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Chapitre 1 : Les inhibiteurs des co-transporteurs sodium glucose
(SGLT1 et 2) ou gliflozines

1.1 Genése de la découverte des gliflozines

En 1835, la phlorizine, un O-glucoside phénolique naturel, a été isolé de 1’écorce, des

feuilles et des fruits du pommier (Figure 1).

- R H oH o
HOHC ~. ==
T\ oo on o m
i 0 = ‘:> H,C 9
kY OH \ 0
w ]
™ OH | RS HO
h 1:0 7 Iutose, OH 0
= - QH_ - T
R = parent malety CH,
O-glucosides Phlarizin T-1095
—— R
- = - cl OCH,CH, CH, Cl 0, o
7/ HOHC S e LI F .
! 0L, HO HO Ho
\ : WS MO H HO “OH
N OH K HO' “OH Ho
N OH OH CH
~ HO OH
= !
T~ _OH_ -
R = parent moiaty
C-glucosides Dapaglifiozin Canaglifiozin Empaglifiozin

Figure 1. Structure chimique des O-glucosides (phlorizine et T-1095) et des C-glucosides

(Dapagliflozine, Canagliflozine et Empagliflozine) (Nauck et al., 2014).

En 1933, Chasis et al. a montré que la phlorizine augmentait 1’excrétion urinaire de
glucose chez les sujets sains (Rieg et Vallon, 2018). L’administration sous-cutanée de
phlorizine dans un modele de rats résistants a 1’insuline a montré une amélioration du profil
glycémique et de la résistance a I’insuline (Rossetti et al., 1987). Cependant, devant sa faible
solubilité dans I’eau, sa mauvaise biodisponibilité¢ orale ainsi que son absence de sélectivité
SGLT1/SGLT?2, la phlorizine a été abandonnée pendant plus d’un siécle. En effet, le manque

de sélectivité de la phlorizine a entrainé de nombreux effets indésirables gastrointestinaux
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(diarrhées séveres et déshydratation) dus a I’inhibition des transporteurs SGLT1 fortement
exprimés au niveau de la bordure en brosse intestinale. De plus, la structure de la phlorizine
est hydrolysée in vivo par des B-glucosidases en phlorétine, une molécule inhibitrice des
transporteurs GLUTs, voie principale d’entrée du glucose au sein des cellules de 1’organisme
par diffusion facilitée, entrainant ainsi une réduction du transport de glucose notamment au

niveau des cellules du systéme nerveux central (Figure 2).

OH O
OH ©
HO 0 OH oral p-glucosidase “O O
OH
\/oé'\ administration  intestine HO OH OH
He . OH 2 (philoretin)

OH +

glucose
1 (phlorizin)

Figure 2. Hydrolyse in vivo de la phlorizine en son métabolite actif, la phlorétine (Nomura et

al., 2017).

De nombreuses tentatives de synthése d’un composé sélectif des transporteurs SGLT2
avec une meilleure biodisponibilité par voie orale ont été réalisées avec la synthese
notamment du composé T-1095 et de la sergliflozine. Cependant, leur insuffisante sélectivité
vis-a-vis de SGLT?2 ainsi que leur faible biodisponibilité ont été responsables de leur abandon.
Au début des années 2010, les groupes Bristol Myers-Squibb et AstraZeneca ont congu un C-
glucoside ou la liaison C-C n’est pas hydrolysable empéchant par la méme sa dégradation par
les B-glucosidases endogenes (Figure 1).

Ce composé a ét¢ nommé la dapagliflozine et a été rejeté par 1’agence américaine du
médicament (FDA) mais approuvé par ’agence européenne du médicament (EMA) sous

I’appellation Forxiga®. Six inhibiteurs ont depuis été approuvés : il s’agit de la dapagliflozine,
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de la canagliflozine (le premier, approuvé en 2013 par la FDA), de I’ipragliflozine, de
I’empagliflozine, de la luséogliflozine et de la tofogliflozine. Trois autres inhibiteurs sont en
phase d’études cliniques: il s’agit de la sotagliflozine, de [D’ertugliflozine et de la

bexagliflozine (Figure 3).

s dapagliflozin OH canagliflozin ipragliflozin
Approved 2013 Approved 2013 Approved 2014
Forxiga Invokana Suglat
AstraZeneca Johnson & Johnson/Tanabe Astellas

OH empagliflozin
Approved 2014 luseogliflozin
J_ardlance ) Approved 2014 tofogliflozin
Boehringer Ingelheim Lusefi Approved 2014
Taisho Apleway
Chugai
Cl OEt A
cl OEt O “ O o
S O O HO HO
-~ \\» ! | I 10
- HO ertugliflozin HOY A bexagliflozin
sotagliflozin OH PF-04971729 OH THR1442
OH LX4211 Steglatro Theracos, Inc.

Lexicon Merck / Pfizer

Figure 3. Structures moléculaires des inhibiteurs des transporteurs SGLT2 approuvées par la
FDA, ’EMA) et la Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA). La sotagliflozine

et la bexagliflozine sont en phase III d’études cliniques (Aguillon et al., 2018).
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1.2 Les co-transporteurs sodium glucose 1 et 2 : cibles des
gliflozines

Les co-transporteurs sodium glucose 1 et 2 (SGLT1 et SGLT2) font partie de la
famille des genes SLC5A4. Ces geénes codent pour six protéines différentes chez ’Homme qui
permettent le transport essentiellement du glucose (SGLT1,2,3,4,5), mais également du
galactose (SGLT1), du mannose (SGLT4 et 5) ou encore du myo-inositol (SGLT6). Le
transport du glucose se fait par transport actif secondaire, couplé au sodium selon une
steechiométrie de 2 Na' pour 1 molécule de glucose (SGLT1) ou une steechiométrie de 1 Na"
pour 1 molécule de glucose (SGLT2) (Wright et al., 2011). Les co-transporteurs SGLT1 et 2
sont des glycoprotéines de 72 kDa composées de 14 hélices a transmembranaires regroupées
en 2 masses avec comme cceur de structure deux séquences inversées répétées (TM1-5 et
TM6-10). La fixation du substrat (le glucose) a lieu au centre de la protéine de maniére
adjacente aux segments discontinus TM1 et TM6. Le site est isolé des milieux extra et
intracellulaires par plusieurs résidus (L84, F98, F453 et Y290) (Poulsen et al., 2015) (Figures
4 et 5). L’ensemble des transporteurs SGLTs partagent un site commun de liaison Na" (Na2)
a Dexception de SGLTI qui comporte un site supplémentaire de liaison au Na':
Nal. D’importantes études biophysiques et biochimiques d’expression de SGLT1 au sein
d’oocytes et de cellules en culture ont permis de dégager un modéle de la cinétique du
transport du Na'" et du glucose par les transporteurs SGLTs. De maniére schématique et
simplifiée, le processus de transport peut se décomposer en cinq étapes. Tout d’abord, le
transporteur se trouve en conformation fermée, le rendant ainsi réfractaire a toute fixation de
ligands extracellulaires. L étape 2 consiste en la fixation du Na' extracellulaire sur le site Na2
(puis Nal pour SGLT1) ce qui permet I’ouverture du canal d’entrée du glucose. Le glucose va

ainsi se fixer sur son site de liaison entralnant ainsi la fermeture du canal du coté
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extracellulaire. La fixation du glucose va entrainer, au cours de I’étape 4, un changement de
conformation de la protéine (conformation ouverte) permettant 1’ouverture d’un pore du coté
intracellulaire libérant ainsi le glucose et le Na" dans la cellule. Au cours de la derniére étape,
le canal du co6té intracellulaire se ferme et la protéine change a nouveau de conformation afin
de retrouver son état initial a savoir la conformation fermée. L’ensemble de ce cycle dure 20
ms et est réversible. Les parametres du cycle sont déterminés par les gradients de
concentration du glucose et du Na' entre les milieux extra- et intra-cellulaires et par le

potentiel membranaire (Ghezzi et al., 2018).

Sugar Binding Site Vg W Outer Gate

Na2 Site
Inner Gate

Figure 4. Structure moléculaire de la protéine humaine SGLT2 (Ghezzi et al. 2018).
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Figure 5. Mod¢le du mécanisme de transport du glucose couplé au sodium (Ghezzi et al.

2018).

La répartition tissulaire des transporteurs SGLTs varie selon 1’isoforme considéré
(Tableau 1). SGLTI1 présente une localisation intestinale mais est également exprimé au
sein du rein, des cardiomyocytes, du cerveau, de la trachée et des testicules. Il est
responsable de ’absorption du glucose a la suite de la prise alimentaire. SGLT2 quant a lui,
est fortement exprimé par le rein mais il est aussi exprimé dans le cerveau, le foie, la

thyroide et les glandes salivaires.
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Tableau 1. Répartition tissulaire des isoformes de co-transporteurs SGLTs isolés chez

I’Homme (Aguillén et al., 2018).

SGLT member Substrate Distribution in human tissue
SGLTI Glucose, Intestine, trachea, kidney, heart,
galactose brain, vestis, prostate
SGLT2 Glucose Kidney, brain, liver, thyroid,
muscle, heart
SGLT3 Glucose Intestine, testis, uterus, lung,
brain, thyroid
SGLT4 Glucose, Intestine, kidney, liver, brain,
mannosa lung, trachea, uterus, pancreas
SGLTS Glucose, Kidney
galactose
5GLTe D-chiro- Brain, kidney, intestine
inosicol

Les deux transporteurs SGLT1 et 2 sont physiologiquement important au niveau rénal. En

effet, SGLT2 est situé¢ dans le rein au niveau du segment S1 du tube contourné proximal et

est responsable de la réabsorption de la trés grande majorité du glucose filtré au niveau

rénal (90 %) (Figures 6 et 7). Il est caractérisé par une faible affinité et par une trés haute

capacité de transport du glucose. Les 10 % restants du glucose filtré est réabsorbé par le

transporteur de haute affinit¢é mais de faible capacité, SGLTI1, exprimé au niveau du

segment S3 du tube contourné proximal ce qui empéche toute glycosurie chez un sujet sain.

L’inhibition du transporteur SGLT2 entraine une forte augmentation de I’excrétion urinaire

de glucose (= 70 g/jour), ce qui représente une perte calorique de I’ordre de 300 kcal

(Wright et al., 2011).
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Figure 6. L’inhibition de SGLT2 réduit la réabsorption rénale du glucose (adapté de Girard,

2015).

Tubular lumen Interstitium

K+
Na*/K*
ATPase Pump

Figure 7. Transport actif (SGLT2) et passif (GLUT2) du glucose dans les cellules épithéliales

du tubule proximal rénal (Nair et Wilding, 2010).

Ce mode d’action permet une réduction notable, a la fois de ’hyperglycémie a jeun et
de I’hyperglycémie post-prandiale. Les inhibiteurs de SGLT2 diminuent donc la capacité
maximale de réabsorption du glucose par les tubules rénaux, ce qui augmente de facto,

I’excrétion urinaire de glucose et abaisse la glycémie. Il est important de noter qu’il s’agit du
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premier traitement qui élimine le glucose excédentaire de l’organisme. De manicre
surprenante, les transporteurs SGLT2 sont surexprimés par les cellules épithéliales du tube
contourné proximal chez les patients diabétiques (Rahmoune et al., 2005). De plus, des études
menées sur des modeles de rongeurs diabétiques a montré une élévation de I’expression
protéique des transporteurs SGLT1 et SGLT2 au sein des cellules épithéliales rénales mais
aussi des ARNm correspondants chez le rat Zucker obese ou chez des rats ou le diabéte a été
induit par administration de streptozotocine ou d’alloxane (Tabatabai et al., 2009; Vestri et al.,
2001). Les modes de régulation des transporteurs SGLT1 et 2 ainsi que les voies de
signalisation impliqués ont fait I’objet de trés peu d’études. Les promoteurs des génes codant
pour SGLTI et 2 contiennent des sites de liaison pour le facteur nucléaire hépatocytaire 1a
humain (HNF1a) dont la fixation augmente 1’activité du promoteur. De plus, chez des souris
ou le géne HNFla est délété (Knock-out HNF1a-/-), on observe une forte altération de la
réabsorption rénale du glucose indiquant que la facteur HNF1a régule également I’expression
de SGLT2 (Pontoglio et al., 2000). Aucun phénotype li¢ a une altération de 1’absorption
intestinale de glucose n’a été observé ce qui suggere qu” HNF1a régule 1I’expression rénale de
SGLT2 mais pas I’expression intestinale de SGLT1 (Wright et al., 2011). Des expériences
réalisées dans des cellules embryonnaires de rein humain de type HEK 293T ont montré que
SGLT?2 est régulé par la stimulation de protéines kinases, notamment la protéine kinase A
(PKA) et la protéine kinase C (PKC) (Ghezzi et Wright, 2012). Les protéines PKA et PKC
induisent également 1’augmentation de ’activit¢ de SGLT1 par stimulation du nombre de
transporteurs exprimés a la membrane cellulaire dans des oocytes de crapaud Xénope (Hirsch

etal., 1996).
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1.3 Place des gliflozines dans ’arsenal thérapeutique du

diabéte de type 2

1.3.1 Généralités sur le diabéte de type 2

Le diabete de type 2 (DT2) est le trouble métabolique le plus répandu dans le monde et
affecte toujours plus d’individus en particulier dans les pays en voie de développement (Inde,
Chine...), ou son incidence devient préoccupante. En effet, le DT2 affectait, en 2017, 451
millions de personnes dans le monde et affectera, 592 millions de malades en 2035 et méme,
si la tendance se poursuit, 693 millions en 2045 (Cho et al., 2018; Guariguata et al., 2014). La
prévalence grandissante du DT2 est attribuée sans nul doute, a I’explosion de I’obésité, qui est
aujourd’hui devenue un véritable enjeu de santé publique.

Le DT2 se définit comme une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L qui est
accompagnée d’une élimination urinaire du glucose (glycosurie). De nombreuses études
épidémiologiques ont montré que le risque majeur du DT2 est imputable a I’hyperglycémie
chronique qui conduit par la suite a des complications neuro-cardiovasculaires. Les troubles
vasculaires peuvent aussi bien affecter les micro-vaisseaux (vascularisation rétinienne, rénale)
que les vaisseaux de gros calibre comme les arteéres coronaires et carotidiennes. Le DT2 est
donc un facteur de risque cardiovasculaire (CV) a part entiére, multipliant le risque de
mortalit¢ CV d’un facteur de 2 a 7 (Stamler et al., 1993). Il est également important de
préciser que le DT2 est trés fréquemment combiné a d’autres facteurs de risque CV tels que
I’hypertension artérielle essentielle ou les dyslipidémies, pouvant mener au syndrome
métabolique. L’ensemble de ces facteurs jouent un role multiplicatif sur le risque d’apparition
de pathologies CV. En conséquence, la prise en charge thérapeutique du patient doit prendre
en compte non seulement 1’équilibre glycémique mais aussi les facteurs de risque CV et ce de

manieére prioritaire. Cependant, il a ét¢é montré qu’une réduction drastique et agressive de
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I’hyperglycémie, surtout chez les diabétiques de grade sévere, est délétere et se traduit par un
risque d’accident vasculaire cérébral (AVC) non-fatal et d’insuffisance cardiaque congestive
augmentés de respectivement 1,2 et 1,3 fois face a une thérapie classique (Buse, 2007; Dluhy
et McMahon, 2008; Ismail-Beigi et al., 2010). Il est donc crucial de s’assurer que les
traitements antidiabétiques ne présentent pas d’effets déléteres sur le systetme CV, et
qu’idéalement ils soient en mesure d’abaisser la mortalit¢é CV due au DT2. C’est ainsi que la
FDA en 2008 et ’EMA en 2012 ont exigé que les nouveaux principes actifs développés
comme antidiabétiques fassent I’objet d’études cliniques, afin de garantir leur innocuité vis-a-
vis du systéme CV et que dans le meilleur des cas, ces principes actifs soient en mesure de
réduire les hospitalisations pour infarctus du myocarde (IDM), accident vasculaire cérébral

(AVC) ou autres événements d’origine CV.

1.3.2 Les nouvelles générations d’antidiabétiques
La plupart des thérapeutiques antidiabétiques de 1°° génération incluant la
metformine, les sulfonylurées (SU) et les thiazolidinediones (TZD) n’ont pas fait 1’objet
d’investigations cliniques ou le critére de jugement principal était la fonction CV (Paredes
et al., 2016). Un rappel des mécanismes d’action des principales classes d’antidiabétiques
ainsi que les effets globaux CV sont synthétisés dans le Tableau 2. En plus d’un effet
neutre voire néfaste sur le systeéme CV, les SUs ont montré des effets de prise de poids (2 a
5 kg) et un risque d’hypoglycémie. Cette classe est trés efficace dans 1’abaissement de la

glycémie grace a son action stimulatrice de la sécrétion d’insuline, mais c’est cette activité

dépendante de I’insuline qui est responsable des hypoglycémies médicamenteuses.

Plus récemment, de nouvelles classes d’agents antidiabétiques ciblant le systéme des

incrétines ont vu le jour : les analogues du GLP-1, Glucagon-like peptide-1 (exénatide,
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liraglutide), et les inhibiteurs de DPP-4, Dipeptidyl peptidase-4 (les gliptines). La
progression du bol alimentaire le long du tube digestif entraine la sécrétion par les cellules
L de l’intestin gréle d’un neuropeptide, le GLP-1, qui fait partie de la famille des
incrétines. Le peptide GLP-1 stimule la sécrétion d’insuline de maniére dépendante du
glucose ce qui a pour conséquence d’abaisser la glycémie sans exposer le patient a un
risque d’hypoglycémie. Cependant, le GLP-1 présente un temps de demi-vie tres court (de
I’ordre de 1,5 a 5 min) dans le plasma et est ensuite dégradé en amide GLP-1 inactive par
I’enzyme DPP-4 (Hui et al., 2002). Afin de contrer la faible stabilit¢ du GLP-1 et de
promouvoir P’effet incrétine, deux stratégies ont été développé : créer des analogues
structuraux du GLP-1 avec une durée de vie plus €levée ou inhiber I’activit¢ de DPP-4.
L’avantage majeur de ces deux classes d’antidiabétiques réside dans le fait qu’elles ne sont
pas associées aux hypoglycémies iatrogeénes contrairement aux sulfonylurées. Malgré des
bénéfices certains, les inhibiteurs de DPP-4 n’ont pas montré de réduction de la mortalité
CV chez les DT2 (Green et al.,, 2015). A I’inverse, les analogues du GLP-1, et en
particulier le liraglutide, ont montré récemment une réduction significative de la mortalité
CV, des événements microvasculaires et de la mortalité toute cause (Pfeffer et al., 2015).
Cependant, ces chiffres demeurent relativement modérés chez les DT2 traités (Tableau 2
et (Bentley-Lewis et al., 2015)). Par exemple, si on compare la mortalit¢ CV chez des
DT2, on releve 219 déces dans le groupe traité au liraglutide (soit 4,7 % des malades),

contre 278 déces (soit 6,8 % des malades) dans le groupe placebo (Marso et al., 2016).
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Tableau 2. Premicre et seconde génération d’antidiabétiques oraux. IC : insuffisance

cardiaque ; MACE : major adverse cardiovascular events ; ns : non significatif.

- 1 sensibilité a

I’insuline

Molécule Mécanisme d’action Hb1Ac (%) Effet CV global
Metformine - 7 captage du glucose LS | risque CV + mortalité
dépendant de I’insuline globale.
- | production hépatique et Risque d’IDM est abaissé de
rénale de glucose 39% avec metformine vs
thérapie conventionnelle chez
les patients obéses (King et
al., 1999)
Sulfonylurées - 71 sécrétion 11,5 1 risque CV avec le
d’insuline tolbutamide : retrait
(Knatterud et al., 1971),
ns : autres composeés
Thiazolidinediones - activation PPARy 11,0 1 insuffisance cardiaque de
- | acides gras libres 1,3 % avec rosiglitazone +
- 1 captage du glucose par insuline (2,4 %) versus
les muscles squelettiques insuline seule (1,1%)
- | gluconéogénése par le foie (Nissen et Wolski, 2007)
Effet neutre de la
Pioglitazone puis retrait
mondial pour augmentation
du risque de cancer de la
vessie
Analogues du GLP-1 - 1 sécrétion d’insuline 1 1,0 Protection CV modérée

Peu de différences dans la
mortalit¢ CV et dans les
hospitalisations pour IC avec
lixisenatide vs placebo
(Bentley-Lewis et al., 2015)
Réduction de 12 % MACE,
9% hospitalisations pour IC
12 % mortalité toute cause

(Kristensen et al., 2019)
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Inhibiteurs de DPP4 - 7 sécrétion 11,0 Pas de réduction du
d’insuline risque CV
dépendante du

glucose

1.3.3 Premiere démonstration clinique de I’effet protecteur cardiovasculaire

d’une gliflozine : I’étude EMPA-REG OUTCOME

L’¢tude EMPA-REG OUTCOME, publiée en 2015 dans le New England Journal of
Medicine et incluant 7020 patients DT2, représente la premiere ¢tude clinique qui a
démontré que le traitement du DT2 a haut risque CV avec I’empagliflozine est associé a une
réduction de 38 % de la mortalité¢ CV et a une réduction de 32 % de la mortalité toute cause
(Figure 8). En revanche, aucun effet sur le risque d’AVC non fatal n’a été¢ mis en évidence
contre placebo. Ces effets majeurs ont été observés dés 3 mois de traitement, et de ce fait,
ne peuvent étre expliqués par une réduction des phénomeénes athérothrombotiques. Les
principaux effets incluent une réduction du taux d’hémoglobine glyquée (HbAlc) de I’ordre
de 0,6 %, une perte de poids de 3 a 5 kg, un abaissement de la pression artérielle systolique
(PAS) de 5 mm Hg en moyenne ainsi qu’une diurese accrue. La conclusion principale de
I’é¢tude EMPA-REG OUTCOME est qu’il suffit de traiter seulement 39 patients DT2 a haut
risque CV pour prévenir un déces. Cependant, les mécanismes impliqués dans ces bénéfices
CV demeurent largement incompris. Les mécanismes potentiels suggérés incluent une
protection rénale par le mode d’action de I’empagliflozine (glycosurie et natriurése
essentiellement) et un possible effet sur la fonction cardiaque. En effet, I’inhibition de
SGLT?2 favorise la glycosurie ce qui conduit d’une part, a un bilan calorique négatif et donc
a une perte de poids ce qui peut contribuer a une diminution de la graisse épicardique

augmentant ainsi la contractilité cardiaque et d’autre part, & une baisse modérée de ’'HbAlc
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(0,6 %). De plus, I’excrétion de Na' promeut la réduction de la PAS de 5 mm Hg
(Heerspink et al., 2016). Cependant, les effets mis en évidence sur ’'HbAlc, la PAS et le
poids corporel sont malgré tout relativement modérés. Un résultat fondamental, plus
inattendu, fut une réduction de 35% des hospitalisations pour IC dans le groupe traité avec
I’empagliflozine ce qui cherchera a étre confirmé avec les autres membres de la famille des

gliflozines.
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Figure 8. Effets CV de I'l’¢tude EMPA-REG OUTCOME (Zinman et al., 2015).
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1.4 Confirmation de D’effet protecteur cardiovasculaire de la

classe des gliflozines

Deux ans apres la publication de I’étude EMPA-REG Outcome, une nouvelle étude
clinique de grande ampleur testant cette fois-ci la canagliflozine, I’étude CANVAS, a été
menée sur 10 142 patients présentant un DT2 ainsi qu’un risque CV ¢élevé (Neal et al., 2017).
Les principaux résultats de cette étude montrent une réduction significative du critere MACE
(Major Adverse Cardiovascular Events) composé¢ de la mortalité d’origine CV, des IDM non
mortels ainsi que des AVC non-mortels (hazard ratio (HR) 0.86; 95% confidence interval
(CD), 0.75 to 0.97). Les hospitalisations pour insuffisance cardiaque ont elles aussi diminué
(HR 0.67; 95% IC, 0.52 to 0.87) par rapport au placebo (Kosiborod et al., 2017). La deuxieéme
partie du programme CANVAS (CVD-REAL) a consist¢ a étudier P'effet CV de la
canagliflozine par rapport aux autres traitements antidiabétiques. Les données ont montré une
diminution des hospitalisations pour insuffisance cardiaque (HR 0.49; 95% IC, 0.41 to 0.57)
ainsi qu’un abaissement de la mortalité toute cause (HR 0.61; 95% IC, 0.51 to 0.73).

En 2019, une nouvelle étude clinique a testé le troisieme composé principal de la
classe des gliflozines a savoir la dapagliflozine. L’essai clinique DECLARE-TMI 58 a inclus
17 160 patients dont les critéres d’inclusions sont similaires a I’étude CANVAS. Les
principales observations de cet essai sont une réduction significative de la mortalité d’origine
CV ou d’hospitalisation pour insuffisance cardiaque (HR 0.83; 95% IC, 0.73 to 0.95) mais ne
montrent pas en revanche, de diminution du critére de jugement principal, le MACE (Wiviott
etal., 2019).

Dans I’ensemble des trois études cliniques, les seules constantes ont été une réduction

de la mortalité d’origine CV ainsi qu’une diminution des hospitalisations pour insuffisance
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cardiaque. Ainsi, de trés récentes études ont testé 1’effet de classe des gliflozines sur des
patients atteints d’insuffisance cardiaque a fraction d’¢jection réduite (HFrEF).

L’¢tude DAPA-HF a inclus 4744 patients présentant une IC avec une fraction
d’¢jection inférieure ou égale a 40% et a testé 1’effet de 10 mg de dapagliflozine sur un critere
composite incluant 1’aggravation de I’IC et la mortalité d’origine CV. Les investigateurs de
I’étude ont montré que le risque d’aggravation de I’IC et que la mortalité d’origine CV sont
significativement abaissés dans le bras traité par la dapagliflozine (HR 0.70; 95% CI, 0.59 to
0.83) (HR 0.82; 95% CI, 0.69 to 0.98) respectivement (McMurray et al., 2019) (Figure 9).
Les auteurs notent également que ces constats sont indépendants de la présence ou de
I’absence de DT2 chez les patients. Cette observation confirme les conclusions d’Inzucchi et
collegues qui précisent que la protection CV des patients DT2 atteints de pathologies CV est
indépendante du contrdle glycémique des gliflozines (Inzucchi et al., 2018). En 2020, I’étude
EMPEROR, testant I’empagliflozine, a délivré ses conclusions qui montrent une réduction de
25 % du risque relatif de mortalit¢ CV ou d’hospitalisation pour IC chez des patients
présentant une HFrEF avec ou sans DT2 (Packer et al., 2020) (Figure 10). D’autres résultats
issus de 1’é¢tude VERTIS CV testant ’ertugliflozine ont montré que chez les patients DT2 ou
avec une pathologie athérosclérotique, I’ertugliflozine réduisait le risque de primo-
hospitalisation ou de nouvelle hospitalisation pour IC de 30 % avec une efficacité accrue chez
les patients HFrEF avec une FE <45 % (Cannon et al., 2020; Cosentino et al., 2020).

L’ensemble de ces études cliniques de grande ampleur a montré une protection
importante des gliflozines contre les événements CV avec une constante qui réside dans la
réduction de la mortalité d’origine CV et la réduction des hospitalisations pour IC. Malgré le
nombre important d’hypothéses, les mécanismes a 1’origine de la protection CV des

gliflozines demeurent mal connus. Dans la partie qui suit nous détaillerons les diverses
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hypothéses qui ont ét¢ émises en distinguant celles qui sont d’ores et déja validées chez
I’Homme de celles qui font encore 1’objet de nombreuses investigations précliniques et

cliniques.
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Figure 9. Effets CV de I’étude DAPA-HF (McMurray et al., 2019).
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SGLT?2 Inhibition With Empagliflozin Is Effective in Heart Failure

With a Reduced Ejection Fraction With or Without Diabetes
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Figure 10. Effets CV de I’étude EMPEROR (Packer et al., 2020).
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1.5 Mécanismes établis et hypothétiques de la protection

cardiovasculaire des gliflozines

Le Tableau 3 présente les hypothéses les plus plausibles pouvant expliquer la protection CV

des gliflozines.

Tableau 3. Mécanismes potentiels de protection CV des gliflozines (Bonora et al., 2020).

Bction

Putative Mechanizm

Sowrce of the Evidence

Blood pressure reducoon

Osmonc diunesis and Matrusresis
Redurmion of arterial wiffness
Improved endocheliad funcoon

RCTs and CWOTy 11478550
Smiall hisman studies™

Ernall hisman soudies™

Body wasght reducoon

Increased glucose excremon

RiCTs and CWOTs™ 13474

Uric acid reductdon

Peduced urate reabsorpoon

RICTs and CWOTs

Ketone bodies increase

Glucagon secreton and suppressson of wsulin
production due o lower plasma glucose bevel
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1.5.1 Réduction de la pression artérielle

Au sein du tubule proximal du rein, la réabsorption de glucose est couplée au sodium.
L’inhibition de SGLT2 résulte en une ¢€lévation de la natriurése provoquant a son tour une
diurése osmotique. Un abaissement du volume plasmatique et du volume extracellulaire
diminuera ainsi la pression hydrostatique sanguine et donc la PA. Plusieurs études ont retenu
une réduction de 5 a8 6 mmHg pour la pression artérielle systolique (PAS) et 1 a 2 mmHg pour
la pression artérielle diastolique (PAD) (Heerspink et al., 2016; Neal et al., 2017; Wiviott et
al., 2019; Zinman et al., 2015). Ces effets ont été observés pour 1’ensemble des inhibiteurs de
SGLT2 qu’ils soient comparés au placebo ou bien a d’autres thérapeutiques antidiabétiques
méme chez des patients déja sous antihypertenseurs (Bolinder et al., 2012; Fadini et al., 2017;
Fadini et al., 2019; Weber et al., 2016). De plus, les inhibiteurs de SGLT2 réduisent la PA
sans activer le systéme nerveux sympathique et sans augmenter le rythme cardiaque
contrairement aux analogues de GLP-1 (Robinson et al., 2013). La réduction de la précharge
et de la postcharge conduit a une réduction du travail cardiaque et de la demande myocardique
en oxygene ce qui améliore la fonction du ventricule gauche (VG). Cependant, la baisse de
PA ¢étant relativement modeste, elle ne peut pas expliquer a elle seule I’amélioration
significative de la fonction CV. En effet, Whelton et al. ont montré qu’une réduction de la
PAS de 5 mm Hg correspond a une diminution de la mortalité¢ de seulement 7% et a une
réduction du risque d’AVC de 14% (Whelton et al., 2002). De plus, la baisse de PA est
souvent associée a une réduction d’événements d’origine macro vasculaire (AVC, IDM...) ce

qui n’a pas été observé pour tous les inhibiteurs de SGLT?2.

1.5.2 Perte de poids

Les inhibiteurs de SGLT2 s’appuient sur une ¢limination de glucose urinaire de I’ordre

de 60 a 80 g par jour ce qui correspond a une perte énergétique de 240 a 320 calories par jour.
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La perte moyenne s’établit autour de 2 a 4 kg de poids corporel quelle que soit 1’inhibiteur
testé. Il est intéressant de noter que des études d’absorptiométrie biphotonique a rayons X ont
montré que 60 a 70% de la perte de poids correspond a de la masse grasse (Bolinder et al.,
2012). D’autres études utilisant d’autres méthodes telles 1’imagerie par résonance magnétique
(IRM), montrent que la dapagliflozine réduit de manicre équivalente le tissu adipeux sous-
cutané et la graisse viscérale (Fadini et al., 2017). De plus, Ferrannini et al. ont montré que la
perte de poids intervient lors des premiéres semaines de traitement puis se stabilise malgré

une perte continuelle de glucose urinaire (Ferrannini et al., 2015).

1.5.3 Réduction de I’acide urique plasmatique

Les inhibiteurs de SGLT2 augmentent 1’excrétion urinaire d’acide urique ce qui
revient a abaisser ['uricémie. L’augmentation de 1’excrétion urinaire correspond a un
phénomene de compétition entre le glucose et les urates pour le transporteur GLUT9b ce qui
diminue la réabsorption des urates au niveau du tube contourné proximal (Chino et al., 2014).
Or I’hyperuricémie est associé a un risque accru d’hypertension, de pathologies CV et
d’insuffisance rénale (Feig et al., 2008). Ainsi, la réduction de 1’'uricémie peut participer a la

protection CV des gliflozines.

1.5.4 Modification du profil lipidique

Les effets des gliflozines sur le bilan lipidique sont sujets a hétérogénéité selon
I’inhibiteur utilisé¢ ainsi que selon le profil des patients inclus ou des modeles animaux
utilisés. Néanmoins, il est fréquent d’observer une baisse significative des triglycérides ainsi
qu’une légere hausse du cholestérol HDL (Storgaard et al., 2016). Ces effets bénéfiques sont

en revanche, accompagnés d’une élévation du LDL cholestérol chez les patients DT2
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essentiellement (Zinman et al., 2015). Une étude récente menée au sein de notre laboratoire a
montré une réduction importante de la triglycéridémie ainsi que du cholestérol total mais pas
d’effets significatifs sur ses différentes fractions chez un mod¢le de rat obése avec syndrome
métabolique (rat ZSF1) traité a I’empagliflozine (Park et al., 2020). La modification du profil
lipidique apparait comme un effet d’ampleur insuffisante pour constituer une explication

majeure de la protection CV des gliflozines.

1.5.5 Amélioration de la stéatose hépatique

Le syndrome métabolique est fréquemment associé a une stéatopathie non alcoolique
(STNA) qui elle-méme contribue a la physiopathologie du DT2 en modulant la résistance a
I’insuline, I’inflammation et les risques CV (Lonardo et al., 2018; Targher et Bonora, 2010).
Quelques études cliniques ont montré que les inhibiteurs de SGLT2 permettent de réduire la
stéatose hépatique et améliorent les marqueurs biologiques de la STNA chez les patients DT2
(Eriksson et al., 2018). L’¢étude conduite sur les rats ZSF1 a montré un effet mineur de
I'empagliflozine sur I’aspartate aminotransférase (ASAT) et sur I’alanine aminotrnasférase
(ALAT) (Park et al., 2020). Ericksson a montré, quant a lui, un abaissement significatif des
ASAT, ALAT et de la gamma-glutamyl transférase (GGT) avec la dapagliflozine. Une
seconde ¢étude menée sur 50 patients DT2 a montré des résultats similaires avec
I’empagliflozine pour ’ALAT avec cependant une réduction bien plus importante de la masse
grasse hépatique et un effet neutre sur I’ASAT et la GGT (Kuchay et al., 2018). Les données
provenant d’études de plus grande ampleur montrent que [’utilisation des inhibiteurs de
SGLT?2 est associ¢e a une amélioration significative des marqueurs hépatiques ALAT, ASAT

et GGT (Leiter et al., 2016; Sattar et al., 2018).
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Les hypothéses qui sont présentées ci-dessous ne présentent pas de caractére avéré car
les effets ont été soit observés chez des modeles animaux ou bien dans des études cliniques
rassemblant un effectif faible. Elles font cependant I’objet d’investigations de plus en plus

précises.

1.5.6 Elévation des corps cétoniques

Lors du traitement avec les inhibiteurs de SGLT2, la baisse de la glycémie engendrée
par la glycosurie entraine une modification du métabolisme cellulaire tendant a utiliser
davantage les acides gras pour assurer leur production énergétique. L’oxydation des lipides
associée a une réduction de I’oxydation du glucose est favorable a une production de corps
cétoniques. De plus, ’augmentation du rapport glucagon/insuline promeut la cétogénése
(Ferrannini et al., 2016). II est également intéressant de noter que le rendement énergétique de
la cétogénese est supérieur a I’oxydation du glucose ou des acides gras ce qui en fait une
source d’énergie particulierement intéressante pour le myocarde. En effet, une augmentation
de la production de corps cétoniques peut expliquer en partie, I’effet de réduction de la
mortalité d’origine CV ou de I'IC des gliflozines. Par ailleurs, il faut mettre en perspective
I’effet protecteur cardiaque des corps cétoniques, de la complication majeure qu’ils peuvent
occasionner chez les patients diabétiques, a savoir 1’acidocétose diabétique (Bonora et al.,
2018). Cet effet a été particulierement observé chez les patients DT1, ce qui a conduit ’EMA
a ne pas autoriser les inhibiteurs de SGLT2 chez les patients DT1 et a formuler, en 2016, des
recommandations afin de minimiser les risques d’acidocétose chez les patients DT2 sous

inhibiteurs de SGLT2.
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1.5.7 Effets sur I’échangeur Na'/H"

L’échangeur Na'/H" (NHE) permet 1’entrée d’un ion Na" au sein des cellules contre la
sortie d’un ion H' sans utilisation d’adénosine triphosphate (ATP) mais grace au gradient
électrochimique fourni par le Na'. La famille des NHE qui comporte dix isoformes joue un
role fondamental dans la régulation du pH intracellulaire ainsi que du volume cellulaire
(Vallés et al., 2015). Des études récentes ont montré que la surexpression de la NHE et ainsi,
’augmentation du Na' intracellulaire ([Na'];), contribue a I’IC ainsi qu’au stress oxydant
(Sox) au sein des ceeurs diabétiques (Darmellah et al., 2007; Lambert et al., 2015). De plus,
des études expérimentales ont révélé que les inhibiteurs de SGLT2 inhibent la NHE,; au sein
des cellules myocardiques (Baartscheer et al., 2017; Uthman et al., 2018) (Figure 11). En
effet, Baartscheer et collégues ont isolé des cardiomyocytes a partir de coeurs de rats et de
lapins puis ont mesuré Iactivité de la NHE; ainsi que les concentrations de Na” et de Ca*". Le
traitement avec [’empagliflozine inhibe la NHE réduisant ainsi la concentration
cytoplasmique de Na” et de Ca®” tout en augmentant le niveau de Ca*" mitochondrial. Lorsque
le traitement avec I’empagliflozine est couplé a un inhibiteur de la NHE, le cariporide,
I’ensemble des effets a été accru suggérant une inhibition directe de la NHE par
I’empagliflozine. Une autre étude portant sur des cardiomyocytes murins a mis en évidence
des observations similaires avec la dapagliflozine et la canagliflozine suggérant un effet de
classe des gliflozines (Uthman et al., 2018). Il est également intéressant de noter que SGLT2
n’est pas exprimé par les cardiomyocytes humains rendant ainsi les mécanismes fort

complexes a interpréter.
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Figure 11. (A) Conséquences de la surexpression de la NHE due a I’'IC diabétique sur le
signal calcique et sodique. (B) Réduction des concentrations calciques et sodiques par les

inhibiteurs de SGLT2 menant ainsi a une protection cardiaque (Verma et al., 2018).

1.5.8 Inhibition des transporteurs SGLTs

Le transporteur SGLT2 a été mis en évidence depuis plusieurs décennies au sein des
cellules épithéliales rénales du tube contourné proximal (TCP). En revanche, SGLT2 n’a pas
¢té mis en évidence au sein du tissu cardiaque sain ni dans le coeur hypertrophique chez
I’homme (Di Franco et al., 2017). Cependant, une étude trés récente réalisée chez des souris
ayant subi une ligation de I’artére descendante antérieure gauche — modele d’infarctus du
myocarde — a mis en évidence 24 h apres 1’infarctus, 1’apparition de la protéine SGLT2 dans
le tissu cardiaque infarci, dont I’expression ne cesse d’augmenter jusqu’a 72 h aprés ’IDM
(Lee et al., 2020). II est a noter que 6 h apres I’IDM, la protéine SGLT2 n’était pas détectable.
De plus, 28 jours apres I’'IDM, la protéine SGLT2 n’était plus exprimée par le tissu (Lee et al.,
2020). Un prétraitement avec I’empagliflozine a permis de réduire I’expression de SGLT2
ainsi que de diminuer la consommation de glucose des cellules. Ces résultats discordants
pourraient s’expliquer par le fait que la cardiomyopathie ischémique expérimentée par Di

Franco et collegues, correspond a une altération chronique du tissu et soit équivalent au jour
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28 des travaux de Lee et collégues. Les auteurs ont identifi¢ des modulateurs potentiels de
SGLT2 tels que HIF-1a, TGF-B1 et p-SMAD?3. En effet, leur augmentation a la suite de
I’IDM a été fortement réduite avec un prétraitement avec 1’empagliflozine.

Des faisceaux de preuves évoquent également 1’expression de SGLT2 au sein des
cellules endothéliales (CEs). En effet, une étude a montré que SGLT1 et 2 sont exprimés par
les cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) et que leur activation par
I’acide palmitique (AP) augmentait significativement leurs expressions (Li et al., 2018). Le
traitement avec la phlorizine a amélioré¢ la dysfonction endothéliale ainsi que la résistance a
I’insuline en activant la voie de signalisation PI3K/AKT/eNOS, augmentant ainsi la libération
de monoxyde d’azote (NO) ainsi que la consommation de glucose au sein des cellules.
L’utilisation d’un siRNA dirigé spécifiquement contre SGLT2 conduit au méme type de
résultat suggérant que 1’effet bénéfique de la phlorizine est vraisemblablement li¢ 8 SGLTI et
2.

Le transporteur SGLT1 est, en revanche, exprimé a 1’état basal par le tissu cardiaque et
est exprim¢ dix fois plus qu’au sein des cellules rénales (Zhou et al., 2003). Banerjee et
collegues ont montré une expression de SGLT1 au sein du sarcolemme des cardiomyocytes
(Banerjee et al., 2009). Ils ont également identifi¢ une surexpression de SGLT1 de I’ordre de
trois fois au sein de cardiomyocytes murins dans un contexte de DT2 ou d’ischémie
myocardique. Chez ’homme, une augmentation d’un facteur deux a été observée dans des
tissus provenant de patients en IC sévere par rapport a des tissus sains. Ils ont également
identifi¢ D’effet stimulateur de I’insuline et de la leptine sur I’expression de ’ARNm de
SGLTI1. Le mécanisme proposé serait une phosphorylation de la PKC par I’insuline qui
phosphoryle a son tour SGLT1 permettant ainsi son recrutement a la membrane plasmique

(Hirsch et al., 1996; Turk et al., 1996; Wright et al., 1997). De plus, un travail de recherche a
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confirmé I’expression de SGLT1 au sein du tissu cardiaque humain et au sein de cceurs
perfusés de souris (Kashiwagi et al., 2015). Ce travail a également testé 1’effet de la phlorizine
sur la fonction cardiaque ainsi que sa réponse sur 1’ischémie-reperfusion a partir d’un systéme
de Langendorff murin. La perfusion de phlorizine a altéré la récupération contractile du VG
pendant I’ischémie qui est associée a une zone infarcie plus étendue. L’explication avancée
est une réduction de la captation du glucose associée a une réduction du contenu en ATP dans
les cellules cardiaques (Kashiwagi et al., 2015). Ceci montre un rdle probable de SGLT1 dans
I’optimisation du métabolisme ¢énergétique cardiaque dans des conditions pathologiques

spécifiques.

1.5.9 Amélioration de la dysfonction endothéliale et de la rigidité vasculaire

Il est clairement établi que la rigidité vasculaire est un robuste facteur prédictif des
événements CV ainsi que de la mortalité d’origine CV (Vlachopoulos et al., 2010a). La
dysfonction endothéliale constitue un événement précoce du phénomene athérosclérotique
qui, lui-méme, contribue fortement au développement des pathologies rénales et CV
(Anderson et al., 1995; Kinlay et Ganz, 1997; Zhang et al., 2017). Ainsi, ces deux facteurs
sont pertinents dans la détermination du risque CV (Anderson et al., 2006).

De nombreuses études précliniques ont mis en ¢évidence 1’effet bénéfique des
inhibiteurs de SGLT2 sur la fonction endothéliale dans des modeles diabétiques. Oelze et
collegues ont montré chez des rats traités a la streptozotocine que le traitement avec
I’empagliflozine normalisait la fonction endothéliale — mesurée par le pourcentage de
relaxation en réponse a l’acétylcholine — de 1’aorte par rapport aux rats diabétiques, et
réduisait le Sox vasculaire (Oelze et al., 2014). Une autre étude récente a confirmé le role

protecteur de I’ipragliflozine sur la fonction endothéliale dans un modele de souris
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diabétiques induit par la streptozotocine (Fukuda and Sata, 2016). Il est intéressant de noter
que dans ces deux études, la relaxation indépendante de 1’endothélium en réponse au
nitroprussiate de sodium (SNP) n’a pas ¢été affectée ni par le diabéte ni par les inhibiteurs de
SGLT2. D’autres travaux ont été menés sur des modeles de DT2. Une étude de 2018 ayant
testé la dapagliflozine sur des souris obeses db/db, met en évidence une réduction de la
rigidité vasculaire au niveau de ’aorte abdominale et de la crosse aortique ainsi qu’une
amélioration de la fonction endothéliale en réponse a 1’acétylcholine au niveau des artéres
mésentériques de second ordre par rapport aux souris obéses non traitées (Lee et al., 2018).
Les travaux de notre équipe de recherche ont permis de dégager la méme conclusion au sein
d’un modéle de syndrome métabolique de rat (rat ZSF1). En effet, le traitement avec
I’empagliflozine a permis d’améliorer les relaxations dépendantes de I’endothélium ainsi que
de diminuer les réponses contractiles dépendantes de I’endothélium au sein de 1’artére
mésentérique principale (Park et al., 2020). De facon plus fine, cette étude a pointé
I’importance de la voie des cyclooxygénases dans les phénomenes contractiles en réponse a
I’acétylcholine et le rdle crucial de la voie du NO dans les relaxations dépendantes de
I’endothélium chez les rats ZSF1.

Quelques études ont ensuite mis en évidence une réduction significative de la rigidité
vasculaire ainsi qu’une amélioration de la fonction endothéliale aprés traitement aigu ou
chronique avec des inhibiteurs de SGLT2. Un essai clinique incluant 40 patients DT1 a
permis de montrer que 1I’empagliflozine a fortement réduit la vitesse d’onde de pouls (VOP)
radiale de la carotide ainsi que I’indice d’augmentation radial témoignant d’une moindre
rigidité vasculaire (Cherney et al., 2014). De plus, une autre étude a montré 1’amélioration de
la dilatation liée au flux (FMD) de I’artére brachiale accompagnée d’une protection contre la

rigidité vasculaire apres traitement aigu (2 jours) avec la dapagliflozine chez 16 patients DT2
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(Solini et al., 2017). Les auteurs précisent que I’effet observé sur la FMD est indépendant des
variations de PA. De la méme mani¢re, Ramirez et collégues ont comparé ’effet de la
canagliflozine avec I’effet du périndopril sur la PA et la VOP (mesurée a la carotide fémorale)
chez 30 patients DT2 et hypertendus trait¢ avec 1’amlodipine. Apres six mois de traitement,
les deux molécules ont significativement réduit la PA et la VOP mais seule la canagliflozine a
maintenu I’effet de diminution de la VOP apres ajustement des PA (Ramirez et al., 2019).
Une étude japonaise a compar¢ un groupe de patients DT2 traité¢ avec la metformine avec un
autre groupe de patients DT2 trait¢ avec la metformine et la dapagliflozine durant 16
semaines (Shigiyama et al., 2017). La dapagliflozine a montré une amélioration plus nette de
de la FMD chez les patients ayant une HbAlc > 7 % par rapport au traitement avec la seule
metformine, et surtout une importante réduction du Sox dans le groupe traité avec la
dapafliflozine pouvant ainsi partiellement expliquer la plus forte amélioration de la FMD avec
la dapagliflozine. Contrastant avec les précédentes, une récente étude japonaise, incluant 105
patients DT2 présentant au moins une pathologie CV, n’est pas parvenue a mettre en évidence
une amélioration de I’index d’hyperémie réactionnelle avec 1’empagliflozine au sein de cette
population (Tanaka et al., 2019).

En conclusion, I’amélioration de la fonction endothéliale est fréquemment retrouvée
apres traitement avec les inhibiteurs de SGLT2, mais les mécanismes contribuant a ces
observations demeurent trés peu connus. Des études réalisées au sein de notre groupe seront

détaillées dans la partie discussion générale.

1.5.10 Réduction de la fibrose cardiaque

La fibrose myocardique est un processus contribuant a 1’altération de la fonction de

contraction cardiaque et a la dysfonction ventriculaire gauche qui, toutes les deux, ménent au
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développement de I’'IC (Kong et al., 2014). Une étude conduite chez des rats sains Wistar
ayant subi une ligature de ’artére coronaire antérieure descendante (modele d’IDM), a montré
une réduction de la fibrose du VG aprés traitement avec la dapagliflozine (Lee et al., 2017).
Cet effet sur la fibrose est associ¢ a une diminution de la production de superoxyde et de
nitrotyrosine au sein du tissu myocardique, a une réduction des myofibroblastes ainsi qu’a un
effet stimulateur sur les macrophages de type anti-inflammatoires M2 dans la zone infarcie.
De plus, cette étude nous livre quelques éléments mécanistiques qui implique la génération
d’EROs ainsi que I’activateur et le transducteur de signal de la transcription 3 (STAT3) dans
I’effet protecteur de la dapagliflozine. En effet, 1’utilisation de la 3-morpholinosydnonimine
(génératrice de peroxynitrite), et de S31-201 (un inhibiteur de STAT3) abolissent de facon
compléte le bénéfice cardiaque de la dapagliflozine. Un autre travail de recherche mené sur 30
souris diabétiques KK-Ay, montre que I’empagliflozine a réduit la fibrose cardiaque en
diminuant I’expression du transforming growth factor B (TGF-B), du collagéne I et du
collagene III par rapport aux souris diabétiques non traitées suggérant 1’implication de la voie
de signalisation Smad (Li et al., 2019). De plus, la baisse observée du Sox provient de
I’activation de la translocation de Nrf2 dans le noyau et ainsi, de la stimulation de la voie de
signalisation Nrf2/ARE. Encore plus récemment, une ¢tude a évalué I’effet de
I’empagliflozine sur la fonction diastolique et sur la fibrose et la rigidité cardiaque dans un
modele de porc normo glycémique avec HFrEF (Santos-Gallego et al., 2021). Les porcs ont
subi une occlusion de I’artére coronaire antérieure descendante gauche a I’aide d’un ballon
d’angioplastie pendant 2 h puis ont ét¢ divisés en deux groupes : I’un recevant un placebo et
I’autre traité¢ avec I’empagliflozine pendant deux mois. Malgré une Iésion ischémique de taille
similaire au début de I’étude, I’empagliflozine a montré une réduction significative de la

fibrose interstitielle du myocarde par des techniques histologiques, moléculaires et
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d’imagerie. De plus, I’empagliflozine a réduit le Sox cardiaque, a augmenté ’activité de la
eNOS, la biodisponibilit¢ du NO, le contenu en guanosine monophosphate cyclique (GMPc),
I’activité de la protéine kinase G (PKG) et a également augmenté la phosphorylation de la
titine. Ces effets démontrent une réduction de la rigidité cardiaque, qui, combinée a la
diminution de la fibrose myocardique, permet d’expliquer I’amélioration de la fonction

diastolique.

1.5.11 Amélioration de la fonction ventriculaire gauche

Le DT2 est fréquemment associ¢ a un risque accru d’IC, que ce soit une HFrEF ou une
HFpEF (Bouthoorn et al., 2018; McMurray et al., 2014). L’HFpEF est définie par la Société
Européenne de Cardiologie (ESC) a I’aide de quatre critéres cumulatifs dont des symptomes
cliniques d’IC, une fraction d’¢jection (FE) du VG > 50%, une ¢lévation de la concentration
des peptides natriurétiques et un remodelage cardiaque ou une dysfonction diastolique du VG
(Ponikowski et al., 2016). Les altérations structurelles déterminées par échocardiographie
mettent en évidence une augmentation de la masse du VG, une augmentation de la vitesse de
I’onde E ou une réduction de la vitesse de I’onde e’ d’ou un rapport E/e’ augmenté, ainsi
qu’'une plus grande vitesse de régurgitation tricuspide. De plus, la dysfonction diastolique
seule, constitue un facteur causal majeur de HFpEF qui est elle aussi souvent retrouvée chez
les sujets diabétiques (Bouthoorn et al., 2018; From Aaron M. et al., 2010). On peut donc
supposer que de nombreux patients diabétiques inclus dans les essais cliniques présentaient
une dysfonction diastolique du VG non diagnostiquée ou bien en phase non clinique. Les
effets majeurs de réduction des hospitalisations pour IC observés dans les études cliniques
testant les inhibiteurs de SGLT2 décrites précédemment, suggérent un rdle des gliflozines sur
I’hémodynamie du VG ou précharge cardiaque (diurése, natriurése, glycosurie, pression

intraglomérulaire) en conjonction avec une diminution de la postcharge cardiaque (résistances
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périphériques telles que la rigidité vasculaire, la fonction endothéliale...) (Lan et al., 2019;
Sattar et al., 2016).

Quelques études réalisées sur des souris obeses et diabétiques ou avec une dysfonction
diastolique ont montré 1’effet protecteur de la fonction du VG de I’empagliflozine (Habibi et
al., 2017; Hammoudi et al., 2017). Ces deux études ont mis en évidence une altération de la
fonction diastolique, une fibrose et une apoptose cardiaque accrue, une hypertrophie des
cardiomyocytes et une altération de la fonction de contraction cardiaque (faible
phosphorylation du phospholambane qui inhibe ainsi la principale pompe calcique du
réticulum sarcoplasmique — SERCAZ2a et diminue la force de contraction cardiaque), chez les
souris obeses db/db et ob/ob. L’ensemble de ces effets ont été restaurés au moins en partie par
I’empagliflozine. Il est intéressant de noter que la fonction systolique et la PA n’ont pas été
affectées par le traitement. En revanche, I’administration de dapagliflozine a des souris
diabétiques non-obéses présentant une dysfonction diastolique accompagnée d’une
cardiomyopathie hypertrophique, a permis de prévenir I’hypertrophie cardiaque et a amélioré
a la fois la fonction diastolique mais également la fonction systolique (Joubert et al., 2017).
Les auteurs mettent en exergue la réduction des niveaux de résidus N-Acétylglucosamine sur
les protéines (produit majeur de la voie des hexosamines) par I’inhibition du captage du
glucose par les cardiomyocytes induit par la dapagliflozine. Une équipe canadienne a par la
suite ¢tudi¢ les effets de I’empagliflozine sur des modeles de souris non diabétiques avec
HFpEF, et ont montré une réduction de I’hypertrophie cardiaque, de la masse du VG, et une
amélioration de la fonction diastolique du VG (par un abaissement de tau) sans affecter la
PAS ni les marqueurs de fibrose cardiaque (Connelly et al., 2019; Desjardins et al., 2017)

(Figure 12).
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Figure 12. Effets CV d’un mod¢ele de HFpEF et protection de I’empagliflozine (Connelly et

al., 2019).

Les effets ciblés des gliflozines sur la fonction diastolique ont été confirmés sur des
cultures d’explants de cceurs de patients avec une HFrEF terminale ainsi que sur des souris
(db/db) et des rats diabétiques (ZDF) (Pabel et al., 2018). En effet, I’empagliflozine a réduit la
force diastolique mais n’a pas affecté la force systolique dans I’ensemble des modéles. Les
mécanismes mis en évidence par les auteurs consistent en 1’amélioration de la fonction des
myofilaments par phosphorylation accrue des protéines de régulation (troponine I, titine,
protéine de liaison a la myosine C...) ce qui diminue la rigidité diastolique des myofilaments.
Il est a noter qu’aucun changement du signal calcique en diastole n’a été détecté par le

traitement avec I’empagliflozine.
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En parallele des études sur modeles animaux, quelques travaux de recherche ont été
menés sur des patients DT2 présentant soit des antécédents de pathologies CV soit une HFrEF
ou une HFpEF (Tableau 4). Une étude de faible ampleur a montré une amélioration de la
fonction diastolique par augmentation de 1’onde e’ des patients DT2 traités avec
I’empagliflozine, ainsi qu’une réduction de la masse du VG (Verma et al., 2016). Un travail
similaire, plus exhaustif dans les paramétres mesurés, testant la canagliflozine, a mis en
évidence les mémes résultats a savoir une amélioration de la fonction diastolique reflétée par
une réduction du rapport E/e’ septal et par une réduction de I’'index de masse du VG
(Matsutani et al., 2018). Une étude incluant des patients DT2 avec HFpEF et testant
I’empagliflozine, la luséogliflozine et la tofogliflozine, a montré aprés trois mois de
traitement, une FMD plus élevée, une diminution du rapport E/A, et une diminution du
rapport E/e’(Takaaki et Shinichiro, 2017). Ces trois composés ont permis de protéger la
fonction diastolique du VG et de réduire la dysfonction endothéliale des patients. Il est
intéressant de noter qu’aucune de ces études n’a constaté un changement de la fonction
systolique ou du volume du VG. Un seul travail, celui de Soga et collegues, a mis en évidence
une augmentation modeste mais significative (1,3%), de la fraction d’¢jection du VG en
association avec une diminution du rapport E/e’, de la masse du VG et de I’index du volume
atrial gauche (LAVI) (Soga et al., 2018). Le niveau de BNP est demeur¢ inchangé malgré les
six mois de traitement avec la dapagliflozine. L’ensemble des études décrites ci-dessus
présentent de nombreuses limitations parmi lesquelles, 1’utilisation d’une seule technique
d’investigation (échocardiographie), une faible durée de suivi (trois a six mois), un trés faible

effectif de volontaires ainsi que I’absence de randomisation des essais.
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Plus récemment, un essai randomisé contre placebo mené chez des patients DT2 avec
des antécédents CV, I’étude EMPA-HEART, a montré une réduction significative de I’index
de masse du VG aprés six mois de traitement avec I’empagliflozine (Verma et al., 2019). Les
auteurs concluent que ce phénoméne contribue au moins pour partie, aux bénéfices CV
observés chez les patients DT2 traités avec les inhibiteurs de SGLT2. La méme année, un
nouvel essai utilisant également 1’imagerie par résonance magnétique, n’a pas mis en
évidence de modification de I’index de masse du VG chez les patients traités avec
I’empagliflozine mais a observé une réduction du volume télédiastolique du VG (LVEDV)
vraisemblablement due a une diminution de la volémie qui a été observée dans de nombreux

essais cliniques dont I’étude EMPA-REG OUTCOME (Cohen et al., 2019).
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Tableau 4. Etudes cliniques étudiant le role des inhibiteurs de SGLT2 sur la fonction du VG

(Lan et al., 2019).

Author

SGLT2 inhibitor

Cohort

Imaging modality

Imaging findings

Verma 5., et al.

Matsutani D., et al.

Soga F., et al.

Sakai T, et al®

Verma §., et al.®

Cohen N., et al.

Empagliflozin

Canagliflozin

Dapagiiflozin

Empagliflozin
Luseagliflozin
Tofogliflozin

Empagliflozin

vs. placebo

Empagliflozin
vs. placebo

10 people with
T2DM and CVD

37 people with
T2DM and =2
CVD risk factors
or QVD

53 people with
T2DM and
stable HFrEF or
HFpEF

59 people with
T2DM and HFpEF
63 people with
T2DM and HFpEF
62 people with
T2DM and HFpEF
97 people with
T2DM and CVD
(49 drug and 48
placeba)

25 people with
T2DM (17 drug
and 8 placeba)

TTE before and
3 months after

TTE before and
3 months after

TTE before and
6 months after

TTE before and
3 months after

Cardiac MRI
before and
6 months after

Cardiac MRI
before and
B manths after

* Improved LV diastolic function according
to early lateral '

* Reduced LV mass index

* Mo difference in LV volumes and LV EF

* Improved LV diastolic function according
to the E/e’ ratio

* Reduced LV mass index

* Mo difference in LV diameters, LV EF, and
left atrial diameter

* Improved LV diastolic function according
to the E/e’ ratio

* Reduced LV mass index and left atrial
volume index

* Mo difference in LV volumes

* Improved LV EF

* Improved LV diastolic function according
to the E/A and Efe’ ratios

* Improved LV mass index
* Mo difference in LV EF and LV
end-systolic volume

* Reduced LV end-diastolic volume
* Mo difference in LV mass, LV EF,
atrial volumes,

and markers of cardiac fibrosis

A, mitral peak A-wave velocity; CVD, cardiovascular disease; E, mitral peak E-wave velocity; €', early annular tissue Doppler velocity; EF,
gjection fraction; HFpEF, heart failure with preserved ejection fraction; HFrEF, heart failure with reduced ejection fraction; LV, left ventric-
ular; MRI, magnetic resonance imaging; SGLT2, sodium-glucose cotransporter 2; T2DM, type 2 diabetes mellitus; TTE, transthoracic
echocardiography.

*Preliminary data obtained from abstract or conference presentation.

L’ensemble des études précédentes ont toutes recherché I’effet des gliflozines chez les
patients DT2 avec des antécédents CV. Cependant, plusieurs travaux et essais cliniques ont
montré une protection CV des inhibiteurs de SGLT2 chez des patients sans DT2 avec HFrEF
ou HFpEF (McMurray et al., 2019; Packer et al., 2020). Trés récemment, une étude
rassemblant 84 patients, a permis de tester les effets de I’empagliflozine sur le LVEDV, le
volume télésystolique du VG (LVESV), la masse du VG, la FE du VG ainsi que sur la qualité
de vie chez des patients avec HFrEF (Kansas city cardiomyopathy questionnaire) (Santos-
Gallego Carlos et al., 2021) (Tableau 5). Le traitement avec 1’empagliflozine a amélioré les
volumes du VG, la masse du VG, la fonction systolique ainsi que la qualité de vie globale,

démontrant que la protection CV des inhibiteurs de SGLT2 se fait indépendamment de leur
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effet sur la régulation glycémique et que le traitement de patients avec HFrEF ou HFpEF

devient de plus en plus pertinent.

Tableau 5. Etudes les plus récentes sur 1’effet des inhibiteurs de SGLT2 sur la fonction du

VG (Lan et al., 2019).
SGLT2 Anticipated Imaging Estimated
Study name inhibitor cohort modality Imaging outcome end date
Research Into the Effect Dapaglifiozin 56 people with Cardiac MRI Primary: Change in LV August 2017
of SGLT2 Inhibition on vs. placebo T2DM and HFrEF  before and 12 end-systolic and end- (not reported)
Left Wentricular months after diastolic volumes
Remeodeling in Patients Secondary: Change in
With Heart Failure and LV mass and EF, RV
Diabetes Mellitus volumes and EF, atrial
{REFORM) size, and LV remodelling
(NCT02397421) index
Does Dapaglifiozin Dapaglifiozin B4 people with Cardiac MRI Primary: Change in March 2019
Regress Left Ventricular vs. placebo T2DM and LV before and 12 LV mass
Hypertrophy In Patients hypertrophy maonths after Secondary: Change in LV
With Type 2 Diabetes? diastolic function and
(DAPA-LVH) global longitudinal strain
(NCT02956811)
Effects of Empagliflozin Empagliflozin 158 people with  TTE before Primary: Change in Efe' ratio June 2019
on Left Ventricular vs. placebo T2DM and LV and 3 months Secondary: Change in LV EF
Diastolic Function diastolic after and end-diastolic volume
Compared to Usual Care dysfunction
in Type 2 Diabetics (E/e’ ratio = 8)
(EmDia) (NCT02932436)
EMPA-HEART trial® Empaglifiozin 75 people with TTE before and Primary: Change in global July 2019
vs. sitagliptin T2DM and at 1 month and longitudinal strain
subclinical 6 months after Secondary: Change in EF,
LV dysfunction left atrial volume, and Efe’
by 3-D TTE
Are the "Cardiac Benefits”  Empagliflozin 80 people with Cardiac MRI Primary: Change in LV end- December
of Empagliflozin vs. placebo T2DM and HFrEF  before and 6 systolic and end-diastolic 2020
Independent of Its maonths after volumes
Hypoglycemic Activity? Secondary: Change in LV EF
(ATRU-4) (EMPA-
TROPISM)
(NCT03485222)
ERtugliflozin triAl in Ertugliflozin 36 people with TTE before and Primary: N/A March 2021
Dlabetes With Preserved vs. placebo T2DM and HF at 1 week and Secondary: Change in systolic

or Reduced ejeCtion
FracTion mEchanistic
Evaluation in Heart
Failure (ERADICATE-HF)
(NCTO34716270)

3 months after

and diastolic function

3-D, three-dimensional; E, mitral peak E-wave velocity; €, early annular tissue Doppler velocity; EF, ejection fraction; HF, heart failure;
HFrEF, heart failure with reduced ejection fraction; LV, left ventricular; MRI, magnetic resonance imaging; SGLTZ, sodium-glucose
cotransporter 2; T2DM, type 2 diabetes mellitus.
*There is another trial with a similar name.

1.5.12 Réduction du stress oxydant et de ’inflammation

Le Sox est impliqué dans le développement des complications du diabéte mais joue un role
important dans 1’ensemble des pathologies CV, comme dans la progression du processus
athérosclérotique (Forstermann et al., 2017; Giacco et Brownlee, 2010; Harrison et al., 2003;

Man Son et al., 2004). Le déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et antioxydants
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constitue ainsi un facteur prédictif majeur de dysfonction endothéliale notamment par une
inhibition de la voie du NO dans un premier temps, pouvant mener par la suite a des
complications vasculaires du diabéte mais aussi a d’autres événements CV. Depuis quelques
années, des travaux montrant I’effet de réduction du Sox des gliflozines et leur capacité a
rééquilibrer la balance entre les adipokines et cytokines pro- ou anti-inflammatoires se
multiplient. Une étude a rapporté qu’un traitement de douze semaines avec |’ipragliflozine
chez des rats DT induits par la streptozotocine a significativement réduit le niveau des
biomarqueurs du Sox hépatique (les substances réactives a I’acide thiobarbiturique — TBARs
et les protéines carbonyles) et a abaissé les marqueurs inflammatoires plasmatiques
(interleukine 6 — IL-6, le tumor necrosis factor — TNFa, la monocyte chemoattractant protein-
1 — MCP-1 et la protéine C réactive — CRP) (Tahara et al., 2014). Un autre travail, également
réalisé chez des rats DT1 induits par la streptozotocine, a confirmé la réduction du Sox
vasculaire par 1’empagliflozine et a mis en évidence 1’implication de la NADPHox (Oelze et
al., 2014). En effet, ’expression des enzymes Nox1 et Nox2 est significativement réduite chez
les rats traités par I’empagliflozine par rapport aux rats DT1. Les auteurs ont propos¢ des
¢léments mécanistiques mettant en exergue le role majeur du stress oxydant, de la
glucotoxicité, de Dl’inflammation et de la résistance a I’insuline dans la dysfonction
endothéliale observée (Figure 13). L’ensemble de ces paramétres a été fortement réduit par
I’utilisation de I’empagliflozine. La méme année, Terami et collégues ont testé I’effet de la
dapagliflozine sur le Sox et I’inflammation chez des souris obéses db/db (Terami et al., 2014).
Le traitement avec la dapagliflozine a réduit I’expression de I’isoforme Nox4 de la NADPHox
et D’expression de nombreux genes pro-inflammatoires tels que le TGF-f, MCP-1,
I’ostéopontine et la molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) dans le rein. L’inhibiteur

de SGLT2 a également empéché I’infiltration des macrophages pro-inflammatoires M1 ainsi
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que I’accumulation de matrice extracellulaire (MEC) et la fibrose au sein du tissu rénal. Deux
autres études testant I’empagliflozine, I'une sur des souris obeses et diabétiques et 1’autre sur
des rats prédiabétiques, ont toutes deux mis en évidence une réduction de la fibrose et de
I’hypertrophie cardiaque, une amélioration de la fonction vasculaire et une diminution de
I’infiltration des macrophages associées a une réduction significative du Sox (Kusaka et al.,
2016; Lin et al.,, 2014). De plus, Lin et collegues ont pointé un role protecteur de
I’empagliflozine sur la fonction cognitive notamment grace a la réduction du Sox cérébral et a
la stimulation du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF). En 2017, I’équipe de
Oelze a mené une étude similaire a celle de 2014 mais sur le modele de rat ZDF qui présente
un DT2 (Steven et al., 2017). L’empagliflozine administrée dans 1’eau de boisson pendant six
semaines, est associée a une réduction du Sox dans I’aorte et le plasma. Le traitement avec la
gliflozine a significativement prévenu I’inflammation et la glucotoxicité. D’autres études
réalisées sur des modeles animaux ou des cultures cellulaires humaines ont confirmé les
travaux de Oelze et collégues, qui montrent que les inhibiteurs de SGLT2 diminuent la
production de radicaux libres essentiellement par réduction de la libération des produits
avancés de glycation (AGE) et par ’amélioration de la fonction mitochondriale (Yaribeygi et
al., 2019).

Récemment, une étude clinique incluant 200 patients DT2 a comparé [’effet de la
canagliflozine par rapport au glimépiride sur les concentrations sériques des adipokines, de
biomarqueurs inflammatoires et de chemokines (Garvey et al., 2018). Le traitement avec la
canagliflozine a diminué de 22% la concentration d’IL-6 et a augmenté de 7% la
concentration de TNFa dans le sérum comparé au bras recevant le glimépiride. Les niveaux

de CRP, de MCP-1, de I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene 1 (PAI-1), et de la
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molécule d’adhérence cellulaire vasculaire (VCAM-1), sont légerement affectés par la

canagliflozine mais ils n’atteignent pas le seuil de significativité.
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Figure 13. Mécanismes protecteurs de I’empagliflozine sur les lésions CV induites par la

glucotoxicité (Oelze et al., 2014).

En conclusion, les effets protecteurs CV des gliflozines chez les patients DT2 sont
désormais clairement établis. Deuxiémement, la réduction des hospitalisations pour IC a pu
étre transposée chez des malades présentant une HFrEF ou une HFpEF sans DT2. Cependant,
les mécanismes a l’origine de cette protection et plus particulierement leur importance
relative, demeurent indéterminés. Il est vraisemblable qu’un effet direct sur la fonction

diastolique soit majeur, mais que la combinaison des autres effets tels que la réduction du
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remodelage CV, de la fibrose CV, de la dysfonction endothéliale ainsi que le changement de
profil métabolique des cellules myocardiques, soit déterminante afin d’expliquer le bénéfice

CV dans son ensemble.
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Chapitre 2 : L’angiotensine II, facteur clé de la dysfonction

cardiaque et vasculaire

2.1 Structure, role et régulation de I’angiotensine II et de ses

récepteurs

2.1.1 Vue d’ensemble du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est impliqué dans de nombreux
processus physiologiques qui régulent le volume des liquides cellulaires, le débit cardiaque, la
vasoconstriction, la croissance cellulaire, 1’intégrit¢é du lit vasculaire, I’angiogenése par
exemple. Ce systéme est ¢galement fondamental dans les mécanismes physiopathologiques
des maladies CV incluant I’HTA, la fibrose CV, I’hypertrophie cardiaque, la dysfonction
endothéliale, I’athérosclérose, I’inflammation, la résistance a I’insuline et le vieillissement
vasculaire. Il s’agit d’un systeme enzymatique dont le précurseur est la pré-prorénine sécrétée
par les cellules de I’appareil juxtaglomérulaire situées a proximité du glomérule rénal. La
préprorénine subit un clivage protéolytique du peptide signal devenant ainsi la prorénine, qui
quitte les corps denses vésiculaires et subit un nouveau clivage, aboutissant ainsi a la rénine,
biologiquement active, sécrétée dans la circulation sanguine. La rénine va cliver
I’angiotensinogeéne, d’origine hépatique, en angiotensine I, un décapeptide, qui lui-méme sera
clivé par I’enzyme de conversion (ACE) en angiotensine II (Ang II) ou Ang 1-8, octapeptide
biologiquement actif (Wayne et al., 2019) (Figure 14). Le SRAA est cl¢é dans la régulation de
la PA et est donc impliqué dans I’HTA.

En plus de ce SRAA de type endocrine, il existe le systéme angiotensine local (Lavoie

et Sigmund, 2003; Satou et al., 2015) qui agit essentiellement sur les CMLs et les CEs. Il est
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impliqué dans la génération d’EROs, 1’activation des voies pro-apoptotiques, et I’activation de
la coagulation.

Récemment, la complexité du SRAA a été fortement renforcée par la découverte de
plusieurs autres peptides résultant de cette voie de signalisation tel que I’angiotensine 1-7
(Ang 1-7) qui se lie au récepteur Mas, et entraine des effets généralement opposés a ceux
induits par ’Ang II, ’angiotensine 2-8 (Ang III) et I’angiotensine 3-8 (Ang IV) (Bader,

2013).

! }
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Figure 14. Vue d’ensemble du systéme rénine-angiotensine et de la diversité de ses

récepteurs (Forrester et al., 2018).
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2.1.2 L’angiotensine II et ses récepteurs

L’Ang II peut se fixer a deux récepteurs majeurs : le récepteur AT1 (ATIR) et le
récepteur AT2 (AT2R). L’ATIR est exprimé dans de nombreux tissus incluant les CMLs, les
CEs, le cceur, les reins, le cerveau et le tissu adipeux (De Gasparo et al., 2000). ATIR est un
récepteur a sept domaines transmembranaires couplé aux protéines Gg/11, G213, et Gi qui vont
activer des seconds messagers dont les principaux sont I’inositol triphosphate (IP3), le
diacylglycérol (DAG), I’acide arachidonique (AA) et les EROs, activant a leur tour les
phospholipases C, A et D (PLC, PLA, PLD). Selon le tissu considéré, les effecteurs activés
entraineront une réponse différente. Par exemple, au sein des CMLs, les protéines Gy
activent, via le signal calcique, la kinase des chaines 1égeres de la myosine (MLCK) et les
protéines Gjy3 inhibent la phosphatase des chaines légeres de myosine (MLCP). ATIR
permet 1’activation de nombreuses protéines kinases intracellulaires incluant des récepteurs a
activité tyrosine kinase (RTK) ou des récepteurs a activité¢ sérine/thréonine kinase (RSTK)
comme la voie des MAP kinases (Higuchi et al., 2007; Mehta et Griendling, 2007). La
fixation de I’Ang II sur AT1R déclenche également au sein des CMLs, la transactivation de
plusieurs récepteurs de facteurs de croissance tels que I’EGFR, le PDGFR, I'IGF-IR,
contribuant ainsi a I’augmentation de la synthése protéique ce qui dynamise 1’hypertrophie et
la migration cellulaire, la fibrose vasculaire et cardiaque (Delafontaine et al., 1996; Eguchi et
al., 2018; Elliott et al., 2013; Forrester et al., 2016; Heeneman et al., 2000; Ohtsu et al., 2006).
Une autre voie, fortement activée par I’Ang II est celle conduisant a la libération d’EROs
(anions superoxydes et peroxyde d’hydrogéne notamment) par la stimulation de ’activité et
de I’expression de la NADPHox (Garrido et Griendling, 2009; Mehta et Griendling, 2007). Le
Sox ainsi généré est fondamental dans de nombreux phénomenes physiopathologiques tels
que les troubles métaboliques ou les pathologies CV qui seront décrits dans les parties

suivantes.
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AT2R, quant a lui, a été moins étudié mais posséde globalement des effets opposés a
ATIR (Chow et Allen, 2016; Matavelli et Siragy, 2015; Padia et Carey, 2013; Sumners et al.,
2015) (Figure 15). Ainsi, au sein du systtme CV, AT2R promeut la vasorelaxation par
activation de la eNOS, prévient le remodelage CV et la sénescence vasculaire induite par

I’Ang II, et préserve un environnement anti-inflammatoire en stimulant la polarisation des

macrophages.
. AT2R |
.~ |activation
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Figure 15. Actions de I’Ang II lors de sa fixation sur AT2R au sein du systéme CV (Kaschina

etal., 2017).

Dans la suite de ce chapitre, nous nous concentrerons sur les effets induits par I’Ang 11

lors de sa fixation sur AT1R.
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2.2 Role de I’angiotensine II dans la physiologie et la
physiopathologie rénale

L’Ang II joue un role essentiel dans la régulation hydrosodée dans les cas de
déshydratation ou de contraction du volume du liquide extracellulaire (Sparks et al., 2014).
Une dérégulation du SRAA est associ¢e a ’HTA essentielle par effet direct sur les CMLs qui
entraine une vasoconstriction des artérioles afférentes et efférentes, liée a une augmentation
du signal calcique qui modifie le cytosquelette menant a la réduction du flux sanguin rénal.
Cet effet est dépendant de la fixation de I’Ang II sur ATIR (Crowley et al., 2006; Sparks et
al., 2014). D’autres études ont mis en évidence le role du Sox dans la vasoconstriction des
artérioles afférentes induite par I’Ang II (Lai En Yin et al., 2012; Li et al., 2015a). En effet,
des souris délétées pour la sous-unité p47™™ de la NADPHox ou pour la superoxyde
dismutase (SOD), ne sont plus sensibles a la vasoconstriction de I’artériole afférente induite
par ’Ang II. L’Ang II stimule également directement la réabsorption de Na' et d’eau par le
néphron mais aussi par activation de 1’aldostérone (Mennuni et al., 2014). En effet, apres
vingt minutes d’une injection d’Ang II, une rapide rétention hydrosodée prend place par
stimulation de I’échangeur Na'/H™ (NHE3) et du cotransporteur Na'/P; de type 2 (NaPi2) au
niveau de la bordure en brosse du tubule proximal (Riquier-Brison et al., 2009). Une
administration d’Ang II pendant plus de trois jours, active plus fortement la NHE3 mais
également le cotransporteur Na'/K'/Cl" de type 2 (NKCC2) et le canal sodique de la
membrane apicale des cellules épithéliales (ENaC), renforgant la réabsorption de sodium et
d’eau et ainsi I’hypertension dans des mode¢les murins (Li et al., 2015b). L’Ang II active la
NHE3 par la voie du calcium, de la calmoduline (CaM) et de la calmoduline kinase II
(CaMKII) qui régule elle-méme le complexe JAK2/CaM dépendant du Sox (Banday et

Lokhandwala, 2011; Pontes et al., 2015a, 2015b).
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L’Ang II exerce non seulement un role hémodynamique régulateur en stimulant le
rétrocontréle tubulo-glomérulaire qui abaisse progressivement le débit de filtration (pouvant
participer a I’insuffisance rénale (IR)), mais exerce aussi des actions non hémodynamiques
contribuant a la physiopathologie de I’hypertension rénale, telles que le Sox, la dysfonction
endothéliale, la réponse inflammatoire et la fibrose interstitielle. L’action de I’Ang II est
¢galement associée a la syntheése accrue d’endothéline 1 (ET-1) et de TGF-B (Mennuni et al.,
2014). Le role du SRAA dans la physiopathologie rénale, qui inclut I’hypertension rénale, la
fibrose et I’inflammation a été trés étudié (Giani et al., 2015; Kobori et al., 2007; Ramkumar
et Kohan, 2016; Satou et al., 2015). Il a ét¢ montré que ces phénomenes représentent
d’importants contributeurs de I’insuffisance rénale, par 1’efficacité clinique des inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE) et des antagonistes des récepteurs AT1. Le
role central du TGF-B dans la transition €pithélio-mésenchymateuse et ainsi, dans la fibrose
induite par ’Ang II a été démontré (Chen et al., 2012; Riister et Wolf, 2011) (Figure 16). Le
signal fibrogénique de 1’Ang II est également amplifi¢ par de nombreux effecteurs tels que
VCAM-1, IL-6, TNFa, ET-1, la cyclooxygénase de type 2 (COX-2), PAI-1, et le facteur de
croissance du tissu conjonctif (CTGF) qui stimulent la synthése de MEC ainsi que la réponse
inflammatoire, menant par la suite a la fibrose rénale (Riister et Wolf, 2011). L’implication
des voies p38MAPK et Rho kinase a ¢ét¢ mise en évidence par 1’activation respective du
CTGF qui entraine la sécrétion du collageéne I, et par la stimulation de la voie de NF-kB qui
active le facteur induit par I’hypoxie de type 1 o (HIF-1a) au niveau des CEs. En effet, une
délétion de HIF-1a au sein des CEs chez la souris protége des effets hypertenseurs et
fibrogéniques de 1I’Ang II (Luo et al., 2015; Zhu et al., 2011). De plus, I’activation du TNFa
et de MCP-1 par la fixation de I’Ang II sur le récepteur AT1 des macrophages pro-

inflammatoires M1, exacerbe
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fortement leur recrutement et donc le phénoméne d’inflammation qui amplifie lui-méme la
fibrose interstitielle rénale (Singh et al., 2013; Zhang et al., 2014).

L’Ang II est également un activateur de la synthése d’interféron y (IFN- y) par les
lymphocytes T (LT). Cet effet peut étre bloqué avec des antagonistes d’ATIR
indépendamment des réponses hémodynamiques induites par I’Ang II. En effet, le traitement
avec I’Ang II de souris déficientes en LT et en lymphocytes B (LB), n’entraine pas les effets
habituellement observés comme I’hypertension, le remodelage vasculaire et la libération
accrue d’EROs par le systéme vasculaire (Guzik et al., 2007). De plus, chez des souris
inactivées pour I'interleukine 17 (IL-17), ’Ang II n’entraine pas une augmentation de la PA
et cette absence d’effet est associée a une réduction de l'infiltration de LT dans le tissu
adipeux périvasculaire et a une annihilation de la libération d’anions superoxydes par les
anneaux aortiques en réponse a 1I’Ang II (Madhur et al., 2010). Ces données suggerent
I’implication des lymphocytes T régulateurs 17 (LT17) qui produisent ’interleukine 17, dans
la persistance de ’'HTA. Ces données suggerent que la modulation du systéme immunitaire
pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique afin de réduire les événements CV dans
I’HTA par exemple, d’autant plus que chez des sujets présentant des pathologies coronaires,

le nombre de LTI7 circulants est accru (Harrison et al, 2011).
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Figure 16. Effets fibrogéniques de I’Ang II sur le rein (Rister et Wolf, 2011).
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2.3 Role de I’angiotensine II dans les troubles métaboliques

Depuis prés de deux décennies, des liens ont été établis entre la voie du SRAA et les
troubles métaboliques (Dahlof et al., 2002; Hansson et al., 1999). En effet, I'utilisation d’un
inhibiteur d’ACE (captopril) ou d’un antagoniste de AT1R (losartan) pour traiter ’'HTA, a
montré une incidence moindre de nouveaux cas de DT2 par rapport a la thérapie
conventionnelle de cette époque, que furent les B-bloquants et les diurétiques. Une étude a,
par la suite, montré que le traitement de rats avec le captopril a réduit 1’obésité induite par un
régime hypercalorique et a amélioré la tolérance au glucose essentiellement par une réduction
de la prise alimentaire témoignant ainsi de l’implication du SRAA dans la régulation
métabolique (De Kloet et al., 2009). De plus, la délétion de ACE chez des souris a montré un
moindre poids corporel, une masse grasse abdominale moins importante, une dépense
énergétique totale plus faible essentiellement dus a une expression accrue des enzymes de la
lipolyse et de I’oxydation des acides gras (AG) comme la lipoprotéine lipase, la carnitine
palmitoyl transférase, et 1’acétyl CoA deshydrogénase des AG a longues chaines (Jayasooriya
et al., 2008). Ces observations n’ont pas été accompagnées de modifications de la prise
alimentaire, de 1’activité diurne ou d’excrétion lipidique par rapport aux souris sauvages. Ces
résultats ont été confirmés par la mise en évidence au sein des adipocytes, de I’ensemble des
effecteurs du SRAA (rénine, ACE, ATIR, AT2R) ainsi que par une expression différentielle
de ces acteurs entre le tissu adipeux viscéral, et en particulier abdominal, et le tissu adipeux
sous-cutané renfor¢ant I’hypothése de liens existants entre 1’obésité et les pathologies CV
(Cassis et al., 2008). Le SRAA adipocytaire a ensuite ét¢ impliqué dans d’autres phénomenes
pathologiques tels que ’HTA, la résistance a I’insuline précédant le DT2 ou 1’obésité.

Le role fondamental du SRAA dans la résistance a I’insuline a fait I’objet de

nombreux travaux mais les mécanismes moléculaires ne sont pas encore totalement €¢lucidés.
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La voie de I’Ang II interagit avec celle de I’insuline essentiellement par 1’activation de la
petite protéine GTPase, RhoA, qui inhibe la PKA et le substrat du récepteur a 1’insuline 1
(IRS-1) d’une part, et par la synthese accrue d’EROs et de cytokines pro-inflammatoires
d’autre part (Folli et al., 1997; Velloso et al., 1996) (Figure 17). De plus, la voie de I’Ang II
par l’activation de RhoA, inhibe I’adressage du transporteur de glucose GLUT4 a la
membrane des tissus insulino-sensibles ce qui favorise I’hyperglycémie et ainsi la libération

de molécules pro-oxydantes (Rojas et al., 2012).

Skeletal Muscle Cell

Figure 17. Effets de I’Ang II sur la voie de I’insuline au sein des cellules musculaires striés

squelettiques (Rojas et al., 2012).

Plusieurs études ont démontré par la suite une fine connexion entre la résistance a I’insuline et
de nombreuses pathologies CV (allant du DT2 a I’'IC) témoignant de ’intrication existante
entre le SRAA et la régulation métabolique de nombreux organes (Dominici et al., 2014;

Lastra et al., 2010; Zhou et al.,, 2012). Dans le syndrome métabolique, la résistance a
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I’insuline et la dysfonction endothéliale représentent les deux phénoménes majeurs de cet état
pathologique (Steinberg et al., 1996). Au sein du systéme vasculaire, la résistance a I’insuline
se manifeste par une altération de la vasodilatation, des atteintes micro vasculaires et
nerveuses (rétinopathies, néphropathies et neuropathies), une inflammation vasculaire et la
formation de Iésions athérosclérotiques (Schulman et Zhou, 2009). Les patients DT2 et/ou
obéses présentent une inhibition de la voie PI3 kinase (PI3K) avec souvent une relaxation
dépendante de 1I’endothélium en réponse a I’insuline ou a 1’acétylcholine, entieérement abolie
(Lteif et al., 2005). Un nombre important d’études précliniques et cliniques ont permis de
conclure que I’activation du SRAA joue un rdle important dans le développement de la
dysfonction endothéliale et de la résistance a 1’insuline dans de nombreuses pathologies CV et
chez les patients DT2 (Lee et al., 2008; Shiuchi et al., 2004). L’activation du SRAA est
associée a un signal insulinique altéré et a une résistance a I’insuline de nombreux tissus tels
le tissu adipeux et le muscle squelettique, décrits précédemment, mais aussi les tissus rénaux,
vasculaires et cardiaques (Wei et al., 2006, 2008). Quelques travaux cliniques ont mis en
évidence une association entre la résistance a I’insuline et 'HTA qui est causée par
I’activation du SRAA et le Sox (Sowers et al., 2004; Sowers et al., 2009). Le lien entre
activation du SRAA et dysfonction endothéliale provient de 1’augmentation du Sox par
stimulation de la NADPHox (Wei et al., 2007). Afin de confirmer le réle majeur du SRAA
dans D’induction et 1’aggravation des troubles métaboliques et CV, de nombreux essais
cliniques ont testé 1’utilisation d’inhibiteurs d’ACE ou d’antagonistes de ATIR chez des
patients DT2 mais aussi chez des patients avec IC, avec HTA, avec des pathologies
coronariennes ou des insuffisances rénales chroniques (Flammer et al., 2007; Yavuz et al.,
2003). L’inhibition du SRAA a certes amélioré la tolérance au glucose, la réponse a 1’insuline

et les complications CV chez les patients DT2 mais également chez les patients a risque CV
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ou a antécédents CV non DT2 (Luther et Brown, 2011; Perlstein et al., 2012; Rizos et al.,
2013; Steinberger et Daniels, 2003). De plus, des données issues de larges €tudes cliniques,
suggerent que I’inhibition du SRAA réduisent I’incidence de nouveaux cas de DT2 chez des
patients a risque CV (Barzilay et al., 2006; Currie et al., 2017; Devereux et al., 2004; Hansson
et al., 1999; Julius et al., 2004; Pfeffer et al., 2003; Shindler et al., 1996).

Ainsi, le lien indubitable entre I’effet bénéfique de I’inhibition du SRAA et les
complications CV et métaboliques a ét¢ clairement mis en évidence mais les mécanismes
proposés a 1’origine de cette protection ne sont pas encore entiérement compris. Parmi les
mécanismes proposé€s on peut retenir une stimulation de la signalisation intracellulaire de
I’insuline au sein des tissus insulino-sensibles mais également au sein du systéeme CV, une
amélioration de la fonction pancréatique résultant en une meilleure réponse insulinique en
réponse au glucose, une modulation des signaux hormonaux du tissu adipeux, ainsi qu’une
amélioration de la fonction endothéliale des micro-vaisseaux essentiellement comme nous le
verrons dans la partie 2.4. (Kim et al., 2006; Lee et al., 2008; Shiuchi et al., 2004; Tikellis et

al., 2004; Zhou et Schulman, 2009) (Figure 18).
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Figure 18. Représentation des mécanismes potentiels de protection de 1’inhibition du SRAA

sur les fonctions métaboliques telles que la résistance a 1’insuline ou le développement du

DT2 (Zhou et al., 2012).




2.4 Physiopathologie cardiovasculaire de la voie de
I’angiotensine I
Des altérations conduisant a la rigidité vasculaire, a la fibrose CV et a la dysfonction
diastolique sont d’importants facteurs prédictifs des pathologies CV telles que ’'HTA, I'IC,
les maladies coronariennes et les pathologies rénales (Jia et al., 2018). La rigidité vasculaire,
mise en évidence cliniquement par une augmentation de la vitesse d’onde de pouls (PWV), est
associée a un accroissement de la PAS menant a une hausse de la postcharge cardiaque, a
I’hypertrophie cardiaque et a la dysfonction diastolique (Jia et al., 2018). D’ailleurs, la
dysfonction diastolique consiste en des modifications cardiaques structurelles et
fonctionnelles précoces rencontrées dans des processus pathologiques divers comme le DT2,
I’obésité, le vieillissement et se manifeste cliniquement par une HFpEF. De nombreux
mécanismes ont incriminé la voie de signalisation de I’Ang II dans I’induction et le
développement de phénomeénes pathologiques du systeme CV tels que la vasoconstriction, la
dysfonction endothéliale, I’inflammation, 1’hypertrophie et I’hyperplasie vasculaire, la fibrose
et la rigidit¢ vasculaire, 1’athérosclérose, ainsi que I’hypertrophie et la fibrose cardiaque

(Figure 19).
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Figure 19. Roles physiopathologiques de 1’Ang II sur le systéme vasculaire (Montezano et

al., 2014).

2.4.1 Dysfonction endothéliale

L’endothélium constitue la surface interne de [’ensemble des vaisseaux. Depuis
plusieurs décennies, de nombreux travaux ont montré que cette monocouche cellulaire ne joue
pas simplement un role de barriére entre le sang et les tissus, mais est au contraire une
interface extrémement sensible au flux sanguin, a de nombreuses hormones et facteurs de
croissance. Ainsi, il est admis qu’une altération de la structure ou de la fonction de
I’endothélium est un facteur précoce de pathologies CV et constitue méme un facteur de

risque de maladies CV telles que ’HTA ou les pathologies coronariennes. La dysfonction
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endothéliale est caractérisée chez 1I’homme, comme une altération de la vasodilatation
dépendante de I’endothélium due majoritairement a une diminution de la biodisponibilité du
NO (Lerman et Burnett, 1992). L’inflammation et le Sox sont des phénoménes inducteurs

bien connus de la dysfonction endothéliale.

Le lien entre le SRAA et la dysfonction endothéliale a été largement démontré et
s’effectue principalement par I’activation de la NADPHox entrainant un Sox cytoplasmique et
mitochondrial qui réduit la biodisponibilité du NO. En effet, le NO produit va étre rapidement
dégradé par les anions superoxydes pour étre converti en peroxynitrite. Ces EROs
interagissent avec de nombreuses protéines et lipides, modifiant ainsi leur structure et
fonction, ce qui mene a la dysfonction endothéliale (Brown et Griendling, 2015). L’ Ang II
active également la cascade de NF-«B, qui conduit a la surexpression de molécules
d’adhésion comme VCAM-1 et ICAM-1 ce qui facilite ainsi I’interaction des leucocytes avec
la surface endothéliale (Scalia et al., 2011; Stegbauer et al., 2009). La neutralisation du gaz
NO, entraine ainsi des effets déléteres multiples sur le vaisseau qui vont de ’altération de la
vasorelaxation des CMLs, a I’induction de I’inflammation, en passant par un endothélium

pro-agrégant et pro-thrombotique.

2.4.2 Athérosclérose

L’inhibition du SRAA constitue une approche classique de prévention primaire et
secondaire de la pathologie athérosclérotique. Plusieurs éléments de démonstration indiquent
que les effets protecteurs des traitements inhibiteurs du SRAA ne repose pas seulement sur la
réduction de la PA, mais aussi sur d’autres actions de 1’Ang II telles que I’inflammation
(Montecucco et al., 2009). Des données cliniques ont montré que 1’Ang II contribue a

I’initiation et a la progression des plaques d’athérosclérose en induisant la dysfonction
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endothéliale, le Sox, I’inflammation, des effets pro-coagulants, et des phénoménes de rupture
de plaque (Vaccari et al., 2008). En effet, la délétion de ATIR dans des modeles murins a
montré une protection trés importante face au phénomene d’athérosclérose (Meyrelles et al.,

2011).

2.4.3 Fibrose et rigidité vasculaire

En 2015, le conseil de lutte contre ’HTA de 1’Association Américaine du Cceeur, a
approuvé I’utilisation de la vitesse d’onde de pouls comme méthode de mesure de la rigidité
vasculaire (RV) et a défini conjointement avec la Sociét¢ Européenne de Cardiologie, la
valeur seuil de 12m/s comme témoin de rigidité vasculaire pathologique (Mancia et al., 2007;
Townsend et al., 2015). Une méta-analyse regroupant dix-sept études incluant au total 15 877
patients a montré qu’au-dela de ce seuil, chaque accroissement de 1 m/s augmente le risque de
survenue d’un événement CV de 14 %, la mortalité CV de 15 %, et la mortalité toute cause de
15 % (Vlachopoulos et al., 2010b). Au surplus, 1’é¢tude Framingham Heart Study incluant
2232 patients, a décrit la RV comme un facteur prédictif de la morbi-mortalit¢ CV au sein de
la population générale, des personnes agées et des patients hypertendus (Mitchell et al., 2010).
L’activation excessive et chronique du SRAA contribue a la RV, a I’HTA et aux troubles CV
en général puisque I’inhibition de I’Ang II ou des récepteurs a 1’aldostérone a pour effet de
réduire la vitesse d’onde de pouls, la RV et les pathologies CV (Meune et al., 2011; Peng et
al., 2015). En effet, les résultats de I’étude SILVHIA ont montré 1’effet protecteur de
I’irbésartan sur la compliance artérielle sans pour autant modifier les marqueurs endothéliaux
et inflammatoires (Jekell et al., 2013). De méme, une étude portant sur 566 patients avec une
HTA non contrdlée, a montré une réduction de la RV par traitement avec la spironolactone
(Liu et al., 2018). II est intéressant de noter qu'une RV excessive est, par elle-méme, une

cause majeure d’augmentation de la PAS et donc un facteur causal de I'HTA. Cette
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affirmation est corroborée par le fait que de récentes études montrent que I’accroissement de
la RV précede trés souvent ’HTA et ’ensemble des phénomeénes de remodelage et de
dysfonction endothéliale (DeMarco et al., 2015; Weisbrod et al., 2013).

D’un point de vue fonctionnel, la RV consiste en une activité fibrotique accrue et a
une réduction de I’¢lasticité¢ de la média, qui est associée a une stimulation de la synthése de
collagéne (I et III notamment) et a son agrégation via des protéines de pontage, a une
dégénérescence des fibres d’¢élastine, et a de la calcification (Harvey et al., 2016). Du point de
vue mécanistique, I’implication des MMPs, des TIMPs, du TGF-3, de PAII et du CTGF a été
mise en évidence. De plus, le role de I’Ang II apparait central parmi d’autres facteurs (I’ET-1
et I’aldostérone par exemple) dans 1’induction de la fibrose vasculaire et dans sa capacité a
activer I’ensemble des facteurs précités. L’Ang Il promeut la dégradation de la MEC
entrainant ainsi la migration et la prolifération des CMLs et D’infiltration de cellules
inflammatoires dans la paroi vasculaire ce qui contribue également a son remodelage (Wang
et al.,, 2015). Il a été montré que 1’Ang II stimule ’activité de la MMP-2 vasculaire par
activation de ADAMI17 et que ['utilisation d’un siRNA dirigé contre MMP-2 réduit
I’hypertension induite par I’Ang II (Odenbach et al., 2011). De plus, une suractivation des
inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs) conduit a une moindre dégradation de collagéne I
et d’¢élastine concourant ainsi a la RV et a la fibrose (Raffetto et Khalil, 2008).

En conclusion, la RV et la fibrose vasculaire induites par 1’Ang II impliquent de
nombreux acteurs tels que les fibroblastes, les CMLs, les cellules inflammatoires et la MEC

qui eux-mémes interagissent avec une considérable complexité de signaux.

2.4.4 Dysfonction diastolique et fibrose cardiaque

La dysfonction diastolique est associée avec le remodelage du tissu cardiaque et de la

circulation coronaire ce qui conduit a des altérations structurelles et fonctionnelles (Jia et al.,
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2018). Elle est caractérisée par une rigidit¢ du VG, une augmentation de 'IVRT et un
remplissage plus lent du VG en diastole (Jia et al., 2018). On retrouve, de fagon tres
fréquente, un accroissement de la masse cardiaque et de I’hypertrophie cardiaque qui
conduisent a des pressions de remplissage plus élevées, et a une altération de I’¢lasticité
cardiaque jouant un role majeur dans 1’apparition de la dysfonction diastolique et de ’'HFpEF
(Jia et al., 2018). En effet, I’étude [-PRESERVE incluant 4128 patients souffrant de HFpEF et
testant I’irbésartan, a montré que la majorité des malades présentait une hypertrophie du VG
et une dysfonction diastolique (Massie et al., 2008).

L’implication du SRAA dans le développement de la dysfonction diastolique et de
I’IC a été démontrée par de nombreuses ¢tudes cliniques ayant testé des inhibiteurs d’ACE,
des antagonistes de AT1R ou des antagonistes des récepteurs des minéralocorticoides (RM).
Une méta-analyse détaillant le blocage du SRAA par des inhibiteurs d’ACE ou par des
antagonistes de ATIR chez 8152 patients avec HFpEF, a montré une réduction significative
des hospitalisations pour IC et une réduction de la mortalit¢ CV (Meune et al., 2011). L’étude
randomisée PEP-CHF testant le périndopril chez des patients atteints d’IC chronique, a
montré qu’un an de traitement a amélioré la fonction cardiaque, a réduit les accidents CV et a
diminué les hospitalisations pour IC (Cleland et al., 2006). D’autres essais de grande ampleur
comme RALES, EMPHASIS ou EPHESUS, ont mis en évidence que le blocage des RM
réduit la mortalit¢ CV chez les patients avec IC, vraisemblablement par inhibition de
I’activation des macrophages, des lymphocytes T et des cellules dendritiques (Shen et Young,
2012).

Le remodelage cardiaque consiste en une sévere altération de la structure cardiaque ou
coexistent deux phénomenes majeurs : I’hypertrophie et la fibrose cardiaque, qui rendent le

ceeur plus vulnérable aux agressions (Shimizu et Minamino, 2016). Le processus

81



d’hypertrophie cardiaque est de mieux en mieux compris mais demeure extrémement
complexe car I’Ang II agit sur plusieurs types cellulaires comme les cardiomyocytes mais
aussi les CEs et les fibroblastes, et implique de nombreuses voies que sont la voie canonique,
la voie non canonique, la transactivation du récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR) et Dl’inflammation (Forrester et al., 2018) (Figure 20). Concernant la fibrose
cardiaque, le facteur majeur est le TGF-B, qui déclenche 1’activation de la voie des Smad. Ce
facteur est stimulé en amont par le Sox, dont la suractivation est initiée par Nox2 et Nox4,
elles-mémes activées par la liaison de I’Ang II avec AT1R. Le Sox va également induire la
voie de NF-kB, ERK1/2 et Akt/mTOR dont I’ensemble va conduire a la prolifération et la
migration des fibroblastes cardiaques et a la synthese de collagene. Le rdle de I’inflammation

dans le phénomeéne de remodelage est ¢galement clairement démontré.
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Figure 20. Roles de I’Ang II dans la stimulation du processus d’hypertrophie cardiaque
(Forrester et al., 2018).
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Les co-transporteurs sodium-glucose (SGLT)1 et 2 sont situés dans le rein,
respectivement au niveau du segment S3 du tube contourné proximal rénal et au niveau du
segment S1 du tube contourné proximal. Leur role est d’assurer la réabsorption urinaire
compléte du glucose empéchant une glycosurie chez le sujet sain. SGLT2 assure un transport
actif secondaire couplé au sodium et est responsable de la réabsorption de la trés grande
majorité¢ du glucose filtré au niveau rénal (90 %). Les 10 % restants du glucose filtré sont
réabsorbés par le transporteur SGLT1 de haute affinité mais de faible capacité.

A partir de 2012, des inhibiteurs de ces co-transporteurs ont ét¢ développés dont les
principaux sont, par ordre décroissant de sélectivit¢ de SGLT2, I’empagliflozine, la
dapagliflozine et la canagliflozine. Ces inhibiteurs ont ét¢ par la suite mis sur leur marché
pour leurs propriétés antidiabétiques. La premiére étude clinique de grande ampleur évaluant
la sécurité¢ CV des gliflozines a été 1’étude EMPA-REG OUTCOME, qui a comparé I’effet
d’une prise en charge standard du diabete versus la thérapie standard a laquelle on a adjoint
I’empagliflozine sur 7034 patients diabétiques a haut risque CV. Une amélioration du contrdle
glycémique a été observée, associée a des bénéfices cardiovasculaires majeurs. Cette étude a
montré une réduction de plus de 38% de la mortalit¢ CV et de 35 % des hospitalisations pour
insuffisance cardiaque. Par la suite, deux autres études — CANVAS et DECLARE-TMI 58 —
¢valuant I’effet de la canagliflozine et de la dapagliflozine — ont montré une réduction des
infarctus du myocarde non fatals ou des accidents vasculaires cérébraux (AVC) non fatals de
14% ainsi qu’une diminution de 34 % des hospitalisations pour IC.

Depuis quelques années, notre laboratoire a émis I’hypothése qu’une protection si
importante du systéme CV pouvait étre le reflet d’une protection des cellules clés du lit
vasculaire : les CEs. Benkhiat et collegues, ont montré que des cellules endothéliales traitées

par une forte concentration de glucose surexprimaient SGLT1 et 2 et que le traitement par
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I’empagliflozine prévenait leur surexpression. De plus, le blocage de 1’Ang Il — un puissant
facteur pro-oxydant impliqué dans le développement des pathologies cardiovasculaires
majeures y compris le diabéte de type 2 — réduisait I’expression de SGLTI et 2 ainsi que la
dysfonction endothéliale suggérant que les inhibiteurs des co-transporteurs SGLT1 et 2 étaient
non seulement des anti-diabétiques efficaces mais vraisemblablement aussi des traitements
potentiels des complications CV hors du champ diabétique.

En effet, des analyses tres récentes de I’étude clinique EMPA-REG OUTCOME — qui
testait I’efficacité de I’empagliflozine sur 7034 patients diabétiques de type 2 — mais aussi des
¢tudes DECLARE-TIMI et CANVAS, ont montré¢ que I’ensemble des bénéfices
cardiovasculaires observés (diminution du risque relatif de mortalit¢é CV diminué de 38 %,
réduction de 35% des hospitalisations pour insuffisance cardiaque) sont indépendants du
controle glycémique (Inzucchi et al., 2018).

Dans un premier temps, nous avons testé ’effet de I’empagliflozine (un inhibiteur
sélectif des transporteurs SGLT2) sur la fonction endothéliale ainsi que sur la structure et la
fonction cardiaque a 1’aide d’un mode¢le animal de syndrome métabolique : le rat hybride F1
obéese Zucker diabetic fatty/spontaneously hypertensive heart failure (ZSF1)-HFpEF versus le
rat ZSF1 lean, contrdle. L’étude nous a permis de montrer que 1’empagliflozine, inhibiteur
sélectif des transporteurs SGLT2, a amélioré la fonction endothéliale en améliorant la
relaxation vasculaire dépendante de 1’endothélium et en réduisant les réponses contractiles
vraisemblablement par 1’inhibition de la voie des cyclo-oxygénases (COX) impliquée dans la
génération de dérivés prostanoiques vasoconstricteurs. La réduction de I’hypertrophie des
structures cardiaques a ¢galement été observée.

Plusieurs études in vitro ont montré que les EROs, produites par 1’exces de glucose ou

par ’H,0, sont capables de stimuler I’expression des transporteurs SGLTs dans les cellules
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épithéliales rénales et dans les cellules vasculaires (Battistoni et al.,, 2021). Or, dans la
majorité des pathologies vasculaires, le principal facteur pro-oxydant est I’Ang II.

C’est pourquoi, dans un second temps, Park et collegues — de notre groupe — ont testé
I’effet pro-oxydant de 1’Ang II et sa capacité a activer le systéme angiotensine local, sur la
modulation des transporteurs SGLT1 et 2 au sein des CEs. L’objectif était ainsi de vérifier
I’hypothese selon laquelle 1’Ang II induit 1’expression de SGLT1 et 2 dans les CEs menant
ainsi a la dysfonction endothéliale. Nous avons pu conclure que I’Ang II méne a la
surexpression des protéines SGLT1 et 2 dans les CEs vraisemblablement en affectant les
voies redox-sensibles de la NADPH oxydase, des cyclo-oxygénases et de la chaine
respiratoire mitochondriale.

A la suite de récentes études cliniques (DAPA-HF et EMPEROR) ayant montré un
bénéfice important des gliflozines chez des patients non DT2 avec une IC a fraction d’éjection
réduite (HFrEF), ainsi que des travaux réalisés au sein de notre équipe présentés ci-dessus, il
est possible d’émettre 1’hypotheése de protection de la fonction diastolique du VG des
inhibiteurs de SGLT2 dans un modéle non DT2 et hypertendu.

Ainsi, dans ce travail de recherche, objet majeur de ce mémoire, nous avons testé le
role protecteur CV de I’inhibition des co-transporteurs SGLT2 a I’aide de I’empagliflozine
dans un mode¢le expérimental normo glycémique de rat hypertendu avec une dysfonction
diastolique. Notre objectif a été de tester 1’effet de I’empagliflozine sur 1) la pression
artérielle, 2) la fonction endothéliale des gros vaisseaux et des micro-vaisseaux, 3) les
fonctions systolique et diastolique cardiaque, 4) le remodelage CV (fibrose, expression des

métalloprotéinases) et 5) I’expression et I’activité des co-transporteurs SGLT1 et 2.
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Abstract

SGLT2 inhibitors (SGLT2i) showed pronounced beneficial effects in patients with heart
failure but the underlying mechanisms remain unclear. We evaluated the effect of
empagliflozin, a selective SGLT21, on the deleterious effects of Ang II-induced hypertension
on the heart and blood vessels in rats. Male Wistar rats received control diet or diet with
empagliflozin (30 mg/kg/day). After 1 week, a hypertensive dose of Ang II (0.4 mg/kg/day)
was administered using osmotic mini-pumps for 4 weeks. Systolic blood pressure was
determined by plethysmography, the cardiac function in vivo by echocardiography, and in
vitro (coronary microvascular function, left ventricle remodeling and fibrosis responses), and
the systemic micro and macrovascular function in vitro. Empagliflozin prevented Ang II-
induced diastolic dysfunction, and macro and microvascular endothelial dysfunction despite
persistent hypertension. The beneficial effects were associated with an improved vascular
eNOS/ROS balance, SGLT2-dependent ROS formation, local angiotensin system, pro-
atherosclerotic responses and of endothelial SGLT1 and 2 expression and activity. Thus, the
SGLT2i effectively attenuated the deleterious impact of Ang Il-induced hypertension on
target organs including cardiac diastolic dysfunction and remodeling, and endothelial
dysfunction and pro-atherosclerotic, pro-fibrotic and pro-remodeling responses in macro and

microvessels despite persistent hypertension.

Keywords: Angiotensin II - Empagliflozin - Diastolic dysfunction - Endothelial dysfunction -

SGLTI - SGLT2
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Abbreviations: SGLT2i, sodium-glucose cotransporter 2 inhibitor; HF, heart failure; HFrEF,
HF with reduced ejection fraction; LV, left ventricle; AT1R, angiotensin type 1 receptor;
ROS, reactive oxygen species; Ang II, angiotensin II; eNOS, endothelial NO synthase; LVEF,
LV ejection fraction; CO, cardiac output; SV, stroke volume; IVRT, isovolumic relaxation
time; IVSTd, interventricular septum thickness in diastole; NO, nitric oxide; ACE,
angiotensin-converting enzyme; MMP, matrix metalloproteinase; ANP, atrial natriuretic

peptide.
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Introduction

The gliflozin family was originally developed as antidiabetic drugs for treatment of
patients with type 2 diabetes that selectively inhibit the sodium-glucose cotransporter 2
(SGLT2) in the kidney.! The meta-analysis of large cardiovascular outcome trials with
SGLT?2 inhibitors (SGLT2i) in type 2 diabetes indicated consistent benefits with a ~30%
reduction in the risk of heart failure (HF) hospitalization and with a ~40-50% reduction in the
risk of serious adverse kidney events, and a moderate reduction on cardiovascular death by
~15%.? Recent meta-analysis of two large-scale trials with SGLT2i that enrolled patients with
HF with reduced ejection fraction (HFrEF) showed a ~25% reduction of the combined risk of
cardiovascular death or hospitalization for HF, and improved renal outcomes.” These benefits
are observed regardless of the diabetic status and across all ages.’

SGLT2i showed also cardiovascular protective effects in several diabetic and non-
diabetic experimental models of cardiovascular diseases. SGLT2i attenuated doxorubicin-
induced HF and reduced fibrosis in mice,* improved cardiac function and remodeling in rats
after myocardial infarction in both diabetic and nondiabetic rats,” ® and ameliorated systolic
and diastolic functions, L'V fibrosis and stiffness in a nondiabetic porcine model of HFrEF
after myocardial infarction,”® In addition, in a rat model of metabolic syndrome with HF with
preserved ejection fraction (ZSF1 rat, HFpEF), empagliflozin (a selective SGLT2 inhibitor)
prevented hypertrophy and remodeling of the heart as well as endothelial dysfunction.’
Despite the remarkable cardiovascular protective effect of SGLT2i, the underlying
mechanisms at the heart and vasculature still remain to be clarified.

Both clinical and experimental studies have highlighted that angiotensin II (Ang II)
contributes to the development of major types of cardiovascular diseases including

hypertension and HF. Many of the pathophysiological actions of Ang II are mediated via
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activation of the angiotensin type 1 receptor (ATIR) to stimulate reactive oxygen species
(ROS) generation through activation of vascular NADPH oxidase, and, as a consequence, to
induce endothelial dysfunction, vascular fibrosis, inflammation and calcification, cardiac
dysfunction and remodeling, and also the progression of atherosclerotic lesions."’ Recently,
this group has shown that Ang II is also a strong inducer of SGLT1 and SGLT2 expression in
endothelial cells through a redox-sensitive mechanism to promote premature endothelial
senescence and dysfunction.'' The fact that empagliflozin and sotagliflozin, a dual SGLTI
and 2 inhibitor, prevented the Ang II-induced pro-oxidant response, up-regulation of SGLT1
and 2 expression and induction of endothelial dysfunction implies a determinant role of
SGLTI1 and 2."" Moreover, experiments performed using rat arteries showed that SGLT1 and
SGLT2 are overexpressed at arterial sites of risk (aortic arch versus thoracic aorta) where the
local angiotensin system is particularly activated and characterized by high levels of oxidative
stress and endothelial dysfunction, and also in aorta segments following their ex vivo exposure
to Ang IL"' Therefore, the aim of the present study is to evaluate the potential effect of
empagliflozin on Ang II-induced hypertension and its deleterious impact on both the vascular

and cardiac function in normoglycemic rats, and to characterize the underlying mechanisms.
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Material and Methods

An expanded Material and Methods section is available in online supplementary Appendix
S1. Rats were divided into four groups: control, empagliflozin (Empa, 30 mg/kg/day), Ang II
(0.4 mg/kg/day) and Ang II (0.4 mg/kg/day) + empagliflozin (30 mg/kg/day). Empagliflozin
treatment was provided in the diet for five weeks, and Ang Il was infused using osmotic mini
pumps during the last four weeks. Urine samples as well as echocardiography were performed
the day before euthanasia, and blood samples were collected by terminal cardiac puncture.
Non-invasive blood pressure was determined during the five-week period. After 5 weeks
organ morphometry, the generation of ROS, protein expression, SGLT1 and 2-mediated
anthocyanin uptake, fibrosis, hypertrophy, and macrophages infiltration were quantified in the
aorta, mesenteric and coronary microcirculation and the left ventricle. To characterize the
vascular formation of ROS, cryosections were exposed to N9-Nitro-L-arginine (300 puM,
endothelial NO synthase (eNOS) inhibitor) to determine the role of uncoupled eNOS, to
losartan (1 uM, ATI1R antagonist) and VAS-2871 (1 uM, NADPH oxidase inhibitor) for the
local ATIR/NADPH oxidase pathway, and to sotagliflozin (100 nM) and empagliflozin (100
nM) for SGLT1 and 2 for 30 min before the determination of the level of ROS. The
localization and activity of SGLT1 and 2 in the arterial wall was assessed indirectly based on
the preferential uptake of anthocyanin like delphinidin-3-O-glucoside in endothelial cells
through SGLTs.'? For this purpose, cryosections were either untreated or exposed either to
sotagliflozin (100 nM) or empagliflozin (100 nM) before the determination of anthocyanin
uptake using an anthocyanin-rich blackcurrant extract. Data are expressed as mean + SEM.
Analysis was done using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s

multiple comparison.
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Introduction

Gliflozins family represented by empagliflozin, dapagliflozin and canagliflozin was
developed as anti-T2DM drug and selectively inhibits the sodium-glucose cotransporter 2
(SGLT?2). Consequently, the glucose reabsorption in renal proximal tubule is blocked which
leads to a loss of 50 to 80 g of glucose per day in human. In large cardiovascular outcome
trials in patients with diabetes, SGLT2 inhibitors improve cardiovascular outcomes, including
hospitalization for heart failure, with this benefit extending to patients without diabetes who
have heart failure with reduced ejection fraction."? 7,020 T2DM patients with high
cardiovascular risk were included in the first clinical trial (EMPA-REG OUTCOME, 2015)
that compared the effect of empagliflozin versus standard therapy. This study showed a 38%
reduction of the cardiovascular death and a 35% reduction in hospitalizations for heart failure
(HF).>? Later, in 2017, the CANVAS clinical trial showed that the treatment of T2D patients
with canagliflozin lowered the nonfatal myocardial infarction on nonfatal stroke by 14% and
HF hospitalizations by 33%.* In 2019, the dapagliflozin treatment of patients decreased by
27% hospitalizations for HF in the DECLARE-TIMI 58 clinical trial.” All these
cardiovascular benefits are unlikely to be related to the improvement in glycaemic control.’
Experimental studies have shown that chronic empagliflozin treatment attenuated myocardial
ischemia/reperfusion injury in both diabetic and non-diabetic rats and improved cardiac
function and remodeling in non-diabetic rats with left ventricular (LV) dysfunction after
myocardial infarction and associated with substantial improvements in cardiac metabolism.”
In a recent study performed by our team in a rat model of metabolic syndrome with HFpEF

(ZSF1 rat), 6 weeks empagliflozin treatment prevented hypertrophy and remodeling of the

heart as well as the endothelial dysfunction.9
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Hypertension is one of the foremost causes of premature mortality worldwide by
affecting 1,39 billion people.'® Angiotensin II plays a key role in most of the cardiovascular
diseases, including hypertension, heart failure and diabetes by the activation of the
angiotensin 1 receptor (ATI1R) which leads to oxidative stress generation, endothelial
dysfunction, vascular remodeling, atherosclerosis, and cardiac remodeling. Recently, data
from our laboratory showed that Ang IlI-treated endothelial cells for 24h overexpressed
SGLT1 and SGLT2 cotransporters in a redox-sensitive manner which, ultimately leads to
endothelial senescence and endothelial dysfunction. SGLTs inhibitors treatment normalized
the Ang II-induced up-regulation of SGLT1 and 2 protein levels, suggesting that SGLT1 and
2 play a pivotal role on the Ang II deleterious effects. In addition, the pro-oxidant response
mediated by the local angiotensin system (i.e. AT1 receptor, ACE) is strongly inhibited by the
SGLTs inhibitors sotagliflozin and empagliflozin in ECs.'' Moreover, experiments performed
on rat arteries, showed that SGLT1 and SGLT2 are overexpressed at arterial sites of risk
where the local angiotensin system is particularly activated, which leads to oxidative stress
generation and endothelial dysfunction. Several studies has already demonstrated that SGLT2

12714 In addition,

transporter is detectable in aorta, endothelial cells and also in macrophages.
SGLT?2 inhibition was shown to reduce Ang Il-induced dissecting abdominal aortic aneurysm
in ApoE knock-out mice by the improvement of the oxidative stress level and by decreasing
the immune response induced by Ang II infusion. Furthermore, Oelze et al. have studied in a
preclinical streptozotocin diabetic rat model, the effect of SGLT2 inhibition on the vascular
function and they have shown an important reduction of the oxidative stress and inflammation
in the aorta wall."”

Ang II pathway overactivation is also associated with impaired cardiac function,

cardiac fibrosis, and vascular remodeling. In rats treated with Ang II, the inhibition of SGLT2

98



transporters resulted in a renal anti-fibrotic effect and a decrease of renal inflammatory cell
infiltration without any changes regarding the systolic blood pressure and the glucose level.
Interestingly, empagliflozin ameliorated the left ventricular fibrosis and stiffness in a
nondiabetic heart failure model of pigs.'® Despite of the remarkable cardiovascular benefits,
the effect and the mechanism of SGLT2 inhibition in nondiabetic hypertensive or heart failure
models remains poorly studied.

These findings taken altogether suggest that AT1 receptor and SGLT1 and 2 pathways
are implicated in endothelial and cardiac dysfunction, that’s why SGLT1 and 2 targeting can
constitute an interesting and innovative approach to protect the endothelial function.

Therefore, the aim of the following study is to examine the protective effect of
empagliflozin in a normoglycemic experimental model of hypertension in the rat. This study
will particularly focus on the effect of empagliflozin treatment on 1) the level of systolic
blood pressure, 2) the vascular level of the local angiotensin system, 3) the vascular level of
oxidative stress, 4) the vascular expression of pro-atherothrombotic markers, 5) the vascular

fibrosis and remodeling, 6) the cardiac function and 7) the cardiac fibrosis and remodeling.
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Results

Empagliflozin does not affect the hypertensive response to Ang II in rats

Ang II treatment increased the level of systolic blood pressure by about 40 mmHg
compared to the control group (Figure 1). The empagliflozin treatment affected neither the
systolic blood pressure level under control conditions nor the hypertensive response to Ang II

(Figure I).

Effect of empagliflozin on body weight and the weight of different organs

The morphometric evaluation of rats has indicated that the control group, the
empagliflozin group and the Ang II group had similar body weights whereas a significantly
reduced body weight was observed in the Ang Il + empagliflozin group (7Table I). In the
empagliflozin group, the weight of both the left and right kidneys was significantly increased
compared to the control group whereas no such effect was observed in the Ang II group and
the Ang Il + empagliflozin group (7able 1). The weight of the liver was similar in all 4 groups
(Table 1). The Ang II treatment increased the whole heart weight and the right ventricle
weight which were not observed in the Ang I + empagliflozin group (7able 1). An increased
LV + septum weight was also observed in the Ang II group, which however did not reach

statistical significance (Table I).

Empagliflozin attenuates the Ang II-induced diastolic dysfunction

Assessment by echocardiography of the LV ejection fraction (LVEF), the fraction
shortening (FS), the cardiac output (CO) and the stroke volume (SV) has indicated that
neither the Ang II treatment nor the empagliflozin treatment affected the heart systolic
function (7able 2). In contrast, the diastolic function determined by e’ velocity, E/e’ ratio and

isovolumic relaxation time (IVRT) were significantly affected by the Ang II treatment
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compared to the control group and the empagliflozin group (7able 2). The empagliflozin
treatment significantly prevented the Ang IlI-induced increased E/e’ ratio and normalized the
e’ velocity and the IVRT (Table 2). As a consequence, the IVSTd and the LV mass were
significantly increased in the Ang Il group but not in the Ang II + empagliflozin group
compared to the control group (7able 2). The empagliflozin treatment alone had minimal

effects (Table 2).

Empagliflozin improves the eNOS/ROS balance in both macro and microvessels of Ang
II-treated rats

The formation of ROS as assessed using dihydroethidium was markedly increased
throughout the arterial wall in both the aorta and mesenteric microvessels of the Ang II group
compared to the control group whereas only a small but significant increase was observed in
the Ang Il + empagliflozin group (Figure 24, B). As expected, the antioxidant N-
acetylcysteine reduced the ROS formation in all groups (Figure 2A4). The characterization of
the pro-oxidant response in the Ang II group indicated a significant inhibitory effect of the
eNOS inhibitor N®-nitro L-arginine, the ATIR antagonist losartan and the NADPH oxidase
inhibitor VAS-2871 indicating the involvement of uncoupled eNOS and the ATIR/NADPH
oxidase pathway (Figure 2C). In addition, the vascular pro-oxidant response was also
significantly reduced by sotagliflozin and abolished by empagliflozin suggesting that SGLT?2,

and, possibly also SGLT1, have a pivotal role (Figure 2C).

To evaluate the consequence of the pro-oxidant level in the arterial wall, the
expression level of eNOS and nitrotyrosine was assessed by immunofluorescence. The Ang II
treatment was associated with an increased eNOS signal by about 1.6-fold in the aorta
compared to that of the control group possibly as part of a compensatory mechanism

subsequent to the degradation of NO by superoxide anions (Figure 2D). In contrast in
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mesenteric microvessels, the eNOS signal was decreased by about 2.5-fold suggesting that
microvessels are impacted to a greater extent (Figure 2E). These effects of Ang II on the
eNOS signal were not observed in the Ang II + empagliflozin group indicating that the
endothelial function has been preserved (Figure 2D,E). An unbalanced eNOS/ROS is also
indicated by the enhanced nitrotyrosine signal observed throughout the aorta wall in the Ang
II group compared to the control group whereas no such effect was observed in Ang II +
empagliflozin group (Figure 2F). The empagliflozin treatment alone affected minimally all
these signals (Figure 2). Thus, the empagliflozin treatment effectively attenuated the Ang II-

induced vascular oxidative stress and the impact on the endothelial dysfunction.

Empagliflozin prevents the activation of the local angiotensin system in both macro and

microvessels of Ang II-treated rats

Consistent with previous observations, " the Ang II-induced hypertension is associated
with an increased AT1R immunofluorescence signal throughout the arterial wall, and ACE
immunofluorescence signal predominantly in the endothelium in both the aorta (by about 3-
and 3-fold, respectively) and mesenteric microvessels (by about 5- and 2-fold, respectively)
compared to the control group (Figure 3). The empagliflozin treatment markedly prevented
the Ang Il-induced increased ATIR and ACE signals in the aorta and normalized those in
mesenteric microvessels (Figure 3). The empagliflozin treatment alone had little effect

(Figure 3).

Empagliflozin prevents the expression of pro-arteriosclerotic, pro-fibrotic and pro-

remodeling markers in microvessels of Ang II-treated rats

102



In the Ang II group, increased VCAM-1 and MCP-1 immunofluorescence signals are
observed predominantly in the endothelium of mesenteric microvessels compared to those of
the control group (Figure 44, B). In addition, the Ang II treatment significantly increased the
collagen I signal by about 4-fold in the microvessel wall, and those of the matrix
metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 by about 5- and 4-fold, respectively predominantly in
the endothelium (Figure 4C-E). The empagliflozin treatment prevented the stimulatory effect
of Ang II on all these markers (Figure 4). Thus, these findings indicate that the empagliflozin
treatment attenuated pro-arteriothrombotic, pro-fibrotic and pro-remodeling responses in the

Ang II group.

Empagliflozin prevents the expression of SGLT1 and the SGLTI1- and 2-mediated

uptake of anthocyanin in the endothelium of Ang II-treated rats

Ang II has been shown to be a strong inducer of SGLT1 and 2 expression in coronary
endothelial cells and isolated rat aorta.'' An increased SGLT1 immunofluorescence signal
was observed predominantly in the endothelium of the aorta, and also of both mesenteric and
coronary microvessels in the Ang II group compared to the control group (Figure 54-C). The
empagliflozin treatment markedly prevented the Ang Il-induced increased SGLT1 signal
(Figure 54-C). The empagliflozin treatment alone significantly increased the SGLT1 signal in
the aorta but neither in the mesenteric nor in the coronary microvessels (Figure 54-C). In
contrast to SGLT1, no SGLT2 signal was detected possibly due to an expression level below
the detection limit (data not shown). Therefore, the role of SGLT1 and 2 was assessed
indirectly by determining the uptake of anthocyanin revealed using the Naturstoff Reagent A,
which generates a fluorescent signal following its interaction with anthocyanin.'? Exposure of
sections of the aorta to a blackcurrant anthocyanin purified extract resulted in a fluorescent

signal localized mostly in the endothelium (Figure 5D). Sotagliflozin and, to a lesser extent,
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empagliflozin prevented the anthocyanin signal in the endothelium suggesting a predominant
role of SGLT1 (Figure 5D). In the Ang II group, the anthocyanin signal was significantly
increased by about 2.5-fold compared to that of the control group, and this effect was
markedly blunted by sotagliflozin and empagliflozin indicating a major role of SGLT2 and
possibly also SGLT1, most likely subsequent to an upregulation of their expression level
(Figure 5). No such increased endothelial anthocyanin signal was observed in the Ang II +
empagliflozin group suggesting that the empagliflozin treatment prevented the stimulatory

effect of Ang Il on SGLT1 and 2-mediated responses (Figure 5D).

Empagliflozin prevents fibrotic and remodeling responses, cardiomyocyte hypertrophy

and macrophages infiltration in the left ventricle of Ang II-treated rats

Since the empagliflozin treatment prevented the increased heart weight and left
ventricle mass in the Ang II group (Tables I and 2), the effect of SGLT21 on LV fibrosis and
remodeling was evaluated. In the control group and the empagliflozin group no significant
fibrosis was observed whereas in the Ang Il group the fibrotic area amounted to about 28 %
(Figure 64). The stimulatory effect of Ang II was markedly reduced by the empagliflozin
treatment (Figure 6A). Increased signals of collagen I and atrial natriuretic peptide (ANP, a
marker of cardiac stress) were observed in the LV of the Ang II group, which were not
observed in the Ang Il + empagliflozin treatment (Figure 6B and C). The cardiomyocyte area
was increased in the Ang II group compared to the control group, and this effect was
prevented by the empagliflozin indicating effective prevention of cardiomyocyte hypertrophy
(Figure 6D). In addition, the empagliflozin treatment prevented the increased LV infiltration

of macrophages observed in the Ang II group without affecting the low level in the control

group (Figure 6F).
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Discussion

The major findings of the present study indicate that the empagliflozin treatment
effectively prevented the deleterious impact of Ang Il-induced hypertension on both the
macro and microvascular endothelial function and the cardiac function despite persistent
hypertension in rats. The beneficial effects involve at the level of blood vessels an improved
balance between the eNOS pathway and the ATIR/SGLT1/2 pro-oxidant pathway, a blunted
local angiotensin system and an attenuation of pro-atherosclerotic and pro-remodeling
responses, and at the level of the LV improved diastolic function, reduced pro-fibrotic and
pro-remodeling responses, and also less macrophages infiltration. Recently, Ang II has been
shown to be a strong inducer of SGLT1 and 2 expression in endothelial cells to perpetuate the
formation of ROS, which in turn, leads to endothelial dysfunction and the subsequent
development of the pro-atherosclerotic responses.'' Thus, the ability of the empagliflozin
treatment to blunt the stimulatory effect of Ang Il-induced hypertension on SGLT1 and 2
pathways in the endothelium of both large arteries and microvessels including the coronary
microcirculation contributes to explain the beneficial effects on the cardiovascular system.

Several large-scale trials have in a consistent manner shown that SGLT2i exert a
favorable effect on the heart and the kidney that cannot be explained by their moderate
glucose-lowering effect.” * These benefits include a lower risk of cardiovascular death or
hospitalization for HF, and a reduced progression of chronic kidney disease in patients with
type 2 diabetes, and in patients with HF and a reduced ejection fraction regardless of the
presence or absence of diabetes.” * Besides improved heart and kidney function, and of
importance, SGLT2i resulted also in an improvement in quality-of-life and showed excellent
tolerability in patients with HFrEF.'* '° However, the mechanisms of the cardiac benefits

remain unclear.
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Recent experimental studies have indicated that empagliflozin improves LV systolic
function, ameliorates adverse cardiac remodeling, and enhances myocardial energetics in a
nondiabetic porcine model of HE.”® Besides the systolic function, SGLT2i also improved the
LV diastolic function in genetic models of type 2 diabetes including the ob/ob mice and the
db/db mice, and this effect is associated with reduced LV hypertrophy and interstitial
fibrosis.'® '7 An improved LV diastolic function is also observed in a nondiabetic HFrEF
porcine model after myocardial infarction and is associated with reduced LV and
cardiomyocyte stiffness,® and in a nondiabetic deoxycorticosterone acetate hypertensive salt
model of HFpEF in rats associated with reduced LV mass, improved wall stress and
hemodynamics.'® Moreover, a study with myocardial fibers from patients and rats with
diastolic HF indicated that empagliflozin causes direct beneficial effects on the myocardium
by improving of LV diastolic stiffness and hence diastolic function."

Left ventricle diastolic dysfunction is highly prevalent in T2D patients, and is a major
causative factor that is associated with adverse outcomes in HFpEF, and also predicts adverse

prognosis in HFrEF.*% !

Thus, an improvement of diastolic function with SGLT2i1 is of major
clinical importance. The development of diastolic dysfunction involves several
pathophysiological mechanisms including an increased myocardial collagen deposition that
promotes interstitial myocardial fibrosis and increased LV stiffness, inflammation and a pro-
oxidant state that causes coronary microvascular endothelial dysfunction leading to a reduced
NO and cyclic GMP-protein kinase G signalling in adjacent cardiomyocytes. As a
consequence, the phosphorylation level of titin, the major molecular spring within the
cardiomyocyte, is decreased thereby promoting stiffening of cardiomyocytes.”* %

Both clinical and experimental studies have evidenced that the angiotensin system has

a central role in the development of HF and LV diastolic dysfunction, endothelial dysfunction
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in response to cardiovascular risk factors such as hypertension, inflammation and also in
cardiovascular remodeling, fibrosis and stiffness.'” ** The role of the Ang II system in HF and
LV diastolic dysfunction is underlined by the clinical benefit provided by therapeutic classes
targeting the angiotensin system such as ACE inhibitors, ATIR blockers, as well as
mineralocorticoid receptor antagonists.”* The deleterious impact of Ang II on the CV system
involves the activation of ATIR and the subsequent stimulation of NADPH oxidase to
promote an increased formation of ROS, which, in turn, induces pro-atherosclerotic, pro-
inflammatory and pro-remodeling responses.'® The pro-oxidant response will also induce
endothelial dysfunction by reducing the bioavailability of NO and by promoting uncoupling
of eNOS, and as a consequence eNOS will no longer generate NO but instead superoxide
anions thereby further exaggerating oxidative stress.*

This group has recently highlighted that SGLT1 and 2 are part of a feed-forward loop

11.26 Indeed, inhibition

enhancing the deleterious impact of Ang II of the endothelial function.
of the local Ang II system prevented the high glucose-induced redox-sensitive expression of
SGLT1 and 2 expression in coronary endothelial cells that leads to the subsequent induction
of endothelial senescence and dysfunction.”® Moreover, exposure of coronary endothelial cells
and isolated aorta of rats to Ang II caused an up-regulation of SGLT1 and 2 expression that is
mediated by the ATIR/NADPH oxidase/ROS pathway.!' Furthermore, since inhibition of
SGLT2 effectively prevented the Ang Il-induced sustained pro-oxidant response, the up-
regulation of the local angiotensin system and the induction of endothelial dysfunction, the
ATI1R/NADPH oxidase/SGLT1 and 2 pathway perpetuates the deleterious activator signal. It

is also consistent with the fact that SGLT2i prevented the Ang Il-induced upregulation of

SGLT1 and 2 expression in endothelial cells demonstrating a feed-forward loop."!
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The present findings indicate that the Ang II-mediated hypertension in the rat has a
deleterious impact on the vasculature as indicated by an endothelial dysfunction, an excessive
activation of the local Ang II system, a pro-oxidant response, and expression of pro-
atherosclerotic, pro-remodeling and pro-fibrotic markers, and also on the heart with diastolic
dysfunction and pro-remodeling and pro-fibrotic responses as well as macrophages
infiltration. All these effects were effectively prevented by the empagliflozin treatment
despite persistent hypertension. The characterization of the underlying mechanism has
indicated that the empagliflozin treatment markedly reduced the Ang II-induced generation of
ROS in both the macro and microvessels and normalized the eNOS expression and activity as
indicated by nitrotyrosine levels similar to those in the control group. It also resulted in the
normalization of levels of Ang II-stimulated vascular targets that are controlled by oxidative
stress including pro-atherosclerotic, pro-fibrotic and pro-remodeling makers and LV targets
including pro-fibrotic and pro-remodeling responses and cardiomyocytes hypertrophy. The
beneficial effect of the empagliflozin treatment resulted also with the normalization of the
SGLTI expression level, and of the SGLT-1 and -2 responses in the endothelium of both the
macro and microcirculation that were upregulated in the Ang Il-induced hypertensive group.
Since increased SGLT1 and 2 levels mediate the sustained Ang II-induced formation of ROS
in endothelial cells that is dependent on extracellular glucose and Na+,'! it implies that the
Ang II/NADPH oxidase/SGLT1 and SGLT2 pro-oxidant pathway contributes to perpetuate
the pathological activation of the cardiovascular system.

In good agreement with the present findings, the empagliflozin treatment normalized
the endothelial function and reduced oxidative stress in aortic vessels of a streptozotocin rat
model of type 1 diabetes,”” and improved the NO-mediated endothelium-dependent

relaxations and prevented endothelium-dependent contractile responses to acetylcholine a rat
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model of metabolic syndrome, the ZSF1 rat.” In addition, SGLT2i improved markers of
oxidative stress and fibrosis in the heart of a genetic model of type 2 diabetes, the KK-Ay
mice, through inhibition of the transforming growth factor f/Smad pathway and activation of
the Nrf2/ARE signaling.*®

The ability of SGLT2i to maintain a protective endothelial eNOS/ROS balance might
also involve blockage of inflammatory macrophages infiltration as observed in the renal tissue
associated with reduced renal fibrosis,” and, as shown in the present study, in the LV of Ang
II-treated hypertensive rats. Indeed, pro-inflammatory factors such as TNFalpha caused
oxidative stress in cardiac microvascular endothelial cells leading to reduced bioavailability of
NO and, as a consequence, resulted in impaired contractility and relaxation of

cardiomyocytes.™

Conclusions

The present findings indicate that the empagliflozin treatment prevented diastolic
dysfunction, cardiac remodeling, fibrosis, infiltration of macrophages, and endothelial
dysfunction in Ang Il-induced hypertension despite elevated systolic blood pressure. They
further suggest that the cardiovascular benefit results from the preservation of the eNOS/ROS
balance by preventing the activation of the deleterious Ang II/NADPH oxidase/SGLT1- and 2
pro-oxidant pathway in endothelial cells, thereby allowing endothelial cells to perpetuate their
pivotal role in the control of vascular and cardiac homeostasis. Altogether, the findings
support the concept that SGLT2 inhibition appears as a promising approach to preserve the
diastolic function by preventing endothelial dysfunction in both the macro and coronary
microcirculation despite persistent hypertension and regardless of the presence or absence of

diabetes.
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Supplementary information
Additional information may be found online in the Supporting Information section at the end
of the article.

Appendix S1. Supplementary methods.
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Figure legends

Figure 1. Intake of empagliflozin (Empa, 30 mg/kg/day) does not affect the Ang II-induced
increase in systolic blood pressure in male rats. Systolic blood pressure is assessed by the tail
cuff method. Values are expressed as mean + SEM of n = 12 per group. *P < 0.05 vs control

group. Statistical analysis is performed by 1-way ANOVA (Bonferroni’s post hoc test).

Figure 2. The empagliflozin treatment improves the eNOS/ROS balance in both macro and
microvessels of Ang Il-treated rats. The level of oxidative stress is assessed in aorta (A) and
secondary branch of mesenteric artery (B) cryosections from the control, empagliflozin
(Empa), Ang II and Ang II + Empa group. In some experiments, sections are incubated with
N-acetyl cysteine (NAC, an antioxidant) at 3 mM for 2 h before exposure to dihydroethidium.
(C) Aorta cryosections from Ang II rats are treated with either N“-nitro-L-arginine (L-NA, an
inhibitor of NO synthase, 300 uM), Losartan (Los, an ATIR antagonist, 1 uM), VAS-2871
(VAS, a NADPH oxidase inhibitor, 1 uM), sotagliflozin (Sota, a dual SGLT1 and SGLT2
inhibitor, 100 nM) or Empa (a selective SGLT2 inhibitor, 100 nM) for 30 min before
dihydroethidium staining. (D to F) Protein immunofluorescence signals are determined in
fixed cryosections of the aorta (D, F) and the secondary branch of the mesenteric artery (E).
Ethidium fluorescence (A to C), eNOS (D and E) and nitrotyrosine (F) immunofluorescence
signals are assessed by confocal microscopy. Results are shown as representative staining
(upper panels) and corresponding cumulative data (lower panels). Values are expressed as
mean + SEM of n = 4 per group. *P < 0.05 vs control group; “P < 0.05 vs Ang II group and ‘P
< 0.05 vs respective control. Statistical analysis is performed by I-way ANOVA

(Bonferroni’s post hoc test).
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Figure 3. The empagliflozin treatment prevents the activation of the local angiotensin system
in both macro and microvessels of Ang II-treated rats. (A) to (D) Protein immunofluorescence
signals are determined in fixed cryosections of the thoracic aorta (A, C) and the secondary
branch of the mesenteric artery (C, D) and assessed by confocal microscopy. Results are
shown as representative staining (upper panels) and corresponding cumulative data (lower
panels). Values are expressed as mean = SEM of n =4 per group. *P < 0.05 vs control group
and "P < 0.05 vs Ang II group. Statistical analysis is performed by l-way ANOVA

(Bonferroni’s post hoc test).

Figure 4. The empagliflozin treatment prevents pro-atherosclerotic and pro-remodeling
responses in mesenteric microvessels of Ang Il-treated rats. (A) to (E) Protein
immunofluorescence signals are determined in fixed cryosections of the secondary branch of
the mesenteric artery, and assessed by confocal microscopy. Results are shown as
representative staining (upper panels) and corresponding cumulative data (lower panels).
Values are expressed as mean + SEM of n = 4 per group. *P < 0.05 vs control group and “P <
0.05 vs Ang II group. Statistical analysis is performed by 1-way ANOVA (Bonferroni’s post

hoc test).

Figure 5. The empagliflozin treatment prevents the increased endothelial SGLTI
immunofluorescence signal in the aorta, and the heart and peripheral microvessels, and the
SGLT1- and SGLT2-mediated endothelial uptake of anthocyanin in the aorta of Ang II-
treated rats. (A to C) Protein immunofluorescence signals are determined in fixed
cryosections of the aorta (A), secondary branch of the mesenteric artery (B) and coronary
microcirculation of the LV (C). (D) Anthocyanin uptake in aorta cryosections is revealed by
Naturstoff Reagent A and quantified by confocal microscopy at 620 nm. Fluorescence signals

are assessed by confocal microscopy. Results are shown as representative staining (upper
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panels) and corresponding cumulative data (lower panels). Values are expressed as mean +
SEM of n = 4 per group. *P < 0.05 vs respective control, “P < 0.05 vs Ang II group, **P <
0.05 vs BCE of the control group, and ***P < 0.05 vs BCE of the Ang II group. Statistical

analysis is performed by 1-way ANOVA or by 2-way ANOVA (Bonferroni’s post hoc test).

Figure 6. The empagliflozin treatment reduces pro-fibrotic and pro-remodeling responses,
and cardiac stress in the LV of Ang Il-treated rats. (A) Extent of fibrosis determined using
Sirius red; (B, C), Protein immunofluorescence signals; (D), Cardiomyocytes cell area
determined using wheat germ agglutinin, and (E), infiltration of macrophages as assessed by
CD68. All samples are observed by confocal microscopy. Results are shown as representative
staining (upper panels) and corresponding cumulative data (lower panels). Values are
expressed as mean + SEM of n = 3-4 per group. *P < 0.05 vs control group and “P < 0.05 vs
Ang II group. Statistical analysis is performed by 1-way ANOVA (Bonferroni’s post hoc

test).
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Material and Methods

Materials
Empa was provided by Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co KG (Biberach and
der Riss, Germany). Ang Il was from Enzo Life Sciences. Other chemicals were from Sigma-

Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie SARL, St Quentin Fallavier, France).

Ethics statement

All animal care and experimental procedures complied with the rules of the European
Communities Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC) and the French
Legislation. The study was approved by the local animal Ethic Committee (Comité Régional
d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale de Strasbourg and authorized by the French
Ministry of Higher Education, Research and Innovation (authorization ##15155-

201805181704700).

Animals and study design

Forty-eight male Wistar rats (11-weeks old) from Janvier labs (Le Genest-Saint-Isle,
France) were randomly divided into four groups: control, Empa (30 mg/kg/day), Ang I1 (0.4
mg/kg/day) and Ang II (0.4 mg/kg/day) + Empa (30 mg/kg/day). Empa treatment was
provided in the diet for five weeks. Rats were housed in a temperature and light controlled
room with free access to tap water and fed ad /ibitum with standard diet +/- Empa. After one
week, rats underwent sham surgery (sham rats) or surgery with subcutaneous implantation in
the interscapular region of an osmotic mini-pump (Azlet 2004, Azlet, Charles River, Saint-
Germain-sur-1’Arbresle, France) infusing Ang II (0.4 mg/kg/day) for four weeks. After five

weeks of treatment, rats were euthanized by intraperitoneal injection of an overdose of
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ketamine (120 mg/kg, i.p.) and xylazine (20 mg/kg, i.p.) followed by heart puncture for blood

collection and collections of organs.

Systolic blood pressure measurement

Systolic blood pressure was measured in awaken rats by the non-invasive tail-cuff
sphygmomanometry method weekly for 4 weeks using the blood pressure analysis system
(BP-2000, Serie II, Visitech Systems, Bioseb, Vitrolles, France). Blood pressure was recorded
by one cycle of twenty measurements. Prior to start blood pressure monitoring, rats were

trained daily for one week to get used to the system and experimental procedures.

Biochemical analysis on blood and urine samples

One day before sacrifice, rats were placed in metabolic cages for 24 h in order to
collect urine samples. Blood glucose and ketone levels were assessed in a blood drop from the
tail from overnight fasted rats using the blood glucose and p-ketone meter (GLUCOFIX®
Premium, A. Menarini diagnostics). Blood samples were collected by terminal cardiac
puncture in heparin containing tubes and plasma was prepared by a centrifugation at 7,000
rpm for 10 min at room temperature. The aliquots were then frozen at -80 °C until use.
Plasma dosages were performed using an Advia 20400 automatic analyzer (Siemens

Healthineers).

Echocardiography
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Transthoracic echocardiography was performed after four weeks of treatment one day
before euthanasia. Rats were anaesthetized by inhalation of isoflurane (5 % for the induction
and 1.5 % for maintenance, 1 L/min of air and 1 L/min of O,). Images were acquired using
the Phillips 5500 machine with a 12 MHz transducer probe. Two dimensional long-axis
images of the left ventricle in parasternal long- and short-axis views with M-mode tracings

were recorded through anterior and posterior left ventricle walls at mid-papillary muscle level.

Morphological aspects of the cardiac LV were determined: LV end-diastolic diameter
(LVEDD), LV end-systolic diameter (LVESD), interventricular septal thickness (IVSTd) and
LV posterior wall thickness in diastole (LVPWT). LV mass was derived by cubic method.
Fractional shortening (FS), cardiac output (CO), and left ventricle mass (LVEF) were
calculated to investigate the LV systolic function. In addition, mitral early diastolic velocity
(E) was measured at the mitral leaflet tips on pulse wave Doppler and early annular tissue
Doppler velocity (e’) was measured by tissue Doppler. In order to assess the diastolic

function, E/e’ ratio and isovolumic relaxation time (IVRT) were obtained.

Vascular level of reactive oxygen species determination

The level of reactive oxygen species was assessed in both thoracic aorta and secondary
branch mesenteric artery. Briefly, thoracic aorta rings and secondary mesenteric artery
segments of all four groups of rats were embedded in Frozen Section Compound (FSC 22,
Leica Biosystems, Nanterre, France), then frozen in liquid nitrogen and kept at -80 °C until
use. The unfixed frozen tissues were cut into cryosections (25 um) and treated with the redox-
sensitive fluorescent dihydroethidium dye (2.5 uM) for 30 min at 37 °C in a light-protected

humid chamber. Some sections were treated with N-acetylcysteine (2 mM) for 2 h or with
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either N”-nitro-L-arginine (L-NA, an inhibitor of NO synthase, 300 pM), Losartan (Los, an
ATIR antagonist, 1 pM), VAS-2871 (VAS, a NADPH oxidase inhibitor, 1 uM), Sota (100
nM) or Empa (100 nM) for 30 min at 37 °C before dihydroethidium staining. Cryosections
were then washed three times in PBS and then mounted in Dako fluorescence mounting
medium (fluorescence editing medium, Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis, France)
and cover-slipped before being examined by confocal microscopy (Leica TCS SPE).
Quantification of the reactive oxygen species signal was performed by using ImageJ software

(Version 7) and mean intensities were expressed as arbitrary densitometry units.

Immunofluorescence determination of target proteins

Segments of the aorta, the secondary branch of mesenteric artery and LV were
removed, embedded in OCT compound (FSC 22, Leica Biosystems, Nanterre, France) and
snap-frozen in liquid nitrogen. Frozen arteries were cut into cryosections of 14 um. Sections
were air-dried for 20 min and stored at -80 °C until use. Sections were first fixed with
paraformaldehyde at 4% for 30 min, washed and treated with 1% BSA in PBS containing
0.1% Triton x100 for 30 min at room temperature to block non-specific binding. Sections
were then incubated overnight at 4 °C with an antibody directed against either eNOS (1:100
Transduction Laboratories; BD610297), AT1 receptor (ATIR; 1:100; Abcam; ab124505),
angiotensin-converting enzyme (ACE; 1:100; LS-bio; LS353970), Nitrotyrosine (1:300;
Millipore; 05-233), VCAM-1 (1:200; Abcam; ab215380), MCP-1 (1:100; Abcam; ab9669),
Collagen I (1:100; Abcam; ab34710), MMP-2 (1:100 ; Abcam; ab86607), MMP-9 (1:100;
Abcam; ab38898), SGLT1 (1:100; Abcam; ab14685), ANP (1:100; Santa-Cruz; sc). Sections
were then washed with PBS, incubated with the secondary antibody (Alexa 637-conjugated

goat anti-rabbit IgG or Alexa 637-conjugated goat anti-mouse IgG, Invitrogen) diluted
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(1:400) in the same buffer for 1 h at room temperature in the dark, and washed before being
mounted in Dako fluorescence mounting medium (fluorescence editing medium, Dako,
Agilent Technologies France, Les Ulis, France) and cover-slipped. For negative controls,
primary antibodies were omitted. The samples were observed using a confocal laser-scanning
microscope (Leica TCS SPE) with x20 magnification lens. Quantification of proteins levels

was performed by using Imagel software.

Anthocyanin uptake

The localization and activity of SGLT1 and 2 in the arterial wall was assessed
indirectly based on the preferential uptake of anthocyanin like delphinidin-3-O-glucoside in
endothelial cells, which is mediated by SGLTs.'® For this purpose, cryosections of 14 pm of
the thoracic aorta were incubated with Sota (100 nM) or Empa (100 nM) for 5 min before
being exposed to blackcurrant anthocyanins (blackcurrant extract, BCE, 60 pg/mL;
composition: delphinidin-3-O-glucoside 17.5 + 0.7, delphinidin-3-O-rutinoside 76.3 + 1.8,
cyanidin-3-O-glucoside 6.1 + 0.1, cyanidin-3-O-rutinoside 38.8 + 0.2, peonidin-3-O-
glucoside 0.05 + 0.00, peonidin-3-O-rutinoside 0.3 + 0.1, peonidin 7.2 + 0.1 mg/g) for 3 min
at 37 °C. Thereafter, the slides were washed two times with PBS before the incubation with
the reagent diphenylborinic acid 2-aminoethyl ester (2-ABP or Naturstoff Reagent A) solution
at 0.4% for 5 min at 37 °C, which interacts with anthocyanins to give a fluorescent signal.
Slides were then washed two times with PBS, protected from light and dried. The
cryosections were mounted in Dako fluorescence mounting medium (fluorescence editing
medium, Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis, France) and cover slipped. The

samples were observed using a confocal laser-scanning microscope (Leica TCS SPE) with
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x20 magnification lens. Quantification of anthocyanin uptake levels was performed by using

ImagelJ software.

Cardiomyocytes area measurement

Frozen LV were cut into cryosections at 10 pm and air-dried for 20 min. Sections were
first fixed with paraformaldehyde at 4% for 15 min at room temperature and washed 3x5 min
in PBS. The membranes were then dissolved in a permeabilization buffer (0.2% Triton x100
in PBS) for 1 h and the sections were washed 3x2 min with PBS-Triton-Buffer (0.05% Triton
x100 in PBS). Nonspecific fluorophore binding sites were blocked with a blocking buffer for
1 h (1% BSA in PBS containing 0.05% Triton x100). Sections were then stained with a wheat
germ agglutinin (WGA, 5 mg, Eurobio Scientific) solution (10 pg/ml) for 1 h at 37 °C in the
dark. Sections were washed 3x2 min in PBS-Triton-Buffer, counterstained with DAPI
(1:1,000) for 1 min, washed 3x2 min with PBS and coverslipped with DAKO mounting
medium (fluorescence editing medium, Dako, Agilent Technologies France, Les Ulis,
France). The samples were observed using a confocal laser-scanning microscope (Leica TCS
SPE) with x20 magnification lens. Cardiomyocytes area quantification was performed by

using Imagel software.

Histological analyses

To evaluate fibrosis, frozen LV were cut into cryosections at 10 pm and air-dried for
20 min. They were incubated with 0.1% solution of Sirius red F3BA in saturated aqueous
solution of picric acid for one h at room temperature. Sections were observed using an

inverted microscope with transmitted light (AMG, EVOS XL CORE).
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To assess macrophage infiltration, hearts were fixed in paraformaldehyde (4%) and
then embedded in paraffin. Sections (4 um) were stained with primary antibody directed
against rat CD68 (clone EDI1, 1:500, Bio-Rad, MCA341GA). An appropriate biotinylated
secondary antibody was used according to the manufacturer’s instructions, using a
VECTASTAIN ABC kit (Vector) and the DAB reagent (peroxidase substrate kit, vector) as

substrate, and counterstained with hematoxylin.

Statistical analysis

Data are expressed as mean = SEM. Between group differences were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferoni’s multiple comparison. All statistics
were performed using GraphPad Prism software (Version 7 for Windows, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). A P value inferior to 0.05 was regarded as statistically

significant.
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Table 1: Effect of empagliflozin treatment on body weight and on the weight of different

organs in control and Ang II-treated rats.

Control

Empa

Ang I1

Ang II + Empa

Body weight (g)

Tibia length (mm)

Heart/tibia (mg/mm)

LV + septum/tibia (mg/mm)
Right ventricle/tibia (mg/mm)
Liver/tibia (mg/mm)

Left kidney/tibia (mg/mm)
Right kidney/tibia (mg/mm)

367.00 £ 12.00
46.61 £0.57
25.92 £0.88
12.56 £ 1.01
7.30£0.41

208.90 +5.28
27.82 £0.86
28.88 £ 0.05

360.00 + 12.00
45.60 £ 1.19
24.69 £0.17
11.88 £0.76
6.09 £ 0.60

24231+ 17.48
31.29 + 1.30%
32.66 +1.32*%

379.00 £ 12.00

4736+ 1.07
29.66 = 1.26*
14.05+0.90
9.26 £0.60*

209.81 + 6.84
26.53+£1.10
26.62 £ 1.11

340.00 + 13.00"
48.27+0.75
26.66 + 0.30
12.82 + 0.60
7.98 +0.53
199.00 + 7.12
28.46 + 1.46
29.19 +0.92

Organs are weighted and indexed to the respective tibial length. Values are expressed as mean

+ SEM of n =9 - 11 per group. *P < 0.05 vs control group and “P < 0.05 vs Ang II group.

Statistical analysis is performed by 1-way ANOVA (Bonferroni’s post hoc test). LV, left

ventricle.
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Table 2: The empagliflozin treatment prevents the Ang Il-induced hypertension related

diastolic dysfunction.

Control Empa Ang II Ang II + Empa

LYV diastolic function

e’ velocity (cm/s) 8.49+0.37 7.79 £ 0.40 648 +0.41* 7.73 £0.44

E/e’ (ratio) 11.98 £0.44 12.93£0.59 17.54 £ 0.99* 14.11 + 0.94"

IVRT (s) 0.019 = 0.001 0.019+£0.001 0.015+0.001* 0.020 + 0.001"
LYV systolic function

LVEF (%) 80.04 £ 1.91 80.20 £ 1.96 80.58 £2.04 78.45+2.14

FS (%) 50.94 +£2.02 50.66 £2.19 51.18+2.23 49.07 £2.25

CO (mL/min) 178.50+£22.70  170.30 £ 17.66 192.90 + 13.72 194.70 + 33.83

SV (mL) 0.49 £ 0.06 0.47 £0.04 0.54 £0.04 0.53 £0.09
Cardiac structure

IVSTd (mm) 1.55+0.07 1.63 £0.06 2.10£0.11% 1.82+£0.07

LV mass (mg) 624.50+32.42  602.30+32.76  824.00 + 48.85%* 767.40 = 39.35

All the cardiac parameters are measured by echocardiography. Values are expressed as mean

+ SEM of n = 10 - 12 per group. *P < 0.05 vs control group and “P < 0.05 vs Ang II group.

Statistical analysis is performed by 1-way ANOVA (Bonferroni’s post hoc test). LV, left

ventricle; IVRT, isovolumic relaxation time; LVEF, left ventricular ejection fraction; FS,

fractional shortening; CO, cardiac output; SV, stroke volume; IVSTd, interventricular septum

thickness in diastole.
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Figure 1

N

o

o
1

1804

160+

140+

Systolic blood pressure (mmHg)
N
o

@ Control -4 Ang Il (0.4 mg/kg/day)

4% Empa (30 mg/kg/day) -+ Ang Il + Empa

Time (weeks)

128



Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure S
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Figure 6
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pressure, endothelial dysfunction and heart
remodeling in the metabolic syndrome ZSF1 rat
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Abstract

Background: Empagliflozin (empa), a selective sodium-glucose cotransporter (SGLT)2 inhibitor, reduced cardiovas-
cular mortality and hospitalization for heart failure in patients with type 2 diabetes at high cardiovascular risk inde-
pendent of glycemic control. The cardiovascular protective effect of empa was evaluated in an experimental model of
metabolic syndrome, the obese ZSF1 rat, and its'lean control.

Methods: Lean and obese ZSF1 rats were either non-treated or treated with empa (30 mg/kg/day) for 6 weeks. Vas-
cular reactivity was assessed using mesenteric artery rings, systolic blood pressure by tail-cuff sphygmomanometry,
heart function and structural changes by echocardiography, and protein expression levels by Western blot analysis.

Results: Empa treatment reduced blood glucose levels from 275 to 196 mg/dl in obese ZSF1 rats whereas normo-
glycemia (134 mg/dl) was present in control lean ZSF1 rats and was unaffected by empa. Obese ZSF1 rats showed
increased systolic blood pressure, and blunted endothelium-dependent relaxations associated with the appear-
ance of endothelium-dependent contractile responses (EDCFs) compared to control lean rats. These effects were
prevented by the empa treatment. Obese ZSF1 rats showed increased weight of the heart and of the left ventricle
volume without the presence of diastolic or systolic dysfunction, which were improved by the empa treatment.

An increased expression level of senescence markers (p53, p21, p16), tissue factor, VCAM-1, SGLT1 and SGLT2 and a
down-regulation of eNOS were observed in the aortic inner curvature compared to the outer one in the control lean
rats, which were prevented by the empa treatment. In the obese ZSF1 rats, no such effects were observed. The empa
treatment reduced the increased body weight and weight of lungs, spleen, liver and perirenal fat, hyperglycemia and
the increased levels of total cholesterol and triglycerides in obese ZSF1 rats, and increased blood ketone levels and
urinary glucose excretion in control lean and obese ZSF1 rats.

Conclusion: Empa reduced glucose levels by 28% and improved both endothelial function and cardiac remodeling
in the obese ZSF1 rat. Empa also reduced the increased expression level of senescence, and atherothrombotic mark-
ers at arterial sites at risk in the control lean, but not obese, ZSF1 rat.

Keywords: Empagliflozin, SGLT2, Endothelial function, Heart function, Heart structure, Senescence, ZSF1, Metabolic
syndrome
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diabetes (T2D) and cardiovascular disease (CVD) [1-4].
Over the past three decades, the prevalence rate of meta-
bolic syndrome has increased rapidly with age worldwide
and its prevalence ranges from <10% up to 84% [5, 6].
The direct and indirect effects of hyperglycemia in T2D
on the vascular tree promote both macrovascular com-
plications including stroke, coronary artery diseases, and
peripheral vascular diseases, and microvascular compli-
cations including diabetic retinopathy, nephropathy, and
neuropathy [7]. One of the earliest impact of hyperglyce-
mia on the cardiovascular system leads to the induction
of an endothelial dysfunction characterized by a reduced
nitric oxide (NO) component and often also endothe-
lium-dependent hyperpolarization (EDH) component,
and the induction of endothelium-dependent contractile
responses (EDCFs) [8—14]. Even though the entire vascu-
lar tree is subjected to cardiovascular risk factors, pheno-
typic alterations leading to a dysfunctional endothelium
are revealed initially at specific regions of arteries such
as curvatures and bifurcations, where disturbed flow
and low shear stress take place and which are prone to
early atherogenesis. Senescent endothelial cells (ECs),
which are characterized by endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS) down-regulation and a reduced formation
of NO, are observed in the human aortic arch [15] and
coronary artery at sites overlying atherosclerotic plaques
[16]. The fact that the selective expression of the senes-
cence marker p53 in the endothelium leads to diminished
endothelium-dependent relaxations and NO formation
in aortic rings of rats [17] suggests that the induction of
cellular senescence acts as a critical upstream signaling
pathway to promote endothelial dysfunction.

Gliflozins including empagliflozin, dapagliflozin, and
canagliflozin are a novel class of antidiabetic agents
used for the treatment of T2D that selectively inhibit the
sodium-glucose cotransporter (SGLT)2 to prevent glu-
cose reabsorption in the renal proximal tubule. In the
cardiovascular EMPA-REG OUTCOME trial including
7020 T2D patients with established CVD, empagliflozin
reduced cardiovascular death by 38% and heart failure
(HF) hospitalization by 35% [18]. In T2D patients with
established CVD, canagliflozin reduced the compos-
ite of cardiovascular cause of death including nonfatal
myocardial infarction or nonfatal stroke by 14% and HF
hospitalization by 33% [19], and dapagliflozin lowered
the rate of cardiovascular death or HF hospitalization,
with a 27% lower rate of HF hospitalization [20]. Sub-
sequent analysis of the EMPA-REG OUTCOME data
indicated that the cardioprotective effect of empagliflo-
zin appears to be independent of glycemic control [21],
suggesting that mechanisms, in addition to glycemic
control, are involved. Such a concept is also supported
by experimental studies indicating that empagliflozin
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improved endothelium-dependent relaxations in strep-
tozotocin-induced diabetic rats [22], and hemodynamics
in a hypertensive heart failure rat model [23], decreased
left ventricular weight, cardiomyocytes size, and cardiac
interstitial fibrosis and macrophage infiltration in genetic
prediabetic rats with metabolic syndrome [24]. Empagli-
flozin also significantly reduced left ventricle (LV) mass
and LV systolic dilatation [25], decreased glucotoxicity
thereby preventing the development of endothelial dys-
function, and reduced oxidative stress, cardiac fibrosis
and exhibited anti-inflammatory effects in ZDF rats and
mice [26, 27]. Moreover, empagliflozin reduced the lev-
els of CD36 and cardiotoxic lipids improving autophagy
in the hearts of ZDF rats [28], and decreased aortic stiff-
ness, renal resistivity index and kidney injury in T2D
female mice [29]. Finally, empagliflozin ameliorated kid-
ney injury in T2D female mice by promoting glycosuria,
and possibly by reducing systemic and renal artery stiff-
ness [29]. In addition, a redox-sensitive up-regulation
of SGLT1 and 2 has been observed in coronary artery
ECs in response to high glucose and H,0, leading to
enhanced glucose uptake and induction of atherothrom-
botic responses [30]. Altogether, these findings support
the concept that gliflozins protect the cardiovascular sys-
tem, besides the improvement of the glycemic control,
possibly also by targeting the cardiovascular and, in par-
ticular, the pivotal protective endothelial function.

Therefore, the aim of the present study was to inves-
tigate the effect of a 6-week oral intake of empagliflozin
on the cardiovascular system in the obese ZSF1 rat, an
established experimental model of metabolic syndrome
with preserved ejection fraction (HFpEF) and systolic
hypertension, and its’ lean control. In particular, the
effect of the empagliflozin treatment was evaluated on:
(1) the metabolic status, (2) the level of systolic blood
pressure, (3) the endothelial function in the isolated mes-
enteric artery, and (4) the structure and function of the
heart.

Materials and methods

Materials

Empagliflozin was provided by Boehringer Ingelheim
Pharma GmbH & Co KG (Biberach an der Riss, Ger-
many). All other chemicals were from Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich Chemie SARL, St Quentin Fallavier,
France) unless otherwise specified.

Animals and in vivo treatment

The experimental model of metabolic syndrome stud-
ied was the obese Zucker diabetic fatty/Spontaneously
hypertensive heart failure F1 hybrid (ZSF1)-HFpEF
rats and its’ lean control. A total number of 20 obese
ZSF1 rats and respective 20 lean control rats were
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obtained from Charles River Laboratories. At an age of
12 weeks, rats were divided into four groups of n=10
per group: lean control rats, lean control rats +empagli-
flozin (30 mg/kg/day), obese ZSF1 rats and obese ZSF1
rats + empagliflozin (30 mg/kg/day) provided in the feed.
After a 6-week treatment period, rats were euthanized by
IP injection of an overdose of ketamine and xylazine (120
and 20 mg/kg, i.p.).

Biochemical analysis

Urine samples were collected from rats for 24 h in meta-
bolic cages on the day before sacrifice and blood glu-
cose and ketone levels were assessed in tail bleed from
overnight (15 h) fasted rats using the blood glucose and
B-ketone meter (GLUCOFIX® Premium, A. Menar-
ini diagnostics) shortly after being euthanized. Blood
samples were collected by terminal cardiac puncture in
heparin containing tubes and plasma was prepared after
centrifugation at 7000 rpm for 10 min at room temper-
ature. Thereafter aliquots were stored at —80 °C until
use. Plasma parameters were determined using an Advia
20400 automatic analyzer (Siemens Healthineers) and
plasma lipid levels using an AU480 chemistry analyzer
(Beckman Coulter). Total cholesterol was assessed using
OSR6116 (Enzymatic Color Test CHOD-PAP Method),
HDL using cholesterol OSR6187 (Immunoinhibition/
enzymatic color test), LDL cholesterol using OSR6183
(enzymatic color test CHOD-PAP method) and triglyc-
erides using OSR61118 (enzymatic color test GPO-PAP
method).

Blood pressure measurements

Systolic blood pressure was determined by tail-cuff
sphygmomanometry twice weekly during 5 weeks using
the blood pressure analysis system (BP-2000 Serie II, Vis-
itech Systems). Prior to start of blood pressure monitor-
ing, rats were trained daily for 1 week to get used to the
system.

Echocardiography
After 5 weeks of treatment, rats were anaesthetized by
inhalation of isoflurane (5% induction and 2% for main-
tenance, 5 I/min of air plus 2 I/min of O,). Cardiac struc-
ture and function were determined by transthoracic
echocardiography using the Phillips Sonos 5500 machine
equipped with a probe 12 MHz transducer. Two-dimen-
sional short axis views of the left ventricle and M-mode
tracings were recorded through anterior and posterior
left ventricular walls at the papillary muscle level.
Morphological characterization of the cardiac left ven-
tricle was performed following the determination of the
parameters: left ventricular end-diastolic diameter, left
ventricular end-systolic diameter, and posterior diastolic
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wall thickness (PWT). Left ventricular volume, E/E’ ratio,
cardiac output and left ventricular ejection fraction were
subsequently obtained from these parameters.

Western blot analysis

Inner and outer segments of the aortic arch were homog-
enized in extraction buffer [composition in mM: Tris/HCI
20 (pH 7.5), NaCl 150, Na,VO, 1, Na,P,0, 10, NaF 20,
okadaic acid 0.01, 1% Triton X-100 and protease inhibi-
tor cocktail (Complete Mini, Roche)]. Total proteins
(15 pg) were separated on 8 or 12% SDS polyacrylamide
gels and transferred electrophoretically onto nitrocel-
lulose membrane (GE Healthcare Life Sciences). After
blocking with 5% bovine serum albumin in Tris-buffered
saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 for 1 h at room
temperature, membranes were incubated with primary
antibodies against rabbit polyclonal anti-p53 (1:1000;
Santa Cruz Biotechnology; sc-6243), mouse monoclonal
anti-p21 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology; sc-817), rab-
bit polyclonal anti-p16-INK4 (1:500; Abbiotec; 250804),
murine monoclonal anti-tissue factor (TF; 1:1000; Sekisui
Diagnostics; 4509), mouse monoclonal anti-eNOS/NOS
(1:5000; BD Transduction Laboratories; 610297), rabbit
monoclonal anti-VCAM-1 (1:10,000; Abcam; ab134047),
rabbit polyclonal anti-SGLT1 (1:1000; Santa Cruz Bio-
technology; sc-98974), rabbit polyclonal anti-SGLT2
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology; sc-98975) or mouse
monoclonal anti-B-tubulin (1:20,000; Sigma-Aldrich;
T7816) overnight at 4 °C. After washing, membranes
were incubated with the secondary antibody (peroxi-
dase-labeled anti-rabbit or anti-mouse immunoglobulin
G; 1:10,000; Cell Signaling Technology; #7074, #7076,
respectively) for 1 h at room temperature. The immuno-
reactive bands were developed by enhanced chemilumi-
nescence (ECL, Amersham) using ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare).

Vascular reactivity study

Vascular reactivity study was performed using the main
mesenteric artery as described previously [31]. Briefly,
the main superior mesenteric arteries were cleaned
of connective tissue, and cut into rings (2-3 mm in
length). Then, rings were suspended in organ baths
containing oxygenated (95% O,, 5% CO,) Krebs bicar-
bonate solution (mM: NaCl 119, KC1 4.7, KH,PO, 1.18,
MgSO, 1.18, CaCl, 1.25, NaHCO; 25, and p-glucose
11, pH 7.4) at 37 °C for the assessment of changes in
isometric tension. Following equilibration for at least
60 min at a stable resting tension of 1 g, rings were
exposed to 80 mM of KCl-containing Krebs solution.
Thereafter, rings were contracted with phenylephrine
(1 uM) before the induction of a relaxation to acetyl-
choline (1 pM), to clarify the presence of a functional
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endothelium. After washout and a 30-min resting
time, rings were contracted with phenylephrine (1 uM)
prior to the construction of a concentration-relaxation
curve in response to acetylcholine (1 nM-10 puM) or
sodium nitroprusside (0.1 nM-10 uM). In some experi-
ments, rings were exposed to an inhibitor for 20 min
before the addition of phenylephrine. To evaluate NO-
mediated relaxation, rings were incubated in the pres-
ence of indomethacin (10 uM), and TRAM-34 (1 uM)
plus UCL-1648 (1 uM) to exclude the formation of
vasoactive prostanoids and EDH-mediated relaxa-
tion, respectively. The EDH-mediated relaxation was
evaluated in rings incubated with indomethacin and
N®-nitro-L-arginine (L-NA; 300 uM) to exclude the
formation of vasoactive prostanoids and NO, respec-
tively. To evaluate EDCFs, rings were exposed to L-NA
and TRAM-34 plus UCL-1648 for 20 min to prevent
the formation of NO and EDH, respectively before the
induction of about a 20-30% pre-contraction with phe-
nylephrine followed by the construction of a concentra-
tion-contraction curve to acetylcholine.
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Statistical analysis

Values are expressed as mean=+SEM of different rats.
Statistical analysis was assessed by one-way analysis of
variance followed by Tukey’s multiple comparison post
hoc test using GraphPad Prism (Version 7). The differ-
ences between groups were considered statistically sig-
nificant at P<0.05.

Results

Effect of empagliflozin treatment on metabolic parameters
in ZSF1 rats

Plasma parameters have indicated an increased level
of glycemia, plasma proteins and albumin, AST, ALT
and ALP whereas plasma creatinine and bilirubin were
decreased in the obese ZSF1 group compared to the lean
control group (Table 1). The empagliflozin treatment sig-
nificantly decreased glycemia and ALP in the obese ZSF1
group but not in the lean control group except creatinine,
which was slightly but significantly decreased (Table 1).
In addition, the empagliflozin treatment increased
urea in both the lean control and obese ZSF1 groups
(Table 1). The obese ZSF1 group had an altered plasma

Table 1 Effect of a 6-week oral intake of empagliflozin on plasma, blood and urine parameters in the lean control

and ZSF1 groups

Control Empa ZSF1 ZSF1+Empa
Plasma
Glycemia (mmol/l) 11.33+1.11 9944130 2807 +2.13* 2081+0.78**
Urea (mmol/l) 5.8440.26 871031 6.8630.30 756 +£0.28*
Plasma creatinine (umol/l) 33.18+046 31.23+0.56* 24.21+£0.80* 25374022
Plasma proteins (g/1) 58.89+0.99 58884083 64.88 4+ 0.90* 64.00+0.69*
Albumin (g/1) 36494049 3716049 3946+048* 39494043
Bilirubin (umol/l) 0.5740.02 0614006 0.2540.16% 001+£001*
AST (U/1) 1309041234 171.004+7.80 220,60+ 35.64* 15220+8.94
ALT (U/1) 63.78+2.74 108.80+7.56 161.20419.02% 131.20+805
ALP (U/) 62.78+4.06 72.13+£860 136.60+ 13.24* 97.11+£1087°
Total cholesterol (mmol/I) 2334006 238+0.11 6.31+£0.34* 4904030%
HDL cholesterol (mmol/I) 1.37+0.02 143+£005 2514+0.09* 24540.08*
LDL cholesterol (mmol/I) 0.6340.03 069+0.02 0.7540.04* 0.66+0.06
Triglycerides (mmol/l) 0484005 049+£0.03 6.23+1.06* 292+0.28**
Blood
Ketone (mmol/l) 0331006 0.71+£0.10* 0324006 05640.10
Glucose (mg/dl) 134.6049.07 13410£869 27450+ 2941* 196.70+22.16"
Urine
Glycosuria (mmol) 0.894040 12.0341.55% 6.09+0.85* 17.47 £0.98%*
Proteinuria (g/1) 1594017 0.74£0.06 11.35+£0.84* 462 +£044%"
Volume (ml) 9334094 26224+1.62* 22114231 39.4042.20%*

Metabolic parameters were measured in plasma except for ketone and glucose which were determined in whole blood, and glycosuria and proteinuria which were
determined in urine collected over a 24-h period. Values are shown as mean == SEM of n=5-10 per group

Empa empagliflozin, AST aspartate aminotransferase, ALT alanine aminotransferase, ALP alkaline phosphatase, HDL high density lipoprotein, LDL low density

lipoprotein
*P<0.05 vs control group and #P<0.05 vs ZSF1 group
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lipid profile with increased levels of total cholesterol,
HDL, LDL and triglycerides compared to the lean control
group (Table 1). Among them, the level of total choles-
terol and triglycerides was significantly decreased by the
empagliflozin treatment (Table 1). Blood ketone levels
were similar in the lean control and obese ZSF1 groups,
and both were significantly increased by the empagliflo-
zin treatment (Table 1). Both glycosuria and proteinu-
ria were significantly increased in the obese ZSF1 group
compared to the lean control group (Table 1). The empa-
gliflozin treatment increased glycosuria in both the lean
control and obese ZSF1 groups, and markedly reduced
proteinuria in the obese ZSF1 group without affecting
that in the lean control group (Table 1).

Effect of empagliflozin treatment on morphometric
parameters in ZSF1 rats

The morphometric evaluation of rats and organs has indi-
cated that the weight of several organs including spleen,
liver, kidney, perirenal fat, lung, heart and body weight
were higher in the obese ZSF1 group than the lean con-
trol group (Table 2). The empagliflozin treatment signifi-
cantly decreased the weight of the spleen, liver, perirenal
fat, lung, heart and body weight in the obese ZSF1 group
(Table 2). In the control group, empagliflozin significantly
decreased the weight of the heart and body (Table 2).

Empagliflozin treatment reduces systolic blood pressure

in obese ZSF1 rats

Systolic blood pressure was higher by about 14.5 mmHg
in the obese ZSF1 group compared to that in the
lean control group (Fig. 1). The empagliflozin treat-
ment significantly reduced systolic blood pressure
by about 3.6 mmHg (reduction from 173.940.7 to
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Systolic blood pressure
(mmHg)
3

Control Empa ZSF1 ZSF1+Empa

Fig. 1 Effect of empagliflozin treatment on systolic blood pressure
in the lean control and the ZSF1 groups. Values are shown as

mean % SEM of n=9-10 per group. *P<0.05 vs control group and
#P<0.05 vs ZSF1 group

170.3 +0.9 mmHg) in the obese ZSF1 group after 5 weeks
without affecting that in the lean control group (Fig. 1).

Empagliflozin prevents alteration of heart structure

and function in obese ZSF1 rats

Evaluation of the structure of the different parts of the
heart by weight and echocardiography has indicated that
the left ventricle plus septum, right ventricle, left auricle
plus septum and right auricle weights, the left ventricu-
lar and auricular volume and the left ventricular poste-
rior diastolic wall thickness (PWT) were increased in the
obese ZSF1 group compared to those of the lean control
group (Fig. 2). The empagliflozin treatment significantly
reduced the left ventricle plus septum, right ventricle and
right auricle weights, and also the left ventricular and
auricular volumes in the obese ZSF1 group (Fig. 2). The
empagliflozin treatment also reduced the left ventricle

Table 2 Effect of empaglifiozin on morphometric parameters of different organs and body weight in the lean control

and ZSF1 groups

Control Empa ZSF1 ZSF1+Empa
Spleen (mg mm™") 17454038 16.55+0.62 2090+0.32* 18534081¢
Liver (mg mm™") 286.40£12.58 264.80+7.80 77140+ 34.64% 547.9042137%
Kidney (mg mm™") 40.52+1.33 41.58+1.34 5522+1.46% 5492+ 1.60%
Perirenal fat (mg mm~') 1132+1.85 847+1.63 183.70 £ 36.89% 100604 27.25**
Left lung (mg mm™") 11.06£0.20 10.65+0.65 12924+069* 11.0240.25*
Dry weight of left lung (mg mm™) 2304003 2164006 2.7040.08* 242+4006"
3 lobes of lung (mg mm™") 17.944+041 1640041 2148+ 1.64% 17.234037*
Heart (mg mm™") 31931066 28.74£0.75* 38.98+£0.95* 35404 063%*
Tibial length (mm) 4176+0.35 4254+0.53 40.22+042 39.89+043
Weight (g) 407.70+9.07 366.00+7.67* 52380+ 19.93% 478904873*

Organs were weighted and indexed to the respective tibial length. Values are shown as mean + SEM of n=7-10 per group

Empa empagliflozin
* P<0.05 vs control group and *P<0.05 vs ZSF1 group
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plus septum weight in the control lean group, whereas
the other parameters were not affected (Fig. 2).

The cardiac output and left ventricular ejection frac-
tion were similar in the lean control and the obese ZSF1
groups, and not affected by the empagliflozin treatment
(Fig. 2). The E/E’ ratio, an indicator of the function of
left ventricle filling, was slightly increased in the obese
ZSF1 group compared to that of the lean control group,
however, this effect did not reach statistical significance
(Fig. 2).

Empagliflozin treatment improves
endothelium-dependent relaxations and reduces
endothelium-dependent contractile responses in ZSF1

rats: role of cyclooxygenases

The endothelial and vascular function were assessed by
vascular reactivity studies of the main mesenteric artery.
The concentration-dependent relaxation curve to ace-
tylcholine was slightly but significantly shifted to the
right in mesenteric artery rings with endothelium of the
obese ZSF1 compared to that of the lean control group
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(Fig. 3a). The blunted endothelium-dependent relaxa-
tion in the ZSF1 group was associated with increased
endothelium-dependent contractile responses to acetyl-
choline (Fig. 3b). The empagliflozin treatment restored
normal endothelium-dependent relaxations and blunted
endothelium-dependent contractile responses to ace-
tylcholine (Fig. 3a, b). The empagliflozin treatment did
affect neither relaxations nor the small endothelium-
dependent contractile responses to acetylcholine in the
control lean group (Fig. 3a, b). In addition, relaxations to
the NO donor sodium nitroprusside were similar in all
groups (Fig. 3c).

The characterization of the blunted endothelium-
dependent relaxation to acetylcholine in mesenteric
artery rings of the ZSF1 group has indicated a slight but
significant increased relaxation in the presence of indo-
methacin, a non-selective inhibitor of cyclooxygenases
indicating the involvement, to some extent, of vasocon-
strictor prostanoids (Fig. 4a). The role of endothelial NO
in the relaxation to acetylcholine was assessed using the
NO synthase inhibitor N®-nitro-L-arginine, and that of
EDH by using TRAM-34 and UCL-1684, inhibitors of
intermediate and small calcium-dependent Kt channels,
respectively, involved in EDH. Although the addition of
TRAM-34 and UCL-1684 to indomethacin affected only
slightly the relaxation to acetylcholine, the response was
abolished in the presence of N“-nitro-L-arginine dem-
onstrating the exclusive involvement of NO (Fig. 4a).
In addition, the endothelium-dependent contractile
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response to acetylcholine in mesenteric artery rings of
the obese ZSF1 group was abolished in the presence of
indomethacin (Fig. 4b).

Empagliflozin prevents the expression of senescence

and pro-atherothrombotic markers, and also SGLT1 and 2
at arterial sites at risk

Since senescence has been identified as an early event
promoting endothelial dysfunction [17], the expression
level of the senescence markers p53, p21 and pl6 was
evaluated by Western blot analysis in the outer aortic
arch curvature, an arterial site exposed to a high level
of shear stress and at low risk, and the inner aortic arch
curvature, an arterial site exposed to a low level of shear
stress and at high risk [32]. The expression level of p53,
p21 and pl6 were significantly higher in the inner than
outer aortic arch curvatures in the lean control group
(Fig. 5). The empagliflozin treatment reduced the expres-
sion level of p53, p21 and p16 in the inner curvature to
a similar level as those observed in the outer curvature
of the aortic arch in the lean control group (Fig. 5). The
empagliflozin treatment also reduced significantly the
expression level of p16 in the outer aortic arch curvature
whereas those of p53 and p21 were not affected in the
lean control group (Fig. 5).

In contrast to the lean control group, the obese ZSF1
group showed low levels of p53 and p21 which were
similar in the inner and outer aortic arch curvatures and
not affected by the empagliflozin treatment (Fig. 5a, b).
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Fig. 3 Effect of empagliflozin treatment on the endothelium-dependent relaxation and endothelium-dependent contractile response to
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acetylcholine in the lean control and ZSF1 groups. Arterial rings from the main mesenteric artery with endothelium were suspended in organ baths
containing oxygenated Krebs buffer. For concentration-relaxation curves, rings were precontracted with phenylephrine (1 uM) before the addition
of increasing concentrations of either acetylcholine (a) or the NO donor sodium nitroprusside (c). b Endothelium-dependent contractile responses
(EDCF) were studied in the presence of N“-nitro-t-arginine (300 uM) and UCL-1684 plus TRAM-34 (1 uM each) Lo prevent the formation of NO- and
EDH-mediated relaxations, respectively. Rings were precontracted to about 20-30% of the maximal contraction with phenylephrine before the
addition of increasing concentrations of acetylcholine. Values are shown as mean = SEM of 8-10 rats per group. *P<0.05 vs control group and
fP<0.05 vs ZSF1 group
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Regarding pl6 levels, an increased level was observed initiator of the coagulation cascade, was assessed in the

in the inner compared to the outer curvatures, however,
this difference did not reach statistical significance and
was not affected by the empagliflozin treatment (Fig. 5c).

To evaluate the endothelial dysfunction at arterial sites
at risk, the expression level of pro-atherothrombotic
markers including eNOS, VCAM-1 and tissue factor, the

inner and outer aortic arch curvatures by Western blot
analysis. These investigations have indicated that eNOS
is down-regulated and VCAM-1 and tissue factor are
up-regulated in the inner versus outer aortic arch curva-
tures in the lean control group, and that these effects are
normalized by the empagliflozin treatment (Fig. 6a—c). In
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the ZSF1 group, eNOS levels were decreased in the inner
versus outer aortic arch curvatures, but this effect did
not reach statistical significance (Fig. 6a). The levels of
VCAM-1 and tissue factor were similar in the inner and
outer aortic arch curvatures of the ZSF1 group, and not
affected by the empagliflozin treatment (Fig. 6b, c).

Of interest, an increased expression level of SGLT1
and SGLT2 (immunoreactive bands of about 70 kDa)
were observed in the inner compared to the outer aortic
arch curvatures in the lean control group (Fig. 6d, e). The
empagliflozin treatment normalized the expression level
of SGLT1 and SGLT?2 in the inner aortic arch curvature
to a level similar as that observed in the outer aortic arch
curvature (Fig. 6d, e). Similar expression levels of SGLT1
and 2 were observed in the inner and outer aortic arch
curvatures in the ZSF1 group and the empagliflozin-
treated ZSF1 group (Fig. 6d, e).

Discussion

The major findings of the present study indicate that the
selective SGLT2 inhibitor empagliflozin improves sys-
tolic blood pressure, heart remodeling and endothelial
dysfunction in an experimental model of metabolic syn-
drome with HFpEF, the ZSF1 rat. The protective effect of
empagliflozin on the heart of the ZSF1 rat with HFpEF
involves normalization of the heart weight with an
improvement of the left ventricle weight and volume, and
also of the posterior wall thickness. The protective effect
of empagliflozin on the endothelial function in the mes-
enteric artery involves normalization of NO-mediated
endothelium-dependent relaxations and prevention of
endothelium-dependent contractile responses to acetyl-
choline most likely by targeting the cyclooxygenase path-
way. A protective effect of empagliflozin is also observed
at arterial sites at risk (inner versus outer curvatures of
the aortic arch) in the lean control group as indicated by
the normalization of the expression level of senescence
markers (p53, p21, p16), atherothrombotic markers, and
SGLT1 and 2. Moreover, the empagliflozin treatment
resulted in improved glycemic level, lipid profile and
body weight. Altogether, the present findings indicate
that the highly selective SGLT2 inhibitor is able to target
several major components of the metabolic syndrome in
the ZSF1 rat to improve the function of the cardiovascu-
lar system.

(See figure on next page.)
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The EMPA-REG OUTCOME, the CANVAS and the
DECLARE-TIMI58 trials showed that SGLT2 inhibitors
reduced the risk of cardiovascular death or hospitaliza-
tion for heart failure in T2D individuals with established
CVD [18-20]. The subsequent analysis of the EMPA-
REG OUTCOME data indicated that the cardiovascular
benefits of empagliflozin is independent of glycemic con-
trol [21]. More recently, the DAPA-Heart Failure trial
indicated that among patients with heart failure and a
reduced ejection fraction, dapagliflozin reduced the risk
of worsening heart failure or death from cardiovascular
causes regardless of the presence or absence of diabetes
[33]. Altogether, these findings suggest that SGLT2 inhib-
itors act on the cardiovascular system possibly through
glucose-independent mechanisms, which however
remain to be elucidated. Several potential mechanism,
besides glycemic control, have been suggested such as the
involvement of visceral adiposity, body weight, hyperin-
sulinemia, blood pressure, arterial stiffness, lipid profile,
and albuminuria [34]. In addition, SGLT1 and 2 expres-
sion has been observed in cultured and native ECs under
pathological conditions such as hyperglycemic state and
oxidative stress, promoting endothelial senescence and
dysfunction subsequent to excessive glucose entry [30].
Since all of these effects were inhibited by empagliflozin,
SGLT?2 inhibitors may possibly also contribute to pro-
tect the cardiovascular system by targeting the pivotal
endothelial function [30]. Therefore, the present study
has evaluated the impact of empagliflozin on the cardio-
vascular system in an experimental model of metabolic
syndrome with HFpEE, the ZSF1 rat, which combines
several major cardiovascular risk factors including obe-
sity, hypertension, diabetes and dyslipidemia [35-37].

After 18 weeks, the obese ZSF1 rat showed many
characteristics of metabolic risk such as visceral obesity
as indicated by increased perirenal fat, elevated body
weight, hyperglycemia, and dyslipidemia characterized
by high levels of total cholesterol, LDL and triglycerides.
In addition, an increased level of systolic blood pressure
was observed in the obese ZSF1 rat compared to the lean
rat. The present findings indicate a beneficial effect of the
empagliflozin treatment promoting a reduction of the
body weight and the weight of perirenal fat, and hyper-
glycemia, and an improvement of the lipid profile as well
as of systolic blood pressure in the obese ZSF1 rat. Previ-
ous studies have also shown that empagliflozin reduced

Fig. 6 Effect of empagliflozin treatment on the expression level of eNOS (a), VCAM-1 (b), TF (c), SGLT1 (d) and SGLT2 (e) in segments of the AOC
and in those of the AIC of the lean control and ZSF1 groups as assessed by Western blot analysis. Results are shown as representative immunoblots
(upper panels) and corresponding cumulative data (lower panels). Values are shown as mean & SEM of n=3-4 per group. *P<0.05 vs AOC of

control group and "P< 0.05 vs AIC of control group
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body weight and fat associated with an increased urinary
glucose excretion in an animal model of diet-induced
obesity [38], lowered plasma cholesterol and liver tri-
glyceride levels in pre-diabetic ob/ob™~ mice [39], and
decreased blood pressure by about 15 mmHg in the
Cohen-Rosenthal diabetic hypertensive rat [25].

Consistent with previous studies, the obese ZSF1 rat,
an experimental model of HFpEF, is characterized by
pronounced heart remodeling affecting the left and right
heart with a preserved heart function as indicated by
normal cardiac output and ejection fraction. The present
findings indicate that the empagliflozin treatment was
able to prevent the hypertrophy of both the left and right
heart as indicated by the normalization of the weight of
the left and right ventricles and the right auricle, and also
of the heart remodeling as indicated by the normaliza-
tion of the volume of the left ventricle and auricle, and
the posterior wall thickness of the left ventricle. A ben-
eficial effect of empagliflozin on the heart has also been
observed previously since empagliflozin reduced left
ventricle weight, cardiomyocyte size, cardiac intersti-
tial fibrosis and macrophage infiltration in genetic pre-
diabetic rats with metabolic syndrome [24], improved
cardiac function and ATP production in db/db mice asso-
ciated with preserved cardiac glucose and lipid metabo-
lism [40] and improved diastolic function, mitochondrial
expansion, and myocardial fibrosis in female db/db mice
[41]. In addition, Connelly et al. observed that empagli-
flozin preserved lung weight, ameliorated diastolic dys-
function, and attenuated cardiac hypertrophy using a rat
model of uninephrectomy treated with deoxycorticoster-
one acetate and 1% NaCl water to induce HFpEF [42].

Chronic inhibition of SGLT2 decreases extracellular
fluid and plasma volumes as was obvious in the EMPA-
REG OUTCOME trial with a 5.2% rise in hematocrit
level at the end of the study [18]. The diuretic effect
subsequent to inhibition of the SGLT2-mediated glu-
cose uptake in the kidney proximal tube will further
reduce central aortic pressure and afterload, resulting in
improved left ventricular function, and decreased car-
diac workload and myocardial oxygen demand [43, 44].
Preload reduction by lower plasma volume most likely
acts synergistically with afterload reduction to promote a
reduction of cardiac events, especially in individuals with
diabetes and impaired left ventricular function, ischemic
heart disease, or congestive HF [43, 44].

Endothelial dysfunction caused by hyperglycemia is
a critical initiator of the development of macro- and
micro-vascular complications in T2D with high meta-
bolic risk [7, 45]. Previous studies have indicated that
hyperglycemia-related endothelial dysfunction is charac-
terized often by blunted NO and EDH components of the
endothelium-dependent relaxation as observed in the rat
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arterioles [14], rat aorta [13], and rabbit aorta [12]. In the
obese ZSF1 rat, the endothelial dysfunction of the main
mesenteric artery is characterized by blunted endothe-
lium-dependent relaxations and the appearance of
endothelium-dependent contractile responses to acetyl-
choline. Moreover, the characterization of the endothelial
dysfunction to acetylcholine indicated that the NO com-
ponent is significantly reduced in the mesenteric artery
of the obese ZSF1 rat. Interestingly, empagliflozin treat-
ment restored the protective endothelial function in the
mesenteric artery as indicated by normal endothelium-
dependent relaxations and blunted endothelium-depend-
ent contractile responses to acetylcholine most likely by
preventing the formation of cyclooxygenase-derived con-
tractile prostanoids. Experimental investigations have
also shown that empagliflozin improved endothelium-
dependent relaxations in streptozotocin-induced diabetic
rats and Zucker diabetic fatty rats [22, 27]. Canagliflozin
has also been shown to increase SNP-dependent relaxa-
tion in coronary arteries from diabetic mice subsequent
to vascular smooth muscle hyperpolarization involv-
ing potassium channels [46] and Ipragliflozin improved
endothelium-dependent vasodilation in streptozocin-
induced diabetic mice, in part, by an improvement of
eNOS function as suggested by an increased phospho-
rylation level of eNOS at the activator site Ser1177 and
Akt [47].

Premature endothelial senescence as indicated by
senescence-associated P-galactosidase (SA-B-gal), p53
and pl6 staining was observed in the aortas obtained
from Zucker diabetic rats [48]. SA-B-gal-positive stain-
ing was also observed in atherosclerotic lesions of the
human thoracic aorta at the intimal side as well as at sites
of disturbed blood flow including branches and bifurca-
tions [49, 50]. Since the selective p53 overexpression in
ECs resulted in impaired endothelium-dependent relaxa-
tion and NO bioavailability [17], premature endothe-
lial senescence most likely acts as an upstream signaling
event to promote endothelial dysfunction. Although the
lean control ZSF1 rat is characterized by normal heart
structure and function, and endothelial function in the
mesenteric artery, a more precise analysis of the vascu-
lar tree has provided evidence of premature senescence
at arterial sites at risk. Indeed, an increased level of
senescence markers p53, p21 and pl6 was observed in
the inner compared to the outer aortic arch curvature, a
potential site of early atherogenesis characterized by dis-
turbed flow and low shear stress [32]. Moreover, the pre-
mature senescence was associated with the appearance of
pro-atherothrombotic signals as indicated by a decreased
expression level of eNOS and increased levels of tissue
factor, the main activator of the coagulation cascade,
and VCAM-1 involved in the recruitment of monocytes
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into the arterial wall. Furthermore, an increased expres-
sion level of SGLT1 and SGLT2 was observed at the arte-
rial site at risk supporting the concept that possibly an
excessive entry of glucose via SGLTs might contribute to
promote structural and functional changes favoring the
pathologic development of the arterial site at risk. The
present findings indicate that the empagliflozin treat-
ment was able to normalize the expression level of senes-
cence markers, eNOS, tissue factor, VCAM-1 and SGLT1
and 2 in the inner aortic arch curvature to levels similar
to those in the outer aortic arch curvature, which is pro-
tected by the exposure to high levels of shear stress. Thus,
these observations suggest that empagliflozin might pos-
sibly contribute to protect arterial sites of atherogen-
esis by blunting the SGLT2-mediated pro-senescent and
pro-atherothrombotic responses [30]. The fact that no
such differences in the expression level of pro-athero-
thrombotic markers are observed in the inner and outer
curvature of the obese ZSF1 rat suggests that the respon-
siveness of the arterial wall to local blood flow behavior
appears to be altered possibly due to the chronic expo-
sure of metabolic stress.

Conclusions

The study indicates that empagliflozin prevents hyper-
trophy and remodeling of the heart, and also endothelial
dysfunction as indicated by an improved NO-mediated
relaxation and the prevention of cyclooxygenases-medi-
ated endothelium-dependent contractile responses in an
experimental model of metabolic syndrome with HFpEF.
The beneficial effect involves an improvement of sys-
tolic blood pressure, glycemia, the lipid profile and body
weight, and also of premature vascular senescence at
arterial sites at risk.
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1. Protection cardiovasculaire des gliflozines

Depuis 2015, de nombreuses études ont montré le role de protection CV des inhibiteurs de
SGLT2. En effet, I’étude EMPA-REG OUTCOME a mis en évidence une réduction de 38%
du risque relatif de mortalité d’origine CV ainsi qu’une baisse de 35% des hospitalisations
pour IC (Zinman et al., 2015). Les études CANVAS et DECLARE-TIMI 58, testant
respectivement la canagliflozine et la dapagliflozine, ont montré des résultats similaires,
suggérant un effet de classe des gliflozines. L’ensemble des effets protecteurs observés n’a
pas été associ¢ a un meilleur contrdle glycémique impliquant ainsi des mécanismes plus
complexes (Inzucchi et al., 2018). Au vu de la robustesse de ces observations, les guides de
prise en charge internationaux recommandent que les patients présentant un DT2 ou une
pathologie CV ou un haut risque CV ou encore un risque rénal, soient traités avec un
inhibiteur sélectif de SGLT2 (Davies et al., 2018, Davies et al., 2019; Grant et Cosentino,
2019).

En revanche, les mécanismes a I’origine de cette protection CV nécessitent d’étre plus

profondément étudiés.
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2. Mécanismes suggérés dans la protection cardiovasculaire des inhibiteurs sélectifs

de SGLT2
De nombreux effets bénéfiques des inhibiteurs sélectifs de SGLT2 ont été mis en
¢évidence et incluent par exemple, une amélioration de la PA, une réduction du poids corporel,
une diminution de la concentration sanguine d’acide urique, une amélioration de la stéatose
hépatique, une réduction du Sox et de I’inflammation (Tableau 3). Cependant, I’ensemble des
effets présentés sont certes significatifs, mais ne sont pas majeurs dans leur intensité chez
I’Homme suggérant ainsi que ces mécanismes contribuent ensemble a la protection CV
globale des gliflozines. Les mécanismes moléculaires mettant en jeu les cotransporteurs

SGLTI1 et 2 demeurent trés mal connus.
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3. La dysfonction endothéliale, phénoméne-clé de la pathologie cardiovasculaire

La dysfonction endothéliale est un événement précoce qui contribue a I’initiation ainsi
qu’au développement de nombreuses pathologies CV (Versari et al., 2009; Widmer et
Lerman, 2014). En effet, une moindre vasodilatation dépendante de I’endothélium et induite
par le NO, est observée dans de nombreuses pathologies CV ainsi que chez les patients
diabétiques de type 1 ou 2 (Johnstone et al., 1993; Williams et al., 1996). In vitro, I’exposition
d’arteres coronaires et de CEs en culture a une forte concentration de glucose réduit la
formation de NO démontrant un impact prépondérant de la toxicité induite par le glucose sur
I’endothélium (Bohlen et Lash, 1993; Pieper et al., 1997; Tesfamariam et al., 1990). La
dysfonction endothéliale induite par I’hyperglycémie implique 1’activation de la NADPHox,
le Sox d’origine mitochondriale, une eNOS découplée ainsi que la voie AGE/RAGE (Hink et
al., 2001; Nishikawa et al., 2000; Schmidt et al., 1999).

Plus récemment, le phénoméne de sénescence endothéliale a été mis en évidence comme
un contributeur précoce a 1’altération de la fonction endothéliale en particulier dans le DT2 et
I’HTA. La sénescence endothéliale correspond a un arrét irréversible du cycle cellulaire et est
associée a des modifications structurelles et fonctionnelles ainsi qu’a une altération de
I’expression génique comme une réduction de la syntheése de NO par I’eNOS conduisant ainsi
a un endothélium pro-adhésif et pro-thrombotique. Dans l’aorte de rats diabétiques, de
nombreuses CEs sénescentes ont été détectées par le marquage de sénescence associé¢ a la
béta-galactosidase (SA-B-gal). De plus, I’exposition in vitro de CEs a de fortes concentrations
de glucose accroit fortement le phénomeéne de sénescence prématurée (Matsui-Hirai et al.,

2011).
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4. Effets des gliflozines sur I’expression et I’activité des co-transporteurs SGLT1 et
2 induits par I’Ang 11

Trois études réalisées au sein de notre laboratoire, ont montré le role important joué¢ par
I’Ang II dans I’activation des cotransporteurs SGLT1 et 2 menant ensuite a la dysfonction et a
la sénescence endothéliale (Khemais-Benkhiat et al., 2020; Park et al., 2020; Park et al.,
2021).

La premiere étude a étudié le role de SGLT2 dans la sénescence et la dysfonction
endothéliale induites par de fortes concentrations en glucose. Pour ce faire, des CEs issues de
cceur de porc ont été mises en culture puis traitées avec 25 mM de glucose. Les résultats ont
montré que ’empagliflozine a prévenu la sénescence endothéliale prématurée ainsi que la
dysfonction endothéliale induites par la haute concentration en glucose. Plus particuliérement,
I’empagliflozine a contrecarré la baisse de synthése de NO par 1I’eNOS, a diminué
I’expression de marqueurs athérothrombotiques tels que le FT et VCAM-1 et a stimulé 1’effet
d’inhibition de 1’agrégation plaquettaire par les CEs. L’empagliflozine a prévenu I’activation
de la NADPHox et des COXs induite par la forte concentration de glucose. Cet effet
s’explique en partie par la surexpression du co-transporteur SGLT2 qui contribue a 1’entrée
accrue de glucose dans les CEs (Khemais-Benkhiat et al., 2020).

La seconde étude a étudié I’effet sur le systétme CV de six semaines de traitement avec
I’empagliflozine chez le rat obése ZSF1, un modéle expérimental de syndrome métabolique
associ¢ a une HFpEF et a une HTA modérée. Plus précisément, le travail a consisté a évaluer
I’effet de I’empagliflozine sur le profil lipidique, sur I’HTA, sur la fonction endothéliale de
I’artére mésentérique principale isolée ainsi que sur la structure et la fonction cardiaque. Les
principaux résultats ont montré que 1I’empagliflozine a amélioré la régulation de la glycémie,

le profil lipidique et a réduit le poids corporel de manicre significative. L’empagliflozine a
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¢galement réduit la PAS, le remodelage cardiaque et la dysfonction endothéliale dans ce
modele de syndrome métabolique. L’amélioration de la structure et de la fonction cardiaque
s’explique par une réduction de la masse du cceur avec un effet particulierement notable sur la
masse et le volume du VG ainsi que par une diminution de 1’épaisseur de la paroi postérieure
du VG. L’effet de protection vasculaire a pour cause une amélioration de la vasorelaxation
dépendante de I’endothélium et qui implique la voie du NO, et une inhibition des réponses
contractiles dépendantes de 1I’endothélium en réponse a I’acétylcholine vraisemblablement par
interaction avec la voie des COXs. Il a également été mis en évidence un effet protecteur du
traitement au niveau des sites artériels a risque d’athérosclérose chez les rats controle
(courbure interne versus courbure externe de la crosse aortique) visualisé par une réduction de
I’expression des marqueurs de sénescence p53, p21, pl6, par une moindre expression des
marqueurs pro-athérothrombotiques VCAM-1 et FT, ainsi que par une diminution de
I’expression de SGLT1 et 2 (Park et al., 2020).

Dans un troisieme temps, Park et collegues ont étudi¢ si I’Ang II et les microparticules
circulantes prélevées chez des patients présentant des pathologies des artéres coronaires,
connues pour activer le systéeme angiotensine local, peuvent induire I’expression de SGLT1 et
2 au niveau des CEs contribuant ainsi a la sénescence prématurée et a la dysfonction
endothéliale. De plus, cette ¢tude a évalué la contribution de SGLT1 et 2 a I’exacerbation de
la réponse pro-oxydante induite par I’Ang II et les microparticules dans les CEs. L’expression
des co-transporteurs SGLT1 et 2 a été¢ déterminée a la fois au niveau des sites artériels a faible
risque d’athérosclérose exposés a un flux laminaire exercant de fortes contraintes de
cisaillement, mais aussi au niveau des zones a fort risque d’athérosclérose exposés a un flux
turbulent exercant de faibles forces de cisaillement. Cette étude a montré que 1’Ang II ainsi

que les microparticules, conduisent a la surexpression au sein des CEs de SGLT1 et 2, qui est
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dépendante du Sox, causée par I’activation de ATIR et de la NADPHox (Figure 21).
L’activation de ces voies résulte en une dysfonction endothéliale et une sénescence
endothéliale prématurée. De plus, les protéines SGLT1 et 2 sont surexprimées ex vivo au sein
d’artéres pathologiques de rats (crosse aortique, aorte thoracique traitée avec de 1’Ang II ou
un inhibiteur de eNOS) ce qui contribue a la synthése d’EROs dans la paroi vasculaire ainsi
qu’a la dysfonction endothéliale. Les mécanismes vraisemblablement impliqués dans les
effets précédents mettent probablement en jeu une altération de la voie du NO (Park et al.,

2021) (Figure 21).
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La principale étude qui fait 1’objet de ce travail de thése, s’inscrit dans le
prolongement des travaux de Park et collegues, dont I’objectif est ici, d’étudier le rdle des co-
transporteurs SGLT1 et 2 dans un modé¢le de rat hypertendu ne présentant pas de DT2. Les
résultats principaux montrent que I’inhibition des co-transporteurs SGLT1 et 2 permet de
réduire fortement le Sox induit par I’Ang II a la fois dans I’aorte mais aussi dans les micro-
vaisseaux qui sont fondamentaux dans la régulation de la PA. II est intéressant de noter que
cet effet d’inhibition s’exerce en traitement chronique (pour I’empagliflozine) mais également
en traitement aigu (pour la sotagliflozine et ’empagliflozine) ex vivo. La normalisation de la
régulation du NO est également un effet du traitement chronique avec I’empagliflozine. Ce
travail met également en évidence 1’effet de protection de 1’empagliflozine sur la dysfonction
endothéliale, la fibrose et le remodelage vasculaire. L’activation de 1’endothélium est
¢galement réduite comme le montre la baisse de I’expression de VCAM-1 et de MCP-1 par
exemple. De plus, la dysfonction diastolique induite par I’Ang II est significativement réduite
par I’empagliflozine vraisemblablement en agissant sur le remodelage cardiaque d’une part
(réduction de I’expression du collagéne I, des MMP-2 et 9) et sur I’hypertrophie des
cardiomyocytes d’autre part. Ces effets sont associés a une réduction de I’expression et de
I’activité des cotransporteurs SGLT1 et 2 dans ’endothélium de ’aorte, de la branche
secondaire de D’artére meésentérique et dans la microcirculation coronaire. Cette étude
confirme le role de 1I’Ang II dans la surexpression et la suractivation de SGLTI et 2 ainsi que
le réle protecteur de I’empagliflozine sur les effets délétéres induits par I’ Ang I1.

Les observations tirées de ces quatre travaux sont confortées par des résultats
similaires au sein de cellules du tube contourné proximal rénal in vitro, chez la souris et dans
des prélévements rénaux humains (Miyata et al., 2021). L’étude a montré un lien entre la

surexpression des cotransporteurs SGLT2 et I’activité accrue du SRAA. Le traitement aigu
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d’Ang II, caractérisé par un bolus unique, entraine une augmentation de I’expression de
SGLT2. En revanche, le traitement chronique d’Ang II pour une durée de quatre semaines, a
men¢ a une absence de détection de SGLT2. L’usage de la canagliflozine a prévenu le rein de
I’ensemble des conséquences déléteres induites par 1’Ang II. L’inhibition de SGLT2 n’a pas
conduit a une réduction de la PA mais a significativement prévenu la fibrose interstitielle et
glomérulaire ainsi que I’expression de nombreux marqueurs pro-fibrotiques. Une autre étude
récente a permis de tirer les mémes conclusions, a savoir un effet protecteur contre la fibrose
rénale induite par 1I’Ang Il sans modification de la PA, en ajoutant que I’effet de protection
contre la fibrose résulte principalement d’une infiltration de cellules inflammatoires bien
moindre au sein du glomérule ou de I’interstitium (Castoldi et al., 2020).

Finalement, les observations tirées de ces études, mettent en évidence 1’effet
protecteur CV majeur de 1’empagliflozine sur la fonction endothéliale et I’'IC accompagné
d’une dysfonction diastolique. Ces résultats s’inscrivent dans un nouveau champ de recherche
qui met en exergue le rdle des inhibiteurs sélectifs de SGLT2 dans la prise en charge de
pathologies CV avec ou sans DT2. En effet, une méta-analyse des études DAPA-HF et
EMPEROR-Reduced ont confirmé chez I’Homme, une réduction de la mortalité toute cause
de 13 % et de 14 % de la mortalité d’origine CV chez des patients présentant une HFrEF avec
ou sans DT2 (Zannad et al., 2020). L’inhibition des co-transporteurs SGLT2 a ¢galement été
accompagnée d’une réduction relative de 26% du critere composite de mortalité CV et de
premicre hospitalisation pour IC. D’autres études ont montré chez I’animal et chez ’homme
une amélioration de I’'index de masse du VG et de la fonction diastolique (Connelly et al.,
2019; Desjardins et al., 2017; Habibi et al., 2017; Hammoudi et al., 2017).

Dans le champ de la recherche fondamentale, il s’agira a I’avenir d’étudier les voies de

signalisation induites par SGLT1 et 2 dont le Sox, ainsi que leurs mécanismes de régulation,
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afin de parvenir a élucider I’aspect pharmacologique des gliflozines sur le systeme CV.

159



CONCLUSION GENERALE
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L’ensemble de ce travail de thése met en évidence le réle majeur des co-transporteurs
SGLTI et 2 dans la dysfonction vasculaire et cardiaque dans un modéle de rat hypertendu
induit par ’Ang II. En effet, I’Ang II entraine une élévation importante de la PA, une
augmentation du Sox ainsi qu’une baisse de la synthése de NO au sein de I’aorte. Tous ces
effets dépendants du Sox sont prévenus par le traitement avec un inhibiteur sélectif de
SGLT2, I’empagliflozine. De plus, I’Ang II induit a la fois dans les macro et micro vaisseaux,
une activation du systéme angiotensine local ce qui favorise d’autant plus le Sox et la
dysfonction endothéliale. L’expression des marqueurs athérothrombotiques est également
augmentée tels que MCP-1 et VCAM-1 tout comme les marqueurs de fibrose et de
remodelage vasculaire. L’empagliflozine protége le systeme vasculaire contre les effets
déléteres de I’Ang II. Au niveau cardiaque, les effets d’hypertrophie, de fibrose et de
remodelage sont 1a encore fortement inhibés par I’empagliflozine. En cohérence avec des
¢tudes in vitro antérieures, I’Ang II présente un effet stimulateur de 1’expression et de
I’activité des cotransporteurs SGLT1 et 2, particulierement au niveau de I’endothélium ce qui
laisse supposer un rdle de ces derniers dans la dysfonction endothéliale induite par 1’ Ang II.
Cet impact majeur est confort¢ par D’effet de ’empagliflozine qui réduit I’expression et
I’activité des transporteurs SGLTI et 2.

L’ensemble des effets protecteurs CV observés au sein de ce modéle de rat hypertendu
prend place sans abaissement de la PA. De nombreuses études cliniques ont montré un effet
d’abaissement de la PA par les gliflozines de I’ordre de 3 a 5 mmHg essentiellement chez les
patients DT2 (Brown et al., 2020). Dans cet essai, le critére de jugement principal a été
I’impact de la dapagliflozine sur la masse du VG. Les auteurs ont observé une réduction de la
masse du VG et concluent a un effet combiné de la diminution de PA mais aussi d’un

moindre remodelage cardiaque et d’une amélioration de la structure du VG. Une autre étude
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portant sur un modele d’IDM chez le rat, a mis en évidence des effets d’amélioration de la
fonction systolique de 1’empagliflozine indépendants du remplissage cardiaque grace a des
mesures de relation pression-volume. De plus, des éléments d’amélioration de la fonction
diastolique ont également été observés comme par exemple, la réduction de la pression
télédiastolique du VG. Il est important de noter que la PA était supérieure dans le groupe IDM
+ empagliflozine que dans le groupe IDM non traité (Connelly et al., 2020). Deux travaux,
I’un dans un modele porcin de HFrEF, I’autre dans un modele de rat hypertendu avec HFpEF
ont montré une importante amélioration de de la dysfonction diastolique sans modification
significative de la PA. Les effets s’opérent principalement par une réduction de la masse du
VG, une diminution des pressions de remplissage du VG et une moindre rigidité et fibrose
cardiaque (Connelly et al., 2019; Santos-Gallego et al., 2021). Un effet structurel direct sur le
coeur est ainsi privilégié.

Ainsi, I’inhibition des transporteurs SGLT1 et 2 pourrait constituer une thérapie
prometteuse dans la protection CV chez des patients hypertendus ou bien atteints d’IC en

particulier ’'HFpEF, ou peu de solutions thérapeutiques sont actuellement disponibles.
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Réle des co-transporteurs sodium

glucose 1 et 2 dans la dysfonction

vasculaire et cardiaque chez le rat
hypertendu induit par I’Angiotensine Il

Résumé en francais

La voie pro-oxydante de 1’angiotensine II est associée a une surexpression des co-transporteurs sodium glucose
1 et 2 (SGLTI et 2) au sein des cellules endothéliales ainsi qu’a 1I’induction de la dysfonction endothéliale dans
les artéres coronaires. L’ensemble de ces effets a été prévenu par I’inhibiteur mixte de SGLTI et 2,
sotagliflozine ainsi que par I’inhibiteur sélectif de SGLT2, I’empagliflozine suggérant ainsi I’implication de
ces transporteurs dans I’induction de la dysfonction endothéliale. L objet de cette étude est d’évaluer le rdle de
SGLT]1 et 2 dans la dysfonction vasculaire et cardiaque induites par la réponse hypertensive de I’angiotensine
Il chez le rat. L’étude montre que I’hypertension induite par 1’angiotensine II mene a une dysfonction
diastolique du ventricule gauche et a une dysfonction endothéliale des macro et des micro vaisseaux associées
a une surexpression de SGLT1 et 2 dans les cellules endothéliales. De plus, ce travail indique que I’ensemble
des effets cardiovasculaires déléteéres observés sont prévenus par I’empagliflozine sans pour autant moduler la
pression artérielle. L’ensemble de cette étude montre que I’inhibition des transporteurs SGLT1/2 apparait
comme une intéressante stratégie pour protéger la fonction CV des patients non diabétiques avec dysfonction
diastolique.

Mots-clés : Cotransporteurs sodium glucose 1 et 2, Angiotensine II, Dysfonction diastolique, Dysfonction

endothéliale

Résumé en anglais

The angiotensin II prooxidant pathway has been shown to upregulate the expression of SGLT1 and 2 and to
induce premature endothelial dysfunction in coronary endothelial cells. Since these effects are prevented by the
dual SGLT1/2 inhibitor sotagliflozin and the SGLT2 inhibitor empagliflozin, SGLT1 and 2 are involved in the
induction of endothelial dysfunction. The aim of the study is to evaluate the réle of SGLT1 and 2 in the Ang II-
induced hypertensive response in rats leading to cardiac and vascular endothelial dysfunction. The findings
indicate that Ang II-induced hypertension promoting left ventricle cardiac dysfunction, and both macro and
microvascular endothelial dysfunction are associated with an up-regulation of SGLT1 and 2 in endothelial
cells. They further suggest that inhibition of SGLT1 and/or SGLT2 might be an attractive therapeutic strategy
to protect the CV function, and, hence, the subsequent development of cardiovascular diseases.

Keywords: Sodium glucose co-transporters 1 and 2, Angiotensin II, Diastolic dysfunction, Endothelial
dysfunction
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