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INTRODUCTION

DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES
L’insuffisance cardiaque (IC) est définie comme l'incapacité du coeur a pomper suffisamment

de sang pour répondre aux besoins de l'organisme. Il s’agit d'une des maladies
cardiovasculaires les plus importantes dans les pays industrialisés (1-9), en termes de santé
publiqgue et de mobilisation de ressources de santé. C’est la seule maladie cardiovasculaire
dont lincidence et la prévalence augmentent encore a cause du vieilissement de la
population, de la prévention des évenements coronaires et de I'amélioration de la prise en
charge, augmentant la survie des patients qui subissent un événement coronaire.

D’aprés la Société Européenne de Cardiologie (ESC), qui représente 51 pays comptant plus
de 900 millions d’habitants, au moins 15 millions de personnes seraient atteintes d’IC (7, 10).
La prévalence de I'IC est comprise entre 2 et 3 % et augmente brutalement & partir de 75 ans
pour atteindre 10 a 20 % chez les personnes agées de 70 a 80 ans (7, 8, 10). Malgré un
traitement optimal, la moitié des patients chez qui un diagnostic d’IC a été porté, meurt dans
un délai de 4 ans, et 40 % des patients hospitalisés pour IC décédent ou sont ré hospitalisés
dans I'année (2, 7, 8). L’age moyen des patients IC dans les pays industrialisés est de 75 ans
et la survenue d'épisodes aigus d’IC est a l'origine de 5 % des hospitalisations. L'IC est
présente chez 10 % des patients hospitalisés et représente environ 2 % des dépenses de santé
principalement du fait du colt des hospitalisations (2, 7, 8).

D’apres les résultats de I'étude National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) sur la
cohorte Framingham Heart Study (FHS) suivie pendant 44 ans, et sur la cohorte formée par
leurs descendants suivie pendant 20 ans, 80 % des hommes et 70 % des femmes (de moins de
65 ans) présentant une IC mouraient dans les 8 années suivantes (11). L'étude National Health
and Nutrition Examination Survey: NHANES (1999-2004) a montré que 5 300 000
americains ageés de 20 ans ou plus souffraient d’'une IC et que 660 000 autres développaient
une IC chaque année (12, 13). L'incidence et la prévalence de I'lC chronique sont directement
corrélées a I'age, le taux annuel de survenue d’'une IC pour 1000 personnes chez les femmes
et les hommes est respectivement de 15,2 et 8,2 chez les 65-74 ans, 31,7 et 19,8 chez les 75-
84 ans et 65,2 et 45,6 chez les 85 ans et plus (12, 13). L'incidence de la mort subite chez les
patients IC chroniques est 6 a 9 fois supérieure a celle de la population générale avec un taux
de mortalité de 20 % par an (12, 13). Avec les progres des moyens thérapeutiques et

chirurgicaux, les hospitalisations des patients IC chroniques ont augmenté de 400 000 a
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1 084 000 entre 1979 et 2005 aux Etats-Unis, et le taux de mortalité due a I'lC chronique
demeure aussi important en 2004 qu’en 1994 avec 284 365 et 284 087 déces respectivement
(12, 13).

ETIOLOGIES
La maladie coronaire [dont la complication majeure est l'infarctus du myocarde (IDM)] et

I'hypertension artérielle (HTA) sont les causes les plus fréequentes d’IC, 70 % des IC faisant
suite a une maladie coronaire (10). Dix pour cent des IC sont dues a des cardiomyopathies
[d’'origine familiale ou non, hypertrophique, dilatée, restrictive, due a une arythmie du
ventricule gauche (VG) ou non classée] et 10 % a des valvulopathies (10). Le diabete, le
tabagisme, le surpoids, le sexe masculin et la sédentarité sont également associés a un risque
accru d’IC (7, 9).

Si les maladies coronaires représentent I'étiologie la plus courante d’IC, I'lC, fréquente lors
des syndromes coronariens aigus (SCA), aggrave de fagon significative le pronostic des
patients souffrant d’'une pathologie cardiaque ischémique (14). L'étude GRACE (Global
Registry of Acute Coronary Events), qui était une étude prospective sur des patients
hospitalisés pour un SCA, a montré que les patients qui avaient une IC a l'admission
présentaient un taux de mortalité 3 fois supérieur au cours des 6 mois suivant la sortie
d’hépital (8.5 % contre 2.8 % respectivement ; p < 0.0001) et également un risque accru
d’étre ré hospitalisés (23.6 % contre 15.7 % ; p < 0.001) par rapport aux patients qui n’avaient
pas d’IC compliquant le SCA (15).

L'origine de I'IC peut étre soit unique comme c’est le cas dans les cardiomyopathies
hypertrophiques familiales, soit représenter un contexte complexe réunissant plusieurs

conditions comme la coronaropathie et 'HTA.
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1. LE PHENOMENE DE REMODELAGE VENTRICULAIRE

La plupart des maladies liées a des défaillances myocardiques sont généralement précédées
pa une hypertrophie cellulaire et du coeur lui-méme. Le développement de cette hypertrophie
myocardique représente initialement un mécanisme de compensation face au stress
hémodynamique (16, 17).

Les apports bénéfiques initiaux de cette hypertrophie comprennent 'augmentation du nombre
d’éléements contractiles, une diminution de la tension pariétale a cause d’une augmentation de
I'épaisseur de la paroi de fagcon concentrique et d’'une augmentation du volume d’éjection
(16).

Cette hypertrophie s’accompagne de modifications structurales au niveau des cardiomyocytes
qui se traduisent par des altérations de la taille et de la géométrie cardiaque (18), qu’'on
appelle le phénoméne de remodelage.

Le remodelage cardiaque peut survenir apres un IDM, une surcharge en pression (sténose
aortique, HTA), une maladie inflammatoire du muscle cardiaque (myocardite), une
cardiomyopathie dilatée idiopathique ou une surcharge en volume (régurgitation valvulaire).
Méme si les causes de ces pathologies sont différentes, elles partagent plusieurs voies en

termes d’événements moléculaires, biochimiques et mécaniques (1).
1.1. LES MODIFICATIONS DE LA GEOMETRIE CARDIAQUE

Le remodelage cardiaque peut étre défini par des modifications moléculaires, cellulaires,
matricielles et de I'expression du génome qui se manifestent cliniquement par des
modifications de la taille, de la forme et de la fonction du cceur a la suite d’une Iésion
cardiaque (1). En effet, comme le coeur se remodeéle, sa géométrie change ; il devient moins
elliptiqgue et plus sphérique (19). Des modifications de la masse, de la composition et du
volume ventriculaire, avec des conséquences défavorables sur la fonction cardiaque

surviennent également (16, 20, 21).
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1.2. L’HYPERTROPHIE MYOCYTAIRE ET LA DYSFONCTION
CONTRACTILE

Dans I'hypertrophie faisant suite a une surcharge en pression, de nouveaux sarcomeres vont
sassembler en parallele, aboutissant a un élargissement des cardiomyocytes, a une
hypertrophie concentrique et a une fonction systolique initialement conservée.

A l'inverse, dans les surcharges en volume, de nouveaux sarcoméres s'assemblent en série
aboutissant a un allongement des cardiomyocytes, une dilatation ventriculaire et une
dysfonction plus précoce.

L’hypertrophie myocytaire et myocardique est stimulée par plusieurs voies de signalisation,
gui aboutissent a un processus hypertrophique pathologique avec une dysfonction contractile

et un mauvais pronostic (17).
1.2.1. LADEFORMATION MECANIQUE (ETIREMENT / TENSION PARIETALE )

Un stress hémodynamique augmenté est percu par les myocytes, entrainant des modifications
de I'expression des génes myocardiques. Il a été suggéré que la déformation mécanique active

les canaux ioniques, se transmettant alors a la membrane nucléaire par le biais du
cytosquelette (22).

1.2.1.1 Les cardiomyocytes

Les cardiomyocytes sont trés impligués dans le processus de remodelage. De tous les
composants de la paroi cardiovasculaire, les myocytes sont ceux qui ont été le plus étudiés au
vu de leur activité contractile et de leur nombre dans le coeur.

En réponse a une lésion, le nombre de myocytes diminue et les myocytes survivants
deviennent plus allongés ou hypertrophiés prenant part & un processus initial de compensation
pour maintenir le volume d’éjection systoligue aprés une perte du tissu contractile.
L’épaisseur de la paroi ventriculaire augmente également (21).

Les modifications des conditions de charge étirent les membranes cellulaires et pourraient
jouer un rodle en induisant I'expression de genes associés a I'hypertrophie. Dans les
cardiomyocytes, cela peut entrainer la synthése de nouvelles protéines contractiles et
'assemblage de nouveaux sarcomeéres. L’augmentation de la tension pariétale peut précipiter
le déséquilibre énergétique et l'ischémie, qui est 'un des déterminants majeurs de la demande
myocardigue en oxygene. On pense que ceci aboutit a un cercle vicieux avec augmentation de

la tension pariétale et de I'épaisseur de la paroi puis déséquilibre énergétique et ischémie.

13



1.2.1.2 Les fibroblastes

Les fibroblastes et les cellules endothéliales sont activés en réponse a une lésion ischémique.
Dans les modeles animaux et humains, la stimulation des fibroblastes augmente la synthese
du collagéne et cause la fibrose a la fois de la zone infarcie du ventricule mais également de la
zone non infarcie, contribuant donc au remodelage (23). Une étude récente a révélé une
fonction paracrine des fibroblastes cardiaques de régulation de la prolifération des

cardiomyocytes (24).

1.2.1.3 La dégradation du collagene
Le role de la dégradation du collagene et le remodelage fibrotique seront abordés au chapitre
2.2.

1.2.2. LESIONS CALCIUM (CA%

Les ions calcium (CG3) intracellulaires régulent I'hypertrophie myocytaire via la voie de la
calcineurine, une phosphatase sensible ati, @a encore de la calmoduline kinase. Ces 2

voies sont activées par une augmentation dé* @Gdracellulaire, et elles peuvent étre
impliguées dans des réponses hypertrophiques suite a des anomalies des mécanismes de

transport du C4, ou en réponse & un signal neurohormonal-cytokinique (25-27).
1.2.3. L’ ACTIVATION NEUROHORMONALE

L’activation neurohormonale dans I'lC est connue pour réguler les modifications
compensatoires en réponse a la diminution du débit cardiaque (DC), mais elle est aussi un
composant majeur de la progression de I'lC et du processus de remodelage (28-30). Les
médiateurs neurohormonaux et les facteurs autocrines/paracrines incluent la norépinéphrine,
'angiotensine Il, 'endothéline-1, le Transforming growth factor beta (P§>fFes cytokines
pro-inflammatoires Tumor Necrosis Factor alpha (T®yFet interleukines (IL). lls vont
entrainer une modification de I'expression de génes induisant des modifications des protéines
contractiles (31).

L’hypertrophie ne dépend donc pas seulement d’'une augmentation quantitative des protéines
contractiles mais plutét de modifications qualitatives de I'expression des genes entrainant une

altération de la fonction contractile (32).

1.2.3.1 Les facteurs liés au Systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA)
Les concentrations de norépinéphrine plasmatique, qui refletent une activation adrénergique,

sont élevées chez les patients IC (29) et liées au pronostic (28).
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En culture cellulaire, I'angiotensine Il augmente la synthése d’ADN dans les fibroblastes
cardiagues, et augmente la synthese des protéines dans les fibroblastes et les myocytes (33). |l
semble qu’il s'agisse d’'un important médiateur de la réponse cellulaire au stretch, avec une
production locale aboutissant a une prolifération et une croissance cellulaire (34).
L’angiotensine Il augmente également la perméabilité des arteres coronaires, permettant la
diffusion de facteurs de croissance dans linterstitium myocardique (35). Ceci cause la
nécrose et la fibrose a travers ses effets cytotoxiques sur les myocytes cardiaques.
L’augmentation de la production d’aldostérone comme conséquence de l'augmentation de
'angiotensine Il a des conséquences hémodynamiques et stimule la synthese de collagene par
les fibroblastes myocardiques (36). Les concentrations augmentées d’aldostérone peuvent

aussi jouer un réle sur la mort des myocytes a travers un effet de balance électrolytique.

1.2.3.2 Les autres facteurs
Les effets sur le remodelage de facteurs autres que ceux liés spécifiquement au SRAA et au
systeme sympathique comprennent la production d’endothéline, de cytokines, d'oxyde

nitrique (NO), et le stress oxydant.

1.3. LE REMODELAGE SUITE A UN IDM

Dans les modéles post-infarctus le processus de remodelage du VG débute rapidement
_habituellement dans les premieres heures apres la survenue de linfarctus_ et continue a
progresser (1, 37). Le déroulement de ces évenements dans le temps est influencé cependant
par la sévérité de la pathologie sous-jacente, les événements secondaires (comme les récidives
d’'IDM), d’autres facteurs comme l'ischémie ou l'activation neurohormonale, le génotype et le
traitement (20, 38).

1.3.1. DEROULEMENT

Les modifications observées (21, 35, 39) apres une Iésion myocardique sont les suivantes :
» Allongement des cardiomyocytes
» Rétrécissement de la paroi ventriculaire
» Elargissement de la zone infarcie (plutot qu’allongement)
e Inflammation du tissu nécrotique
» Cicatrisation
* Elargissement de la zone infarcie qui continue

* Dilatation et remodelage du VG
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* Hypertrophie myocytaire

* Perte continue de myocytes

* Accumulation excessive de collagene dans la matrice extracellulaire (MEC)
Méme si une vision exacte de I'ensemble des voies et cellules impliquées dans le remodelage
du VG n’est pas encore totalement connue, le scénario suivant a été suggéré au niveau
moléculaire : avec l'étirement des myocytes, l'activité locale de la norépinéphrine et la
libération locale d’angiotensine et d’endothéline augmentent. Ces modifications vont stimuler
'expression de protéines modifiées et I'hypertrophie myocytaire. Le résultat final de cette
séquence d’évenements est une dégradation de la performance cardiaque et une activation
neurohormonale augmentée. De plus, une activation augmentée de l'aldostérone et des
cytokines pourrait aussi stimuler la synthese de collagene, entrainant ainsi une fibrose et un

remodelage de la MEC (développée dans le chapitre 2).
1.3.2. MODIFICATIONS FONCTIONNELLES

La phase initiale de remodelage conduisant a la réparation de la région nécrotique et a la
cicatrisation, pourrait dans une certaine mesure étre considérée comme bénéfique. Ce
réarrangement cellulaire de la paroi ventriculaire est associé a un maintien voire une
amélioration du DC mais aussi a une augmentation du volume du VG. L’'ampleur des
modifications du remodelage est grossierement reliée a la taille de I'infarctus. Apres un mois
de suivi, il a été observé gu’un infarctus important provoquait une dilatation plus importante

et des stress systoliques et diastoliques supérieurs, en comparaison d’infarctus moins étendus
(21).

1.4. LA PROGRESSION DE L'IC

Le remodelage cardiaque a été décrit comme étant a la fois un processus d’adaptation et de
décompensation, avec une composante adaptative (compensatoire) permettant au cceur de
maintenir sa fonction en réponse a une lésion cardiaque (40). Les augmentations de la charge
cardiaque, comme celles observées dans l'insuffisance mitrale, modulent le remodelage du
ventricule pour maintenir le débit, mais souvent apres une Iésion cardiaque (comme I'IDM),
ce remodelage peut ne pas assurer l'intégrité de la circulation. Dans de telles circonstances, le
remodelage peut étre considéeré comme un évenement défavorable qui aboutit a une

décompensation progressive.
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La progression du remodelage peut toujours étre considérée comme délétere et associée a un
mauvais pronostic (41).

Les thérapeutiques modernes de I'IC doivent une grande partie de leur effet au fait qu’elles
agissent sur le remodelage (voir chapitre 2.2.1.2.).

Les mécanismes responsables de la transition de I'hypertrophie de compensation (adaptative)
a I'IC ne sont pas encore élucidés, mais plusieurs mécanismes ont été proposés et étudiés,
dont les anomalies du métabolisme énergétique, les modifications de I'expression ou de la
fonction des protéines contractiles, les anomalies du couplage excitation-contraction (dans la
physiopathologie de I'IC diastolique), les anomalies du cytosquelette, les altérations de la
transduction du signal adrénergique, la formation de fibrose interstitielle ou encore I'apoptose
(32).

Une hypothése pour le réle de I'apoptose dans I'lC est qu’une dysfonction progressive du VG
se produit en partie comme la conséquence de la mort cellulaire continue des myocytes (42).
L'importance de ce type de mort cellulaire dans le remodelage cardiaque humain n’est pas
encore fermement établie, mais il a été démontré comme se produisant de facon plus
importante aprés une lésion due a une ischémie, une reperfusion et un IDM (43). L’apoptose
pourrait étre un mécanisme de régulation important impliqué dans la réponse adaptative a une
surcharge de pression dans laquelle I'apoptose est liée a I'hypertrophie cardiaque. D’autres
mécanismes connus de I'apoptose incluent les cytokines (surtout le €NEs ILs), le stress

oxydant et les lésions mitochondriales (44).
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2. L'EVALUATION DE LA FIBROSE PAR LES
BIOMARQUEURS DU COLLAGENE DE LA MATRICE
EXTRACELLULAIRE DANS L'INSUFFISANCE

CARDIAQUE

2.1. LES BIOMARQUEURS DANS LES PATHOLOGIES
CARDIOVASCULAIRES

2.1.1. [INTERETS DES BIOMARQUEURS

La morbi-mortalité importante liee aux maladies cardiovasculaires ainsi que le poids qu’elles
représentent en terme de dépenses de santé en ont fait un but primordial de recherche pour la
santé publique. Malgré des facteurs de risques bien établis (comme le sexe ou I'age) connus
dans les maladies cardiovasculaires, tous les patients a risque ne peuvent pas étre encore
identifiés. En conséquence les recherches sur le développement de nouveaux biomarqueurs
cardiovasculaires qui pourraient diagnostiquer, prévenir et/ou participer a la stratification du
risque des pathologies cardiovasculaires, et/ou discuter et adapter le traitement se multiplient
depuis ces 10 derniéres années (45-48).

Les biomarqueurs comprennent a la fois des marqueurs du risque encouru, des marqueurs de
détermination du stade de la maladie ou encore des criteres de substitution ou surrogate
endpoints. Ces derniers sont obligatoirement des parametres biologiques, dont I'objectif est
uniguement de se substituer a un critére clinique dans un essai clinique. D’apres les criteres
définis par I'International Conference on Harmonisation (ICH) « Statistical principles for
Clinical Trials (46), pour qualifier un surrogate endpoint il faut montrer (i) une plausibilité
biologique de la relation avec le processus de la pathologie, (ii) une valeur pronostique du
surrogate endpoint sur la survenue d’événements dans la maladie et (iii) des résultats issus
d’essais cliniques prouvant qu’ils sont capables de détecter la dépendance du véritable critere
clinique sur I'intervention (traitement a I'étude) (45, 46).

Pour gqu’'un biomarqueur soit reconnu comme un surrogate endpoint valide, il faut d’abord
gu’il ait recu I'approbation de la FDA pour pouvoir servir en pratique clinique et dans le
processus d’approbation de nouvelles thérapeutiques. C’est le cas des low density protein
(LDL), acceptés comme un surrogate endpoint cardiovasculaire.

Dans la littérature, le terme « biomarqueur » renvoie généralement a des molécules circulant

dans le sang ou dans les urines, mais la définition établie lors de la conférence consensus
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« Advancing Clinical Research and Applications » organisée par la US Food and Drug
Administration (FDA) et le National Institutes of Health (NIH) en avril 1999, désigne un
biomarqueur comme un « critére qui est mesuré et évalué comme un inducteur de processus
physiologiques normaux, de processus pathologiques ou de réponses pharmacologiques a une
intervention thérapeutique » (49). Ainsi I'électrocardiogramme (ECG) ou la mesure de la
densité osseuse sont considérés également comme des biomarqueurs.

Il faut distinguer 2 processus d’acceptation d’un biomarqueur (45):

» La validation, qui consiste a analyser la méthode de mesure et ses caractéristiques et a
déterminer les conditions suivant lesquelles la méthode pourra donner des résultats
reproductibles et precis.

* La qualification, qui est le processus prouvant une relation significative entre le
biomarqueur et les processus biologiques et critéres d’évaluation clinique.

Les nouveaux biomarqueurs sont découverts

» soit par le biais de la connaissance de la physiopathologie sous jacente (approche
ciblée) comme cela a été le cas pour la protéine réactive C (CRP) (48), un
biomarqueur de [linflammation qui est l'une des voies impliquées dans la
physiopathologie de I'athérosclérose, ou encore le peptide natriurétique de type B
(BNP) et le fragment N-terminal du propeptide natriurétique de type B (NT-ProBNP)
(48) qui ont été validés comme biomarqueurs diagnostiques et pronostiques dans I'lIC
congestive en soins intensifs (50-52). lls apportent également une information
pronostique indépendante chez les patients IC en ambulatoire (53, 54).

e soit par la surveillance systématique du sang ou du plasma de sujets présentant ou non
la pathologie d’'intérét (approche « non biaisée ») (47), ce qui a été réalisé pour la
thrombomoduline 2 (ST2) qui est un biomarqueur de stress myocytaire dans I'lC (47,
55).

2.1.2. LESCRITERES D' EVALUATION D 'UN BIOMARQUEUR

Face a cet arsenal d’outils, Morrow DA et de Lemos JA. ont rappelé les criteres de référence
permettant d’évaluer la pertinence et la qualité d’'un biomarqueur cardiovasculaire ainsi que
les applications clinigues de ces biomarqueurs (Figures 1 et 2) (56). Méme si peu des
biomarqueurs étudiés et cités dans le présent document ne remplissent pas les 3 critéeres
définis dans l'article de Morrow et de Lemos (56), ils n’en restent pas moins des outils
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apportant une information importante sur la physiopathologie, le diagnostic, la stratification
du risque encouru par les patients ou encore le suivi de I'effet du traitement dans I'lC.
L’'approche traditionnelle pour évaluer I'IC se basait sur les étiologies de l'insuffisance de la
pompe cardiaque (comme la maladie artérielle coronaire chronique), les caractéristiques
physiopathologiques (comme I'IC systolique), et la séveérité de I'IC (55). Une approche par les
biomarqueurs pourrait compléter ce principe. Les biomarqueurs de I'IC résumés au chapitre
2.1.3 de ce travail sont généralement évalués de facon individuelle. Une stratégie regroupant
plusieurs marqueurs s’est montrée utile pour affiner la stratification du risque chez des
patients présentant des SCA (57), chez des participants de I'étude Framingham (58) et la
méme stratégie commence a étre étudiée dans I'lC (59).

Les biomarqueurs de I'lC présentés dans ce travail (chapitre 2.1.3) apportent en majorité une
information sur le pronostic, mais I'analyse d’'un groupe diversifié de biomarqueurs dans une
cohorte importante de patients avec une IC suivis de facon prospective pourrait identifier ceux
qui parmi eux pourraient indépendamment prédire la survenue d’évenements. De plus, a
l'intérét des biomarqueurs utilisés comme marqueurs de la stratification du risque, pourrait
s’ajouter I'intérét de réaliser des études évaluant leur rbéle dans la surveillance thérapeutique et
la sélection du traitement le plus efficace. Seuls les peptides natriurétiques sont pour l'instant

reconnus comme utiles dans ces objectifs.
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Figure 1: Les criteres d’évaluation des biomarqueurs cardiovasculaires en clinique et le
statut des biomarqueurs du collagéne en 2009

Modifiée a partir de Morrow DA et de Lemos JA. Circ. 2007 (56)

1) Le clinicien peut-il mesurer le biomarqueur?

Méthode(s) d’analyse juste(s) et reproductible(s)
Problématiques pré-analytiques (y compris stabilité) évaluées et maitrisables
La méthode est accessible
Les méthodes disponibles permettent un débit et une rotation importants
Codts raisonnables

2) Le biomarqueur apporte-t-il une information nouvelle ?

Assaociation significative et non contradictoire entre le biomarqueur et
I'événement ou la pathologie d’'intérét dans plusieurs études  =— =

L’information s’ajoute a ou améliore les tests déja disponibles ¢ == -
Les limites de décision sont validées dans plus d’'une étude

L’évaluation inclut des données d’études populationnelles

Performance supérieure aux tests de diagnostic disponibles, ou e —

Preuve que le risque associé est modifiable par un traitement spécifique, ou

Preuve que la sélection ou la surveillance suivant le biomarqueur favorise la
prise en charge e |

Considérer chacun des usages potentiels

travaux

Les assertions en grasprésentent les criteres prioritaires.
Les fleches rougescorrespondent aux étapes déja franchies pour les biomarqueL
collagéne de la matrice extracellulaire cardiaque.

Les fleches bleuescorrespondent aux étapes que nous essayons de franchir a trave
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Figure 2 : Les applications cliniques des biomarqueurs cardiovasculaires et la place
potentielle des biomarqueurs du collagéne

Modifiée a partir de Morrow DA et de Lemos JA. Circ. 2007 (56)

Détection précoce de Diagnostic de syndrome \
pathologie sous-jacente aigu ou chronique ;

| Am élioration de .
Choix du la prise en charge : Stratification du risque

II\ traitement du patient

Surveillance de la progression de la
maladie ou réponse au traitement

Les fleches vertescorrespondent aux utilisations potentiellesoup les biomarqueurs ¢

collagéne de la matrice extracellulaire cardiaque.
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2.1.3. LES BIOMARQUEURS DANS L’ INSUFFISANCE CARDIAQUE

Les facteurs impliqués dans le remodelage sont nombreux. En clinique, ils peuvent étre
évalués par le dosage des biomarqueurs (60, 61). Les biomarqueurs de I'IC peuvent étre des
médiateurs neurohormonaux (comme le BNP), des indicateurs de la réponse inflammatoire
(tres nombreux mais sans spécificité : IL-1, IL-2, IL-18 et autres cytokines, CRP), et des
marqueurs de I'agression myocytaire (comme la Troponine) et du remodelage (32, 55, 61-63).
La figure 3 résume les biomarqueurs utilisés dans l'insuffisance cardiaque, leurs effets et les

traitements de I'lC agissant sur ces biomarqueurs.
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Figure 3 : Les biomarqueurs, leurs effets et leurs traitements
Réalisée a partir de Braunwald E. N Engl J Med. 2008 (55)

REMODELAGE MEC *t§ INFLAMMATION*t$ [~—3 | STRESS OXYDANT *t8§
mMmPs e ' Myélopéroxydase |
i TIMPs ¢ TNF-a i Lipoprotéine de basse densité oxydée !
i PINP; PICP; ICTP ' IL-1; IL-6; IL-18 | i Biopyrine urinaire
' PIIINP T ' | Isoprostane urinaire et plasmatique

Malondialdéhyde plasmatique
Fibrose myocardique | J _____________ hioisisisioisicicicioiciicisisicicicioioiioicisisimioisie

Dilatation du VG Apoptose

INSUFFISANCE Nécrose

Arythmie

CA R D I AQU E Dysfonction endothéliale

Antagonistes des récepteurs AT1

Antagonistes de I'aldostérone
Antagonistes de 'endothéline ACTIVATION STRESS MYOCYTAIRE 115&
" | NEUROHORMONALE *+§ —— _
' BNP i
LESION MYOCYTAIRE *1§ ! Norépinéphrine ! NT-ProBNP
e ——————— - ! Rénine ; ' ST2
! Troponines let T Angiotensine Il Adrénomédulline
! Chaine légére de Myosine ; Aldostérone e
! Lipoprotéine cardiaque Arginine vasopressine ! Vasodilatation
! Créatine kinase fraction MB ! i Endothéline 1 Diurése
PP e : Natriurese
Vasoconstriction Inhibition du SRAA
Inhibiteurs de Rénine Rétention hydrosodée Inhibition du SNS

IEC
Antagonistes des récepteurs AT1
Antagonistes de I'aldostérone
B-bloquants

Activation sympathique
Fibrose vasculaire et myocardique
Hypertrophie cardiaque

Augmentation de la perméabilité coronaire
Nécrose des cardiomyocytes
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« CATEGORIE » DU BIOMARQUEUR

¥ Biomarqueurs permettant d’identifier les sujets guisde développer une IC

§ Biomarqueurs représentant une cible thérapeutiquerpalle

* Biomarqueurs contribuant a élucider la physiopathotodé I'insuffisance cardiaque

T Biomarqueurs donnant une information pronostique ghptant la stratification du risque

& Biomarqueurs utiles pour le diagnostic de I'IC et lawillance du traitement

SNS : systéme nerveux sympathique
Les autres abréviations sont les mémes que celles utilisées dans le texte.

Les fleches rougemdiquent les stimulations potentielles d’'une voies e autre.
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2.2. REMODELAGE VENTRICULAIRE, BIOMARQUEURS DU
COLLAGENE DE LA MEC ET FIBROSE DANS
L'INSUFFISANCE CARDIAQUE

2.2.1. LE REMODELAGE ET LA FIBROSE CARDIAQUE

Le remodelage cardiague aboutit & une fibrose cardiaque. Elle est a I'origine des troubles du
rythme ventriculaire et également d’une rigidité ventriculaire responsable d’'une dysfonction

diastolique puis systolique (64). Ces mécanismes sont a l'origine des symptémes congestifs
qui contribuent a la progression de I'IC et aboutissent a une hétérogénéité tissulaire, un
asynchronisme et des arythmies (22). La fibrose myocardique est I'un des acteurs principaux
de la morbi-mortalité liée a I'lC (65). Elle est la conséquence de processus pathologiques

variés mettant en jeu des facteurs mécaniques, inflammatoires et neurohormonaux (66-71).

2.2.1.1 L’aldostérone et la fibrose cardiaque

L’aldostérone est un minéralocorticoide puissant qui favorise la rétention sodée et
laugmentation de la pression artérielle. Indépendamment des effets indirects de
'angiotensine Il et de l'aldostérone sur la fonction cardiaque au cours de I'IC, effets
résultants de la rétention de sodium, de I'expansion des espaces extra-vasculaires et de
'hypervolémie, des preuves expérimentales et cliniques suggérent que l'aldostérone et
I'angiotensine Il pourraient également jouer un role dans I'hypertrophie cardiaque (72, 73). Il
existe en effet des études montrant que le coceur est équipé d’'une synthese fonctionnelle
d’aldostérone qui pourrait participer a la fiborose myocardique et est régulée par I'angiotensine
Il (74).

Dans le cceur, l'aldostérone agit via les récepteurs minéralocorticoides pour augmenter la
MEC et le dépbt de collagéne. L'aldostérone favorise la fiborose myocardique dans plusieurs
modeles expérimentaux (75, 76). Les formes pathologiques de la géométrie du VG ont été
associées avec des augmentations des concentrations plasmatiques d’aldostérone chez des
patients avec une HTA et un début précoce d’hypertrophie du VG a été décrit chez des
patients avec un aldostéronisme primaire.

La production d’aldostérone est stimulée dans le ventricule humain insuffisant de facon
proportionnelle a la sévérité de I'IC (77). L'angiotensine Il modifie les concentrations
cardiaques d’aldostérone, exercant par conséquent des modifications dans I'accumulation du
collagéne. La production d'aldostérone est également sous le contréle d’autres facteurs

comme le potassium et la corticotrophine, indépendamment de I'angiotensine Il. Ceci suggére
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la possibilité que des variations locales d’aldostérone, méme quand le SRAA est bloqué,

peuvent participer au contréle du turnover de la MEC (75).

2.2.1.2 Les interventions pharmacologiques sur la fibrose cardiaque

La fibrose peut étre réversible, du moins avant la cicatrisation. Les médicaments anti-
fibrotiques comme les inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC), les antagonistes du
récepteur AT1 de l'angiotensine (AATI), les antagonistes de l'aldostérone, et les statines
peuvent jouer un role thérapeutique en augmentant le turnover du collagene myocardique et le

processus de fibrose chez les patients IC (78).

2.2.1.2.1 es antagonistes de I'aldostérone

Des observations expérimentales et cliniques avec la spironolactone, un antagoniste des
récepteurs minéralocorticoides, ont mis en évidence les effets déléteres potentiels de
I'aldostérone sur les structures et fonctions cardiaques.

Dans plusieurs études, la spironolactone s’oppose a I'action de I'aldostérone qui favorise la
fiborose myocardique (75, 76, 79). Une faible dose de spironolactone, sans effet sur la pression
artérielle et peu ou pas deffet sur la masse ventriculaire, peut prévenir de facon sélective
laccumulation du collagéne dans des modéles d’hypertension rénovasculaire et
aldostéronique chez le rat (80).

La fibrose induite par I'aldostérone est présente dans les 2 ventricules et est indépendante des
facteurs hémodynamiques. L'augmentation cardiaque et aortique, liée a I'age, de
'accumulation de la MEC ne peut étre empéchée par les IEC tandis qu’un traitement par
spironolactone peut la prévenir sans affecter la pression artérielle chez des rats ages
normotendus (81).

La densité ventriculaire des récepteurs AT1 est augmentée chez des rats traités pendant un
mois avec de I'aldostérone et un régime haut en sel, cette augmentation étant empéchée par la
spironolactone et le losartan (76).

Les effets cardioprotecteurs de la spironolactone peuvent expliquer les bénéfices sur la survie
d’un traitement anti-aldostérone chez des patients avec une IC chronique sévere évalués dans
'étude Randomized ALdactone Evaluation Study (RALES) (82). Il a été suggéré que
différents mécanismes pouvaient y contribuer. La spironolactone pourrait étre bénéfique car
elle s’oppose aux effets de I'aldostérone comme la rétention sodée, la perte de magnésium et
de potassium, [Iactivation sympathique, [Iinhibition parasympathique, la fonction
barorécepteur, les altérations vasculaires et la compliance artérielle (83-85). La spironolactone
pourrait aussi s'opposer a la fibrose cardiaque favorisée par I'aldostérone (75).
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Dans quelle mesure les effets bénéfiques de I'éplérénone, un antagoniste sélectif des
récepteurs minéralocorticoides, sur la morbi-mortalité chez des patients avec un IDM
compliqué par une IC et une dysfonction du VG, pourraient passer par une amélioration du
remodelage matriciel dans I'étude Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure
Efficacy and Survival Study (EPHESUS) fait I'objet d’'une partie de ce travail (86).

2.2.1.2.2 es autres inhibiteurs du SRAA

Les autres inhibiteurs du SRAA comme les IEC et les AATI préviennent le remodelage et
réduisent la fibrose dans I'hypertrophie cardiaque hypertensive et aprés un IDM, ce qui
contribue probablement de facon importante & leurs bénéfices cliniques (74). Les IEC et les
AATI (mais pas des récepteurs AT2), diminuent le dép6t de collagene dans le cceur chez les
rats spontanément hypertendus.

Les mécanismes cardioprotecteurs de I'action des IEC peuvent étre attribués au blocage local
de la formation d’angiotensine Il, a la dégradation de la bradykinine ou a la libération de NO
et/ou d’eicosanoides. Les IEC diminuent également le dépdt de collagéne dans le coeur des
rats apres un IDM suggérant que ce depb6t de collagéne pourrait étre di en partie a des
mécanismes autres que ceux passant par les récepteurs AT1. Néanmoins, d’autres recherches
sont nécessaires pour résoudre les différents mécanismes impliqués dans I'action des IEC ou
des AATI sur le dép6t de collagene dans le coeur (72).

Dans un modele génétique de rat hypertendu, l'adtration d’'un antagoniste AATI
entrainait la stimulation de la dégradation du collagéne et inversait le processus de fibrose
myocardique (87). Les facteurs produits par les myocytes sont nécessaires a la régulation des
genes du collagénae vitro. L’interaction fibroblastes-myocytes est également indispensable a

la régulation du collagéne produit par I'action de I'angiotensine Il (88). Le blocage des
récepteurs AT1 par le losartan aboutit a I'inhibition de I'expression de l'inhibiteur tissulaire
naturel des métalloprotéinases de type 1 (TIMP-1) et a la stimulation de Il'activité des
collagénases dans le VG de rats spontanément hypertendus (87). Il a été suggéeré que
'angiotensine Il pourrait faciliter la fiborose myocardique chez des rats spontanément
hypertendus en diminuant la dégradation extracellulaire des fibres de collagene par des

collagénases.

2.2.1.2.3 es autres traitements de I'lC

Les autres médicaments comme la digoxine, les béta-bloqyabksg(iants), les agonistes
des récepteurs du TNé&-et les antagonistes de I'endothéline pourraientoexales effets via
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la modulation du turnover de la MEC. Chez des patients présentant une maladie cardiaque
hypertensive, le lisinopril, un IEC, réduit la fiborose myocardique, indépendamment de la
régression de I'hypertrophie du VG (89). Cette action s’accompagnait d’'une amélioration de
la fonction diastolique du VG (89).

L’endothéline 1 semble médier les effets de I'angiotensine Il sur le cceur. Elle est synthétisée
par les cardiomyocytes et les fibroblastes et stimule la synthese des collagénes de type | et llI
(90). Chez des rats avec une IC chronique, le blocage des récepteurs de I'endothéline réduit
'accumulation du collagene dans le VG. Il reste a étudier si un mécanisme similaire s’opere
dans le cceur humain insuffisant.

La figure 4 (76) résume les mécanismes de formation de la fiborose myocardique induite par

I'aldostérone et les médicaments agissant sur ces mécanismes.
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Figure 4 : Mécanismes de formation de la fibrose induite par I'aldostérone dans le coeur

(74)

Modifiée a partir de Delcayre C et Silvestre JS. Cardiovasc Res. 1999.
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2.2.2. LES BIOMARQUEURS DU COLLAGENE DE LA MEC

Les modifications de la géométrie, du volume et de la fonction du VG, conséquences du
remodelage, peuvent étre évaluées par imagerie cardiaque (91, 92). La radiographie
thoracique permet de reconnaitre la silhouette cardiaque et de faire la part de la dilatation des
différentes cavités. L'examen clé de I'évaluation des patients en IC, est I'échocardiographie
Doppler. Elle permet d’estimer les fonctions systoliques et diastoliques du VG, le DC ou

encore d’apprécier le diameétre du VG ...

2.2.2.1 Lafibrose et le turnover de la MEC

Mais si limagerie classique permet d’avoir une approche correcte du remodelage
ventriculaire myocytaire, celui de la MEC ne peut étre a ce jour montré par ce biais.

La fibrose myocardigue est le résultat d’'une augmentation de la synthése des collagénes de
type | et 11l de la MEC par les fibroblastes ou d’une dégradation du collagene extracellulaire
par les métalloprotéinases (MMPSs) inchangée ou diminuée (93, 94). Les fibroblastes altérent
ainsi I'équilibre entre les MMPs et leurs inhibiteurs tissulaires naturels (TIMPS) et favorisent
la fibrose (95). De plus l'activation du SRAA et les concentrations augmentées dg TGF-
vont mobiliser les fibroblastes et stimuler le dépot de la MEC, contribuant a la fibrose et
I'amplification du statut pro-fibrotique (96).

Le turnover de la MEC est influencé par différentes conditions pathologiques comme
linflammation, le stretch ou les phénomenes ischémiques. Des mesures non invasives de ce
turnover au moyen des marqueurs sériques du collagéne de la MEC permettent de surveiller
« a distance » la réparation du tissu cardiaque et la fibrose, a la fois dans les modéles
expérimentaux et dans les conditions cliniques (60, 97-114) telles que I'IC chronique (113,
115) I'IC diastolique (116, 117), l'obésité (118), I'HTA (119), les cardiomyopathies
hypertrophique (120) et diabétique (121), les pathologies de la conduction cardiaque (122), et

chez les patients a risque éleve (123).

2.2.2.2 Les biomarqueurs de la MEC dans I'IC, statut des connaissances

Notre équipe a participé comme laboratoire central pour les biomarqueurs du collagéne dans
plusieurs essais cliniques multicentriques comme OPTIMAAL (The Optimal Trial in
Myocardial Infarctionwith the Angiotensin Il Antagonist Losartan) (124), EPHESUS (86),
RALES (113, 115), RECOVER (Research into Etanercept: CytOkine antagonism in
VEntriculaR dysfunction) (115), CARE-HF (Cardiac Resynchronisation in Heart Failure
Study) (246), CASHMERE (Carotid Atorvastatin Study in Hyperlipidemic post-MEnopausal
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women: a Randomized Evaluation of atorvastatin versus placebo) (125), EVEREST
(Multicenter, Randomized, Double-blind, Placebo-controlled study to Evaluate the Long term
Efficacy and Safety of Oral Tolvaptan Tablets in Subjects Hospitalized with Worsening
Congestive Heart Failure) (126)...

Notre equipe a publié le 29 avril 2009 dans le journal Heart Failure Review un article intitulé :

« Extracellular matrix fibrotic markers in heart failure », qui constitue un rapport de I'état
actuel des connaissances sur les biomarqueurs du collagene de la MEC dans I'lC (127).

Cet article présente les différents biomarqueurs de synthése de dégradation des collagenes de
type | et lll de la MEC (60, 74, 97, 98, 128-134) et justifie l'utilisation de ces biomarqueurs
pour I'évaluation de la fibrose, reflet du remodelage cardiaque, dans différentes conditions
cliniques dont I'IC chronique et a la suite d’'un IDM (60, 74, 86, 97, 98, 115, 128-134). Il
rappelle aussi les résultats probants retrouvés avec ces biomarqueurs utilisés comme critére
pronostique et critere intermédiaire de réponse au traitement de la fibrose par un antagoniste

de l'aldostérone a travers les résultats de I'étude RALES sur les biomarqueurs (113).
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Abstract Given the importance of fibrous tissue in
leading to myocardial dysfunction, non-invasive assess-
ment of fibrosis could prove a clinically useful tool in heart
failure (HF) patients. Biomarkers may be used for early
detection of otherwise subclinical disease, diagnostic
assessment of an acute or chronic clinical syndrome, risk
stratification of patients with a suspected or confirmed
diagnosis, selection of an appropriate therapeutic inter-
vention and monitoring the response to therapy. Extracel-
lular matrix (ECM) biomarkers in HF are promising
biomarkers. They are able to detect early changes in heart
and large vessel structure and function and transition to HF.
High ECM biomarker levels have been associated with
poor outcome. The ability of treatment to reduce myocar-
dial fibrosis in HF patients may be monitored by the
measurement of various serum peptides arising from the
metabolism of collagen types. Biomarkers may be selec-
tively influenced by pharmacological agents.
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Abbreviations
ACE Angiotensin converting enzyme
baPWV  Brachial-ankle pulse wave velocity

BNP Brain natriuretic peptide

CHF Congestive heart failure

DCT Deceleration time of the mitral E wave

ECM Extracellular matrix

HD Patients with Hypertension and type II Diabetes

ICTP Type I pyridinoline cross-linked C-terminal
telopeptide

LV Left ventricular

LVH Left ventricular hypertrophy

LVM Left ventricular mass

LVMI Left ventricular mass index

MMPs  Matrix MetalloProteinases

PICP Procollagen type I C-terminal propeptide

PINP Procollagen type I N-terminal propeptide

PIIINP N terminal type III collagen peptide

SHR Spontaneously hypertensive rats

TIMP Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases

Introduction

Extracellular matrix composition and potential
monitoring by blood biomarkers

Myocytes and fibroblasts are supported by the extracellular

matrix (ECM), which consists of a macromolecular net-
work of fibres. Collagen is the principal structural protein.
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Its synthesis and degradation result from a balance among
ischaemia, stretch, inflammation and biochemical media-
tors. Collagen types I and III are the most abundant in the
myocardium. Type I has a poor specificity, but represents
the majority of cardiac collagen (85%) and confers tensile
strength and resistance to stretch and deformation. Type
III, less abundant but more specific to the heart, confers
resilience [1-3].

Fibrillar collagens within the myocardium are substrates
for matrix metalloproteinases (MMPs). Among the MMPs,
MMP-1 has the highest affinity for fibrillar collagen and
preferentially degrades collagens I and III [3]. MMP-1
accounts for the degradation of up to 40% of the newly
synthesized collagen in different tissues. The net level of
MMP-1 activity is dependent on the relative concentrations
of active enzyme and of a family of naturally occurring
tissue inhibitors of metalloproteinases, namely tissue
inhibitor of matrix metalloproteinases (TIMPs). MMP-1
and TIMP-1 are co-expressed in cardiac fibroblasts and are
tightly regulated for maintaining the architecture of the
ECM [4]. ECM remodelling is an essential process in
cardiac remodelling, hypertensive cardiac hypertrophy,
dilated cardiomyopathy and post-infarction healing [5].
CITP is a pyridinoline—cross-linked telopeptide produced
as a result of the hydrolysis of collagen type I fibrils by
matrix metalloproteinase-1 and is a marker of collagen type
I degradation [5].

Changes in ECM matrix turnover may lead to cardiac
fibrosis. Cardiac fibrosis is a major determinant of diastolic
dysfunction and pumping capacity, and it may provide the
structural substrate for arrhythmogenecity, thus potentially
contributing to the progression of congestive heart failure
(CHF) and to sudden death. The proliferation, the pheno-
typic transformation and/or the stimulation of activity of
fibroblasts are associated with variations in MMPs
expression and are important processes of ventricular
remodelling in the pathophysiology of hypertension,
myocardial infarction and heart failure (HF).

Given the importance of fibrous tissue in leading to
myocardial dysfunction and failure, non-invasive assess-
ment of fibrosis could prove a clinically useful tool, par-
ticularly given the potential for cardioprotective and
cardioreparative pharmacological strategies. Evaluation of
cardiac collagen turnover by measurement of biological
markers is a useful tool for monitoring “at a distance”
cardiac tissue repair and fibrosis [6], both in experimental
models [5] and in clinical conditions. The measurement of
various serum peptides arising from the metabolism of
collagen types I and III may provide information on the
extent of myocardial fibrosis [7]. Since procollagen type I
C-terminal propeptide (PICP) and aminoterminal propep-
tides of type-I procollagen (PINP), and N-terminal type III
collagen peptide (PIIINP) are released with collagen type I
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Fig. 1 Diagrammatic representation of the origin and destination of
fibrillar collagen-derived peptides. PICP procollagen type I carboxy-
terminal propeptide, PINP procollagen type I amino-terminal propep-
tide, CITP collagen type I cross-linked carboxy-terminal telopeptide,
PIIICP procollagen type III carboxy-terminal propeptide, PIIINP
procollagen type III amino-terminal propeptide

or III molecules in a stoichiometric manner during collagen
biosynthesis, they are considered as markers of this process
(Fig. 1) [6, 8, 9].

These markers are not specific to the myocardium. In
particular, hypertension and diabetes affect various organs,
especially vascular tissues, from which procollagen frag-
ments could be released. However, Querejeta et al. [10]
showed a correlation between myocardial collagen content
and serum concentration of PICP in hypertension. More
recently, they have demonstrated that serum PICP was
secreted by the heart through the coronary sinus in patients
with hypertensive heart disease [11]. The PIP/CITP ratio,
an index of coupling between the synthesis and degradation
of collagen type I, was found to be higher in hypertensive
patients with increased collagen accumulation in myocar-
dial tissue than in those with normal collagen accumulation
[12]. Thus, the PICP/CITP serum levels ratio serves as a
serum marker of myocardial collagen accumulation. In
patients with dilated cardiomyopathy, Izawa et al. [13]
demonstrated that both collagen volume fraction and the
abundance of collagen types I and III mRNAs in the LV
myocardium were higher in the patients with an increased
PICP/CITP serum level ratio than in those with a lower
PIP/CITP ratio. This is a direct evidence linking serum
ECM markers to the heart ECM content, thus providing
rationale for their use as potentially useful biomarkers of
ECM remodelling in cardiac disease. Furthermore, in order
to explore the potential usefulness of the MMP-1:TIMP-1
serum levels’ ratio as a marker of myocardial collagen
degradation, myocardial expression of MMP-1 and its
tissue inhibitor MMP (TIMP-1) and the amount and dis-
tribution of fibrillar collagen deposits have been assessed
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concomitantly to measurements of the serum levels of
MMP-1 and TIMP-1 in the same patients with hyperten-
sion. The values of MMP-1 and TIMP-1 in coronary sinus
blood were higher than in peripheral vein blood in hyper-
tensive patients, but not in normotensive subjects. In
addition, direct correlations were found between MMP-1
and TIMP-1 in coronary sinus blood and peripheral vein
blood in all hypertensive patients. The authors did not
report on associations between serological markers and
myocardial expression of MMP-1 and TIMP-1 or the
amount and distribution of fibrillar collagen [14].

Pathophysiology of ECM remodelling in hypertension
and HF

Changes in the composition of cardiac tissue develop in
hypertensive patients with left ventricular hypertrophy
(LVH, i.e., hypertensive heart disease) and in HF patients
and lead to structural remodelling of the myocardium. One
of these changes is related to the disruption of the equi-
librium between the synthesis and degradation of collagen
types I and III molecules, which results in an excessive
accumulation of collagen types I and III fibres within the
myocardium. Myocardial fibrosis is the consequence of a
number of pathologic processes mediated by mechanical,
neurohormonal and cytokine routes. The clinical relevance
of fibrosis is that it may contribute to HF and other cardiac
complications in patients with hypertensive heart disease
[15]. A number of investigators have used serological
markers of collagen turnover to address myocardial fibrosis
in spontaneously hypertensive rats (SHR) [16, 17] and in
patients with essential hypertension [5, 18] with LVH.
Serum concentrations of PICP, a marker of collagen type I
synthesis, were higher in each setting of hypertensive heart
disease, and there was a direct correlation between histo-
logical evidence of myocardial fibrosis and serum PICP in
SHR and hypertensive patients. In experimental models of
HF, mechanical load increases collagen synthesis by
fibroblasts, as indicated by an increase in procollagen type
IIT mRNA [19-21]. Findings from a number of experi-
mental and clinical studies suggest an initial inhibition of
MMP activity, during pressure overload hypertrophy.
However, over time, it has been shown in SHRs that MMP
levels and activity increase within the myocardium and this
is associated with development of left ventricular (LV)
dilation and failure.

Nakahara et al. [22] showed that serum PIIINP con-
centration was significantly correlated with relative wall
thickness in hypertensive patients with LVH. Interestingly,
despite the fact that the eccentric and concentric LVH
subgroups showed no differences in relation to LV mass
index or brain-type natriuretic peptide, the serum PIIINP

concentration was significantly higher in the concentric
hypertrophy group than in the essential hypertension group.
They suggested that aldosterone, which blood concentra-
tions were associated with PIIINP, may be the cause of
eccentric hypertrophy by promoting cardiac fibrosis.

The pathophysiology of diastolic HF is poorly under-
stood. One potential explanation is an active fibrotic pro-
cess that produces increased ventricular stiffness, which
compromises filling. Experimental and clinical data have
demonstrated serological and morphometric evidence of
increased myocardial fibrosis in hypertensive patients with
diastolic HF. Ahmed et al. [23] have demonstrated an
association between elevated levels of tissue inhibitor of
MMP (TIMP)-1 and diastolic dysfunction.

The results of a recent study [24] provide further
information on collagen metabolism in patients with
asymptomatic diastolic dysfunction. Elevated levels of
PICP and PIIINP and a trend towards an increase in PINP
levels indicate increased collagen synthesis in diastolic HF.
In addition, elevated serum levels of ICTP, MMP-2 and
MMP-9 suggest increased degradation of myocardial col-
lagen and other components of the ECM. Furthermore,
greater collagen turnover is seen in more severe phases of
diastolic dysfunction, which suggests a direct relationship
between diastolic dysfunction and collagen excess.

Plasma TIMP-1 was significantly elevated in another
hypertensive cohort as were ICTP and PICP. TIMP-1 was
significantly elevated in patients with diastolic dysfunction
and correlated with markers of diastolic filling, namely E:A
ratio and E Dec. A plasma TIMP-1 level of >500 ng/ml
had a specificity of 97% and a positive predictive value of
96% in predicting diastolic dysfunction [25].

Structural components within the arterial wall, mainly
collagen and elastin, are considered to be major determi-
nants of arterial stiffness. Thus, quantitative and qualitative
alterations of collagen and elastin fibres are involved in
arterial stiffening that is associated with the ageing process
and disease states such as hypertension, diabetes, athero-
sclerosis and chronic renal failure [26]. Arterial stiffness
may involve ECM collagen metabolism. In high-risk older
hypertensive patients, Ishikawa et al. [27] evaluated the
association between collagen metabolism markers and
brachial-ankle pulse wave velocity (baPWV) as a measure
of arterial stiffness, in older hypertensive patients with
LVH. BaPWV was correlated with the plasma level of
PICP and ICTP and the total TIMP-1/MMP-1 ratio, an
index of collagen turnover. BaPWV was negatively cor-
related with the E/A ratio of LV inflow but not with left
ventricular mass index (LVMI). The measures of hyper-
tensive heart disease, such as the E/A ratio, deceleration
time of the mitral E wave (DCT) or LVMI were not cor-
related with any collagen markers in this study. In multiple
regression analysis adjusted for confounding factors such
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as age, sex, pulse pressure, mean blood pressure, pulse rate,
LVMI, E/A ratio and DCT, the positive correlation
between baPWV and total TIMP-1/MMP-1 ratio remained
significant.

Pathophysiology of ECM remodelling in myocardial
ischaemia and post-infarction cardiac healing
and remodelling

Collagen-I is generally involved in thick collagen fibres
showing numerous cross-links and associated with high
tensile strength, whereas collagen-III is mainly observed in
much thinner and elastic fibres [28]. Collagen-I is, there-
fore, more efficient for structural support and is much more
abundant in the healthy heart, as well as in the mature
infarct scar [28, 29]. In contrast, collagen-III seems to be the
main component of “reactive” ischaemic-related fibrosis,
since it can be synthesized in a more rapid and reactive way
and could play an important role in the development of new
areas of myocardial fibrosis in different clinical settings.
Synthesis of collagen-III has been shown to be predomi-
nantly enhanced in ischaemic cardiomyopathies where an
enhanced collagen-III synthesis is observed within viable
myocardium, outside infarct areas [28].

We have investigated whether serum markers of collagen
synthesis or degradation indicate signs of active remodel-
ling in chronic coronary artery disease (CAD) patients with
exercise-SPECT-ischaemia despite current medications.
Exercise ischaemia was associated with increased collagen-
I turnover, independently of concomitant medications and
even when LV ejection fraction is normal. We suggest that
active ischaemia may promote cardiac fibrosis which may
relate to chronic adverse cardiac remodelling in CAD and
play a role in ischaemic cardiomyopathy [30].

In the post-myocardial infarction heart, there is a time-
dependent damage to myocytes and ECM in the infarct
zone, followed by gradual reparation with fibrosis. The
non-infarct zone exhibits reactive hypertrophy, interstitial
fibrosis and increased collagen, leading to cardiac dys-
function and progressive dilation. Therefore, in such
pathological conditions, ECM remodelling may lead to
myocardial fibrosis and has deleterious effects on pumping
capacity and diastolic function. After myocardial infarction
[28], new collagen is mostly thin type III, whereas sub-
sequent collagen maturation involves a conversion to thick
type I that provides an increased resistance to distension.
Synthesis of collagen-III has been shown to be enhanced in
the days following an acute myocardial infarction [31, 32],
especially when revascularization is unsuccessful [31].

Available evidence supports differential time-dependent
ECM degradation after acute myocardial infarction. Very
early after MI (first 24 h), collagen degradation clearly
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exceeds synthesis as shown by increased MMP1 [29]. In
the later stages after MI (2 weeks to 1 year or more)
healing and scarring processes to actively repair the dam-
aged site [28, 33] exceed ECM degradation, as shown by
decreased MMP and increased TIMP or decreased MMP/
TIMP ratio [29, 33].

Do ECM biomarkers add new diagnostic/prognostic
information?

The main criterion with regard to the potential clinical
value of a candidate biomarker is the consistency and
strength of the association between the biomarker and the
outcome or disease of interest, and the extent to which it is
an improvement on (either adding to or replacing) estab-
lished tools.

Contrary to what has been reported in patients with HF
[2, 34] as well as in patients with myocardial infarction,
there is no report on associations between ECM biomarkers
and clinical outcome in hypertensive patients. However,
consistent findings have been reported from multiple
studies that utilize prospectively collected samples among
patients with well-characterized clinical phenotypes. Bio-
markers were found to be independently associated with
various phenotypes with established association with the
risk of clinical events.

Hypertension, LVH and transition to HF

In hypertension, it has been suggested that excessive col-
lagen deposition causes stiffness of the heart during the
chronic phase of hypertrophy, especially during the transi-
tion to HF and subsequent altered cardiac function (Fig. 2).
In spontaneously hypertensive HF (SHHF) rats [35] colla-
gen mRNA levels were elevated compared to age-matched
controls, but collagen volume fraction was elevated only
in 13-month-old SHHFs. Only MMP-2 mRNA levels
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Fig. 2 Schematic diagram of the possible involvement of cardiac
fibrosis in hypertensive heart disease and cardiac failure
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increased significantly with HF. However, MMP-2 and
MMP-9 zymographic activity, and MMP-13 protein levels
increased. TIMP-1 and TIMP-2 mRNA and protein levels
increased, and TIMP-4 protein levels decreased. In another
study in SHHF types I and III collagen levels were mea-
sured at 2 and 8 months, and at CHF. type I collagen levels
increased while type III levels decreased in the SHHF rats in
CHEF relative to the age-matched controls [36].

In patients with hypertension, in a number of studies
there is consistent evidence of increased collagen synthesis
and inhibition of degradation resulting in fibrosis. In a
study examining myocardial fibrosis in relation to blood
pressure, left ventricular mass (LVM) and diastolic func-
tion, compared with the normotensive group, PICP was
elevated and LV diastolic function was impaired in the
hypertensive groups, with little difference between patients
with and without LVH. PICP related to blood pressure, and
a number of LV filling parameters, but not to LVM.
Therefore, it appears that myocardial fibrotic markers are
raised in hypertension before LVH develops and are
associated with diastolic dysfunction [37].

The presence of HF in hypertensive patients has been
attributed to isolated diastolic LV dysfunction caused by
changes in myocardial relaxation and stiffness. In these
patients, accumulation of fibrillar collagens is shown to
lead to increased stiffness and abnormal cardiac function.
In addition, perivascular accumulation of collagen fibres
may impair the vasodilator capacity of the intramyocardial
coronary arteries and contribute to impaired coronary flow
reserve seen in the hypertensive heart. Non-invasive
monitoring of myocardial fibrosis by use of serological
markers of collagen types I and III turnover provides
indirect diagnostic information on the extent and the ability
of antihypertensive treatment to reduce myocardial fibrosis.
Poulsen et al. [38] reported a significant association
between serum PIINP and reduced LV longitudinal con-
tractility as assessed by tissue Doppler echocardiography
mean strain. Lopez et al. [14] have shown that the pattern
of collagen deposits and the balance of the MMP-1/TIMP-1
system are different in the myocardium of systolic HF and
diastolic HF hypertensive patients. An excess of MMP-1
relative to TIMP-1 was present in the myocardium of
systolic HF hypertensive compared with diastolic HF
hypertensive patients while up-regulated expression of
MMP-1 is detected at both the cardiomyocyte and the
interstitial levels in systolic HF hypertensive patients.
Increased serum MMP-1:TIMP-1 ratio was associated with
LV dilatation and systolic dysfunction.

Patients with high CV risk

Patients with both arterial hypertension and diabetes have a
high risk of HF. Whether these patients have changes in

cardiac ECM has not been studied previously. We compared
blood markers of collagen turnover among patients with
CHF, patients with hypertension and type II diabetes (HD)
and healthy individuals. Measurements were performed in
239 CHF patients; 64 HD patients and 92 healthy subjects.
We showed by adjusted ANOVA that PIIINP levels were
significantly higher in CHF and HD patients than in controls,
and higher in CHF patients than in HD patients. MMP-1
levels were significantly lower in CHF and HD patients than
in controls. Collagen type I markers (PICP and PINP) were
not influenced by CHF, but were lower in HD patients as
compared to controls (P < 0.05 for all comparisons).

Therefore, in HF, markers of cardiac collagen synthesis
are increased and markers of degradation are decreased,
potentially contributing to cardiac fibrosis and thus to poor
outcome. Changes in collagen turnover may also occur
early in the disease process in high-risk patients before HF
is clinically detectable [39].

Obesity

Obesity is an independent predictor of LVM and is asso-
ciated with disturbances in cardiac structure. We assessed
the differential impact of insulin resistance, leptin and body
composition on myocardial mass and serum markers of
cardiac fibrosis in obese subjects, without cardiovascular
disease, hypertension, cardiac hypertrophy or diabetes [40].
We found that serum levels of markers of cardiac collagen
synthesis were significantly associated with insulin resis-
tance and not related to the LVM. Therefore, it is suggested
that PIIINP could be a very early marker of ventricular
dysfunction in these patients.

HF with systolic dysfunction

Synthesis of collagen III has been shown to be predomi-
nantly enhanced in severe and/or uncompensated cardio-
myopathy of various origins [41, 42]. In 1,009 patients with
CHF enrolled in the Research into Etanercept CytOkine
Antagonism in VentriculaR dysfunction (RECOVER) trial,
a multivariable analysis adjusted for clinical correlates
(age, sex, NYHA class, heart rate, beta-blocker use,
ischaemic etiology), revealed that PIIINP (P = 0.03) and
MMP-1 (P = 0.048) had a negative association with
exercise capacity assessed with the 6-min walk test,
accounting for 28% of variance in the model, PIIINP
(P =0.001) also independently predicted survival and
event-free survival [43]. Importantly, a positive correlation
was detected between the ECM and inflammatory markers
(PIIINP to IL-18, MMP-1 and TIMP-1 to CRP, TIMP-1 to
IL-18, MMP-1 to IL-10). PIIINP was the only biomarker
independently associated with death and CHF hospitaliza-
tion, which is consistent with results from a previous
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similar study [34]. Also, in the adjusted multivariable
model including all biomarkers, PIIINP (P = .03) and
MMP-1 (P = .048) were independent predictors of 6-min
walk test, a measure of functional capacity and disease
severity. The independent associations of ECM functional
capacity and PIIINP with CHF morbi-mortality suggest
that excessive ECM turnover may be associated with
functional capacity deterioration and poor outcome.

Myocardial infarction

The effect of remodelling on cardiac general structure and
function may be assessed by cardiac imaging (ultrasound
and magnetic resonance imagine) and by measuring brain
natriuretic peptide (BNP). However, the extent to which
the remodelling is a consequence of changes in tissue
structure (i.e., ECM synthesis or degradation) cannot be
assessed by classical cardiac imaging. In a substudy of
EPHESUS, which evaluated the effects of the selective
aldosterone-receptor antagonist eplerenone versus placebo,
serum levels of collagen biomarkers were measured in 476
patients with CHF following AMI complicated with
LVSD. Baseline collagen biomarkers were correlated with
serum BNP and hs-CRP (P < 0.0001). Important changes
in biomarkers levels occurred within the first month post-
AMI. PINP levels increased significantly from baseline to
month 1 (P < 0.0001) and declined modestly thereafter.
The overall profile was similar for PIIINP, but remained
above baseline through to month 9. At baseline, ICTP
levels were significantly higher than reference levels, There
was a sustained and statistically significant fall in ICTP
levels from baseline to month 1 (P < 0.0001) and sub-
sequent stabilization at levels slightly lower (5.3 £ 2.8 ng/
ml) than the upper reference value (5.6 ng/ml) through
month 9 [44]. In other recent studies, ICTP levels were
reported to increase in the 10 days following acute MI [45].
High baseline levels of ICTP of 6.9 £+ 3.6 ng/ml in post-
MI patients were associated with LV remodelling [46].
Serum levels of collagen type I telopeptide (ICTP) were
strongly associated with long-term outcome independently
from BNP levels. Risks for all-cause death and cardio-
vascular death increased by 17 and 21% (P = 0.035 and
P = 0.017, respectively), with each increment of 2 ng/ml
in baseline ICTP levels.

Arrhythmias and sudden death

Ventricular arrhythmias are the main cause of sudden
cardiac death. Intracardiac strain, myocardial and ECCM
remodelling and subsequent myocardial fibrosis are
involved in arrhythmia pathogenesis. We have investigated
the relationship between cardiac fibrosis, BNP, inflamma-
tion [high sensitivity [hs, #42]-C-reactive protein] serum
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markers, and the incidence of ventricular tachycardia (VT)
in implantable cardioverter—defibrillators (ICD) recipients
in 121 patients implanted for spontaneous sustained VT
and a prior history of myocardial infarction [47]. In a
multivariate analysis, an LV ejection fraction <0.35, an
increased serum BNP, hs-C-reactive protein, PINP and a
decreased PIIINP were associated with a higher VT inci-
dence. However, despite a sound rationale for a patho-
physiological role of cardiac fibrosis in VT as well as atrial
arrhythmias, there is little clinical data on the relationship
between ECM biomarkers and arrhythmias.

May ECM biomarkers help monitor the effects
of treatment?

The ability of antihypertensive and HF treatment to reduce
myocardial fibrosis may be monitored by the measurement
of various serum peptides arising from the metabolism of
collagen types [7].

Angiotensin converting enzyme inhibitors
and angiotensin receptor blockers

Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibition has been
shown to prevent collagen deposition and fibrosis in
experimental studies [48]. Together with decreased colla-
gen synthesis, proMMPl and MMP-1 activity also
decreased as the result of the effects of ACE inhibition,
probably in relation to decreased ECM turnover [49].

Blockade of the angiotensin II type 1 receptor has been
shown to be associated with inhibition of collagen type I
synthesis and regression of myocardial fibrosis in hyper-
tensive patients. In a study comparing losartan to amlo-
dipine, losartan-treated patients, biopsy-proven myocardial
fibrosis decreased concomitantly to the reduction in serum
procollagen type I peptides. Neither collagen volume
fraction nor serum procollagen type I peptides changed
significantly in amlodipine-treated patients. These results
further suggest that the ability of antihypertensive treat-
ment to regress fibrosis in hypertensives is independent of
its antihypertensive efficacy [7].

A substudy of the LIFE trial compared the effects of an
angiotensin II receptor antagonist with a beta-blocker on
myocardial collagen volume (assessed by echoreflectivity
and serum collagen markers) in 219 hypertensive patients
with echocardiographically documented LVH. Echore-
flectivity, previously shown to correlate directly with col-
lagen volume fraction on endomyocardial biopsies, was
measured concomitantly with serum markers of collagen
synthesis (PICP, PIIINP) or degradation (ICTP) as sec-
ondary outcome variables. Losartan but not atenolol was
associated with an increased echoreflectivity. Collagen
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markers also changed in the direction of decreased collagen
in patients receiving losartan, but differences between
groups were not statistically significant [50].

In another small trial (SILVHIA), patients with hyper-
tensive LVH, irbesartan and atenolol reduced PICP simi-
larly. Only in the irbesartan group did changes in PICP
relate to changes in isovolumic relaxation time, and LVM.
The findings with irbesartan suggest a role for angiotensin
IT in the control of myocardial fibrosis and diastolic func-
tion in patients with hypertension with LVH [37].

In CHF patients, there is no clinical report so far of the
effects of ACE inhibitors or angiotensin receptor blockers
on ECM biomarkers.

Beta-blocker therapy

Despite evidence of the involvement of the sympathetic
system in LVH, cardiac remodelling and fibrosis [51], there
is little information on the effects of beta-blocker therapy
on the prevention of cardiac fibrosis in experimental
models or clinical studies of hypertension, HF or MI. In
hypertension studies with ACE inhibitors or angiotensin
receptor blockers reported here above, a beta-blocker was
commonly used as a control treatment and was not asso-
ciated to significant anti-fibrotic effect. However, beta-
blockers may differ as to their pharmacological effects.
Third generation vasodilating beta-blocker celiprolol used
at subdepressor doses significantly decreased perivascular
fibrosis, myocardial fibrosis and type I collagen mRNA and
improved myocardial remodelling in DOCA-salt hyper-
tensive rats. This was related to increased eNOS expression
in the left ventricle [52].

In an established LVH rat model of supravalvular aortic
banding and cardiac fibroblasts, treatment with carvediolol,
another vasodilating beta-blocker, but not metoprolol nor
prazosin, was accompanied by a decrease in laminin,
fibronectin, collagen I and III in vivo, irrespective of LVH.
The effects of carvedilol may be due to the antiproliferative
or antioxidative properties of this unselective beta-adren-
ergic receptor antagonist. These changes of the ECM rep-
resent a new mechanism of carvedilol that may contribute
to the observed beneficial effects in CHF [53].

Using a rat model of MI, induced by left coronary liga-
tion, the effects of 11 weeks of therapy with oral carvedilol,
metoprolol or captopril were compared. At equivalent beta-
adrenoceptor blocking doses, carvedilol, but not metoprolol,
attenuated the increase in collagen content in non-infarcted
regions and its effect was similar to captopril [54].

Aldosterone antagonists

Aldosterone has been shown to promote cardiac fibrosis in
experimental models and in men [55, 56]. Aldosterone

antagonists may have beneficial effects on LVH in hyper-
tensive patients [57]. In a small number of patients with
essential hypertension treated with spironolactone and an
ACE inhibitor for 24 weeks, both blood pressure and
serum PIIINP levels were significantly decreased by
treatment. There was a statistical significant correlation
between the changes in LVMI and those in PIIINP. The
results suggest that spironolactone limits cardiac collagen
turnover in patients with high baseline PIIINP levels.
Larger studies may provide definitive evidence for the
involvement of aldosterone in LVH in patients with
abnormally high PIIINP levels [58].

A sample of 261 patients from the Randomized Aldac-
tone Evaluation Study (RALES) were randomized to pla-
cebo or spironolactone (12.5 to 50 mg daily). At 6 months,
serum PICP and PIIINP markers decreased in the spiro-
nolactone group but remained unchanged in the placebo
group. The spironolactone effect on outcome was signifi-
cant only in patients with above-median baseline levels of
markers. These results suggest that limitation of the
excessive ECM turnover may be one of the various
extrarenal mechanisms contributing to the beneficial effect
of spironolactone in patients with CHF [34].

More recently, Izawa et al. [13] investigated the effects
of spironolactone in patients with dilated cardiomyopathy.
The patients were divided into two groups on the basis of
the serum PIP/CITP ratio (<35, group A, n = 12; >35,
group B, n = 13), an index of myocardial collagen accu-
mulation. LV diastolic chamber stiffness, the collagen
volume fraction and abundance of collagen types I and III
mRNAs in biopsy tissue were greater, and the LV early
diastolic strain rate (tissue Doppler echocardiography) was
smaller in group B than in group A at baseline. These
differences and the difference in PIP/CITP were greatly
reduced after treatment of patients in group B with spiro-
nolactone, with treatment having no effect on these
parameters in group A. The collagen volume fraction was
significantly correlated with PIP/CITP, LV early diastolic
strain rate and LV diastolic chamber stiffness for all
patients before and after treatment with spironolactone.
Therefore, spironolactone ameliorated LV diastolic dys-
function and reduced chamber stiffness in association with
regression of myocardial fibrosis in mildly symptomatic
patients with DCM. Interestingly, these effects appeared
limited, however, to patients with increased myocardial
collagen accumulation.

In summary, it appears that a particularly important
determinant for the therapeutic benefit of mineralocorticoid
receptor antagonists seems to be their ability to prevent and
reverse cardiac fibrosis. Mineralocorticoid receptor antag-
onists improve clinical outcome only in HF patients with
high cardiac collagen deposition, whereas patient prognosis
correlates with the extent by which cardiac collagen levels
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are reduced. This raises the interesting hypothesis that
patients most likely to benefit from mineralocorticoid
receptor antagonists may be screened by the measurement
of ECM biomarkers [2, 59].

In patients with AMI, Hayashi et al. [60] demonstrated
that aldosterone was extracted through the infarct heart and
extracting aldosterone-stimulated post-infarct LV remod-
elling. They randomized 134 patients with first anterior
acute myocardial infarction to receive potassium canreno-
ate (the active metabolite of spironolactone) on top of an
ACE inhibitor or control treatment. LV ejection fraction
was significantly improved and LV end-diastolic volume
dilatation was significantly suppressed in the aldosterone
antagonist group compared with the control group. Tran-
scardiac extraction of aldosterone through the heart was
significantly suppressed and plasma PIIINP level was sig-
nificantly lower in the aldosterone antagonist group. The
authors suggest that aldosterone antagonist therapy, com-
bined with ACE inhibitor, can prevent post-infarct LV
remodelling better than ACE inhibitor alone in association
with the suppression of a marker of collagen synthesis.

In a substudy of EPHESUS, important changes in bio-
markers levels occurred within the first month post-AMI
and were blunted with the use of eplerenone and remained
lower in the eplerenone than the placebo group throughout
long-term follow-up implying that treatment with eplere-
none suppresses collagen turnover [44]. Therefore, the
results of this substudy with eplerenone are consistent with
and extend the results of previous experimental and clinical
observations with aldosterone antagonists in HF and post-
AMI, and suggest that the effect of aldosterone receptor
blockade on ECM remodelling may contribute to the
clinical benefits of this therapy.

Statins

In DOCA-salt hypertensive rats, rosuvastatin attenuated
hypertension-induced cardiovascular remodelling without
affecting blood pressure [61]. In this way, statins could
favourably modify the relation between contractile and
interstitial myocardial tissues, which may improve elas-
ticity of myocardium and diastolic filling. However, there
is no clinical report of statin affecting cardiac fibrosis. In
one recent study, atorvastatin decreased serum N-terminal
telopeptide of type I collagen in patients with hypercho-
lesterolemia, which was interpreted as the result of
potentially beneficial effects on bone metabolism [62],
which could as well have been related to an effect on
cardiovascular ECM. This particular study points out to the
non-specificity limitation of serum ECM biomarkers. In
another study [63] valsartan/simvastatin combination did
not alter fibrosis markers, as compared to valsartan in
patients with hyperlipidemia and hypertension.
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Limitations of the use of ECM biomarkers in
cardiovascular disease

A thorough understanding of the pathobiology of a putative
novel marker is not essential to the establishment of its
diagnostic or prognostic performance. However, patho-
physiological information may be very useful in providing
support for the validity of the clinical and epidemiological
observations. Indeed, besides cardiovascular remodelling,
any pathophysiological condition involving ECM remod-
elling (including pregnancy, cancer, infectious diseases,
inflammatory connective disease, kidney disease, bone
disorders, etc.) alters MMP/TIMP circulating levels [64].
Similarly, altered collagen peptides circulating levels have
been reported in patients presenting with cancer, bone
diseases, liver diseases and inflammatory connective dis-
eases [65]. It appears thus of the paramount importance to
take care of these potentially confounding conditions
before evaluating the usefulness of such biomarkers at an
individual or epidemiological level. Additionally, preana-
lytical potential pitfalls should be taken into account, since
for example serum and plasma MMP-9 levels significantly
differ, the former being higher because of the release of
MMP-9 by polymorphonuclears during the blood clotting
[66]. Another potential drawback is the influence of long-
term freezing storage in cohorts, which has not been sys-
tematically assessed so far. Additionally, the anticoagulant
used to sample blood may also alter MMP/TIMP plasma
levels [67]. At the analytical level, as pointed out by
Zucker [68], among the difficulties in comparing results
using different commercial ELISA kits is the absence of
individual purified MMP standards for use in producing
calibration curves. Similarly, quantifying MMP/TIMP as
well as collagen fragments measurements can give differ-
ent absolute results depending on the specific antibody
combinations employed in the assay kit [68, 69]. It appears
thus crucial to define standardized procedures before
translating these experimental biomarkers into clinical
practice.

Conclusion

Given the importance of fibrous tissue in leading to
myocardial dysfunction and failure in hypertensive heart
disease, non-invasive assessment of fibrosis could prove a
clinically useful tool. Characterization of patients
according to the severity of cardiac fibrosis, as assessed
by ECM biomarkers, may prove useful for selecting
appropriate drug regimen. The available data set the stage
for large and long-term trials to definitively validate this
approach.
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2.3. ASYNCHRONISME ET FIBROSE

2.3.1. L'ASYNCHRONISME

Chez les individus sains, l'activité électrique du cceur est initiée au niveau du nceud sinusal
[localisé a la jonction entre la veine cave supérieure et l'oreillette droite (OD)]. Le signal
électrique s’étend du noeud sinusal vers les 2 oreillettes les amenant a se contracter et a
expulser le sang dans les ventricules. L'onde de dépolarisation se propage alors vers le nceud
auriculo-ventriculaire (AV) a la partie basse de I'OD, puis vers les ventricules par
I'intermédiaire du faisceau de His. Le faisceau de His se divise en deux branches, une pour
chaque ventricule. La fonction de ces branches gauche et droite du faisceau de His est de
conduire les impulsions électriques et de les distribuer de telle facon que la contraction du
muscle cardiague soit efficace et coordonnée (135). Cette contraction coordonnée est
nécessaire a la capacité des ventricules a pomper efficacement le sang.

Quand une branche est |ésée, par exemple au cours d'un IDM ou a cause d'une cardiopathie
sous-jacente, cela peut entrainer une modification de la conduction de l'activité électrique
cardiaque, I'impulsion électrique ne pouvant plus se propager le long de la branche Iésée.

Un trouble de la conduction cardiaque dont le blocage est situé sur une des branches du
faisceau de His est appelé bloc de branche. Lorsqu’il y a un retard dans la transmission du
signal électrique par les branches gauches, ceci entraine un bloc de branche gauche (BBG),
plus fréquent chez les patients ayant une fonction systoligue du VG détériorée [avec une
fraction d’éjection du VG (FEVG) < 50 %] (136) et une IC modérée a sévere (137).

Comme le signal électrique vers le VG est retardé, le ventricule droit (VD) commence sa
contraction une fraction de seconde avant le gauche, au lieu de la faire simultanément. Le
délai dans l'activation électrique ventriculaire peut causer une contraction ventriculaire
anormale, appelée asynchronisme.

L’asynchronisme peut siéger a trois niveaux: entre les oreillettes et les ventricules, au niveau
interventriculaire et au niveau intraventriculaire gauche (135, 138, 139).

L’asynchronisme AV peut étre lié a une dysfonction du nceud sinusal et/ou du nceud AV qui
conduit a un délai d’activation entre les oreillettes et les ventricules. Ceci est responsable
d'une insuffisance mitrale en fin de diastole et d'un raccourcissement du temps de
remplissage ventriculaire lié a la simultanéité entre la systole auriculaire et le remplissage

passif précoce, ce qui conduit & une réduction du volume éjecté (135).
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L’asynchronisme interventriculaire correspond au délai entre le début de la contraction du VG
et de la contraction du VD. L'asynchronisme intraventriculaire se rencontre lorsque certaines
zones du myocarde sont activées de fagon précoce tandis que d’autres le sont de facon tardive
(140).

Le retard de conduction interventriculaire a été identifié¢ comme un facteur de mauvais
pronostic (137).

Le type d’asynchronisme contribuant le plus a la sévérité de l'insuffisance cardiaque n’est pas

encore défini.

L’asynchronisme ventriculaire est souvent repéré a 'ECG par un complexe QRS large. Chez
environ 30 % des patients avec une IC congestive, une conduction électrique anormale est
notée sur 'lECG avec un élargissement du QRS qui est égal ou supérieur a 120 ms (139), ce

qui est un facteur de mauvais pronostic (141, 142).

Par ailleurs, il faut noter que 35 % des patients avec BBG n'ont pas d’asynchronisme
interventriculaire et que 20 % n’ont pas d’asynchronisme intraventriculaire (143).
Dans le cadre de I'IC congestive, les conséquences de I'anomalie électromécanique sont:

» une anomalie du remplissage ventriculaire : le délai AV prolongé peut signifier que la
période de remplissage diastolique est abrégée, ce qui limite ensuite le volume
diastolique net

e une réduction du débit systolique du VG

» et une aggravation de la régurgitation mitrale : un délai AV trop long impliquerait que
la valve cardiague serait souvent en position semi-ouverte quand la systole
ventriculaire commence, ce qui aurait pour résultat une régurgitation mitrale pre-
systolique (144, 145).

2.3.2. LA RELATION AVEC LA FIBROSE

Des études sur des échantillons de biopsies myocardiques ont montré que la fibrose était 'une
des caractéristiques majeures du remodelage dans les maladies de la conduction cardiaque.
Elles ont également établi une relation entre I'accumulation des fibrilles de collagene et le
ralentissement de la conduction dans cette pathologie (146). Les maladies de la conduction
cardiaque sont les causes les plus communes de blocs AV permanents chez l'adulte. Le
processus physiopathologique de cette maladie est caractérisé par une perte lente et
progressive de la conduction fibreuse et une fibrose (146).

L’activation asynchrone ventriculaire entraine également une dilatation du VG et une

réduction de la fraction d'éjection (FE) ainsi qu’'une redistribution du flux sanguin

45



myocardique par plusieurs voies, y compris des modifications de la composition du tissu
myocardique (138, 147, 148)a perte de myocytes due a des mécanismes apoptotique et
nécrotique est suivie par une fibrose de remplacement, aboutissant a une isolation électrique
des myocytes et l'introduction de voies alternatives de conduction pour des arythmies. Les
différents temps d’activation entre les zones myocardiques sont lies a des zones de fibrose
interstitielle (notamment en post-infarctus) qui rendent la propagation de I'influx électrique
hétérogene (140).

L’accumulation de tissu fibreux est une des caractéristiques essentielles des changements
défavorables de la structure du tissu cardiaque. Plusieurs études ont montré qu’une fibrose
myocardique histologiquement prouvée était associée a une dilatation du VG et une baisse de
la FE (114). La relation entre fibrose et arythmogénese dépend du type de cardiopathie et des

détails structuraux du remodelage cardiaque (149).
2.4. LA THERAPIE DE RESYNCHRONISATION CARDIAQUE

Ces anomalies électromécaniques peuvent étre compensées par une stimulation des 2
chambres, avec un délai AV raccourci (150).
Cette stimulation se fait grace a différents dispositifs
» Les défibrillateurs cardiagues implantables (DCI) chez des patients avec une IC de
classe New-York Heart Association (NYHA) 1l a lll et un QRS< 0128 ms (151)
* Les dispositifs de thérapie de resynchronisation cardiaque (TRC) chez des patients
avec une IC de classe NYHA Il & IV, avec un QR$28 ms (152).

2.4.1. LESEFFETS DE LA TRC SUR LA FIBROSE

Certains des effets bénéfiques de la TRC pourraient étre liés a sa capacité a induire une
régression de la fibrose cardiaque sévere. Il a été démontré que la TRC entrainait une
réduction significative des fibres de collagéne cardiaques (153). Une autre étude menée de
fagcon prospective sur 73 patients avec une IC et un asynchronisme du VG a analysé

I’hypothese selon laquelle le turnover du collagéne de type | avait une influence sur la réponse
a long terme de la TRC (154). Mais cette étude n’avait pas prévu de recruter un groupe

contrble et a néanmoins conclu que, chez les patients répondeurs, la TRC semblait normaliser
les concentrations sériques du peptide carboxy-terminal du procollagene de type | (PICP)

(154), peptide libéré durant la synthese du collagene de type | qui est associé a I'importance
du dépdt myocardique de fibrille de collagene de type | chez des patients ICEN44)

aussi conclu que non seulement le turnover du collagene de type | avait un impact sur la
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réponse au traitement, mais également que la capacité de la TRC a restaurer la balance
synthése/dégradation du collagene de type | était associée a une réponse favorable a ce
traitement. Ces conclusions sont a interpréter avec précaution au vu du faible nombre de
patients et de I'absence d’un groupe témoin permettant la comparaison et I'affirmation de tels
résultats.

Néanmoins, I'exploration de I'hypothése selon laquelle la limitation de la synthése et du dépét
cardiaque excessifs de fibrilles de collagéne de type | pourrait étre I'un des mécanismes

contribuant aux effets cliniques de la TRC, reste une voie intéressante a étudier.
2.4.2. LESLIMITESDELA TRC

Les patients traités par TRC ne montrent pas tous une amélioration. L’adoption de critéres
courants pour la TRC (IC sévere classe llI-IV de la NYHA et complexe QRS > 120 ms),
aboutit & une réponse favorable chez seulement 2/3 des candidats (155-157).

L’absence de réponse a la TRC peut étre expliquée par une sélection non optimale des
patients et par des questions techniques relatives au placement de la sonde du VG aussi bien
gu’au délai de l'intervalle AV.

Comme il s’agit d’'un traitement lourd et colteux, une recherche abondante a été réalisée pour
trouver des nouveaux critéres plus performants, nécessaires pour sélectionner les répondeurs.
Des études cliniques ont été menées (158-161) dans le but de répondre a cette question.
Plusieurs études se sont focalisées sur I'imagerie tissulaire Doppler et I'IRM ainsi que sur
I'élargissement du QRS comme marqueurs de I'asynchronisme cardiaque. Plus de 4000
patients ont été inclus dans des essais de resynchronisation en se basant sur leur ECG. Un
petit nombre d’études observationnelles, non randomisées, monocentriques et de courte durée
suggéraient que les mesures électrocardiographiques de I'asynchronisme mécanique
permettaient de mieux identifier les patients aptes a bénéficier de la TRC (162). Méme si
'échocardiographie Doppler 2D (159t l'imagerie de synchronisation tissulaire, une
nouvdle modalité technique dimagerie tissulaire Doppler (161), semblent fournir des
éléments prédictifs fiables du remodelage inverse du VG suite a la TRC, on ignore encore
guel paramétre indique le mieux I'asynchronisme et la probabilité de bénéficier de la TRC. De
méme, les images appropriées pour effectuer ces mesures ne peuvent étre obtenues chez
'ensemble des patients.

L’électrocardiographie ne semble pas étre un marqueur précis du délai électromécanique,
étant donné que I'asynchronisme mécanique est absent chez presque 30% des patients avec un

QRS élargi (139), et que certains patients IC ont un asynchronisme malgré un QRS normal
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(163), et enfin que le retard de conduction électrique peut ne pas avoir lieu chez des patients
présentant un BBG (164). De plus, des études (165, 166) ont rapporté des résultats cohérents
sur la faible valeur prédictive de l'intervalle QRS sur les bénéfices de la TRC en ce qui
concerne 'amélioration de la fonction du VG et le remodelage inverse du VG.

L’essai Predictors of response to cardiac resynchronization therapy (PROSPECT) (160) était
un essai prospectif, multicentrique et non randomisé dont le but était d'identifier les mesures
échocardiographiques de I'asynchronisme et d’évaluer leur capacité a prédire la réponse a la
TRC. Cette étude a montré qu’aucun des parametres électrocardiographiques évaluant
'asynchronisme n’avait une valeur prédictive suffisante pour étre recommandé comme critére
de sélection des patients a traiter par la TRC en dehors des recommandations en vigueur
(167).

D’autres pistes de recherche des criteres prédictifs de réponse a la resynchronisation ont
également été explorées :

» Fruhwald F.MFet al se sont intéressés au NT-ProBNP déja reconnu comme un
puissant marqueur de la dysfonction cardiaque et du pronostic et ont cherché a
analyser l'effet de la TRC sur les concentrations plasmatiques du NT-ProBNP
chez les patients IC modérés a séeveres de I'étude CARE-HF (168). D’apres ces
résultats, la TRC entrainerait une réduction précoce et prolongée de la
concentration de NT-ProBNP, réduction associée a une amélioration précoce et
progressive de la fonction du VG a I'ECG. L'auteur conclut donc que le NT-
ProBNP pourrait devenir un outil simple de surveillance des effets de la TRC.

= Une étude de Vanderheyden M. al (169) a été menée sur 24 patients pour
vérifier si 'amélioration fonctionnelle post-TRC était associée a des modifications
dans I'expression de marqueurs établis de structure moléculaire et de régulation du
calcium Les résultats de cette étude montrent que chez des patients en IC avec un
asynchronisme cardiaque, les effets bénéfiques de la TRC sont corrélés a des
modifications des marqueurs moléculaires reconnus de l'IC, y compris des
produits des genes régulant la contractilité et I'hypertrophie pathologique.

» Les biomarqueurs du collagene de type | de la MEC ont eux aussi été explorés
(154) mais sur une population non contrélée. Les auteurs rapportent qu'ils
influencent la réponse a long terme de la TRC et que la capacité de la TRC a
restaurer I'équilibre entre la dégradation et la synthése du collagene de type | est

associée a une réponse bénéfique.
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3. HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE TRAVAIL

Au cours de ces dix derniéres anneées, la recherche de marqueurs plasmatiques du remodelage
ddétére du VG et de criteres prédictifs de la réponse au traitement s’est intensifiée. Ceci
s’explique par le fait que le remodelage du VG et I'IC restent des problémes importants de
santé publique malgré les progres de la thérapeutique et les bénéfices prouvés de la
reperfusion, des IEC, deR-bloquants, des statines, des AATI, et des antagmnide
l'aldostérone. De plus, I'incidence mondiale de I'IC continue d’augmenter.

Au vu des études menées précédemment, I'un des moyens les moins invasifs mais néanmoins
informatif pour évaluer la fibrose et le remodelage cardiaque tissulaire dans I'lIC a différents
stades de progression est I'analyse des biomarqueurs du collagene de la MEC.

La majorité des cas de survenue d’IC font suite a une IDM (10) et impliquent un remodelage
délétére du VG avec une hypertrophie et une dysfonction progressive du VG. Ce phénoméne
de remodelage aboutit a une fibrose myocardique. Les patients survivants a un IDM et qui
développent une IC sous traitement pharmacologique optimal ont un risque de déces multiplié
par dix (170). C’est pourquoi la recherche se focalise sur la découverte de nouvelles stratégies
thérapeutiques pouvant potentiellement limiter le remodelage du VG et prévenir I'IC. Peu
d’études se sont intéressées au remodelage matriciel dans ce cas de figure. De plus, a la suite
des résultats de I'étude RALES sur les biomarqueurs, il a été suggéré que les antagonistes de
I'aldostérone agissaient en partie en limitant le processus de fibrose

La physiopathologie de I'IC associée a un asynchronisme (114, 138, 147Aid<i&ue le
mécanisme d’action de la TRC (114, 153, 154) semblent passer par le processus de fibrose
myocardique, potentiellement évaluable par les biomarqueurs de la MEC. Tres peu d'études
ont été menées pour explorer la piste des biomarqueurs du collagéne dans la TRC (154).

Enfin, bien que de nombreuses études randomisées et contrdlées ont montré que la TRC
ameéliorait significativement le statut clinique fonctionnel, le remodelage ventriculaire et la
survie, environ 30 % des patients ne répondent pas au traitement (156, 157). C’est pourquoi la
recherche se focalise sur la découverte de critéres prédictifs pouvant potentiellement prédire
la réponse des patients IC au traitement par la TRC. Un simple marqueur plasmatique qui
pourrait identifier les patients qui bénéficieraient de la TRC permettrait une sélection de ces

patients et diminuerait les codts.
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Le but de ce travail était de déterminer le potentiel des biomarqueurs circulants du collagene
comme outil d’analyse du remodelage
» chez les patients de I'étude EPHESUS, essai réalisé pour tester I'hypothése selon
laquelle le traitement par éplérénone, un anti-aldostérone qui bloque sélectivement le
récepteur minéralocorticoide et a une affinité minimale pour les récepteurs
glucocorticoide, progestérone ou androgene, diminue la mortalité globale et la
mortalité cardiovasculaire ou les hospitalisations pour événements cardiovasculaires
chez les patients avec IDM aigu compliqué par une dysfonction VG et une IC, et
traités par thérapie médicamenteuse standard incluant des IEC, et
* chez des patients avec une IC modérée ou sévére due a une dysfonction du VG

associée a un asynchronisme cardiaque, déja traités par diurétiques et traitement
pharmacologique optimal incluant des IEC et flddoquants, sous l'influence de la
resynchronisation cardiaque inclus dans I'étude CARE-HF.

Notre premier objectif était d’établir I'évolution des biomarqueurs du turnover de la MEC, la

premiere hypothese étant que le remodelage de la MEC peut étre évalué par la mesure de ces

biomarqueurs. De plus, nous voulions déterminer si I'éplérénone pour les patients issus de

'étude EPHESUS et la TRC pour ceux de I'étude CARE-HF avaient une influence sur les

biomarqueurs de la MEC cardiaque.

Nous voulions également étudier la relation entre les concentrations initiales des

biomarqueurs de la MEC et certaines caractéristiques cliniques, démographiques,

hémodynamiques et biologiques des patients, en relation avec la sévérité de la maladie.

Notre troisieme objectif était d’analyser le caractére prédictif des concentrations initiales des

marqueurs sériques de la MEC sur la survenue d'évenements (décés, hospitalisations)

cardiovasculaires.

Enfin, 'hypothese que nous avons émise dans I'étude CARE-HF, était que des concentrations

initiales élevées des marqueurs de renouvellement de collagéne pourraient discriminer des

patients ayant une hétérogénéité tissulaire au niveau des ventricules et un asynchronisme.

Ceci pourrait permettre de prévoir la réponse a la TRC. Notre dernier objectif a donc été

d’étudier si les biomarqueurs du collagene de la MEC pouvaient étre utilisés comme critere

prédicteur de la réponse a la TRC chez ces patients.

50



4. RESULTATS

4.1. RESULTATS DE L'ETUDE EPHESUS

Iragi W, Rossignol P, Angioi M, et al. Extracellular cardiac matrix biomarkers in patients
with acute myocardial infarction complicated by left ventricular dysfunction and heart failure:
insights from the Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and
Survival Study (EPHESUS) study. Circulation 2009;119:2471-9 (86).
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Heart Failure

Extracellular Cardiac Matrix Biomarkers in Patients With
Acute Myocardial Infarction Complicated by L eft
Ventricular Dysfunction and Heart Failure
Insights From the Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart
Failure Efficacy and Survival Study (EPHESUS) Study

Weafae Iragi, PharmD; Patrick Rossignol, MD, PhD; Michael Angioi, MD; Renaud Fay, PharmD,;
Josette Nuée, PhD; Jean Marie Ketelslegers, MD, PhD; John Vincent, MD;
Bertram Pitt, MD; Faiez Zannad, MD, PhD

Background—Aldosterone stimulates cardiac collagen synthesis. Circulating biomarkers of collagen turnover provide a
useful tool for the assessment of cardiac remodeling in patients with congestive heart failure and left ventricular systolic

dysfunction after acute myocardial infarction.

Methods and Results—In a substudy of the Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and
Survival Study (EPHESUS), which evaluated the effects of the selective aldosterone receptor antagonist eplerenone
versus placebo, serum levels of collagen biomarkers were measured in 476 patients with congestive heart failure after
acute myocardial infarction complicated with left ventricular systolic dysfunction. The combination of the type |
collagen telopeptide and brain natriuretic peptide levels above median at baseline was associated with all-cause
mortality and the composite end point of cardiovascular death or heart failure hospitalization, with hazard ratios of 2.49
(P=0.039) and 3.03 (P=0.002), respectively. During follow-up, levels of aminoterminal propeptide of type | and type
Il procollagen were found to be consistently lower in the eplerenone group and significantly lower beginning at 6

months.

Conclusions—Changes in biomarkers of collagen synthesis and degradation suggest that extracellular matrix remodeling
is an active process in patients with congestive heart failure and left ventricular systolic dysfunction after acute
myocardial infarction. High type | collagen telopeptide and high brain natriuretic peptide serum levels are associated
with the highest event rate. Eplerenone suppresses post—acute myocardial infarction collagen turnover changes.

(Circulation. 2009;119:2471-2479.)

Key Words: biological markers m collagen m extracellular matrix m heart failure m myocardial infarction

A cute myocardial infarction (AMI) is an important med-
ica problem in industrialized countries, with ~25% of
these patients devel oping congestive heart failure (CHF) as a
complication. Until recently, medical treatment of post-AMI
heart failure relied on a combination of angiotensin-
converting enzyme inhibitors or angiotensin receptor block-
ers, B-blockers, and diuretics when indicated. The use of
aldosterone blockade in this setting is supported by the
Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure
Efficacy and Survival Study (EPHESUS), which found that
the addition of eplerenone to standard medical therapy

reduced the risk of mortality by 15% during a mean follow-up
of 16 months, with significant reductions in cardiovascular
death, sudden death, and hospitalization for HF.1

Clinical Perspective on p 2479

Progressive left ventricular systolic dysfunction (LVSD)
may develop after AMI as a consequence of cardiac remod-
eling. The effect of remodeling on cardiac general structure
and function may be assessed by cardiac imaging (ultrasound
and magnetic resonance imaging) and by measuring brain
natriuretic peptide (BNP). However, the extent to which the
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remodeling is a consequence of changes in tissue structure
(ie, cardiac extracellular collagen matrix [ECCM] synthesis
or degradation) cannot be assessed by classic cardiac imag-
ing. ECCM turnover is a major determinant of cardiac
remodeling in various conditions such as HF, obesity, and
AMI.2-4 Circulating biomarkers of collagen turnover may
provide a simple tool to reliably assess this ECCM turnover.

In patients with CHF caused by systolic dysfunction after
AMI, the kinetics of those biomarkers may be influenced by
neurohormones involved in the pathophysiology of remodel-
ing. In a substudy of the Randomized Aldactone Evaluation
Study (RALES), biomarkers of matrix synthesis were found
to be predictive of adverse outcome. These biomarkers were
reduced by spironolactone, and patients with baseline con-
centrations above the median experienced a greater benefit.2

This process, however, has not been evaluated in detail in
patients with CHF after AMI complicated by LVSD.5 In a
substudy of EPHESUS, we examined the kinetics and pre-
dictive significance of markers of matrix synthesis and
degradation and the effects of eplerenone on these
parameters.

In this substudy, we examined the plasma time course
profile of selected biomarkers over a period of 9 months and
the effect of eplerenone on both the levels and time course of
these biomarkers. In addition, we evaluated the relationship
between baseline levels of some neurohormones and the
biomarkers of interest and trial outcomes.

M ethods

Study Design and Patient Population

The design and main results of EPHESUS have been reported.t6
This substudy was conducted in 476 patients participating in
EPHESUS enrolled in 65 centers that volunteered to participatein 17
countries. EPHESUS enrolled patients with CHF after AMI compli-
cated by LV SD (gjection fraction =40%). HF had to be documented
by at least one of the following: presence of pulmonary rales, chest
radiography showing pulmonary venous congestion, or the presence
of athird heart sound. Patients were entered in the study at any point
from 3 to 14 days after infarction. Patients with diabetes mellitus
were not required to have evidence of CHF. All patients were
randomly assigned to treatment with eplerenone 25 mg/d or placebo
for the first month uptitrated to 50 mg/d or placebo, depending on
serum potassium levels. Treatment with eplerenone was in addition
to standard medical therapy, which could include angiotensin-
converting enzyme inhibitors or angiotensin receptor blockers,
B-blockers, diuretics, aspirin, statins, and coronary reperfusion
therapy. EPHESUS was an event-driven study with a mean
follow-up of 16 months.

Blood samples for &l the biomarkers of collagen turnover were
analyzed in 1 laboratory. Plasma BNP and other neurohormones
were analyzed in a different laboratory. Correlation anaysis of
biomarkers and their predictability of outcomes took into account
only the group treated with placebo.

Blood Sampling

Blood samples were drawn at baseline, 4 weeks, and 3, 6, and 9
months or at the time of permanent discontinuation of the drug. All
samples were centrifuged immediately at 3000 rpm for 10 minutes
and stored at —80°C until assay. All samples were transported to the
2 respective central laboratories and assayed in 1 batch in each
laboratory. A minimum of 2 samples were available per patient: 1 at
baseline and 1 at follow-up.

Table 1. Patient Outcomes

Placebo (n=236), Eplerenone (n=240),

n (%) n (%)
Treated

Died 22 (9.3) 27 (11.3)
Alive 214(90.7) 213(88.8)
Discontinued study 22 (9.3 20(8.3)
medication
Protocol nonadherence 3(1.3) 3(1.3)
Treated with 4(1.7) 0(0.0)
spironolactone
Adverse sign or symptom 5(2.1) 729
Adverse event >7 d after 0(0.0
last dose
Patient request 10 (4.2) 9(3.9)

Laboratory Analysis

The following collagen biomarkers were measured: aminoterminal
propeptide of type | procollagen (PINP) and aminoterminal propep-
tide of type 11 procollagen (PIIINP), which are markers of type | and
I11 collagen synthesis, respectively; tissue inhibitor of matrix metal-
loproteinase 1 (TIMP-1), which inhibits matrix metalloproteinases
(MMPs) involved in collagen degradation; and type | collagen
telopeptide (ICTP), which isamarker of type | collagen degradation.
All assays were performed by technicians blinded to clinical dataand
subject randomization.

Commercial radioimmunoassays (Orion Diagnostica, Espoo, Fin-
land) were used to measure PIIINP, PINP, and ICTP. Determination
of TIMP-1 was assessed with ELISA kits (Amersham Biosciences,
Orsay, France).

The sensitivity (lowest concentration different from zero) was 0.3
wg/L for PIIINP, 2.0 ug/L for PINP, 0.4 ug/L for ICTP, and =3
ng/mL for TIMP-1.

Normal serum ranges for PIIINP, PINP, and ICTP were provided
by the assay manufacturer and were based on a Finnish population.
These ranges were 2.3 to 6.4 ng/mL for PIIINP; 22 to 87 and 19 to
83 ng/mL for PINP in men and women, respectively; and 3.2 and 3.5
ng/mL for ICTP in men and women, respectively. Normal serum
ranges for TIMP-1 are O to 519 ng/mL.

Interassay variations for PIIINP, PINP, and ICTP were <9.8%
and 15% for TIMP-1. Their intra-assay variations were <10.2%.

Statistical Analysis

Analyzes were performed with SAS version 9.1.3 software (SAS
Institute, Inc, Cary, NC). The 2-tailed significance level was set at
0.05. Categorica variables are given as percentages, continuous
variables are given as mean+SD.

Correlation Analyses
To control for deviations from the normality assumption, correlation
analyses were carried out with the nonparametric Spearman test.

Biomarkers Kinetics

Biomarker changes from baseline at months 1, 3, 6, and 12 were
analyzed with a mixed-effect model, with change from baseline as
the dependent variable and treatment (fixed effect) and patient
(random effect) as covariables. Age and gender were tested in each
model and included in the model when needed (The only significant
association was found between PINP and gender). Treatment differ-
ences at each visit after baseline were assessed at the 1.25%
significance level to preserve the 5% overall error rate (Bonferroni
adjustment). Comparisons between baseline and month 1 were
carried out with the paired Wilcoxon test.
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Table 3. Differences in Baseline Characteristics and Outcomes
Between the EPHESUS Global Population and the Biomarkers
Substudy Population

Characteristics Placebo Arm Eplerenone Arm P
Patients, n 236 240
Age, y 6211 6211 NS
>65y, n (%) 93/236 (39.4) 98/240 (40.8) NS
>75y, n (%) 27/236 (11.4) 27/240 (11.3) NS
Male, % 75 73 NS
Systolic BP, mm Hg 121+16 11816 NS
Diastolic BP, mm Hg 75+10 73+10 NS
LVEF, % 34=+5 34=+5 NS
Time from AMI to 8.5+2.7 8.6+29 NS
randomization, d
Prior HF hospitalization, % 6 3 NS
Reperfusion/ 39 38 NS
revascularization, %
HF symptoms, % 89 90 NS
Kaliemia, mmol/L 44+05 44+04 NS
Creatinnemia, pmol/L 101+32 99+28 NS
Creatinine clearance,* 81+36 80+29 NS
mL/min
Medical history, %
Prior AMI 21 23 NS
Diabetes 29 30 NS
Prior HF episodes 11 9 NS
Hypertension 66 59 NS
Medications, %
ACEIs/ARB 89 83 0.043
B-blockers 78 77 NS
Diuretics 51 52 NS
Aspirin 85 91 0.029
Statins 50 46 NS
Biomarkers
(n patients)
PINP, ng/mL 3517 (229) 3314 (232) NS
PIINP, ng/mL 4.2+1.5 (230) 4.2+1.7 (232) NS
ICTP, ng/mL 6.7+4.0 (230) 6.4+3.4 (232) NS
TIMP-1, ng/mL 1228401 (230) 1164317 (232) NS
BNP, pg/mL 206244 (226) 186+111 (232) NS

BP indicates blood pressure; LVEF, LV ejection fraction; ACEI, angiotensin-
converting enzyme inhibitor; and ARB, angiotensin receptor blocker. Values are
mean=SD when appropriate.

*Cockcroft-Gault.

Time-to-Event Analyses

Analysis of the association between baseline biomarkers and out-
comes was performed with the Cox proportional-hazards model.
All-cause death and the composite end point of cardiovascular death
or HF hospitalization were found to be associated with BNP and
ICTP levels, and HF hospitalization was found to be associated with
BNP aone in univariate analyses (data not shown). The small
number of events prevented any reliable assessment of the linear
relationship of BNP and ICTP values with risk levels, but further
explorations showed that ~50% of outcomes were observed in
patients with baseline values of BNP and ICTP above the median.
Thus, a binary variable of BNP>median and ICTP>median versus
BNP=median and/or ICTP=median was constructed and used as a

Biomarkers
Global Population Substudy
(Placebo/Eplerenone)  (Placebo/Eplerenone) P*
Age, y 64+11/64+11 62+11/62+11 0.0003
Diastolic blood 72+11/72+=11 75+10/73=10 <0.0001
pressure, mm Hg
Systolic blood 119+17/119+17 121+16/118+16 NS
pressure, mm Hg
LVEF, % 33+6/33+6 34+5/34+5 <0.0001
Serum potassium, 4.3+0.5/4.3+0.4 4.4+0.5/4.4+0.4  <0.0001
mmol/L
Previous MI, % 27/28 21/23 0.009
Prior HF, % 15/14 11/9 0.002
Treated with 61/60 51/52 <0.0001
diuretics, %
Interval from AMI 7.3+3.0/7.3+3.0 8.5+2.7/8.6+25 <0.0001
to randomization, d
Deaths, % 16.7/14.4 9.3/11.3 NA

NA indicates not applicable (16-month mean follow-up for global population,
9-month follow-up in biomarkers substudy).Values are mean=SD when
appropriate.

*Patients with biomarkers versus others.

composite covariable in the multivariable models. Variables retained
in the final models were chosen with an interactive backward
selection method. Analyses were performed in the placebo group
only to control for the treatment interaction with biomarkers. As
potential confounding factors, age and gender were additionally
tested in the models but never appeared to be significant.

Results

Baseline Characteristics

Of the 476 patients included in the study, 236 were random-
ized to the placebo arm, and 240 received eplerenone. The
disposition of patients during the course of the study is
summarized in Table 1. In total, 49 patients died, and in
contrast to the overall EPHESUS study, patient outcomes in
terms of mortality and hospitaization for HF did not differ
significantly between the placebo and eplerenone groups in
this biomarkers substudy cohort.

There were no statistically significant differences between
the eplerenone and placebo groups with respect to baseline
demographic and clinical characteristics (Table 2).

Differences between the patient population in this study
and the overall EPHESUS population are summarized in
Table 3. Compared with the overall EPHESUS population,
patients in the biomarkers substudy were on average younger
and had higher diastolic blood pressure, LV gection fraction,
and potassium levels. Patients in the global population had a
higher number of previous AMI and HF than patients in the
biomarkers substudy and greater use of diuretics. Random-
ization occurred on average >1 day later in the biomarkers
substudy. Because baseline characteristics were different
from the global population, we did not analyze the interaction
between the effects of eplerenone and study end points.
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Figure 1. Serum levels of collagen biomarkers kinetics during the 9-month follow-up. Kinetics of PINP (A), PIIINP (B), TIMP-1 (C), and
ICTP (D) serum levels during the 9-month follow-up are shown. Dashed line indicates placebo; solid line, eplerenone. Overall probability
value applies to the mean change from baseline to month 9. Error bars show SEM. % Significant difference between the placebo and
eplerenone group levels adjusted for the comparison multiplicity (P<<0.0125).

In the main study population and the present substudy
population, athough patients with diabetes could be enrolled
only with the LVSD criteria and were not required to have
evidence of CHF, only a small minority of these patients did
not have CHF signs and symptoms in the placebo and
eplerenone arms (15 of 236 [6.4%] and 16 of 240 [6.7%)],

respectively).

Baseline Levels and Evolution of Biomarkersin
the Placebo Group

Baseline levels of the matrix biomarkers assessed in this
study are summarized in Table 3. Baseline levels of al
biomarkers were comparable between the placebo and
eplerenone groups. Markers of collagen synthesis, including
PINP and PIHINP, were all within reference limits at baseline,
whereas TIMP-1 and ICTP were significantly elevated. De-
tails of the plasma collagen biomarker patterns are shown in
Figure 1. For al the analyzed biomarkers, important changes
occurred early after AMI (baseline to the 1-month follow-up).

Markers of Matrix Synthesis

With respect to markers of collagen synthesis, PINP levels
increased significantly from baseline to month 1 (P<<0.0001)
and declined modestly thereafter. The overall profile was

similar for PIIINP but remained above baseline through
month 9.

Markers of Matrix Degradation

With regard to collagen degradation, levels of TIMP-1 were
above reference values throughout the course of the study. They
decreased dgnificantly between basdine and month 1
(P<0.0001) and month 3 and did not change significantly
theresfter.

At baseline, ICTP levels were significantly higher than
reference levels. There was a sustained and statistically
significant fall in ICTP levels from baseline to month 1
(P<0.0001) and subseguent stabilization at levels dlightly
lower (5.3+2.8 ng/mL) than the upper reference vaue (5.6
ng/mL) through month 9.

Relation of Biomarkersto Other Biomarkers of
Increased Mortality Risk at Baseline

Baseline collagen biomarkers were correlated with one an-
other and with BNP (Table 4). Nevertheless, PINP was
associated only with PIIINP (r=0.32, P<0.0001), and
TIMP-1 was not correlated with PINP. ICTP was positively
and significantly associated with PIIINP (r=0.40, P<<0.0001)
and BNP (r=0.0.32, P<0.0001). All collagen biomarkers and
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Table 4. ECCM Biomarkers and Risk Factor Correlations at Baseline for All Patients With Biomarkers

PINP PIlINP ICTP TIMP-1 BNP hs-CRP LVEF
PINP
r 1.00 0.32 0.09 —0.01 —0.08 —0.21 0.06
P <0.0001 0.056 0.76 0.084 <0.0001 0.24
n 461 461 461 461 456 414 461
PIINP
r 0.32 1.00 0.40 0.29 0.31 0.26 —0.12
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.011
n 461 462 462 462 457 414 462
ICTP
r 0.09 0.40 1.00 0.25 0.32 0.21 —0.15
P 0.056 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.002
n 461 462 462 462 457 414 462
TIMP-1
r —0.01 0.29 0.25 1.00 0.37 0.37 —0.16
P 0.76 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0008
481 462 462 462 457 414 462
BNP
r —0.08 0.31 0.32 0.37 1.00 0.33 —0.24
P 0.084 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
n 456 457 457 457 458 414 458
r —0.21 0.26 0.21 0.37 0.33 1.00 —0.10
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.037
414 414 414 414 414 415 415
LVEF
r 0.06 —0.12 —0.15 —0.16 —0.24 —0.10 1.00
P 0.24 0.01 0.002 0.0008 <0.0001 0.037
n 461 462 462 462 458 415 476

hs-CRP indicates high-sensitivity C-reactive protein; LVEF, LV ejection fraction.

BNP were correlated positively with high-sensitivity
C-reactive protein levels at baseline.

LV egjection fraction was associated with levels of all
biomarkers but PINP at baseline, especially with BNP
(r=-0.24, P<0.0001).

Prognostic Significance of Baseline

Biomarker Levels

Fifty percent of outcomes were observed in patients with
baseline values of BNP and ICTP above the median. The
predictive value of baseline BNP and ICTP levels for
the risks of all-cause death and composite end point
cardiovascular death or HF hospitalization in the placebo
group was examined with the Cox proportional-hazards
model with medians as cutoffs. Results are presented in
Figures 2 and 3.

Patients with both BNP and ICTP levels above the median
displayed a significant increase in all-cause mortality with a
hazard ratio (HR) of 2.49 (P=0.039) and in the composite
end point of cardiovascular death or HF hospitalization with
an HR of 3.03 (P=0.002).

Of note, PINP and PII1INP levels were not associated with
any of the end points.

Effects of Eplerenone
Details of the collagen biomarker patterns are shown in
Figure 1.

The mean changes in PINP and PIINP levels throughout
the study period were significantly different between the
placebo and eplerenone groups (overall P=0.001 and 0.003
for PINP and PIIINP, respectively). PINP levels increased
significantly in the eplerenone group from baseline to month
1 (P<0.0001) and declined modestly thereafter. Levels of
PINP and PIIINP were consistently lower in the eplerenone
group, significantly so beginning at month 6 (P<<0.007 at
month 6 for both PINP and PIIINP; P<<0.0004 and 0.008 at
month 9 for PINP and PIIINP, respectively).

With regard to collagen degradation, levels of TIMP-1
were above reference valuesin the eplerenone group through-
out the course of the study. They tended to decrease subse-
quently, but the decrease was not statistically significant.
Levelsat al time points did not differ statistically from levels
in the placebo group.

Similar to levelsin the placebo group, ICTP baseline levels
in the eplerenone group were significantly higher than refer-
ence levels and declined subsequently. Levels at al time
points did not differ between the 2 treatment groups.
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BNP and ICTP above median vs Other BHE :n':;edia"
Age-adjusted Cox : p=10.039 ICTP > median
20 1 HR =2.49 (1.05 - 5.903)
S
g BNP and ICTP < median
5 10 4 BNP =and ICTP < median
e G Figure 2. Kaplan-Meier curves showing all-cause
------------------------ mortality in the placebo group.
L S e BNP <and ICTP > median
O : T T T T T 1
0 6 months 12 18
Patients left at risk (event rate %)
BNP/ICTP high 64 (0) 55(14) 39(16) 10(22)
BNP highICTP low 49 (0) 46 (6) 26(9) 6(9)
BNP low/ICTP high 48 () 46(4) 28(4) 44y
BNP low/ICTP low 63 (0 62(5) 37(7) 9(7)
Discussion of those biomarkers of collagen synthesis among these
In the present study, we describe serial short-term and patients (2.3 to 6.4 ng/mL for PIIINP; 22 to 87 ng/mL for
long-term changes in collagen biomarkers in patients after PINP in men and 19 to 83 ng/mL in women) were
AMI complicated by HF and LVSD. We also show that at consistent with values of PINP and PIIINP reported in a
baseline, all collagen biomarkers correlated significantly with number of small AMI observational studies.*°-1¢ In studies
one another, BNP, and high-sensitivity C-reactive protein. with repeated assessments, synthesis biomarkers rose as
Combination of both ICTP and BNP levels above median at early as day 1 after MI112 and peaked between day 4 to
baseline was a significant predictor of all-cause mortality and 14.10-16 They remained high for periods of up to 1 year.4
cardiovascular death or HF hospitalization in multivariable Our results are supported by experimental work in which
analyses. increases in types | and Ill procollagen mRNA in both
During follow-up, eplerenone significantly reduced PINP infarcted and noninfarcted myocardium, followed by an
and PIIINP levels, with a significant reduction from month 6 increased collagen deposition, were reported as early as
to 9. ICTP and TIMP-1 biomarkers were not affected by day 2 and peaked at day 14.17:18
eplerenone throughout the study period. Of note, our study enrolled only patients after AMI with
LVSD and predominantly with HF. In addition, baseline
Baseline Characteristics and Kinetics of values were not assessed in the very acute (first day) phase of
Collagen Biomarkers AMI. Indeed, samples were taken at the randomization visit
Previous studies have shown that plasma levels of procolla at an average of 8.5 days after AMI. Therefore, comparison of
gen peptides and metalloproteinases can be used for moni- our results with those aready reported should be made with
toring cardiac collagen turnover.” Because PINP and PITINP caution. Interestingly, in chronic cardiac failure with estab-
are released during collagen biosynthesis, it is possible to use lished reductions in ejection fraction and LV chamber dila-
them as biomarkers of collagen synthesis.2® Baseline values tion, a substudy of the RALES trial,2 PIIINP values were
BNP and ICTP above median vs Other
i Age-adjusted Cox : p=0.002 BNP > median
30 HR =3.03 (149 - 6.16) il
ICTP = median
5
;‘-"; 20 BNP =and ICTP < median
- I L
A I A Figure 3. Kaplan-Meier curves showing cardiovas-
10 - e BNP and ICTP < median cular death or hospitalization for HF worsening in
. e e e the placebo group.
T - ' DD 2t BNP <and ICTP > median
U :" - T T T T T 1
0 6 months 12 18
Patients left at risk (event rate %)
BNP/ICTP high 64 (0} 49(23) 3428 1030y
BNP high/ICTP low 49.(0) 43(12) 23(14) 6(18)
BNP low/ICTP high 48(0) 46(2) 28(2) 4(2)
BN low/ICTP low 63 (0) 61(5) 35(9) 99}
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comparable to those reported in the present EPHESUS
substudy population during long-term follow-up.

TIMP-1 levels were elevated above reference values in
both the placebo and eplerenone groups throughout the
course of the study. In the present study, because of limita-
tions of blood sample volume, we did not assess the MMPs,
compounding the interpretation of the TIMP-1 levels. MMP
expression is known to increase in HF, and this increase
usually exceeds the modest changes in levels of TIMP-1.1°
The findings in this trial are consistent with an increase in
matrix synthesis but suggest that eplerenone does not act via
suppression of the TIMP pathway and is therefore unlikely to
adversely affect the quality of collagen during the process of
remodeling. Future studies should directly assess MMP
activity, especially MMP-2 and MMP-9, simultaneously with
TIMP in post-AMI HF.

High baseline levels of ICTP of 6.9+3.6 ng/mL in post-
AMI patients were previously associated with LV remodel-
ing.2° So far, no study has assessed the long-term kinetics of
ICTP. In our study, ICTP levels were elevated at baseline and
decreased significantly during the first month after AMI.
However, ICTP levels remained higher than reference values
during the 9-month follow-up period. High serum concentra-
tions during the first month suggest increased degradation of
the ECCM in the early phase after AMI. In HF resulting from
dilated cardiomyopathy, high levels of ICTP at baseline have
been reported, with levels up to a mean of 7.6+3.6 ng/mL.2t
Spinale’® suggests that increased activity of MMP after
infarction contributes to the remodeling process, which is
consistent with a rise in the end product of PICP matrix
degradation. The results of our study suggest that ICTP may
be a marker of early post-AMI remodeling leading to LV
dilation.

In some recent studies, ICTP levels were reported to
increase in the 10 days after AMI,16:22 but profiles beyond this
timeframe were not reported. In our study, ICTP levels were
elevated at baseline but declined in parallel after 30 days
concomitantly with decreases in the levels of PINP and
PIINP, suggesting a relationship between these biomarkers.
Interestingly, in studies of patients with chronic cardiac
failure with established LVSD223 and chronic ischemia2*
collagen synthesis was the main issue because a rise in
PIIINP and its association with outcome were the main
findings, compared with patients with AMI and LVSD such
asin the present study, in which geometric remodeling of the
LV was in evolution and collagen degradation seems to play
alarger role.

Correlations Between Baseline Char acteristics of
ECCM Biomarkers

PINP was correlated only with PIIINP at baseline. This
positive correlation between PINP and PIIINP levels implies
a paralel or interrelated process for the synthesis and degra-
dation of these biomarkers. Nevertheless, other associations
between biomarkers according to our results underline the
fact that the remodeling process consists of a continuous
balance between various activators of ECCM collagen
turnover.

Extracellular Cardiac Matrix Biomarkersin EPHESUS 2477

Prognostic Significance in the Placebo Group

In our study, basal values of ICTP and BNP above median
were associated with increased risks of al-cause death and
cardiovascular death or HF hospitalization. High levels of
ICTP reflect an intense breskdown of cicatricial zonal colla-
gen after AMI, resulting in an increased release of ICTP.
With aloss of matricial support in this zone, the patient would
be more exposed to cardiac risk of dilation or even to LV
rupture. Furthermore, in the present study, BNP was corre-
lated with al ECCM biomarkers (except PINP), including
ICTP. This is consistent with the findings of previous
studies.16.20 Correlation between BNP and ICTP may suggest
that this natriuretic peptide modulates collagen scar formation
after AMI. Alternatively, the association between raised
ICTP combined with raised BNP and adverse outcome may
be explained by both biomarkers being covariates associated
with alarger infarct extension, involving greater degradation
of ECCM (hence high ICTP levels) and increased LV wall
tension (thus an elevated BNP). Interestingly, the presence of
high ICTP levels combined with low BNP levels at baseline
(and reciprocally) was not associated with adverse outcomes,
suggesting that a combination of increased ECCM degrada-
tion and myocyte stretch is critical to cardiovascular outcome
and may be a potentia differential therapeutic target.

The present study did not highlight any correlation be-
tween PIIINP and events. High basal values of PIIINP were
correlated with cardiovascular mortality in CHF patients in
the RALES study.2 This may imply that PIIINP is a more
accurate biomarker of long-term cardiovascular events in
chronic conditions such as HF rather than early-phase events
such as AMI.

Effects of Eplerenone

Biomarkers of matrix synthesis were lower in the eplerenone
than in the placebo group. PINP and PIIINP levels were
consistently lower in the eplerenone group, significantly
lower beginning at 6 months. Aldosterone has been shown to
stimulate cardiac collagen synthesis and fibroblast prolifera-
tion via activation of local mineralocorticoid receptors. Al-
dosterone has been shown to promote cardiac fibrosis in
experimental models?® and in humans.2627 Eplerenone selec-
tively blocks the mineralocorticoid receptor, thereby revers-
ing these deleterious effects of aldosterone. In the RALES
study of chronic cardiac failure with LVSD, high baseline
serum levels of markers of cardiac fibrosis synthesis were
significantly associated with poor outcome and decreased
during spironolactone therapy. The benefit from spironolac-
tone was associated with higher levels of collagen synthesis
markers.2 Tsutamoto et al28 reported that 4 months of treat-
ment with spironolactone improved LV volume and mass and
decreased the plasma levels of BNP and PIIINP.

These results suggest that endogenous aldosterone has an
important role in the process of LV remodeling in patients
with CHF and that limitation of the excessive extracellular
matrix turnover may be one of the various mechanisms
contributing to the beneficial effect of spironolactone.

In patients with AMI, Hayashi et a2° demonstrated that
adosterone was extracted through the infarct heart and that
extracting aldosterone stimulated postinfarct LV remodeling.
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They randomized 134 patients with first anterior AMI to
receive potassium canrenoate (the active metabolite of spi-
ronolactone) in addition to an angiotensin-converting enzyme
inhibitor or control treatment. LV eection fraction was
significantly improved and LV end-diastolic volume dilata-
tion was significantly suppressed in the aldosterone antago-
nist group compared with the control group. Transcardiac
extraction of adosterone through the heart was significantly
suppressed and the plasma PIIINP level was significantly
lower in the adosterone antagonist group. The authors
suggest that aldosterone antagonist therapy, combined with
angiotensin-converting enzyme inhibitor, can prevent postin-
farct LV remodeling better than angiotensin-converting en-
zyme inhibitor alone, along with the suppression of a marker
of collagen synthesis.2®

Therefore, the results of our study with eplerenone are
consistent with and extend the results of previous experimen-
tal and clinical observations with aldosterone antagonists in
HF and after AMI and suggest that the effect of aldosterone
receptor blockade on ECCM remodeling may contribute to
the clinical benefits of this therapy.

Study Limitations

The principal limitation of this study is that the substudy
population differed from the main EPHESUS study popula-
tion with respect to baseline demographic and clinical char-
acteristics, the timing of treatment initiation, and clinica
outcomes. Therefore, extrapolating the results of this study to
be reflective of EPHESUS should be done cautiously.

Decisions to reduce the variables of measured BNP and
ICTP to binary form and to create a combination of these 2
variables were not made before data analysis and were ad hoc
choices. Therefore, the HR and probability values from the
corresponding Cox model leading to Kaplan-Meier curves
may be biased by these choices.

Additionally, the power of the time to event analyses was
limited by the small number of outcomes. With 226 patients,
the power to detect an HR of 1.25 per 1 SD varied from 24%
(HF hospitalization) to 35% (combined end point). Further-
more, background therapies of the patients involved in the
present study also were shown to affect collagen turnover.
Therefore, the kinetic changes in ECCM serological markers
we report are to be interpreted within this context. However,
background therapy was similar in both groups, and, if any,
changes related to eplerenone were observed beyond the
effects of background therapy. In addition, we were unable to
investigate the interaction between the effects of eplerenone
on collagen biomarkers and its clinical benefit. Most likely,
the results of this study provide a representation of matrix
dynamics after AMI and of the effects of eplerenone. Of note,
the effects of eplerenone on biomarkers in this study were
broadly consistent with those observed with other aldosterone
antagonists in other experimental and clinical studies. For
logistical and analytical reasons, we did not assess serum
levels of MMPs, which could have yielded a better under-
standing of changes in the degradation of ECCM. In our
experience and as reported previously, the results of assess-
ment of some MMPs may be influenced significantly by the
duration of storage.3°

Conclusions

Thisisthefirst study describing long-term kinetics of ECCM
collagen biomarkersin patients with AMI complicated by LV
dysfunction and congestive HF. Changes in biomarkers of
collagen synthesis and degradation suggest that ECCM re-
modeling is an active process in patients with CHF. Key
biomarkers of matrix synthesis were lower in the eplerenone
than the placebo group throughout the study, implying that
treatment with eplerenone suppresses collagen turnover.

Furthermore, the associations of collagen biomarkers,
BNP, and high-sensitivity C-reactive protein with each other
and with determinants of disease severity indicate that AMI
involves a complicated process of ECCM remodeling and
myocyte stretch and inflammation.

High serum levels of ICTP, a marker of cardiac collagen
degradation, and high serum levels of BNP were associated
with poor outcomes, supporting the concept that increased
ECCM degradation and increased LV wall tension result in
progressive remodeling and a worsening of HF.
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CLINICAL PERSPECTIVE

In the present substudy of the Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study
(EPHESUS), we evaluated serum levels of selected biomarkers of extracellular cardiac matrix turnover in 476 patients. In
the main EPHESUS, the aldosterone antagonist eplerenone plus standard of care was found to be superior to standard of
care plus placebo in preventing cardiovascular outcomes in patients with left ventricular dysfunction and heart failure after
an acute myocardial infarction. We describe the short- and long-term dynamic processes of collagen turnover from the
changes reported in serological markers of type | and 111 collagen synthesis and degradation and their association with
biomarkers of ventricular stress and inflammation (serum brain natriuretic peptide and high-sensitivity C-reactive protein).
High serum levels of type | collagen telopeptide, a marker of cardiac collagen degradation, and high serum levels of brain
natriuretic peptide were associated with poor outcomes. Eplerenone interfered mainly with serum levels of aminoterminal
propeptide for type |11 collagen by blunting its 1-month rise after acute myocardia infarction. The findings of the present
study may have several clinical implications, especially concerning stratification of risk in patients with post—-myocardial
infarction heart failure, and provide insights into the mechanisms of the beneficial effects of aldosterone antagonist therapy
in such patients.
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4.2. RESULTATS DE L'ETUDE CARE-HF

Iragi W, Rossignol p, Fay R, et al. Extracellular cardiac matrix biomarkers in patients with
moderate and severe heart failure due to left ventricular systolic dysfunction complicated by
cardiac dyssynchrony: Insights from the CARE-HF study. Article submitted in JACC (246).
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ABSTRACT

Objectives— We hypothesized that the degree of cardiac fibrosis, as assessed by extracellular
cardiac matrix biomarkers may influence the severity of cardiac dyssynchrony and therefore predict
the response to medical treatment including cardiac resynchronization therapy (CRT).
Background— Circulating biomarkers of collagen turnover may provide a tool for the assessment
of cardiac remodeling in patients with heart failure. The influence of CRT on such biomarkers has
not been investigated in a randomized study.

Methods— Serial measurements of serum levels of collagen biomarkers were measured in 260
patients enrolled in the CARE-HF (Cardiac Resynchronization in Heart Failure) trial. The response
to CRT was defined as hospitalization free-survival, increase in left ventricular ejection fraction or
decrease in aminoterminal pro-brain natriuretic peptide (NT-ProBNP) beyond a predefined level.
Results— Baseline serum concentrations of the aminoterminal propeptide of Type Il procollagen
(PIIINP) were strongly associated with long-term mortality independent of NT-ProBNP. The risk for
all-cause death increased by 12 % (p=0.013) with each increment of 2 ng/ml in PIINP. Serum
PIINP was similar in patients assigned to CRT or control during follow-up. Neither NT-ProBNP nor
any collagen biomarkers predicted the response to CRT.

Conclusions— Serum biomarkers of collagen synthesis, such as PIIINP, are associated with a
poor long term outcome but do not predict the response to CRT. Furthermore, despite improving

cardiac function, ventricular volumes and prognosis, CRT does not alter PIIINP.

Keywords— dyssynchrony, heart failure, extracellular matrix, collagen biomarkers, cardiac

resynchronisation therapy
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ABBREVIATIONS AND ACRONYMS
CARE-HF: Cardiac Resynchronization in Heart Failure
CRT: cardiac resynchronisation therapy
ECCM: extracellular cardiac matrix
HF: heart failure
ICTP: type | collagen telopeptide
LVEF: left ventricular ejection fraction
NT-ProBNP: aminoterminal pro-brain natriuretic peptide
PINP: aminoterminal propeptide of Type | procollagen
PIINP: aminoterminal propeptide of Type Il procollagen

RALES: Randomized ALdactone Evaluation Study
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INTRODUCTION

In patients with heart failure who have a dilated left ventricle with a reduced ejection fraction, a
prolonged QRS and who remain in sinus rhythm, cardiac resynchronisation therapy has
consistently been shown to exert striking effects on cardiac function and structure that are
associated with a substantial improvement in symptoms and reduction in morbidity and mortality
(2-7).1t is logical to expect such cardiac remodelling to be associated with increased turnover in
extra-cellular cardiac matrix (ECCM) proteins and perhaps a reduction in myocardial collagen
content. However, changes in ECCM cannot currently be assessed by imaging techniques.

Circulating biomarkers of collagen turnover may provide a simple tool to reliably assess this
ECCM turnover (8-11).

In patients with cardiac dyssynchrony, intra- or interventricular conduction delays could be
related to cardiac tissue electrical and structural heterogeneity due to cardiac fibrosis (12-16). We
hypothesized that the degree of cardiac fibrosis, as assessed by ECCM biomarkers may influence
the severity of cardiac dyssynchrony and therefore predict the response to CRT. In a subgroup of
patients in the CARE-HF trial, we examined the kinetics of synthesis and degradation of ECCM
markers, the effects of CRT on these markers and whether they could predict the response to

CRT.

METHODS
Study design

The design and main results of the CARE-HF trial have been reported (1,2,17).

This analysis was conducted in 260 patients participating in the CARE-HF trial that enrolled
patients who had a history of HF for at least 6 weeks, were in New York Heart Association
functional class Il or IV at the time of enrolment, with a left ventricular ejection fraction <35% and
markers of cardiac dyssynchrony (as indicated by QRS width = 150 ms or echocardiographic
dyssynchrony if QRS was 120-149msec). All patients received standard pharmacologic therapy
including angiotensin converting-enzyme inhibitors, beta-blockers and diuretics. Patients were

randomly assigned to treatment by pharmacological therapy alone or with the addition of CRT.
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Blood sampling
Blood samples were drawn at baseline, 3 and 18 months. All samples were stored at -80C
until assay. They were shipped to a central laboratory and assayed in 2 batches. A minimum of two

samples were available per patient: one at baseline and one at follow up.

Laboratory Analysis

Commercial radioimmunoassays (Orion Diagnostica, Espoo, Finland) were used to measure
the following collagen biomarkers: aminoterminal propeptides of Type | and Ill procollagens (PINP
and PIIINP) which are markers of collagen synthesis; and the type | collagen telopeptide (ICTP),
marker of degradation. All assays were performed by technicians blinded to clinical data and

subject randomization. Assays characteristics were previously described in detail (18).

Statistical analysis

All analyses were performed using SAS R9.1.3 software (SAS Institute, Cary, NC, USA). The
two-tailed significance level was set to 0.05. Groups were compared using Chi-Square test for
discrete variables, and Mann-Whitney's test for continuous ones. Correlation analyses were carried
out using Spearman's test. Continuous variable were described by medians and interquartile
range.

Treatment efficacy was assessed in both groups using 3 criteria: 18-month survival without
unplanned hospitalisation for progressive HF; an improvement of left ventricular ejection fraction
(LVEF) by 2 3% at 3 months; a reduction of aminoterminal pro-brain natriuretic peptide (NT-
ProBNP) levels by = 30% of baseline value at 3 months. The thresholds for LVEF and NT-ProBNP
were selected from their medians into the CRT group; the 3-month timepoint was fixed in order to
minimize the selection bias (18-month survivors would be the healthiest patients). The analyses
were carried using multivariable logistic regression with randomisation group, age, ECCM
biomarkers and NT-ProBNP as potential cofactors with interactive backward selection method. No

significant pairwise interaction was found.

RESULTS
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Baseline Characteristics
Of the 260 patients included in the study, 128 were assigned to the control group and 132 to

CRT. Patients’ baseline characteristics and outcomes are summarized in Tables 1 and 2.

Baseline levels of ECCM turnover markers, kinetics and effects of CRT

There was no difference in median baseline levels between control and CRT groups. At 3
months, PINP had risen in the CRT group (p=0.049) but all other analyses failed to identify
significant differences in serum ECCM biomarkers in patients assigned to CRT or control at any
time (Figures 1 to 4).

Concentrations of NT-ProBNP decreased over the first 3 months in both control and CRT
groups. Further reduction were observed by 18 months in patients assigned to CRT whereas levels
stabilized in control group resulting in a significant difference between groups at 18 months (p =

0.002).

Relation of biomarkers to other measures of remodelling

At baseline, PINP and PIIINP were correlated with ICTP (r=0.28 p < 0.0001 and 0.26 p <
0.0001 respectively) (Table 3). NT-ProBNP was positively correlated with PINP, PIIINP and ICTP (r
=0.15 p =0.021; 0.21 and 0.36; both p < 0.0001). PIIINP and ICTP were negatively correlated with
estimated glomerular filtration rate. NT-ProBNP was negatively correlated with LVEF (r = - 0.40; p
< 0.0001) but EECM biomarkers were not correlated with LVEF or QRS duration.
Biomarkers as potential predictors of outcome

Only PIIINP and NT-ProBNP were associated with the outcome criterion based on survival

without unscheduled hospitalisation for worsening of HF at month 18. Each increment of 2 ng/ml of
PIIINP and 500 pg/ml of NT-ProBNP were associated with respectively a 12 % [95% CI 0.78-0.99
(p = 0.037)] and a 6 % [95% CI 0.91-0.98 (p = 0.003)] decrease of survival without unscheduled

hospitalisation for worsening of HF at month 18.

Biomarkers as potential predictors of response to CRT

6/23



Article CARE-HF September 02" 09

There was no interaction between PIIINP, NT-ProBNP (ie biomarkers independently
associated with the above-mentioned survival criterion) and the benefits of CRT (Table 4). Thus,
the analyses in each treatment group were not performed.

The other response criteria (ie LVEF 3 % increase and a 30 % decrease in NT-ProBNP levels

at month 3) were not associated to any of the baseline biomarkers.

DISCUSSION

Treatment by CRT did not lead to significant changes in blood levels of ECCM biomarkers at any
of the long term follow-up timepoints. NT-ProBNP levels showed a significant decrease in the CRT
group at month 18 compared to control group.

Baseline PIIINP levels were associated to a higher risk of all-cause death, independently from NT-
ProBNP levels. By defining various response criteria to CRT, none of the collagen biomarkers or

NT-ProBNP at baseline were associated to the response to CRT.

Baseline levels of ECCM turnover markers and effects of CRT

Since PINP and PIIINP are released during collagen biosynthesis, it is possible to use them
as biomarkers of collagen synthesis (18-20)-(21). PIIINP baseline values in control and CRT
groups were comparable to those reported among patients with CHF of RALES (Randomized
ALdactone Evaluation Study) (9) and RECOVER (Research into Etanercept: CytOkine antagonism
in VEntriculaR dysfunction) trials (22).

Baseline levels of PINP in our study are lower than those reported in the RALES study (9): This
might be due to PINP less specificity in the myocardium compared to PIIINP, which implies that
variation in this propeptide levels could be caused by other factors independently from cardiac
function.

Baseline levels of ICTP were not analysed in the RALES and RECOVER (Research into
Etanercept: CytOkine antagonism in VEntriculaR dysfunction) studies (9,22).

In contrast with no influence of CRT on ECCM biomarkers, a significant difference in NT-

ProBNP levels between CRT and control group was observed at month 18 in the present study,
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confirming the results of a previous study on CARE-HF patients (23) showing that CRT had an

early and continuous effect of reducing NT-ProBNP levels.

Relation of ECCM biomarker levels to other remodelling parameters:

Collagen turnover biomarkers were reported to be associated with various measures of the
severity of heart failure (24). In our study, collagen synthesis biomarkers were correlated with ICTP
at baseline underlining that the remodelling process consists of a continuous balance between
ECCM collagen turnover actors. NT-ProBNP baseline levels were correlated to those of PINP,
PIINP and ICTP which suggests that LV dysfunction involves myocardial and ECCM remodelling
concomitantly and interactively (25,26).

There was no significant correlation between baseline collagen biomarkers or NT-ProBNP levels
and QRS interval. On the other hand, QRS duration as well as NT-ProBNP were both strongly
associated with LVEF. Thus the hypothesis that a widening of the QRS interval could result from
electrical conduction heterogeneity associated to tissue heterogeneity produced by cardiac fibrosis
cannot be confirmed according to our results. Cardiac fibrosis as assessed by collagen biomarkers

may not be a major contributor to intracardiac conduction delays and LV dyssynchrony.

Relation of ECCM biomarker levels to outcome:

Our results confirmed the prognostic potential of PIIINP on outcomes as reported previously in
several HF populations (3,17) suggesting that excessive turnover of the ECCM is associated with
poor prognosis.

PIINP provided additional information on outcomes, independently from other classical strong
predictors such as NT-ProBNP (27), suggesting that cardiac fibrotic remodelling could depict a
local expression of systemic neurohormonal activation. Collagen deposit could affect functional
cardiac ability in various ways: by worsening heart pumping capacity of which fibrosis is one of the
major determinants, or by providing a structural substrate to arhythmogenicity, contributing

consequently in HF progress and sudden death.
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Kinetics of biomarkers during the 18 months follow-up and lack of effect of CRT:

Collagen biomarkers levels didn't change significantly during the 18-month follow-up and
considering the isolated nature of the significant difference observed at month 3 for PINP, the
possibility that it may have happened accidentally cannot be dismissed. Consistently, in the
RALES study, with mainly NYHA class Il low ejection fraction patients, PIIINP levels were stable
and PINP levels increased in the placebo group. However, in patients treated with spironolactone,
PIINP and PINP levels decreased significantly from screening to 6-month follow-up indicating that
blocking mineralocorticoid receptors may influence ECCM remodelling. In contrast, the results of
the present study suggest that CRT does not influence ECCM remodelling, which could be
detected by the assessment of ECCM biomarkers and at least in this study population with low EF
and wide QRS.

Our results are consistent with those reported recently in observational studies in patients with

congestive HF whose ICTP levels did not change upon CRT (14,28).

Biomarkers as predictors of response to treatment by CRT:

Very few studies used ECCM collagen biomarkers as potential predictive criterion of response
to CRT in HF patients. Furthermore, definitions of responders/non responders vary from a study

to another.

In the present study, despite the selection of 3 response criteria, based either on
hospitalisation-free survival at month 18, or on an intermediate response of functional improvement
at month 3 (LVEF increase and NT-ProBNP levels decrease), we did not observe that any of the
collagen biomarkers or the NT-ProBNP could predict the response to CRT. Two previous studies
(14,28) analysed the influence of collagen turnover on the long-term response to CRT in HF
patients through PICP (carboxyterminal propeptide of procollagen type I) : ICTP ratio (14) or PINP,
PIINP and ICTP levels (28). In one of them, responders after 12 months follow-up improved their 6
minutes distance walk-test of more than 10 % whereas non responders either haven’t improved the
walk test or died for cardiac reasons (14). The other study (28) considered as responders patients

showing over 10 % reduction in left ventricular end-diastolic volume 6 months after the onset of
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CRT. Conflicting patterns were reported from these studies with higher PICP: ICTP ratio at

baseline and a decrease in the one-year follow-up in responders in the one hand (14) and lower
PINP level at baseline with an increased synthesis rate in the 6-months follow-up in responders in
the other hand (28).

However, major limitations must be brought to the methodology and the extrapolation of these
studies findings. Aside from the fact that a small number of patients (73 and 64) were included,
these studies were designed without a control group. The authors thus do not take into account the
natural evolution of the disease, the influence of other HF treatments and many potential
confounding factors. In the absence of a control group, these benefits cannot be solely reported as

an effect of CRT.

Limitations of the present study

The principal limitation of this study is that the global population from the CARE-HF study
comprised patients with large QRS interval and/or with dyssynchrony. Notably, the lack of
association between ECCM biomarker levels and QRS duration may have been biased because
only patients with large QRS were included. A population with a full range of QRS duration,
including normal and large QRS may be more appropriate for testing the hypothesis of a

relationship between QRS duration and the degree of fibrosis.

Conclusions

This is the first study describing long-term kinetics of ECCM collagen biomarkers in patients
with moderate and severe HF due to LV systolic dysfunction complicated by cardiac dyssynchrony
treated by CRT. CRT did not influence cardiac extracellular matrix turnover. None of the tested
collagen biomarkers or NT-ProBNP appeared to be predictors of response to CRT. Therefore,
despite being associated to poor outcomes, cardiac fibrosis and ECCM remodeling do not seem to
be associated with other indices of ECCM remodeling neither to QRS duration, suggesting that

cardiac fibrosis is not a major determinant of cardiac dyssynchrony.
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Legend Figures 1 to 4

‘ CRT group
‘ Control group

Error bars InterQuartile Range
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Figure 1. Serum levels of PIIINP kinetics during the 18-months follow-up
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Figure 2. Serum levels of PINP kinetics during the 18-months follow-up
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Figure 3. Serum levels of ICTP kinetics during the 18-months follow-up
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Figure 4. Serum levels of NT-ProBNP kinetics during the 18-months follow-up
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TABLE 1. Baseline characteristics in patients with available biomarkers

Control group* CRT group*

Characteristics n n
Age (years) 128 67 (59-72) 132 66 (59-71)
Male gender 128 96 (75%) 132 90 (68%)
NYHA class IV 128 8 (6%) 132 6 (5%)
Primary cause of heart failure:

Dilated cardiomyopathy 60 (47%) 58 (44%)

Ischemic heart disease 128 48 (38%) 132 53 (40%)

Heart disease of other causes 20 (16%) 21 (16%)
Heart rate (bpm) 125 70 (61-77) 130 69 (59-81)
Systolic blood pressure (mmHg) 127 115 (108-130) 131 120 (105-130)
Diastolic blood pressure (mmHQ) 127 70 (60-80) 131 70 (64-80)
Left ventricular ejection fraction (%) | 118 26 (22-29) 115 25 (21-29)
Left ventricular end-systolic volume

118 113 (85-141) 115 108 (87-140)
index (ml/m?)
QRS duration (ms) 125 160 (154-180) 130 160 (152-180)
Mitral-regurgitation area (cm?) 97 5 (2-10) 106 5 (3-10)
Glomerular filtration rate
122 60 (44-72) 130 60 (44-78)

(ml/min/1.73m2)"
Loop diuretic 128 120 (94%) 132 124 (94%)
Spironolactone 128 72 (56%) 132 73 (55%)
Angiotensin converting enzyme
inhibitor or angiotensin-receptor 128 122 (95%) 132 131 (99%)
blocker
Betablocker 128 94 (73%) 132 88 (67%)
Digitalis 128 55 (43%) 132 47 (36%)
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Biomarkers
NT-ProBNP, pg/ml
PINP, ng/ml
PHINP, ng/ml

ICTP, ng/ml

124

121

123

123
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Control group*

1408 (571-3074)
33.1 (23.0-49.3)
4.7 (3.8-6.5)

3.4 (2.7-5.0)

127

125

126

126

CRT group*

1362 (592-4119)
33.0 (24.6-49.4)
4.6 (3.8-6.8)

4.1 (2.6-6.0)

Values are reported as median (InterQuartile Range) for continuous variables or n (%) for

categorical variables.

* There was no difference in median baseline levels between the control and the CRT groups.

" According to the MDRD formula (Modification of Diet in Renal Disease) (29).

CRT: cardiac resynchronization therapy. ICTP: type | collagen telopeptide. NT-ProBNP:

aminoterminal pro-brain natriuretic peptide. NYHA: New York Heart Association. PINP:

aminoterminal propeptide of Type | procollagen. PIIINP: aminoterminal propeptide of Type IlI

procollagen.
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TABLE 2. Patients’ outcome

Control (n=128) CRT (n=132) |Chi-Square p

Outcome
Primary 61 (48) 48 (36) 0.065
Death during study 33 (26) 21 (16) 0.0498

Death during study including
40 (31) 26 (20) 0.032
extension phase

Values are reported as n (%).

CRT: cardiac resynchronization therapy
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TABLE 3. ECCM biomarkers and risk factors correlations at baseline

for all patients with biomarkers

NT- QRS
pT PINP PIIINP ICTP GFR LVEF
ProBNP interval
2
n
1.00 0.10 0.28 0.15 -0.04 -0.01 0.02
PINP 0.14 < 0.0001 0.021 0.49 0.92 0.81
246 246 246 245 239 241 220
0.10 1.00 0.26 0.21 -0.15 0.03 -0.05
PIINP 0.14 < 0.0001 | <0.0001 0.017 0.63 0.45
246 249 249 248 242 244 223
0.28 0.26 1.00 0.36 -0.45 -0.05 -0.03
ICTP < 0.0001 | <0.0001 < 0.0001 | <0.0001 0.45 0.64
246 249 249 248 242 244 223
0.15 0.21 0.36 1.00 -0.33 0.11 -0.40
NT-
0.021 < 0.0001 | <0.0001 < 0.0001 0.090 < 0.0001
ProBNP
245 248 248 248 244 246 224
-0.04 -0.15 -0.45 -0.33 1.00 0.15 -0.10
GFR 0.49 0.017 < 0.0001 | <0.0001 0.018 0.12
239 242 242 244 252 247 226
-0.01 0.03 -0.05 0.11 0.15 1.00 -0.30
QRS
0.92 0.63 0.45 0.090 0.018 < 0.0001
interval
241 244 244 246 247 255 229
0.02 -0.05 -0.03 -0.40 -0.10 -0.30 1.00
LVEF 0.81 0.45 0.64 < 0.0001 0.12 < 0.0001
220 223 223 224 226 229 233
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* 11 Spearman correlation coefficients. " p: probability (r = 0). * n: frequency.
GFR: glomerular filtration rate. ICTP: type | collagen telopeptide. LVEF: left ventricular ejection
fraction. NT-ProBNP: aminoterminal pro-brain natriuretic peptide. PINP: aminoterminal propeptide

of Type | procollagen. PIIINP: aminoterminal propeptide of Type Il procollagen.
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TABLE 4. Association between biomarkers at baseline and response criteria based on
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survival without unscheduled hospitalisation for worsening of HF at month 18

Responders/
Factors OR (95IC)* p
Patients
CRT group 1.99 (1.11-3.56) 0.021
Response criterion : NT-ProBNP per
0.94 (0.91-0.98) 0.003
patients survivors at month 500 pg/ml
168/241
18 without unscheduled for PIIINP per 2
0.88 (0.78-0.99) 0.037
worsening HF ng/mi
Pairwise
- NS
interactions

* OR: Odds Ratio (95IC: 95% Confidence Interval)
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4.3. RESULTATS ADDITIONNELS NON PUBLIES DANS LES
ARTICLES PRESENTES

Certains résultats de nos études n’ont pas été insérés dans les 2 articles précédents,
principalement pour répondre aux recommandations et modeles des journaux auxquels nous

les avons soumis. Nous les présentons dans ce travail afin de pouvoir les aborder dans la

discussion.
4.3.1. ETuDE EPHESUS

Dans cette étude, nous avons non seulement décrit la cinétique des biomarqueurs de la MEC

mais également celle du BNP que nous présentons en figure 5.

Figure 5 : Evolution de BNP pendant les 9 mois de suivi dans I'étude EPHESUS
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4.3.2. ETUuDE CARE-HF

4.3.2.1 MMP-1

Dans I'étude CARE-HF nous avons étudié en plus des biomarqueurs de synthese PINP et
PIINP et du biomarqueur de dégradation ICTP, les métalloprotéinases de type 1 dont voici
les principaux résultats : les concentrations initiales de MMP-1 (tableau 1) et la cinétique
(Figure 6) au cours des 18 mois de suivi.

4.3.2.1.Loncentrations initiales de MMP-1 dans I'’étude CARE-HF

Tableau 1: Concentrations initiales de MMP-1

Groupe Controle* Groupe TRC*
MMP-1, ng/ml ‘ 119 2.7 (2.039) ‘ 121 27 (2.1-3.5?

Les valeurs sont rapportées comme des médianes [Intervalle Interquartile ;(IhQH
nombre de patients.
* Aucune différence significative n'a été observée entre les groupes contréle et TF

les caractéristiques initiales.
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4.3.2.1.Zinétique de MMP-1 dans I'étude CARE-HF

Figure 6 : Evolution de MMP-1 pendant les 18 mois de suivi dans I'étude CARE-HF
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4.3.2.2 Combinaison entre des concentrations de NT-ProBNP et PIIINP

supérieures et inférieures a la médiane pour évaluer la réponse a la TRC

Suite a notre expérience de I'étude EPHESUS, nous avons voulu vérifier si I'association de
concentrations initiales de NT-ProBNP inférieures ou supérieures a la médiane avec celles de
PHIINP pouvait servir de critere prédicteur de réponse a la TRC [en utilisant les 3 définitions
de répondeurs/non répondeurs de l'article sur les biomarqueurs chez les patients de I'étude
CARE-HF (246)]

Les résultats concernant le critére de réponse basé sur la survie a 18 mois sans hospitalisation
pour aggravation de I'lC sont présentés dans le tableau 2.

Aucun des biomarqueurs ne s’est montré associé aux 2 critéres de réponses intermédiaires a 3
mois (amélioration de la FEVG 3 % a 3 mois ; amélioration des concentrations de N
ProBNP de 30 % a 3 mois).

Tableau 2 : Association entre les concentrations initiales des biomarqueurs et le critere
de réponse basée sur la survie a 18 mois sans hospitalisation pour aggravation de

l'insuffisance cardiaque
Répondeurs/

_ Facteurs OR (95IC)* p
Patients

Critére de réponsepatient Groupe TRC 1.71 (0.98-3.00) 0.061

survivants a 18 mois san

1°2)

168/241 | PIIINP et NT-
ProBNP > 0.76 (0.60-0.95) | 0.018

médiane

hospitalisation pour

aggravation de I'lC

* OR: Odds Ratio
95IC: Intervalle de confiance a 95 %

Au vu de ces résultats, la combinaison des concentrations de NT-ProBNP et PIINP
supérieurs ou inférieurs a leur médiane respective n’apporte pas d’information supplémentaire

par rapport aux concentrations initiales de PIIINP utilisées seules.
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5. DISCUSSION

by

Dans nos travaux, nous avons décrit les modifications a court et long termes des
concentrations des biomarqueurs du collagéne et des peptides natriurétiques chez des patients
en phase aigué aprés un IDM compliqué par une IC et une dysfonction systolique du VG et
traités par éplérénone (étude EPHESUS), ainsi qu’en phase chronique chez des patients avec
une IC modérée a sévere due a une dysfonction systolique du VG associée a un
asynchronisme cardiaque et traités par TRC (étude CARE-HF).

Au cours du suivi des patients de I'étude EPHESUS, I'éplérénone diminue les concentrations
de PINP et PIIINP avec une différence significative 8Uf &u $™ mois. Les biomarqueurs

ICTP et TIMP-1 ne sont pas affectés par I'éplérénone pendant les 9 mois du suivi. Les
concentrations de BNP apparaissent significativement diminuées dans le groupe éplérénone
au 3™ et au 8™ mois.

A linverse, le traitement par la TRC dans I'étude CARE-HF ne semble pas avoir d’influence
significative sur I'évolution de ces biomarqueurs au cours des 18 mois de suivi tandis qu'une
amélioration significative des concentrations de NT-ProBNP survient 46 h8is avec des
concentrations inférieures dans le groupe TRC.

Chez les patients avec biomarqueurs de I'étude EPHESUS, la combinaison de concentrations
initiales supérieures a la médiane d'ICTP et de BNP s’est réveélée prédictive de la mortalité
toutes causes confondues ou des hospitalisations pour aggravation de I'lC.

Dans I'étude CARE-HF, seule une concentration initiale élevée de PIIINP est associée a une
augmentation du risque de mortalité toutes causes confondues pendant I'étude avec la phase
d’extension, et ce, indépendamment du NT-ProBNP.

Dans les 2 populations de ces études, les biomarqueurs du collagene ont donc apporté une
information complémentaire de celle déja fournie par les peptides natriurétiques.

Enfin, en définissant différents criteres de réponse au traitement par TRC, aucun des
biomarqueurs du collagene ni le NT-ProBNP n’apparaissent comme pouvant prédire une

réponse au traitement par TRC.

Nous allons aborder les différences de caractéristiques initiales et le contexte dans lesquelles
ces 2 populations ont été sélectionnées, et nous intéresser a l'intérét de l'analyse des
biomarqueurs de la fibrose en phases aigué et chronique comme :

* Indice pronostique de I'évolution de I'lIC
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e Outil servant a élucider la physiopathologie de I'IC en association avec d’autres types
de biomarqueurs (neurohormomonaux, de I'inflammation, de la fonction rénale)
e Outil d’évaluation du traitement de I'IC, cible thérapeutique éventuelle et critére

prédictif de la réponse au traitement.

5.1. DIFFERENCES ENTRE LES POPULATIONS EPHESUS ET
CARE-HF

En rapprochant les résultats de ces 2 études, on observe que dans EPHESUS, c’est un
biomarqueur de la dégradation du collagéne (ICTP) qui se révele étre pronostic tandis que
dans I'étude CARE-HF c’est un biomarqueur de synthése (PIIINP).

Ce constat dans 2 populations qui comportaient pourtant 'une comme l'autre des patients IC,
amene a étudier tout d’abord le(s) critere(s) qui différencient ces 2 populations.

En effet, en comparant les populations des groupes placebo et contrble des études EPHESUS
et CARE-HF, des différences majeures sont a souligner (Tableau 3).

Parmi le sous-groupe de patients sous placebo de I'étude EPHESUS dont nous avons analysé
les biomarqueurs, seuls 11 % des patients du groupe placebo avaient des antécédents
médicaux d’IC avant la survenue de I'IDM, 6.4 % ne présentaient pas de symptébmes d'IC
post-IDM mais un diabéte (86), ce qui implique que plus de 89 % de ces patients souffraient
d’'une IC d'origine ischémique faisant suite a la survenue de I''lDM aigu. De plus, chez 90 %
de I'ensemble de ces patients IC du groupe placebo, la sévérité de I'IC était estimée comme >
1 selon la classification de Killip, équivalent a une classe Il dans la classification NYHA.

A la différence de ces patients, seuls 38 % des patients du sous-groupe contréle de I'étude
CARE-HF présentaient une IC d’origine ischémique, et I'lC de ces patients était de classe
NYHA 1l pour 94 % d’entre eux.

La différence de sévérité de I'lC se retrouve dans la FEVG, plus altérée chez les patients IC
chroniques de I'étude CARE-HF dont la médiane de FEVG était de 26 (22-29) % [médiane
(11Q)], comparée a une moyenne de 34 £ 5 % [moyenne * déviation standard (DS)] mesurée
chez les patients en phase aigué de I'étude EPHESUS (86) (246).

Des différences au niveau de la prise en charge de I'lC dans les 2 études se retrouvent dans
'absence de traitement par diurétigues épargneurs de potassium ou par spironolactone,
interdits dans la population EPHESUS, et dans la différence d’administration de diurétiques
de l'anse : 51 % dans EPHESUS contre 94 % dans CARE-HF. Ceci peut s’expliquer par le

fait que les patients de I'étude CARE-HF présentent une IC plus séveére et chronique.
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Tableau 3: Comparaison des caractéristiques initiales des patients avec biomarqueurs
des groupes placebo et contréle des études EPHESUS et CARE-HF

Patients avec biomarqueurs | Patients avec biomarqueurs
du groupe placebo de I'étude du groupe controle de
EPHESUS I'étude CARE-HF
Patients_ nombre 236 max 128 / min 121
Age _annees 62 + 11 67 (59-72)
Sexe_ %
Homme 75 75
Femme o5 25
Pression artérielle _ mmHg
Systolique 121 +16 115 (108-130)
Diastolique 75+10 70 (60-80)
Fréguence cardiaque _ bpm Indéterminé 70 (61-77)
Classification NYHA _ %
Il NA
11 90 % avec classe de Killip > L 94
v 6
FEVG _ % 34+5 26 (22-29)
Etiologies de I'lC _ %
Ischémique au moins 89 % 38 %
Indéterminé

Non ischémique

Antécédent d'IC: 11 %

47 % cardiomyopathie dilatée
16 % maladies cardiaques

d’autres étiologies

Valeurs

moyenne +DS

médiane (11Q)

Traitements _ %

Diurétiques épargneurs de K interdit 56 (spiro)
Diurétiques de I'anse 51 94
IEC 89 95 (IEC ou AATI)
Digitaliques Indéterminé 43
Aspirine 85 Indéterminé
Suppléments potassiques Indéterminé Indéterminé
p-bloquants 78 73
Statines 50 Indéterminé
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Patients avec biomarqueurs
du groupe placebo de I'étude

Patients avec biomarqueurs
du groupe contrble de

EPHESUS I'étude CARE-HF
Biomarqueurs
PINP, ng/ml 35+17 33.1(23.0-49.3)
PIIINP, ng/ml 42+15 4.7 (3.8-6.5)
ICTP, ng/ml 6.7+4.0 3.4 (2.7-5.0)
TIMP-1, ng/ml 1228 £ 401 Indéterminé
NT-ProBNP, pg/ml
BNP, pg/ml 206 + 244
1408 (571-3074)
Valeurs moyenne £DS médiane (11Q)

Principaux critéres de non

inclusion

IC d'étiologie valvulaire ou
congénitale

Fibrillation auriculaire
chronique dans les 6 semaines
précédant la randomisation

Instabilité clinique (arythmies
autres que la fibrillation
auriculaire, choc
cardiogénique...)

Altération de la fonction du VG
non liée a la fonction systolique
du VG

Pontage coronaire pendant la
période de screening sauf si sta
cliniqguement pendant au moins ]
heures aprés l'intervention et
avant la randomisation

D

)5 Ormes potentiellement

réversibles de cardiomyopathie

Nri>

Angioplastie transluminale
coronaire percutanée prévue
durant la période de screening
sauf si stable cliniquement

pendant au moins 24 heures aprnes

I'intervention et avant la
randomisation.

Chirurgie cardiaque,
intervention coronaire
percutanée, cardiomyoplastie,
infarctus du myocarde, angine
.instable ou sévére, accident

.

vasculaire cérébral, dans les 6
semaines précédant la
randomisation

DCI / Transplantation cardiaque
programmeée durant I'étude

Indication conventionnelle pour
un stimulateur cardiaque ou un
DCI ou un stimulateur cardiaque
ou un DCI déja implanté

Hypotension non contrdlée (PAS
<90 mm Hg).

Patients hospitalisés nécessitant
une thérapie intraveineuse en
continu pour IC

Traitement par diurétiques
épargneurs de potassium ou
spironolactone

Espérance de vie < 1 an pour
une pathologie non liée a I'lC

Créatininémie > 220 umol/L et
kaliémie > 5.0 mmol/L pendant |
période de screening

a Valve mécanique tricuspide

Comorbidités/ hypersensibilité
connue a I'éplérénone ou a la
spironolactone/désordres
métaboliques séveres...

Probléme anticipé d’observance
/ Participation a un autre essai /
age < 18/ Grossesse

Période de recrutement

Déc. 1999 - Déc. 2001

*trimestre 2001- Mar. 2003
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Les populations de ces 2 études avaient donc été sélectionnées sur des caractéristiques
initiales différentes et les patients n’avaient de ce fait probablement pas le méme profil
physiopathologique.

5.2. UTILISATION DES BIOMARQUEURS DE LA FIBROSE COMME
INDICE PRONOSTIQUE

Les différences de contexte, aigu et chronique, dans lesquelles les populations de EPHESUS
et CARE-HF ont été sélectionnées et les difféerences de caractéristiques initiales qui en
découlent peuvent-elles expliquer les résultats divergents concernant les biomarqueurs
prédicteurs du pronostic ? Y a-t-il une raison sous-jacente au niveau physiopathologique qui
expliquerait que dans l'une des deux populations la synthése prime sur l'association au
pronostic tandis que dans l'autre c‘est la dégradation qui est significative. Enfin, cela a-t-il

déja été démontré dans des populations similaires a celles que nous avons étudiées ?
5.2.1. DANsL'IC CHRONIQUE, ETUDE CARE-HF

Les concentrations de PIIINP en début d’étude sont supérieures chez les patients ayant un
pronostic défavorable sur l'issue de la pathologie dans la présente étude et ce de fagon
additive et indépendante de I'association entre le NT-ProBNP et la survenue d’événements.
Des résultats semblables ont déja été rapportés chez des patients IC avec une dysfonction
systolique du VG (113, 115) et une ischémie chronique (171). Dans I'étude RECOVER (115),
le PIIINP montre une association indépendante avec la morbi-mortalité liee a I'lC chronique
suggérant qu’un turnover excessif de la MEC était associé a un pronostic défavorable. La
valeur pronostique du PIIINP a aussi été mise en évidence dans I'étude RALES (113), dans
laquelle des concentrations basales de PIIINP > 3.85 ng/ml (valeur médiane) étaient associées
a une augmentation de la mortalité.

Aucun autre marqueur du collagéne de la MEC n’a montré d’association avec la survenue
d’événement.

Nous avons voulu savoir si les caractéristiques initiales de ces 3 populations étaient similaires,
et pourraient donc en partie expliquer ces résultats. Les caractéristiques cliniques initiales des
patients du sous-groupe contréle de I'étude CARE-HF étaient comparables pour la plupart a
celles des groupes placebo de RALES et du groupe RECOVER (Tableau 4) pour lequel les
dosages de biomarqueurs du collagéene ont été effectués, que ce soit au niveau de I'age, de la
proportion des sexes, et de la fréquence cardiaque.
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Tableau 4: Comparaison des caractéristiques initiales des patients avec biomarqueurs

des groupes placebo et contréle des études RALES et CARE-HF et des patients de

I'étude RECOVER avec biomarqueurs

Patients with
biomarkers from
the placebo group of

Patients with
biomarkers from
the RECOVER

Patients with
biomarkers from
the control group of

the RALES study study the CARE-HF
study
Patients_ nombre 133 1009 max 128 / min 121
Age _années 69 +11 64,5+ 10,5 67 (59-72)
Sexe_ %
Homme 71 77 75
Femme 29 23 25
Pression artérielle _ mmHg
Systolique 124 + 20 123 +18 115 (108-130)
Diastolique 7411 75+£10 70 (60-80)
Frequence cardiaque Indéterminé 74 £12 70 (61-77)
__bpm
NYHA class _ %
Il 2 patients 26 NA
Il 79 71 94
v 21 3 6
FEVG _ % 267 24+5 26 (22-29)
Etiologies de I'IC _ %
Ischémique 44 62 38 %
Indéterminé
47 % cardiomyopathie
Non ischémique 56 38 (idiopathique 25 % dilate _
16 % maladies
cardiaques d’autres
étiologies
Traitements _ %
Diurétiques _ _ _ _
interdit 36 (spiro) 56 (spiro)
épargneurs de K
Diurétiques de I'anse 100 99 (tout diurétique) 94
IEC 90 89 95 (IEC ou AATI)
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Patients with
biomarkers from
the placebo group of

Patients with
biomarkers from
the RECOVER

Patients with
biomarkers from
the control group of

the RALES study study the CARE-HF
study
AATI Aucun 13 95 (IEC ou AATI)
Digitaliques 56 54 43
Aspirine 19 Indéterminé Indéterminé
Suppléments
potassiques 23 Indéterminé Indéterminé
B-bloquants 5 64 73
Valeurs moyenne £DS moyenne £DS médiane (11Q)
Biomarqueurs
PINP, ng/ml 50,9 +57,1 Indéterminé 33.1 (23.0-49.3)
PIINP, ng/ml 49+25 4,61 +2,26 4.7 (3.8-6.5)
ICTP, ng/ml Indéterminé Indéterminé 3.4 (2.7-5.0)
TIMP-1, ng/ml 654,6 £ 796,5 1478,4 + 556,1 Indéterminé
NT-ProBNP, pg/mi
BNP, pg/mi Indéterminé Indéterminé 1408 671-3074)
Valeurs moyenne £DS moyenne £DS médiane (11Q)

Principaux critéres de

non inclusion

Maladie cardiaque
congénitale

Infection sévére dans le
mois précédant la
randomisation

Fibrillation auriculaire
chronique dans les 6
semaines précédant la
randomisation

Angor instable

Etiologies de I'lC
chirurgicalement
corrigibles

Altération de la fonction
du VG non liée a la
fonction systolique du
VG

Insuffisance hépatique
primaire

Autres pathologies
séveres

Formes potentiellement
réversibles de
cardiomyopathie

Pathologie valvulaire
primaire opérable (autre
gue régurgitation mitrale
ou tricuspide avec
symptémes cliniques d’I(
systolique)

Cancer ou autre maladie
menacant I'espérance de
vie (autre que I'IC)

Patient ayant subi une

transplantation cardiaque

IDM aigu ou
hospitalisation dans les 3
mois et revascularisation
coronaire/chirurgicale
récente (3 mois) ou
planifiée

Chirurgie cardiaque,
intervention coronaire
percutanée,
cardiomyoplastie,
infarctus du myocarde,
angine instable ou sévere,
accident vasculaire
cérébral, dans les 6
semaines précédant la
randomisation

Indication
conventionnelle pour un
stimulateur cardiaque ou
un DCI ou un stimulateur
cardiaque ou un DCI déja
implanté

Patients hospitalisés
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Patients with
biomarkers from
the placebo group of

Patients with
biomarkers from
the RECOVER

Patients with
biomarkers from
the control group of

the RALES study study the CARE-HF
study
ou en attente d’'une intraveineuse en continu
transplantation pour IC

Créatininémie > 2,5
mg/dL (221 pmol/L) et
kaliémie > 5,0 mmol/L

Espérance de vie < 1 an
pour une pathologie non
lige al'lC

Valve mécanique
tricuspide

Probleme anticipé
d’'observance /
Participation a un autre
essai/ age < 18/

Grossesse
o ery -
Periode de Mar. 1995 - Déc. 1994  Juin 1999 - Déc. 20pd mestre 2001- Mar
recrutement 2003
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Les valeurs de la pression artérielle systolique des patients de I'étude CARE-HF apparaissent
légerement inférieures probablement a cause de la sévérité des patients inclus dans cet essai.
Ces études incluaient majoritairement des patients de classe Ill selon la classification
internationale NYHA. La FEVG était en moyenne de 26 £ 7 % (moyenne + DS) dans
RALES, 24 + 5 % (moyenne = DS) dans RECOVER et 26 (22-29) % [médiane (11Q)] dans
CARE-HF.

Une différence apparait concernant 'origine principale de I'lC qui était ischémique chez 44 et
38 % dans RALES et CARE-HF respectivement contre 62 % dans I'étude RECOVER.

La prise en charge de I'IC des patients différait également entre les 3 études sauf concernant
le traitement par IEC et/ou des AATI (sartans) avec 89 % d'IEC et 13 % d’AATI dans
RECOVER, 95 % d’'IEC/AATI dans CARE-HF et 90 % d’'IEC dans RALES [les études
ELITE Il (Losartan Heart Failure Survival Study) (172), Val-HeFT (Valsartan Heart Failure
Trial) (173) et CHARM (Candesartan in Heart failure-Assessment of Reduction in Mortality
and morbidity) (174), démontrant les bénéfices des sartans sur la morbi-mortalité dans I'IC,
ont été realisés postérieurement].

L’administration de diurétiques était réalisée chez 100 ; 99 et 94 % des patients de RALES,
RECOVER et CARE-HF respectivement.

Les diurétiques épargneurs de potassium étaient interdits dans RALES pour ne pas
compromettre les résultats quant aux bénéfices de la spironolactone, tandis que 36 et 56 % des
patients dans RECOVER et CARE-HF étaient traités par spironolactone.

Soixante-quatre et soixante-treize % des patients de RECOVER et CARE-HF étaient
également traités par d@sbloquants contre seulement 5 % dans RALES. Cetféreince

peut s’expliquer par les résultats positifs des études CIBIS (Cardiac Insufficiency Bisoprolol
Study) et CIBIS Il prouvant les bénéfices du bisoprolol sur la mortalité dans I'IC chronique,
etudes menées en 1994 et 1999 (175-178) tandis que la période d’inclusion de I'étude RALES
a débuté en Mars 1995 pour s’arréter en Décembre 1996 (82, 179).

Les populations de ces 3 études étaient donc tres comparables d’'un point de vue clinique, et
les principales différences de prise en charge de I'IC des patients relevaient plus de la nature
méme de I'étude ou de I'historique des traitements utilisés dans I'lC chronique.

Le biomarqueur de synthese de la MEC, PIIINP, pourrait par conséquent étre prédicteur de la

survenue d’événements et aider a la stratification du risque dans un contexte d’IC chronique.
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5.2.2. DANsSL'IC EN PHASE AIGUE, ETUDE EPHESUS

Dans notre étude, des concentrations initiales d’ICTP et de BNP supérieures a la médiane sont
associées a un risque augmenté de mortalité toutes causes confondues ou d’hospitalisations
pour aggravation de I'lC. Des valeurs élevées d'ICTP sont le reflet d’'une activité de
dégradation intense de la MEC dans la zone cicatricielle apres la survenue de linfarctus,
possiblement a I'origine d’'un risque augmenté de dilatation voire de rupture du VG par perte
de support matriciel.

Il faut noter qu’aucune association entre le PIIINP et la survenue d’évenements n’est apparue
significative dans I'étude EPHESUS. Ceci tendrait a confirmer que le PIINP est un
biomarqueur plus adapté au pronostic d’événements cardiovasculaires a long terme en
condition chronique plutét qu’en phase aigué apres un IDM, phase pendant laquelle le
remodelage géométrique du VG évolue et ou la dégradation du collagene semble jouer un role
primordial.

Il nest pas possible de rapprocher les résultats de nos travaux sur les patients de I'étude
EPHESUS d'autres populations similaires d’essais cliniques de grande envergure comme
nous I'avons fait pour CARE-HF avec RALES et RECOVER. Néanmoins, des études sur un
petit nombre de patients ont été réalisées dans I'IC post IDM sur un suivi & plus court terme
(86, 104, 105, 180-184).

Chez des patients avec un IDM aigu, des concentrations élevées de PIIINP a I'admission et
dans les quelques jours suivants la survenue de I'IDM se sont montrées prédictives d’'une
dilatation du VG (104).

Nos études confirment le potentiel des biomarqudursollagéne de la MEC a stratifier le
risque de mortalité des patients et montrent que I'’évaluation du remodelage collagénique par
le biais du PIIINP et de I'ICTP apporte une information complémentaire a celle déja apportée
par les peptides natriurétiques. L'information apportée par I'lCTP est associée a celle du BNP
dans le cas de I'étude EPHESUS. A l'inverse celle apportée par le PIIINP dans I'essai CARE-
HF est complétement indépendante du NT-ProBNP.
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5.3. LES BIOMARQUEURS COMME OUTIL D’EXPLORATION DE

PROCESSUS PATHOLOGIQUES
5.3.1. DANsL'IC CHRONIQUE, ETUDE CARE-HF

5.3.1.1 Les biomarqueurs de la MEC et la fibrose

Dans le cas d'une IC chronigue comme c’est le cas des patients de I'étude CARE-HF, la
fibrose est plus importante, mais un exceés de synthese du collagéne pourrait se révéler
délétere en diminuant les capacités contractiles du myocarde.

Lors d’épisodes de décompensation aigué d’'IC chronique, Chatzikyriakoet 3Y/(185) a

montré que chez 156 patients, en comparant les concentrations de PINP et ICTP a I'admission
et a la sortie, celles de PINP étaient significativement diminuées et celle d’'ICTP augmentées,
suggérant que les biomarqueurs de la MEC peuvent également refléter des modifications de la
matrice a court terme, pendant la période de résolution de la décompensation aigué. Ces
résultats appuient aussi I'hypothése selon laquelle un turnover diminué de la MEC pourrait
contribuer a la résolution de I' épisode de décompensation par diminution de la fibrose (185).
Une autre étude sur des patients IC chroniques a montré une relation significative et négative
entre I'ICTP et des indices de la rigidité vasculaire périphérique (186), suggérant qu’'un
turnover augmenté du fait d'une dégradation diminuée de la matrice est associé a une fibrose
plus importante.

Cette hypothése ne peut étre confirmée au vu des résultats de notre étude ni de ceux de I'étude
RALES (données non publiées) puisqu’elles n’avaient pas révélé d’association entre la FEVG
et les biomarqueurs. Par contre, il existe une corrélation chez les patients de I'étude CARE-
HF entre les concentrations initiales de NT-ProBNP et celles de PINP, PIIINP et ICTP, donc a
travers ces biomarqueurs a I'ensemble du processus de turnover de la MEC (53, 187) (246).
De plus, PIIINP fournit une information supplémentaire sur la survenue d’évenements,
indépendamment d’autres puissants prédicteurs comme le NT-ProBNP (188), suggérant que
le remodelage fibrotique peut représenter, en plus de mécanismes tissulaires, une expression
locale de I'activation systémique neuro-hormonale avec une influence sur les concentrations
des peptides natriurétiques (63, 184, 189).

La fibrose cardiaque est associée a un statut cardiaque fonctionnel détérioré et a un mauvais
pronostic. Le dépdt de collagéne peut affecter la capacité cardiaque fonctionnelle de
différentes facons: par la détérioration de la capacité de pompe du coeur dont un des

déterminant majeur est la fibrose cardiague, ou encore en fournissant un substrat structurel a
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'arrhytmogénicité, contribuant par conséquent a la progression de I'lC chronique et la mort
subite.

Klappacheret al. (190) ont étudié les concentrations sériques de PIIINP, PINP et ICTP chez
des patients IC chroniques de différentes sévérités, secondaires soit a une cardiomyopathie
dilatée (idiopathique) soit a une cardiomyopathie ischémique. Tous ces patients étaient traités
par des IEC, des digitaliques et plusieurs types de diurétique. Des concentrations augmentées
de PIIINP et ICTP étaient corrélées avec la sévérité clinique de I'lC, le degré d’altération
hémodynamique, une hyponatrémie, et le besoin d’'une transplantation cardiaque (190). Sur
cette méme population, mais sur des cceurs explantés, PIIINP et ICTP étaient corrélés a
'accumulation de collagene de type llll et | respectivement, représentée par une fibrose
interstitielle et péri-vasculaire des VD et VG (190).

5.3.1.2 Les biomarqueurs de la MEC et I'inflammation

Une interaction entre des médiateurs de la réaction inflammatoire et les biomarqueurs du
collagéne a également été étudiée par notre équipe chez les patients de I'étude RECOVER
montrant une association positive significative entre PIINP, TIMP-1 et IL-18 ; MMP-1,
TIMP-1 et la CRP; MMP-1 et I'lL-10 (115). L’association entre la CRP et les biomarqueurs

du collagene de la MEC chez les patients de I'étude CARE-HF (groupes TRC et contrdle
confondus, données non publiées) est significative entre la CRP et I'ICTP (r = 0.23, p =
0.0069), confirmant 'interaction entre inflammation et remodelage matriciel.

La participation des cellules et médiateurs inflammatoires dans I'athérogénése et la rupture de
la plaque est bien établie (191). Méme si la CRP sérigue n’est pas un marqueur spécifique et
gue sa concentration augmente en réponse a une inflammation, plusieurs études ont suggéreé la
possibilité qu’elle soit un acteur de la progression de I'athérosclérose et de ses conséquences
cliniues (192). De plus, la CRP s’est révélée exercer des effets directs défavorables sur
I'endothélium vasculaire en diminuant la libération de NO, en augmentant la production
d’endothéline-1 et en induisant I'expression des molécules endothéliales d’adhésion (193).
Ces observations suggérent que la CRP peut aussi jouer un réle causal dans la maladie
vasculaire et en conséquence étre une cible thérapeutique. Néanmoins, des concentrations
élevées de CRP ne sont pas spécifiques et sont aussi bien associées a une infection aigué ou
chronique, a la consommation de cigarettes, aux SCA et états inflammatoires actifs.

La hs-CRP, une protéine de phase aigué qui est majoritairement produite par les hépatocytes
sous l'influence de cytokines comme l'IL-6 et le TNFs’était préecédemment avérée étre

egdement un prédicteur indépendant du pronostic de I'IC chronique et des capacités
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cardiaques fonctionnelles avec des concentrations élevées associées a un pronostic
défavorable chez les patients IC (194).

Les travaux antérieurs de notre équipe ont aussi abordé le réle de l'inflammation dans I'lC
chronique chez les patients de I'étude RECOVER (115), et ont montré pour la premiére fois

sur une large cohorte de patients, une association significative entre les biomarqueurs de
linflammation et les biomarqueurs de la MEC : I'lL-18 s’est montré associée au PIIINP et au
TIMP-1, tandis que la CRP était associée au MMP-1 et au TIMP-1, suggérant des interactions
importantes entre les systemes inflammatoire et matriciel dans I'lC.

Dans une étude sur des patients IC traités par TRC, une diminution des concentrations de
CRP et d'IL-6 était significative seulement chez les patients présentant un remodelage inverse
et pas de survenue d’évenement clinigue, amenant les auteurs a conclure que le remodelage
inverse induit par la TRC contribuerait a une baisse de l'inflammation (195).

A linverse de ces résultats, Wedel H. et al. (196) ont décrit une série de modeles pronostiques
pour évaluer I'IC chez des patients ageés traités par thérapie pharmacologique optimale.
Chaque modeéle comprenait des criteres démographiques et cliniques, puis venaient s’ajouter
des mesures biochimiques (triglycérides, créatine kinase...) et finalement des biomarqueurs
récemment introduits dans les modeles d'IC: la hs-CRP et le NT-ProBNP. Seul le NT-
ProBNP s’est révelé apporter une information supplémentaire indépendante et significative
sur la survenue d’événements. La hs-CRP n’était pas associée a la mortalité toutes causes

confondues.

5.3.1.3 Les biomarqueurs de la MEC et la fonction rénale

L’'association entre I'ensemble des biomarqueurs du collagéne de la MEC (a I'exception du
PINP) et la fonction rénale, comme la corrélation entre 'historique de I'IR et I'ICTP, ou
encore la corrélation positive du MMP-1 et négative des autres biomargeurs du collagene au
débit de filtration glomérulaire (DFG), sont autant de facteurs tendant a confirmer l'intrication
entre fonction rénale, sévérité de I'lC et déterminants du remodelage ventriculaire dans I'IC.
L’'ICTP est aussi associé aux antécédents d’insuffisance rénale (IR) (p < 0.0001) avec des
concentrations initiales significativement supérieures chez les patients présentant des
antécédents d’IR.

L’hypovolémie et I'hypertension caractéristiques d’'une IR, entrainent sécrétion et élévation
des concentrations de NT-ProBNP et des biomarqueurs du collagéne (car I'élimination de ces

peptides se fait au niveau rénal).
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Ces résultats viennent confirmer I'association entre biomarqueurs du collagene et fonction
rénale (197, 198), Iimpact de la fonction rénale dans I'IC et la possibilité de l'utiliser
également comme outil de stratification du risque de mortalité chez les patients IC (199-201).

5.3.2. DANSL'IC EN PHASE AIGUE, ETUDE EPHESUS

5.3.2.1 Les biomarqueurs de la MEC et la fibrose

Dans I'étude EPHESUS, les patients étaient inclus a la suite d'un événement aigu entrainant
le remodelage de la paroi. On peut penser que, le collagéne étant impliqué dans la stabilité de
la plaque de fibrose, un exces de synthese est important en phase de cicatrisation aprées la
survenue d’'un IDM.

En comparant les concentrations initiales des biomarqueurs des études EPHESUS et CARE-
HF, il apparait que celles de PIIINP sont |égerement inférieures et a l'inverse de celles
d’'ICTP supérieures dans EPHESUS par rapport a CARE-HF impliquant que la balance
protéase-antiprotéase penchait dans le sens d’'une dégradation augmentée chez les patients de
'étude EPHESUS. Ainsi, une hypothése serait que les patients avec une concentration initiale
élevée d’'ICTP, marqueur de la dégradation, pourraient étre plus a risque d’'une rupture de la
plaque de chape fibreuse, athéroscléreuse, a une récidive d'IDM voire a une aggravation de
leur IC par une possible dilatation ventriculaire si la cicatrice d'IDM est mal réparée par
manque de fibrose expliquant I'association entre concentrations supérieures a la médiane
d’'ICTP et BNP et survenue d’évenements. Le BNP est également associé a I'ensemble des
biomarqueurs de la fibrose. L'augmentation de la dégradation de la MEC (reflétée par des
concentrations augmentées d’ICTP) pourrait représenter une expansion élargie de la zone
infarcie et une tension pariétale augmentée du VG (d’ou les concentrations élevées de BNP).
L’altération de la fonction cardiaque en phase aigué a la suite d’'un IDM associerait a la fois
des facteurs fonctionnels, géométriques, des facteurs neurohormonaux et des facteurs
tissulaires avec une association significative entre les valeurs initiales de la FEVG, I'ensemble
des biomarqueurs du collagéene (a I'exception de PINP) et le BNP

Dans une étude réalisée précédemment chez destpaiat un IDM aigu, c’étaient les
concentrations sériques de PINP et PIIINP qui étaient corrélées a la taille de I'infarctus, a la
dysfonction du VG, et a des artéres coronaires obstruées (104). Il faut noter que cette étude
était réalisée dans les phases tres précoces (dés le premier jour) apres la survenue de I'IDM
alors que nos valeurs initiales correspondent en moyenne a 8.5 jours aprés I'IDM.

De plus, dans I'étude EPHESUS, le BNP était associé a I'ensemble des biomarqueurs de la

MEC (a I'exception du PINP) y compris I'lCTP. Des résultats similaires ont été rapportés
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dans des études précéedentes (108, 184). La corrélation entre BNP et ICTP pourrait suggérer
gue le BNP régule la formation de la cicatrice aprées un IDM.

Le BNP étant en plus un marqueur de la sévérité de I'lC, son association avec les
biomarqueurs de la MEC pourrait impliquer que le processus de fibrose myocardique est un
acteur central de la progression de la pathologie.

Cette hypothése est appuyée par la cinétique des biomarqueurs du collagene des patients de
I'étude EPHESUS qui montre une évolution significative, spécialement dans la phase précoce
(le premier mois) suivant la survenue de I'IDM, suggérant I'importance du processus de
fibrose dans la physiopathologie apres un IDM (86).

Les concentrations des marqueurs de synthese PINP et PIINP augmentent de facon
significative pendant le®imois (p = 0.0001) puis diminuent jusqu’ai"®mois de suivi.

D’autres études avaient précédemment montré une augmentation précoce des concentrations
des marqueurs de synthese de la MEC deés le premier jour suivant un IDM (180), avec un pic
de concentration entre 1% et le 14™jour (104, 105, 180-184).

Des concentrations initiales élevées d’'ICTP, comme celles décrites dans notre étude, ont été
rapportées dans une étude sur des patients apres un IDM et étaient associées au remodelage du
VG (108), ce qui suggere une dégradation augmentée de la MEC dans la phase précoce apres
I'IDM. En revanche, aucune étude n’a décrit auparavant I'évolution a long terme de I'ICTP.
Dans notre étude, les concentrations initiales élevées d’'ICTP diminuent significativement
pendant le 4 mois, mais les concentrations restent élevées tout au long des 9 mois de suivi.
On peut rapprocher ce résultat de ce que Spinale FG (202) a décrit sur 'augmentation de
I'activité des MMPs apres un IDM, contribuant a une dégradation augmentée de la MEC et au
processus de remodelage. L'ICTP apparait comme un biomarqueur du remodelage précoce

post-IDM entrainant par la suite une dilatation du VG.

5.3.2.2 Les biomarqueurs de la MEC et I'inflammation

Nous avons également abordé la place de l'inflammation dans notre sous-groupe de I'étude
EPHESUS partant de I'hypothése qu’en phase aigué&, un phénomeéne inflammatoire important
contribue au remodelage de la MEC. Les concentrations initiales de I'ensemble des
biomarqueurs de la fibrose ainsi que celles du BNP étaient positivement et significativement
corrélées aux concentrations initiales de la hs-CRP (86). Cette protéine s’était précédemment
montrée indépendamment prédictive du pronostic de I'lC chronique et des capacités
cardiaques fonctionnelles avec des concentrations élevées associées a un pronostic

défavorable chez les patients IC (194).
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5.3.2.3 Les biomarqueurs de la MEC et la fonction rénale

Nos travaux nous ont également amenés a étudier I'association entre la fonction rénale et le
phénomene de remodelage de la MEC en phase aigué. Dans I'essai EPHESUS (résultats non
publiés, analyses effectuées sur tous les patients avec biomarqueurs des groupes placebo et
éplérénone), tous les biomarqueurs du collagene a I'exception du PINP ont montré une
association significative avec le DFG, reflet de la fonction rénale. Comme dans l'IC
chronique, nous avons donc confirmation de I'association entre biomarqueurs du collagéne et
fonction rénale (197-201). Apres un IDM, la fonction rénale est prédictive de la survenue
d’événements cardiovasculaires (199).

De plus, il a été montré qu’une proportion importante de patients hospitalisés présente a des
degrés variables des dysfonctions cardiagues et rénales, l'altération d'un de ces 2 organes
entrainant une dysfonction ou une lésion de l'autre (203). Cette observation sert de base a ce
qui a été appelé le syndrome cardiorénal, et fait actuellement I'objet de nhombreuses études
afin d'offrir aux patients un traitement s’appuyant sur une approche multidisciplinaire

combinant cardiologie, néphrologie et médecine d’'urgence (204).

5.4. UTILISATION DES BIOMARQUEURS DE LA FIBROSE DANS

LE MONITORING THERAPEUTIQUE DE L’'IC
5.4.1. DANsL'IC CHRONIQUE, ETUDE CARE-HF

Dans cette étude, les concentrations des biomarqueurs du collagene ne montrent pas
d’évolution significative au cours des 18 mois de suivi et l'influence de la TRC sur
I'évolution de ces concentrations n’est pas démontrée.

Ce résultat est en contraste avec ce qui a été décrit dans I'étude RALES sur les biomarqueurs
avec des concentrations initiales de PIIINP pourtant comparables a celles de I'étude CARE-
HF [4.9 + 2.5 et 4.7 (3.8-6.5) ng/ml dans les groupes placebo et controle des études RALES et
CARE-HF respectivement] mais suivies ensuite par une diminution significative du PIIINP
(et du PINP) entre le screening et #8%nois de suivi dans le groupe traité par spironolactone

(p= 0.02) (113) (246). Dans le groupe placebo, PIIINP reste stable et PINP augmente. Une
des explications a la diminution de PINP et de PIIINP dans le groupe spironolactone serait
gue cet antagoniste de l'aldostérone contribuerait a limiter 'augmentation de la fibrose par
diminution de la synthése de collagéne de la matrice.

Dans notre étude, les concentrations d’'ICTP ne varient pas non plus de maniére significative

au cours du suivi et aucune différence n’est observée entre les 2 groupes.
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Dans I'étude de&>arcia-Bolao et al(154), menée de fagcon prospective sur 73 patients avec
une IC et un asynchronisme du VG , des résultats similaires sont retrouvés avec I'absence de
différence significative entre les concentrations d’'ICTP initiales et & un an, que ce soit chez
les répondeurs ou les non-répondeurs (les répondeurs étant considérés comme les patients
ayant augmentes la distance marchée en 6 minutes de plus de 10 % au terme d’'un an de suivi).
Concernant I'évolution du MMP-1 et bien que les TIMPs n'aient pas été dosé dans notre
étude, il a été précédemment rapporté que les concentrations de MMP-1 augmentent dans I'lC
et que cette augmentation surpasse habituellement les modestes modifications des
concentrations de TIMP-1 (202). Dans la présente étude, comme dans I'étude RALES (113),
les concentrations de MMP-1 n’évoluent pas de maniére significative durant le suivi.

Dans I'étude de Garcia-Bolao et #154), les concentrations de MMP-1 augmentent
significativement a 1 an chez les répondeurs (p = 0.032) mais pas chez les non-répondeurs (p
= 0.471). La différence a un an sur 'ensemble des patients n’est pas significative non plus
(0.875) (154).

L'étude d’'Umar S.et al (205), avait pour but d’évaluer si le métabolisme myocardique du
collagéne chez 64 patients avec une IC était impliqué dans le remodelage inverse du VG et la
réponse a la TRC. Les concentrations seriques de PINP, PIIINP et ICTP ont été analysées
avant l'instauration de la TRC et 6 mois aprés. Soixante-douze % des patients ont diminué de
plus de 10 % le volume télédiastolique du VG apres 6 mois de suivi et ont été défini comme
des répondeurs. La concentration initiale moyenne de PINP était significativement inférieure
chez les répondeurs par rapport aux non répondeurs. Ces répondeurs montraient une
augmentation moyenne significative des concentrations de PINP et PIIINP entre O et 6 mois
alors gu’'aucune évolution significative n’était observée chez les non répondeurs. Les
concentrations initiales d’ICTP dans les 2 groupes ne montraient pas de différence
significative, de méme que I'évolution au cours des 6 mois de suivi. Les auteurs ont conclu
gue le remodelage inverse du VG aprés linstauration de la CRT était associé a une
augmentation de la synthése de collagene au cours des premiers 6 mois de suivi.

Les conclusions de ces 2 études (154, 205) sont a interpréter avec précaution au vu du faible
nombre de patients et de l'absence d'un groupe témoin permettant la comparaison et
I'affirmation de tels résultats.

Dans notre population, I'association d’'une synthése et d’une dégradation stable des collagénes
de type | et Ill correspondrait a une stabilisation de la fibrose, suggérant que la fibrose
cardiaque est un processus évolutif s’aggravant au cours de la progression de I'lC, et pouvant

étre maitrisée par un traitement adéquat. L’introduction de la TRC en plus du traitement
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optimal ne semble pas avoir d’influence supplémentaire sur la fibrose et le remodelage
cardiaque au vu de nos résultats.

Néanmoins, I'ensemble de ces études suggere que la TRC n’est pas reliée a des modifications
majeures dans la dégradation des fibres de collagéne de type | dans le coeur des patients IC, ni
en supprimant I'équilibre MMP-1/TIMP-1 ni en limitant la dégradation du collagene. Il est
donc peu probable que ce traitement affecte la qualité du collagene au cours du processus de
remodelage cardiaque. Les études a l'avenir devraient évaluer simultanément l'activité des

métalloprotéinases avec leurs inhibiteurs naturels chez les patients IC.
5.4.2. DANSL'IC EN PHASE AIGUE, ETUDE EPHESUS

Dans I'étude EPHESUS, on observe des variations significatives des concentrations de
PIIINP au cours du suivi (p = 0.001) et I'éplérénone freine significativement la synthese de
PIINP par rapport au groupe placebo & partir tif fois. L'aldostérone favorise la fibrose
cardiague dans des modeles expérimentaux (206) et sur 'lhomme (83, 207).

Des résultats similaires avec la spironolactone avaient été montrés dans I'étude RALES (113)
sur I'lC chronique avec dysfonction systolique du VG. Les concentrations des biomarqueurs
de synthése de la fibrose étaient associées au pronostic et diminuaient significativement
durant les 6 mois de suivi chez les patients traités par spironolactone (113).

Une autre étude avait montré précédemment une réduction des volumes et masses du VG
ainsi gu’une diminution des concentrations plasmatiques de BNP et PIIINP chez des patients
traités pendant 4 mois par spironolactone (208).

Dans une étude sur des patients aprés un IDM (209), I'administration de canrénoate de
potassium, le métabolite actif de la spironolactone, en plus dun IEC, améliorait
significativement la FEVG et la dilatation du VG était significativement diminuée dans le
groupe traité par cet antagoniste de I'aldostérone. De plus, les concentrations de PIIINP dans
le groupe traité par canrénoate de potassium étaient significativement inférieures. Il a été
suggéré que le traitement par un antagoniste de Il'aldostérone associé a un IEC pouvait
prévenir le remodelage du VG post-IDM tout en diminuant le marqueur de synthese du
collagéne, comparé au traitement par IEC seul.

Les résultats des présentes études ouvrent des perspectives d’'un point de vue thérapeutique si
on considére les concentrations du biomarqueur du collagene PIIINP comme un critere
intermédiaire de réponse au traitement par un antagoniste de I'aldostérone. De plus comme les

résultats de I'étude RALES sur les biomarqueurs et ceux d'EPHESUS semblent le suggérer,
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le PIIINP pourrait étre exploré comme une cible thérapeutique dans le traitement de I'IC
chronigue, puisqu’en freiner la synthése est associé a des bénéfices en termes de pronostic.

Il faut noter également que dans I'étude EPHESUS, la combinaison de concentrations initiales
elevées d’'ICTP et de concentrations basses de BNP et réciproquement n’étaient pas associees
a la survenue d’évenement, suggérant que seule la combinaison d’une dégradation augmentée
de la MEC et d'un étirement myocytaire peuvent prédire la survenue d’événements.
L’association de ces 2 mécanismes pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante

dans I'lIC en phase aigué.
5.4.3. PREDICTEUR DE LA REPONSE AU TRAITEMENT

Certains des effets bénéfiques de la TRC pourraient étre liés a sa capacité a induire une
régression de la fibrose cardiaque sévére. L'activation asynchrone ventriculaire entraine une
dilatation du VG et une réduction de la FE ainsi qu’'une redistribution du flux sanguin
myocardique par plusieurs voies, y compris des modifications de la composition du tissu
myocardique (138, 147, 148)’'accumulation de tissu fibreux est une des caractéristiques
essentielles des changements défavorables de la structure du tissu cardiaque. Plusieurs études
ont montré qu’une fibrose myocardique histologiguement prouvée était associée a une
dilatation du VG et une baisse de la FE (114)

Il a été démontré que la TRC entrainait une réduction significative des fibres de collagéne
cardiaque (153). Des études sur des échantillons de biopsies myocardiques ont montré que la
fibrose était I'une des caractéristiques majeures du remodelage dans les maladies de la
conduction cardiaque et avaient établi une relation entre I'accumulation du collagene et le
ralentissement de la conduction électrique (146).

Nos travaux sur les biomarqueurs du collagene dans I'étude CARE-HF avaient donc pour
objectif de trouver un outil permettant de discriminer les patients répondeurs a la TRC, notre
hypothése étant basée sur le fait que la fibrose pouvait étre liée a I'asynchronisme, les patients
présentant le plus de fibrose étaient aussi les plus asynchrones et donc les plus a méme de
profiter des bénéfices de la TRC.

Une étude menée sur 73 patients avec une IC et un asynchronisme du VG a analysé
I'hypothese selon laquelle le turnover du collagéne de type | avait une influence sur la réponse
a long terme de la TRC (154). Mais cette étude n’avait pas prévu de recruter un groupe
contrble et a néanmoins conclu que chez les patients répondeurs, la TRC semblait normaliser

les concentrations sériques du peptide carboxy-terminal du procollagene de type | (PICP)
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(154), peptide libéré durant la synthese du collagéne de type |, qui est associé a I'importance
du dépbt myocardique de fibrilles de collagéne de type | chez des patients ICHlEL4)

aussi conclu que non seulement le turnover du collagene de type | avait un impact sur la
réponse au traitement mais également que la capacité de la TRC a restaurer la balance
synthese/dégradation du collagene de type | étatice® a une réponse positive. Ces
conclusions sont a interpréter avec précaution au vu du faible nombre de patients et de
I'absence d’'un groupe témoin permettant la comparaison et I'affirmation de tels résultats.

Chez les patients avec biomarqueurs de I'étude CARE-HF, nous n’avons pas non plus réussi a
mettre en évidence parmi les biomarqueurs du collagéne et le NT-ProBNP, un prédicteur de la
réponse au traitement. Néanmoins, I'exploration de I'hypothése selon laquelle I'un des
mécanismes contribuant aux effets cliniques de la TRC pourrait passer par I'amélioration du
remodelage matriciel, reste une voie intéressante a étudier dans une population plus

nombreuse avec une distribution plus large de la valeur de l'intervalle QRS.

5.5. AVANTAGES ET LIMITES DE NOS TRAVAUX

Il convient d’analyser nos résultats d’'un point de vue critique et de rappeler les différentes

limitations a apporter a leur interprétation et extrapolation.

5.5.1. POPULATIONS

L'un des avantages de ces travaux est que la mesure des biomarqueurs du collagene de la
MEC a été réalisé sur des échantillons de patients issus d'essais contrélés, EPHESUS et
CARE-HF comportant des populations bien sélectionnées s’appuyant sur des criteres
d’inclusion précis. Les patients de ces 2 essais étaient inclus de facon randomisée, ce qui
permet de tenir compte de linfluence du traitement a I'étude puisque les groupes sous
traitement et les groupes contrdle étaient censés étre comparables. Cela s’est confirmé lors de
'analyse de notre sous-groupe de patients issus de I'étude CARE-HF mais n'a
malheureusement pas été possible avec les patients de I'étude EPHESUS. En effet, bien que la
population ait été également randomisée, le hasard a joué contre nous dans le sous-groupe de
patients pour lequel les biomarqueurs du collagéne ont été mesurés puisque les patients sous
placebo et ceux sous éplérénone n’étaient pas comparables pour certaines caractéristiques
initiales.

Un autre inconvénient des essais controlés est que les populations, bien qu’homogenes, ne

sont pas représentatives de la population générale puisque sélectionnées sur des criteres
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précis. Les résultats de I'ensemble de ses études ne doivent donc étre extrapolés qu'avec

beaucoup de prudence a une population générale non ciblée avec une IC.

5.5.2. CHOIX DES BIOMARQUEURS

Il faut d’abord noter que nous avons effectué I'ensemble des analyses dans le méme
laboratoire, avec le méme matériel ce qui assure une standardisation de nos mesures.

A linverse, 'une des principales limitations a nos travaux est I'absence de mesure de la
balance MMP/TIMP a cause de l'insuffisance du volume d’échantillons disponibles. Nos
résultats, s'ils permettent de conclure a un excés de synthése ou de dégradation dans nos
populations par le biais d’autres biomarqueurs, ne permettent cependant pas de mettre en
evidence les mécanismes fins de régulation du turnover collagénique avec l'intervention de
différentes métalloprotéinases, en particulier des collagénases.

Plusieurs études se sont intéressées aux gélatinases MMP-2 et MMP-9 chez des patients aprés
un IDM (210-213) et ont montré gu’elles présentaient des variations significatives de leur
concentration aprés un IDM et que la concentration circulante d’activit¢ de MMP-2 était
prédictive du remodelage du VG (210, 213). De la méme fagcon, MMP-9 augmente jusqu’a un
pic dans les 12 heures suivant I'IDM mais diminue ensuite et se stabilise a des concentrations
qui persistent pendant plusieurs mois : des concentrations €levées de ce plateau sont associées
a une amélioration de la FEVG et une diminution du remodelage du VG au cours du temps
(212). En s’appuyant sur les résultats obtenus dans I'étude EPHESUS, I'une de ces études a
analysé les effets de I'éplérénone sur le remodelage du VG par la mesure des concentrations
des gélatinases MMP-2 et MMP-9 chez 100 patients présentant une dysfonction systolique du
VG apres un IDM mais sans symptomes d’IC ou de diabéte (211). Les résultats de cette étude
ont montré que c’est seulement aprés ajustement sur 15 covariables (dont I'age, I'HTA, la
dyslipidémie, le DFG, l'index du volume télésystolique du VG, l'index du volume de
l'infarctus, le traitement par dgsbloquants...)que I'éplérénone diminuait significativement

la concentration de MMP-2 par rapport au groupe placebo.
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6. PERSPECTIVES

6.1. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

6.1.1. LA COMPREHENSION DES MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES DE
L’ INSUFFISANCE CARDIAQUE

L’'un des objectifs des travaux de notre équipe sur les biomarqueurs du collagéene de la MEC,
est de comprendre le réle de la fibrose myocardique, telle gu’évaluée par la mesure de ses
biomarqueurs dans la physiopathologie de I'lC, y compris dans des phases précoces.

Notre hypothése était que I'évaluation des biomarqueurs de la MEC pourrait suggérer des
mécanismes par lesquels la fibrose influencerait I'histoire naturelle de I'lC et permettrait

d’étudier le role de la fibrose dans son étiologie.

6.1.1.1 Dans I'IC suite & une HTA

Chez des patients hypertendus, il avait été mis en évidence que la synthése de collagéne était
augmentée et sa dégradation diminuée (97, 214). Nous nous sommes posés la question de
savoir si la fibrose pouvait intervenir de facon significative dans I'IC via le processus
d’hypertrophie VG comme c’est le cas dans la maladie hypertensive.

Notre équipe a donc étudié la transition de I'HTA a I'lC par le biais des biomarqueurs (123).
L’HTA et le diabéte prédisposent individuellement a I'lC chronique, les patients avec les 2
pathologies présentent un risque augmenté de développer une IC (3). Chez ce type de patients,
nous avons émis I'hypothése que des modifications précoces de la MEC cardiaque, reflétées
par I'analyse des biomarqueurs de synthése et de dégradation, pouvaient apparaitre chez des
patients a haut risque avant que I'lC ne soit détectable. Nous avons pour cela comparé les
biomarqueurs du turnover de la MEC chez des patients avec une IC et une dysfonction
systolique avec ou sans diabete, des patients avec une HTA et des sujets sains (123). Nous
avons mis en évidence que des modifications du turnover du collagéne pouvaient survenir
précocement dans le processus pathologique chez des patients a haut risque avec un diabéte et
une HTA avant que I'lC ne soit détectable (123).

La mesure des biomarqueurs de la fibrose chez les patients recrutés dans les cohortes du
Network of Excellence (NOE) et Stanislas (voir chapitres 6.2.2.1 et 6.2.2.2) nous permettra de

confirmer ces résultats.
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6.1.1.2 Dans I'IC suite a une ischémie chronique

Chez des patients avec une maladie coronaire artérielle, I'ischémie, persistant malgré le
traitement et évaluée par scintigraphie [exercise thallium-201 Single Photon Emission
Computed Tomography (SPECT) Imaging], aggrave le pronostic a long terme (215).
Radauceanu Aet al (171) ont par la suite exploré le réle du remodelage matriciel dans ce
processus pour déterminer si la synthése ou la dégradation des biomarqueurs sériques du
collagéne reflétaient un remodelage actif de la MEC chez ces patients. Ils ont montré que
lischémie (évaluée par scintigraphie) était associée a une augmentation du turnover du
collagéne de type Il avec une augmentation des concentrations de PIIINP, indépendamment
des traitements concomitants, et méme chez des patients présentant une FEVG normale. Il a
été suggére a la suite de cette étude que des concentrations augmentées de PIIINP pouvaient
étre associées au processus de remodelage inverse a long terme méme lorsque la fonction

cardiaque ne parait pas initialement affectée (171).

6.1.1.3 Dans I'IC suite a un IDM

Les travaux que nous avons effectués chez les patients de I'étude EPHESUS ont montré qu'il
pouvait exister une étiologie de fibrose dans I'évolution de I'lC post-IDM avec une variation
significative des biomarqueurs de la fibrose chez les patients au cours du suivi,
particulierement dans le premier mois apres la survenue de I'IDM (86).

Les résultats de ces travaux ont suscité une nouvelle interrogation. En effet, dans les études
sur I'IC chronique, c’est par voie de synthése que la fibrose semble intervenir dans la
physiopathologie évolutive de I'lC. A l'inverse, dans I'étude EPHESUS sur I'IC en phase
aigué, la dégradation de la MEC joue un réle prépondérant. L’étiologie de I'lC pourrait donc
influencer la voie (synthese ou dégradation) par laquelle la fibrose participe au mécanisme de
I'IC. La mesure des biomarqueurs de la MEC des populations de I'étude Epidémiologie et
Pronostic de I'IC Aigue en Lorraine (EPICAL Il) (cohorte populationnelle) et de l'essai
clinique EVEREST chez des patients présentant un syndrome d’IC Aigué (SICA) pourraient

éclaircir et confirmer cette observation.

6.1.2. LE LIEN ENTRE LES BENEFICES CLINIQUES DU TRAITEMENT ET LE REMODELAGE
MATRICIEL

Nos travaux avaient également pour objectif de vérifier si la correction thérapeutique et le
bénéfice clinique apportés par les traitements modernes de I'IC pouvaient étre reflétés par la

mesure des biomarqueurs de la fibrose. L’identification de ces biomarqueurs ouvrirait des
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orientations nouvelles en terme de cible thérapeutique. C’est le cas du marqueur de synthése
PIINP dont la limitation semble avoir des bénéfices et étre I'une des voies par laquelle les
antagonistes de l'aldostérone exercent leurs effets, au vu des résultats de I'étude RALES sur
les biomarqueurs (113), appuyés par les résultats de I'étude EPHESUS présentés dans ce
travail (86).

6.1.3. L’ ESTIMATION PRONOSTIQUE ET LA STRATIFICATION DU RISQUE

Nous avons rapporté dans I'étude RALES (113, 115) que les concentrations sériques du
marqueur de synthése PIIINP chez des patients IC chroniques avec une dysfonction systolique
étaient significativement associ€es a la mortalité. Les études RECOVER et CARE-HF sur les
biomarqueurs (115) (246) dans I'IC chronique venaient s’inscrire dans la continuité de ce
travail avec une association entre les concentrations initiales de PIINP et la survenue
d’évenements.

L’étude EPHESUS chez des patients en phase aigué aprées un IDM a montré que la
combinaison de concentrations initiales d’'ICTP et de BNP supérieures a leur médiane
respective était associée a la survenue d’évenements (86).

L’hypothése que notre équipe souhaite encore explorer, serait que la fibrose pourrait aider a
comprendre les mécanismes de la défaillance myocardique par défaut de la fonction pompe
mais aussi suite a une hétérogénéité tissulaire dans les cas d’asynchronisme ou encore les
mécanismes liés a la mort subite.

Chez des patients avec un IDM aigu, Hayashial ont déja montré une corrélation
significative entre I'évolution a 1 mois du volume télédiastolique du VG et I'évolution a 1
mois des concentrations de PIINP (209). Une étude récente (216) a également montré que
chez des patients présentant une IC stable avec une dysfonction systolique, des pressions de
remplissage du VD élevées sont associées a une activité de turnover matriciel augmentée
reflétée par les concentrations de PIIINP (216), suggérant que le turnover de la MEC est
impliquée dans la progression accélérée vers I'lC congestive.

Notre équipe débute seulement a analyser cette hypothese.

Dans la population de I'étude CARE-HF nous disposons de données indiquant le remodelage
ventriculaire [volumes télédiastoliques et télésystoliques, TAPSE (Tricuspid Annular Plane
Systolic Excursion) qui est une mesure de la fonction du VD] nous permettant d’effectuer le
méme type de travail pour vérifier la relation entre fibrose (hétérogénéité tissulaire) et

asynchronisme.
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Les travaux de Blangy Het al (217) avaient abordé I'analyse des biomarqueurs dans les
arythmies ventriculaires, causes principales de la mort subite. Le but de cette étude était
d’analyser les relations éventuelles entre la fibrose myocardique reflétée par les biomarqueurs
du collagene de la MEC, la surcharge en pression par le biais du BNP, lI'inflammation par la
mesure de la hs-CRP et l'incidence des tachycardies ventriculaires chez des patients atteints
d’'une maladie coronaire artérielle (217). Les résultats de ce travail ont montré que la
combinaison entre des concentrations basses de PIIINP et de concentrations élevées de PINP
représentait un marqueur indirect des conditions mécaniques et physiopathologiques
prédisposant a la survenue d’une tachycardie ventriculaire chez ce type de patients.

Il faudrait pouvoir étayer ces résultats dans une population avec un grand nombre

d’événements et en particulier de mort subite.
6.1.4. LADECISION ET LA SURVEILLANCE THERAPEUTIQUE

Les objectifs de notre équipe consistent également a étudier l'utilisation potentielle des
biomarqueurs de la MEC comme :

» outil de décision thérapeutiqgue, ou, comment aider le clinicien a discriminer les
patients les plus a méme a bénéficier d'un traitement en fonction des concentrations
d’un biomarqueur du collagene.

» outil de surveillance thérapeutigue ou comment un biomarqueur du collagene pourrait
refléter la réponse intermédiaire a un traitement donné.

Nous n’en sommes pour l'instant qu’aux débuts des investigations avec les résultats de I'étude
RALES suggérant que les patients les plus fibreux a linstauration du traitement par
spironolactone sont les plus aptes a y répondre favorablement (113). La baisse des
concentrations des biomarqueurs de synthése a partir de 6 mois dans le groupe traité par
éplérénone dans I'étude EPHESUS pourrait poser les bases de I'utilisation de PINP et PIIINP
comme criteres de réponse intermédiaire au traitement par éplérénone (86).

Une étude de I'expression des genes codant pour les collagenes de la MEC, mais aussi pour
les MMPs/TIMPs, la fibronectine et le TGF-chez des patients avec IC auxquels un
dispositif d'assistance du VG (combiné a un traitement optimal de I'IC) a été implanté (218),

a montré que les patients qui n'avaient pas récupeére grace au dispositif avaient une expression
myocardique augmentée des genes pro-fibrotiques au moment de l'implantation (218). Chez
les patients qui ont bénéficié cliniquement de I'implantation du dispositif, des concentrations
augmentées au moment de retirer le dispositif étaient négativement associées a la FEVG.
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Néanmoins, la récupération myocardique ne nécessitait pas obligatoirement une diminution
des marqueurs pro-fibrotiques (218).

Enfin, une étude récente chez des patients IC avec FE préservée et dysfonction diastolique
(dont la fibrose est une caractéristigue majeure) (117) a montré que les MMP-2 pourraient se
révéler plus utiles que le BNP dans l'identification de tels patients. Ces résultats suggerent
gu'a l'avenir, les biomarqueurs du collagene de la MEC pourraient également aider au
diagnostic et a la classification du type d’IC (117).

6.2. APPROCHES

6.2.1. CHOIX DES BIOMARQUEURS

Dans la continuité des travaux antérieurs effectués, notre équipe poursuit ses investigations
sur les biomarqueurs de la MEC pour approcher le phénoméne de remodelage ventriculaire.
Mais d’autres biomarqueurs se sont imposés comme importants a explorer en parallele de ces
biomarqueurs dans les pathologies cardiovasculaires. Des études récentes montrent que
I'utilisation de plusieurs types de marqueurs au lieu d’un pourrait étre utile (57, 59, 219, 220).
Les peptides natriurétiques sont déja considérés comme prometteurs mais d’autres
biomarqueurs du stress myocytaire comme 'adrénomédulline et le ST2, des marqueurs des
lésions myocytaires comme les troponines | et T, des marqueurs de la fonction endothéliale
comme les métabolites du NO, les marqueurs de l'inflammation (CRP, plusieurs IL ef) TNF-
sontde plus en plus étudiés. Ainsi, I'étude des biomarqueurs de I'inflammation en association
a ceux du collagene pourrait nous permettre de déterminer si la fibrose n’est qu’'un processus
secondaire a un évenement inflammatoire ou si elle tient un réle important dans la progression
de l'lC.

Notre équipe s’intéresse actuellement a la Galectine-3 (Gal-3). La Gal-3 est une protéine
initialement identifiée dans les macrophages (221) mais qui est également exprimée dans
d’autres types cellulaires et tissulaires comme l'aorte et le cceur (222, 223). La Gal-3 interagit
avec différents ligands situés dans la MEC comme la laminine, le collagéne, I'élastine, la
fibronectine et les intégrines (224). Elle module la migration cellulaire, I'interaction cellule-
cellule, le cycle cellulaire et 'apoptose (225). L'expression de la Gal-3 myocardique est
augmentée dans les hypertrophies du VG et les IC chez des rats transgéniques homozygotes
pour le gene TGRmMRen2-27 (rat Ren-2) (223). De plus, ces rats traités par la Gal-3 montrent
une augmentation de la fraction du collagene myocardique et une FE diminuée, suggérant un

réle de la Gal-3 dans l'altération de la fonction cardiaque (223). Des dannétes sur des
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fibroblastes cardiagues ont également confirmé les effets pro-fibrotiques de la Gal-3 (223).
Une étude sur des souris mutées inactivées pour le géene de la Gal-3 ont montré qu’elles
étaient protégées de la fibrose rénale et présentaient un dépét de collagene moindre au niveau
du foie en réponse a des stimuli nocifs (226, 227). D’un autre coté, une expression de Gal-3
augmentée a été décrite dans l'aorte de souris mutées inactivées pour le gene de
'apolipoprotéine E sous régime pro-athérosclérotique (228). La Gal-3 emprunte des voies
intracellulaires communes a d’autres molécules pro-fibrotigues comme la cardiotrophine 1,
'aldostérone et l'angiotensine Il. De plus, ces molécules contrblent certains ligands
extracellulaires de la Gal-3 dans les fibroblastes cardiaques et les cellules des muscles
vasculaires lisses. Des études cliniques ont montré une augmentation des concentrations
plasmatiques de Gal-3 chez des patients en IC aigué (229) (augmentation associée a une
augmentation de la mortalité) et chez des patients en stade terminal d’IC (230).

Nous avons émis I'hypothése que la Gal-3 pourrait étre un médiateur de molécules pro-
fibrotigues (comme la cardiotrophine 1, I'aldostérone ou I'angiotensine 1l) impliquées dans la
transition de I'HTA a I'lC, le remodelage cardiaque et des grosses artéres, la dysfonction VG
et représenter une cible thérapeutique des stades tres précoces de l'IC. Il existe déja des
inhibiteurs de la Gal-3 comme le Thalidomide, d’autres sont actuellement en cours de
développement. Les patients de I'étude CARE-HF ainsi que ceux de la cohorte Stanislas
serviront de base a l'analyse de limplication de la Gal-3 dans la progression et la
physiopathologie de I'IC.

6.2.2. CHOIX DES POPULATIONS

Afin d’explorer les hypotheses et objectifs développés au chapitre précédent, nous avons
actuellement en projet ou en cours d'analyse des échantillons de populations diverses,
provenant soit d'études épidémiologiques populationnelles comme NoOE, Stanislas et EPICAL
Il, soit d’études clinigues comme EVEREST, AURORA (A Study to Evaluate the Use of
Rosuvastatin in Subjects on Regular Hemodialysis : An Assessment of Survival and
Cardiovascular Events) et HF-ACTION (Heart Failure : A Controlled Trial Investigating
Outcomes of Exercise Training).

Les études épidémiologiques pourront nous aider a approfondir la physiopathologie de I'IC et
etudier le role de la fibrose dans le stade évolutif et la transition vers I'lIC. De plus, le matériel

ADN collecté chez ces patients nous fournira une base pour étudier le déterminisme génétique
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de I'lC et le polymorphisme des génes codant pour les biomarqueurs de la MEC, domaine que
nous n'avons pas encore exploré a ce jour.

Les populations d’essais clinigues comme EVEREST et AURORA pourraient nous permettre
d’appuyer et confirmer en plus de I'aspect physiopathologique de la fibrose dans I'lC, le
potentiel pronostique et l'utilisation des biomarqueurs de la MEC comme cible thérapeutique

et comme outil de décision et surveillance des traitements.

6.2.2.1 Réseau European In Genious HyperCare Network of Excellence (NoOE)

Le but du réseau European In Genious HyperCare Network of Excellence [sixieme Project for
Conflict Resolution and Development (PCRD)] est d’étudier les bases génomiques (approches
génes candidats et issues de wide genome scans) et protéomiques de la prédisposition a
'HTA et & ses complications cardio-vasculaires et rénales. Ce projet comporte une étude
transversale ainsi qu'une étude de suivi avec plusieurs milliers de sujets (issus de 1000
familles a risque de développer une HTA) chez qui seront étudiés de nombreux génotypes et
phénotypes, pour explorer la physiopathologie de I' HTA et des maladies cardio-vasculaires et
rénales quiy sont liées.

Le Centre d’Investigation Clinique (CIC) du CHU de Nancy coordonne plus spécifiquement

la partie du réseau consacrée a I'étude de la transition vers l'insuffisance cardiaque [Joint
Research Project (JRP) B3, 13 équipes européennes : coordonnateurs Faiez Zannad, Nancy et
Javier Diez, Pampelune). Le CIC participe a un protocole intitulé : « Prédisposition a I' HTA

et mécanismes de transition de I'hypertension vers la microalbuminurie et l'insuffisance
cardiaque ». Il s’agit d'une étude transversale et prospective (a 2 et 4 ans) visant a recruter
une cohorte multicentrique familiale. Le recrutement a débuté au 3eme trimestre 2008 et la
période théorique de recrutement devrait durer 2 ans. L’objectif de cette étude est d’analyser
les mécanismes impliqués dans la prédisposition a I'HTA (approche génomique), et ceux
impliqués dans I'évolution vers la microalbuminurie et I'insuffisance cardiaque (génomique et
protéomique). Les objectifs secondaires seront d’analyser les facteurs protéomiques associés a
la prédisposition a I'HTA; d'étudier linfluence du stress oxydatif et de la micro-
inflammation ; d’étudier les facteurs génétiques, génomiques et protéomiques associés aux
phénotypes rénaux (excrétion protéique urinaire, IR, sensibilité au sel), et a I'existence ou la
survenue d’une dysfonction ou d’une insuffisance cardiaques au cours de I'HTA. Un nombre
total de 1000 familles (dont 50 a Nancy) avec un maximum de 5 volontaires par famille [un
sujet hypertendu, 3 personnes de son entourage au premier degré et son/sa conjoint (e)] soit

4000 sujets (dont 250 a Nancy) sera inclus dans I'étude. Parmi les 3 sujets de la famille, 'un
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au moins doit présenter une HTA et I'un au moins doit étre d’'une génération différente du
sujet « index ». Le phénotypage détaillé de ces patients « index » et des membres des familles
comprendra I'analyse des marqueurs de la micro inflammation, des marqueurs de la fonction
et des lésions rénales, des marqueurs de la croissance, du remodelage, de la dysfonction et de

l'insuffisance cardiaque et des grandes arteres.

6.2.2.2 Cohorte Stanislas

La réalisation des objectifs du JRPB3 fera également appel a la cohorte Stanislas (231, 232).
Il s’agit d’'une cohorte monocentrique familiale longitudinale de 1006 familles (4295 sujets)
de la région de Nancy recrutée en 1993-1995 au Centre de Médecine Préventive (CMP) de
Vandoeuvre-les-Nancy a l'occasion d’'un examen périodique (quinquennal) de santé, sous
I'égide de la Caisse Nationale d’Assurance Maladie (CNAM). Cette cohorte a été mise en
place avec pour objectif principal la recherche des interactions gene-géne et gene-
environnement dans le domaine des maladies cardio-vasculaires, et ce, en se basant sur
'étude de la variabilité inter-individuelle et du déterminisme familial de phénotypes
intermédiaires biologiques et morphologiques du risque cardio-vasculaire. Le caractere
longitudinal de cette étude doit permettre de prendre en compte I'évolution des phénotypes
intermédiaires en relation avec les facteurs génétiques tout au long du suivi. Les familles,
composées des deux parents et d’au moins deux enfants biologiques étaient supposées saines,
exemptes de maladie aigué et/ou chronique déclarée afin de pouvoir évaluer l'effet de la
géneétique sur la variabilité des phénotypes intermédiaires étudiés dans des conditions
physiologiques sans l'influence de la pathologie. La Cohorte Stanislas est au niveau national
et international, la seule cohorte familiale longitudinale de sujets supposés sains d’une telle
envergure.

En 2003, lors de la troisieme visite, 1200 personnes formant 357 familles ont été recrutées
avant suspension du recrutement, le CMP ayant décidé d’interrompre ses activités de
recherche. Cette ®8° visite a néanmoins permis d'étendre la collection d'échantillons
biologiques, puisqu’aux ADN theque et plasmatheque ont été ajoutées une ARN theque et
une banque d’extraits cellulaires de lymphocytes visant a permettre I'étude des relations entre
facteurs génétiques et phénotypes intermédiaires biologiques de I'inflammation. En 2008, une
convention a été ratifiée entre le CMP, le CHU de Nancy, I'Université de Nancy, et
'INSERM, visant a transférer 'ensemble des données et collections de la Cohorte Stanislas
sous la responsabilité du CHU de Nancy, qui en devient le promoteur, au CIC de Nancy
(232).
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Une quatrieme visite envisagée en 2010-2011, pourrait permettre de compléter les données
cliniques, biologiques et morphologiques, en intégrant I'influence de I'avancée en age (age
moyen des parents en 1993 : 45 ans et en 2010 : 59 ans), et 'augmentation croissante de la
prévalence du syndrome métabolique (SM), puisque des la deuxieme visite, chez une centaine
de familles, au moins un membre de la famille présentait un SM selon la définition du
National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel Ill (NCEP-ATPIII). Environ

20 % des adultes présentaient une HTA, et 50 % avaient un index de corpulence supérieur a
25 kg/m2. Le but de notre équipe sera encore une fois d’analyser dans cette cohorte les
mécanismes génomiques impliqués dans I'évolution de 'HTA vers I'IC ainsi que les
mécanismes impliqués dans I'évolution de I'HTA vers I'lC par une approche de protéomique
différentielle sur plasma et urines et étude des biomarqueurs de linflammation, de la
croissance du remodelage, de la dysfonction et de la défaillance du cceur et des artéres de

grand calibre.

6.2.2.3 Etude Epidémiologie et Pronostic de I'lC Aigue en Lorraine Il (Epical Il)

L’'autre étude qui pourrait servir de base a la validation des biomarqueurs du collagéne
comme outil d’évaluation, de pronostic et de suivi dans la population générale pourrait étre
I'étude EPICAL Il inspirée des précédents travaux de I'étude EPICAL.

L'étude EPICAL était une étude prospective, observationnelle, épidémiologique,
populationnelle réalisée pour analyser l'incidence, la qualité de vie, le pronostic et I'utilisation
des ressources de prise en charge associées a I'lC sévére chez des patients en Lorraine (233).
Au total 2576 patients ont été enregistrés entré'advier 1994 et début 1995 en présentant
al'admission a I'hépital des antécédents et/ou des symptébmes compatibles avec un diagnostic
d’IC sévere. Parmi eux, 499 patients ont présenté I'ensemble des criteres d’inclusion : patients
ages de 20 a 80 ans, vivant en Lorraine, admis a I'hopital en 1994, avec un diagnostic d’IC
sévere (définie par au moins une hospitalisation sur une période de 1 an avec une IC de classe
NYHA 1l ou IV, des signes radiologiques et cliniques de congestion pulmonaire, et/ou des
signes d’cedeme périphérique, une FEVG < 30 % ou un ratio cardiothoracique > 60 %). Ces
patients étaient inclus dans I'étude EPICAL et suivis pendant 1 an pour analyser leurs
caractéristiques initiales, l'incidence de I'IC congestive sévére, son étiologie, la survenue
d’événements, la survie et le taux de ré-hospitalisation (233). Les résultats de cette étude ont
mis en évidence la nécessité de ré-organiser les modalités de prise en charge des patients IC

autour d’'une approche pluridisciplinaire. Elle a permis de montrer les interactions complexes
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existant entre IC et IR et I'éventualité que I'amélioration du pronostic de I'lC pourrait passer
par le traitement de la dysfonction rénale (233).

Faisant suite a cette étude et s’appuyant sur ses acquis, a été le projet EP@éiodble

EPICAL Il version du 27/10/2008_Investigateur coordonnateur: Professeur Francois Alla,
PU-PH Centre d’Epidémiologie Clinique (CIC-EC, INSERM-CHU) CHU de NjanCiest

une étude épidémiologique, observationnelle, multicentrique, prospective, populationnelle a
visée descriptive, pronostique et évaluative. Cette étude comprend dans un premier temps un
enregistrement exhaustif des cas sur un territoire donné (la Lorraine), puis a partir des patients
enregistrés la constitution d’une cohorte longitudinale de patients comprenant un suivi d’au
moins 3 ans. Cette étude inclura des patients adultes hospitalisés pour SICA ou développant
un SICA en cours de séjour dans les services de soins intensifs, réanimation, cardiologie ou
gériatrie des établissements hospitaliers de Lorraine en 2010 et les patients adultes décédés en
2010 au service d’accueil des urgences (SAU) ou pendant le transfert au SAU, avec un
diagnostic de prise en charge de SICA. L'effectif attendu s’éléve a 4500 patients éligibles sur
I'année. Une collection biologique sera organisée lors des visites (ADN, ARN, sérum, plasma
et urine). Elle permettra d’étudier le réle des biomarqueurs identifies par des méthodes de
génomique (dont Genome Wide Association Studies), transcriptomique et protéomique
différentielles ainsi que d’étudier les liens entre les résultats de certains dosages de
biomarqueurs connus (BNP, NT-proBNP) ou nouveaux [pro-adrénomedulline, propeptide N-
terminal du facteur atrial natriurétique (Pro-ANP), neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL)], de marqueurs génétiques, du stress oxydant et de linflammation, et autres
biomarqueurs identifiés par une approche de protéomique différentielle et les différentes
présentations cliniques du SICA incluant la structure et la fonction cardiaque et le pronostic
cardiovasculaire du patient. On estime l'effectif des patients participants a la biobanque a 10
% sur la base du volontariat.

Les échantillons de plasma et de sérum collectés pourront servir de matériel pour mesurer les
biomarqueurs de la MEC et constituer la premiére étude épidémiologique sur une base
populationnelle pour les biomarqueurs chez des patients en IC séveére.

6.2.2.4 Etude Multicenter, Randomized, Double-blind, Placebo-controlled study to

Evaluate the Long term Efficacy and Safety of Oral Tolvaptan Tablets in
Subjects Hospitalized with Worsening Congestive Heart Failure (EVEREST)

L'étude EVEREST est une étude internationale, multicentrique, randomisée, en double
aveugle, placebo-contrdlée réalisée dans le but d’évaluer les effets et la sécurité a long terme

d’'une dose de 30 mg de Tolvaptan, un antagoniste des récepteurs V2 de la vasopressine, chez
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des patients hospitalisés pour aggravation de leur IC. Les patients devaient présenter une
FEVG réduite € 40 %), des signes d’'une surcharge volumique, depté§ymes NYHA llI/IV

(126).

Cet essai comportait en fait 3 études : 2 études identiques ayant pour but d’évaluer les effets a
court terme sur le statut des patients et les symptébmes, et une étude sur la survenue a long
terme d’évenements sur I'ensemble des patients randomisés soit 4133. Deux mille soixante-
douze patients étaient randomisés dans le groupe tolvaptan et 2061 dans le groupe placebo
(126, 234).

Les résultats de cette étude n’ont pas montré de bénéfices du Tolvaptan instauré en traitement
aigu des patients hospitalisés pour une IC sur la mortalité a long terme et sur la morbidité liée
allC (234).

Dans le cadre du SICA, les biomarqueurs de la MEC n’avaient pas encore été étudiés. Nous
avons analysé I'lCTP circulant chez 126 patients traités par Tolvaptan et 125 patients sous
placebo de I'étude EVEREST, pour étudier sa valeur potentielle de stratification du risque et
sa valeur pronostique chez ce type de patients. Nous n’en sommes qu'aux résultats
préliminaires et d’autres analyses statistiques sont encore a réaliser mais il semble qu’'une
dégradation augmentée du collagéne soit associée a la fois a la séveérité des symptémes d’IC et
a la survenue d’évenements, indépendamment de [I'étiologie. Si nos résultats finaux
confirment cette observation, ceci appuierait encore I'hypothése que I'lCTP pourrait étre une
cible thérapeutique du remodelage matriciel.

6.2.2.5 Etude A Study to Evaluate the Use of Rosuvastatin in Subjects on Regular

Haemodialysis: An Assessment of Survival and Cardiovascular Events
(AURORA)

Le stade final de I'IR est caractérisé par un vieillissement cardiovasculaire accéléré entrainant
une morbi-mortalité cardiovasculaire importante. Les statines réduisent l'incidence des
evenements cardiovasculaire chez des patients a haut risque cardiovasculaire (235). Mais les
effets de ces statines chez des patients hémodialysés n’avaient pas encore été étudiés avant
l'essai AURORA (236). Il s’agit d'un essai international, randomisé, en double aveugle
placebo-controlé réalisé dans le but d’évaluer les effets de 10 mg de rosuvastatine par jour
chez 2776 patients avec une IR en stade terminal et sous hémodialyse (237). Le critére
principal était un composite de la mortalité cardiovasculaire, des IDM non fatals et des
accidents vasculaires cérébraux non fatals. Le suivi moyen était de 3.2 ans. Les résultats de

cette étude ont montré une diminution de 43 % des concentrations de LDL-cholestérol chez
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les patients traités par rosuvastatine, mais cette diminution ne s’est pas traduite en
amélioration en terme de morbidité ou de mortalité (237).

Des modifications des concentrations plasmatiques des MMPs et TIMPs ont été rapportées
dans la maladie rénale chronique a difféerents stades d’IR, incluant 'hémodialyse (238). Une
étude prospective a montré que les concentrations plasmatiques de MMP-9 pouvaient prédire
la survenue d’évenements chez des patients avec une maladie coronaire artérielle (239, 240).
Chez des sujets sains ou des patients avec soit une HTA soit une maladie cardiovasculaire, les
polymorphismes des genes de la famille des MMPs et des TIMPS étaient associés a des
phénotypes (épaisseur carotidienne intima media, rigidité artérielle) indépendamment associés
a la survenue d’événements cardiovasculaires, surtout chez des patients sous hémodialyse.
Nous avons donc décidé de réaliser une sous-étude de I'essai AURORA sur les patients du
groupe placebo pour analyser les concentrations des MMPs (9;2; 3; 7 ; 8; 13)/TIMPs et de
leurs polymorphismes. L’hypothése que nous avons émise est que les concentrations
plasmatiques de MMP-9 peuvent prédire la survenue d’événements chez des patients avec une
IR chronique en stade terminal.

6.2.2.6 Etude Heart Failure : A Controlled Trial Investigating Outcomes of Exercise
Training (HF-ACTION)

Il est recommandé aux patients ambulatoires avec une IC, médicalement stables d’exercer une
activité physique. Mais aucune étude n’avait la puissance statistique nécessaire pour mesurer
les effets de I'exercice physique sur les évenements cliniques. L'étude HF-ACTION a donc
été réalisée. Il s'agit d’'une étude randomisée, multicentrique réalisée pour évaluer I'impact de
I'exercice physique sur la survenue d’événements chez des patients IC chroniques de classe
NYHA Il a IV, avec une dysfonction du VG (FEV&35 %) (241). Les patients faisaient de
I’exercice physique (contrélé) pendant 3 mois puis suivaient un régime.

L’exercice physique s’est montré sans risque supplémentaire pour le patient, mais n’a pas non
plus entrainé de diminution significative sur la mortalité ou les hospitalisations toutes causes
confondues (241)

En plus de répondre a des interrogations cliniques sur I'efficacité et la sécurité de I'exercice
physique dans I'IC congestive, I'étude HF-ACTION fournit également une cohorte
importante de patients avec IC congestive, avec une biobanque d’échantillons plasmatiques a
l'inclusion, a 3 et 12 mois. Des analyses des concentrations de NT-ProBNP, de hs-CRP et de
troponines T ont déja été réalisées. Nous voulons analyser les biomarqueurs de synthese et de
dégradation de la MEC dans cette étude afin d’avancer dans notre compréhension des

mécanismes de I'IC congestive au niveau matriciel mais également pour évaluer si I'exercice
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physique peut avoir un effet sur le remodelage cardiaque, et les mécanismes potentiels de

réponse a I'exercice physique.
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CONCLUSION

L'étude EPHESUS sur les biomarqueurs a décrit pouf'fdals les cinétiques a long terme

des biomarqueurs de la MEC chez des patients avec un IDM compliqué par une dysfonction
systoliqgue du VG et une IC chronique. Les concentrations des biomarqueurs variaient de
facon significative au cours du suivi et I'éplérénone diminuait significativement les
concentrations des biomarqueurs de synthése du collagene pendant le suivi, impliquant que le
turnover de la MEC est un processus actif chez les patients en IC chronique et que ce turnover
peut étre inhibé par un antagoniste de I'aldostérone. Les biomarqueurs de la MEC se sont
montrés associés au BNP et a la hs-CRP confirmant lintrication dans I'IDM de mécanismes
de remodelage matriciel, de stretch myocytaire et d’inflammation. Enfin, I'association de
concentrations élevées d’'ICTP et de BNP était prédictive de la survenue d’événements
suggérant que le concept de remodelage et de progression de I'IC implique a la fois une
dégradation augmentée du support matriciel et une augmentation de la tension pariétale du
VG.

Chez les patients souffrant d’une IC modérée a sévére due a une dysfonction systolique
compliqguée par un asynchronisme cardiaque de I'étude CARE-HF, les concentrations des
biomarqueurs du turnover du collagéne de la MEC cardiaque ne montrent pas de modification
significative au cours du suivi a 18 mois et le traitement par resynchronisation cardiaque ne
linfluence pas significativement. Seul le marqueur neurohormonal NT-ProBNP est influencé
bénéfiquement a long terme par la thérapie de resynchronisation cardiaque. Ces biomarqueurs
sont liés de facon significative a différents déterminants de la sévérité de la maladie. PIIINP
est significativement associé a la survenue d’évenements et ce de facon indépendante et donc
complémentaire a I'information apportée par le NT-ProBNP. Ni le NT-ProBNP ni aucun des
biomargqueurs du collagene ne se sont révélés pouvoir discriminer les patients les plus a méme
de bénéficier favorablement du traitement par resynchronisation cardiaque.

La validation et la confirmation de ces résultats pourraient passer par l'analyse des
biomarqueurs de la MEC dans d’autres populations d’essais clinigues mais également dans
des cohortes populationnelles dans le cadre de recherches translationnelles (242), afin de créer
des relations stables et permanentes entre les investigateurs travaillant dans les différentes
aires de la recherche sur l'insuffisance cardiaque, et pour établir des procédures standardisées
de caractérisations phénotypiques et partager des plates-formes génomiques et protéomiques
d’investigation (242-245).
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VALIDATION DE BIOMARQUEURS DU REMODELAGE DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE
CHEZ DES PATIENTS AYANT UNE INSUFFISANCE CARDIAQUE :
DONNEES DES ETUDES EPHESUS ET CARE-HF

Soutenance publique prévue le 16 octobre 2009

par Wafae IRAQI

ABSTRACT :

Background—Left ventricular (LV) remodeling is one of the determinants of heart failure (HF).Circulating biomarkers of
collagen turnover provide a useful tool for the assessment of cardiac extracellular matrix (ECM) remodeling. This proces
has not been investigated in patients with congestive HF and LV systolic dysfunction after acute myocardial infarction
(AMI) neither the influence of cardiac resynchronisation therapy (CRT) on such biomarkers was.

Theaim of this work was to evaluate collagen circulating biomarkers as assessment tools of ECM remodeling, in relation
with cardiovascular prognosis:

e In patients from the Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study
(EPHESUS). This trial evaluated the effects of the selective aldosterone receptor antagonist eplerenone verst
placebo in decreasing all cause deaths rate, cardiovascular mortality or cardiovascular hospitalisations, ir
patients with HF after AMI complicated by LVSD and treated by standard pharmacologic therapy including
angiotensin converting-enzyme inhibitors, beta-blockers and diuretics.

and

» In patients with moderate to severe HF with LV dysfunction and cardiac dyssynchrony, already receiving
standard pharmacologic therapy including angiotensin converting-enzyme inhibitors, beta-blockers and diuretics
Patients were randomly assigned to treatment with pharmacological therapy alone or with the addition of CRT in
the Cardiac Resynchronization in Heart Failure (CARE-HF) trial.

Methods— Serum levels of collagen biomarkers: synthesis biomarkers PIIINP and PINP, degradation marker type |
collagen telopeptide (ICTP) and metalloproteinase (MMP) inhibitors (TIMP-1), were measured in 476 patients from the
EPHESUS study at baseline, 6 and 9 months. Serial measurements of serum levels of PIIINP, PINP, ICTP and MMP-
were measured in 260 patients enrolled in the CARE-HF trial at baseline, 3 and 18 months.

Results— In the EPHESUS study the combination of ICTP and brain natriuretic peptide (BNP) levels above median at
baseline was associated with all-cause mortality and the composite end point of cardiovascular death or heart failu
hospitalization. During follow-up, levels of PINP and PIIINP were found to be consistently lower in the eplerenone group
and significantly lower after 6 months.

In the CARE-HF study, baseline serum concentrations of PIIINP were strongly associated with long-term mortality
independently from NT-ProBNP. Serum PIIINP concentrations were similar in patients assigned to CRT or control during
follow-up. Neither NT-ProBNP nor any of the tested collagen biomarkers predicted the response to CRT.

Conclusion : Changes in biomarkers of collagen synthesis and degradation suggest that extracellular matrix remodeling
is an active process in patients in the acute phase of HF after AMI. Eplerenone suppresses post—acute myocardial
infarction collagen turnover changes and acts through ECM remodeling. Collagen biomarkers are associated with
cardiovascular outcomes in acute and chronic HF settings. Fibrosis degree, as assessed by collagen biomarker circulatir
levels is not associated with dyssynchrony degree and with beneficial effects of CRT, which is recommended in HF
patients with dyssynchrony.

KEYWORDS —, extracellular matrix, biomarkers, collagen; heart failure, myocardial infarction, dyssynchrony
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