stress: the key on endothelial and diastolic dysfunction?

The endothelial dysfunction is link to increase of "NO production by the nNOS. In the same
time eNOS expression was decrease suggesting a eNOS uncoupling lead to O>"™ production
and oxidative stress (Battault et al., 2016; Moens et al., 2010). Increase of oxidative stress
was majority link to the genesis of heart failure. Controversy with in this study, other study
suggested that B3-AR activation inhibited oxidative stress and reactive oxygen production
(ROS) production. It seems in the case when B3-AR was overexpressed on a long-term on
endothelial cell did not protected again the ROS production. Surprisingly, the
overproduction of 'NO is not link to gain of function but to endothelial dysfunction. Several
hypotheses can explain this phenome. First, the increased of S-nitrosylation could explain
the progressive decrease of cardiovascular function. Secondly, the increase of the 'NO
bioavailability associated with an increase of ROS could lead to the production of
peroxynitrite (ONOQO"). In our study the increase of "NO is associated to the overproduction
of Oy suggesting the production of ONOO". The production of ONOO" is increase when the
eNOS is uncoupled. ROS production induced major perturbation in all the organism and in
particular on cardiovascular function. In our model the decreased of O>" production in
presence of L-NMMA suggested that the NOS are at the origin of these disorder. More
specifically, the uncoupled eNOS, find TgPs rat could be at the origin of the diastolic

dysfunction.

V. Conclusion

Endothelial dysfunction has an important role in our model because it precedes cardiac
dysfunction and could be at the origin of diastolic dysfunction. As in the literature we have
highlighted an increase in oxidative stress which has a major role in the pathophysiological
mechanisms of HFpEF and endothelial dysfunction. The increase in oxidative stress is
characterized by an increase in O>™ which seems to be produced by NOS. Although we do
not know which NOS is responsible for this production, we assume that it is the decoupling
of the eNOS protein. Indeed, in many HFpEF models the eNOS protein is described as
decoupled, resulting in a decrease in the production of 'NO and an increase in O2". Our

study, confirmed that endothelial dysfunction was at the origin of HFpEF.
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Figures legends.

Figure 1: Concentration-relaxation curves to isoproterenol, a non-selective -AR agonist on
thoracic aortic rings (A) and mesenteric artery rings (B). Concentration-relaxation curves to
CL 316 243, a B3-AR agonist, on thoracic aortic rings (C) and mesenteric artery rings (D).
Concentration-relaxation curves to isoproterenol, a non-selective f-AR agonist, in presence
of L-NMMA, a non-selective NOS inhibitor, on thoracic aortic rings (E) and mesenteric
arteries rings (F). Solid and open symbols represent the WT and Tgf; rats, respectively. The
different colours of the curves correspond to the different ages: the lightest curve is for 15-
week-old animals, the darkest curve is for 45-week-old animals and the intermediate colour
curve is for 30-week-old animals. Results were expressed as the percentage of relaxation
from the maximal contraction induced by phenylephrine. Values represent mean + SEM
(n=3-12). §: p<0.05 WT — 15 weeks versus Tgps— 15 weeks; $: p<0.05 WT — 30 weeks
versus TgPs— 30 weeks; *: p<0.05 WT — 45 weeks versus Tgfs;— 45 weeks.

Figure 2: Evaluation of function, expression and activity production of NOS in WT and
TgPs rats at 15 weeks of age. Concentration-relaxation curves to isoproterenol, a non-
selective B-AR agonist on thoracic aortic rings in presence or not of selective NOS inhibitor:
L-NIO —eNOS inhibitor — (A), 1400W —iNOS inhibitor — (B) and L-VNIO —nNOS inhibitor
—(C). The same experiments were done on mesenteric arteries rings with L-NIO (D), 1400W
(E) and L-VNIO (F). Solid and open symbols represent the WT and Tgps rats, respectively.
Continuous lines represent control curves in the presence of isoproterenol alone and dotted
lines represent curves in the presence of isoproterenol and inhibitors. Results were expressed
as the percentage of relaxation from the maximal contraction induced by phenylephrine.
Values represent mean = SEM (n=3-9). Effects of the 33-AR overexpression in Tgf3 rats on
aortic protein expression of eNOS dimer/monomer ratio (G), p-eNOS/eNOS monomer (H),
iNOS (I) and nNOS (J). Data are expressed as mean = SEM. *: p<0.05 WT versus Tgps.
Evaluation of "NO production on thoracic aortic rings with or without inhibitor (L-NMMA,
L-NIO, 1400W and L-VNIO) (K) and O>" production with or without L-NMMA from WT
and Tgfs rats. Data are expressed as mean + SEM. *: p<0.05 WT versus Tgps.

Figure 3: Evaluation of function, expression and activity production of NOS in WT and
TgPs rats at 30 weeks of age. Concentration-relaxation curves to isoproterenol, a non-
selective B-AR agonist on thoracic aortic rings in presence or not of selective NOS inhibitor:
L-NIO —eNOS inhibitor — (A), 1400W —iNOS inhibitor — (B) and L-VNIO —nNOS inhibitor
— (C). The same experiments were done on mesenteric arteries rings with L-NIO (D), 1400W
(E) and L-VNIO (F). Solid and open symbols represent the WT and Tgps rats, respectively.
Continuous lines represent control curves in the presence of isoproterenol alone and dotted
lines represent curves in the presence of isoproterenol and inhibitors. Results were expressed
as the percentage of relaxation from the maximal contraction induced by phenylephrine.
Values represent mean = SEM (n=4-8). Effects of the 3-AR overexpression in Tgf3 rats on
aortic protein expression of eNOS dimer/monomer ratio (G), p-eNOS/eNOS monomer (H),
iNOS (I) and nNOS (J). Data are expressed as mean = SEM. *: p<0.05 WT versus Tgps.
Evaluation of "NO production on thoracic aortic rings with or without inhibitor (L-NMMA,
L-NIO, L-VNIO and 1400W) (K) and O™ production with or without L-NMMA from WT
and Tgfs rats. Data are expressed as mean + SEM. *: p<0.05 WT versus Tgps.
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Figure 4: Evaluation of function, expression and activity production of NOS in WT and
TgPs rats at 45 weeks of age. Concentration-relaxation curves to isoproterenol, a non-
selective B-AR agonist on thoracic aortic rings in presence or not of selective NOS inhibitor:
L-NIO —eNOS inhibitor — (A), 1400W —iNOS inhibitor — (B) and L-VNIO — nNOS inhibitor
— (C). The same experiments were done on mesenteric arteries rings with L-NIO (D), 1400W
(E) and L-VNIO (F). Solid and open symbols represent the WT and Tgps rats, respectively.
Continuous lines represent control curves in the presence of isoproterenol alone and dotted
lines represent curves in the presence of isoproterenol and inhibitors. Results were expressed
as the percentage of relaxation from the maximal contraction induced by phenylephrine.
Values represent mean £ SEM (n=5-10). *: p<0.05 WT + inhibitor versus Tgp3 + inhibitor.
Effects of the B3-AR overexpression in Tgs rats on aortic protein expression of eNOS
dimer/monomer ratio (G), p-eNOS/eNOS monomer (H), iNOS (I) and nNOS (J). Data are
expressed as mean = SEM. *: p<0.05 WT versus Tgps. Evaluation of 'NO production on
thoracic aortic rings with or without inhibitor (L-NMMA, L-NIO, L-VNIO and 1400W) (K)
and O>" production with or without L-NMMA from WT and Tgps rats. Data are expressed
as mean = SEM. *: p<0.05 WT versus Tgps.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Table 1. Efficiencies and potencies of isoproterenol with or without NOS inhibitor and of CL
316 243 on thoracic aortic arteries and mesenteric arteries from WT and Tgf; rats at 15, 30 and 45
weeks of age.

Thoracic aortic arteries — WT | Thoracic aortic arteries — Tg[33
Group n pD2 Emax n pD2 Emax p

15w| 7 645+0.14 90.92+4.01 |5 577+0.11 74.58+3.30 | 0.322
Isoproterenol |[30w| 4 6.63+0.19 84.08+5.15 (8 5.56+0.13 76.55+4.40 |0.006**
45w|11 6.44+0.09 83.92+2.67 [10 581 +0.10 67.92+3.08 | 0.015*

15w| 6 3.81+1.59 20.88+46.37 |5 4.46+1.06 19.18+13.51| 0.401

Isofrlffﬁﬁlzl Tl30w| 4 559+£067 9.934+2.58 |7 5.67£050 26.55+559 | 0.999

) 45w| 9 552+0.18 4833+476 |9 5.69+021 47.13+4.88 | 0.653

15w|7 689+037 49.79+562 |4 558+022 50.52+4.89 | 0.748

ISOprL"_tlfIrIg“’l l30w| 4 5.13+£038 48.04:10.58| 6 5.49+032 40.62+640 | 0.761

45w| 8 5.02+0.14 31.03+333 |8 539+0.15 42.75+£3.90 | 0.064

15w| 8 7.36+0.55 30.74+4.73 | 6 4.77+£030 36.02+7.27 | 0.166

ISOPL“’\%%OI "l30w| 4 625+053 293+528 |7 549+064 12.84+3.45| 0.657

) 45w|5 5.03+0.17 32.13+428 |5 553+0.11 41.96+2.65 | 0.031
15w| 8 647+059 37.92+6.53 [5 6.75+£0.46 45.44+5.93 | 0.999

ISOp{ZBeé%OI Tl30w| 4 5.67+£028 4551+5.07 |7 546022 49.62+501 | 0.291

45w| 7 528+023 532+6.02 |8 548+0.15 50.52+4.37 | 0.679

15w|3 633+0.62 15.03+430 |4 729+031 18.55+1.68 | 0.542

CLsisas  [30w|3 722+0.17 3197132 |3 7.17+£028 25.64+1.99 | 0.801

45w| 4 6.86+0.11 43.82+1.39 |9 7.08+0.18 30.73+1.49 | 0.503

Mesenteric arteries — WT Mesenteric arteries — Tgps
Group n pD2 Emax n pD2 Emax p

15w|4 7.816+0.082 9587+1.89(8 7.361+£022 7422+4.19| 0.262

Isoproterenol |30 w| 8 7.244 +0.098 96.93+2.47| 8 6.802+0.216 70.47 +4.61| 0.433
45w |12 7.173+0.079 84.51+1.89[12 6.338+0.095 64.37+2.2 |<0.0001

15w| 4 7.007+0277 79.98+6.45| 6 6.612+0.239 83.09+5.77| 0.561

Isoproterenol | 3 U1 5 659540228 83.894621| 6 5701 +£0.098 84.55+3.65| 0.615

+ L-NMMA

45w |10 4.353+0.815 8.92+8.06 |8 7.148+1.166 -2.38+0.91| 0.861

15w|3 6.067+0316 73.79+8.64| 9 6.827+0.188 72.09+4.11| 0.281

Is‘er"_tIfflg“’l 30w| 5 6.042+0.184 7333+4.88| 4 6.593+0.193 85.17+5.02| 0.111

45w|10 5.750+0.161 28.29+2.00( 9 5.758+0.182 52.91+4.07| 0.713

15w| 6 6.974+0.292 80.35+£626| 6 65720312 72.81+6.49| 0.238

Isoproterenol

NI 30w 3 6.369£0.149 69.25+3.25| 6 6.646+0.260 69.11+5.40| 0761

45w| 8 6.587+0241 4554+3.65|9 6.401+0438 18.96+2.80( 0.273

15w| 4 7.412+0.095 94.94+241|7 6.749+0.178 75.59 = 4.36| 0.072

Isipizt(%%"l 30w| 8 7.056+0214 77.78+4.86| 6 6.442+02 83.67+523| 0.835

45w| 8 6.478+0281 44.47+£431|8 6289+0276 45.64+4.68| 0.776

15w| 6 6.630+0.612 34.07+6.65(6 5.911+0.085 74.51+2.58| 0.874

CLsisos  |30w| 3 6.836+0.375 71.65+7.95| 4 6.633+£0.215 78.75+5.46| 0.742

45w| 3 8.086+0.259 79.85+3.56| 9 8.447+0.250 78.32+2.60| 0.867
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RESULTATS — Article 2 — Dysfonction endothéliale et ICFEp
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2.3. Discussion

L’objectif de cette étude était de mettre en lumicre le role de la dysfonction
endothéliale dans la dysfonction diastolique.

Les résultats ont mis en évidence que la surexpression sur le long terme du récepteur
B3 — AR induit une dysfonction endothéliale qui conduit & une dysfonction diastolique a 45
semaines. A 15 semaines, la dysfonction endothéliale est établie chez les rats Tgf3 mais sans
dysfonction cardiaque. Au cours du temps, a 30 et 45 semaines, la dysfonction endothéliale
est toujours présente, mais non significativement augmenté. A la différence des rats a 15
semaines, les rats TgBs a 30 et 45 semaines présentent une dysfonction diastolique.

La dysfonction diastolique s’aggrave avec le temps pour devenir significtive a 45
semaine. Nous pouvons donc émettre I’hypotheése que la dysfonction endothéliale précede
la dysfonction diastolique. Dans notre modele, la dysfonction endothéliale se caractérise par
une altération de la relaxation a I’isoprénaline au niveau de 1’aorte et des artéres
mésentérique. Il est décrit que la diminution de la biodisponibilité du "NO et I’augmentation
de la production des ROS sont les principaux mécanismes impliqués dans la dysfonction
endothéliale (Cai and Harrison, 2000).

Dans notre étude, les résultats indiquent une augmentation de la production du ‘NO et
des ROS chez les rats Tgfs, ce qui va a I'inverse de ce qui est décrit dans la littérature.
L’augmentation de la production du ‘NO est liée a ’augmentation de I’expression de la
protéine nNOS et de la protéine iNOS, alors que la NOS majoritaire, la eNOS, est diminuée.
L’augmentation de IO, est induite par les NOS, en effet I’ajout de L-NMMA, un inhibiteur
des NOS, permet de réduire les niveaux d’O>" chez les animaux transgéniques. En résumé
les résultats de notre étude indiquent que la surexpression du récepteur 3 — AR induit une
dysfonction endothéliale a partir de 15 semaines. Les altérations d’expressions des protéines
eNOS, nNOS et iNOS induisent une augmentation de la production du "NO et des ROS qui
sont deux mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la dysfonction endothéliale.
De plus, I’apparition a partir de 30 et 45 semaines d’une dysfonction diastolique, confirme

que la dysfonction endothéliale précéde la dysfonction cardiaque dans I’ICFEp.
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La dysfonction endothéliale est au centre des études sur I'ICFEp depuis une dizaine

d’année (Franssen et al., 2016b; Gevaert et al., 2017; Schiattarella et al., 2019).

Dans I’ICFEp, il a été¢ décrit que la dysfonction endothéliale se caractérise par une
diminution de la production du "NO, entrainant une diminution de la vasorelaxation, li¢ a la
diminution de la fonction de la protéine eNOS (Franssen et al., 2016b). La diminution du
‘NO s’explique par le découplage de la eNOS, qui a été confirmé chez les patients atteints
d’ICFEp et les rats ZSF1. Le découplage de I'eNOS fait passer I'eNOS du dimeére, producteur

de 'NO, au monomere, générateur d'O,"™ (Silberman et al., 2010).

Des résultats similaires ont ét¢ obtenus dans un modele d'ICFEp diabétique (Galougahi
et al., 2014). Dans cette é¢tude, les auteurs montrent une diminution de I’activité d'eNOS en
raison notamment d’un découplage de cette protéine, et donc une diminution de la
production du ‘NO. De maniére intéressante, la délétion des NOS, et notamment eNOS,
provoque une dysfonction diastolique et une hypertrophie cardiaque (Shibata et al., 2010).
Tous ces études convergent pour dire que dans I’ICFEp le découplage de la protéine eNOS
induit une diminution de la production du ‘NO, ce qui est a I’origine de la dysfonction

endothéliale.

A T’inverse nos résultats montrent une augmentation de la production du ‘NO et une
diminution de la protéine eNOS. L’analyse de la production du ‘NO en fonction des NOS a
permis de mettre en évidence que la protéine eNOS produisait moins de "NO alors que la
protéine nNOS produisait plus de "NO. Il est interessant de voir que la protéine eNOS est
découplée induisant une diminution du 'NO comme dans littérature mais que I’augmentation
massive de I’expression de la protéine nNOS augmente significativement la production du

‘NO.

L’autre mécanisme décrit comme ayant un rdle dans 1’établissment de la dysfonction
endothéliale est le stress oxydant. En effet, il a été décrit que la concentration d’H202 dans
le myocarde des patients ICFEp ¢était significativement élevée et cette méme observation a
aussi été décrite chez les rats ZSF1 (Franssen et al., 2016b). L'H2Ox résulte de la conversion
de 'O, par les SOD, et les concentrations ¢élevées d'O>™ dans notre modele suggerent done
une augmentation de la concentration d’H>O» et de I’activité des SOD au niveau vasculaire

et cardiaque.
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Les sources possibles de production d'O>™ sont les NOX, les NOS non couplées
(eNOS, iNOS), la xanthine oxydase et les mitochondries. Les résultats actuels de la
diminution de la forme dimérique de la eNOS et I’augmentation de I’expression de la iNOS
au niveau de I’endothélium soutiennent I’hypothése selon laquelle le remodelage
myocardique dans I’'ICFEp est provoqué par l'activation endothéliale, contrairement a
ICFEr, ou le remodelage myocardique est provoqué par la mort des cardiomyocytes (Zhang
et al., 2012). Dans notre modele le stress oxydant est lui aussi augmenté avec une

surproduction d'O>" via les NOS.

La dysfonction endothéliale a un réle important dans notre modele car elle précéde la
dysfonction cardiaque et pourrait etre a 1’origine de la dysfonction diastolique. Comme dans
la littérature nous avons mis en évidence une augmentation du stress oxydant qui a un réle
majeur dans les mécanismes physiopathologiques de I'ICFEp et de la dysfonction

endothéliale.

L’augmentation du stress oxydant se caractérise par une augmentation de 1’O;" qui
semble produit par les NOS. Méme si nous ne savons pas quelle NOS est responsable de
cette production nous présupposons que c’est le découplage de la protéine eNOS. En effet
dans de nombreux modele d’ICFEp la protéine eNOS est décrite comme découplée,

proviquant une dimunution de la production du "NO et une augmentation de 1’O>".

Comme dans la littérature nous observons les mémes altérations dans notre mode¢le.
Cependant la surexpression du récepteur 3 — AR entraine une augmentation de 1’expression
de la protéine nNOS. L’augementation massive de 1’activité de la protéine nNOS provoque
une forte augmentation de la prduction du "NO. Le role de la nNOS est trés peu décrit et
encore moins dans le cas d’une ICFEp. Dans I’hypertension artérielle, comorbidité majeure
de ’ICFEp, il est décrit une augmentation de 1’expression de nNOS et une diminution

d'eNOS (Zhang et al., 2016).

Enfin, dans I’IC apres infarctus du myocarde, il est également montré une
augmentation de I’expression et de I’activité de nNOS (Kulandavelu and Hare, 2012; Moens
et al., 2010). Nous ne pouvons pas dire si [’augmentation de 1’expression et de la fonction

de la nNOS est bénéfique ou délétere dans I’ICFEp.
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3. Oestrogéne et ICFEp

3.1. Préambule

Aujourd'hui, les maladies cardiovasculaires sont 1'une des principales causes de déces
dans le monde et représentent 30 % de la mortalité mondiale avec 17,3 millions de déces par
an. La compréhension de la physiopathologie de ces maladies complexes est un objectif
majeur de la recherche afin de développer de nouveaux traitements. Pour y parvenir
l'utilisation de modeles animaux reste une étape importante et nécessaire que ce soit en

recherche fondamentale ou pré-clinique.

Afin de transposer les conclusions de ces études a I'homme le choix du modé¢le animal
est une étape cruciale. Le choix des animaux se justifie par de nombreux avantages mais il
est évident que les souches de rongeurs présentent aussi de nombreuses différences majeures
et critiques au niveau anatomique (Mauvais-Jarvis et al., 2017), physiologique (Jackson et
al., 2017) et comportemental en comparaison a 'homme (Vaillant et al., 2013). Malgré ces
désavantages majeurs, le rongeur reste pour autant le plus utilisé et le plus reconnu des
modeles animaux en recherche. Il est donc important de contréler tous les facteurs extérieurs
ou environnementaux pour ne pas rajouter des biais supplémentaires. Parmi les biais
possibles, les régimes alimentaires industriels pour rongeurs en font partis. Cependant peu
d'é¢tudes ont porté sur l'influence des régimes standards sur les résultats des études
expérimentales, malgré le role essentiel de la quantité et de la qualité de 1'apport alimentaire.
En effet, de nombreuses études et médias publics parlent de l'impact des perturbateurs
endocriniens dans l'alimentation humaine. On retrouve notamment le soja, utilisé dans
l'alimentation comme source de protéine végétale mais qui est aussi une source importante
de phytoestrogenes ou isoflavones (Patisaul and Jefferson, 2010). Comme leurs noms
lI'indiquent ces substances ont des structures moléculaires proches des cestrogenes leur
conférant ainsi des activités hormonales, qui, si elles sont ingérées en grande quantité,
peuvent devenir toxiques pour l'organisme. Et le soja est majoritairement utilisé dans
l'alimentation standard des rongeurs, posant d'autant plus la question de l'impact de cette

alimentation sur nos résultats scientifiques.
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Dans le cas de I'ICFEp, I’utilisation de mod¢le animaux est d’autant plus importante
du fait de I’absence de biopsie cardiaque de patients. Le choix du mod¢le animaux est donc
un enjeu majeur pour cette thématique de recherche. Au cours d'une de nos études sur notre
modele de rat Tgfs et de fagon fortuite nous avons constaté que les isoflavones contenus
dans l'alimentation influengaient directement le phénotype cardiaque de notre modele qui
développe avec le vieillissement une dysfonction diastolique proche de celle observée chez

des patients ICFEp.

Nous avons comparé¢ I’impact de la teneur en isoflavones, c’est-a-dire en soja, contenu
dans les régimes alimentaires sur la fonction cardiovasculaire. Pour chaque groupe
d'animaux, deux types d'alimentation ont ét¢€ utilisé, une alimentation standard contenant du

soja et la méme alimentation mais dépourvue de soja.
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3.2. Atrticle 3 : Implication d’une alimentation riche en soja pour les modéles

animaux

Implication of soy-based diet for animal models
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Abbreviations

AFE: Atwater Fuel Energy

TGE: Total Genistein equivalent

ER: estrogen receptors

‘NO: nitric oxide)

NOS: "NO synthases

eNOS: endothelial "NO synthase

iNOS: inducible 'NO synthase

nNOS: neuronal "NO synthase

OVX: ovariectomized

NIH: National Institutes of Health

LV: left ventricle

LVEDP: left ventricle end diastolic pressure

ANOVA: analyses of variance

SEM: standard error of the mean

Highlights

¢ Diastolic dysfunction is observed with a soy-free diet
e Soy diet can module cardiac function on long term

e Diet is an important parameter for experimental studies
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Abstract

The use of animal models in fundamental or pre-clinical research remains an absolute
requirement for understanding human pathologies and developing new drugs. In order to
transpose these results into clinical practice, many parameters must be taken into account to
limit bias. Attention has recently been focused on the sex, age or even strain of animal, but
the impact of diet has been largely neglected. Soy, which is commonly used in the diet at
varying quantities can affect the physiology. In order to assess whether the presence of soy
can impact the results obtained, we studied the impact of a soy-based diet versus a soy-free
diet, on diastolic function in a rat model based on transgenic overexpression of the [s-
adrenergic receptors in the endothelium and characterized by the appearance of diastolic
dysfunction with age. Our results show that the onset of diastolic dysfunction is only
observed in transgenic male fed on a long-term with a soy-free diet. Our study highlights the
importance of the diet’s choice in the design of studies, in particular paying attention to the
level of soy, to correctly interpret the outcome as low-cost diet are more likely to contain

very high level of soy.

Key words: phytoestrogen, soy-based diet, sex, endothelium, diastolic function

189



1. Introduction

Today, cardiovascular diseases are among the leading causes of death worldwide and
account for 30% of global mortality, with 17.3 million deaths per year (2015). Understanding
the pathophysiology of these diseases to identify new therapeutic targets is a major research
objective. To achieve this, the use of animal models remains an important and necessary step
in both basic and pre-clinical research and the choice of the animal model is a crucial step.
In recent years attention has been focused on the impact of sex (Mauvais-Jarvis et al., 2017),
age (Jackson et al., 2017) or strain of rodents (Vaillant et al., 2013) on the quality of the data
obtained, whereas the impact of feeding has mostly been neglected. The majority of the used
diets consist of soy, which is very popular because of its low cost, rich in protein, fibre and
unsaturated fatty acids but also contain diadzein and genisteins, two isoflavones that are
classified as endocrine disruptors (2007). Because of their structure they can act as agonists
or antagonists of human estrogen receptors (ER), and are therefore referred to as
phytoestrogens (Patisaul and Jefferson, 2010). Because of their hormonal activity,
isoflavones can interact with different signaling pathways, in particular the nitric oxide
(‘'NO) pathway by modulating the transcription of different 'NO synthases (NOS) and can
thereby indirectly modulate cardiovascular function. Given the potential strong effects on
cardiovascular phenotype, we decided to conduct a study to evaluate the impact of a long-
term soy-based diet versus a soy-free diet in control rats and in a transgenic rat model,

characterized by the development of diastolic dysfunction in male.

190



2. Materials and Methods
2.1. Animal model

We used a model developed in our team: the transgenic (Tgps) rats overexpressing
human f3-adrenergic receptor in endothelial cells, and their control (WT) rats. Both male
and female (ovariectomized (OVX) or not) rats were analyzed. All animals were fed with a
widely used standard industrial diet containing soy (RM1, SDS diet) or with an equivalent
soy-free diet (Envigo, #2914C, Huntingdon, United Kingdom) (Diet composition in Table
1). All animal experimental protocols were approved by the Pays de la Loire Ethical
Committee and were performed in accordance with the French law on animal welfare, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, the National Institutes of Health (NIH) Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub. No. 85-23, revised 2011), and the
1964 Declaration of Helsinki and its later amendments and all the animals were housed

according to standard living conditions.

2.2. Echocardiography
Echocardiography was performed blindly at 15, 30 and 45 weeks of age on
anesthetized rats using a Vingmed-General Electric (VIVID 7, Horten, Norway). The
analyses were performed using off-line cineloop analysis software (Echopac TVI, GE-
Vingmed Ultrasound) on the Therassay platform as previously described (Merlet et al.,

2013a).
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2.3. Pressure measurements
At 45 weeks of age, rats were anesthetized with isoflurane and O under spontaneous
ventilation. A pressure probe SPR 838 size 2F (Millar Instruments Inc., Houston, Texas)
was inserted in the right carotid and pushed into the left ventricle (LV) and end diastolic
pressure (LVEDP) was recorded using 10X1.5.7 software (EMKA Technologies, Paris,

France).

2.4. Western blots
After pressure measurement at 45 weeks of age, male rats were euthanized and hearts
were excised. Total protein was extracted from LV powder as previously described (Ferron
etal., 2019). Western blots were performed in order to evaluate the protein expression levels
of nNOS (#42318, Cell Signaling, USA), iNOS (AB5382, Millipore, USA), eNOS (610296,

BD Bioscences, USA).

2.5. Statistical analyses
Data are presented as mean + SEM. For the comparisons involving two groups of
animals, significances were defined using a Mann-Whitney test. For echocardiography
study, an ANOVA two-way was used with Bonferroni post-test. P<0.05 was considered as

significant.
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3. Results and Discussion

Using echocardiographic we show that the systolic function based on the ejection
fraction shows no change during ageing in male, female or OVX female rats whatever the
diet or the genotype (Figure 1A-C). The diastolic function, was affected as shown by an
increase in the E/A ratio (Figure 1D) for male Tgf; rats fed by soy-free diet only (Dhot et
al., 2020). However, no changes in this parameter were observed in females, either OVX or
not, fed with either soy-based or soy-free diets (Figure 1E, F). The diastolic alteration was
confirmed by hemodynamic pressure analysis at 45 weeks of age in male Tgf; rats fed with
the soy-free diet (Figure 1G). Echocardiography of female rats, with or without OVX,
showed no alteration in LVEDP (Figure 1H, I). Our study therefore illustrates that the
presence of soy in diet can affect pathology development in rodent model. Other studies have
already investigated isoflavones, which is derived from soy, as a therapeutic tool in various
pathologies (Xiao et al., 2018). On the other hand, Haines et al. reported that long-term
consumption of phytoestrogens had no protective effect in females and was even fatal in
males in a mouse model of hereditary hypertrophic cardiomyopathy (Haines et al., 2012). It
is therefore important to take into account that soy levels in standard rodent diets induce
phenotypic changes observed over a long-term period, but also through alteration in gene
expression levels potentially via their action on ERs. In our study, the type of diet induced a
change in the expression levels of NOS proteins. The expression of nNOS was significantly
lower in rats fed a soy-based diet (Figure 2A). While an increase in eNOS expression was
observed in rats fed with soy-based diet and a significant decrease in rats fed with a soy-free
diet (Figure 2B). The expression of iNOS is not altered by the genotype or the diet of the
rats (Figure 2C). Beyond the question of the beneficial or negative effects of soy on
cardiovascular function, these results highlight the importance of considering the potential

impact of modifying dietary intake in animal models. Our study further raises an interesting
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avenue of reflection: it is possible that the development of diastolic dysfunction in Tgfs rats
is dependent on the level of estrogens and phytoestrogens since only male animals, fed
without phytoestrogens, develop this cardiac alteration. The fact that this cardiac dysfunction
does not develop in rats fed with soy-rich diet further indicates the role of hormones in this
pathology. Whether we can extend this analogy to imagine a therapeutic approach to cases
of heart failure with preserved ejection fraction, mainly characterized by diastolic
dysfunction, remains to be investigated. We conclude that diet should be considered as an
additional important parameter for the design of experimental studies, alongside the choice

of sex and strain, housing conditions, pain management and animal welfare.

Acknowledgments

The authors declare that they have no conflict of interest.

For technical assistance on echocardiographic study and pressure measurements, we
thank the Therassay platform. We also thank the UTE for the housing and maintenance of
the animals. Our thanks to Marja Steenman, for her careful English revision. This work was

supported by « Agence Nationale de la Recherche » [ANR-13-BSV1-0003, Paris, France]

194



Author contribution

J.Dhot and V.Prat performed most of the experiments; M.Ferron, V.Aillerie and
A Erraud assisted with the experimental work; B.Rozec, M.De Waard, C.Gauthier and
B.Lauzier participated in the study conception and design as well as data analysis and
interpretation; J.Dhot, V. Prat, M.De Waard and B.Lauzier drafted the manuscript. All authors

read and approved the final manuscript.

195



4. References

[1]

[10]

[11]

Global, regional, and national age-sex specific all-cause and cause-specific mortality
for 240 causes of death, 1990-2013: a systematic analysis for the Global Burden of
Disease Study 2013. Lancet 2015;385:117-71. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(14)61682-2.

Mauvais-Jarvis F, Arnold AP, Reue K. A guide for the design of pre-clinical studies
on sex differences in metabolism. Cell Metab 2017;25:1216-30.
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2017.04.033.

Jackson SJ, Andrews N, Ball D, Bellantuono I, Gray J, Hachoumi L, et al. Does age
matter? The impact of rodent age on study outcomes. Lab Anim 2017;51:160-9.
https://doi.org/10.1177/0023677216653984.

Vaillant F, Lauzier B, Poirier I, Gélinas R, Rivard M-E, Robillard Frayne I, et al.
Mouse strain differences in metabolic fluxes and function of ex vivo working hearts.
Am J Physiol-Heart Circ Physiol 2013;306:H78-87.
https://doi.org/10.1152/ajpheart.00465.2013.

How isoflavone levels in common rodent diets can interfere with the value of animal
models and with experimental results. Lab Anim 2007;41:1-18.
https://doi.org/10.1258/002367707779399428.

Patisaul HB, Jefferson W. The pros and cons of phytoestrogens. Front
Neuroendocrinol 2010;31:400-19. https://doi.org/10.1016/j.yfrne.2010.03.003.
Merlet N, Piriou N, Rozec B, Grabherr A, Lauzier B, Trochu J-N, et al. Increased
beta2-adrenoceptors in doxorubicin-induced cardiomyopathy in rat. PloS One
2013;8:¢64711. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0064711.

Ferron M, Cadiet J, Persello A, Prat V, Denis M, Erraud A, et al. O-GlcNAc
stimulation: A new metabolic approach to treat septic shock. Sci Rep 2019;9:18751.
https://doi.org/10.1038/s41598-019-55381-7.

Dhot J, Ferron M, Prat V, Persello A, Roul D, Stévant D, et al. Over-expression of
endothelial B3 — adrenergic receptor induces diastolic dysfunction in rats. ESC Heart
Fail 2020.

Xiao Y, Zhang S, Tong H, Shi S. Comprehensive evaluation of the role of soy and
isoflavone supplementation in humans and animals over the past two decades.
Phytother Res 2018;32:384-94. https://doi.org/10.1002/ptr.5966.

Haines CD, Harvey PA, Luczak ED, Barthel KKB, Konhilas JP, Watson PA, et al.
Estrogenic compounds are not always cardioprotective and can be lethal in males
with genetic heart disease. Endocrinology 2012;153:4470-9.
https://doi.org/10.1210/en.2012-1391.

196



RESULTATS — Article 3 — Oestrogene et ICFEp

5. Figures

A

100

~BEEggeCdgBia

Ejection Fraction - Male

a0

20

6 13 11 9 10 7 8 7 0 7 14 2

Ejection Fraction - Female

mgiD?%’é!T-%+

0 s 6 5 10 5 8 6 3 4 10 9

WT Tghs WT Tghs WT Tgfs WT Tgps WT Tgfs WT Teps

Soy Soy-Free Soy Soy-Free Soy Soy-Free
15w 30w, 45w,
E/A - Male

a;
3

2

ledsslao®dt

16 13 10 8 1 7 8 7 8 & 14 19

WT TgPs WT Tgps WT TgBs WT TgPs WT Tgps WT Tgps

Soy  Soy-free  Soy  Soy-Fi Soy  Soy-Free
15w 30w. 45w,
E/A - Female
2.0
15
LB TE N
10{ A
0.5

8 5 1 11 0 5 8 10 3 3 9 7
o.

Ejection Fraction - Female OVX

mriﬁsliﬁi?eai

3 6 4 5.3 6 5 6 6 5 6 6

WT TgBs WT Tgps WT TgBs WT Tgps WT Tgps WT Teps

15w 30w, 45w,

F

2.0

:liaifigl?’é*

0.5

E/A - Female OVX

3 6 4 5.3 6 4 6.6 5 5 6

WT TgBs WT Tgs WT Tgh2 WT TgBs WT TgPs WT Tgpz

15w 30w asw.

End diastolic pressure - Male

i\
2

HIH
=

Soy Soy-Free

WT Tgfl2 WT TgBs WT Tgfis WT TgBs WT Tgfz WT Tgf:

15w, E asw.

End diastolic pressure - Female

H—
L §
{1 H
HiH

Soy Soy-Free

0.
WT TgPs WT Tgps WT TgPs WT TgBs WT Tgs WT Tgps

15w, 30w, 45w,

End diastolic pressure - Female OVX

I

_
|-

mmHg

5 5
-5
wr Tep: wr Teps

Soy Soy-Free

Figure 1: Echocardiography study at 15, 30 and 45 weeks of age and invasive

hemodynamic study at 45 weeks of age depending on the rodent diet; with or without soy.

We evaluated the ejection fraction on male (A), female (B) and OVX female (C) rats and

the E/A ratio, on male (D), female (E) and OVX female (F) rats. LVEDP was evaluated at

45 weeks on male (G), female (H) and OVX female (I) rats. Data are expressed as mean =+

SEM *: p<0.05.
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Figure 2: Changes in NOS protein expression was performed by Western blot
analysis for nNOS protein expression (A), eNOS protein expression (B) and iNOS protein
expression (C) on LV from male rats depending on the rodent diet (with or without soy at

45 weeks). Data are expressed as mean = SEM *: p<(.05.
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6. Table

Table 1: Diet composition.

RM1 2914C
Wheat/barley (g/kg) 885 630
Soybean 60 X
Whey 25 X
Soy oil 5 X
Mineral 25 20
Corn-derived X 350
Carbohydrates (%) 4497 48
Crude Protein (%) 14.38 14.3
Crude Oil (%) 2.71 34
Crude Fiber (%) 4.65 4.1
Nitrogen Free Extract (%) 61.73 66
Total Saturated Fatty Acids (%) 0.51 0.6
Total Monounsaturated Fatty Acids (%) 0.88 0.7
Total Polyunsaturated Fatty Acids (%) 0.88 2.1
Metabolism energy (kJ/g) 10 12
AFE (kJ/g) 13.75 14.47
AFE from Oil 7.42 8.77
AFE from Protein 17.49 16.52
AFE from Carbohydrates 75.09 76.26
Calcium (%) 0.73 0.7
Total Phosphorus (%) 0.52 0.6
Sodium (%) 0.25 0.1
Chloride (%) 0.38 0.3
Potassium (%) 0.67 0.6
Magnesium (%) 0.23 0.2
TGE (mg/kg) 100 —-200 <20

AFE: Atwater Fuel Energy

TGE: Total Genistein equivalent
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3.3. Discussion

Notre étude confirme que le niveau de soja dans 1'alimentation module la fonction
cardiaque, et que les résultats observés dépendent du sexe de 1'animal. Nous avons montré
que seuls les animaux males TgPs nourris avec un régime sans soja développent un
dysfonctionnement diastolique avec le vieillissement, ce qui suggere un effet bénéfique du

soja.

Au cours des vingt derniéres années, de nombreuses études ont confirmé I'effet
bénéfique du soja sur diverses pathologies. Ces études ont €té motivées par l'utilisation
massive du soja dans l'industrie alimentaire humaine ou animale pour ses qualités
nutritionnelles. Les effets positifs sont liés a la présence de la daidzéine et de la génistéine,
les deux principales isoflavones qui ont une structure et une activité hormonale similaires a
celles du 17-B-oestradiol. Agissant comme un agoniste ou un antagoniste des récepteurs aux
cestrogeénes, selon le niveau endogene d'cestrogenes, les isoflavones provoquent des effets
génomiques ou non génomiques qui peuvent é&tre bénéfiques dans des conditions
pathologiques (Morito et al., 2001). En effet, I'administration de génistéine réduit la fibrose
myocardique, améliore la fonction cardiaque et la densité capillaire dans un modele d’IC
chez le rat (Qin et al., 2015). Des améliorations similaires ont également été observées dans
des modéles de constriction aortique et de surcharge volumique. Les mécanismes impliqués
seraient liés a 'activation de la voie "NO par phosphorylation de 1'eNOS ou par activation de
la transcription du geéne codant pour 1'eNOS. En plus de leur effet antioxydant et
hypocholestérolémiant, les isoflavones sont également décrites comme bénéfiques dans le
cancer du sein. Cependant, les isoflavones sont aussi décrites comme des stimulants du
cancer. Ainsi, les effets bénéfiques ou deletere des isoflavones seraient liés a la durée
d’exposition aux phytoestrogenes. Par exemple, une étude a montré que 'exposition in utero
et précoce des rats aux phytoestrogénes entrainait une résistance accrue a la surcharge

volumique (Matori et al., 2012; Xiao et al., 2018).
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Dans notre ¢étude, il sera nécessaire par la suite de déterminer I'effet des
phytoestrogenes en fonction du génotype du rat. Mais ces résultats indiquent clairement que
le choix du régime alimentaire n'est certainement pas une question triviale, car les rats
Sprague-Dawley en bonne santé¢ semblent développer un processus pathologique avec le
vieillissement, alors que le modele pathologique semble étre protégé en cas d'exposition
chronique aux phytoestrogenes. Le soja dans l'alimentation aurait donc un effet protecteur
en cas de dysfonctionnement diastolique, une des hypothéses étant que I'ajout d'isoflavones
jouerait sur les niveaux d'expression des eNOS et nNOS qui protégeraient ainsi de
l'apparition d'un dysfonctionnement endothélial lui-méme a [Iinitiation du
dysfonctionnement diastolique. Afin de wvalider cette hypothése, des analyses
supplémentaires devront étre effectuées pour montrer le réle direct des 1'isoflavones sur la

fonction endothéliale et diastolique.

Cette controverse sur les isoflavones et leur activité hormonale a incité les autorités
sanitaires a surveiller les niveaux d'isoflavones ingérés, compte tenu des effets bénéfiques
ou négatifs observés. En effet, un débat est toujours en cours sur la qualification des
isoflavones en tant que perturbateurs endocriniens et il est donc nécessaire de réglementer

la consommation de soja.

Pour I'alimentation humaine, il est conseillé de limiter la consommation a 1 mg/Kg
d'isoflavones par jour. En ce qui concerne I'alimentation animale, et plus particuliérement
les régimes alimentaires des animaux de laboratoire, I’Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE) a fix¢é en 2018 la dose maximale de phytcestrogénes
a 350 pg de génistéine ou équivalents / gramme d'aliment, soit 35 mg/100g. Dans notre
¢tude, nous avons utilisé un régime avec du soja contenant entre 10 et 20 mg/100g de
génistéines et un régime sans soja avec 2 mg/100g de génistéines. Bien que le régime avec
soja respecte les recommandations de I’OCDE, nous rapportons quand méme des variations

dans le phénotype cardiaque observée.

Au-dela de la question sur les effets bénéfiques ou négatifs du soja sur la fonction
cardiovasculaire, nos résultats soulignent I'importance du choix de l'alimentation dans nos
études. Il est donc important de prendre en compte ce parameétre des le début de la conception
de celle ci, quel que soit le domaine de recherche. Ainsi, le choix de I'alimentation doit étre
considéré comme un point critique dans les protocoles de recherche, comme c'est déja le cas

pour la douleur et le bien-étre des animaux.
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4. Identification de cibles thérapeutiquse et biomarqueurs dans PICFEp

4.1. Introduction

L’ICFEp est une maladie cardiovasculaire chronique courante dans le monde pour
laquelle il n'existe actuellement aucun traitement efficace. Comme expliqué précedemment,
I'ICFEp est un trouble systémique progressif influencé par le vieillissement et les
comorbidités, en particulier I'obésité, qui induisent un état pro-inflammatoire systémique
conduisant a un dysfonctionnement endothélial. Les mécanismes conduisant au remodelage
et au dysfonctionnement du myocarde ne sont pas completement définis. De nombreuses

études convergent pour dire que I’inflammation serai a 1’origine de ces mécanismes.

Le concept émergent est que I’ICFEp serait un syndrome initié par des facteurs de la
circulation sanguine systémique. La découverte de nouveaux biomarqueurs circulants
pourrait permettre un diagnostic précoce et précis de I'ICFEp, la classification des patients

ou le développement de nouvelles thérapies.

Afin d'identifier de nouveaux biomarqueurs dans I’ICFEp, notre étude s’appuie sur un
modele préclinique de I’'ICFEp le rat Tgf3. Dans un premier temps nous avons sélectionné
différents biomarqueurs potentiels a partir de 1’étude transcriptomique que nous avons validé
au niveau circulant dans le modéle Tgfs. Dans un second temps 1’objectif de cette étude était
de valider ces cibles au niveau circulant des patients ICFEp. Ce dernier point ne sera pas
présenté dans ce manuscrit du fait de la difficulté d’obtenir des échantillons de patients et de

sujets contrdles.

Sur le profil transcriptomique nous avons identifi¢ la protéine Adénylate Kinase 1
(AK1) comme significativement augmenté au niveau cardiaque chez le rat TgPB3 en

comparaison au rat controle.
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RESULTATS — Identification de cibles thérapeutiques et biomarqueurs dans I’ICFEp
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Figure 36 : Evaluation de I’expression protéique d’AK1 au niveau cardiaque a 45 et 60

semaines chez les animaux WT et Tgps

Les données sont exprimées en moyenne = SEM. * : p<0.05
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Figure 37 : Evaluation de I’expression protéique d’AK1 au niveau du sang total a 45

semaines chez les animaux WT et Tgf3

Les données sont exprimées en moyenne = SEM. * : p<0.05
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4.2. Matériels et Méthodes

Pour I’ensemble des expérimentations, des rats de souche Sprague-Dawley
transgéniques et leurs contrles sauvages sont utilisés. La transgénése a été réalisée par
micro-injection dans des embryons d’ADN codant pour le h33-AR sous la dépendance d’un
promoteur ICAM-2 permettant une expression spécifiquement dans les cellules
endothéliales. Les reproducteurs transgéniques males sont accouplés avec des femelles
sauvages (¢levage JANVIER, France). A leur sevrage, les ratons sont identifi€s, génotypés
et maintenues dans des conditions d’élevage standard (température 21-24°C et cycle diurne-
nocturne de 12h, avec acces a la nourriture et a I’eau a volonté) jusqu’a 1I’age de 45 semaines.
Afin de réaliser le génotypage des animaux, un prélévement d’oreille est effectué des le
sevrage (3 semaines) et une Polymerase Chain Reaction (PCR) permet de détecter la
présence du geéne hB3-AR. Les animaux positifs sont des animaux transgéniques
hétérozygotes pour le géne hps-AR (TgPs), tandis que les animaux négatifs sont considérés
sauvages (WT). Aux différents ages de I’étude, le sang et le cceur sont prélevés et une
extraction de protéine est réalisée afin d’évaluer les niveaux d’expression d’AK1 (référence

anticorps : ab71621) en Western-Blot.

4.3. Résultats

4.3.1. Expression cardiaque et circulante de la protéine AK1

Dans cette étude nous avons mis en évidence une augmentation de I’expression de la
protéine AK1 a 45 et 60 semaines chez les rats TgB3 male au niveau cardiaque (Figure 36).
A 60 semaines, les rats Tgfs présentent une dysfonction diastolique plus importante. Etant
donné que I’expression de la protéine AK1 augmente a 60 semaines, il se pourrait donc que

I’expression d’AK1 soit corrélée a la dysfonction diastolique.

Dans un second temps, il a ét¢ mis en évidence que cette augmentation était aussi
visible au niveau circulant et plus exactement au niveau du sang total (Figure 37), suggérant
ainsi que la protéine AK1 pourrait étre un marqueur de la dysfonction diastolique. Afin de
confirmer cette hypothese, des études complémentaires devront étre menées sur d’autres

modeles animaux et sur des échantillons de sang de patients ICFEp.
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4.3.2. Cohorte

Afin d’envisager une potentielle application clinique, il est nécessaire de disposer
d’échantillons biologiques de patients ICFEp pour tester et valider les cibles d’intéréts
identifiées avec le mod¢ele animal. Dans cette optique, nous avons décidé de monter un projet
de cohorte de patients dans le service de Cardiologie et Maladies Vasculaires du CHU de

Nantes.

Cette cohorte est une cohorte observationnelle qui ne modifie pas le suivi habituel du
patient. Ce type de cohorte est a visée épidémiologique et permet la création d’une bio-
collection (préleévement de sang et urine). Dans un premier temps, uniquement des patients
ICFEp sont inclus. Dans un second temps, des échantillons contréles issus de biobanques
existantes seront utilisés. Ce projet de « HEART-1FICE » est porté par Jean-Noél TROCHU,
David STEVANT et Imen FELLAH.
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Figure 38 : Concentration plasmatique d’IL-1p, TNF-a et d’IL-6 a 15, 30 et 45 semaines
chez les WT et les Tgfs3

A : Concentration d’I1-1p au niveau plasmatique chez les rats WT et les TgBsa 15, 30 et 45 semaines.
B : Concentration de TNF-o au niveau plasmatique chez les rats WT et les TgBs a 15, 30 et 45
semaines. C : Concentration de TNF-a au niveau plasmatique chez les rats WT et les TgBsa 15, 30
et 45 semaines. Les données sont exprimées en moyenne + SEM.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Apres des années de recherche sur le modele TgpBs, ’ensemble des résultats générés
pendant ma these et par les nombreux étudiants avant moi ont permis de conclure que les
rats TgPs présentent de nombreuses caractéristiques de I’'ICFEp. Ce modéle ne développe
pas une ICFEp caractéristique en tout point au tableau clinique retrouvé chez les patients.
En effet, le fait que les femelles ne développent pas la pathologie et aussi 1’absence de
comorbidités sont des limitations a notre modele. Néanmoins ces différences sont aussi des
atouts, car cela nous a permis d’étudier les mécanismes physiopathologiques a 1’origine de
la dysfonction diastolique sans comorbidités et sans I’influence des cestrogénes et

phytoestrogenes.

Pendant ma thése je me suis donc intéressée plus particulierement a 1’endothélium qui
est cité comme étant a 1’origine du remodelage cardiaque dans I’ICFEp. La dysfonction
endothéliale retrouvée dans I’ICFEp serait induite par une inflammation bas grade elle-

méme causée par les comorbidités.

1. Avantages et limitations du modéle

Les deux points limitant du mod¢le sont I’absence d’altération cardiaque chez les
femelles et I’absence de comorbidités. L’ajout de comorbidités dans le modéle permettrait
d’exacerber 1’inflammation et donc les dysfonctions endothéliale et diastolique observées.
Afin de vérifier cette hypothese, une étude est en cours de réalisation en Roumanie a Cluj-
Napoca. Cette étude, mené par I’équipe de Stéliana Ghibu, a pour objectif d’évaluer I’impact
d’une alimentation occidentale, riche en sucre et lipide et sans soja sur le phénotype
cardiaque des animaux WT et Tgps. Les résultats sont en cours d’analyse pour savoir si

I’obésité induite par 1’alimentation va permettre une exacerbation de I’ICFEp.

L’avantage du mod¢ele Tgfs est que I’on peut ajouter une ou plusieurs comorbidités
afin d’étudier I’impact de ces comorbidités sur les mécanismes physiopathologiques de
I’ICFEp, offrant ainsi de nombreuses combinaisons pour décortiquer les mécanismes
cellulaires et moléculaires de I’ICFEp, mais aussi valider I’intérét d’AK1 comme potentiel

biomarqueur de la pathologie.
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Il serait intéressant de poursuivre 1’investigation de la dysfonction endothéliale comme
¢lément central de I’ICFEp. De plus, je trouverais enrichissant d’étudier le sécrétome de la
cellule endothéliale, en condition pathologique. L’étude du sécrétome permettrait tres
certainement de mettre en évidence des facteurs, a ce jour non connus, qui induisent des
altérations fonctionnelles au niveau des cellules adjacentes comme les cardiomyocytes

pouvant conduire sur le long terme a un remodelage de la fonction cardiaque.

Le fait que la ratte TgBs ne développe pas de dysfonction cardiaque reste non expliqué
a ce jour. Au vu des résultats initiaux et au vu des données cliniques, nous pensions que les
cestrogenes jouaient un rdle crucial dans la pathologie. Cependant, I’ovariectomie n’a pas
permis de rétablir le phénotype observé chez les animaux males nourris sans soja suggérant
ainsi que les cestrogenes ne se sont pas a 1’origine des mécanismes physiopathologiques. Il
sera donc aussi pertinent de s’intéresser a la testostérone, hormone trés peu étudiée dans

I’ICFEp et dont le role sur la fonction cardiaque n’a pas été établit.

D’autre part, cette étude pose question sur le role du récepteur f3-AR en condition
pathologique et plus généralement au niveau du systéme cardiovasculaire. Alors que les
¢tudes suggerent que le role du récepteur B3-AR est bénéfique en condition pathologique
dans le cas de I’IC et de I’hypertrophie cardiaque, notre é¢tude suggere quant a elle que le
role de ce récepteur est néfaste dans I'IC. Des études complémentaires doivent étre
envisagées pour comprendre plus en détail les mécanismes d’action de ce récepteur. Il
possible aussi que c’est la désensibilisation sur le long terme des récepteurs f-AR qui induit
un déséquilibre dans la régulation de la fonction cardiaque et vasculaire. Il serait intéressant

d’évaluer I’impact du stress dans 1’établissement de I’ICFEp.

Comme le montre les niveaux plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p,
TNF-a, IL-6), il n’y a pas d’augmentation de I’inflammation systémique (Figure 38).
Cependant de nombreuses études mettent en évidence une augmentation de 1’inflammation
circulante comme étant a ’origine de ’ICFEp (Esposito et al., 2017; Franssen et al., 2016a;
Glezeva et al., 2015). Le fait que cette inflammation n’est pas présente dans le modéle,
s’explique par I’absence de comorbidités. Mais 1’augmentation de I’expression de la protéine

iNOS au niveau cardiaque et aortique suggerent une faible inflammation chez les rats Tgfs.
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Une étude en 2013 a mis en évidence que I’activation du B3-AR endothélial est
responsable de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-13, CCL2, TNFa, IL-6)
(Roth Flach et al., 2013). Etant donné que le rat TgP3 surexprime le récepteur B3-AR au
niveau endothélial, il sera intéressant d’évaluer plus spécifiquement 1’inflammation au
niveau de la cellule endothéliale. Il serait aussi intéressant d’évaluer d’autres cytokines
inflammatoires comme I’IL-16. En effet, les travaux de Tamaki montrent que I’augmentation

de I’IL-16 circulante chez les patients ICFEp est corrélée a la dysfonction diastolique.

2. Les altérations de la fonction endothéliale

Marlgé I’absence d’inflammation il a été¢ mis en évidence une dysfonction endothéliale
au niveau aortique et mésentérique. Cette dysfonction endothéliale se caractérise par une
altération de la vasorelaxation a I’isoprénaline. Cependant, a I’inverse des données de la
littérature, il a été mis en évidence une augmentation de la production du "NO, un agent
vasorelaxant, au niveau vasculaire et cardiaque. Cette augmentation de la production du NO
est pathologique chez le rat TgPs et, d’apreés les résultats de I’étude, est induite par
I’augmentation de 1’expression de la protéine nNOS. Ces résultats semblent cohérents avec la

littérature, puisqu’une augmentation de 1’expression de la nNOS est montrée chez des rats agés de

deux ans.

Dans ce mode¢le, la réponse B-AR cardiaque est également altérée en partie a cause
d’une diminution du Bi-AR et une augmentation du B3-AR (Birenbaum et al., 2008).
Cependant il n’est pas possible d’affirmer que I’augmentation de la protéine nNOS est
bénéfique ou délétere dans I’ICFEp. Des études récentes confirment I’implication des NOS
dans I’ICFEp mais des recherches complémentaires sont nécessaires pour comprendre le role

des NOS dans les mécanismes physiopathologiques.

En ce qui concerne la eNOS, elle est couramment décrite comme diminuée dans les
pathologies cardiovasculaires ou lors du vieillissement. En effet lorsqu’elle est activée en
condition physiologique, la dimérisation est nécessaire pour permettre la production du ‘NO.
En condition pathologique, la protéine eNOS est dite découplée, c’est-a-dire qu’elle reste

majoritairement sous sa forme monomérique entrainant la production d'O,™.
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Il semblerait que dans le modele Tgps le découplage de la eNOS soit responsable de
I’augmentation du stress oxydant, expliquant ainsi 1’altération de la fonction vasculaire
observée. Cette augmentation de la production de 1’0, via la eNOS et I’augmentation de la
production du "NO via la nNOS suggerent une augmentation de la production du ONOO™ qui
est toxique pour la cellule et peut expliquer les altérations de la fonction cardiaque ou
endothéliale observée. Cette étude sur la fonction endothéliale a surtout mis en évidence
qu’une altération des cellules endothéliales peut conduire sur le long terme a une altération

de la fonction cardiaque et plus particulierement a une ICFEp.

3. Les altérations du métabolisme cardiaque

L’identification de cibles thérapeutiques ou de potentiels biomarqueurs est un enjeu
majeur pour I’ICFEp. Durant ma thése j’ai pu identifier des cibles par 1’analyse
transcriptomique. J’ai principalement prété attention a la protéine AK1 dont I’expression est
augmentée chez les rats Tgfs. Décrite comme senseur d’un déséquilibre énergétique, AK1 est
impliquée dans la régulation du métabolisme cardiaque, ainsi que dans de nombreuses voies de
signalisation. AK1 catalyse le transfert réversible d’un phosphate entre I’ATP et I’AMP selon
cette réaction : 2 ADP «» AMP + ATP, et joue ainsi un réle important dans la régulation du taux

d’AMPc et le transfert de I’énergie (Dzeja and Terzic, 2009; Dzeja et al., 2007).

En condition physiologique, le transfert de phosphate est catalysé par la créatine kinase
(CK). Les altérations des composants du systeme CK, a savoir la réduction de la créatine, de la
phosphocréatine (PCr) et de ’activité de la CK sont caractéristiques de I’IC. Le ratio PCr/ATP
est un prédicteur de la mortalité de I’IC. Bien que la contribution de I’AK1 ne soit que de 10%,
en réponse a un stress, elle facilite le transfert de I’énergie sous forme d’AMP. Cela déclenche
une cascade de signalisation métabolique, conduisant & une augmentation de la production
d'ATP via l'activation de la kinase AMP dépendante (AMPK) et régulant ainsi I'homéostasie de

I'énergie myocardique (Neubauer, 2007).

Au-dela de I’intérét d’étudier AK1 comme biomarqueur au niveau circulant il serait aussi
intéressant d’étudier le role de cette enzyme dans notre modele et son implication dans ’ICFEp
d’autant plus que ce résultat suggére des altérations du métabolisme cardiaque. Les altérations
métaboliques sont courantes chez les patients ICFEp qui souffrent souvent d’obésité ou de
diabéte. Depuis quelques années, les connaissances sur les altérations métaboliques associées a

I’ICFEp ont beaucoup progressé (De Jong and Lopaschuk, 2017).
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Dans notre modele animal, il a été décrit une augmentation du taux de triglycérides au
niveau cardiaque indiquant une augmentation du stockage ou une diminution d’utilisation
des acides gras. Ces données sont particulierement intéressantes car 1’augmentation de
triglycérides dans le tissu cardiaque est associée au développement de la dysfonction
diastolique, comme cela a été¢ précédemment démontré chez des patients diabétiques (van
der Meer et al., 2008; Rijzewijk et al., 2008). Plusieurs études montrent I’impact de cette
dysfonction métabolique dans I’IC. Tout d’abord, I’accumulation lipidique au niveau
cardiaque est fréquemment associée a une diminution des niveaux d’expressions de I’AMPK

— un senseur métabolique.

Une étude préliminaire a été réalisée sur le rat TgPs. Les résultats indiquent une
augmentation de la phosphorylation de I’AMPK sur la thréonine 172 sans changement des
niveaux d’expressions de la protéine AMPK. Dans le cas d’une IC, il est plutot décrit une
diminution de la protéine AMPK. Il serait donc intéressant de compléter cette étude afin

d’identifier les altérations métaboliques dans I’ICFEp.
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CONCLUSION

Ces études ont permis de mettre en évidence qu’une altération de la fonction
endothéliale initiée par une surexpression du récepteur B3-AR au niveau de la cellule
endothéliale induit sur le long terme une dysfonction diastolique caractéristique de I’'ICFEp.
L’utilisation du modé¢le Tgf3 nous a permis d’évaluer le role de la fonction endothéliale dans
I’ICFEp. En plus de la mise en évidence de I’'impaction de la voie du NO et des NOS dans
la physiopathologie de I'ICFEp, nous avons mis en avant que les cestrogenes et les
phytoestrogene jouent un role dans la mise en place de la pathologie. Néanmoins des études
complémentaires seront nécessaire pour affiner nos connaissances sur les mécanismes

impliqués dans la physiopathologie de I'ICFEp.

Ce mod¢le offre de nombreuses possibilités d’études des différentes comorbidités et
des mécanismes physiopathologiques impliqués afin d’identifier de nouvelles pistes

thérapeutiques ou biomarqueurs.

Par ailleurs, nos résultats ont mis en avant que la protéine AK1 pourrait représenter un
futur biomarqueur de I’ICFEp, afin d’identifier plus précocement les patients atteints de ce

syndrome. Son expression sera évaluée au niveau du sang total des patients ICFEp.

Au-dela de I’aspect scientifique, cette thése CIFRE réalisée avec Sanofi et I’institut du
thorax m’a permis de découvrir les différents aspects de la recherche. Une thése CIFRE offre
I’opportunité de découvrir le secteur privé et la recherche académique. Pendant ces trois
années, j’ai pu mener a bien un projet de recherche dans son ensemble et en grande
autonomie dans deux structures de recherche différents. J’ai pu me rendre compte des
différences d’organisation, de budget et d’infrastructure entre la recherche dans un grand
groupe pharmaceutique et dans un laboratoire de recherche public. Au-dela de ces aspects,
le travail de recherche en lui-méme est identique que 1’on travaille dans un laboratoire public
ou privé. Cette these CIFRE m’aura permis d’apprendre de nombreuses choses qui me seront

grandement utile par la suite.
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Over-expression of endothelial B3 — adrenergic receptor induces diastolic
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1. Materials and methods

1.1. Animal model
The transgenic rat model overexpressing hP3;-AR in endothelial cells was generated by microinjection
of a linearized plasmid consisting of the hf3;-AR ¢cDNA under the control of the endothelial cell-
specific intercellular adhesion molecule-2 (ICAM-2) promoter into Sprague-Dawley zygotes. As
previously described in detail for another transgene, the ICAM-2 promotor drives endothelial-
specific expression (Charreau et al., 1999).

1.2. Echocardiography
Echocardiography was performed on anesthetized rats (1.5% isoflurane in 2% O, with delivery rate
of 1 L/min) at 15, 30 and 45 weeks of age, using a Vingmed-General Electric ultrasound system
(VIVID 7, Horten, Norway) equipped with a 10 MHz imaging probe and off-line cine loop analysis
software (Echopac TVI, GE-Vingmed Ultrasound) on the Nantes city Therassay platform, as
previously described (Merlet et al., 2013b).

1.3. Pressure measurements
Arterial and left ventricular end diastolic pressure (LVEDP) were recorded on anesthetized rat (3%
isoflurane and 2% O, with delivery rate of 1 L/min) using a pressure probe SPR 838 size 2F (Millar
Instruments Inc., Houston, Texas) with [0X1.5.7 software (EMKA Technologies, Paris, France), as
previously described (Slavic et al., 2013).

1.4. Vascular reactivity
Isolated aortas were placed in physiological Krebs solution, gassed with 95% 0,-5% CO, (pH 7.4)
and maintained at 37.5°C. Aorta were contracted with phenylephrine and relaxation in response was
studied using isoproterenol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).

1.5. Working heart studies
Isolated working hearts were perfused as previously described (Lauzier et al., 2011). To mimic stress,
either systolic function was challenged by increasing afterload from 60 to 140 mm Hg, by 10 mm
Hg steps or diastolic function was challenged by increasing preload from 5 to 25 mm Hg, by 5 mm
Hg steps.

1.6. Tissue collection
Heart apexes were embedded in OCT (optimal cutting temperature) compound (Tissue-Tek, Sakura)
to enable histological analyses. The left ventricle (LV), right ventricle (RV) and septum of heart
bases were dissected and frozen. Aortas were gently removed, separated into 4-mm rings, and the
endothelium was removed. Rings were then snap-frozen. Kidneys were harvested and fixed in 10%
formalin. The right lung was harvested and fixed by infusion of formalin through the bronchi, prior
to immersion in formalin solution.

1.7. Cardiomyocyte isolation
Cardiomyocytes were isolated as previously described (Lauzier et al., 2011). Briefly, hearts were
excised, mounted on a Langerdorff perfusion apparatus and perfused with an oxygenated Tyrode
solution containing collagenase to perform the heart digestion. Hearts were dissected by gentle
manual agitation and cardiomyocytes were filtered and placed in Tyrode solution.

1.8. RT-qPCR
Total RNA was extracted from LV powder and isolated cells for RT-PCR as previously described
(Roul et al., 2015b). The expression of hBs;-AR transcripts was detected using primers targeting the
human sequence (Supplemental Table SI). In heart extracts, rat B1-AR, >-AR, B3-AR and Hprtl, and
human Bs-AR transcripts were quantified by RT-qPCR using Tagman technology (references of
Tagman primers: Rn00824536 sl, Rn00560650 sl, Hs00609046 ml, Rn00565393 ml,
Rn01527840 _ml, Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA). Gene expression of nNOS (Nos1),
iNOS (Nos2) and eNOS (Nos3) were analyzed with normalization by a geometric average of H2afz
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and Sdha genes, which were deemed the most stable by geNorm (Sequences in Supplemental Table
S1).

1.9. Western blots
Western blotting experiments were performed using LV tissue as previously described (Merlet et al.,
2013b). Briefly, protein extraction was performed in the presence of phosphatase inhibitors
(PhosSTOP, Roche, Bile, France) in T-PER buffer, and migration was performed in 4-15%
polyacrylamide stainfree gels (#4568084, BioRad, Hercules, USA). We used different primary
antibodies for Western blotting (antibodies described in Supplemental Table S2).

1.10. Electronic paramagnetic resonance (EPR)

Dissected aortas were incubated 45 min at 37°C in a Krebs-HEPES colloid solution containing
Fe*" diethyldithio-carbamate (DETC, Sigma-Aldrich) as spin trap for "NO detection and in a Krebs-
HEPES solution containing 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine, (CMH,
Noxygen, Germany), deferoxamin (Sigma-Aldrich, France) and DETC (Sigma-Aldrich) as spin
probe for O, detection. Then, each sample was frozen in liquid nitrogen and analyzed in a Dewar
flask at 77°K by EPR Miniscope MS5000 (Frieberg Instruments, Germany). The instrument settings
were microwave power of 10 mW, amplitude modulation of 1 mT ("NO) and 0.400 mT (O,"),
modulation frequency of 100 kHz, sweep time of 150 s and 3 scans ("NO) or 60 s and 3 scans (O7").
Signals were quantified by measuring the total amplitude of the peaks of the spectra obtained,
expressed in arbitrary units (A.U.) and corrected for the dry weight of the sample (Agouni et al.,
2009).

1.11. Transcriptome analysis
RNA from LV from a total of 9 animals (4 WT and 5 Tgf3) was hybridized to Agilent Rat Gene
Expression Microarrays. Two technical replicates were added to both the WT and the Tgf3 group.
Fluorescence values corresponding to raw expression data were extracted using Feature Extraction
Software (Agilent). Positive and negative control probes were removed. Non-linear effects such as
background or saturation were corrected by Lowess. Values of replicate probes were averaged and
the data matrix was filtered to 20,000 probes based on highest median expression values.
Microarray data have been deposited in NCBI’s Gene Expression Omnibus and are accessible
through GEO Series Accession Number GSE149297.Two-class Significant Analysis of
Microarrays (SAM) (Tusher et al., 2001) was used to identify genes with statistically significant
differential expression between sample groups. Hierarchical clustering was performed using Gene
Cluster 3.0 and heatmaps were displayed using Java Treeview (Saldanha, 2004). Data were
analyzed using the Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) method (Mootha et al., 2003;
Subramanian et al., 2005). GSEA is a computational method that determines whether an a priori
defined set of genes shows statistically significant, concordant differences between two
phenotypes. In GSEA, genes are ranked by their correlation with phenotype and every enrichment
gene set will get an enrichment score. Permutation was set to ‘geneset’. Gene sets were considered
significantly enriched when FDR<0.25.

1.12. Statistical analyses
Data are expressed as mean = SEM. For the comparisons involving two groups of animals with n <
10, group significance was defined using a Mann-Whitney test. For groups of 10 or more animals, a
Student z-test was applied. In ex vivo studies, differences between repeated measurements were
evaluated using a two-way ANOVA followed by the Bonferroni selected-comparison test. P < 0.05
was considered significant.

1.13. Ovariectomy
At the age of 8 weeks, female rats underwent an ovariectomy or a sham surgery. Briefly, the animals
were anesthetized through inhaled anesthesia with isoflurane (isoflurane 2%, 1 L/min Vetflurane®,
Virbac, Carros, France). Analgesia was insured by a subcutaneous injection of buprenorphine
(Buprecare®, 0.02 mg/kg, Animalcare, York, United Kingdom) and meloxicam (Metacam®, 1
mg/kg, Boehringer Ingelheim, Ingelheim-Am-Rhein, Germany) during the surgery. Animal lied on
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sternal decubitus, and skin was incised on 1 cm, about 1 cm caudally to the rib cage. Subcutaneous
tissue and abdominal muscles were gently dissected. Ovary was then exteriorized, uterine and
ovarian vessels were ligatured with Vicryl 4.0 (Johnson & Johnson, New Brunswick, USA) and
removed. Abdominal muscle layer, subcutaneous and skin were sewn, before repeating the same
procedure on the other side. During the three days after procedure, animals received subcutaneous
injection of buprenophrine twice a day, and injection of meloxicam once per day to avoid post-
operative pain. All the animals were housed according to standard living conditions and were fed
with a specific diet to avoid estrogen-like effects of phytoestrogen present in standard diet (Envigo,
#2014, Huntingdon, United Kingdom).

1.14. Small pulmonary artery remodeling
Fixed lungs were embedded in paraffin, sectioned at 7 um and stained with elastin-orcein stain,
allowing the visualization of elastic fiber of small pulmonary arteries. Remodeling of small
pulmonary arteries was blindly assessed on 20 arterioles of 60 um diameter per rat at 600X (Nikon
eclipse 600 with Nikon DS-Ril), as previously described (Hsia et al., 2010). Percentage of the media
area was determined as following: % media area = 1 - (lumen area)/(total area) (Figure S3A4).

1.15. Glomerular score

Fixed kidneys were embedded in paraffin and sectioned at 7 um. Sections, stained with the Periodic
Acid Schiff (PAS) technique (Sigma-Aldrich, #395-2016), were used to evaluate the pathological
changes in renal structure. Glomerulosclerosis scoring was performed according to Raij and
collaborators (Raij et al., 1984). Briefly, blinding acquisition and analysis of sclerosis and damages
of 20 glomeruli per animal are performed at 200X (Nikon eclipse 600 with Nikon DS-Ril) and
according to semi-quantitative score from O (healthy glomeruli) to 4 (full damaged glomeruli)
(Figure S3B). The extent of the injury for each individual tissue specimen was then evaluated by
histological examination.

1.16. Fibrosis
Fibrosis quantification was performed as previously described (Junqueira et al., 1979). Forty and 20
images of the LV and septum respectively were taken at 200X magnification per animal and analyzed
by a blinded manipulator. The percent area of type I and type III collagen fibers were determined for
each animal, obtained by the addition of these scores (Westberg et al., 1994).

1.17. Treadmill tolerance test
Treadmill tolerance test was performed on a small group of animals. Treadmill parameter was: Slope
of 5°; speed increase of 3 cm/s every 3 minutes.

1.18. Lung weight
Lungs were weighed during sampling then dried at 60°C and weighed.

1.19. Quantitative determination of rat IL-6; TNF-a and IL-1p on plasma.
Quantikine® ELISA kit from R&D systems were used on plasma to determined rat II-1P
concentration (N° RLB00, R&D systems - biotechne), IL-6 concentration (N°R6000B, R&D systems
— biotechne) and TNF-o (N°RTA00, R&D systems — biotechne).

1.20. Vascular density.
Fixed aortas were embedded in paraffin, sectioned at 7 pm and stained with CD31 antibodies.

257



2. References

1. Charreau B, Ménoret S, Tesson L, Azimzadeh A, Audet M, Wolf P, et al. Protection against
hyperacute xenograft rejection of transgenic rat hearts expressing human decay accelerating factor
(DAF) transplanted into primates. Mol Med Camb Mass. sept 1999;5(9):617-30.

2. Merlet N, Piriou N, Rozec B, Grabherr A, Lauzier B, Trochu J-N, et al. Increased beta2-
adrenoceptors in doxorubicin-induced cardiomyopathy in rat. PloS One. 2013;8(5):¢64711.

3. Slavic S, Lauer D, Sommerfeld M, Kemnitz UR, Grzesiak A, Trappiel M, et al. Cannabinoid
receptor | inhibition improves cardiac function and remodelling after myocardial infarction and in
experimental metabolic syndrome. J] Mol Med Berl Ger. juill 2013;91(7):811-23.

4. Lauzier B, Vaillant F, Gélinas R, Bouchard B, Brownsey R, Thorin E, et al. Ivabradine
reduces heart rate while preserving metabolic fluxes and energy status of healthy normoxic working
hearts. Am J Physiol Heart Circ Physiol. mars 2011;300(3):H845-852.

5. Roul D, Rozec B, André G, Merlet N, Tran Quang T, Lauzier B, et al. Increased B2-
adrenergic vasorelaxation at the early phase of endotoxemic shock in rats. Vascul Pharmacol. sept
2015;72:181-9.

6. Agouni A, Lagrue-Lak-Hal A-H, Mostefai HA, Tesse A, Mulder P, Rouet P, et al. Red Wine
Polyphenols Prevent Metabolic and Cardiovascular Alterations Associated with Obesity in Zucker
Fatty Rats (Fa/Fa). PLoS ONE [Internet]. 18 mai 2009 [cit¢ 7 nov 2019];4(5). Disponible sur:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2679212/

7. Tusher VG, Tibshirani R, Chu G. Significance analysis of microarrays applied to the ionizing
radiation response. Proc Natl Acad Sci. 24 avr 2001;98(9):5116-21.

8. Saldanha AJ. Java Treeview—extensible visualization of microarray data. Bioinformatics.
22 nov 2004;20(17):3246-8.

9. Subramanian A, Tamayo P, Mootha VK, Mukherjee S, Ebert BL, Gillette MA, et al. Gene
set enrichment analysis: A knowledge-based approach for interpreting genome-wide expression
profiles. Proc Natl Acad Sci. 25 oct 2005;102(43):15545-50.

10. Mootha VK, Lindgren CM, Eriksson K-F, Subramanian A, Sihag S, Lehar J, et al. PGC-
lalpha-responsive genes involved in oxidative phosphorylation are coordinately downregulated in
human diabetes. Nat Genet. juill 2003;34(3):267-73.

11. Hsia CCW, Hyde DM, Ochs M, Weibel ER, ATS/ERS Joint Task Force on Quantitative
Assessment of Lung Structure. An official research policy statement of the American Thoracic
Society/European Respiratory Society: standards for quantitative assessment of lung structure. Am J
Respir Crit Care Med. 15 févr 2010;181(4):394-418.

12. Raij L, Azar S, Keane W. Mesangial immune injury, hypertension, and progressive
glomerular damage in Dahl rats. Kidney Int. 1 aoit 1984;26(2):137-43.

13. Junqueira LCU, Bignolas G, Brentani RR. Picrosirius staining plus polarization microscopy,
a specific method for collagen detection in tissue sections. Histochem J. 1 juill 1979;11(4):447-55.

14. Westberg G, Shultz PJ, Raij L. Exogenous nitric oxide prevents endotoxin-induced
glomerular thrombosis in rats. Kidney Int. 1 sept 1994;46(3):711-6.

258



3. Supplementary data

Supplementary data, Figure S1.
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Figure S1: 33-AR antibody (A). Western-Blot of B3-AR protein at 15 and 45 weeks (B). B3-

AR protein level at 15 (Tgfs; n=4) and 45 weeks (TgP3; n=5) (C). Data are expressed as
mean + SEM.
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Supplementary data, Figure 52.
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Figure S2: LV pressure measurements of 45 weeks WT (n=8) and Tgp3 (n=9) rats (A).
Evolution of diastolic function between 15 and 45 weeks measured by echocardiography
(B). Data are expressed as mean + SEM.
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Supplementary data, Figure 53.
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Figure S3: Fibrosis quantification. (A) Cryosections were stained with picrosirius red and
viewed under polarized light to distinguish type I (red) from type III (green) collagen.
Representative views from WT and TgP3; samples are presented. (B) Changes in Col3al
transcript in WT (n=7) and Tgf3 (n=12) rats. (C) Changes in Collal transcript in WT (n=7)
and TgPs (n=13) rats. Data are expressed as mean = SEM. *: p<0.05.
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Supplementary data, Figure S4.
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Figure S4: A) Left ventricular anterior wall depth in diastole at 60 weeks. B) Treadmill
tolerance test with the evaluation of travelled distance. C) Lung weight (wet/dry). Data are
expressed as mean £ SEM. *: p<0.05.
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Supplementary data, Figure S5.
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Figure S5: A) Rat IL-1p plasma concentration B) Rat TNF-a plasma concentration C) Rat
IL-6 plasma concentration. Data are expressed as mean = SEM. *: p<0.05.
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Supplementary data, Figure 56.
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Figure S6: A) Vascular density in myocardium B) Mean area aorta. Representative views
from WT and Tgfs samples are presented. Data are expressed as mean + SEM. *: p<0.05.
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ANNEXES

Supplementary data, Figure 57.
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Figure S7: Vascular injuries of lungs and kidneys from WT (n=8) and Tgp3 (n=9) rats. (A)

Renal injuries were evaluated using the glomerular score (B). Data are expressed as mean +
SEM.
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Supplementary data, Figure 57.
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Figure S8: Protein expression of PLB (A), of serine 16 phosphorylated PLB (B), of
SERCA2 (C), of RyR2 (D) and of serine 2808 phosphorylated RyR2 (E) all evaluated on
whole heart tissue extracts at 45 weeks in WT (n=4-8) and TgP3 (n=10). Data are expressed
as mean £ SEM. *: p<0.05.
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Table S1: Primers used for RT-qPCR experiments.

mRNA Lenght (pb) Sequence (5°-3°)

hB3-AR (F) 17 AGCTCTCTTGCCCATG

hp3-AR (R) 19 ACTGGCTCATGATGGGCGC

Gapdh (F) 30 ACTGGCGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCT
Gapdh (R) 30 CTCCTTGGAGGCCATGTAGGCCATGAGGTC
eNOS (F) 20 CCTTGAGTTGGCTCATCCAT

eNOS (R) 20 AGCTGTGCTGGCATACAGAA

iNOS (F) 20 AGTCTTGGTGTAAAGCGGTGT

iNOS (R) 19 GAGGACTGTGGCTCTGACG

nNOS (F) 21 CAGCCAACACAGGAGCTACAA

nNOS (R) 20 TGCCCAAAGGCACAGAAGTG

H2afz (F) 20 CCTCACCGCAGAGGTACTTG

H2afz (R) 20 GTTGCAAGTGACGAGGGGTA

Sdha (F) 20 TACTGTTGCAGCACAGGGAG

Sdha (R) 20 CAGTCAGAGCCTTTCACGGT

Col3al (F) 20 GGGCCTCCCAGAACATTACA

Col3al (R) 20 CACCAGTGTGTTTAGTGCAGC

Collal (F) 20 GGTGAGACGTGGAAACCTGA

Collal (R) 20 TGGGTCCCTCGACTCCTATG
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Table S2: Antibodies used for Western-Blot analyses.

Antibody

Reference

Anti-eNOS

610296, BD Bioscences, San Diego, USA

Anti-phosphorylated Ser1177 eNOS (P-eNOS)

#9571, Cell Signaling, Danvers, USA

Anti-iNOS

AB5382, Millipore, USA

Anti-nNOS

#42318, Cell Signaling, Danvers, USA

Anti-RyR2 phospho Serine-2808

A010-30, Badrilla, United Kingdom

Anti-RyR2

ab2868, Abcam, United Kingdom

Anti-SERCA2

ab2817, Abcam, United Kingdom

Anti-PLB

ab2865, Abcam, United Kingdom

Anti-PLB phospho-serine 16

A010-12, Badrilla, United Kingdom

Anti-mouse 1gG

SC 2055, Santa Cruz, Dallas, USA

Anti-rabbit IgG

SC 2054, Santa Cruz, Dallas, USA
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Table S3: Cardiovascular parameters of WT and Tgf3; females at 45 weeks of age. Data are
expressed as mean + SEM.

Ovariectomized females

Parameters Females (F) (ovx F)
WT Tgps _ _
(n=13) (n=13) WT (n=12) TgBs (n=10)

LV morphological parameters

Posterior wall thickness in diastole (mm) 1.70 £ 0.04 1.75 £0.07 1.75 £0.07 1.76 £0.07
Posterior wall thickness in systole (mm) 2.73£0.06 2.79+0.14 2.75+£0.01 2.70£0.09
Anterior wall thickness in diastole (mm) 1.63 £0.06 1.50 £ 0.05 1.54 £ 0.05 1.46 £0.03
Anterior wall thickness in systole (mm) 2.87+0.10 2.87+£0.12 2.78 £0.08 2.65+0.06

Interventricular septal wall thickness in

. 1.59 +£0.04 1.54 +£0.05 1.59+£0.07 1.56 +£0.05
diastole (mm)
Interventricular septal wall thickness in 2.9740.08 279+ 0.10 2,82+ 0.09 271 +0.08
systole (mm)
LV diameter in diastole (mm) 7.29+£0.13 7.09 +£0.22 7.18£0.12 7.13+£0.19
LV diameter in systole (mm) 3.86 £0.17 343+£0.23 3.81+0.21 3.93+£0.24
Systolic function

L . 84.9
Ejection fraction (%) 09 829+1.6 80.5+2,7 785+£2.7
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Table S4: Arterial blood pressure values measured for WT and Tgf3; female rats at 45 weeks. Data

are expressed as mean = SEM.

Parameters Females (F) Ovariectomized females (ovx F)
WT n=9) TgBs (n=5) | WT (n=5) Tgps (n=5)

Blood pressure

Systolic blood pressure (mm Hg) 143.8+52 1484+7.0 | 134.6+5.0 1245+ 7.8

Diastolic blood pressure (mm Hg) | 99.6 +2.7 1042+4.7 | 101.2+£29 913+7.6

Mean blood pressure (mm Hg) 1143+35 1189+55 | 1123+3.5 102.3+7.6
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Table S5: Physiological and cardiovascular parameters recorded for WT and Tgf; males at 45
weeks of age. E/A: early-to-late filing ratio. Data are expressed as mean + SEM *: p<0.05.

Parameters WT (n=11) Tgps (n=12)
Body weight (g) 599 + 63 622 + 36
Tibia length (mm) 59.58+1.03 60.75+0.75
Heart Weight (g) 1.85+£0.10 1.89 £0.04
Heart rate (bpm) 337+6 336 +7
LV morphological parameters

Posterior wall thickness in diastole (mm) 1.83 £0.05 1.82+0.04
Posterior wall thickness in systole (mm) 2.85+0.05 2.76£0.12
Anterior wall thickness in diastole (mm) 1.73 £ 0.06 1.59+ 0.06
Anterior wall thickness in systole (mm) 327+£0.17 2.09+0.08
Interventricular septal wall thickness in diastole (mm) 1.75+0.08 1.67+0.06
Interventricular septal wall thickness in systole (mm) 2.95+0.09 2.87+0.09
LV diameter in diastole (mm) 8.51=+0.14 8.86+0.14
LV diameter in systole (mm) 4.93+0.17 5.24+0.21
Systolic function

Ejection fraction (%) 78.03 £1.52 77.89 £0.83
LV diastolic parameters

E-wave (m/s) 1.150 +£0.039 1.139+£0.051
A-wave (m/s) 0.990+0.031 0.862+0.037 *
E/A ratio 1.1554+0.015 1.332+0.041 *
E-wave deceleration time (ms) 43.37 +1.853 43.80 +2.239
Isovolumic relaxation time (ms) 2230+ 1.324 21.76 + 0.887
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Table S6: Cardiovascular parameters from WT and Tgf; males at 15 and 30 weeks of age. Data are
expressed as mean + SEM.

Parameters 15 weeks 30 weeks
WT (n=13)  Tgpsm=13) | WT @m=12)  TgBs (n=10)
LV morphological parameters
. . o 1.684 + 1.613 + 1.882+ 1.804 +
Posterior wall thickness in diastole (mm) 0.070 0063 0181 0176
. . . 2413 £ 2.391 + 3.078 + 2.838 £
Posterior wall thickness in systole (mm) 0.090 0.042 0176 0.145
. . L 1.526 + 1.536 + 1.617 £ 1.628 +
Anterior wall thickness in diastole (mm) 0.044 0.106 0.081 0.064
. . . 2433+ 2131+ 2.852+ 2.968 £
Anterior wall thickness in systole (mm) 0174 0.134 0167 0116
Interventricular septal wall thickness in 1.505 + 1.531+ 1913 + 1.772 +
diastole (mm) 0.038 0.049 0.126 0.103
Interventricular septal wall thickness in 2.246 + 2.199 + 3226+ 3.150 +
systole (mm) 0.121 0.094 0.140 0.111
. . 7.232 + 7.750 + 7.843 + 7.878 =
LV diameter in diastole (mm) 0191 0.179 0.205 0204
. . 4332 + 4.659 + 4.035 + 4.205 +
LV diameter in systole (mm) 0.196 0.230 0.302 0.164
Systolic function
Ejection fraction (%) 76.0 £1.8 76.2+2.0 83.7+2.2 82.7+14
LV diastolic parameters
1.116 = 1.075 + 1.108 + 1.050 +
E-wave (m/s) 0.029 0.014 0.037 0.076
A-wave (m/s) 1.067 £ 0919+ 1.024 + 0.793 +
wave (mys 0.031 0.037 0.029 0.049
E/A rati 1.056 + 1.180 1.088 £ 1.261 +
° 0.032 0.038 0.044 0.059
E-wave deceleration time (ms) 3942 & 43.25+ 4643 & 4542 &
wav 2.01 2.9 3.17 4.87
Isovolumic relaxation time (ms) 19.53 & 20.79 % 18.76 & 2031+
Vol x 0.36 0.73 0.74 1.33
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Table S7: Arterial blood pressure values measured for WT and Tgf; male rats at 45 weeks of age
measured by arterial catheterism. Data are expressed as mean + SEM.

Parameters WT (n=11) Tgps (n=12)
Systolic blood pressure (mmHg) 136.3+4.0 133.4+4.6
Diastolic blood pressure (mmHg) 95.29+2.0 92.75+3.1
Mean blood pressure (mmHg) 109.0 £ 2.6 106.3+3.5
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Table S8: Characteristics of perfused isolated working hearts under physiological condition in WT
and Tgfs male rats at 45 weeks of age. Data are expressed as mean = SEM. Afterload was set at 80

mmHg and preload at 12.5 mmHg *: p<0.05.

Parameter WT (n=26) Tgps (n=23)
I Heart rate (bpm) 255+4 I 275+£5*
Maximal pressure (mmHg) 150.0+£2.3 137.9+2.0 *
Minimal pressure (mmHg) -49+1.5 -0.5+08*
EDP (mmHg) 8.8+0.8 125+15*
Systolic ejection period (ms) 70.1+£2.5 705+ 1.2
Contraction time (ms) 333+£3.1 26.5+33
Diastolic filling period (ms) 90.4+5.8 64.9+55*
Relaxation time (ms) 465+ 1.2 534+12%
dP/dtmax (mmHg/s) 6211+ 184 5.569 + 194 *
dP/dtmin (mmHg/s) -4.936 + 109 -4.453 £ 109 *
Cardiac output (mL/min) 77.7+£1.7 74.1+£24
Aortic flow (mL/min) 547+1.4 53.1+£2.7
Coronary flow (mL/min) 22.7+1.0 22.0+1.0
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ANNEXES

45wk males differential

Agilent Gene

oligonucleotide Symbol Name

A 42 P633958 Col4a2 Collagen, type IV, alpha 2

A 42 P638620 Len2 Lipocalin 2

A 42 P835462 Akl Adenylate kinase 1

A 43 P10689 Synm Synemin, intermediate filament protein

A 44 P124733 Zp2 Zona pellucida glycoprotein 2

A 44 P170524 Tpenl Two pore segment channel 1

A 44 P375553 Lrpl Low density lipoprotein receptor-related protein 1
A 44 P539156 Dus31 Dihydrouridine synthase 3-like

A 64 P016828 Myolb Myosin IB

A 64 P043033 Cbr3 Carbonyl reductase 3

A 64 P062373 Vps37d VPS37D, ESCRT-I subunit

A 64 P108210

A 64 P133967 Abcd2 ATP-binding cassette, sub-family D, member 2
A 64 P140000

A 64 P147724

Agilent Gene

oligonucleotide Symbol Name

A 42 P482051

A 42 P483564 Ptpre Protein tyrosine phosphatase, receptor type ¢

A 42 P542727 Ano4 Anoctamin 4

A 42 P554722 Pigp Phosphatidylinositolglycan anchor biosynthesis, class P

42 P598602 Cd3g CD3g molecule

2 P602724 Ubd Ubiquitin D

2 P606890 Abi2 Abl-interactor 2

2 P661992

2 P663871 Gzma Granzyme A

2 P669388 Cnksrl Connector enhancer of kinase suppressor of Ras 1
2 P768024 Spn sialophorin

2 P803673

2 P804822 Scn7a Sodium voltage-gated channel alpha subunit 7
3 P10011 Pnisr PNN-interacting serine/arginine-rich protein
3 P11839 Meox2 mesenchyme homeobox 2

3 P22744 Adcy9 Adenylate cyclase 9

3 P22811 Cdo6 CD6 molecule

4 P1011391 Usp40 Ubiquitin specific peptidase 40

4 P1011687 Ttpi Tissue factor pathway inhibitor

4 P1013330 Arpp21 cAMP regulated phosphoprotein 21 kDa

4 P1029397 Bst2 Bone marrow stromal cell antigen 2

4 P1039994 Irf7 Interferon regulatory factor 7

4 P104361 Fam35a Family with sequence similarity 35 member a
4 P1046054 Brd4 Bromodomain containing 4

4 P1059966 Sdf2 Stromal cell derived factor 2

4 P107596 Ctsw Cathepsin W

4 P168569 Srsfll Serine/arginine-rich splicing factor 11

4 P184465 Calm3 Calmodulin 3

4 P191784 Calml Calmodulin 1
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44 P214811
44 P229277
44 P236636
44 P283941
44 P290734
44 P294675
44 P299870
44 P301963
44 P302536
44 P324707
44 P332606

44 P339881
44 P344928
44 P367586
44 P370855
44 P384628
44 P423528
44 P423691
44 P443500

4 P464065
4 P477116
4 P487910
4 P494741
4 P508992
4 P527556
4 P570046
4 P592221
4 P790417
4 P868963
4 P899264
4 P945862
4 P959259
4 P000761
4 P000762
4 P001647
4 P002029
4 P002924
4 P003255
4 P003261
4 P003514
4 P003913
4 P008091
4 P008406
4 P010748
4 P010860
4 P010902
4 P010960
4 P012252
4 P012444
4 P012661
4 P013565

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
6
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6
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6
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6
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6
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)
_ 64 P015380

Tfrc
Ambhr2

Arhgdib

Sifn3
Hsp90aal
Psmb9
Pnn
RT1-EC2
C2

Cezl

Ol1r390
Bmpr2

Ndufa8
Lgals5

Ushbpl
Pcytla
Lrrc33
Tbcld5

Taf7

Sox7
Spert
Tnfrsf14
Lhfpl2
Trub2

Asrgll
RT1-M6-1
Tbcld5

Slc15a3
Cx3crl

Msra
Peol

Ghrh

Mfsdl

Transferrin receptor
Anti-mullerian hormone receptor type 2

Rho GDP dissociation inhibitor beta

Heat shock protein 90kDa alpha family class A member 1
Proteasome subunit beta 9

Pinin, desmosome associated protein

HLA

Complement component 2
CCZ1 homolog, vacuolar
biogenesis associated

protein trafficking and

Bone morphogenetic protein receptor, type 11

NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A8

USHI1 protein network component harmonin binding
protein 1
Phosphate cytidylyltransferase 1, choline, alpha

TBX1 domain family member 5
TATA-box binding protein associated factor 7

SRY-box 7

Spermatid associated

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 14
Lipoma HMGIC fusion partner-like 2

TruB pseudouridine synthase family member 2

Asparaginase like 1
HLA
TBC1 domain family member 5

Solute carrier family 15 member 3
C-X3-C motif chemokine receptor 1

Methionine sulfoxide reductase a

Chromosome 10 ORF 2
Growth hormone releasing hormone

Major facilitator superfamily domain containing 1
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A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
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A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

64 P016245
64 P017660
64 P017761
64 P019007
64_P023120
64_P023481
64_P024419
64_P024464
64 P025329
64 P027138
64 P027550
64 P029962
64 _P030145
64 _P030554
64_P031906

4 P032405
4 P033205
4 P037848
4 P037993
4 P038342
4 P040940
4 P041536
4 P042099
4 P042152
4 P043377
4 P044221
4 P045716
4 P047264
4 P047281
4 P047764
4 P048637
4 P048939
4 P049085
4 P049584
4 P049738
4 P050969
4 P053636
4 P056549
4 P056831
4 P057222
4 P057225
4 P058953
4 P059032
4 P059790
4 P062852
4 P062924
4 P063045
4 P064976
4 P065422
4 P065631
4 P065837
4 P067000

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
64_P069071

Mornl
Calm3

Pcdhg@
Parpl4

Tmem47
Mbd3

Vmac
Tptl

Rps4y2
Snrpn

Rassf2

Ziml

Hsp90ab1
Prkcb

Cnfn

Sdpr

Glra2

Inppl
RTI1-S2
RTI1-S2
Defb43
Susd3

Primal
Lpar6

MORN repeat containing 1
Calmodulin 3

Protocadherin gamma cluster
Poly(ADP-ribose) polymerase family member 14

Transmembrane protein 47
Methyl-CpG binding domain protein 3

Vimentin-type intermediate filament associated coiled-coil
protein

Tumor protein, translationally-controlled 1

Ribosomal protein S4, Y-linked 2
Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N

Ras association domain family member 2

Heat shock protein 90kDa alpha family class b member 1
protein kinase C beta

Cornifelin

Serum deprivation response

Glycine receptor alpha 2

Inositol polyphosphate-1-phosphatase
HLA
HLA

Sushi domain containing 3

Proline rich membrane anchor 1
Lysophosphatidic acid receptor 6
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_64 P070502
_64 P070826
_64 P070841
_ 64 P072308
_ 64 _P072633
_64_P074490
_ 64 _P075647
_64 P079638
_64 P080756
_64 P082097
_ 64 P083625
_ 64 P084218
_64_P084445
_ 64 _P084563
_64_P084856
_64 P086214
_64 P088331
_64 P090203
_ 64 _P090475
_64 P090593
_64_P090739
_ 64 _P092052
_64_P092055
_ 64 P092718
_ 64 P094474
_ 64 P095392
_ 64 P095920
_64 P097168
_64 P097881
_64_P098290
_64_P098892
_64_P099225
_ 64 P099424
_64 P100634
_64 P100669
_64 P101013
_64 P101296
_64 _P101573
_ 64 _P102533
_64_P102807
_ 64 P103493
_64 P104206
_64 P104242
_ 64 P105872
64 P106221
64 P106414
_64 _P107737
_64 _P107798
_64 P110018
64 P113257
64 P113743
_64 P115060
_64 P115114
_64 P117031

OlIr59
Wipil
Lmnbl

Nit2

Prr22

RTI1-CES
RTI-CE13

Snurf
Snurf
B2m

Snrpn

Ccl6

Dnahl10

Noxal
E218

Tmem?229a
RTI1-T18

Ttc3
Acinl
Plekho2
Tnfrsfl3c
Rapgef6

Gimap9
Ccl5

Abccl

WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1
Lamin B1

Nitrilase family member 2

Proline rich 22

HLA
HLA

SNRPN upstream reading frame
SNRPN upstream reading frame

Beta-2-microglobulin
Small nuclear ribonucleoprotei polypeptide N

Dynein axonemal heavy chain 10

NADPH oxidase activator 1
E2f transcription factor 8

Transmembrane protein 229a
HLA

Tetratricopeptide repeat domain 3
Apoptotic chromatin condensation inducer 1
Pleckstrin homology domain containing O2

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 13¢

Rap guanine nucleotide exchange factor 6

C-C motif chemokine ligand 5

ATP binding cassette subfamily ¢ member 1
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64 P124215

64 P124781

64 P126772 Flywchl FLYWCH-type zinc finger 1
64 P127753

_ 64 P130578 RT1-Dbl HLA

_64 P133134

_ 64 P133508

64 P133642

_ 64 P134440

64 P135745

64 P137828 Stambp STAM binding protein

_ 64 P138420 Cldn19 Claudin 19

64 P138435 Mettl11b Methyltransferase like 11b

_ 64 P138534

64 P138949 Wasl Wiskott-Aldrich syndrome like
64 P139225

_64 P141675

64 P142640 Gjc3 Gap junction protein gamma 3
_ 64 P142867

_ 64 P143614 Paip2l11

_64 P150726 Ahsp Alpha hemoglobin stabilizing protein

64 P152637

64 P153273 Mcptl10

_ 64 P155240

_64 P155716 Pmsl PMS1 homolog 1, mismatch repair system component
64 P158118

64 P158858

64 P159685

_ 64 P161808 Extl3 Exostosin like glycosyltransferase 3

_ 64 P162391

64 P162705 Ceacam9

_ 64 P162860

64 P165666 Siglec5 Sialic acid binding Ig like lectin 5

_64 P181176

64 P183242

> > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > > >

Phosphatidylinositol-4-phosphate ~ 3-kinase  catalytic
64 P249046 Pik3c2b subunit type 2 beta
64 P296417
64 P395054

> > >
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Implication de I'endothélium dans le développement de l'insuffisance cardiaque a

fraction d'éjection préservée

Mots clés : insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée, dysfonction endothéliale,

récepteur Bs-adrenergique

Résumé : L’insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée (ICFEp) est l'une des
pathologies  cardiovasculaires des  plus
courantes dans le monde. Les patients, souvent
des femmes agées, présentent de nombreuses
comorbidités comme [I'’hypertension artérielle,
'obésité, le diabéte, I'hypertension artérielle
pulmonaire, l'insuffisance rénale ou 'anémie. A
ce jour la mortalité et la morbidité associées

sont élevées et aucun traitement n’est
disponible. Il est donc nécessaire de
comprendre les mécanismes

physiopathologiques impliquées afin d’identifier
de nouvelles cibles thérapeutiques. Depuis une
dizaine d’années, les études mettent en avant
linflammation bas grade comme étant a
lorigine de [IICFEp. Cette inflammation
entrainerait une dysfonction endothéliale puis
des altérations au niveau de la fonction
cardiaque.

Les objectifs de ma thése ont été de
caractériser un nouveau modéle animal
d'ICFEp induite par une dysfonction
endothéliale afin par la suite d’identifier des
cibles thérapeutiques. Nous avons montré que
le rat TgBs développe bien une dysfonction
diastolique caractéristique de I'ICFEp sur le
long terme. En conclusion nous avons pu
mettre en avant que [laugmentation de
'expression du récepteur [s-adrenrgique
entraine une augmentation de la production du
*NO et de O,* qui serait a l'origine de la
dysfonction endothéliale et donc possiblement
de [IICFEp. Enfin, grdce a une étude
transcriptomique chez ces animaux
pathologiques, nous avons mis en évidence
une cible potentielle qui est augmentée au
niveau circulant. Cette cible est en cours
d’évaluation en clinigue comme potentiel
biomarqueur de I'lCFEp.

Involvement of the endothelium in the development of heart failure with preserved

ejection fraction

Keywords: heart failure with preserved ejection fraction, endothelial dysfunction, ps-adrenergic

receptor

Abstract: Heart Failure with preserved Ejection
Fraction (HFpEF) is one of the most common
cardiovascular diseases in the world. Patients,
often elderly women, have many co-morbidities
such as high blood pressure, obesity, diabetes,
pulmonary arterial hypertension, renal failure or
anemia. To date the associated mortality and
morbidity are high and no treatment is available.
It is therefore necessary to understand the
pathophysiological mechanisms involved, in
order to identify new therapeutic targets. Over
the last ten years, studies have highlighted low-
grade inflammation as the cause of HFpEF. This
inflammation is believed to lead to endothelial
dysfunction and alterations in cardiac function.

The objectives of my thesis were to
characterize a new animal model of HFpEF
triggered by endothelial dysfunction in order to
identify therapeutic targets thereafter. We
showed that the TgBs rat develops diastolic
dysfunction, characteristic of HFpEF, over the
long term. In conclusion, we were able to show
that the increase in the expression of the
receptor Bs-adrenergique leads the increase in
the production of *NO and O-* that would be at
the origin of the endothelial dysfunction and
thus possibly of the HFpEF. Finally, thanks to a
transcriptomic study in pathological animals,
we have identified a potential target which is
increased at circulating level. This target is
currently being evaluated in the clinic as a
potential biomarker of HFpEF.



