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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la premiére cause de mortalité dans le
monde, aussi bien parmi les hommes que les femmes [1]. Les maladies coronariennes
représentées principalement par I’infarctus de myocarde (IDM) sont responsables de plus de
la moitié des déces causes par les MCV [1]. L’IDM se produit suite a 1’obstruction d’une ou
de plusieurs arteres coronaires privant ainsi les cellules cardiaques d’oxygene et de nutriment.
La partie du muscle cardiaque atteinte par 1’ischémie rentre dans une phase de mort cellulaire

et perd sa fonction contractile.

L’IDM démarre d’abord par des douleurs thoraciques qui nécessitent une
hospitalisation urgente. Une fois arrivé aux urgences, le patient doit étre pris en charge
rapidement et des tests sont effectués afin de diagnostiquer 1’origine de ces douleurs. Des
biomarqueurs sécrétés par les cellules cardiaques en état de stress ischémique sont alors
mesurés. L’IDM représente une urgence cardiologique qui nécessite une reperfusion rapide

du muscle cardiaque, afin d’éviter le déces et toute autre complication associée au rythme.

Un remodelage ventriculaire gauche (RVG) est ensuite mis en place par le coeur afin
de palier sa défaillance contractile et retrouver son intégrité fonctionnelle. Ce processus
implique des événements cellulaires et moléculaires entrainant des changements au niveau de
la morphologie, de la structure et la fonction du ceeur. Si ce processus est dérégulé, il devient
délétére et entraine, a long terme, une insuffisance cardiaque (IC). L’IC est définie comme
étant ’incapacité du cceur a éjecter assez de sang pour subvenir aux besoins énergétiques de
I’organisme. Une fois I’IC installée, il apparait difficilement envisageable de retrouver une

fonction cardiaque normale.

NT-proBNP (N terminal pro Brain Natriuretic Peptide) représente le biomarqueur
préférentiel pour prédire le risque du RVG et d’IC aprés un IDM. Néanmoins, ce
biomarqueur fluctue considérablement apres un IDM et le moment ideal pour le mesurer reste
a déterminer [2]. D’un autre coté, NT-proBNP est affecté par plusieurs facteurs tels que 1’age,

le sexe et 1’obésité ce qui nuit a la précision prédictive de ce biomarqueur [3, 4]. La
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découverte de nouveaux biomarqueurs d’une spécificité et de sensibilité suffisante pourrait

offrir une prise en charge personnalisée et permettrait un meilleur suivi des patients.

Le sexe est I’un des facteurs majeurs qui affectent la symptomatologie, le traitement et
la progression des MCV, y compris I'IDM. Les femmes atteinte d’IDM sont plus agées
présentent plus de comorbidités, particulierement le diabéte et I’hypertension [5]. En outre, la
physiopathologie de I’IDM ne semble pas étre la méme entre les deux sexes. Bien que la
rupture de plaque soit a ’origine de I’IDM chez les hommes, 1’érosion semble étre la cause la
plus répondue chez les femmes [6]. De plus, I'IDM en absence d’obstruction coronaire est
plus observée chez les femmes [7, 8]. Le processus du remodelage en réponse a I’IDM differe
entre les deux sexes [9] et le risque de développer une IC apres un IDM est plus élevé chez

les femmes [5].

Des différences ont également été observées au niveau des biomarqueurs cardiaques
entre les femmes et les hommes, avec les femmes ayant des taux plus élevés de NT-proBNP
[10] et plus bas de créatine kinase (CK) et de troponines cardiaques (cTns) [11]. L’interaction
entre le sexe et la capacité de ces biomarqueurs a prédire le RVG aprés un IDM n’a pas
encore été étudiée. D’un autre coté, étant donné que le processus de remodelage différe entre
les deux sexes, la découverte de biomarqueurs spécifiques a chaque sexe fournirait une

prédiction plus précise.
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Hypothése et organisation du travail

L’objectif principal de ce travail de thése est d’identifier de nouveaux biomarqueurs
capables de prédire le risque de développer une dysfonction ventriculaire gauche apres un
IDM. Etant donné que de nombreuses différences existent entre les femmes et les hommes au
niveau de la pathophysiologie de I’IDM et les biomarqueurs cardiaques, ainsi qu’au niveau de
I’adaptation a 1’ischémie myocardique, nous nous sommes intéresses a des biomarqueurs

capables de prédire la dysfonction ventriculaire de maniére spécifique a chaque sexe.

Tout d’abord, nous nous sommes proposé de valider un groupe de génes dont
I’association avec la dysfonction ventriculaire a été préalablement observée dans un petit
groupe de patients. La validation de ces genes a été effectuée chez 449 patients avec IDM
appartenant a notre cohorte nationale LUCKY. Cette étude a donné naissance a la
publication suivante :

A 3-gene Panel Improves the Prediction of Left Ventricular Dysfunction After Acute
Myocardial Infarction. Adeline Boileau MSc, Torkia Lalem MSc, Melanie Vausort MSc, Lu
Zhang MSc, and Yvan Devaux PhD. International Journal of Cardiology. 2018;254:28-35.

Ma contribution a cette ¢tude s’est principalement portée sur la partie technique, ¢’est-a-dire

la mesure des différents genes par PCR quantitative ainsi que 1’analyse des résultats.

Ensuite, nous avons émis I’hypothése que les biomarqueurs cardiaques pourraient étre
associes avec la dysfonction ventriculaire et la mortalité post-IDM différemment chez les
femmes et les hommes. Pour ce faire, nous avons comparé la capacité prédictive des trois
biomarqueurs cardiaques cTnT, CK et NT-proBNP entre les femmes et les hommes de notre
cohorte de patients LUCKY. Ma contribution a ce travail a consisté aux analyses statistiques
ainsi qu’a la rédaction de I’article. Cette étude a généré la publication suivante :
Sex-Differences in Biomarkers of Outcome After Acute Myocardial Infarction. Torkia

Lalem MSc, Yvan Devaux PhD (soumise).
Dans la troisieme étude présentée dans ce manuscrit, nous avons découvert un

nouveau biomarqueur capable de prédire la dysfonction ventriculaire post-IDM de maniere

spécifique aux femmes. La capacité prédictive de ce biomarqueur a été mesurée dans deux
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cohortes indépendantes, la cohorte nationale LUCKY et la cohorte d’IDM de I’étude
allemande LIFE-Heart. Ce travail a permis la génération de la publication suivante :

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1 C is a Female-Specific Marker of Left Ventricular
Function After Acute Myocardial Infarction, Torkia Lalem MSc, Lu Zhang MSc, Markus
Scholz PhD, Ralph Burkhardt MD, Victoria Saccheti MSc, Andrej Teren MD, Joachim
Thierry MD, and Yvan Devaux PhD. International Journal of Cardiology. 2018 Jul 10 [Epub

ahead of print].

Ma contribution a concerné les différentes étapes de cette étude, depuis la mesure du
biomarqueur d’intérét, jusqu’a I’analyse des résultats, les analyses statistiques ainsi que la
rédaction de Darticle. Je tiens a préciser que j’ai bénéficié pour cette étude des aides
précieuses de ma collegue Lu Zhang pour les analyses statistiques et de ma stagiaire en

master Victoria Saccheti pour la partie technique.
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Présentation générale du manuscrit

Ce manuscrit s’articule en 5 parties :

- La premiére partie est consacrée a une revue de 1’état de 1’art. Elle commence par une
description du ceeur, des MCV ainsi que des données épidémiologiques relatives aux
MCV. Elle présente également les différences hommes-femmes connues au niveau de
I’IDM, du RVG et de I'IC ainsi que les mécanismes qui seraient a 1’origine de ces
différences. Cette partie traite également de I’avancement de 1’état de connaissance

des biomarqueurs du RVG.

- La deuxieme partie couvre les techniques qui ont été utilisées pour réaliser les trois

études de ce manuscrit.

- Latroisieme partie présente les résultats obtenus lors des trois études.

- Laquatriéme partie porte sur une discussion des résultats obtenus lors des trois

études.

- Laderniére partie est consacrée aux conclusions et perspectives de ce travail de

these.
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1. Ceur:

Le cceur est 1’organe vital logé au niveau du médiastin antérieur. Il est responsable de
la distribution d’oxygene et de nutriments et de I’¢limination des déchets de I’organisme
grace a ses contractions régulieres. Le coeur est divisé en 4 cavités par deux cloisons verticale
et horizontale : deux cavités supérieures appelées oreillettes et deux cavités inférieures
appelées ventricules (Figure 1I). Les deux ventricules sont séparés par le septum

interventriculaire et les deux oreillettes sont séparées par le septum interauriculaire.

Le cceur est divisé alors en deux parties ; le cceur gauche et le cceur droit ou les
oreillettes communiquent avec les ventricules a travers les orifices auriculo-ventriculaires.
L’oreillette gauche communique avec le ventricule gauche (VG) a travers I’orifice mitral et
I’oreillette droite communique avec le ventricule droit a travers ’orifice tricuspide. Le coeur
posséde également des valves cardiaques qui permettent au sang de circuler dans le méme

sens et ne pas refluer.

Crosse aortique

Veine cave

supérieure Tronc pulmonaire

n < Veines pulmonaires gauches

= Oreillette gauche

Veines pulmonaires
droites

]

Orifice mitral

| Oreillette droite

| Orifice tricusnide : 3 = 8 e Ventricule gauche

Veine cave inférieure

Ventricule droit Septum inter-ventriculaire

Figure 1. Le ceeur humain
http://campus.cerimes.fr/semiologie-

cardiologique/enseignement/cardiologie/site/html/1.html

Le cceur est a ’origine de la petite et de la grande circulation (Figure 2). Le cceur

droit permet la circulation pulmonaire ou petite circulation. Il recueille le sang veineux
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déssaturé en oxygeéne en provenance de I’ensemble des tissus de I’organisme a 1’exception
des poumons. Le sang est ensuite éjecté vers les poumons via I’artére pulmonaire. Au niveau
des capillaires pulmonaires, le sang s’enrichit en oxygéne et se débarrasse du gaz carbonique.
La circulation systémique ou la grande circulation est assurée par le coeur gauche, qui va
recueillir le sang riche en oxygéne sortant des poumons par les veines pulmonaires pour
I’acheminer vers tous les autres organes par I’intermédiaire de 1’aorte, premiére artére a la

sortie du VG.

Voie aérienne
Poumons

Alvéole

Capillaires
pulmonaires
Artére Circulation )
pulmonaire pulmonaire Veine
pulmonaire
Veines
systémiques Aorte

Circulation systémiques o
Capillaires
systémiques

Réseau
arténel
systémique
Tissus

Figure 2. La circulation sanguine
www.corpshumain.ca

Cette circulation est possible grace aux mouvements cycliques du coeur qui alternent
des phases de contraction et de relachement. La contraction est appelée systole et le
relachement est appelé diastole. Le cycle cardiaque correspond a un battement cardiaque et

est appelé révolution cardiaque. Cette derniére est décomposée en trois phases : systole
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auriculaire, systole ventriculaire et diastole. Dans un premier temps, les ventricules se
remplissent grace a la systole auriculaire. Ensuite, la systole ventriculaire qui est décomposée
en contraction isovolumétrique permettant de mettre le sang sous pression et une contraction
isotonique permettant 1’¢jection du sang vers les artéres. La derniére phase est celle de la

diastole ou de la relaxation du myocarde permettant a nouveau le remplissage des oreillettes.

Le cceur posseéde son propre systéme nerveux végétatif appelé tissu nodal. Ce dernier
se trouve a l’intérieur dans 1’épaisseur du myocarde. Il donne naissance et conduit les
impulsions ¢€lectriques engendrant les contractions cardiaques. Le coeur posséde également sa
propre circulation artérielle et veineuse appelée circulation coronaire. La circulation
artérielle est assurée par les artéres coronaires qui sont au nombre de deux : artére coronaire
gauche et droite (Figure 3). Ces deux artéres sont ramifiées en grand nombre de vaisseaux
sanguins irriguant tout le cceur. L’artére coronaire gauche par exemple bifurque en artére

interventriculaire antérieure et artére circonflexe.

Artere coronaire gauche

; Tronc coronaire gauche
Sinus de Valsalva g

Artére circonflexe

Artére coronaire droite Artére inter-ventriculaire antérieure

Figure 3. Les arteres coronaires
Image d’apres F. Netter, Atlas d’anatomie humaine [12]

La paroi cardiaque est constituée de 3 tuniques de l'intérieur vers |’extérieur :

I’endocarde, le myocarde et le péricarde (Figure 4).
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L’endocarde correspond a une membrane endothéliale tapissant la face interne du
cceur et se prolongeant par I’intima des gros vaisseaux. L’un de ses roles est d’éviter la

coagulation du sang au contact des parois.

Le myocarde est le muscle cardiaque, c’est un muscle stri¢ autonome régulé par le
systéeme nerveux sympathique (SNS) et parasympathique. Il est constitué de plusieurs types
cellulaires dont majoritairement les cardiomyocytes qui permettent la contraction, mais aussi
les fibroblastes qui constituent la matrice extracellulaire (MEC) et les cellules endothéliales

qui forment les vaisseaux sanguins et les cellules nerveuses sensitives.

Le péricarde est un sac a double paroi enveloppant le cceur. Il est composé de
plusieurs feuillets : le feuillet fibreux, le feuillet pariétal, qui est séparé du feuillet viscéral
grace a I’espace péricardique. Ce dernier est rempli de liquide interstitiel qui permet les

mouvements du coeur.

Péricarde fibreux 7

Péricarde pariétal Péricarde viscéral
Espace péricardique

Figure 4. Les tuniques de la paroi cardiaque
http://foulon.chez-alice.fr/Alie%202.000/DATAS/MODULE 1/TunCoeur.htm
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Le volume ¢éjecté par le ventricule gauche, appelé volume d’éjection systolique
(VES), dépend de la force de contraction du cceur. Le VES est proche de 100ml chez un
homme adulte sain. Ce volume peut étre calculé en soustrayant le volume de sang dans le VG
en fin de systole (volume télésystolique VTS) du volume en fin de diastole (volume
télédiastolique VTD). La division du VES par le VID permet le calcul de la fraction
d’¢jection (FE), qui représente un indice du bon fonctionnement du cceur. Les valeurs

normales d’une FE normale sont 67 + 8% [13].

Des différences existent entre les femmes et les hommes au niveau de la taille des
artéres coronaires ainsi que les dimensions et la fonction ventriculaire (FV). La taille des
artéres coronaires chez les femmes sont plus petites que celles chez les hommes [14]. En
outre, La taille de la cavité¢ ventriculaire gauche est plus petite chez les femmes ce qui
engendre des VES plus petits [15]. Néanmoins, le débit cardiaque est comparable entre les
deux sexes étant donné que le rythme cardiaque est plus rapide chez les femmes compensant
ainsi la différence au niveau du VES [16]. La FE augmente avec 1’age chez les deux genres
mais cette augmentation est plus importante chez les femmes [15]. Au niveau histologique,
les femmes et les hommes possédent le méme nombre de cardiomyocytes a la naissance [15].

Avec I’age, les femmes perdent relativement moins de cardiomyocytes que les hommes.
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2. Maladies cardiovasculaires :

Les MCV correspondent aux désordres affectant le cceur et les vaisseaux sanguins. IS
en existe plusieurs types (Figure 5): les cardiopathies coronariennes (probléme d’irrigation
du muscle cardiaque), les maladies cérébrovasculaires (probleme de circulation des vaisseaux
du cerveau), les artériopathies périphériques (probleme de circulation sanguine dans les bras
et les jambes), les cardiopathies rhumatismales (dommages au niveau des articulations et de
valvules cardiaques causés par une infection bactérienne), les cardiopathies congénitales, les
thromboses veineuses profondes et les embolies pulmonaires (1’obstruction de 1’artére

pulmonaire par un caillot de sang).

" Maladies cérébro-vasculaires
Cardiopathies rhumatismales %

- Cardiopathies coronariennes

Malformations cardiaques
congeénitales

Artériopathies périphériques

Figure 5. Les catégories des MCV

http://www.prioritesantemutualiste.fr/psm/maladies-examens/maladies-cardio-

vasculaires

En Europe, comme a travers le monde [17], les MCV représentent la premiere cause
de mortalité. Elles tuent tous les ans 4 millions de personnes a travers le continent, ce qui
compte pour 45% de la mortalité totale [1]. Les maladies coronariennes ainsi que les

maladies ischémiques cérébrales sont au premier rang, causant respectivement la mort de 1,8

24


http://www.prioritesantemutualiste.fr/psm/maladies-examens/maladies-cardio-vasculaires
http://www.prioritesantemutualiste.fr/psm/maladies-examens/maladies-cardio-vasculaires

millions et d’un millions de personnes. Bien que la mortalité causée par les MCV continue a
baisser a travers I’Europe, leur incidence ne cesse pas d’augmenter, reflétant le vieillissement

de la population européenne [18].

Les MCV tuent plus de femmes (2,2 millions) que d’hommes (1,8 millions), ce qui
compte pour 49% et 40% de la mortalité globale chez les femmes et les hommes [1]
respectivement (Figure 6). De plus, les maladies coronariennes tuent autant de femmes
(19%) que d’hommes (20%) [1]. Les causes de la mortalité cardiovasculaire (CV) globale
plus accrue chez les femmes sont les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les autres
MCYV qui sont plus fatals pour les femmes (Figure 6) [18].

La majorité des déces causes par les MCV (60%) surviennent chez les personnes
agées de 75 ans et plus. La mortalité prématurée (avant 1’dge de 75 ans) est plus répondue
parmi les hommes. Avant I’age de 65 ans, les MCV tuent 2 fois plus d’hommes que de
femmes [18]. Cette différence au niveau de la mortalité prématurée entre les deux sexes est

majoritairement observée dans les maladies coronariennes.

B. Femmes

Autres
causes 22%

Maladies )
cardio- Maladies
Blessures et vasculalres — coronariennes 20%

empoisonnement

4% \ 49%
Accident vasculaire

cérébral 14%

Maladies

respiratoires 6% Autres maladies

—  cardiovasculaires 15%
Autres cancers
11%

Cancer d’ estomac
1%

Cancer des

Cancer du sein poumons 2%

3% Cancer
colorectal 2%
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A. Hommes

Autres
causes 19% \

\

Maladies
cardio-

vasculaires
[ 40%

Maladies

Blessures et .
coronariennes19%

empoisonnement
9%

Accident vasculaire

Maladies / — cérébral 9%
respiratoires 7%

Autres maladies
— cardiovasculaires 12%

Autres cancers
14% =

Cancer d’estomac _/ |

2% \. Cancer des

Cancer %
colorectal 3% ~ PoUMons b%

Figure 6. Les causes de mortalité en Europe chez les hommes et les femmes (Traduite
depuis la version originale) [1].
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3. Facteurs de risque cardiovasculaires :

Le développement des MCV est influencé par différents facteurs de risque qui sont
regroupes en facteurs de risques dits « modifiables » engendrés par le mode de vie, et
d’autres dits « non modifiables » tels que I’age, le sexe, I’hérédité et I’historique médical.
L’association entre les facteurs de risque modifiables et les maladies coronariennes a été
analysée dans I’étude INTERHEART incluant 15000 cas d’IDM et le méme nombre de
contréles a travers le monde [19]. L’étude a déterminé 9 facteurs de risque responsables de
90% d’IDM : tabac, lipides, diabéte, hypertension, consommation modérée d’alcool, obésité,
régime diététique, activité physique et facteurs psychosociaux. [19]. L’association de ces

différents facteurs de risque avec les MCV est différente entre les deux sexes (Figure 7).

Tabagisme

Hyperlipidémie 9
Grossesse
Facteurs psychosociaux ' * Troubles hypertensifs
* Diabéte gestationnel
d‘ Hypertension
D o« =R
Diabete y
|
Ménopause

d Obésité Q

Figure 7. Différence hommes-femmes au niveau des facteurs de risque CV

Diabete :

Le risque de mortalité CV est trois fois plus élevé chez les diabétiques par rapport aux
non-diabétiques [20]. Comparées aux hommes, les femmes diagnostiquées pour un diabéte de

type 11 ont plus de risque de développer des MCV [21-23]. En outre, chez les patients atteints
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de maladies coronariennes, 1’association du diabéte de type Il avec un mauvais pronostic est
plus puissante chez les femmes [22]. Une méta-analyse incluant 37 études a travers le monde
(447 064 patients dont 45% des femmes) a montré que les femmes diabétiques avaient plus
de risque d’avoir une maladie coronarienne fatale que les hommes diabétiques (7,7% pour les
femmes versus 4,5% pour les hommes) [24]. Les dérégulations lipidiques qui sont plus
importantes chez les femmes diabétiques semblent étre a I’origine de ces différences [23, 25,
26].

Hypertension :

L’IDM et les AVC constituent les MCV les plus associés avec 1’hypertension [27].
L’¢tude INTERHEART a montré que 22% d’IDM en Europe était associé a I’hypertension, ce

qui attribue aux hypertendus deux fois plus de risque d’avoir un IDM [19].

L’incidence de I’hypertension est plus élevée chez les jeunes hommes (<45 ans) par
rapport aux femmes du méme age [28]. Néanmoins, la différence homme-femme dans la
prévalence d’hypertension disparait entre 1’age de 45 a 60 ans. Apres 1’age de 60 ans, le
nombre de femmes hypertendues dépasse celui des hommes [28]. Une pression artérielle
élevée est associée a un risque CV plus élevé chez les femmes [29]. Les femmes
hypertendues ont 3 fois plus de risque de développer une IC et un AVC par rapport a leurs

homologues masculins [6, 30].

Hyperlipidémie:

L’hyperlipidémie est I’'un des principaux facteurs de risque CV, en particulier celui
associé avec les maladies coronariennes [31]. Aprés I’4ge de 20 ans, les taux du cholestérol
LDL (pour low density lioprotein), qualifié du mauvais cholestérol, augmente
progressivement chez les deux sexes, sauf que cette augmentation est plus accélérée chez les
hommes. [32]. Quant aux taux de HDL (pour high density lipoprotein), qualifié du bon
cholestérol, sont moindres chez les hommes par rapport aux femmes, et ce a tous les ages
[33]. La capacité du cholestérol total et du LDL a prédire le risque de maladies coronariennes
est comparable chez les deux sexes [34]. Des taux réduits de HDL prédisent le risque de

maladies coronariennes équitablement chez les deux sexes de jeune age. Chez les personnes
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agées, ce facteur est associé avec un risque elevé de maladies coronariennes chez les femmes

mais pas les hommes [34].

Obésite

L’étude Framingham a montré que les personnes en surpoids ont deux fois plus de
risque de développer une IC [35]. L’obésité est plus fréquente parmi les femmes et ce a
n’importe quel statut socio-économique [36]. La distribution de 1’adiposité a travers le corps
est différente entre les hommes et les femmes [37]. L’obésité masculine est caractérisée par
une localisation abdominale ou autrement appelée viscérale qui est associée avec un risque
cardio-métabolique élevé. Chez les femmes, 1’obésité est plutot de localisation sous-cutanée
périphérique. Aprés la ménopause, la distribution de la graisse devient plutét semblable a
celle des hommes, de localisation majoritairement viscérale. La mortalité CV a été comparée
entre 22000 femmes et 23000 hommes appartenant & 11 cohortes de plusieurs pays
européens. La mortalité CV était plus élevée parmi les hommes et ce dans les différentes

catégories d’indice de masse corporelle (IMC) [38].

Tabagisme :

Les fumeurs ont 3 a 8 fois plus de risque de subir un IDM par rapport aux non-
fumeurs [6]. La caractérisation clinique de 4 registres frangais d’IDM (de 1995 a 2010), a
montré que 1’age moyen des patients ayant subi un IDM a baissé de 66,2 a 63,3 [39]. Cela est
expliqué en partie par I’augmentation des taux d’obésité (14% a 20%) et du tabagisme (32%
a 41%) comme facteurs de risque. Malgré que la proportion globale des femmes n’ait pas
changé pendant les 15 ans, celle des femmes de moins de 60 ans a augmenté de 12% a 25%.
Cette augmentation a été accompagnée par une augmentation dans la prévalence des patients,
notamment des femmes, qui présentent 1’obésité ou le tabagisme comme leur seul facteur de
risque [39]. Le risque d’IDM associé au tabagisme était comparable entre les deux sexes de
I’étude INTERHEART [19]. Néanmoins, chez les ex-fumeurs, le risque était plus élevé chez

les hommes.

Facteurs psychosociaux :
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L’association américaine du cceur souligne que la majorite de jeunes femmes
souffrant de maladies coronariennes appartiennent a un milieu défavorisé et ont une lourde
charge de facteurs psychosociaux tels que la dépression, les troubles de stress post-
traumatique, et les traumatismes subis pendant 1’enfance [40]. Les facteurs psychosociaux
étaient plus associés avec le risque d’IDM chez les femmes que les hommes dans 1’étude
INTERHEART [19].

Facteurs de risque spécifiques aux femmes :

Aux facteurs de risque CV communs entre les deux sexes, s’ajoutent des facteurs de
risque CV qui sont spécifiques aux femmes. Ces facteurs de risque sont liés a la gestation, au
role reproducteur et aux hormones sexuelles, tels que les troubles hypertensifs lors de la
grossesse, le diabete gestationnel et la ménarche/ménopause.

Dans les pays industrialises, les complications CV surviennent dans 0.2-4% des
grossesses [41]. Le risque de complications CV lors de la grossesse ne cesse d’augmenter,
justifié par 1’augmentation de 1’dge des femmes primigestes ainsi que la prévalence de
facteurs de risque tels que le diabéte, I’hypertension et 1’obésité chez les femmes enceintes.
En outre, comme le traitement des maladies cardiaques congénitales est devenu plus efficace,
beaucoup de femmes souffrant de ces maladies atteignent 1’age de procréation [41]. Dans les
pays occidentaux, les maladies cardiaques constituent la premiére cause de décés maternel

lors de la grossesse [42].

Les troubles hypertensifs survenant lors de la grossesse sont répartis en : hypertension
gestationnelle et pré-éclampsie (définie comme étant une augmentation de la pression
artérielle accompagnée de proteinurie). Ils surviennent dans 6-8% des grossesses [41], et sont
considérés comme des facteurs de risque majeurs. Les femmes atteintes d’hypertension

gestationnelle ont un risque élevé de développer 1’hypertension plus tard dans leur vie [43].

Le diabete gestationnel est défini comme étant une intolérance au glucose

diagnostiquée pour la premiere fois lors de la grossesse. Rapidement aprés 1’accouchement,
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I’homéostasie glycémique est restaurée mais le risque de développer un diabéte de type Il
reste éleve chez ces femmes. Dans une méta-analyse incluant 20 cohortes a travers le monde,
les auteurs ont montré que les femmes ayant développé le diabete pendant leur grossesse, ont
7 fois plus de risque de développer le diabete de type Il plus tard dans leur vie, et ce

comparées aux femmes restées normo-glycémiques lors de leurs grossesses [44].

La ménopause n’est pas un simple marqueur de la fin de la reproduction mais
représente un indicateur de 1’état de santé globale des femmes. Cette association entre la
ménopause et la santé des femmes est due a I’effet des estrogenes sur la fonction des
différents organes. Une ménopause précoce, avant 1’age de 45 ans, est associée avec un

risque CV plus élevé par rapport a la ménopause survenant apres cet age [45].

Adjusted predicted age-incidence curves, log-scale
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Figure 8. L’incidence de I'IDM chez les femmes et les hommes en fonction de l’age [46]

Chez les femmes, il est difficile de distinguer entre 1’effet de I’age et de la ménopause
sur le risque CV. Dans une cohorte de population norvégienne de 33 997 participants (dont
51% de femmes) [46], le risque d’avoir un IDM a été comparé entre les deux sexes.
L’incidence d’IDM était plus élevée chez les hommes et cette différence diminuait avec
1’age, tout en persistant (Figure 8). Dans cette etude, le facteur de risque le plus associé avec
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le sexe feminin était les taux de HDL. Les taux de HDL plus élevés chez les femmes seraient
responsables de moins d’incidence d’IDM. Le risque de développer un IDM augmente avec
I’dge chez les deux sexes. Cette augmentation est lente avant 1’dge de 65 ans et devient
abrupte aprés cet age (Figure 8). Cette diminution au niveau de 1’écart entre les deux sexes
ne semble pas étre expliquée par la ménopause, étant donné que la ménopause n’induit pas
une augmentation soudaine dans le risque d’IDM chez les femmes. L’incapacité de la
thérapie de remplacement hormonal a réduire le risque CV chez les femmes ménopausées
pourrait également suggérer que la ménopause n’est pas a 1’origine des différences du risque

CV entre les deux sexes [6].
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4. Infarctus du myocarde :

Les cardiopathies ischémiques, dont I’IDM, sont la premiere cause de mortalité dans
le monde [1]. Elles sont définies comme étant une diminution dans la perfusion sanguine du
muscle cardiaque, réduisant ainsi les apports en oxygene et en nutriments. Elles sont causées
le plus souvent par la rupture d’une plaque d’athérosclérose. Elles représentent une urgence
cardiologique, étant donné que des troubles de rythme peuvent les compliquer & tout moment

et de maniére imprévisible.

4.1. Définition universelle de ’IDM :

L’IDM est défini comme étant une nécrose myocardique dans un contexte clinique
d’ischémie myocardique aigue [47]. Le diagnostic de I’IDM est basé sur une modification au
niveau de cTns avec au moins un des deux critéres suivants: présence de symptome
ischémique ou une évidence de nécrose myocardique observée par électrocardiogramme

(ECG) ou par une technique d’imagerie.

4.2. Classification de I’IDM :

I1 existe cinq types différents d’IDM, classifiés selon les différences pathologiques,
cliniques, diagnostiques et méme 1’approche thérapeutique suivie pour la prise en charge des

patients. Les types 1 et 2 sont les principaux types d’IDM (Figure 9).

IDM type 1 (spontané) :

Cette classe d’IDM est souvent le résultat d’une coronaropathie. Il survient suite a une
rupture, fissuration, ulcération, érosion ou dissection d’une plaque d’athérome, entrainant un
thrombus au niveau d’une ou de plusieurs artéres coronaires. Cette occlusion entraine une
diminution du flux sanguin ou une embolie plaquettaire aboutissant ainsi a une nécrose
myocardique. En outre, I’absence de coronaropathies significatives, ou d’obstruction a

I’angiographie peut également étre observée. Cette catégorie non obstructive peut étre
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observée dans 5-20% des cas présentant un syndrome coronarien [48-50], ce qui est le plus

souvent le cas chez les femmes.

Rupture de plaque avec
thrombus

g

Type 1

Spasme ou dysfonction
endothéliale

< vpe1 |

Plaque stable et déséquilibre entre

apport et demande
- < Type2

Déséquilibre entre apport et
demande seul (sans plaque)

Infarctus aigu du myocarde

Figure 9. Les types 1 et 2 de I'IDM (traduite & partir de la version originale) [47]

IDM type 2 (secondaire) :

Cette deuxieme catégorie est due a un déséquilibre en oxygene entre I’apport et la
demande résultant d’une condition autre qu’une coronaropathie sous-jacente. Spasme et
dysfonctions endothéliales jouent un role majeur dans le développement de ce type d’IDM

[51-53].

IDM type 3 :

Déceés d’origine cardiaque suite a des symptomes suggérant une ischémie
myocardique et des modifications au niveau de ’ECG (nouvelles ou présumées nouvelles) ou
I’apparition d’un nouveau bloc de branche gauche [47]. Le déces est survenu avant le

prélévement sanguin ou avant I’augmentation des biomarqueurs cardiaques.
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IDM type 4 et 5

Un IDM peut survenir lors d’une intervention coronaire percutanée (ICP) (type 4) ou
d’un pontage coronaire (type 5) [47]. Une élévation des cTns est observée a la fin de

I’intervention.

4.3. Pathophysiologie de ’IDM :

La pathophysiologie de I’'IDM, définie comme étant une formation de thrombus suite
a une rupture de plaque d’athérosclérose, a significativement évolué lors des deux derniéres
décennies. L’étude VIRGO (Variation in Recovery: Role of Gender on Outcomes of Young
Acute Myocardial Infarction Patients) a montré qu’une femme sur 8 se présentant avec un
syndrome coronarien aigu ne peut pas étre classée selon la définition universelle de I’IDM
[54]. A T’instar des hommes qui se présentent le plus souvent avec des coronaropathies

occlusives, les coronaropathies non occlusives sont plus répondues chez les femmes [55].

IDM avec obstruction :

L’IDM avec obstruction est engendré principalement par une rupture ou une érosion
d’une plaque d’athérosclérose. Cette derniere est définie comme étant une réaction
inflammatoire en réponse a I’accumulation des lipides au niveau de la paroi artérielle (Figure
10) [56]. L’hypercholestérolémie, en particulier 1’augmentation des LDL, est considérée
comme un facteur principal favorisant la formation d’une plaque d’athérosclérose. La
premicre étape dans la formation d’une plaque consiste a la pénétration des LDL dans
I’espace sous-endothélial favorisée par 1’augmentation de la perméabilité endothéliale. Ces
LDL sont alors piégés dans 1’espace intimal en interagissant avec la matrice extracellulaire
(MEC) [56]. Ces molécules de LDL vont ensuite subir une série de modifications,
principalement 1I’oxydation, qui est responsable de I’initiation de la réponse inflammatoire qui
s’intensifie par ’infiltration des monocytes et des lymphocytes T et la sécrétion d’un cocktail
de cytokines [56]. Des métalloprotéinases (MMPs) capables de dégrader la MEC sont

également libérées par les cellules de la plague.
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La deuxieme conséquence de 1’oxydation des LDL est la formation des cellules
spumeuses qui sont des macrophages gorgées de LDL oxydés. Quant aux LDL
extracellulaires, ils se regroupent au centre de la plaque pour former un amas appelé noyau
graisseux. D’un autre c6té, des cellules musculaires lisses (CML) migrent a partir de la média
vers I’intima ou ils proliferent. Les CML acquiérent ensuite un phénotype sécrétoire
produisant de la MEC. L’accumulation de la MEC aboutit a la formation de la chape

fibreuse.

Plaquettes
Globule rouge Noyau nécrotique Rupture de plaque

Plague fibreuse

Migration de cellules
musculaires souples

Cellule spumeuse Formation du noyau
{macrophage modifie) graisseux

Figure 10. Les étapes de formation d'une plaque d’athérosclérose
http://jb-ricco.com/quest-ce-que-latherosclerose/

Ce qui fait le danger d’une plaque n’est pas tant sa taille mais les complications
possibles issues de la rupture ou de 1’érosion de I’endothélium revétant la chape fibreuse
(Figure 10) [56]. Une plaque est considérée vulnérable, si elle contient un grand centre

lipidique et une chape fibreuse fine. La rupture de la chape fibreuse met en contact le sang
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avec les éléments thrombogenes de la plaque. Cela induit 1’agrégation plaquettaire et la
cascade de coagulation aboutissant a un phénomene de thrombose. Dans 20-40% des cas
d’IDM [57], il n’existe pas une rupture de la plaque mais une érosion superficielle mettant en
contact le sang avec I’espace sous-endothélial, mais les conséquences en matiere de
thrombose sont similaires. La formation de thrombus peut entrainer un rétrécissement de la
lumiére sans toutefois entrainer une occlusion compléte, le syndrome résultant est alors

I’angor instable. En cas d’une occlusion compléte, le patient souffre alors d’un IDM.

Les femmes présentent plus souvent que les hommes une coronaropathie non-
obstructive (15% versus 8%) [6]. Les données d’angiographie et d’échographie
intravasculaire de 1’étude PROSPECT (The Providing Regional Observations to Study
Predictors of Events in the Coronary Tree), ont montré que les femmes avec syndrome
coronarien aigu présentaient une coronaropathie moins extensive [58]. En outre, elles
présentent moins de rupture de plaque que les hommes (6,6% versus 16,3% p = 0,002) [58].
Ces observations ont ultérieurement été confirmées dans 1’étude ADAPT-DES (the
assessment of dual antiplatelet therapy with drug-eluting stents) ou les femmes avaient une
chape fibreuse moins fine par rapport aux hommes et moins de rupture de plaque. Cette
différence atténuait avec 1’age en étant significative seulement chez les patients de moins de
65 ans [6]. Les facteurs protégeant les femmes contre une coronaropathie lourde avant la
ménopause semblent étre plus liés a leur profil lipidique favorable que les hormones
sexuelles [55]. De plus, le sexe féminin et le tabagisme sont les facteurs de risque les plus

associées avec 1’érosion de la plaque d’athérosclérose [59].

IDM sans obstruction :

L’ischémie myocardique peut €galement se présenter sans coronaropathie obstructive
(Figure 11). Malgré le risque de développer des complications CV, ces patients sont
faussement rassurés et recoivent moins de thérapies que ceux avec obstruction [14]. L’étude
WISE (Women’s Ischemia Syndrome Evaluation) a montré que la moiti¢ des femmes s’étant
présenté pour une ischémie myocardique n’avaient pas de coronaropathie obstructive (définie

comme >50% de sténose au niveau d’au moins une artére coronaire) [7, 8].
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Syndrome de Takotsubo

Figure 11. Pathophysiologie de ['IDM sans obstruction (Traduite depuis la version
originale) [60]

Le spasme coronaire est une vasoconstriction intense conduisant a 1’obstruction
partielle ou compléte de 1’artére coronaire (Figure 11) [61]. Il survient souvent au repos,
particuliérement pendant la nuit. Sur I’ECG, le spasme coronaire est souvent associé a une
dépression du segment ST. Le mécanisme pathogénique semble inclure plusieurs facteurs,
plus particuliérement I’hyperréactivité des CML, le systéme nerveux autonome et les cellules
endothéliales [6, 61].

La dissection spontanée d’une artere coronaire (DSAC) est définie comme étant une
déchirure au niveau de la paroi artérielle qui n’est pas d’origine iatrogénique ou traumatique
(Figure 11). Le progres dans 1’utilisation des techniques d’imagerie coronaire a amélioré le
diagnostic de cette manifestation. La DSAC serait a 1’origine d’environ 1,7-4% des
syndromes coronariens aigues [62, 63]. De plus, il est bien plus présent chez les femmes (92-
95%) notamment d’age jeune (entre 44 et 55 ans) [6]. La dissection peut avoir lieu entre
n’importe laquelle des 3 couches de la paroi artérielle (adventice, media ou intima). Plusieurs

facteurs semblent étre responsables de ce phénoméne. Dans la majorité des cas, les patients
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souffrent d’une artériopathie fragilisant la paroi artérielle [6]. Des cas associés a des
dysplasies fibromusculaires ont également été rapportés [6].

Le syndrome de Takotsubo, également appelé le syndrome des ceeurs brisés est
caractérisé par un apex en forme de ballon (Figure 11). Il se présente avec des symptomes
tres similaires & un syndrome coronarien aigu, avec une douleur thoracique et des
modifications ischémiques au niveau de 'ECG [64]. Une cardiotoxicité aux catécholamines
suite a un stress physique ou émotionnel a été désignée comme une des principales causes de
ce syndrome [64]. 1-2% des patients se présentant pour un syndrome coronarien aigu sont
diagnostiqués pour avoir le syndrome de Takotsubo dont 90% sont des femmes ménopausées
[64-66]. Parmi les caractéristiques cliniques de ce syndrome: des anomalies au niveau de la
mobilité de la paroi ventriculaire, augmentation importante des peptides natriurétiques,

augmentation légeére des cTns, récupération de la FV systolique dans les 3 a 6 mois [6].

La dysfonction coronaire microvasculaire (DCM) contribue également aux signes et
aux symptomes d’ischémie non-obstructive. Elle correspond a une altération au niveau de la
régulation des vaisseaux de résistance myocardiques également appelés artérioles coronaires
[67]. La prévalence de cette dysfonction microvasculaire est plus élevée chez les femmes, qui
représentent 70% des patients [68]. Une altération au niveau de la fonction endothéliale des
artérioles coronaires est considérée comme 1’un des principaux mécanismes responsables de
DCM. Cette dysfonction endothéliale entraine une réponse exagérée aux stimuli
vasoconstricteurs et une incapacité de produire du monoxyde d’azote en réponse a ces stimuli
[67]. Un déséquilibre au niveau du systeme nerveux autonome induisant une vasoconstriction

exageérée a également été suggeré [67].

4.4. Diagnostic de ’IDM :

Le diagnostic de I'IDM se base sur 1’¢lévation des biomarqueurs cardiaques,
préférentiellement les cTns, accompagnée d’une évidence de 1’ischémie myocardique aigue :
symptomes ischémiques, des modifications au niveau de ’ECG ou toute autre évidence de

nécrose myocardique (Figure 12).
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Figure 12. Diagnostic de I’IDM [69]

Les caracteéristiques cliniques de l’ischémie myocardique

Les symptdmes ischémiques sont une combinaison de douleur thoracique, qui peut

s’étendre au niveau des membres supérieurs, de la méachoire inférieure, du coup, et de

1’épigastre (Figure 12), et ce a I’effort comme au repos et ne disparait pas avec le mouvement

de la région douloureuse. Fatigues, dyspnée, nausées, hypersudation et palpitations peuvent

également étre observées [70].

Les différentes etudes montrent que la douleur thoracique est le symptéme le plus

répandu chez les deux sexes [71-73]. Dans le registre GRACE (Global Registry of Acute

Coronary Events) incluant plus de 19000 hommes et femmes, la proportion des patients ayant

présenté une douleur thoracique était comparable entre les femmes (92%) et les hommes
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(94%) [71]. Dans le méme registre, les femmes présentaient plus souvent des symptémes

atypiques (douleurs maxillaires, nausées et vomissements) en absence de douleur thoracique.

Dans une autre cohorte incluant des patients de plus jeune age (<55 ans), la douleur
thoracique était le symptome le plus répandu chez les deux sexes (86% chez les hommes et
81% chez les femmes) [72]. En absence de douleur thoracique chez ces patients, les mémes
symptdmes atypiques ont été observés chez les deux sexes (fatigue, sensation de chaleur,
dyspnée, hypersudation, douleur au niveau de 1’épaule et du bras gauche). Néanmoins, les

femmes se présentaient avec un nombre plus élevé de ces symptdmes [72].

Dans le registre américain NRMI (National Registry of Myocardial Infarction)
incluant plus d’un million de patients, une interaction entre le sexe, I’age et la douleur
thoracique a été observée [73]. Dans cette cohorte, les patients ne présentant pas une douleur
thoracique étaient le plus souvent des NSTEMI (Non ST-segment elevation myocardial
infarction) et recevant moins de thérapie de reperfusion, et ce indépendamment du sexe.
L’absence de douleur thoracique a été observée chez 35% de patients et était plus répandue
chez les femmes (45%) par rapport aux hommes (30%). Cette différence était plus importante
chez les jeunes patients et rétrécissait avec 1’age [73].

Les femmes tendent a se présenter plus tard que les hommes apres le début de la
douleur [74, 75] particulierement les femmes &gées de moins de 60 ans [75]. Cette
observation impose des compagnes de sensibilisation du risque de maladies ischémiques chez

les femmes et notamment des symptdmes qualifiés d’atypiques.

ECG:

L’ECG constitue le premier test diagnostic chez les patients soupconnés d’avoir un
IDM. 1l doit étre promptement enregistré et interprété, idéalement dans les 10 minutes suivant
la présentation du patient [76]. Afin de pouvoir détecter toute modification, I’enregistrement
de plusicurs ECG est requis, particuliérement si le premier ECG n’est pas évocateur d’IDM.
Des modifications au niveau du segment ST, des ondes T et Q permettent aux cliniciens de

déterminer ’artére responsable de I’IDM, estimer la taille du myocarde en ischémie, et de
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déterminer ’approche thérapeutique a suivre. Les manifestations les plus précoces de
I’ischémie myocardique sont bien le segment ST et I’onde T. Un sus-décalage prolongé du
segment ST (>20 minutes) est un indicateur d’une occlusion coronaire aigue et d’une nécrose
myocardique. L’IDM est qualifi¢ de STEMI (ST segment elevation myocardia infarction), ou
NSTEMI en fonction respectivement de la présence ou de ’absence de cette modification
(Figure 12).

Le temps de référence (<10min) entre la présentation du patient et le premier ECG est
moins respecté chez les femmes par rapport aux hommes [77]. Des différences sont
également observées au niveau du diagnostic final des femmes et des hommes. Dans 1’étude
GUSTO llb incluant plus de 12000 patients, STEMI était beaucoup moins fréquent chez les
femmes par rapport aux hommes (27% versus 37%). De plus, parmi les patients avec
NSTEMI et angor instable, les femmes étaient plus diagnostiquées pour angor instable [78].
La faible prévalence de STEMI chez les femmes a ultérieurement été confirmée dans 1’étude
GWTG-CAD (Get With the Guidelines-Coronary Artery Disease) incluant 78254 patients
(28,2% versus 35,1%; p<0,0001) [79].

Mesure des cTns:

Les Tns sont des protéines structurelles des muscles striées, squelettiques et
cardiaques. Leur réle principal est de réguler la contraction en fonction du calcium
intracellulaire. Parmi les 3 sous-unités (I, T et C), les isoformes | et T sont spécifiques du
muscle cardiaque. Les cTns représentent les biomarqueurs préférentiels pour le diagnostic de
I’IDM, et ce grace a leur haute spécificité et sensibilité par rapport a d’autres biomarqueurs
tels que la CK, la fraction MB de la CK ou la myoglobine (Figure 13) [76]. Les cTns
représentent le marqueur de reférence pour la détection de la nécrose myocardique, que ce
soit d’origine ischémique ou pas. La moitié des patients se présentant avec une douleur

thoracique, ont un niveau élevé de cTns [80].

La définition universelle de I’'IDM a fix¢é la limite de référence supérieure de cTns au

9g°me percentile d’une population de référence. Les techniques de dosage dites hypersensibles

se caractérisent par des valeurs du ggéme percentile tres basses et une précision analytique de
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10% pour des valeurs proches voir inférieures au 99°™ percentile. La commercialisation de
ces techniques ont permis la détection de la cTn dans la population saine [81]. De plus,
I’utilisation de ces techniques a augmenté le diagnostic de I’'IDM et a permis une meilleure

identification des patients a risque d’une récidive d’IDM ou de mortalité [82, 83].
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Figure 13. Les biomarqueurs de la nécrose myocrdiaque. Traduite depuis la version
originale [81]

Les concentrations de cTns sont inférieures chez les femmes par rapport aux hommes
[84, 85]. Cette différence pourrait étre justifiée par la faible masse du VG chez les femmes
[86]. Néanmoins, il a récemment été montré que les valeurs supérieures de cTns chez les

hommes persistaient méme apres ajustement avec la masse ventriculaire [87].

Le diagnostic de I’IDM ¢était plus souvent manqué chez les femmes, notamment celles
agées de moins de 60 ans [88, 89]. Comme la limite de réféerence supérieure de cTns est 1,2-
2,4 fois plus élevée chez les hommes par rapport aux femmes [85], I’utilisation d’un seuil de
cTns spécifique de chaque sexe s’est imposée. Shah et ses collegues ont comparé 1’utilisation

d’un seul seuil générique de cTn versus I’utilisation de deux seuils spécifiques a chaque sexe,
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chez 1126 patients suspectés d’avoir un syndrome coronarien aigu [86]. L’utilisation du seuil
specifique a chaque sexe a permis une augmentation importante dans le nombre de femmes
diagnostiquées (16% versus 22%, p<0,001). Cette augmentation était moins importante chez
les hommes (19% versus 21%, p<0,021). L’utilisation du seuil spécifique a également permis
une meilleure stratification des femmes a risque de récidives ou de mortalité que le seuil

générique [86].

45. Prise en charge de ’IDM:

ICP est la stratégie préférentielle pour traiter les patients avec un STEMI dans les 12
heures suivant le début de symptémes ou dans les 3 heures suivant le diagnostic confirme de
STEMI [70]. L’utilisation de I'ICP prime sur celle des thérapies fibrinolytiques. Une
réduction plus importante au niveau de la mortalité, de I’incidence de ’AVC et d’IDM a été
observée avec I’ICP primaire par rapport a la fibrinolyse [70]. L’ICP améliore la survie aussi
bien chez les hommes que les femmes avec STEMI [6]. Dans le cas ou I’'ICP n’est pas
disponible, la fibrinolyse peut étre promptement administrée. Chez les patients NSTEMI, la
décision de I’utilisation d’une stratégie invasive (ICP ou pontage coronaire) est basée sur
I’estimation des risques ischémique et hémorragique [76]. Des médicaments sont également
administrés afin de soulager la douleur ischémique tels les nitrates, les bétabloquants et les
opioides. Afin de minimiser la formation et la propagation du thrombus, des antiplaquettaires

et anticoagulants peuvent également étre administrés.

Les femmes recoivent moins de traitements médicamenteux et de thérapies invasives
[6] et accédent plus tardivement au traitement par rapport aux hommes [74, 75, 79]. Dans
I’étude GWTG-CAD [79], les femmes recevaient moins d’aspirine et de bétabloquant dans les
24 heures suivant leur présentation a 1’hopital (91% versus 93,3% et 84,7% versus 87,2%;
p<0,0001 pour chaque comparaison). Parmi les patients STEMI ayant recu une reperfusion
(fibrinolyse ou ICP), les femmes étaient moins souvent traitées (56,3% versus 73%,
P<0,0001). D’un autre coté, le risque hémorragique suite a une ICP est supérieur chez les
femmes [90]. Malgré que I’approche radiale semble réduire le risque d’hémorragie, elle est

plus difficile chez les femmes étant donné la petite taille de leurs arteres radiales [6].
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4.6. Mortalité post-IDM :

Malgré le grand progres au niveau de la prise en charge de I’IDM, la mortalité intra-
hospitaliére suite & un STEMI reste importante. Elle varie entre 4 et 15% dans les différents
registres européens [70]. Dans les cinq ans suivant I'IDM, le risque de mortalité et
d’événement CV est 30% plus élevé chez les patients atteints d’IDM par rapport a la

population générale [91].

De nombreuses études ont montré que les taux de mortalités supérieures chez les
femmes étaient justifiées par 1’age plus avancé et 1’accumulation des comorbidités
notamment 1’hypertension, le diabete et I’IC chez ces femmes [78, 92-94]. Néanmoins, la
différence dans le risque de mortalité entre les deux sexes semble étre affectée par 1’age ainsi
que par le type d’IDM. Dans une étude incluant 78254 patients, I’analyse univariée a révélé
une mortalité intra-hospitaliéere plus accrue chez les femmes aussi bien dans la cohorte
globale que dans le groupe STEMI. Dans le modéle multivariable, cette différence a disparu
dans la cohorte globale mais a persisté chez les STEMI (OR (intervalle de confiance (IVC)
95%), 1,12 (1,02-1,23); p = 0,015) [79]. Cette différence a été expliquée par une mortalité
accrue chez les femmes STEMI lors des premicres 24h d’hospitalisation comme elles

recevaient moins de thérapies pendant cette période.

Les études ISAR-RISK et ART, ou 1604 hommes et femmes ont été appariés pour
I’age (67 ans) et les facteurs de risque, ont révélé une mortalit¢ a long terme (5 ans)
comparable entre les deux sexes. La mortalité a court terme (1 an) dans ce groupe de patients
était plus accrue chez les femmes [95]. Similairement, dans une cohorte canadienne de 70628
patients, la mortalité dans les 30 jours suivant un IDM était plus accrue chez les femmes,
particulierement celles agees de moins de 55 ans [96].
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5. Remodelage ventriculaire post-IDM :

Aprés un IDM, une série d’événements moléculaires et cellulaires sont déclenchés
afin de préserver le reste du myocarde et de remplacer les cardiomyocytes nécrosés. Comme
les cardiomyocytes perdent leur capacité proliférative apres la naissance [97], le
remplacement de la région myocardique nécrosée par un tissu fibrotique représente la seule
alternative pour conserver 1’intégrité structurale du cceur, éviter la rupture de sa paroi et
maintenir sa fonction contractile. S’il est excessif, ce processus de réparation peut devenir

délétere, favorisant le remodelage du cceur et I’'IC.

5.1. Pathophysiologie de la cicatrisation myocardique:

Ce processus a été divise en 4 étapes (Figure 14): la phase de mort des
cardiomyocytes, la phase d’inflammation aigie, la formation du tissu de granulation et la
formation du tissu fibrotique [98]. Dans les 30 minutes suivant 1’ischémie, les
cardiomyocytes subissent une mort cellulaire irréversible aboutissant a 1’activation de la
réponse inflammatoire [99]. Suite a cette mort cellulaire, des signaux endogenes sont libérés
par les cellules nécrosées afin d’informer les cellules immunitaires de la présence d’une
nécrose [100]. Dans les quelques heures suivant I’'TIDM, les neutrophiles et les monocytes
sont rapidement infiltrés dans la zone nécrosée afin de nettoyer les débris cellulaires. Pour
pénétrer dans le tissu, ces cellules inflammatoires sécrétent des MMPs qui dégradent la MEC
[99]. Apres la phagocytose de débris cellulaires, les neutrophiles et les monocytes cedent la
place a d’autres populations cellulaires, notamment les fibroblastes et les cellules

endothéliales, qui proliférent et migrent vers la zone infarcie [101].

L’activation du TGFp (transforming growth factor beta) représente un lien
moléculaire essentiel entre la phase d’inflammation et celle de granulation [102]. Lors de la
phase de granulation, le tissu nécrosé est remplacé progressivement par un tissu cicatriciel.
Pour ce faire, les fibroblastes deviennent les cellules majoritaires de la zone infarcie et
adoptent un phénotype sécrétoire et prolifératif connu sous le nom des myofibroblastes [103].
Les myofibroblastes jouent un réle primordial dans le processus de cicatrisation a travers la
sécretion de la MEC [104]. Le dépot de collagéne de type 111 est essentiel pour augmenter la

résistance de la paroi ventriculaire et la protéger contre la rupture [103]. D’un autre coté, les
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cellules endothéliales forment des vaisseaux sanguins afin d’assurer un apport suffisant en

oxygeéne et en nutriment aux myofibroblastes. De plus, les cardiomyocytes de la zone

bordante et des zones non-infarcies deviennent hypertrophiques afin de compenser la baisse
de contractilité [105].
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Figure 14. La pathophysiologie de la cicatrisation post-IDM (Traduite a partir de la version
originale [98]).

La derniere phase de réparation est caracterisée par la maturation du collagéne. Le

collagene de type 111 est remplacé par celui du type | [106] et ce grace aux lysyls oxydases

(LOX), qui sont exprimés par les myofibroblastes résiduels. L’expression des LOX augmente

pendant les 3-7 jours suivant I’IDM au niveau de la zone bordante [106]. La maturation des

fibres de collagéne donne au tissu cicatriciel plus de résistance mécanique et élastique [103].

Cette phase est également caractérisée par la mort des myofibroblastes. Contrairement a la

peau et aux autres organes, ou les myofibroblastes survivent peu aprés la cicatrisation, dans le
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cceur, ces cellules peuvent persister des décennies aprés I’IDM [104]. Les myofibroblastes
sont requis pour maintenir la MEC qui est constamment exposée au stress mécanique

engendré par la contraction cardiaque [107].

5.2.  Remodelage délétére:

Le remodelage délétere se développe dans environ 30% des patients ayant subi un
IDM [108]. La taille de I’infarctus représente 1’un des facteurs principaux qui déterminent la
sévérité du remodelage et 1’altération de la fonction systolique [109]. Le remodelage délétere
modifie la morphologie du coeur qui passe d’une forme elliptique a une forme sphérique

[110] et est associé avec un risque ¢élevé d’IC (Figure 15).
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Figure 15. Modifications morphologiques du ceeur lors du remodelage délétere.
https://www.semanticscholar.org/paper/Evaluation-of-Injectable-Hyaluronic-Acid-Hydrogel-

Dorsey

Une des caractéristiques principales du remodelage délétere est le dép6t excessif de
MEC, appelée fibrose. La fibrose peut également s’étendre au niveau de la zone non-infarcie
et est alors appelée fibrose réactive [103]. Le remodelage délétére est également caractérisé
par une hypertrophie des cardiomyocytes, en réponse a I’augmentation de la tension
mécanique du myocarde et la baisse de contractilité [111]. La rigidité issue de la fibrose ainsi

que 1’épaississement de la paroi ventriculaire suite a I’hypertrophie des cardiomyocytes
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altérent la fonction diastolique du cceur. La fibrose est également associée avec des troubles
du rythme [112] et corréle avec ’incidence d’arythmies et d’arréts cardiaques aprés un IDM

[113].

Le mécanisme derriére la fibrose réactive reste a élucider. Un des facteurs qui pourrait
étre a I’origine, est le stress mécanique au niveau du myocarde sain qui augmente 1’activation
de TGFp [114], qui induit a son tour les voies associées a la fibrose et a la sécrétion de la
MEC. Un autre facteur est les myofibroblastes résiduels. Ces derniers continuent a sécréter
des facteurs pro-fibrotiques qui migrent vers les zones saines et stimulent la sécrétion de la
MEC par les fibroblastes (fibrose interstitielle), ainsi que par ’adventice des artéres
coronaires (fibrose péri-vasculaire) [103]. La fibrose interstiticlle est responsable d’une
altération au niveau de la fonction systolique, quant a la fibrose péri-vasculaire est associée a

une réduction du flux sanguin, prédisposant les cardiomyocytes a une mort ischémique [103].

Le SNS et le systtme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (RAAS pour Renin-
Angiotensin-Aldosterone System) constituent deux régulateurs critiqgues du remodelage
délétere apres un IDM (Figure 16). lls représentent les deux principales cibles de la thérapie
préventive contre le remodelage délétére. Dans le cceur, le SNS agit via les
neurotransmetteurs adrénaline et noradrénaline en interagissant notamment avec le récepteur
adrénergique B1. L’activation du SNS aprés un IDM est nécessaire afin d’augmenter le
rythme cardiaque et maintenir un débit cardiaque suffisant [115]. Si cette activation persiste,
elle engendre des effets déléteres sur la structure et la FV. La surexpression du récepteur 1
dans les cardiomyocytes de souris a montré une augmentation du débit cardiaque, a court
terme, et une hypertrophie ventriculaire et un dépét excessif de MEC a long terme [115]. De
plus, la suractivité du SNS favorise 1’apoptose des cardiomyocytes [116]. Le SNS est
également responsable de I’activation du systéme RAAS.

Une augmentation significative dans 1I’expression de I’angiotensinogene, le précurseur
de I’angiotensine, a été observée dans les segments myocardiques non-infarcis 5 jours aprés
un IDM, et a montré une corrélation significative avec la taille de I’infarctus [117]. Le RAAS
execre son effet délétére notamment a travers 1’angiotensine II. Une perfusion prolongée (14

jours) de I’angiotensine II chez le rat a engendré un depét fibrotique excessif aussi bien péri-
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vasculaire qu’interstitiel [118]. De plus, 1’angiotensine exerce un effet cytotoxique direct sur
les cardiomyocytes, en favorisant leur hypertrophie et accélérant leur apoptose [119]. L’effet
délétére de ’angiotensine passe a travers son interaction avec les récepteurs de type 1 (AT-
1R) [120], alors que I’interaction de 1’angiotensine Il avec le récepteur de type 2 est plus tot

contre-régulatrice et aboutit & des effets cardioprotecteurs.

Systéme nerveux sympathique

Systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone

Mort des Hypertrophie des
cardiomyocytes cardiomyocytes

Fibrose

Figure 16. Role du systeme nerveux sympathique et du systeme Rénine-Angiotensine-
Aldostérone dans le remodelage délétére post-IDM. Image éditée et traduite a partir ['image

originale [121].

Le RVG est caractérisé par une augmentation progressive dans les VTD et VTS [122].
Les méthodes d’imageries les plus utilisées sont 1’échographie et I’IRM (imagerie par
résonance magnétique) cardiaque. Afin d’éviter des variances interindividuelles en matiére de
taille ventriculaire, notamment entre les femmes et les hommes, les volumes cardiaques sont
exprimés sous forme d’indices corporels en divisant le volume par la surface corporelle [122,

123]. Une diminution dans la FE du VG est également observée aprés un IDM.

5.3. Différences hommes-femmes au niveau du remodelage post-IDM:
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L’incidence du remodelage délétere aprés un IDM est comparable entre les deux
sexes [124]. Néanmoins, les coeurs des femmes et des hommes ne répondent pas de la méme
facon a ce stress (Figure 17) [125, 126].

Dans les modeéles animaux :

Les études chez les rongeurs ont révélé d’importantes différences entre les deux sexes
en réponse a 1’ischémie myocardique. Les femelles avaient des infarctus de taille plus petite,
moins de nécrose au niveau de la zone infarcie et une meilleure récupération de la FV [55,
127-129]. Aprés une occlusion coronaire chez des rats hypertensifs, les femelles avaient
développé une hypertrophie concentrique sans dilatation et sans amincissement de la zone
infarcie alors que les males présentaient une hypertrophie excentrique avec dilatation de la

cavité ventriculaire et I’amincissement de la zone infarcie (Figure 17) [130].

Infarctus du / Hypertrophie
myocarde myocardique
concentrique

\4

Hypertension

Coeur normal

Hypertrophie myocardique
excentrique

Figure 17. Différence hommes-femmes au niveau du RVG post-IDM.

Editée et traduite a partir de ['image originale [55].
D’un autre coté, les cceurs féminins semblent réagir mieux a la revascularisation apres

un épisode ischémique. Dans un modéle d’ischémie/reperfusion, les femelles avaient une

meilleure récupération de la contractilité et de la compliance cardiaque et avaient moins
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d’apoptose [131, 132]. En outre, la survie lors des premiers jours post-IDM était plus élevée
chez les femelles [55]. Cette différence semble étre attribuée a la taille de I’infarctus, qui est
plus petit chez les femelles. De plus, les méles avaient un processus de cicatrisation plus
tardif aboutissant a une rupture cardiaque précoce et a un remodelage délétere plus prononcé
a long terme [133]. En outre, la pression au niveau de la paroi ventriculaire était plus
importante chez les méles, ce qui est justifié en partie par la réponse inflammatoire exagérée
et la dégradation accrue de la MEC dans ce groupe [134, 135]. La testostérone joue un role
aggravant du remodelage excentrique en phase aigue aboutissant a la rupture ventriculaire et
I’altération de la FV alors que les estrogénes ne semblent pas exercer un effet protecteur
[133].

Chez [’homme

Dans une étude de population générale, I’obésité et I’hypertension étaient plus
associées avec I’hypertrophie concentrique chez les femmes, alors que chez les hommes,
I’hypertrophie excentrique dominait [136]. Aprés un IDM, une étude post-mortem a montré
que I’apoptose au niveau de la zone bordante de I’infarctus était 10 fois plus €élevée chez les
hommes que les femmes [137]. Ces résultats suggérent que les hommes modulent
differemment les voies apoptotiques au niveau de la zone bordante et que les femmes sont
partiellement protégées contre 1’ischémie myocardique. Néanmoins, aucune corrélation entre

le sexe, le remodelage et I’apoptose n’a été analysée dans cette étude [137].

L’association du sexe avec la reperfusion et le RVG a été évaluée dans une cohorte de
283 patients avec STEMI [126]. L’angioplastie semblait étre plus efficace chez les femmes
par rapport aux hommes. Les femmes avaient une meilleure récupération myocardique apres
la reperfusion, des infarctus plus petits et moins de détérioration microvasculaire par rapport
aux hommes aussi bien a la phase aigiie qu’a 4 mois [126]. De plus, le remodelage cardiaque
a été comparé entre 28 femmes et 72 hommes en stade final d’IC [9]. Les différences entre
les deux sexes semblent dépendre de 1’étiologie. Les caractéristiques morphologiques et
cellulaires étaient comparables entres les hommes et les femmes avec cardiomyopathie
idiopathique. Chez les patients avec cardiomyopathie ischémique, les hommes avaient des

masses cardiaques et ventriculaires plus élevées alors que les femmes avaient une paroi
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ventriculaire plus épaisse. La différence au niveau de la masse ventriculaire était justifiée par
une hypertrophie des cardiomyocytes qui était 2 fois plus importante chez les hommes.

Aucune différence n’a été observée au niveau de la fonction cardiaque [9].

53



6. Insuffisance cardiaque :

La sociéte européenne de cardiologie définit I’IC comme étant un syndrome clinique
caractérisé par des symptomes typiques (tels que I’essoufflement, la fatigue et le gonflement
des chevilles) qui pourraient étre accompagnés par des signes (une pression veineuse
jugulaire élevée, un craquement dans les poumons et un cedéme périphérique) issue d’une
défaillance structurelle et/ou fonctionnelle du ceoeur [138]. Cette défaillance aboutit a une
réduction du débit cardiaque et/ou une augmentation de la pression intracardiaque et ce a
I’effort comme au repos. Les étiologies de I'IC sont diverses et incluent, entre autres,
I’hypertension, les coronaropathies et les valvulopathies [139]. L’hypertension est le facteur

de risque le plus associé avec I’IC chez les femmes [6].

Dans les pays développés, I’incidence de I’IC représente 1-2% de la population adulte
et excéde les 10% chez les individus agés de plus de 70 ans [140-143]. L’étude Rotterdam a
montré que I’incidence de I’IC augmente avec 1’age et passe de 0,9% chez la catégorie d’age

55-64 ans, a 17,4% chez les individus agés de plus de 85 ans [142].

La terminologie utilisée pour la classification de I’IC est basée sur la mesure de la FE
du VG [138]. Les patients avec IC peuvent étre classés comme ayant une FE préservée (FE
>50%), intermédiaire (FE = 40-49%) ou réduite (FE < 40%) [138]. Des différences au niveau
de I’étiologie, des comorbidités, et méme de la réponse aux traitements existent entre ces
groupes [138]. Les patients présentant une FE réduite sans symptdmes sont diagnostiqués

comme ayant une dysfonction systolique asymptomatique.

Les patients avec une FE réduite présentent principalement une dysfonction systolique
due a une dilatation ventriculaire, alors que les patients avec une FE préservée, sont plus
caractérises par une dysfonction diastolique, due notamment a un épaississement de la paroi
ventriculaire (Figure 18). Comparés aux patients avec une FE réduite, les patients ayant une
FE préservée sont plus agés, plus souvent des femmes, ayant un historique d’hypertension et
de fibrillation atriale et moins souvent un historique d’IDM [144, 145]. Dans 1’étude
Framingham, les femmes représentaient 40% des patients avec une FE reduite et 65% de
ceux ayant une FE préservée [139].
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Figure 18. Dysfonction ventriculaire gauche lors d 'une IC.
(Traduite a partir de la version originale).
https://www.emsworld.com/article/12053437/diagnosis-and-treatment-of-the-patient-with-

heart-failure.

L’IC avec une FE réduite peut étre qualifiée, selon son étiologie, d’ischémique ou
non-ischémique. L’IC ischémique est principalement induite par ’IDM, la coronaropathie et
les dysfonctions microvasculaires [6]. L’étude VALIANT (VALsartan In Acute myocardial
iNfarcTion trial) comprenant plus de 10000 patients avec IDM ayant développé une IC ou
une dysfonction systolique asymptomatique, a comparé le risque d’IC entre les femmes et les
hommes [5]. Les femmes avaient plus de risque de développer une IC par rapport aux
hommes et le risque d’hospitalisation a cause d’IC était supérieur chez les femmes (21% chez

les femmes versus 13% chez les hommes).

Le diagnostic de I’IC ainsi que les stratégies thérapeutiques sont les mémes chez les
hommes et les femmes. Le diagnostic est basé sur la caractérisation clinique ainsi que
I’échocardiographie. Les thérapies médicamenteuses principales de 1’IC sont les
bétabloquants et les inhibiteurs de 1I’enzyme de conversion. Ces thérapies réduisent la
morbidité et la mortalité uniquement chez les patients ayant une FE reduite [138]. L’efficacité
de ses traitements semble étre comparable entre les deux sexes [6] sauf que les femmes sont
souvent sous-représentées dans ces essais cliniques. Néanmoins, des différences existent

entre les deux sexes au niveau de I’effet de la digoxine et des thérapies de resynchronisation
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cardiaques. La digoxine est plus toxique chez les femmes chez lesquelles elle cause plus de
mortalité [146]. Au contraire, I’utilisation des thérapies de resynchronisation cardiaque

semblent plus réduire la mortalité chez les femmes que les hommes [6].
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7. Mécanismes responsables des différences hommes-femmes dans les MCV :

Les mécanismes épigenétiques associes aux chromosomes sexuels ainsi que les
hormones sexuelles jouent un réle primordial dans les différences CV observées entre les

deux sexes.

7.1. Mécanismes génétiques :

Le chromosome Y porte des genes qui sont non seulement impliqués dans la
détermination du sexe mais également dans d’autres fonctions biologiques y comprises CV.
Des loci présents au niveau du chromosome Y sont associés avec le risque d’hypertension et

d’hypercholestérolémie, et méme de coronaropathie [147-149].

Chez les femelles, les génes échappant a I’inactivation du chromosome X semblent
également étre a I’origine de certaines des différences CV observées entre les deux sexes. Un
des deux chromosomes X passe a 1’état inactif chez la femelle entrainant 1’extinction
transcriptionnelle de plusieurs milliers de genes afin de compenser la dose entre les deux
sexes. Certains de ces genes échappent a cette inactivation, ils sont de 1’ordre de 15% chez
I’humain et de 3% chez la souris [150]. La contribution des génes du chromosome X au
MCV reste a élucider étant donné que les études GWAS (pour Genome Wide Association

Studies) ont rarement inclus ce chromosome dans leurs analyses [55].

De plus, des variants génétiques localisés au niveau des autosomes peuvent agir
difféeremment chez les femmes et les hommes. Dans une étude GWAS incluant 224459
participants, 49 loci associé avec la distribution corporelle des graisses ont été identifiées,
parmi lesquels, 19 avaient un effet plus puissant chez les femmes [151]. Ces loci étaient
associés avec des processus affectant la distribution de graisse tels que 1’adipogenése,
I’angiogenese et la résistance a 1’insuline. De plus, des polymorphismes au niveau du geéne
chymase 1, impliqué dans I’hypertrophie et la fibrose, étaient associés avec la masse
ventriculaire chez les hommes mais pas les femmes souffrant de sténose aortique [152]. Des
polymorphismes au niveau du géne codant pour le récepteur de la bradykinine type 1,
impliqué dans le systéme rénine-angiotensine, semblent avoir un effet différent au niveau de

la stimulation de ce récepteur chez les hommes et les femmes [153].
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Des genes localisés au niveau des chromosomes X ou les autosomes peuvent étre
differentiellement exprimés entre les deux sexes. Parmi ces génes, ceux codant pour des
cytochromes, des anhydrases carboniques et des peptides natiuretiques [55]. Chez les
insuffisants cardiaques, les femmes ont généralement une expression plus élevée des génes
associés avec le métabolisme d’énergic que les hommes, suggérant que les femmes seraient
capables de maintenir leur fonction métabolique dans des conditions pathologiques [55].
Chez les patients souffrant de sténose aortique, des différences au niveau de 1’expression des
génes associés a I’inflammation et a la fibrose, ont été observées et ce en faveur de la

répression de ces processus chez les femmes [154].

7.2. Meécanismes épigénétiques :

Les modifications épigénétiques regroupent la méthylation d’ADN et des histones
ainsi que 1’acétylation des histones. Les facteurs environnementaux peuvent induire des
modifications épigénétiques différemment chez les hommes et les femmes, induisant ainsi
des différences au niveau du phénotype CV. De plus, des modifications acquises lors de la
vie in utéro peuvent affecter le phénotype a I’age adulte. L’étude de la méthylation de 15 loci
chez des femmes et hommes exposés avant leur naissance a la famine de 1944 aux Pays-Bas
a révélé des différences au niveau de certains loci entre les deux sexes [155]. La prévalence
d’hypertension était supérieure chez ces hommes et femmes par rapport aux contrdles qui
n’étaient pas exposés suggérant que la malnutrition lors de la gestation prédispose a

I’hypertension [156].

D’autre part, les hormones sexuelles sont capables d’induire des modifications au
niveau des histones. Les estrogénes et les androgenes se fixent sur des éléments de réponse
aux hormones (HRE pour hormone response elements) au niveau de I’ADN et attirent des

cofacteurs capables de modifier I’acétylation des histones [55].
Les ARNs non codants sont également des régulateurs épigénétiques. Dans le modeéle

in vivo de surcharge de pression, la fibrose cardiaque était plus accrue chez les males [157].

La comparaison du profil transcriptomique a révélé une induction dans I’expression des génes
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de la fibrose et une répression dans les génes mitochondriaux comparés aux femelles. Cette
différence serait attribuée a 1’estradiol (E2) qui atténue le développement de la fibrose chez
les femelles a travers la modulation des microARNs (miRs) 21, 24, -27a/b, et 106a/b [157].

7.3.  Hormones sexuelles :

Les hormones sexuelles sont synthétisées principalement au niveau des gonades
(testicules et ovaires) mais peuvent également étre synthétisées par d’autres types cellulaires
tels que les cardiomyocytes. De plus, la testostérone peut étre métabolisée en estrogéne
favorisant la contribution de cette derniére dans la pathophysiologie CV chez les méles. La

majorité des études se sont concentrées sur les effets CV de ’estrogene et de ses dérives.

L’E2 est I’estrogeéne la plus abondante dans la circulation [55]. Elle est principalement
produite par les ovaires et peut étre localement produite a travers la conversion de la
testostérone. Chez les deux sexes, cette conversion peut avoir lieu dans plusieurs tissus extra-
gonadaux, y compris le tissu adipeux, le cceur et les vaisseaux [55]. La production de I’E2
augmente remarquablement chez les hommes obéses [158]. De plus, les hommes agés
semblent avoir des concentrations plus élevées d’E2 comparés aux femmes du méme &ge
[159].

L’association des polymorphismes au niveau des récepteurs a I’estrogéne ERa et B
(ER pour estrogen receptor) avec les MCV a préalablement été rapportée. En particulier, un
polymorphisme au niveau du récepteur ERa est associé avec un risque élevé d’IDM [160],
alors que le polymorphisme d’ERf est associé avec une augmentation au niveau de la masse
ventriculaire ainsi qu’un épaississement de la paroi ventriculaire [161]. Ces récepteurs ont été
identifiés au niveau de I’endothélium vasculaire, des CML vasculaires, des cardiomyocytes et
des fibroblastes cardiaques, chez les deux sexes [55]. L’expression cardiaque du récepteur
ERa semble étre comparable entre les deux sexes alors que celle de I’ERp est plus élevée
chez les hommes [162]. Les deux récepteurs sont surexprimes dans le myocarde des hommes
et des femmes souffrant de sténose aortique ce qui suggere leur réle dans la pathophysiologie
de la maladie [162]. L’expression génique et protéique du récepteur ERa est augmentée dans

les cceurs de patients en stade final d’IC [163].
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Les estrogénes jouent un role dans les différents processus associés avec 1’IDM allant

de la mort cellulaire jusqu’a la réponse inflammatoire et la fibrose (Figure 19).
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Figure 19. Effets protecteurs des estrogenes contre le remodelage délétére aprés un IDM.

Mort cellulaire :

La perte des cardiomyocytes augmente avec 1’age chez les hommes mais pas chez les
femmes [164]. D’un autre coté, la mort cellulaire est plus importante dans le ceeur insuffisant
des hommes par rapport aux femmes [165]. Les cceurs des femmes sont également mieux
protégés de 1’apoptose induite par I’ischémie. La zone périphérique de I’infarctus contient 10
fois plus d’apoptose chez les hommes par rapport aux femmes [137]. Des observations
similaires ont été rapportées chez des modeles in vivo d’ischémie/reperfusion [55]. Cette mort
cellulaire accrue chez les méles suite a I’ischémie/reperfusion semble étre due a la réduction
de la protéine pro-apoptotique Bcl2 chez les méles et une augmentation de la protéine anti-
apoptotique Bax chez les femelles [166]. L’E2 joue un r6le primordial dans la protection des
cardiomyocytes contre 1’apoptose a travers la modulation de PI3K/PKB, TNFa, p38 (a et )
et p53 [55]. De plus, I’E2 favorise la néovascularisation du tissu ischémique en augmentant la

mobilisation et I’incorporation des cellules progénitrices endothéliales [167]. D un autre c6té,
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la testostérone semble aggraver la Iésion cardiaque en réduisant la protéine anti-apoptotique
Bcl-xL [168] et en induisant les protéines pro-inflammatoires TNF-a, IL-1f et IL-6 [169].

Inflammation:

Dans les modeéles in vivo d’ischémie myocardique, les ceeurs des femelles sont plus
protéges, et ce en produisant moins de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-1
et IL-6 [135, 170]. L’estrogéne joue un rdle primordial dans cette réponse inflammatoire en
régulant 1’expression de ces cytokines a travers la régulation des monocytes et des
macrophages [171]. L’E2 protége contre 1’ischémie en réduisant [Dinfiltration des
neutrophiles, la production du stress oxydant et la nécrose [172]. En réponse a un stimulus
inflammatoire, le facteur de transcription NF-kB, qui est le régulateur clé de la réponse
inflammatoire, est capable de réduire la transcription du récepteur o de 1’estrogéne au niveau

des cardiomyocytes [173]. Stimulé par I’E2 ; I’ERa a son tour est capable d’inhiber NF-«B.

Hypertrophie et fibrose:

L’administration de I’E2 , dans des modéles d’ischémie myocardique, a permis de
réduire la taille de I’infarctus et d’améliorer la fonction cardiaque [55]. L’E2 joue un rdle
anti-hypertrophique a travers la régulation du facteur natriueritique atrial (ANF) et la chaine
lourde de myosine (MHC) [174]. Ces effets protecteurs semblent étre exercés a travers le
récepteur ERa. Dans le modele de surcharge de pression, le traitement par 1’agoniste
spécifique de ce récepteur a ralenti la progression de I’hypertrophie ventriculaire aboutissant
a une meilleure fonction systolique et moins de fibrose [175]. En outre, I’E2 régule le profil
transcriptomique cardiaque différemment chez les hommes et les femmes [176, 177]. L’E2
induit par exemple 1’expression du récepteur d’une autre hormone qui est la progestérone
spécifiqguement chez les femmes, les protégeant ainsi contre le remodelage délétére [176].
D’un autre c6té, I’E2 induit I’expression du géne codant pour MYLIP (myosin regulatory
light chain interacting protein) et ce spécifiquement chez les males entrainant une altération

de la fonction contractile [177].
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La comparaison du profil transcriptomique du VG des patients atteints de sténose
aortique a révélé une induction des voies de signalisation associées a la fibrose chez les
hommes [154]. Chez les femmes, une répression au niveau des voies de signalisation
associées a I’inflammation et la MEC a été observée [154]. En outre, 1’estrogéne atténue le
développement de la fibrose au niveau du cceur, en inhibant directement la synthese du
collagéne, et en régulant les taux du collagene du type | et Il [55]. De plus I’E2 inhibe
I’expression des MMPs par les fibroblastes cardiaques et ce a travers 1’activation du récepteur

ERa et la voie de signalisation de MAPK-ERK1/2 [178].
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8. Biomarqueurs du remodelage ventriculaire post-IDM :

Les biomarqueurs les plus constamment associés avec le RVG sont impliques dans le
stress cardiaque, la nécrose des cardiomyocytes, ainsi que 1’inflammation et le turnover de la
MEC. Malgré les nombreux biomarqueurs ayant montré leur association avec le RVG post-
IDM, le biomarqueur idéal n’a pas encore été découvert. Afin d’atteindre cet objectif, des
¢tudes plus larges avec des criteres d’évaluation standardisés, et des wvalidations

indépendantes sont requises.

8.1. Marqueurs de la tension mécanigue :

Les peptides natriurétiques, BNP (Brain Natriuretic Peptide) et sa fraction terminale
NT-proBNP sont les deux biomarqueurs les plus reconnus pour le diagnostic de I’IC et de la
dysfonction ventriculaire gauche. Ils sont principalement synthétisés par les cardiomyocytes
ventriculaires lorsque la tension exercée sur ces derniers augmente. Le BNP (le peptide actif)
et le NT-proBNP (le peptide inactif) sont libérés en quantités équimolaires dans la circulation

sanguine.

ROle du BNP :

La délétion du BNP a généré des souris normotensives présentant une fibrose
ventriculaire sans aucun signe d’hypertrophie [179]. Il est intéressant de noter que cette
fibrose cardiaque était moins importante chez les femelles comparées aux males [179]. Le
BNP représente alors un facteur anti-fibrotique qui régule localement le RVG. Le BNP
semble prévenir le développement de la fibrose a travers 1’inhibition du TGFp et de I’enzyme
de conversion de I’angiotensine [179]. En revanche, une hypotension a été observée chez les
souris sur-exprimant BNP ce qui suggére que le BNP régule la pression artérielle en
favorisant la vasodilatation des vaisseaux sanguins lorsqu’il circule en grandes quantités lors

des maladies cardiaques [180].

Un variant génétique au niveau du locus NPPA-NPPB codant pour les peptides

natriurétiques ANP (pour Atrial Natriuretic Peptide) et BNP, entrainant une augmentation
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dans I’expression de ces peptides, était associé avec moins de susceptibilité a I’hypertrophie

cardiaque renforcant le rdle cardioprotecteur de ces derniers [181].

Prédiction du remodelage :

Plusieurs études ont analysé la capacité du BNP et du NT-proBNP a prédire la FV et
le RVG aprés un IDM [2]. La majorité de ces études incluaient moins de 100 patients. De
plus, ces peptides ont été mesurés a des temps différents et la FV étaient évaluées par
différentes techniques. Aucune de ces études n’a analysé la capacité de ces peptides a prédire
le RVG séparément chez les femmes et les hommes.

Malgré que ce peptide semble prédire la FV indépendamment du temps, le moment du
dosage avec la meilleure valeur prédictive reste a déterminer [2]. Les taux de NT-proBNP
mesurés a I’admission [182], au moment de la revascularisation [183] et & la sortie de
I’hopital étaient associés avec le risque de dysfonction ou du RVG [184]. Dans une étude
comparant plusieurs temps de mesure (quelques jours a 6 semaines), le temps optimal était
entre le 3°™ et le 4°™ jour post-IDM [185]. Contrairement, dans la cohorte REVE-2
(Remodelage Ventriculaire—2) la meilleure valeur prédictive du BNP a été observee lors du
suivi (1 mois, 3 mois et 1 an) et aucune association n’a été observée pour les mesures
précoces (entre le 3°™ et le 7°™ jour post-IDM). La comparaison de la valeur prédictive des
marqueurs cardiaques NT-proBNP, CK et cTnT a montré que le NT-proBNP était le meilleur
prédicteur du RVG global et qu’il était le seul a pouvoir prédire le remodelage du myocarde
sain [182].

Différence entre les hommes et les femmes:

Le sexe et 1’4ge représentent deux principaux déterminants de la concentration du
BNP et du Nt-proBNP. Plusieurs grandes études de populations ont montré que les
concentrations de ces peptides augmentent avec 1’age et que les femmes ont des taux
supérieurs par rapport aux hommes [186-188]. De plus, cette différence entre les deux sexes

semble persister avec 1’age [189].
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Les taux de BNP ont été compares chez des femmes saines post-ménopausées avant et
apres la thérapie de remplacement hormonal [190]. Aprés 3 mois de thérapie, les taux du
BNP et d’ANP ont significativement augmenté chez ces femmes suggérant 1’effet stimulateur
des estrogenes sur les peptides natriurétiques et leur effet cardioprotecteur chez les femmes.
Cette différence pourrait également étre attribuée a I’effet inhibiteur des androgenes sur les
peptides natriurétiques [191]. Les taux des peptides natriurétiques ont significativement
augmenté chez les rats castrés et cette augmentation a été rectifiée aprés administration de la
testostérone [191]. L’influence du sexe et des hormones sur les concentrations plasmatiques
des peptides natriurétiques a plus largement été étudiée chez 4056 hommes et femmes [3].
Ces derniéres ont été divisées en 4 groupes selon leur statut hormonal : femmes pré-
ménopausées sans ou avec contraception et des femmes post-ménopausées recevant ou pas
une thérapie de remplacement hormonal. Les concentrations les plus faibles du NT-proBNP
ont été mesurées chez les hommes alors que les plus élevées ont été observées chez les

femmes pré-ménopausées recevant la contraception hormonale.

Une autre explication des taux de peptides natriurétiques supérieurs chez les femmes
serait la différence dans les taux d’hémoglobine entre les deux sexes. Une corrélation
négative a été observée entre les taux du BNP, d’ANP et la concentration d’hémoglobine
[189]. Les taux inférieurs d’hémoglobine chez les femmes seraient responsables d’une
ischémie myocardique et que cette derniere augmenterait 1’expression des peptides
natriurétiques. L’ischémie myocardique a été montrée capable d’induire I’expression du BNP

indépendamment de la tension mécanique [192].

Des mutations au niveau du géne NPPB ont été trouvées associées avec des niveaux
élevés de BNP et NT-proBNP, chez des patients présentant des coronaropathies [193]. De
plus, ces patients avaient une FV meilleure et étaient protéges contre le remodelage délétere.
Particulierement le génotype rs198389 AA était associé avec un risque élevé de
coronaropathies obstructives et une athérosclérose sévére, chez les femmes, mais pas chez les
hommes, ce qui pourrait suggérer que le BNP serait plus impliqué dans la pathophysiologie

des coronaropathies chez les femmes [194].
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8.2.  Marqueurs de la nécrose myocardigue :

De nombreuses études ont montré que les biomarqueurs de la nécrose myocardique
notamment CK et cTns étaient associées avec la FV post-IDM, ce qui suggere que le degré
d’endommagement myocardique lors de I’IDM conditionne la FV plus tard. Les taux des
deux marqueurs sont inférieurs chez les femmes par rapport aux hommes [11]. Néanmoins,
I’association de ces marqueurs avec le RVG n’a pas encore été étudiee séparément chez les

femmes et les hommes.

Les concentrations des deux biomarqueurs mesurées a différents temps post-IDM
correlent avec la taille de I’infarctus [195]. Les taux des cTns et de la CK mesurés quelques
jours post-IDM, ainsi que leurs valeurs maximales étaient prédicteurs de la dysfonction
ventriculaire [182, 195-197]. Dans I’é¢tude PROTECTION AMI incluant 1066 patients traités
par angioplastie coronaire primaire, la cTnl a été mesurée a plusieurs temps (de I’admission a
80 heures). L’association de la ¢Tnl avec la FV a été observée a tous les temps. La plus forte
association a été observée pour les valeurs obtenues entre 30 et 40 heures post-IDM [198] .
De méme que le BNP, 1’association de la cTnl avec le RVG était absente pour les valeurs de
base dans la cohorte REVE-2 [199]. Chez les patients pour lesquels la cTnl était encore
détectable pendant le suivi (1 mois, 3 mois et 1 an) avaient un risque €élevé du RVG. Dans
cette étude, la cTnl était encore détectable chez 19% des patients a 1 mois et a diminué a 13%
et 7% a 3 mois et 1 an, respectivement [199].

8.3.  Marqueurs de Pinflammation :

La réponse inflammatoire induite par la nécrose des cardiomyocytes joue un réle
primordial dans la pathogenese du RVG. Une réponse inflammatoire excessive aboutit a une
dilatation exagérée au niveau du VG. De nombreuses études ont mis en évidence
I’association entre les concentrations des facteurs inflammatoires a la phase aigte et le risque

de développer un RVG délétere.
Des différences au niveau de la réponse inflammatoire existent en général entre les

femmes et les hommes aussi bien au niveau de la réponse innée ou acquise [200]. Suite a un

IDM, les méales montrent une réponse inflammatoire plus excessive [133, 134]. Dans un
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modéle in vivo d’ischémie/reperfusion, la production de cytokines pro-inflammatoires
(TNFa, IL-1B, et IL-6) était supérieure chez les méales [170]. Ces différences entre les deux
sexes suggerent d’étudier, séparément chez les femmes et les hommes, la valeur prédictive

des marqueurs inflammatoires.

Cellules inflammatoires :

L’association des différents types cellulaires avec le RVG a été investiguée. Le taux
de PBMC (peripheral blood mononuclear cells) déterminés dans les 24 heures suivant un
IDM étaient associés avec le RVG délétére 6 mois plus tard [201]. Néanmoins, la capacité
des PBMC a prédire le RVG est faible et a completement été abolie en présence du BNP
[202]. L’association des différents sous-types cellulaires a également été observée. Les taux
élevés de neutrophiles, mesurés a 1’admission, étaient associé avec le risque de développer un
remodelage délétere dans la phase chronique [203]. D’un autre c6té, I’augmentation des taux
de monocytes (monocytose) observée lors des premiers jours post-IDM corrélait
négativement avec la FE et était associée avec le risque de rupture ventriculaire [204]. Plus
particulierement, les valeurs maximales de la sous-population des monocytes CD14(+)
CD16(-) étaient prédictives d’une dysfonction ventriculaire [205]. De plus, un taux faible de
lymphocytes a I’admission était associé avec une dysfonction ventriculaire [206]. Le ratio

neutrophiles : lymphocytes est aussi capable de prédire le RVG [207].

CRP :

La CRP (pour C reactive protein) est un marqueur de I’inflammation sécrété par les
hépatocytes. L’association de la CRP avec le RVG post-IDM est controverse. Les taux de la
CRP mesurés a I’admission ainsi que les valeurs maximales corrélaient positivement avec le
RVG délétere [208]. Des données de I’étude REVE-2 ont montré que la CRP aussi bien
mesurée a la phase aigiie que pendant le suivi n’était pas un prédicteur du RVG [199]. Les
taux de CRP sont affectés par le sexe avec les femmes ayant des niveaux plus élevés [209].
Cette différence impose 1’ajustement par le sexe dans les études analysant la capacité

prédictive de ce marqueur.
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Cytokines et chimiokines :

Les taux de ces mediateurs inflammatoires sont affectés aprés un IDM et sont
également capables de prédire son évolution. L’IL-1 joue un rdle clé dans 1’amplification de
la réponse inflammatoire post-IDM. Une augmentation dans les taux plasmatiques de
I’isoforme IL-1p est observée dans les 2 heures suivant I’IDM [210]. En outre, les
concentrations de I’IL-1p mesurée 2 mois post-IDM avaient une forte valeur prédictive de la
FV évaluée a 1 an [211]. IL-10 quant a lui, est une cytokine antiinflammatoire. Les
concentrations sériques de cette cytokine mesurées 7 jours post-IDM étaient positivement
corrélées avec la FE [212]. Une autre cytokine a également montré son association avec le
RVG, il s’agit de I’'IL-21. Cette cytokine mesurée quelques jours post-IDM (moyenne 2

jours) étaient un prédicteur indépendant du risque du remodelage délétere a 6 mois [213].

Le récepteur de I’IL-33 connu sous le nom de ST2 (suppression of tumorigenicity 2)
est sécrété par les cardiomyocytes et les fibroblastes suite a un stress mécanique [214]. Des
taux élevé de ST2 sont associés avec une fibrose myocardique excessive et un remodelage
délétere [214]. La valeur pronostique de ST2 chez les insuffisants cardiaques a été confirmée
dans plusieurs études afin de prédire le risque de mortalité et d’hospitalisation [214]. Dans
une cohorte de patients avec IDM, les taux sériques de ST2 mesurés a 1’admission corrélaient
inversement avec la FV a 6 mois [215]. De plus, ce biomarqueur est capable de prédire le
risque de mortalité et d’IC aprés un IDM [215]. Des taux inférieurs de ST2 chez les femmes
ont été observés dans une étude de population générale incluant 3450 participants [216].
Cette différence semble étre attribuée aux hormones sexuelles, étant donné que les femmes

sous thérapie hormonale avaient les concentrations les plus faibles de ST2 [216].

Les taux de chimiokines augmentent rapidement dans le coeur aprés un IDM afin de
recruter les cellules inflammatoires au niveau de la zone infarcie [208]. Une augmentation est
également observée dans la circulation dans les 3 heures suivant un IDM ce qui confére aux
chimiokines un potentiel de biomarqueurs. Le MIF (pour macrophage migration inhibitory
factor) est une chimiokine/cytokine pro-inflammatoire sécretée par les cardiomyocytes
nécrosés et les PBMC [217]. Cette chimiokine est dotée de propriétés cardio-protectrices

mais en cas d’augmentation prolongée, elle est associée avec un remodelage délétére. Les
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taux élevés de MIF, mesurés a 1’admission, sont associés avec une taille d’infarctus plus
importante et une dysfonction ventriculaire a 3 jours et & 3 mois post-IDM [218]. En outre,
d’autres chimiokines telles que MIP-la (Macrophage inflammatory protein-1 alpha) et
RANTES (Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted) mesurées a une

phase tres aigue post-IDM (3 heures) corrélaient positivement avec la FV [219, 220].

8.4. Marqueurs de la fibrose :

La dérégulation de la MEC aprés un IDM contribue fortement au développement du
remodelage délétere. Cette dérégulation engendre soit un dép6t excessif de collagene
aboutissant a une fibrose, soit une dégradation accrue/dép6t insuffisant de collagéne
aboutissant & une dilatation du VG [221]. Le turnover de la MEC aprés un IDM peut étre
analysé a travers la mesure des marqueurs reflétant sa synthese et sa dégradation. Les
régulateurs de la dégradation de la MEC les MMPs et leurs inhibiteurs TIMPs peuvent
également étre mesurés. Les collagenes de type | et 11l sont les constituants majeurs de la
MEC dans le ceeur [221]. Les études in vivo ont montré que les males produisaient plus de
MMPs suite a un IDM ce qui conduisait a une dégradation plus importante de collagéne au
niveau de la zone infarcie et un risque élevé de rupture ventriculaire [135]. L’utilit¢ des

marqueurs de fibrose a prédire le remodelage a été observée a la phase aige.

Collagéne :

Manhenke et ses collegues ont étudié la modulation des différents marqueurs de la
synthese et de la dégradation de collagene apres un IDM [222]. Ils ont observé une
dégradation accrue dans le collagéne de type I a la phase aigie post-IDM compensée par une
augmentation dans la synthése du collagene de type Ill a la méme phase. La synthese des
deux types de collagene persistait dans le temps (jusqu’a un 1 an post-IDM) suggérant une
persistance dans 1’état fibrotique méme a la phase chronique du remodelage. L’augmentation
post-IDM du N terminal du procollagéne de type Ill (marqueur de la synthése du collagene
de type IllI) et du C terminal du télopeptide du collagene de type I (marqueur de la

dégradation du collagene de type 1), étaient montrées associées avec le risque du RVG
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délétere [199]. De plus, le ratio de ces deux marqueurs <1, mesuré a un mois post-IDM, était
un prédicteur indépendant du RVG a 1 an [223].

MMPs et TIMPs:

Parmi tous les biomarqueurs associés avec le remodelage, les plus grandes
associations ont été observées avec les régulateurs de la MEC : les MMPs et les TIMPs [2].
L’¢étude la plus exhaustive de ’association de ces biomarqueurs avec le remodelage a été
conduite dans la cohorte REVE-2 incluant 245 patients avec IDM [224]. Les taux sériques de
MMPs (1, 2, 3, 8, 9 et 13) et des TIMPs (1, 2, 3 et 4) ont été mesurés au moment de la sortie
de I’hopital et 1 mois, 3 mois et 1 an plus tard. Les taux de MMP-1 étaient comparables entre
les différents temps. Les taux de MMP-2, MMP-3, TIMP-2, et TIMP-4 étaient bas a la phase
aigue et augmentaient avec le temps. Alors que MMP-8, MMP-9 et TIMP-1 étaient élevés a
la phase aigie et diminuaient avec le temps. Parmi ces biomarqueurs, seuls les valeurs de
MMPs 8 et 9 mesurées a la phase aigie, corrélaient avec le RVG a 1 an. Dans I’analyse
multivariée, MMP8 mais pas MMP9 était un prédicteur indépendant du RVG [224]. De plus
MMP8 était le seul associé avec le risque de mortalité CV et de ré-hospitalisation pour une
IC.

Galectine 3 :

La Galectine 3 appartient a la famille des lectines. Secrétée principalement par les
macrophages actives et les fibroblastes en prolifération, elle est impliquée dans les processus
d’inflammation et de fibrose [208]. La capacité pronostique de la galectine 3 a été montrée
dans I’IC [225]. Des taux eleveés de cette protéine sont associes avec la progression de I’IC et
un mauvais pronostic. L’association de cette protéine avec le RVG a également été étudiée
chez des patients avec IDM. Les taux sériques de la galectine 3 mesurée quelques jours post-
IDM étaient un prédicteur de la diffusion de la fibrose au niveau des zones non-infarcies du
myocarde [226]. De plus, les taux sériques de galectine 3 mesurés 2 jours post-IDM étaient
un prédicteur indépendant du RVG [227]. Des études en population ont montré des taux plus
élevés de cette protéine chez les femmes [228, 229], ce qui a imposé I’utilisation des seuils

spécifiques a chaque sexe pour ’analyse.
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8.5. Biomarqueurs transcriptomiques :

En fonction de leur potentiel codant pour les protéines, les ARNs sont classés en deux
grandes familles : les ARNs codants et les ARNs non codants. Parmi les ARNs non-codants,
les miRs (19-25 nucléotides) et les longs ARNs non-codants (IncARNs, >200 nucléotides)
sont les plus étudiés en pathophysiologie CV. L’utilisation des puces a ARN et du
séquencage a significativement contribué a la découverte de nouveaux biomarqueurs

transcriptomiques.

8.5.1. ARNSs codants :

La capacité des PBMC a prédire le RVG est faible et a complétement été abolie en
présence du BNP [202], ce qui attire I’attention vers le transcriptome de ces cellules et sa
capacité prédictive. Dans un modeéle d’hypertension, les cellules immunitaires subissaient les
mémes modifications transcriptomiques que les cardiomyocytes ce qui suggere que les
cellules immunitaires pourraient refléter ce qui se passe dans le cceur [230]. De plus,
Wingrove et ses collégues ont montré que 1’expression génique des PBMC corrélait avec la

sévérité de la coronaropathie [231].

La signature transcriptomique de la dysfonction ventriculaire a été déterminée grace a
I’utilisation des puces a ARN effectuées sur les échantillons sanguins de patients avec IDM.
Ces analyses ont permis de déterminer les voies de signalisation perturbées lors du processus
du RVG et d’identifier de nouveaux biomarqueurs, et ce en se basant sur le réseau
d’interaction protéines-protéines [232]. Le métabolisme de collagéne, la prolifération
cellulaire et la croissance représentent les processus les plus perturbés chez les patients ayant
développé une dysfonction ventriculaire [233]. Dans une autre étude, I’expression des génes
associés a I’angiogenése au niveau des cellules sanguines étaient significativement affectee
chez les patients avec une faible FE [234]. La combinaison de trois génes (VEGF-B, PGF et
THBS1) impliqués dans ce processus avait une capacité prédictive de la dysfonction
ventriculaire qui était supérieure a celle du NT-proBNP. [234]. Une autre combinaison
incluant 4 génes (VEGF-B, DAXX, TNXB et LTBP4) impliqués dans I’angiogenése, la

fibrose et I’apoptose a également été identifiée [233]. L’analyse du transcriptome associé
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avec I’inflammation a révélé d’autres genes (TRAF2, SHKBP1 et UBC) avec une valeur
prédictive qui était plus élevée que celle des biomarqueurs cardiaques [235]. En outre,
I’expression de TGFBR1 mesurée dans le sang de 115 patients avec IDM augmente
significativement chez les patients avec une dysfonction ventriculaire et avait une valeur

prédictive ajoutée aux biomarqueurs cardiaques [236].

L’ensemble de ces études montrent le potentiel de la perturbation transcriptomique au
niveau des cellules sanguines a prédire le RVG post-IDM. Ces études ont éte effectuées sur
un nombre limité de patients ce qui justifie ’absence de I’effet du sexe sur I’expression et le
potentiel prédicteur de ces génes. Il serait intéressant de déterminer au niveau des cellules
sanguines les voies de signalisation associées avec le RVG, distinctement chez les femmes et
les hommes. Cela permettrait une mise en évidence de nouveaux biomarqueurs

transcriptomiques capables de prédire le RVG de maniére spécifique a chaque sexe.

8.5.2. ARNSs non-codants :

Les miRs :

Les miRs sont exprimés de maniére ubiquitaire dans le systeme CV et sont impliqués
dans plusieurs processus : développement, apoptose, fibrose, néo-angiogenése et hypertrophie
des cardiomyocytes [237]. La capacité des miRs a réguler plusieurs processus
pathophysiologiques est justifiée par la multiplicité des génes cibles. Les miRs détectés dans
le sang sont connus sous le nom de miRs circulants. Ces miRs proviennent des cellules
mortes suite a une apoptose ou sont activement sécrétés par des cellules vivantes [237]. Ces
miRs circulants peuvent étre associés a des protéines ou méme présents dans des
microvésicules, des exosmoses ou des corps apoptotiques. Ces entités d’ARNs sont tres

stables ce qui en fait des biomarqueurs tres attractifs.

La capacité¢ des miRs a prédire le risque d’IDM a été investigué dans une cohorte
prospective de 840 participants. Parmi les 19 miRs mesurés dans le plasma, trois miRs (126,
223 et 197) etaient associé avec le risque d’avoir un IDM pendant 10 ans [238]. Une

association positive a été observée pour le miR-126 alors que les miRs 223 et 197 avaient une
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association négative avec le risque d’IDM [238]. Dans une étude similaire de 212
participants, 1’association de 179 miRs avec le risque d’IDM fatal pendant 10 ans a été
analysée [239]. Dix miRs ont éte différentiellement exprimés entre le groupe controle et le

groupe ayant subi un IDM.

Des études in vivo ont montré que I’expression des miRs est rapidement et
dynamiquement régulée au niveau cardiaque suite un IDM [237]. De plus, le profil
plasmatique des miRs change aprés un IDM, notamment ceux enrichis au niveau cardiaque
(1, 133, 499, 208) [237], conférant a ces miRs le potentiel de diagnostiquer I’'TDM.
L’utilisation de ces miRs pour le diagnostic de I’'IDM est limitée par la technique de mesure
(gPCR) longue et fastidieuse. Ces miRs peuvent également étre utilisés pour prédire le risque
de dysfonction ventriculaire post-IDM. Dans une cohorte de 500 patients avec IDM, les miRs
208 et 499 corrélaient inversement avec la FE [240]. Quant aux miR-1 [241] et miR-133

[242], ils n’ont pas montré d’association avec la dysfonction et le RVG.

Méme les miRs non-enrichis au niveau cardiaque peuvent prédire le RVG.
L’augmentation des miRs 194 et 34a apres un IDM prédisait I’IC ischémique et corrélait avec
la dimension télé-diastolique du VG [243]. La capacité du miR-150 a prédire la variation au
niveau du VTD a été validée dans deux cohortes indépendantes [244]. De plus, la capacité
prédictive de ce miR a dépassé celle du NT-proBNP et il était capable de reclasser 50% des
patients qui étaient mal-classés avec le biomarqueur cardiaque. Une combinaison incluant les

miRs 146-a et 21, mesurés 5 jours post ICP, prédisait le risque du RVG a 1 an [245].

Le potentiel des miRs 222-3p ; 21-5p et 23a-3p et leur gene cible SOD2 (superoxide
dismutase 2) comme biomarqueurs du RVG a été montré chez 256 patients de 1’étude REVE-
2 [246]. L’association de ces molécules avec le remodelage délétere semble étre affectée par
le sexe. L’augmentation de la SOD-2 a 3 mois et 1 an dans le groupe avec RVG délétére était
observée spécifiqguement chez les femmes [246]. De plus, la dérégulation du miR-222-3p était
specifique aux hommes (diminution a la sortie de I’hopital, augmentation a 1 an). Cette
différence est justifiée par I’effet stimulateur des estrogenes sur 1’expression de la SOD2.
Cette étude attire 1’attention vers I’utilité des miRs comme biomarqueurs spécifiques a

chaque sexe.
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Les IncARNS :

Les IncCARNSs constituent la vaste majorité des ARNs non codants [247]. Par rapport
aux ARNs messagers, les INCARNSs sont caractérisés par une haute specificité au niveau du
type cellulaire, du tissu, du stade de développement et méme de 1’état pathologique [247]. La
fonction des IncARNs dépend de leur localisation cellulaire. Les IncCARNs de localisation
nucléaire sont impliques dans la régulation transcriptionnelle et épigénétique [247]. Ceux de
localisation cytoplasmique, jouent un rdle dans la traduction, la stabilité et la dégradation des
ARNSs messagers [247]. Certains peuvent également agir comme des éponges contre les miRs

et les facteurs protéiques.

Malgré le grand nombre d’études montrant la valeur diagnostique et pronostique des
miRs avec le RVG, peu est connu sur les IncCARNs. Une étude GWAS a révélé une
association entre des polymorphismes au niveau du locus du IncARN MIAT (myocardial
infarction associated transcript) et le risque d’IDM [248]. Dans le cceur, I’IDM induit des

modifications importantes au niveau de 1’expression des IncARNs [249].

Les IncARNSs peuvent également étre mesurés dans le sang ce qui leur confére un
potentiel de biomarqueurs. La majorité des INCARNS présents dans le plasma apres un IDM
sont d’origine mitochondriale [250]. LIPCAR, un de ces IncARNs mitochondriaux, était
augmenté lors de la phase chronique post-IDM (3 mois et 1 an) [250]. Chez les patients
souffrant d’IC systolique, I’augmentation de LIPCAR était plus importante et capable de
prédire la mortalité CV [250]. Un autre IncARN appelé MYHEART (myosin heavy-chain—
associated RNA transcript), est exprimé spécifiguement au niveau du tissu cardiaque et
exerce un rble protecteur contre le remodelage hypertrophique [251]. De plus, MYHEART
augmente significativement dans le plasma 1 heure aprés un IDM et correle avec les taux
sériques de cTnT [252]. L’expression plasmatique du IncARN UCAL (urothelial carcinoma-
associated 1), le marqueur du cancer de la vessie et du poumon, était diminuée a la phase
aiglie post-IDM et augmentée 3 jours plus tard [253]. L’IDM affecte également 1’expression
des INcCARNSs au niveau des cellules sanguines. Les INCARNs aHIF, ANRIL, KCNQ1OT1 et

MALAT1 sont régulés dans les cellules sanguines des patients avec IDM par rapport aux

74



controles [254]. De plus la combinaison KCNQ1OT1-ANRIL permettait la reclassification de
40% des patients mal-classés avec le modéle clinique seul.

Les ARNSs circulaires :

La communauté scientifique s’est récemment intéressée a une autre classe d’ARN
non-codants appelés ARN circulaires et a leurs roles pathophysiologiques dans les MCV
[255]. Ces ARNs doivent leurs noms a leur frome originale en cercle. Ils sont tres abondants
dans notre organisme et phylogénétiquement conservés [255]. De plus, ils sont stables a la
dégradation par les endonucléases ce qui leur confére un potentiel de biomarqueurs. L’ARN
circulaire MICRA (Myocardial Infarction associated circular RNA) a récemment été identifié
dans les cellules sanguines des patients avec IDM [256]. Les patients avec une faible
expression de MICRA avaient un risque elevé de dysfonction ventriculaire. Cette observation

a éteé validée dans deux cohortes indépendantes.
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9. Biomarqueurs cardiovasculaires spécifiques des femmes :

Les biomargueurs de la pathophysiologie CV :

Dans une étude de population incluant 3439 participants, trente biomarqueurs
impliqués dans les pathophysiologies des MCV ont été comparés entre les femmes et les
hommes [87]. En général, les femmes avaient des taux plus éleves de biomarqueurs
lipidiques (plus de HDL et moins de LDL) et moins de biomarqueurs associés avec la
dysfonction endothéliale, le recrutement des cellules inflammatoires et 1’inflammation
vasculaire. L.’association de ces biomarqueurs avec le sexe était affectée par la composition

corporelle, la distribution des graisses et la ménopause [87].

La proneurotensine :

La neurotensine est I’hormone de satiété et est impliquée dans le métabolisme des
lipides. La capacité de N terminal précurseur de cette hormone, la proneurotensine a prédire
la mortalité et la morbidité CV a été étudiée dans une population générale de 4632
participants [257]. Les taux de proneurotensine, mesurés a jeun, étaient plus élevés chez les
femmes par rapport aux hommes et étaient prédictifs du risque du diabete, de MCV et de
mortalité CV, spécifiquement chez les femmes. L’interaction entre la proneurotensine et le
sexe au niveau de la prédiction des MCV était significative (p<0,001) [257]. La valeur
pronostique de la proneurotensine a été analysée dans la cohorte Framingham Heart incluant
3439 participants [258]. La capacité de la proneurotensine a prédire 1’incidence de MCV était
comparable entre les deux sexes. Dans une autre cohorte américaine de 1697 participants, la
capacité de proneurotensine a prédire la mortalité de toutes causes était supérieure chez les
femmes [259]. De plus, la proneurotensine prédisait la mortalité CV spécifiquement chez les

femmes.

La thymosine [-4:

La thymosine B-4 (TB4) est une protéine codée par un gene localisé sur le

chromosome X et est dotée de propriétés cardioprotectrices. Les taux de TB4 ont été mesurés
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dans le plasma de 657 patients contrdles ou souffrant d’IC avec FE préservée ou réduite
[260]. La TB4 était augmentée dans le groupe d’IC avec FE préservée comparée aux
controles, et ce spécifiquement chez les femmes. L’analyse de la capacité diagnostique de
cette protéine a révélé un potentiel discriminatoire entre les contréles et le groupe d’IC avec
FE préservée spécifiqguement chez les femmes. Du point de vue pronostique, la TB4 prédisait
le risque de mortalité a 2 ans spécifiquement chez les femmes, et ce indépendamment du NT-
proBNP.

Les biomarqueurs du pronostic suite & un IDM non-occlusif:

Les femmes présentant un syndrome coronarien aigu sans obstruction coronaire ont
un risque élevé d’événements CV adverses et d’IC [261]. La valeur pronostique des
marqueurs de I’inflammation (IL-6, hs-CRP et sérum amyloide A) a été étudiée chez 390
femmes présentant des symptomes ischémiques sans signe d’obstruction [261]. Les taux
¢levés d’IL-6 et du sérum amyloide A étaient associes avec une mortalité accrue. Parmi ces
trois marqueurs, I’IL-6 était un prédicteur indépendant du risque de mortalité et

d’hospitalisation pendant les 6 ans suivant 1’accident ischémique.
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Matériels & Méthodes
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1. Cohortes :

Les patients des cohortes présentées dans ce manuscrit ont rempli un consentement écrit,
conformément a la déclaration d’Helsinki et en accord avec les comités d’éthique locaux. Au

Luxembourg, il s’agit du Comité National d’Ethique et de la Recherche (CNER).

1.1. Cohorte LUCKY :

I1 s’agit d’un registre national de patients diagnostiqués avec un IDM aigu et traités
avec une angioplastie coronaire. Le registre a été créé par I’institut national de chirurgie
cardiaque et de cardiologie interventionnelle Luxembourgeois (INCCI) et le département de
cardiologie du Centre Hospitalier du Luxembourg (CHL). Les patients ont été
consécutivement recrutés entre 2006 et 2012. Les données cliniques des patients ont été
collectées au moment de I’admission. Des informations relatives a 1’état de santé des patients
jusqu’a un an apreés ’IDM sont disponibles dans le registre. Le diagnostic de 'IDM était basé
sur les symptémes cliniques et les modifications au niveau des enzymes cardiaques, a savoir
la cTnT et la CK, ainsi que I’ECG. Les patients ont été classés en deux groupes en fonction de
leur profil ECG.

Les patients STEMI qui sont caractérisés par une élévation significative du segment
ST, une artére coronaire majeure completement occluse (artére coronaire gauche

descendante, circonflexe, ou droite) ainsi qu’une activité de la CK supérieure a 600U/L.

Quant aux patients NSTEMI, ils sont caractérisés par une dépression significative du
segment ST, des lésions partielles importantes voir une obstruction d’une artére coronaire
majeure nécessitant une angioplastie coronaire, ainsi qu’un taux de cTnT positif (supérieur a

0,03ug/L) apres 24 heures.

La reperfusion a été effectuée dans les 12 heures suivant le début de la douleur
thoracique par angioplastie coronaire. Les échantillons sanguins ont été obtenus au moment
de la reperfusion et également deux fois par jour par la suite afin de mesurer les taux de
biomarqueurs cardiaques. Ces prélevements ont été effectués par le laboratoire de biologie
médicale du CHL. Les plasmas ont éte séparés et conserveés a -80°C dans des tubes citratés.
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Tableau 1. Comparaison des caractéristiques cliniques et démographiques entre les femmes

et hommes de la cohorte LUCKY.

Tous les patients Femmes Hommes Valeur de p
(N=608) (N=138, 23%) (N=470, 77%) (Femmes versus
Hommes)
Age, médiane (rang), année 60 (30-91) 70 (33-91) 57 (30-88) <0,001
Femmes préménopausées 17 (2,8) 17 (12,3) - -
(age < 50), n (%)
IMC (rang) 27 (18-51) 26 (18-47) 27 (18-51) 0,003
Leucocytes, médiane (rang), 10,75 (1,11-7250) 10,27 (4,96-7250) 10,92 (1,11-6350) 0,357
x10°/L
Marqueurs plasmatiques,
valeurs maximales, médiane
(rang)
CK, U/L 1497,6 (34-13038) 1353 (57-9233) 1639 (34-13038) 0,246
cTnT, pg/L 3,9 (0,01-31,64) 3,73 (0,01-26,93) 3,96 (0,03-31,64) 0,939
NT-proBNP a la 205,2 (5-35000) 481,1 (45,26-15679)  160,2 (5-35000) <0,001
reperfusion, médiane (rang),
pg/mL
Temps ischémique, médiane 3,12 (0,6-12) 3,12 (0,6-12) 3,36 (0,8-12) 0,46
(rang), heures
FE a 4 mois, médiane (rang), 50 (15-89) 50 (20-86) 50 (15-89) 0,903
%
FEr (FE<40%), n(%0) 120 (19) 28 (20) 92 (19) 0,92
Antécédents CV, n (%)
IDM 59 (10) 7(5) 52 (11) 0,034
Diabete 126 (21) 32 (23) 94 (20) 0,406
Hypertension 279 (46) 69 (50) 210 (45) 0,286
Hypercholestérolémie 255 (42) 61 (44) 194 (41) 0,557
Tabac 273 (45) 54 (39) 219 (47) 0,068
Type d’IDM (STEMI), n 483 (79) 113 (82) 370 (79) 0,473
(%)
Classification NYHA (>=I1), 120 (20) 45 (33) 75 (16) <0,001
n (%)
Médicaments préadmission,
n (%)
Statines 113 (19) 25 (18) 88 (18) 1
Aspirine 120 (20) 27 (20) 93 (20) 1
p-Bloquants 124 (20) 35 (25) 89 (19) 0,117
Inhibiteurs de 70 (12) 16 (12) 54 (11) 1
I’angiotensine
Inhibiteurs de ’enzyme 70 (12) 19 (14) 51 (11) 0,363
de conversion
Clopidogrel 40 (7) 9(7) 31 (7) 1
Nitrates 25 (4) 7 (5) 18 (4) 0,474
Antagonistes du calcium 17 (3) 32 14 (3) 0,774
Diurétiques 18 (3) 9(7) 9(2) 0,009
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Le suivi a eu lieu 4 mois apres la survenue de I’IDM par ECG. Une échocardiographie
a également était effectuée afin d’évaluer la FV. En fonction de leur FE, les patients ont été
divisés, selon I’étude, en deux ou trois groupes. Tableau 1 présente les caractéristiques
démographiques et cliniques des patients, ainsi que la comparaison de ces caractéristiques
entre les femmes et les hommes. Les différentes étapes de cette étude sont présentées dans la
Figure 20.

Infarctus aigu Angioplastie
du myocarde coronaire Echocardiographie
Classification des
<12h .
trois groupes selon
[ leur fraction d’ejection
Collection des Prélevement I ECG
données cliniques sanguin

Figure 20. Les étapes de ['étude LUCKY

1.2. Etude LIFE-Heart:

Une validation indépendante a été effectuée chez 294 patients de la cohorte N°2 de 1’étude

LIFE-Heart pour la troisieme étude présentée dans ce manuscrit.

L’¢tude LIFE-Heart a été établie afin d’¢tudier les facteurs de risque génétiques et non
génétiques de 1’athérosclérose. Les patients de cette étude appartiennent aux différents stades
de coronaropathies et ont été répartis en trois cohortes différentes. Les patients de la cohorte 2
ont été diagnostiqués pour un IDM comme premiére manifestation de coronaropathies. 70%
des patients étaient diagnostiqués avec un STEMI (CK 36+34 U/L) et le reste avec un

NSTEMI (CK 15+14 U/L). Tous les patients ont été traités par angioplastie coronaire.

Le sang veineux des patients a été obtenu entre 6 et 36 heures (moyenne 20 + 8
heures) apres ’angioplastie coronaire dans des tubes PAXgene™ (BD Biosciences) afin de
conserver la stabilité d’ARN. Les biomarqueurs cardiaques, inflammatoires, et métaboliques
ont été mesurés le jour du prélévement sanguin par le systeme MODULAR ANALYTICS
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
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Le suivi des patients a eu lieu en médiane 99 jours post-IDM. Le recrutement des
patients s’est effectué consécutivement entre juillet 2008 et octobre 2012. L’étude a été
approuvee par le comité d’éthique de la faculté de médecine de I'université de Leipzig (Reg.
No 276-2005) et inscrite sur le site ClinicalTrials.gov sous la référence NCT00497887.

L’expression de notre géne d’intérét (CDKN1C) a été analysée dans les données de
puce & ARN. L’ARN total a été extrait des PBMC en utilisant TRIzol reagent (Invitrogen) et
quantifié par Nanodrop (Thermofisher). 500ng d’ARN a été précipité par éthanol a I’aide du
Glyco-Blue (Invitrogen) et ensuite dissout & une concentration de 50-300ng/pl. La puce a
ARN Illumina HT-12 v4 Expression BeadChips (Illumina, San Diego, CA, USA) a éte utilisée
pour I’hybridation de I’ARN. Le traitement des données et le control-qualité ont été expliques
en détail dans [262, 263]. Les différentes étapes de cette étude sont présentées dans la Figure
21. La comparaison des caractéristiques démographiques et cliniques entre les femmes et les

hommes de cette cohorte est présentée dans le tableau 2.

Infarctusaigu  Angioplastie A A
du myocarde coronaire Echocardiographie

Classification des

20 heural patients en deux
groupes selon leur

fraction d’ejection

Préléevement I
I

sanguin

Puce a ARN

Figure 21. Les étapes de [’étude LIFE-Heart
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Tableau 2. Comparaison des caractéristiques cliniques et démographiques entre les femmes

et hommes de la cohorte LIFE-Heart.

Tous les patients Femmes Hommes P value
(N=294) (N=82, 28%) (N=212, 72%) (Femmes vs, hommes)
Age, médiane (rang), année 60 (26-84) 67 (40-84) 57 (26-84) 6,6x10™
IMC (rang) 27,8 (20-50,6) 27,3 (20,4-50,6) 27,8 (20-48) 0,51
Cellules sanguines a
I’admission, médiane (rang)
Leucocytes, x109/L 10 (4,7-22,9) 10,1 (5,9-22,9) 10 (4,7-22,5) 0,67
Neutrophiles, % 72,7 (48,3-92,9) 73,2 (56,2-92,9) 72,4 (48,3-90,4) 0,086
Lymphocytes, % 17,2 (4-37) 17,2 (4-33,6) 17,2 (4,3-37) 0,63
Monocytes, % 8,7 (2,5-16) 8,2 (3,1-12,6) 9,1 (2,5-16) 9,2x10°
Plaquettes, x10%/L 226 (3-542) 256 (86-542) 221 (3-538) 6,2x10™
Biomarqueurs, médiane
(rang)
CK, U/L 640 (37,7-16900 614 (47,2-4030) 640 (37,7-16900) 0,27
cTnT, pg/L 1,95 (0,007-17,8) 1,56 (0,007-6,08) 2,39 (0,02-17,8) 0,054
hsCRP, mg/L 22,5 (0,63-422) 19,7 (0,97-203) 23,6 (0,63-422) 0,48
NT-proBNP, pg/mL 1710 (36,8-33700) 2390 (41,3-22700) 1380 (36,8- 4,3x10™
33700)
FE, médiane (rang) 55 (18-71) 55,5 (20-71) 54 (18-70) 0,083
Antécédents CV, n (%)
IDM 8 (2,7%) 1(1,2%) 7 (3,3%) 0,45
Diabete 63 (21%) 24 (29%) 39 (18%) 0,056
Hypertension 153 (52%) 46 (56%) 107 (50%) 0,44
Hypercholestérolémie 40 (14%) 11 (13%) 29 (14%) 1,00
Tabagisme 202 (69%) 39 (48%) 163 (77%) 2,6x10°®
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1. Quantification des biomarqueurs cardiaques :
1.1. NT-proBNP:

Le NT-proBNP a été mesuré dans les sérums des patients de la cohorte LUCKY
obtenus a partir du sang veineux récupéré au moment de la revascularisation. Les sérums ont
été conservés a -80°C jusqu’au dosage du NT-proBNP par les laboratoires de biologie
médicale  luxembourgeois Laboratoires Réunis. Ce dosage s’est fait par
¢lectrochimiluminescence (ECLIA) qui utilise I’analyseur Elecsys 2010 (Roche Diagnostics).
Le dosage se fait au moyen de deux anticorps monoclonaux reconnaissant deux épitopes
localisés au niveau de la partie N-terminale du proBNP. Le cycle analytique dure 18 minutes

et comprend deux étapes d’incubation.

La premiere incubation consiste a incuber 15ul du sérum ou du plasma avec deux
anticorps monoclonaux anti-NT-proBNP dont un biotinylé et ’autre marqué au ruthénium

qui forment un complexe en sandwich en présence du NT-proBNP.

La deuxieme incubation consiste a 1’addition de microparticules tapissées de
streptavidine dans la cuvette réactionnelle. Le complexe immun se lie a la phase solide par
I’interaction biotine-streptavidine. Le mélange réactionnel est ensuite transfére dans la cellule
de mesure ou les microparticules sont capturées magnétiquement au niveau de la surface de
I’¢électrode et la fraction libre est éliminée. L’application d’un voltage génére une
chimiluminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur. Les résultats sont obtenus a
I’aide d’une courbe de calibration. Celle-Ci est générée, par I’analyseur utilisé, par une

calibration en 2 points et une courbe de référence mémorisée dans le code-barres du réactif.

La méthode permet le dosage du NT-proBNP aussi bien sur les échantillons sériques
que plasmatiques présentant un domaine de mesure analytique de 5-35 000pg/ml ou 0,6-4130
pmol/L. Le taux de réaction croisée avec les autres peptides est trés faible. La variabilité liée
a la méthode est de moins de 5%. La sensibilité fonctionnelle est de 50pg/ml étant la
concentration en analyte la plus basse, mesurable de maniere reproductible et donnant un

coefficient de variation inter-séries de 20 %.
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1.2. cTnTetCK:

Le sang veineux périphérique des patients de la cohorte LUCKY a été récupéré au
moment de I’admission et deux fois par jours, par la suite afin de déterminer les valeurs

maximales des biomarqueurs de la nécrose myocardique, a savoir la cTnT et la CK.

Le Troponin T STAT (Short Turn Around Time), CARDIAC T de chez Roche a été
utilisé pour le dosage de la cTnT. La méthode est basée sur I’utilisation de deux anticorps
monoclonaux spécifiques de la cTnT dont un biotinylé et I’autre marqué au ruthénium. Le
dosage se fait par ECLIA et utilise I’analyseur Cobas €601 (Roche Diagnostics). La durée du
cycle analytique est de 9 minutes comprenant une seule étape d’incubation du plasma ou du
sérum avec les anticorps monoclonaux et les microparticules tapissees de streptavidine. Les
différents composants forment un sandwich qui se fixe & la phase solide. Les microparticules
sont ensuite maintenues au niveau de 1’¢lectrode de la cellule de mesure et une
chimiluminescence est générée apres I’application d’une différence de potentiel. La lecture se
fait par un photomultiplicateur. Les limites de détection de I’essai sont comprises entre 0,01-
25ug/L. La sensibilité fonctionnelle de I’essai est de 0,03ug/L, qui est mesurable d’une

maniere reproductible avec un coefficient de variation de 10%.

La CK est mesurée par la méthode recommandée par la Fédération Internationale de
Chimie Clinique (IFCC) qui est basée sur I’activation par la N-acétylcystéine. Le dosage a été

effectué dans le Cobas c¢501 (Roche Diagnostics).

La cTnT hypersensible (hs-TnT) a été mesuré dans le plasma de 315 patients au
moment de la revascularisation (Roche diagnostics) en utilisant 1’analyseur Cobas ¢601. La
limite de détection est 0,003ug/L. Le seuil au 99°™ percentile est 0,014 pg/L avec une
imprécision de 10% a 0,013ug/L.
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2. lsolation des cellules sanguines humaines :
2.1. Isolation des neutrophiles humains primaires :

Les neutrophiles primaires ont été isolés a partir du sang total de volontaires sains
prélevé dans des tubes héparinés. La technique d’isolation classique basée sur le

Dextran/Ficoll a été utilisée.

Le gradient de Ficoll (Lymphoprep de MP Biomedicals, Illkirch, France) permet la
séparation des neutrophiles des PBMC. Le sang frais est dilué dans du tampon salin
phosphate (PBS pour phosphate buffered saline) contenant du Ca®* et du Mg?*. Le Ficoll est
ensuite ajouté et 1’ensemble est centrifugé a 400xg pendant 30 minutes a température
ambiante. Apres élimination du plasma, de I’anneau cellulaire de PBMC et des résidus du
Ficoll, le culot sanguin contenant les globules rouges et les neutrophiles est alors gardé et
traité par une solution a 1 % de Dextran 500 (Amersham Biosciences Diegem, Belgique) et
0,85 % de NaCl, dilué dans du milieu de culture RPMI. La sédimentation des cellules est
ensuite effectuée a 4°C pendant une heure. Apres 1’avoir récupéré et dilué dans du milieu
RPMI, le surnageant est centrifugé a 4°C, 200xg pendant 10 minutes. Afin de lyser les
globules rouges, le culot est resuspendu dans I’eau stérile a 4°C pendant 10 secondes et la
suspension est transvasée dans une solution de NaCl (0,43M). L’ensemble est centrifugé a
4°C, 200xg pendant 10 minutes. Les neutrophiles obtenus sont quantifiés en présence du bleu
de trypan. Le nombre de cellules souhaité est lysé dans 1ml du TriReagent® (Sigma, Bornem,
Belgium), qui protege aussi les ARN contre la dégradation, et conservé a -80°C jusqu’a
extraction d’ARN.

La pureté de la population cellulaire a ensuite été déterminée en utilisant 1’anticorps
anti-CD16 pour les neutrophiles (Immunotools, Friesoythe, Allemagne) avec le cytométre BD

FACSCanto™ (BD Biosciences). La pureté était supérieure a 93 %.

2.2. lsolation des monocytes et des lymphocytes humains primaires :

L’isolation des monocytes a été effectuée a partir du sang provenant des patients

atteints d’hémochromatose. La poche du sang (250-500ml) a été obtenue aprés la saignée du
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patient au département d’Hématologie/Hémato-Oncologie/Cancérologie du CHL. Tous les

patients ont signé un consentement éclairé.

La premicre étape de cette expérience consiste a 1’isolation des PBMC en utilisant le
gradient Ficoll et les tubes Leucosep (Greiner, Wemmel, Belgique). Ces derniers contiennent
une membrane poreuse permettant la séparation du plasma, des PBMC et des globules
rouges. Le Ficoll est centrifugé 1 minute a 200xg. Un volume de 30ml de sang total est
distribué dans les tubes qui sont centrifugés de nouveau 30 minutes a 400xg. Le plasma est
¢liminé et ’anneau cellulaire représentant les PBMC est récupéré, lavé avec du PBS
contenant du Ca®* et du Mg®" et centrifugé 15 minutes & 200xg & 15°C. Le culot est ensuite
resuspendu dans du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ contenant 2mM d’EDTA
(Ethylénediaminetétraacétique) et centrifugé 15 minutes a 200xg a 10°C. Le culot est ensuite
resuspendu dans du PBS sans Ca** ni Mg?* contenant 2mM d’EDTA et 0,5% de sérum de
veau feetal (SVF). Les PBMC présents dans cette suspension sont quantifiés par le bleu de
trypan. La suspension est ensuite centrifugée 15 minutes a 200xg a 10°C. Les cellules sont
ensuite reprises dans du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ contenant 2mM d’EDTA et 0,5% de SVF

afin de procéder a la séparation des monocytes.

L’isolation des monocytes des PBMC se fait par sélection négative grace au Kit
Monocyte Isolation kit 1l (Miltenyi, Royaume-Uni). Tout d’abord, les PBMC sont incubés
avec un Fc Blocking Reagent permet la saturation des récepteurs Fc présents sur la surface
des cellules et inhibe la fixation non-spécifique des anticorps biotinylés ajoutés par la suite
(anti-CD3 et anti-CD7 marqueurs des lymphocytes T, anti-CD16 marqueur des neutrophiles,
anti-CD19 marqueur des lymphocytes B, anti-CD56 marqueur des cellules NK, anti-CD123
marqueur des cellules progénitrices, granulocytes et mégacaryocytes et la glycophorine qui
permet de retenir les globules rouges). La deuxiéme étape consiste a 1’incubation des PBMC
avec un anticorps anti-biotine couplé a des microbilles magnétiques. Le melange est ensuite
déposé sur une colonne magnétique placée sur un aimant. Trois lavages successifs avec du
PBS sans Ca®* ni Mg®* contenant 2mM d’EDTA et 0,5% de SVF sont réalisés afin de
récupérer les monocytes non marqués. L’effluant est centrifugé a 4°C pendant 10 minutes a

300xg. Le culot est resuspendu dans du milieu RPMI contenant du SVF et les cellules sont

87



énumeérées. Le nombre de cellules souhaité est lysé dans 1ml du TriReagent® (Sigma,
Bornem, Belgium) et conservé a -80°C jusqu’a extraction d’ARN.

La pureté des cellules était supérieure a 90 % et a été déterminée par 1’utilisation

d’anticorps anti-CD14 pour monocytes (BD Biosciences) avec le cytométre BD
FACSCanto™ (BD Biosciences).
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3. Mesure de ’expression génique :
3.1. Extraction d’ARN :

A partir du sang total :

Le kit PAXgene™ blood RNA (Qiagen, Venlo, Netherlands) a été utilisé pour
I’extraction des ARN totaux a partir des tubes PAXgene™. 1l permet la purification de
I’ARN intracellulaire a partir d’un volume initial de 2,5ml du sang total humain. Les
échantillons sanguins ont été conservés a -20°C depuis le prélévement. La purification
d’ARN commence par une étape de centrifugation dans des tubes PAXgene Blood RNA
(BRT) afin de sédimenter les acides nucléiques. Aprés avoir lavé et resuspendu le culot,
I’étape suivante consiste a la digestion des protéines a 1’aide des tampons optimisés par la
Protéinase K (PK). Afin de favoriser I’homogénéisation du lysat cellulaire, une étape de
centrifugation additionnelle est réalisée a travers les colonnes PAXgene Shredder (PSC). Le
surnageant est ensuite transféré dans un nouveau tube de microcentrifugation. De 1’éthanol
est ajouté pour ajuster les conditions de fixation et le lysat est déposé dans une colonne
PAXgene RNA (PRC). Au cours d’une courte étape de centrifugation, I’ARN se fixe sur la
membrane de la colonne a base de gel de silice et les contaminants résiduels passent a travers
cette membrane. Plusieurs étapes de lavages sont réalisées afin d’éliminer les résidus des
contaminants. Lors de ces lavages, la membrane est traitée a la DNAse I afin d’¢liminer toute
trace d’ADN génomique. L’ARN est finalement élué dans le tampon d’€lution (BRS5). Le
rendement d’ARN a partir de 2,5ml de sang dépend fortement du donneur, ¢a varie entre 4 et
10pg. L’ARN est ensuite purifié et concentré au moyen du kit RNeasy MinElute™ (Qiagen).
L’ARN a été quantifié¢ a 1’aide du spectrophotométre ND-1000 (NanoDrop® Technologies,
Wilmington, USA). La dégradation d’ARN a été vérifiée grice au 2100 Bioanalyzer®
(Agilent Technologies, Massy, France) en utilisant des lames RNA 6000 Nano chips.

A partir des cellules sanguines isolées :

Les différents sous-types de leucocytes ont été lysés dans du TriReagent® (Sigma,
Bornem, Belgium). L’ARN a été purifié au moyen du kit RNeasy® Microkit (Qiagen). Apres

décongélation des lysats cellulaires sur glace, un volume en chloroforme, équivalent au 1/5°™
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du volume initial du lysat est ajouté. Une étape de centrifugation est réalisée afin de séparer
la phase aqueuse riche en acide nucléique et la phase organique riche en protéines. La phase
aqueuse est ainsi récupérée et mélangée avec de 1’éthanol 70%. L’ensemble est déposé¢ sur
une colonne RNeasy MinElute (Qiagen) afin de favoriser la fixation de I’ARN sur la
membrane de la colonne. Une série de lavages par des tampons et de 1’éthanol 80% est
effectuée afin d’éliminer les contaminants résiduels. Une digestion a la DNase I est
¢galement réalisée afin d’éliminer I’ADN génomique qui peut étre copurifi¢ avec I’ARN.
L’ARN est finalement ¢lué¢ dans de 1’eau exempte de nucléases et quantifié a 1’aide du

spectrophotometre ND-1000 (NanoDrop® Technologies, Wilmington, USA).

3.2. Transcription inverse et PCR quantitative :

L’ARN purifié a été rétro-transcrit en ADN complémentaire (ADNc) grace a la
I’enzyme SuperScript II (Invitrogen) dans un mélange réactionnel contenant également : RT
Buffer 5X, des amorces aléatoires, des dNTPs 2,5mM (Invitrogen) et du dithiothreitol (DTT)
100mM (Invitrogen). Le programme PCR pour la SuperScript 11 est : 50 min a 42°C puis 15
min a 70°C. Deux contrbles ont été réalisés lors de la transcription inverse : un contrdle sans
enzyme permettant de vérifier la présence de I’ADN génomique et un controle sans ARN
pour Vérifier la dimérisation des amorces lors de la réaction qPCR ou une éventuelle

contamination du mélange réactionnel.

Les amorces utilisées pour la mesure des différents genes ont été congues a 1’aide du
logiciel Beacon Designer 8 (Palo Alto, Etats Unis). Les amorces amplifient tous les
isoformes du geéne si ce dernier en posséde. Afin d’éviter toute amplification de ’ADN
génomique, les s€quences des amorces ont €té placées de part et d’autre des jonctions exon-
exon. La mise au point des amorces a permis la détermination de la température
d’hybridation optimale ainsi que I’efficacité de PCR. Les séquences des amorces utilisées

ainsi que leurs températures d’hybridation et leurs efficacités sont présentées dans le tableau
3.

Les ADNc obtenus ont été ensuite dilué 10 fois et mis en présence de amorces

complémentaires et du SYBR® Green Master Mix (Biorad, Hercules, Etats-Unis) pour
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mesurer 1’expression génique par JPCR. Le SYBR® Green Master Mix contient de ’ADN
polymérase (Taq polymérase), des nucléotides, du Sybr green I, un tampon de PCR et du
MgCI2. Ces différents élements sont chauffés a 95°C pendant 2 minutes afin de dénaturer
I’ADN, activer la polymérase et homogénéiser le milieu réactionnel. Le mélange subit 40
cycles de PCR. Chaque cycle est constitué de trois étapes : une premiere qui consiste en la
dénaturation de I’ADN a 95°C pendant 30 secondes, une seconde qui permet I’hybridation
des amorces sur les brins d’ADNc suivie d’une étape de synthése et d’élongation d’un
nouveau brin par la Taq polymérase. La spécificité des amplicons a été vérifiée par 1’analyse
de la courbe de fusion, et le Sybr green qui est un agent intercalant fluorescent a permis la
mesure de la quantité d’ADN amplifiée par la mesure de la fluorescence. La gPCR a été
effectuée dans un thermocycleur Biorad CFX 96. Les résultats ont été normalisés par le
SF3Al, et les valeurs d’expression ont été calculées par la méthode du delta delta CT (Cycle

threshold) avec le logiciel Biorad CFX Manager.

Tableau 3. Séquences des amorces utilisées au cours de la gPCR

Température
Géne Séquence sens (5°23’) Séquence anti-sens (5°>3) d’hybridation
(°C)

LTBP4 GCTGCCTCCCCGCTGTGC GGTGCGTGGGTGCGAATCC 58
LMNB1 AAGCCGCATGAGAATTGAGAG | TTGATCCCTTATTTCCGCCATC 60
MMP9 AACTACGACACCGACGAC CAGGCGGAGTAGGATTGG 62
TNXB GTGGACCATCAGGGAGTGAG CTGGGGAGCGAAAGTTTCTT 56
TGFBR1 CTTATTATGATCTTGTACCTTCTG GGCATACCAACATTCTCT 58
CDKN1C CAAGAGGCTGCGGTGAG GCTGCTACATGAACGGTCC 60
SF3A1 GATTGGCCCCAGCAAGCC TGCGGAGACAACTGTAGTACG 60
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4. Analyses statistiques :

Une valeur de p < 0,05 était considérée comme statistiguement significative dans

I’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit.

4.1. Analyses standards :

La normalité de distribution des variables a été d’abord vérifiée par le test Shapiro
Wilk. Le logiciel SigmaPlot version 12.0 a éte utilisé pour réaliser les tests statistiques a 2
voies. Le test t de Student ou Mann Whitney ont été utilisés pour comparer deux groupes de
variables continues respectivement de distribution gaussienne ou non. La comparaison de
trois groupes a été réalisé par le test ANOVA pour les données gaussiennes et Kruskal-Wallis
one-way ANOVA on ranks pour les données non gaussiennes. Les tests Chi-square ou

Fisher’s exact ont permis la comparaison de deux ou trois groupes de variables catégorielles.

4.2.  Analyses de prédiction :

La version 3.3.1 de la plateforme statistique R a été utilisée pour les analyses de
prédiction. Les packages Hmisc, PredictABEL, Imtest, rms, bootStepAIC, survival et

survminer ont été utilisés pour ces analyses.

Traitement des données :

L’imputation multiple a 100 itérations a été utilisée pour remplacer les données
manquantes. Cette méthode est utilisée lorsqu’il y a plusieurs variables qui comportent des
données manquantes. Elle consiste a imputer successivement plusieurs valeurs a chaque
donnée manquante. Le mécanisme d’imputation est base sur la définition d’un modele
réaliste de la distribution des données manquantes conditionnellement aux données
observées. Chaque copie de données générée correspond a une distribution plausible des
données manquantes. Le but de I’imputation est de réaliser des analyses statistiques valides
tout en tenant compte de I’incertitude des données manquantes et tout en conservant les

caractéristiques importantes et la structure des donnees (moyennes, variances, covariance
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entre les variables en particulier). Les analyses statistiques réalisées sont menées sur chaque

copie de données genérées, puis les résultats sont combinés pour fournir un résultat global.

Des transformations sont exigées en cas d’utilisation de la régression logistique ou
ordinale afin d’estimer un mode¢le prédictif optimal. Ces transformations ont pour objectif de
rendre les données les plus conformes a la loi normale et de réduire I’intra-variabilité. Les
données ont subi une transformation logarithmique de base 2 et une standardisation des

données qui réduit la moyenne de la distribution a 0 et 1’écart type a 1.

Prédiction de la dysfonction ventriculaire :

Nous avons utilisé la régression logistique (binaire) et ordinale pour caractériser la
relation entre la FV évaluée 4 mois post-IDM, qui est une variable qualitative dépendante, et
une ou plusieurs variables explicatives (facteurs de risque et biomarqueurs). Elle permet
d’estimer 1’odds ratio (OR, rapport des cotes) assortis de leur IVC (95%). L’OR donne une
information sur la force et le sens de relation entre la variable dépendante et la variable
explicative. Il est toujours positif, compris entre 0 et co. Un OR égale a 1 est interprété

comme une absence de relation entre les deux variables dépendante et explicative.

Les variables explicatives introduites dans cette analyse sont connues pour étre
associées avec le risque d’IDM et du RVG. Une analyse univariée a été d’abord réalisée ou la
relation entre chaque variable et la FV a été séparément analysée. L’analyse univariée génére
des OR qui sont dits «bruts » ou «non ajustés ». Une analyse multivariée a ensuite été
réalisée incluant toutes les variables explicatives et qui estime pour chaque variable un OR

ajusté aux autres variables de ce modeéle.

La régression logistique a été utilisée pour étudier 1’association entre la FV et les
biomarqueurs d’intérét dans les études ou les patients ont été divisés en deux groupes selon
leur FE. Quant a la régression ordinale, elle a été utilisée dans les analyses comprenant trois

groupes de patients.
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Afin de déterminer la valeur prédictive ajoutée du biomarqueur d’intérét, le critére
d’Akaike (AIC pour Akaike Information Criterion) a été calculé pour le modeéle clinique seul
et apres I’addition du biomarqueur. AIC permet d’analyser la robustesse des modeéles en
pénalisant ceux ayant trop de variables. Ce critére représente un compromis entre le biais qui
diminue avec le nombre de variables et la parcimonie qui nécessite de décrire les données
avec le nombre le plus petit de variables. Le meilleur modéle est celui possédant I’AIC la
plus faible autrement dit celui apportant le maximum d’information sur la variable a
expliquer avec le minimum de variables explicatives possible. Le Wald Chi test a été utilisé
pour analyser la robustesse et la stabilité de chaque modéle séparément et le test du rapport
des vraisemblances (Likelihood ratio test) pour comparer les modéles deux a deux. Une
diminution significative dans I’AIC aprés 1’addition du biomarqueur est interprétée comme

une amélioration dans la robustesse et la valeur prédictive du modeéle.

La capacité des biomarqueurs & améliorer la valeur prédictive du modéle clinique a
également été évaluée par les analyses de reclassification utilisant le NRI (net reclassification
index) et I’IDI (integrated discrimination improvement). Ces indicateurs permettent de
déterminer si le biomarqueur d’intérét est capable de reclasser les patients non ou mal-classés
par le modéle clinique seul. Le NRI est interprété comme étant le net changement dans la
proportion des patients ayant été correctement classés sous le nouveau modeéle. Quant a I’IDI,
il est interprété comme étant le pourcentage d’amélioration du pouvoir discriminatif du

modele apres 1’addition du biomarqueur d’intérét.

Afin d’évaluer la robustesse du modele, une validation interne & partir des mémes
données a été effectuée par bootstrap. Cette méthode est basée sur le ré-échantillonnage en
créant plusieurs copies différentes des données originales et ce en supprimant certaines
données et les remplagant par d’autres données appartenant au méme jeu de données. Dans
nos analyses, cette opération a eté répetée 150 fois et a chaque nouvelle copie de données la
performance du modéle est testée par le calcul de ’AIC. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de copies de données permettant la génération du modele le plus robuste, comme

attesté par I’AIC le plus faible.

Prédiction de la mortalité:
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Les courbes de survie Kaplan Meier ont été utilisées pour comparer entre les femmes
et les hommes le risque de mortalité (de toute cause) pendant les 6 moins post-IDM. Cette
méthode permet d’analyser la probabilit¢é de survie sur un intervalle de temps. Cette
probabilité est calculée en divisant le nombre de patients décédés sur celui des patients
exposés au risque de déces pendant cet intervalle. La méthode Kaplan Meier réalise une
estimation de la probabilité a chaque fois que le déces se produit d’ou le profil en escalier de

ces courbes. Le test de LogRank a été utilisé pour comparer les deux courbes.

La capacité des biomarqueurs a prédire la mortalité a 6 mois chez les femmes et les
hommes a été analysée en utilisant le modéle a risques proportionnels de Cox. Ce modele se
rapproche des modeles de régression classique, dans le sens ou on veut relier un évenement a
des variables explicatives. Il permet d’exprimer le risque de survenue d’un événement en
fonction du temps et des variables explicatives, en calculant le rapport de hasard (hazard
ratio, HR) qui exprime le risque estimé sur toute la durée de I’étude. L’association des
biomarqueurs avec la mortalité a été évaluée aussi bien dans une analyse univariée que
multivariée. Cette derniere incluait les mémes variables que la régression logistique ou

ordinale.
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Reésultats
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Etude N°1 : Identification d’une combinaison de trois génes capables d’améliorer la

prediction de la fonction ventriculaire aprés un IDM

Des études réalisées par notre équipe ont analysé I’association du profil
transcriptomique des cellules sanguines avec la dysfonction ventriculaire post-IDM [232-236,
264]. Néanmoins, ces études ont été réalisées sur un faible nombre de patients. Parmi les
genes différentiellement exprimés entre les patients présentant ou non une dysfonction
ventriculaire, cing ont été sélectionnés pour une validation incluant un plus grand nombre de
patients : LMNB1, MMP9, TXNB, LTBP4 et TGFBR1. La sélection de ces cing génes a été
basée sur les critéres suivant: 1) une valeur prédictive élevée comme attestée par un AUC
(area under the receiver operating characteristic curve) > 0,7 - 2) un niveau d’expression
élevé a modéré qui rend la détection de ces génes par gPCR reproductible et fiable - 3)
I’expression de ces génes au niveau du cceur insuffisant (résultats non publiés) ce qui est en

accord avec I’infiltration des cellules immunitaires sanguines dans le cceur apres un IDM.

Pour cette validation, 449 patients du registre LUCKY ont été inclus. L’expression
des cing génes a été mesurée par qPCR dans le sang total récupéré au moment de la
revascularisation. En fonction de la FE, déterminée a 4 mois par échocardiographie, les
patients ont été répartis dans deux groupes : FE réduite (FEr, FE<40%) et FE préservée (FEp,
FE>40%). Les patients avec une FEr représentaient 18% de la cohorte. Ils étaient plus agés
que les patients du groupe avec FEp, avaient des niveaux plus élevés de leucocytes, de CK,

cTnT, et de NT-proBNP et ils étaient plus souvent diabétiques.

La comparaison des valeurs d’expression des cinq génes entre les deux groupes de
patients a révélé une surexpression de LMNB1, TGFBR1 et MMPY, et une sous-expression
du LTBP4 dans le groupe avec une dysfonction ventriculaire (FEr). Le niveau de TXNB était

comparable entre les deux groupes FEr et FEp.
Nous avons ensuite souhaité determiner le(s) type(s) de cellules immunitaires qui

expriment ces genes. Pour ce faire, nous avons mesuré leur expression dans les trois types

cellulaires qui jouent un réle clé dans la réponse inflammatoire post-IDM : les neutrophiles,
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les monocytes et les lymphocytes. LMNB1 et MMP9 étaient principalement exprimés par les
neutrophiles. Les génes TXNB et LTBP4 quant a eux étaient plutdt exprimés par les
monocytes et les lymphocytes. Le géne TGFBRL1 était exprimé de facon comparable par les

trois sous-types cellulaires.

La capacité de ces genes a predire la dysfonction ventriculaire a ensuite été analysée
par régression logistique. L’analyse univariée a révélé I’association des cinq genes avec la
dysfonction ventriculaire. Dans un modele multivarié incluant les parametres connus pour
étre associés avec I'IDM et le RVG (age, sexe, IMC, diabéte, hypertension,
hypercholestérolémie, tabac, antécédent d’IDM, temps ischémique, type d’IDM et nombre de
leucocytes), trois parmi les cing genes prédisaient indépendamment la dysfonction
ventriculaire. LTBP4 était négativement associé avec la dysfonction ventriculaire (OR [IVC
95%] 0,66 [0,47-0,93]) alors que TGFBR1 et TNXB avaient une association positive (1,68
[1,11-2,53] et 1,41 [1,04-1,90], respectivement).

Afin de déterminer la combinaison de genes permettant la meilleure valeur prédictive,
I’AIC a été calculée pour le modéle clinique seul et aprés 1’inclusion des différentes
combinaisons de génes. Une diminution significative dans I’AIC (comme attestée par le
likelihood ratio test) est interprétée comme une amélioration de la capacité prédictive du
modéle. L’addition des trois génes TNXB, TGFBRI1 et LTBP4 était a ’origine de la
meilleure prédiction, comme attestée par une diminution significative de I’AIC (383 versus
398 pour le modeéle clinique, p = 8.3 x10°). La validation interne par bootstrap a été utilisée
pour confirmer la valeur prédictive ajoutée des trois genes. Parmi les 150 itérations réalisées,
61% (91) incluant les trois genes étaient sélectionnés pour générer le modéle avec I’AIC le
plus faible. De plus, la combinaison des trois génes était capable de reclasser 45% des

patients mal-classés avec le modele clinique.

En conclusion, cette étude a permis I’identification d’une combinaison de trois génes,
exprimés par les cellules sanguines, capables d’améliorer la prédiction de la FV apres un
IDM.
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independently confirm the value of gene expression profiles in the blood to predict left ventricular (LV) dysfunc-
tion after ML
Methods and results: Five genes (LMNB1, MMP9, TGFBR1, LTBP4 and TNXB) selected from previous studies were
measured in peripheral blood samples obtained at reperfusion in 449 MI patients. 79 patients had LV dysfunction
as attested by an ejection fraction (EF) <40% at 4-month follow-up and 370 patients had a preserved LV function
(EF > 40%). LMNB1, MMP9 and TGFBR1 were up-regulated in patients with LV dysfunction and LTBP4 was
down-regulated, as compared with patients with preserved LV function. The 5 genes were significant univariate
predictors of LV dysfunction. In multivariable analyses adjusted with traditional risk factors and corrected for
model overfitting, a panel of 3 genes — TNXB, TGFBR1 and LTBP4 - improved the prediction of a clinical model
(p = 0.00008) and provided a net reclassification index of 0.45 [0.23-0.69], p = 0.0002 and an integrated
discrimination improvement of 0.05 [0.02-0.09], p = 0.001. Bootstrap internal validation confirmed the incremen-
tal predictive value of the 3-gene panel.
Conclusion: A 3-gene panel can aid to predict LV dysfunction after MI. Further independent validation is required
before considering these findings for molecular diagnostic assay development.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Left ventricular (LV) remodeling after acute myocardial infarction
(MI) is a complex process which, when adequately regulated, restores
the functional capacity of the infarcted heart. However, LV remodeling
can become maladaptive, leading to LV dysfunction and ultimately

Abbreviations: MI, myocardial infarction; LV, left ventricle; EF, ejection fraction; HF,
heart failure; STEMI, ST-segment-elevation myocardial infarction; NSTEMI, non-ST-
segment-elevation myocardial infarction; PCI, percutaneous coronary intervention; BMI,
body mass index; TIMI, thrombolysis in MI; BNP, brain natriuretic peptides; Nt-proBNP,
N-terminal proBNP; cTnT, cardiac troponin T; CPK, creatine phospho kinase; WBC, white
blood cells; AIC, Akaike Information Criteria; IDI, integrated discrimination improvement;
NRI, net reclassification index; CI, confidence intervals; OR, Odds ratios; AACt, relative
quantification method; TGFBR1, transforming growth factor beta receptor I; TNXB,
tenascin XB; LTBP4, latent transforming growth factor beta binding protein 4; LMNB1,
lamin B1; MMP9, matrix metalloproteinase 9.
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heart failure (HF). Heart failure is a grave condition with an ever in-
creasing prevalence [1]. Prediction of the development of maladaptive
LV remodeling after MI is challenging and would be a major break-
through. A plethora of cardiovascular disease biomarkers have been
identified [2], but there is still a need for novel biomarkers to identify
patients at risk of developing LV remodeling and dysfunction after MI.
While current guidelines recommend the use of brain natriuretic pep-
tides (BNP)-monitoring to guide diagnosis and treatment of patients
with acute or chronic HF [3], such biomarker-guided practice is not rec-
ommended in the post-MI setting.

In past studies [4-9], we examined whether gene expression profiles
of blood cells may be used to predict LV remodeling and dysfunction
after ML The hypothesis of an association between blood cells
transcriptome and outcome after MI was supported by the capacity of
immune circulating cells to inform about some features of the inflam-
matory and healing processes that occur after MI [10]. It is now well
established that immune cells play a major role in ischemic heart dis-
ease [11]. They link systemic to cardiac inflammation [12] and regulate
LV remodeling [13]. Interestingly, gene expression profiles of blood
cells are associated with LV remodeling in rats with aldosteronism and
hypertensive heart disease [14]. Furthermore, gene expression profiles
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of blood cells correlate with the presence and extent of coronary artery
disease in patients undergoing angiography [15] and are used for the di-
agnosis of obstructive coronary artery disease in symptomatic non-
diabetic patients [16].

In past investigations, microarray- and system-based approaches for
biomarker discovery allowed the identification of several genes whose
expression levels in peripheral blood cells may inform about prognosis
after MI [4-9]. However, these studies were limited by small sample
size. Here, we aimed to confirm in a large cohort of MI patients the asso-
ciation between the expression levels in the blood of 5 genes and LV
dysfunction after MI. The rationale beyond the selection of these 5
genes is three-fold. Firstly, the 5 genes predicted LV dysfunction with
areas under the receiver operating characteristic curve above 0.70 in
discovery studies [5,6,8]. Secondly, their expression levels in blood
cells were moderate to high and could reliably be detected using quan-
titative PCR. Lastly, they were expressed in biopsies from failing hearts
(unpublished data), consistently with the recruitment of peripheral
blood cells to the injured heart [11]. The selected 5 genes are:
transforming growth factor beta receptor I (TGFBR1), tenascin XB
(TNXB), latent transforming growth factor beta binding protein 4
(LTBP4), lamin B1 (LMNB1), and matrix metalloproteinase 9 (MMP9).

2. Methods
2.1. Patients and blood samples

From a total of 960 consecutive patients of the Luxembourg Acute Myocardial Infarc-
tion Registry completed at the Institut National de Chirurgie Cardiaque et de Cardiologie
Interventionnelle and the Department of Cardiology of the Centre Hospitalier de
Luxembourg [17], we enrolled 449 patients for which blood samples and follow-up data
were available. All patients had acute MI and were treated with primary percutaneous cor-
onary intervention (PCI). Acute ST-segment-elevation MI (STEMI) was the final diagnosis
for 352 patients and 97 patients had non-ST-segment-elevation MI (NSTEMI). STEMI was
defined by (1) clinically significant ST elevation (>1 mm); (2) occluded major coronary ar-
tery: thrombolysis in MI (TIMI) O flow in the left anterior descending, circumflex, or right
coronary artery; and (3) peak creatine phospho kinase (CPK) activity >600 U/L (3 times
above the upper limit of the reference interval). NSTEMI was defined by (1) no significant
ST-elevation but significant ST depression (>1 mm); (2) significant lesion in a major cor-
onary artery requiring PCI; and (3) positive cardiac troponin T (cTnT) concentration after
24h (>0.03 pg/L). Most NSTEMI patients had a severe or sub-occlusive lesion in the left an-
terior descending, circumflex, or right coronary artery. Blood samples were withdrawn at
the time of reperfusion via an arterial catheter into PAXgene™ RNA tubes (BD Biosciences,
Erembodegem, Belgium). Left ventricular (LV) ejection fraction (EF) was determined after
4 months using echocardiography. This time-point was chosen to ensure the completion
of LV remodeling which dictates whether the heart will recover properly or show signs
of dysfunction. The protocol has been approved by the ethics committee and the national
committee for data protection of Luxembourg. All patients signed an informed consent.
Consecutive patients were enrolled in the present study.

2.2. Measurement of gene expression

2.2.1. RNA extraction

Total RNA was extracted from PAXgene™ tubes with the PAXgene™ blood RNA kit
(Qiagen, Venlo, Netherlands) as described by the manufacturer. Extracted RNA was puri-
fied and concentrated using the RNeasy® MinElute™ kit (Qiagen). On-column DNase |
treatment (Qiagen) was undertaken to digest potential contaminating genomic DNA.
After extraction, RNA was quantified with the ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop®
Technologies, Wilmington, USA). RNA quality was evaluated with the 2100 Bioanalyzer®
apparatus (Agilent Technologies, Massy, France) and the RNA 6000 Nano chips.

2.2.2. Reverse-transcription and quantitative PCR

1 pg of total RNA was reverse-transcribed using the Superscript II RT kit (Life technol-
ogies, Belgium). Absence of contaminating genomic DNA was checked using controls
with RNA but lacking reverse transcriptase. PCR was performed in a CFX96 thermocycler
with the IQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad, Nazareth, Belgium). PCR primers were de-
signed with the Beacon Designer software (Premier Biosoft, USA). The housekeeping gene
SF3A1 was used for normalization purposes. The choice of SF3A1 has been previously ratio-
nalized [18]. For each gene measurement, a melting curve analysis and the sequencing of
PCR products allowed attesting for the specificity of the amplification. An inter-run calibra-
tor was used to normalize the variations between PCR plates. Gene expression levels were
calculated by the relative quantification method (AACt) using the CFX Manager 2.1 soft-
ware which takes into account primer efficacy (Bio-Rad). Primer sequences, hybridization
temperatures and PCR efficiencies are provided in Table 3 (Supplementary data).

2.3. Statistical analyses

All statistical analyses started with a Shapiro-Wilk test to assess data normality. t-Test
and Mann-Whitney test were used to compare two groups of continuous variables follow-
ing a Gaussian or non-Gaussian distribution, respectively. The Chi-square test was used for
qualitative data. The SigmaPlot v12.0 software was used for statistical analyses. All tests
were two-tailed and a P value <0.05 was considered significant.

For prediction analyses, missing values were replaced using 100-fold multiple imputa-
tion. Continuous variables were scaled to mean = 0 and standard deviation = 1. Expression
of genes was log10-transformed. Univariate and multivariable analyses with logistic regres-
sion were conducted to evaluate the ability of genes to predict LV dysfunction, either alone or
in combination with various demographic and clinical parameters. Odds ratios (OR) with
95% confidence intervals (CI) were calculated. The Wald chi-square test was used to measure
the statistical significance of the models. The Likelihood ratio test was used to compare 2
models. Bootstrap internal validation was used to test the robustness of the models. For
each bootstrap sample, the whole model selection was performed to select the best model
according to the Akaike Information Criteria (AIC). Computation of the net reclassification
index (NRI) and the integrated discrimination improvement (IDI) was used for reclassifica-
tion analyses. All prediction analyses were performed on the R version 2.14.2 statistical plat-
form using the packages Hmisc, PredictABEL, Imtest and bootStepAIC.

3. Results
3.1. Study population

Characteristics of the 449 MI patients enrolled in this study are
presented in Table 1 (Supplementary data). Median age was 61 and
75% were males. All patients had a successful revascularization. LV func-
tion was evaluated 4 months after MI and patients with an EF <40%
were considered as having LV dysfunction. Of the 449 MI patients en-
rolled in the study, 79 (18%) had LV dysfunction and 370 (82%) had a
preserved LV function at 4-month follow-up. As compared to patients
without LV dysfunction, patients with LV dysfunction were older, had
higher white blood cell counts at admission, higher peak levels of CPK
and cTnT, higher admission levels of NT-proBNP, and had more often
type 2 diabetes.

3.2. Gene expression levels according to LV function

Expression levels of LMNB1, MMP9, TGFBR1, TNXB and LTBP4 were
assessed using quantitative PCR in whole blood samples obtained at re-
perfusion in 449 MI patients. Levels of LMNB1, MMP9 and TGFBR1 were
up-regulated in patients with LV dysfunction (4-month EF <40%) as
compared to patients with preserved LV function (4-month EF >40%).
LTBP4 showed the opposite trend, being down-regulated in patients
with LV dysfunction, and TNXB displayed comparable expression levels
between patients with LV dysfunction and patients with preserved LV
function (Fig. 1).

3.3. Gene expression in leukocyte subsets

To investigate the cellular origin of the 5 genes, neutrophils, mono-
cytes and lymphocytes were isolated from the peripheral blood of
healthy donors. LMNB1 and MMP9 were mostly expressed in neutro-
phils, TNXB and LTBP4 were predominant in monocytes and lympho-
cytes, and TGFBR1 was expressed at a similar level in all cell types
(Fig. 1 in the Online Supplement).

3.4. Univariate analyses

We first determined the ability of the 5 genes individually to predict
LV dysfunction (4-month EF <40%) using univariate logistic regression.
The 5 genes were significant univariate predictors of LV dysfunction
with odds ratios (OR) [95% confidence intervals (CI)] of 1.40 [1.12-
1.74], 0.75 [0.57-0.98], 1.35 [1.07-1.69], 1.43 [1.15-1.79] and 1.26
[1.02-1.57] for LMNB1, LTBP4, MMP9, TGFBR1 and TNXB, respectively
(Fig. 2).
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Fig. 1. Expression levels of 5 genes in 449 acute MI patients. Expression levels of LMNB1, MMP9, TGFBR1, TNXB and LTBP4 were assessed using quantitative PCR in whole blood samples
obtained at reperfusion in 449 acute MI patients. Box-plots show the expression levels according to the EF at 4-month follow-up, patients with an EF < 40% being considered as having LV
dysfunction (n = 79) and patients with an EF > 40% being considered as having a preserved LV function (n = 370).

3.5. Multivariable analysis

We conducted multivariable analysis including the following pa-
rameters entered into a clinical model: age, gender, body mass index
(BMI), diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, white blood cells
(WBC), MI type (anterior vs inferior), smoking, previous MI, ischemic
time (delay between chest pain onset and reperfusion), troponin T,
CPK and N-terminal proBNP (Nt-proBNP). As shown in Fig. 3A, in this
clinical model, age and CPK were significant predictors of LV dysfunc-
tion. We then entered the 5 genes into the clinical model and we ob-
served that LTBP4, TGFBR1 and TNXB were also significant predictors
of LV dysfunction (Fig. 3B). TGFBR1 and TNXB showed positive associa-
tions with the risk of LV dysfunction (OR [95% CI] of 1.68 [1.11-2.53] and
1.41 [1.04-1.90], respectively) while LTBP4 showed the opposite

relationship (OR [95% CI] of 0.66 [0.47-0.93]), consistently with the
gene expression data displayed in Fig. 1.

3.6. Selection of the optimal gene panel

To isolate the panel of genes necessary and sufficient to provide the
optimal incremental predictive value, we calculated the AIC of the clinical
model with each combination of 1 to 5 of the 5 genes. The use of the AIC
instead of the widespread area under the curve allows for adjusting for
the multiplication of variables entered in the predictive model, thus
avoiding model overfitting. A lower AIC indicates a better model fit. As
shown in Fig. 4A, a panel containing TNXB, TGFBR1 and LTBP4 provided
the lowest AIC (383 vs 398 for the clinical model), and therefore the opti-
mal predictive value. The difference between the clinical model only and
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OR 95% Cl p-value
Age —— 1.37 1.07-1.76 0.013
Gender ———&—— 0.95 0.54-1.66 0.852
BMI —e— 1.05 0.83-1.33 0.692
Diabetes —e— 203 1.19-3.47 0.010
Hypertension —_— 1.25 0.77-2.04 0.367
Hypercholesterolemia ——&——o 092 0.56-1.50 0.734
WBC —e— 1.49 1.18-1.86 0.001
Ml type 1.67 0.86-3.22 0.130
Smoking ——— 0.87 0.53-1.42 0.577
Previous Mi * 1.48 0.74-2.97 0.272
Ischemic time —a— 0.97 0.76-1.25 0.822
Troponin T —— 1.71 1.38-2.13 0.000
CPK —e— 1.78 1.42-2.23 0.000
Nt-proBNP —— 1.22 0.99-1.51 0.066
LMNB1 —— 1.40 1.12-1.74 0.003
LTBP4 —o— 0.75 0.57-0.98 0.036
MMP9 — 135 1.07-1.69 0.010
TGFBR1 —— 1.43 1.15-1.79 0.002
TNXB o 1.26  1.02-1.57 0.033

0.10 1.00 10.00

Fig. 2. Univariate analyses. The ability of 5 genes to predict LV dysfunction (4-month EF <40%) was determined using univariate logistic regression in 449 acute MI patients. Odds ratios

with 95% confidence intervals are shown. X axis is in log scale.

the clinical model with the 3-gene panel was significant (p = 8E —5, like-
lihood ratio test). Adding the 3 genes to the clinical model resulted in a
NRI of 0.45 [0.22-0.69], p = 2E —4 and an IDI of 0.05 [0.02-0.08],
p = 1E —3. Table 2 (Supplementary data) provides the details of the
statistical analyses for the clinical model alone and with each combina-
tion of genes.

To verify that the 3 genes TNXB, TGFBR1 and LTBP4 were necessary to
reach the optimal predictive value, we carried out bootstrap internal val-
idation. Through a random resampling of patients, this method allows to
evaluate models robustness. Among the 150 sample iterations performed,
91 (61%) containing the 3 genes were selected to generate the prediction
model with the lowest AIC, attesting for the necessity to add the 3 genes
to the clinical model to reach the highest predictive value (Fig. 4B).

4. Discussion

In the present study, we confirmed the potential of gene expression
profiles in the blood to predict LV dysfunction after MI. We identified a
panel of 3 genes able to improve the prediction over traditional risk
factors.

The 5 genes investigated here were selected from our past studies
[5,6,8] which aimed at discovering novel biomarkers of LV remodeling
after MI through systems-based approaches [9]. The impact of these stud-
ies was limited by small sample size and their findings needed confirma-
tion. From the different genes found to be associated with LV remodeling
in these studies, 5 genes were selected for the present validation study.

The gene LMNB1 encodes the lamin B1 protein. Lamins, defined as
type V intermediate filament proteins, are the main structural compo-
nents of the nucleus and contribute to the mechanical features of this or-
ganelle and of the entire cell [19]. In addition, lamins have been shown to
modulate chromatin organization [20], transcription [21], DNA repair

[22] and can mediate nucleo-cytoskeletal connections [23]. Although
an association of lamins A with dilated cardiomyopathy has been report-
ed [24], whether LMNBI1 is involved in cardiac disorders is unknown.
MMP9 encodes the matrix metalloproteinase 9, a gelatinase which is re-
leased in large amounts by neutrophils and macrophages after MI and
whose plasma levels are associated with LV remodeling after MI [25,
26]. TGFBR1 is coding for the receptor of TGFB1 and activation of the
TGFB1-TGFBR1 axis triggers a switch from inflammation to fibrosis
[27], which is consistent with the higher levels of TGFBR1 in patients
with LV dysfunction. LTBP4 encodes the latent TGF3 protein (LTBP) 4
which belongs to LTBP/fibrillin glycoproteins family [28] and is mainly
expressed in the heart, skeletal and smooth muscles. LTBP4 controls
TGFp signaling by sequestrating TGFp in the extracellular matrix under
its inactive form [29]. This sequestration prevents its interaction with
cell surface receptors. The proteolysis of LTBPs leads to the release of
the active form of TGFR and subsequently to the induction of the
related-cell signaling pathways. In addition, LTBPs contribute to the as-
sembly and secretion of TGF3 [30]. Polymorphisms in LTBP4 have been
reported to be associated with several disorders including dilated cardio-
myopathy [29]. TNXB encodes the tenascin XB protein, a member of the
family of tenascins [31] which are large extracellular matrix proteins. In
human, TNXB deficiency is associated with Ehlers-Danlos syndrome, a
connective tissue disorder characterized by hypermobility, vascular fra-
gility and poor wound healing [32]. TNXB deficiency regulates collagen
metabolism in skin and may be responsible for the reduced number of
collagen fibrils observed in this disease [33]. It is thought that TNXB de-
ficiency may confer cardiovascular protection by inhibiting aortic stiff-
ness and by preventing coronary luminal obstruction [34], a hypothesis
consistent with the observation that mice deficient for TNXB had a
higher ejection fraction after alcohol-induced cardiomyopathy than
wild-type mice [35].



32 A. Boileau et al. / International Journal of Cardiology 254 (2018) 28-35

A Clinical model

OR 95% Cl p-value
Age —_— 1.51 1.06-2.13 0.021
Gender _—r 1.03 0.54-1.95 0.935
BMI — 1.09 0.82-1.45 0.551
Diabetes —_—— 171 0.91-3.22 0.097
Hypertension —_— 0.82 0.45-1.46 0.495
Hypercholesterolemia —_— 0.92 0.53-1.59 0.753
WBC — 1.26 0.97-1.63 0.080
Ml type @ 0.70 0.31-1.55 0.380
Smoking —_—— 1.05 0.55-2.00 0.880
Previous Ml @ 1.47 0.66-3.28 0.347
Ischemictime — 0.89 0.66-1.21 0.461
Troponin T ——— 1.05 0.74-1.51 0.771
CPK —— 1.83 1.26-2.66 0.002
NT-proBNP —— 1.17 0.93-1.46 0.181
0.10 1.00 10.00
B Clinical model + genes
OR 95% Cl p-value
Age —_— 1.57 1.10-2.26 0.014
Gender —— . 1.19 0.59-2.40 0.629
BMI —— 1.08 0.80-1.44 0.615
Diabetes — e 166 0.85-3.26 0.140
Hypertension ——— 0.77 0.42-1.42 0.402
Hypercholesterolemia —_—— 0.88 0.49-1.57 0.664
WBC —_— 1.41 1.05-1.88 0.022
Ml type Py 0.74 0.31-1.75 0.488
Smoking ° 1.19 0.60-2.35 0.622
Previous MI . 1.38 0.59-3.22 0.457
Ischemictime ° 0.95 0.69-1.32 0.768
Troponin T ° 1.13 0.78-1.64 0.509
CPK o 1.72 1.18-2.51 0.005
NT-proBNP . 1.10 0.87-1.39 0.423
LMNB1 0.91 0.62-1.33 0.616
LTBP4 0.66 0.47-0.93 0.017
MMP9 0.95 0.70-1.28 0.737
TGFBR1 1.68 1.11-2.53 0.013
TNXB 1.41 1.04-1.90 0.027
0.10 1.00 10.00

Fig. 3. Multivariable analyses. Multiple logistic regression was conducted to address the association of clinical variables and genes with LV dysfunction (4-month EF <40%). A. Multivariate
clinical model including clinical parameters and cardiac biomarkers. B. Multivariate model with clinical parameters and the 5 genes. Odds ratios with 95% confidence intervals are shown. X

axis is in log scale.

Together with the known roles of blood cells in cardiac healing after
MI [11-13] and with the observation that gene expression profiles of
blood cells correlate with the extent of coronary artery disease [15]
and are linked to LV remodeling in animal models [14], our data suggest
that the 3 genes TGFBR1, LTBP4 and TNXB may functionally regulate LV

remodeling. However, this speculation requires further mechanistic
investigations.

From a statistical perspective, we used previously developed methods
[36,37] allowing for the isolation of combinations of biomarkers provid-
ing optimal predictive values. As mentioned earlier, the use of the AIC is
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Fig. 4. Selection of the optimal gene panel. Multiple logistic regression was conducted to address the association of clinical variables and genes with LV dysfunction (4-month EF <40%). A.
The Akaike Information Criteria (AIC) was calculated for the clinical model only and after adding each combination of 1 to 5 genes. A lower AIC indicates a better model fit. B. Bootstrap
internal validation presenting the percentage of times a combination of genes which was selected as providing the best improvement of the prediction of the clinical model over 150

bootstrap iterations. All variables displayed in Fig. 3A were entered in the clinical model.

paramount for the analyses conducted in this study since it allows
adjusting for the multiplication of variables entered in the predictive
models to avoid model overfitting. The traditionally used area under
the receiver operating characteristic curve is sensitive to the multiplica-
tion of input variables and can lead to erroneous results due to overfitting.
The use of bootstrap internal validation allowed isolation of the smallest

panel of genes providing the highest predictive value. This method com-
plements the comparison of AIC between different models and adds an-
other level of confirmation that the 3 genes TNXB, TGFBR1 and LTBP4
were necessary and sufficient to reach the best predictive value.

From a clinical perspective, as the prevalence of HF [1] and the per-
centage of patients developing LV remodeling leading to HF after MI is
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still high [38], finding novel strategies to accurately identify high risk
patients at an early stage after MI would represent a major break-
through towards precision healthcare. We [10,18,39] and others [14,
15] have shown that gene expression profiles of blood cells represent
a non-invasive source of novel early biomarkers of cardiac disease. In
vitro diagnostic assays based on gene expression profiles of blood cells
have already been developed for the diagnosis of coronary artery dis-
ease [16]. Presuming the 3-gene panel of the present study can be fur-
ther validated in independent patient populations, it could constitute
the basis for the development and clinical application of a novel assay
for outcome prediction after ML This assay will have to be accurate, au-
tomated, and cost-effective. Considering the potential benefits of
starting treatments to prevent HF development at an early stage after
AM], the assay will allow tailoring healthcare and reducing costs.

This study has some limitations. Firstly, the selection of the 5
genes was arbitrary, although based on significant associations
with LV dysfunction after MI in discovery studies, moderate to high
expression levels and presence in human cardiac biopsies from fail-
ing hearts. It cannot be excluded that other genes may provide a fur-
ther incremental predictive value if combined with the 3-gene panel
identified in the present study. Secondly, a causal relationship be-
tween the 3 genes and LV dysfunction is purely speculative and de-
serves further investigation. Furthermore, angiographic indices of
coronary microvascular obstruction and data on the use of thrombus
aspiration, which are associated with outcome after reperfusion,
were not available for the present study. This crucial information
has to be considered as a relevant limitation for the interpretation
of the study results and its clinical application. Lastly, LV volumes
which could have been used as other indices of ventricular remodel-
ing were not available for the study.

In conclusion, a panel of 3 genes expressed in whole samples after
MI has been identified and may aid in risk stratification after MI. The
clinical usefulness of this finding remains to be addressed in prospective
studies.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary Methods

Isolation of different leukocyte subtypes

Enriched fractions of different leukocyte subtypes were obtained from blood samples of healthy
donors. Neutrophils were isolated by Ficoll gradient (MP Biomedicals, lllkrich, France) followed
by dextran sedimentation (Amersham, Rosendaal, The Netherlands) and monocytes were
purified from peripheral blood mononuclear cells isolated by Ficoll gradient in LeucoSep™ tubes
(Greiner Bio One, Wemmel, Belgium) by negative selection using the Monocyte Isolation Kit Il
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany). Non-monaocyte cells, i.e. T cells, B cells,
natural killer cells, dendritic cells and basophils retained on the column by the antibody cocktail

were recovered and considered as being predominantly lymphocytes.



Supplementary Figure 1

Legend: Gene expression levels in leukocyte subsets. Peripheral blood was obtained
from healthy donors (n = 2) and different cell populations were isolated as described in
Methods. Expression levels were assessed by quantitative PCR using SF3al as a

reference gene for normalization.
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Supplementary table 1. Characteristics of the population of Ml patients.

All EF < 40% EF > 40% p-value
(n = 449) (n=79) (n =370) (EF = 40% vs. EF > 40%)
Age, median (range) 61 (30-91) 65 (37-89) 60 (30-91) 0.011
Sex, male, n (%) 339 (75) 59 (74) 280 (80) 0.28
Body mass index, median (range) 27 (18-51) 28 (19-51) 27 (18-47) 0.55
WBC, median (range), x10°%L 10.7 (1.1-29) 12 (4.8-29) 10.4 (1.11-29) <0.001
Biomarkers, median (range)
CPK, U/L 1484 (34-13038) 3163 (34-12096) 1344 (76-13028) <0.001
cTnT, pg/L 3.82 (0.01-26.93) 6.99 (0.03-26.93) 3.44 (0.01-25.66) <0.001
Nt-proBNP, pg/mL 209 (5-35000) 676 (5-13977) 169 (10.55-35000) <0.001
Ischemic time, 1 = 24h, median (range)  0.15 (0.03-0.94) 0.15(0.04-0.62)  0.15 (0.03-0.94) 0.58
Ml type, 1 = anterior, n (%) 348 (77) 66 (83) 282 (76) 0.68
4-month EF, median (range) 50 (15-89) 39 (15-40) 50 (42-89) <0.001
Medical history, n (%)
Previous Ml 51 (11) 11 (14) 40 (11) 0.56
Diabetes 98 (22) 26 (33) 72 (20) 0.025
Hypertension 217 (48) 41 (52) 176 (50) 0.80
Hypercholesterolemia 199 (44) 33 (41) 166 (47) 0.38
Smoking 205 (45) 33 (41) 172 (49) 0.26
Pre-admission medications, n (%)
Statins 89 (20) 18 (22) 71 (20) 0,64
Aspirin 85 (19) 13 (16) 72 (20) 0,53
B-Blockers 94 (21) 17 (21) 77 (22) 1
Angiotensin inhibitors 51 (11) 10 (12) 41 (11) 0,84
ACE inhibitors 56 (12) 14 (17) 42 (12) 0,19
Clopidogrel 24 (5) 4 (5) 20 (5) 1
Nitrates 18 (4) 34 15 (4) 1
Calcium antagonists 15 (3) 2(2) 13 (3) 1
Diuretics 13 (3) 34 10 (3) 0.7




Discharge medications, n (%)

Statins 391 (87) 61 (77) 330 (89) 0.008
Aspirin 421 (93) 64 (81) 357 (96) <0.001
B-Blockers 396 (88) 66 (83) 330 (89) 0.178
Angiotensin inhibitors 32 (7) 6 (7) 26 (7) 0.811
ACE inhibitors 281 (62) 47 (59) 234 (63) 0.525
Clopidogrel 399 (88) 59 (74) 340 (91) <0.001
Nitrates 31 (7) 34 28 (7) 0.32
Calcium antagonists 16 (3) 1(0) 15 (4) 0.326
Diuretics 87 (19) 27 (34) 60 (16) <0.001
NYHA classification, n (%)
Class | 321 (71) 46 (58) 275 (74) 0.005
Class I 86 (19) 19 (24) 67 (18) 0.269
Class I 5() 3(4) 2 (0.5) 0.04
Class IV 0 0 0

Left ventricular (LV) dysfunction was determined by a 4-month ejection fraction (EF) <40%. White blood cell (WBC) count and N-terminal
pro-brain natriuretic peptide (Nt-proBNP) were determined at admission. Creatine phosphokinase (CPK), cardiac troponin T (¢TnT) and
high-sensitivity C-reactive protein (CRP) are peak values. Ischemic time = delay between chest pain onset and reperfusion. Ml type =
anterior vs. inferior. New-York Heart Association (NYHA) classification was determined at the same time than left ventricular dysfunction

recording.



Supplementary table 2. Incremental prognostic value of 5 genes to a clinical model.

Wald chi LRT NRI DI
Added gene(s) AIC square test NRI 95% CI IDI 95% CI

p-value p-value p-value p-value
None 398 1.5E-04
LTBP4 + TGFBR1 + TNXB 383 1.4E-05 8.3E-05 0.45 0.22-0.69 2.0E-04 0.05 0.02-0.09 1.3E-03
LMNB1 + LTBP4 + TGFBR1 + TNXB 385 2.3E-05 2.2E-04 0.45 0.21-0.69 2.3E-04 0.05 0.02-0.09 1.2E-03
LTBP4 + MMP9 + TGFBR1 + TNXB 385 2.6E-05 2.3E-04 0.43 0.19-0.67 4.7E-04 0.05 0.02-0.09 1.2E-03
LMNB1 + LTBP4 + MMP9 + TGFBR1 + TNXB 386 4.3E-05 5.4E-04 0.43 0.19-0.67 3.9E-04 0.05 0.02-0.09 1.1E-03
LTBP4 + TGFBR1 387 2.2E-05 4.4E-04 0.48 0.24-0.72 7.0E-05 0.04 0.01-0.06 3.8E-03
TGFBR1 + TNXB 387 3.0E-05 4.6E-04 0.48 0.24-0.72 8.8E-05 0.04 0.01-0.07 6.6E-03
LTBP4 + MMP9 + TGFBR1 388 4.1E-05 1.2E-03 0.46 0.22-0.70 1.5E-04 0.04 0.01-0.06 3.3E-03
MMP9 + TGFBR1 + TNXB 389 4.5E-05 1.3E-03 0.41 0.17-0.65 7.8E-04 0.04 0.01-0.07 6.2E-03
LMNB1 + LTBP4 + TGFBR1 389 3.8E-05 1.3E-03 0.44 0.20-0.68 3.0E-04 0.04 0.01-0.06 3.4E-03
LMNB1 + TGFBR1 + TNXB 389 5.4E-05 1.5E-03 0.44 0.20-0.68 3.0E-04 0.04 0.01-0.07 6.6E-03
LMNB1 + LTBP4 + TNXB 389 5.4E-05 1.8E-03 0.36 0.12-0.60 3.5E-03 0.04 0.01-0.07 8.6E-03
LTBP4 + MMP9 + TNXB 390 4.8E-05 2.3E-03 0.42 0.18-0.66 6.6E-04 0.04 0.01-0.06 8.9E-03
MMP9 + TNXB 390 4.5E-05 2.3E-03 0.22 -0.02-0.46 7.0E-02 0.03 0.01-0.06 1.9E-02
LMNB1 + LTBP4 + MMP9 + TGFBR1 390 7.1E-05 2.9E-03 0.48 0.24-0.71 8.5E-05 0.04 0.01-0.06 3.0E-03
LTBP4 + TNXB 391 5.2E-05 2.8E-03 0.35 0.11-0.59 4.6E-03 0.03 0.00-0.06 2.2E-02
LMNB1 + LTBP4 + MMP9 + TNXB 391 7.1E-05 3.4E-03 0.36 0.12-0.60 3.3E-03 0.04 0.01-0.07 7.0E-03
LMNB1 + MMP9 + TGFBR1 + TNXB 391 7.7E-05 3.4E-03 0.36 0.12-0.60 3.4E-03 0.04 0.01-0.07 6.2E-03
LMNB1 + TNXB 391 6.9E-05 3.2E-03 0.28 0.04-0.52 2.4E-02 0.03 0.00-0.05 2.2E-02
TGFBR1 391 5.1E-05 2.6E-03 0.38 0.14-0.62 2.0E-03 0.02 0.00-0.04 2.0E-02
LMNB1 + MMP9 + TNXB 391 7.2E-05 4.7E-03 0.25 0.01-0.49 3.9E-02 0.03 0.01-0.06 1.5E-02
TNXB 392 6.8E-05 4.0E-03 0.18 -0.06-0.42 1.3E-01 0.02 0.00-0.04 6.8E-02
MMP9 + TGFBR1 393 8.4E-05 1.0E-02 0.32 0.08-0.56 8.6E-03 0.02 0.00-0.04 1.9E-02
LMNB1 + TGFBR1 393 9.1E-05 1.1E-02 0.38 0.14-0.62 2.0E-03 0.02 0.00-0.04 2.0E-02
LMNB1 + LTBP4 395 1.0E-04 2.0E-02 0.42 0.18-0.66 6.0E-04 0.02 0.00-0.04 5.5E-02
LMNB1 + MMP9 + TGFBR1 395 1.5E-04 2.7E-02 0.36 0.12-0.60 3.0E-03 0.02 0.00-0.04 1.9E-02
LMNB1 396 1.3E-04 3.6E-02 0.28 0.03-0.52 2.5E-02 0.01 0.00-0.02 1.3E-01



LMNB1 + LTBP4 + MMP9 396

LTBP4 + MMP9 397
MMP9 397
LMNB1 + MMP9 397
LTBP4 397

1.5E-04
1.2E-04
1.1E-04
1.5E-04
1.2E-04

4.1E-02
5.4E-02
5.7E-02
6.6E-02
7.2E-02

0.38
0.16
0.29
0.37
0.19

0.14-0.61
-0.08-0.40
0.05-0.53
0.13-0.61
-0.05-0.43

2.1E-03
1.9E-01
1.8E-02
2.2E-03
1.3E-01

0.02
0.01
0.01
0.01
0.01

0.00-0.04
0.00-0.03
0.00-0.02
0.00-0.02
0.00-0.02

4.8E-02
7.1E-02
1.2E-01
9.0E-02
2.0E-01

The clinical model includes all variables displayed in Figure 3A. The Akaike Information Criteria (AIC) was calculated for each model; the

lower the AIC the better the model fit. The Wald chi-square test addresses the model fit. The likelihood ratio test (LRT) compares the clinical

model only to the clinical model with each combination of genes. The net reclassification index (NRI) and the integrated discrimination

improvement (IDI) assess the reclassification value of each combination of genes to the clinical model only.



Supplementary table 3. PCR primers.

Gene NCBI accession Primer Forward Primer Reverse Hybridization | PCR

number Temperature | efficiency
°C) (%)

LTBP4 NM_001042544.1 (+2 | GCTGCCTCCCCGCTGTGC GGTGCGTGGGTGCGAATCC 58 100
variants)

LMNB1 | NM_001198557.1 (+1 | AAGCCGCATGAGAATTGAGAG TTGATCCCTTATTTCCGCCATC | 60 96.7
variant)

MMP9 NM_004994.2 AACTACGACACCGACGAC CAGGCGGAGTAGGATTGG 62 107

TNXB NM_019105.6 (+1 GTGGACCATCAGGGAGTGAG CTGGGGAGCGAAAGTTTCTT |56 96
variant)

TGFBR1 | NM_001306210.1 (+2 | CTTATTATGATCTTGTACCTTCTG | GGCATACCAACATTCTCT 58 98.7
variants)

SF3A1 NM_005877.5 GATTGGCCCCAGCAAGCC TGCGGAGACAACTGTAGTACG | 60 96.6

LTBP4 has 3 variants, LMNB1 has 2 variants, TNXB has 2 variants and TGFBR1 has 3 variants. Primers were designed to encompass all

transcripts. Accession numbers indicated are those of the longest transcripts.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001042544.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001198557.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004994.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_019105.6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001306210.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005877.5

Etude N°2 : Différences hommes-femmes au niveau de la valeur prédictive post-IDM

des biomarqueurs cardiaques

Les biomarqueurs du stress et de 1’ischémie myocardique NT-proBNP, cTns et CK
ont montré une capacité limitée a prédire le RVG post-IDM [2]. Malgré les différences
existant au niveau de ces biomarqueurs entre les femmes et les hommes [3, 10, 11, 85, 189],
leur association avec le RVG n’a pas été étudiée chez les femmes et les hommes
distinctement. Dans notre cohorte LUCKY, nous avons comparé I’association de ces

biomarqueurs avec la dysfonction ventriculaire entre les deux sexes.

Pour ce faire, nous avons inclus 608 patients avec IDM de la cohorte LUCKY. Le
NT-proBNP a été mesuré dans le sérum préelevé au moment de la revascularisation. Les
valeurs maximales plasmatiques de cTnT et de CK ainsi que les concentrations de la hs-TnT,
mesurées au moment de la revascularisation, ont été considérées pour cette étude. Les
patients ont été répartis en fonction de leur FE mesurée a 4 mois par échocardiographie en 2
groupes : FEr (FE<40%) et FEp (FE>40%).

Les femmes représentaient 23% de la cohorte et étaient plus agées que les hommes
(70 ans versus 57 ans, p<0,001). La comparaison de I’historique médical entre les deux sexes
n’a pas montré de différences significatives. Néanmoins, les femmes tendent a avoir plus
d’hypertension, de diabéte et d’hypercholestérolémie. De plus, la proportion des patients
ayant un antécédent d’IDM était plus élevée parmi les hommes (11% versus 5%, p = 0,034).
33% de femmes présentaient une IC & 4 mois (NYHA >2) contre seulement 16% d’hommes
(p<0,001).

Les niveaux de ¢cTnT et de CK étaient comparables entre les femmes et les hommes
alors que le NT-proBNP était plus élevé chez les femmes. Quand cette comparaison a été
réalisée séparément dans chaque groupe de FE, la différence au niveau du NT-proBNP n’a

persisté que dans le groupe avec FEp.

La capacité des biomarqueurs a prédire la FV a été étudiée par régression logistique a

I’aide d’un modéle multivarié incluant les variables cliniques et démographiques connues
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pour étre associées avec I'IDM et le RVG (&ge, sexe, IMC, diabéte, hypertension,
hypercholestérolémie, tabac, antécédent d’IDM, temps ischémique, type d’IDM et nombre de
leucocytes). NT-proBNP et CK étaient des prédicteurs significatifs de la FV dans la cohorte
entiere (hommes et femmes ensemble). L’association de ces deux biomarqueurs a été
observée uniquement chez les hommes alors que chez les femmes, seule la cTnT était
significative. La hs-TnT, mesurée au moment de la revascularisation, n’était pas associée
avec la dysfonction ventriculaire aussi bien chez tous les patients que chez les femmes et les
hommes séparément. Nous avons également observé que le nombre de leucocytes était un
prédicteur indépendant de la dysfonction ventriculaire uniqguement chez les hommes, alors
que le diabéte était associé avec la dysfonction ventriculaire spécifiquement chez les femmes.
L’interaction entre le sexe, les biomarqueurs cardiaques et la FV n’était pas significative.
Néanmoins, 1’association des leucocytes et du diabéte avec la dysfonction ventriculaire était

significativement influencée par le sexe (p = 0,003 et 5,7 x 10” respectivement).

L’AIC a été utilisée pour évaluer la valeur additive des trois biomarqueurs au modele
clinique. L’AIC a été calculé pour le modéle clinique seul et aprés 1’addition des trois
biomarqueurs un par un ou simultanément. Dans toute la cohorte ainsi que dans le groupe des
hommes, I’addition des trois biomarqueurs permettait la meilleure amélioration de prédiction.

Chez les femmes, la meilleure prédiction a été observée par I’addition de la cTnT seule.

L’association des biomarqueurs cardiaques avec le risque de mortalité post-IDM a
également été étudiée. Tout d’abord, les courbes Kaplan-Meier ont été établies afin de
comparer la survie entre les hommes et les femmes pendant les 6 mois suivant un IDM. Cette
analyse a montré une mortalité plus élevée parmi les femmes (p = 0,01). Un modele des
risques proportionnels de Cox a été utilisé afin d’analyser I’influence du sexe sur le risque de
mortalité. Le sexe féminin était associé a une mortalité plus élevée (HR [IVC 95%] 0,34
[0,14-0,79], p=0,012), bien que cette association fut perdue apres ajustement avec les mémes
variables que la régression logistique. L’ajustement avec 1’age seul a suffi pour masquer
I’association entre le sexe et la mortalité. De facon similaire, 1’association des trois
biomarqueurs avec la mortalité, significative lors des analyses univariées, a été perdue apres

ajustement, et ce indépendamment du sexe.
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En conclusion, cette étude a montré, dans notre cohorte nationale d’IDM, que les
biomarqueurs cardiaques NT-proBNP, cTnT et CK ne sont pas équitablement associés avec

la FV a 4 mois aprés un IDM chez les femmes et les hommes.
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Abstract

Background- Left ventricular (LV) remodeling after acute myocardial infarction (AMI) is an
indicator of poor prognosis and heart failure. Cardiac stress markers are associated with LV
remodeling, yet whether this association is influenced by sex has been poorly addressed. The
present study aimed to evaluate the association between cardiac biomarkers and outcome after
AMI in a sex-specific manner.

Methods- Six hundred and eight AMI patients from a national registry were included in this
study. Reperfusion levels of N terminal-pro brain natriuretic peptide (NT-proBNP), and peak
levels of creatine kinase (CK) and cardiac troponin T (cTnT) were measured. The primary end-
point was LV dysfunction as assessed by an ejection fraction (EF) <40% at median 4 months.
The secondary end-point was all-cause mortality at 6 months.

Results- CK and c¢TnT levels were comparable between women and men, and levels of NT-
proBNP were higher in women than men (481.1pg/ml vs. 160.2pg/ml, p<0.001). NT-proBNP,
CK and leukocytes were significantly associated with LV dysfunction in men, even after
adjustment with clinical and demographic variables. cTnT and diabetes were the only
independent predictors of LV dysfunction in women. All-cause mortality at 6 months was
higher in women than men (p=0.01), partly because women were older at the time of AMI.
None of the 3 biomarkers were independent predictors of mortality, in both sexes.
Conclusion- The association between cardiac biomarkers and LV dysfunction after AMI differs
between women and men. These data strengthen the need for sex-specific biomarkers or for a

use of cardiac biomarkers in a sex-specific manner.

Keywords- myocardial infarction; left ventricular function; sex; cardiac biomarkers



Introduction

Contrarily to major beliefs, cardiovascular disease (CVD) kills more women than men
[1]. A majority of deaths from CVD is attributable to coronary heart disease among which acute
myocardial infarction (AMI) plays a predominant role. The old concept of AMI as a typical
man’s disease has been challenged by the observation that the prevalence of AMI is only
slightly higher in men than women [2]. Past studies showed several sex-differences in AMI risk
factors and pathophysiology [3, 4]. In terms of outcome after AMI, data from different countries
showed higher mortality rates in females than men [5, 6], which might be explained by
comorbidities and older age of women. Left ventricular (LV) remodeling occurring after AMI
is an indicator of poor prognosis, is associated with the development of heart failure (HF), and
eventually leads to death [7]. Sex differences in LV remodeling have been observed in end-
stage HF patients with ischemic etiology. LV remodeling results in a higher heart-body index
and greater myocyte hypertrophy in men than female [8].

Women who present with acute coronary syndrome are more likely than men to be
misdiagnosed [9], which could be explained by sex-specificities in biomarkers used to diagnose
AMI. Cardiac troponin (cTn), the cornerstone biomarker of AMI diagnosis, and creatine kinase
(CK), are secreted at lower levels in women compared with men [10]. While ¢Tn and CK are
generally moderately associated with outcome after AMI, natriuretic peptides including N
terminal-pro brain natriuretic peptide (NT-proBNP) show some potential as indicators of LV
remodeling and HF development [11]. Lower levels of cTn and CK, and higher levels of BNP,
in women compared to men were observed in acute coronary artery syndrome patients enrolled
in the Treat Angina with Aggrastat and Determine Cost of Therapy with an Invasive or
Conservative Strategy (TACTICS)-TIMI 18 study [12]. Furthermore, in the Get With The
Guideline-Heart Failure Registry, women with HF had higher levels of BNP than men [13].

Despite the now well-known sex differences in levels of cTn, CK and BNP, the value of these



biomarkers to predict LV dysfunction after AMI has not been addressed in a sex-specific
manner.
In the present study, we aimed to test whether cTn, CK and NT-proBNP are equally

associated with LV dysfunction and mortality after AMI in women and men.



Materials and Methods

Patients

Six hundred and eight patients from a national AMI registry of 962 patients conducted
at the Institut National de Chirurgie Cardiaque et de Cardiologie Interventionnelle and the
Department of Cardiology of the Centre Hospitalier de Luxembourg between February 2006
and December 2012 were enrolled in this study. The protocol has been approved by the ethics
committee and the national committee for data protection of Luxembourg and complies with

Helsinki declaration. All patients signed a written informed consent.

All patients had an AMI and were treated with percutaneous coronary intervention. Of
the 962 patients of the registry, 608 had an ischemic time (i.e. delay between chest pain onset and
reperfusion) less than 12h and were included in the analysis. Baseline characteristics of the
patients collected at baseline included demographic characteristics, biomarkers, medical
history, and drug treatments before the onset of AMI (Table 1). ST-elevation myocardial
infarction (STEMI) and non ST-elevation myocardial infarction (NSTEMI) were defined as

previously [14].

Patients were followed up at median 4 months after AMI. The primary endpoint of the
study was LV dysfunction at 4 months and the secondary endpoint was all cause mortality at 6
months. Echocardiographic examinations were performed at follow-up, and the ejection
fraction (EF) was determined using the biplane Simpson’s method. Patients were dichotomized
in reduced EF (rEF, EF<40%) and preserved EF (pEF, EF>40%) groups. HF was defined by

clinical evidence according to New York Heart Association (NYHA) classification.

Biomarkers measurement

Venous blood samples were drawn at presentation and twice daily thereafter to

determine plasma peak values of the cardiac markers CK and ¢TnT. cTnT was measured using



a fourth generation assay from Roche performed on the Cobas e601 system with a detection
limit of 0.01pg/L and a concentration of 0.03ug/L reproducibly measured with a CV below
10%. CK activity was measured with a Roche IFCC-recommended method on a Cobas ¢501
instrument. Serum levels of NT-proBNP were measured at the time of reperfusion using the
Elecsys 2010 analyzer that uses an electrochemiluminescence immunoassay (Roche
Diagnostics). 1pg/ml was the detection limit of the assay. Plasma levels of high-sensitivity
cardiac troponin T (hs-cTnT) were assessed at reperfusion in 315 patients (among which 23%
were women) using the Roche high sensitivity assay performed on the Cobas e601 system with
a detection limit of 0.003 pg/L, a 99th-percentile cutoff point of 0.014 pg/L, and a CV of <10%

at 0.013 %g/L.

Statistical analysis

Two groups of data following a normal distribution were compared with the t-test and
the Mann-Whitney test was used for not normally-distributed data. Two groups of categorical
variables were compared using Fisher’s exact test. The SigmaPlot v12.0 software was used for

these analyses.

Primary end-point, LV dysfunction. The association between biomarkers and LV
dysfunction was assessed using logistic regression. LV dysfunction (1 value in logistic
regression) was determined by a 4-month EF <40% (rEF) while patients with a 4-month EF
>40% (pEF) were classified as having a preserved LV function (0 value in logistic regression).
Missing data were imputed using 100-fold multiple imputation. Continuous variables were
log2-transformed and scaled to mean = 0 and standard deviation = 1. Both univariate and
multivariable analyses were conducted. Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (CI)
were calculated. To determine the incremental predictive value of biomarkers, we calculated

the Akaike information criterion (AIC). Contrarily to the area under the curve, the AIC is



adapted to multivariable analyses by avoiding model overfitting due to the multiplication of
explanatory variables. A lower AIC indicates a better model fit and an improvement of the
predictive value. The likelihood ratio test was used to compare the AIC between models. These
analyses were performed on the R version 3.3.1 statistical platform using the packages Hmisc,

PredictABEL, Imtest and rms.

Secondary end-point, survival. Sex-differences in 6-month all-cause mortality were
assessed using Kaplan-Meier survival curves and the logRank test. Cox proportional hazards
were used to model the effect of sex, age and morbidities on 6-month all-cause mortality and
to evaluate the ability of cardiac biomarkers to predict this endpoint. The SigmaPlot v12.0
software and the R version 3.3.1 statistical platform with the packages survival and survminer

were used for these analyses. A p value < 0.05 was considered significant.



Results

Baseline characteristics of the patients

Of the Luxembourg AMI registry accounting 962 patients, we enrolled in this study 608
patients with an ischemic time less than 12 hours and for which follow-up data were available.
Baseline characteristics of these patients are shown in Table 1. 138 (23%) patients were
women. Women were older than men (median 70 vs 57 year-old, p<0.001). Comparison of the
comorbidities between women and men did not reveal significant differences in the frequency
of diabetes, hypertension, hypercholesterolemia and smoking habit. Nevertheless, men had
more frequently a previous AMI than women (11% vs 5%, p=0.034). STEMI frequency was
comparable between women and men (82% vs 79%, p=0.473). Prior to AMI, women were more
often on diuretics than men (7% vs 2%, p=0.009). No other differences in terms of pre-
admission medication was observed. At median 4-month follow-up, women had more often HF

as attested by a NYHA classification >2 than men (33% vs 16%, p<0.001).

Sex differences in biomarker levels according to LV function

Peak levels of CK and ¢cTnT and reperfusion levels of NT-proBNP were determined in
608 AMI patients. Women had comparable levels of CK and ¢cTnT to men but had higher levels
of NT-proBNP (p<0.001) (Figure 1). To highlight potential sex-specific relationships between
biomarker levels and LV function, we compared their levels between women and men in the
pEF and rEF groups separately. CK and cTnT levels were comparable between women and
men in the pEF and rEF groups. NT-proBNP levels were higher in women than men, only in

the pEF group (3-fold, p<0.001) (Figure 1).

Sex differences in the prediction of LV dysfunction after AMI

Logistic regression was used to evaluate the association between the levels of CK, cTnT

and NT-proBNP, and LV dysfunction at median 4 months as assessed by an EF <40%. This
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association was assessed in all patients and in women and men separately. In addition to
biomarkers, the following clinical and demographic variables known or presumed to be
associated with LV function were included in the analysis: age, BMI, sex, ischemic time,
previous MI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, MI type (STEMI vs. NSTEMI) and
leucocytes count. In univariate analysis, the 3 biomarkers CK, cTnT and NT-proBNP were
significant predictors of LV dysfunction in all patients independently of sex, as well as in men
and women separately (Figure 2). In addition, age, diabetes, and leucocytes count were
associated with LV dysfunction in all patients. The association between age, leucocytes counts
and LV dysfunction lost significance in the women group, in which diabetes showed a strong

association (OR [95% Cl] 5.11 [2.09-12.53] (Figure 2).

After adjustment with clinical and demographic variables in multivariable analysis, NT-
proBNP and cTnT remained significant predictors of LV dysfunction in all patients (Figure
3A). In women, NT-proBNP and CK lost significance and only cTnT remained significantly
associated with LV dysfunction (OR [95% CI] 3.75 [1.25-11.24]) (Figure 3B). In men, NT-
proBNP (OR [95% CI] 1.92[1.44-2.57]) and CK (OR [95% CI] 1.70 [1.01-2.87]) remained
significantly associated with LV dysfunction (Figure 3C). Interestingly, diabetes remained
significant only in women, whereas leucocytes count remained significant only in men (Figure
3). We also assessed the association between LV dysfunction and hs-cTnT, measured at
reperfusion in 315 AMI patients. Univariate analysis showed a significant association in all
patients, in men and women (Supplemental Table S1). This association lost significance in
multivariable analyses including the aforementioned clinical and demographic variables
(Supplemental Figure S1). These results show sex differences in the association between

cardiac injury markers and LV dysfunction after AMI.

Since the clinical usefulness of post-AMI biomarkers relies on their ability to improve

prognostication, we evaluated the incremental predictive value of NT-proBNP, ¢cTnT and CK
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to a clinical model including the demographic and clinical parameters included in multivariable
analyses. We calculated the AIC of the clinical model, with and without biomarkers, and we
compared models fit with the likelihood ratio test. As shown in Table 2, in all patients, each of
the 3 biomarkers provided an incremental predictive value and the best improvement was
obtained with a combination of the 3 (lowest AIC). The clinical model with the 3 biomarkers
performed better than the clinical model with only NT-proBNP (AIC 564.2 vs 579.4, p= 6.8E-
05). In women, only cTnT provided a significant incremental predictive value. In men, the 3
biomarkers were significant and the best effect was obtained after addition of all of them.
Indeed, addition of the 3 biomarkers to the clinical model resulted in a lower AIC as compared
to a clinical model with NT-proBNP, which is the best single predictor in men (AIC 440.0 vs
447.5, p=0.003). Adding the interaction between each biomarker and sex in the models did not
produce a significant effect, for any of the biomarkers (Table 3). Diabetes and leucocytes count
showed sex-biased association with LV dysfunction which persisted after adjustment with
cofounders. Interaction between sex and diabetes was significant (p value = 5.7 x 10°°), showing
that diabetes is associated with the risk of LV dysfunction only in women. Conversely,
leucocytes are associated with the risk of LV dysfunction only in men, as attested by a
significant interaction with sex (p value = 0.003). These results highlight sex differences in the
association between biomarkers and LV dysfunction and support the potential of peak values
of cTnT to improve the prediction of LV dysfunction in women while NT-proBNP might be

more useful in men.

Sex differences in the prediction of all-cause mortality after AMI

Six-month mortality rate was 3.6%. This rate was higher in women than men (7.2% vs
2.5%, p=0.016). Kaplan-Meier curves confirmed that women had a lower survival than men
(p=0.01) (Figure 4A).
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Using Cox proportional hazards, we observed that sex was a significant predictor of
mortality (hazard ratio (HR) [95% CI] 0.34 [0.14 — 0.79], p=0.012). However, this significance
was lost after adjustment for demographic and clinical variables (HR) [95% CI] 0.53 [0.21 —
1.29], p=0.16). Adjustment for age only was sufficient to lose the significance of the association

between sex and mortality (HR) [95% CI] 0.58 [0.22 — 1.35], p=0.19).

The ability of the 3 biomarkers to predict 6-month mortality was then addressed using Cox
proportional hazards. In univariate analysis (Figure 4B), all 3 biomarkers predicted mortality
in all patients and men. In women, only CK and cTnT were significantly associated with
mortality. These associations lost significance after adjustment with the same set of clinical and

demographic variables as for the logistic regression analysis, independently of sex.
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Discussion

Several observations regarding the relationships between sex, cardiac biomarkers and
outcome after AMI have emerged from the present study. First, while the peak levels of
myocyte necrosis biomarkers, cTnT and CK, were comparable between women and men after
an AMI, the levels of the cardiac stress marker NT-proBNP measured at the time or reperfusion
were higher in women. Second, the ability of these biomarkers to predict LV function at 4
months after AMI appeared to be influenced by sex. Indeed, while NT-proBNP showed an
association with LV function only in men, ¢cTnT was the only biomarker predicting LV
dysfunction in women. Lastly, these biomarkers did not show strong associations with 6-month

mortality, independently of sex.

Women with MI are known to be older and present multiple cardiovascular risk factors,
hypertension and diabetes mellitus being the most prevalent [4, 15]. In our study, despite that
women were older than men, we observed only un-significant trends toward higher prevalence
of hypertension, diabetes and hypercholesterolemia among women. This lack of significance
might be assigned to the relatively lower number of women in the cohort. Interestingly, diabetes
predicted LV dysfunction specifically in women. It has previously been shown that women with
diabetes mellitus and coronary heart disease have a worse prognosis than their men counterpart,
with higher risk of mortality and heart failure [16-18]. Furthermore, in a study including a small
group of patients with metabolic syndrome, it has been shown that metabolic syndrome altered
the cardiac morphology and function more in women than men [19]. Even though no difference
was observed in the leukocytes between men and women (Table 1), the association of this
variable with LV function was observed specifically in men. Leukocytes count has been
previously shown to be associated with HF specifically in men from the general population

[20].
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In our population of AMI patients, comparison of biomarker levels between men and
women showed higher levels of NT-proBNP in women, consistently with past reports, some of
them also including healthy volunteers [21, 22]. Possible explanations are the lower
hemoglobin levels in women which might be related to myocardial ischemia [21], and the
stimulatory effect of estrogens on natriuretic peptides [22]. Furthermore, the association of NT-
proBNP with age and obesity was found to be more pronounced among women in a Dutch
general population study [23]. Abdominal obesity affected more importantly NT-proBNP levels
in women. In addition, this effect was more pronounced in post-menopausal women, which
could result in a higher cardiovascular risk. Women with HF also have higher levels of BNP
than their men counterparts [13]. The clinical use of natriuretic peptides for prognostication
after AMI remains an open debate, and whether a biomarker-guided therapy might be more
beneficial in women or men in this context is unknown. Several studies addressed the ability of
the natriuretic peptides to predict LV remodeling after MI [11, 24-27]. Nevertheless, most of
these studies included less than 100 patients and none of them were conducted in a sex-specific
manner. We found in our cohort that NT-proBNP, measured at reperfusion, was an independent
predictor of LV dysfunction after AMI. Furthermore, we report for the first time that NT-
proBNP may be more appropriate to predict LV dysfunction after AMI in men than in women.
Interestingly, NT-proBNP provided an incremental predictive value only in men. This finding

is important considering the potential use of NT-proBNP for prognostication after AMI.

Troponins and CK were reported to be expressed at lower levels in women with
coronary disease compared to men [10] [28]. In our cohort, we did not observe significant sex-
disparities in peak levels of cTnT and CK. Previous studies revealed associations between CK
and c¢Tn and LV function after AMI [29-31]. Here again, none of these studies addressed sex-
differences in the predictive value of these markers. We observed that CK was associated with

LV function only in men while cTnT was associated with LV function only in women. In a
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large population study, the value of cTnl to predict cardiovascular death was stronger in women
than men [32]. This predictive value could be attributed to an ability of cTnl to predict AMI
rather than HF. As LV remodeling is one of the main outcomes of AMI, the stronger predictive
value of cTnl in women could partly reflect LV remodeling. Furthermore, TACTICS-TIMI 18
study showed that women with positive troponins were more likely than men to have recurrent

MI [12].

In our cohort, reperfusion levels of hs-cTnT were not associated with LV dysfunction.
Recently, the prognostic value of hs-cTnT was addressed in a Swedish AMI cohort including
20,600 patients [33], although its ability to predict LV dysfunction was not reported. In this
cohort, hs-cTnT improved the prediction of major cardiovascular events (MACE)
independently of the severity of LV dysfunction. Patients with high levels of hs-cTnT were at
higher risk of MACE, especially cardiovascular mortality and HF. However, this association
was not addressed in a sex-specific fashion. We observed in our cohort a higher 6-month all-
cause mortality rate among women; although this difference was lost after adjustment with age
and comorbidities. The influence of sex on the prognosis of AMI patients is not entirely clear.
Our results are consistent with previous studies showing that, after adjustment with
confounding factors, sex is no longer a significant predictor of mortality [5, 6]. We also
observed that adjustment with age was sufficient to induce a loss of significance, suggesting
that older age in women was the main responsible factor for higher mortality in women. In
another study, a sub-group of women and men with MI matched for age and comorbidities
showed a comparable 5-year mortality, albeit the higher 1-year mortality rate in women
persisted [15]. Contrarily, female-sex was found to be a protective factor against long-term
mortality (20 years), after adjustment with baseline characteristics [34]. These apparently
conflicting findings could be explained by the use of different populations with regard to age,

type of M, time of censorship and adjustment with confounding factors.
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Our study is limited by a low number of women, especially in the reduced EF group. Thus, the
sex-disparities in the association between cardiac markers and prognosis after AMI reported
here need to be interpreted with caution. In addition, the predictive value of cardiac markers
was assessed only at one time point, reperfusion values for NT-proBNP and hs-cTnT, and peak
values for cTnT and CK. Baseline values of cTnl were found to be mildly associated with LV
function, and patients for whom cTnl was detectable at 1 month and 3 months were at high risk
of LV remodeling [35]. NT-proBNP performed best to predict LV remodeling when measured
between 73-120 hours after AMI [36]. Hence, further properly-sized studies need to address the
sex-specific ability of serial measurements of cardiac markers to predict outcome after AMI. In
addition, using CK instead of its cardiac specific fraction MB might weaken the results obtained
for this marker. Another limitation of our study is the high proportion of STEMI patients (80%)
which makes our study mostly on STEMI. As the frequency of NSTEMI compared to STEMI
is higher in women [37], it would be interesting to validate the obtained results in cohorts with
higher proportion of NSTEMI patients; especially among women. Finally, functional
explanations of the sex-specific associations between cardiac markers and LV function need to

be provided.

Conclusion

We addressed the relationship between sex and the ability of cardiac biomarkers to
predict LV function after AMI. The gold-standard predictor of outcome after AMI, NT-
proBNP, was not associated with LV function in women, suggesting a clinical use in men only.
On the other hand, our results support further testing of cTnT in women. Although our findings
need to be validated in larger cohorts, they stress the need for a sex-specific use of cardiac

markers to predict LV function after AMI.
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Tables

Table 1. Baseline characteristics

All Women Men P value
(N=608) (N=138, 23%) (N=470, 77%) (Women vs Men)
Age, median (range), y 60 (30-91) 70 (33-91) 57 (30-88) <0.001
Premenopausal women (age < 50y), n (%) 17 (2.8) 17 (12.3) - -
Body mass index, median (range) 27 (18-51) 26 (18-47) 27 (18-51) 0.003
White blood cells, median (range), x109/L 10.75 (1.11-7250) 10.27 (4.96-7250) 10.92 (1.11-6350) 0.357
Biomarkers, peak values, median (range)
CK, U/L 1497.6 (34-13038) 1353 (57-9233) 1639 (34-13038) 0.246
cTnT, pug/L 3.9 (0.01-31.64) 3.73 (0.01-26.93) 3.96 (0.03-31.64) 0.939
NT-proBNP at reperfusion, median (range), pg/mL 205.2 (5-35000) 481.1 (45.26-15679) 160.2 (5-35000) <0.001
Ischemic time, median (range), hour 3.12 (0.6-12) 3.12 (0.6-12) 3.36 (0.8-12) 0.46
4-month EF, median (range), % 50 (15-89) 50 (20-86) 50 (15-89) 0,903
Medical history, n (%0)
Previous Ml 59 (10) 7(5) 52 (11) 0.034
Diabetes mellitus 126 (21) 32 (23) 94 (20) 0.406
Hypertension 279 (46) 69 (50) 210 (45) 0.286
Hypercholesterolemia 255 (42) 61 (44) 194 (41) 0.557
Smoking 273 (45) 54 (39) 219 (47) 0.068
MI type (STEMI), n (%) 483 (79) 113 (82) 370 (79) 0.473
4-month NYHA (>=11) classification, n (%) 120 (20) 45 (33) 75 (16) <0.001
rer, n (%) 120 (19) 28 (20) 92 (19) 0.92
Pre-admission medication, n (%)
Statins 113 (19) 25 (18) 88 (18) 1
Aspirin 120 (20) 27 (20) 93 (20) 1
p-Blockers 124 (20) 35 (25) 89 (19) 0.117
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Angiotensin inhibitors 70 (12) 16 (12) 54 (11) 1
ACE inhibitors 70 (12) 19 (14) 51 (11) 0.363
Clopidogrel 40 (7) 9(7) 31 (7) 1
Nitrates 25 (4) 7 (5) 18 (4) 0.474
Calcium antagonists 17 (3) 3(2) 14 (3) 0.774
Diuretics 18 (3) 9(7) 9(2) 0.009

CK, creatine kinase; cTnT, cardiac troponin T; NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptide; EF, ejection fraction; MI, myocardial infarction; STEMI,

ST-elevation myocardial infarction; NYHA, New York Heart Association; rEF, reduced EF;CK and cTnT concentrations are peak levels, NT-proBNP

concentration and white blood cell count were determined at the time of reperfusion.
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Table 2. Incremental value of biomarkers to predict LV dysfunction

All patients Women Men

Model AlC Likelihood ratio test AlC Likelihood ratio test AlC Likelihood ratio test

(p value vs clinical) (p value vs clinical) (p value vs clinical)
Clinical 600.6 140.1 467.1
Clinical + NT-proBNP 579.4 1.4x10°¢ 140.1 0.164 447.5 3.4 x10°¢
Clinical + CK 590.1 3.8x10™ 138.8 0.071 459.3 0.002
Clinical + cTnT 583.8 1.5 x10% 129.6 4.3 x10™ 459.5 0.002
Clinical + NT-proBNP + CK + ¢TnT 564.2 3.2x10”? 132.3 0.003 440.0 3.1x107

AIC, Akaike information criterion, CK, creatine kinase; cTnT, cardiac troponin T; NT-proBNP, N-terminal pro brain type natriuretic peptide. The clinical

model includes age, sex, BMI, previous MI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, smoking, MI type (STEMI vs NSTEMI), ischemic time, leucocytes,

NT-proBNP, CK and cTnT.
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Table 3. Interaction test between biomarkers and sex

Biomarker Likelihood ratio test
(clinical + variable vs. clinical + variable * sex)
NT-proBNP 0.701
CK 0.654
cInT 0.073
Diabetes 5.7x10°
Leukocytes count 0.003

CK, creatine kinase; ¢cTnT, cardiac troponin T; NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptide
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Figure legends

Figure 1. Biomarker levels according to sex and LV function. Peak levels of cTnT and CK,

and levels of NT-proBNP at reperfusion were determined in 608 AMI patients. Patients were

classified according to 4-month EF as having rEF (EF<40%) or pEF (EF>40%). Boxplots show

the comparisons of CK (A), cTnT (B) and NT-proBNP (C) levels between men and women

independently of their EF, or between men and women within the rEF and pEF groups

separately. CK, creatine kinase; cTnT, cardiac troponin T; NT-proBNP, N-terminal

prohormone of brain natriuretic peptide; pEF: preserved ejection fraction; rEF, reduced jection

fraction.
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Figure 2. Univariate predictors of LV dysfunction. The association between demographic
and clinical parameters of patients, and levels of ¢cTnT, CK and NT-proBNP, with LV
dysfunction at 4 months (EF<40%) was assessed with univariate logistic regression in all
patients (A), and in women (B) and men (C) separately. Forest plots display odds ratios (OR)
with 95% confidence intervals (Cl). X axis is in log scale. BMI, body mass index; CK, creatine
kinase; c¢TnT, cardiac troponin T; MI, myocardial infarction; NT-proBNP, N-terminal
prohormone of brain natriuretic peptide. Age (year), BMI (kg/m2), ischemic time (day
fraction), NT-proBNP (pg/mL), cTnT (pg/L), CK (U/L). 1 value in the logistic regression was
assigned to rEF, male sex and the presence of comorbidity (previous MI, diabetes, hypertension,

hypercholesterolemia, smoking and STEMI).

A. All patients B. Women

OR 95% Cl p-value
— OR Lower.Cl p-value

Age 128 1.04-1.58 0.019
Sex —_— 095 059153 0852 Age T 132 083211 0238
Bl — 1 082123 0933 BMI —— 092 065131 0637
Previous MI T 116 060223 0641 Previous MI - | 162 030880 057
Diabetes ——————— 170 107268 0022 Diabetes ———— 511 209-12.53 <0.001
Hypertension ./ 124 083186 0.275 Hypertension — 244 102587 0.048
Hypercholesterolemia ~ ——* 092 061138 0692 Hypercholesterolemia 1 129 056-297 0546
Smoking —_—T 080 053120 0.298 Smoking - 068 028-165 0.3%8
MI type T 151 087261 0135 MI type T T 325 0721474 04127
Ischemic time - 109 089133 0398 Ischemic time T 115 075175 0516
Leucocytes — 149 121182 <0.001 Leucocytes — 142 097-208 0.074
NT-proBNP —*— 480 1.47-220 <0.001 NT-proBNP - 184  1.20-2.81 0.005
cK — 156  1.23-1.99 <0.001 CK - 200 1.12-3.56 0.018
eTnT —* 187 1.45242 <0.001 cTnT - 365 1.81-7.36 <0.001
0.10 1.00 10.00 0.01 0.10 1.00 10.00 100.00
C. Men

OR 95% Cl  p-value
Age | o 130 1.01-1.66 0.039
BMI i 106 0.83-1.35 0643
Previous MI — e 112 055227 0781
Diabetes —_— 1.14 0.65-1.99 0.642
Hypertension —_— 1.03 0.65-1.62 0.907
Hyperchol olemia 0.83 052-1.32 0428
Smoking — 085 053134 0476
MI type ——*— 130 0.72-2.34 0392
Ischemic time b 1.07 0.85-1.35 0.546
Leucocytes T 152 120194 <0.001
NT-proBNP T 182 145230 <0.001
cK T 148 114193 0.004
cTnT T 164 124216 <0.001
0.10 1.00 10.00
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Figure 3. Multivariable predictors of LV dysfunction. Logistic regression was used to
evaluate the association between cTnT, CK and NT-proBNP and the demographic and clinical
parameters of patients with LV dysfunction at 4 months (EF<40%), in all patients (A), and in
women (B) and men separately (C). Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (CI) are
shown. X axis is in log scale. BMI, body mass index; CK, creatine kinase; cTnT, cardiac
troponin T; MI, myocardial infarction; NT-proBNP, N-terminal prohormone of brain natriuretic
peptide. Age (year), BMI (kg/m?), ischemic time (day fraction), NT-proBNP (pg/mL), cTnT
(ug/L), CK (U/L). 1 value in the logistic regression was assigned to rEF, male sex and the
presence of comorbidity (previous MI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, smoking

and STEMI).

A. All patients B. Women
OR 95% Cl  p-value
Age . 096 073126 0772 OR  95%Cl p-value
Sex —_— 106  062-182 0823 Age —l 070 042150 0473
BMI —.— 094 075119 08657 BMI el 065 040-1.07 0.093
Previous M _— . 131 062-275 0471 Previous M| 140 014-1356 0.774
Diabetes e e— 124 072212 0420 Diabetes ————————— 475 1.27-17.80 0.021
Hypertension B — 102 062-165 0.930 Hypertension _— 186 053-6.61 0.335
Hypercholesterolemia _— 0.87 0.55-1.36  0.546 Hypercholesterclemia B S— 1.02 0.34-3.02 08973
Smoking —_—— 090  0.54-1.50 0.713 Smoking —_— 0.83 0.23-2.88 0.780
MI type _— 044  0.18-1.05 0.065 M type 0.62 0.08-5.05 0658
Ischemic time — 0.94 0.75-1.17  0.607 Ischemic time —T 071 041-1.24 0.227
Leucocytes — 123 087154 0.076 Leucocytes - 1.01 063-1.62 0.968
NT-proBNP — 180 140231 <0.001 NT-proBNP T 141 079-252 0248
oK ——— 147 094228 0085 cK —_— 100 047211 0997
PR
oThT —_— 154 1.02231  0.036 cTnT 375 1.25-11.24 0.018
0.10 1.00 10.00 0.01 0.10 1.00 10.00 100.00

C. Men
OR Lower.Cl p-value
Age —_— 1.02 074139 0922
BMI - 1.12 0.85-149 0.424
Previous MI —_—T 1.19 0.53-2.67 0674
Diabetes —_—T 0.83 0.44-1.58 0.574
Hypertension e — 0.81 0.47-1.40 0.449
Hypercholesterolemia e 0.82 0.49-1.37 0443
Smoking - 0.89 0.51-1.55 0.672
MI type - 0.41 0.15-1.11 0.079
Ischemic time T 0.92 0.72-1.18 0.516
Leucocytes 1.34 1.02-1.77 0.034

——
NT-proBNP - 1.92 1.44-257 <0.001
CK R 1.70 1.01-2.87 0.047

— .

cTnT 1.24 0.79-193 0.355

0.10 1.00 10.00
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Figure 4. Survival analyses. (A) All-cause mortality during the 6 months following AMI was

compared between women (n=138) and men (n=470) using Kaplan-Meier survival curves with

logRank test. (B) The ability of NT-proBNP, CK and c¢TnT to predict 6-month mortality was

evaluated using univariate cox proportional hazards, in all patients and distinctly in men and

women. Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (ClI) are shown. X axis is in log scale.

AMI, acute myocardial infarction; CK, creatine kinase; cTnT, cardiac troponin T; NT-proBNP,

N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide. NT-proBNP (pg/mL), cTnT (ug/L), CK

(UIL).
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Etude N°3 : Identification du gene CDKN1C comme un biomarqueur de la fonction

ventriculaire apres un IDM spécifiguement chez les femmes

De multiples études a travers le monde ont montré de nombreuses différences entre
les femmes et les hommes au niveau de la pathophysiologie, du diagnostic et de 1’évolution
de I’'IDM [40, 60, 79]. Malgré ces disparités, les hommes et les femmes sont cependant pris
en charge et traités globalement de la méme facon. Des études principalement in vivo [134]
mais également sur des biopsies cardiaques humaines ont montré que le processus du RVG
n’est pas le méme chez les hommes et les femmes aprés un IDM [9]. Mettre en évidence des
biomarqueurs capables de prédire le RVG de maniére spécifique a chaque sexe, représenterait

un pas vers une médecine plus personnalisée respectant les différences hommes-femmes.

Dans une étude préalable pratiquée au laboratoire, notre équipe a mis en évidence
I’association entre le INCARN KCNQ1OT1 et la FV apres un IDM [254]. Ce IncARN
appartient a un cluster de génes soumis a I’empreinte génomique [265]. Nous avons émis
I’hypothése que non seulement KCNQIOT1 mais également les autres génes du cluster
seraient associés avec le RVG. Nous nous sommes particulierement intéressés a CDKN1C
(Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1C) qui code pour un inhibiteur du cycle cellulaire.
CDKNL1C est impliqué dans le développement de nombreux cancers spécifiques aux femmes
[266-268]. De plus, des mutations au niveau de ce géne sont associées avec le risque
d’athérosclérose et d’IDM [269] et la protéine produite joue un rble dans le processus
d’athérogenése [270, 271]. Des expériences in vitro ont montré que CDKN1C était régulé par
les estrogenes grace a un mécanisme impliquant KCNQ1OT1 [272]. Ces données suggérent

que CDKN1C pourrait étre associé avec le RVG post-IDM, spécifiqguement chez les femmes.

Afin de verifier cette possibilité, I’expression de CDKNIC a été mesurée par QPCR
dans le sang total de 447 patients de la cohorte LUCKY. En fonction de la FE, évaluée a 4
mois par échocardiographie, les patients ont été classés en 3 groupes : FEr (FE<40%), FE
intermédiaire (FEinter, FE = 40-49%), FEp (FE>50%). Cette classification en 3 groupes
selon les recommandations de la Société Europeenne de Cardiologie [138] a été préféerée a la

classification en 2 groupes utilisée dans les études précédentes.
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L’association de CDKNI1C avec la dysfonction ventriculaire a également été testée
dans une cohorte indépendante incluant 294 patients de 1’étude allemande LIFE-Heart. Le
sang de ces patients a été récuperé quelques heures apres la revascularisation (moyenne
20+£8h). Le suivi des patients a eu lieu 3 mois plus tard par échocardiographie. Les patients
ont été classés en fonction de leur FE en deux groupes : FEr (FE<50%) et FEp (FE>50%).
L’expression de CDKNI1C dans cette cohorte a été évaluée par puces a ARN (puce & ARN),

contrairement a la cohorte LUCKY ou cette expression a été mesurée par gPCR.

L’age median de la cohorte LUCKY était de 61 ans, dont 10% étaient des patients
avec une FEr, 31% avaient une FEinter et 59% avaient une FEp. Les femmes représentaient
25% des patients et étaient plus agées que les hommes (70 ans contre 58, p<0,001). De plus,
il y avait deux fois plus d’hommes que de femmes avec un antécédent d’IDM (13% versus
6%, p=0,03).

Dans la cohorte LUCKY, la comparaison de 1’expression de CDKNIC entre les trois
groupes de FE a montré un niveau inférieur dans le groupe de FEr par rapport a celui avec
une FEp (p=0,01). Quand cette comparaison a éteé effectuée séparément chez les femmes et
les hommes, cette diminution dans le groupe FEr persistait uniqguement chez les femmes

(p =0,01 versus FEinter, p<0,001 versus FEp).

La régression ordinale a été utilisée pour évaluer 1’association de CDKNIC avec la
FV déterminée par la FE a 4 mois. Les mémes parametres cliniques et démographiques que
les deux études précédentes ont été inclus dans ces analyses. Dans la cohorte entiere
(hommes et femmes), une association significative a été observée avec I’antécédent d’IDM,
et les biomarqueurs cardiaques CK et NT-proBNP alors que CDKN1C était proche de la
significativité (p = 0,054). Chez les hommes, CK et NT-proBNP étaient les seuls prédicteurs
de la FV alors qu’aucune association n’a été observée avec CDKNIC. Chez les femmes,
CDKNI1C était négativement associé avec la FV (OR [95% IVC] 0,44 [0,23-0,82]) et le
prédicteur le plus puissant de la dysfonction ventriculaire dans ce groupe (p = 0,009).
L’antécédent d’IDM et I’hypertension étaient également significativement associés avec la

FV chez les femmes.
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La valeur prédictive ajoutée de CDKN1C a ensuite été analyseée. L’AIC a été calculé
pour le modele clinique seul et aprés addition de CDKN1C. Une diminution significative (p =
0,006) a été observée pour 1I’AIC chez les femmes mais pas chez les hommes, ce qui confirme
que CDKNI1C avait une valeur ajoutée spécifiquement chez les femmes. La diminution de
I’ AIC chez tous les patients était proche de la significativité (p = 0,053). 1l est intéressant de
préciser que le test d’interaction entre CDKNIC et le sexe s’est révélé significatif

(Likelihood ratio test p = 0,005).

La validation interne par bootstrap a été conduite afin de déterminer lequel parmi les
biomarqueurs cardiaques (CK, NT-proBNP ou ¢TnT) ou CDKN1C était capable de générer
le mode¢le prédictif le plus performant. Dans les 150 itérations réalisées, 1’addition de CK et
de CDKNI1C a généré le modele le plus prédictif chez tous les patients. Chez les hommes,
NT-proBNP et CK étaient suffisants pour générer le modéle le plus prédictif alors que chez
les femmes, les modéles combinant CDKN1C avec CK ou c¢TnT se sont réveélés étre les plus

prédictifs.

Ces résultats ont été indépendamment validés dans les puces a ARN effectuées a
partir de I’ARN issu du sang total de 294 patients de la cohorte 2 de 1’étude LIFE-Heart. Les
caractéristiques de cette cohorte sont comparables a celles de la cohorte LUCKY avec un age
médian de 60 ans et 28% de femmes. L’association de CDKNIC avec la FV a été analysée
dans un modele multivarié par régression logistique. CDKN1C était associé avec la FV chez
tous les patients, chez les femmes mais pas les hommes, confirmant les résultats obtenus dans
la cohorte LUCKY.

En conclusion, I’association spécifiquement féminine de CDKNIC avec la FV a été
mise en évidence dans 2 cohortes indépendantes, grace a I’utilisation de plusieurs méthodes
statistiques complémentaires. Les résultats obtenus suggéerent que CDKNI1C pourrait
constituer un futur biomarqueur de la FV post-IDM chez la femme, a condition qu’il soit

validé dans d’autres cohortes incluant un grand nombre de patients.
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Background: A significant proportion of patients develop left ventricular (LV) remodeling leading to heart failure
after acute myocardial infarction (AMI). Being able to identify these patients would represent a step forward to-
wards personalized medicine. The present study aimed to determine the ability of cyclin dependent kinase inhib-
itor 1C (CDKN1C) to risk stratify AMI patients, in a sex-specific manner.

Methods: CDKN1C expression was measured in blood samples obtained at admission in a test cohort of 447 AMI
patients and a validation cohort of 294 patients. The study end-point was LV function assessed by the ejection
fraction (EF) at follow-up.

Results: In the test cohort, CDKN1C was lower in patients with a reduced EF (<40%) compared to patients with
preserved EF (250%). This observation was specific to women. CDKN1C was a significant univariate predictor
of LV function in women only. In multivariable analysis including demographic and clinical parameters,
CDKN1C predicted LV function in women (odds ratio [95% confidence interval] 0.44 [0.23-0.82]) but not in
men (0.90 [0.70-1.16]). Addition of CDKN1C to a multivariable clinical model reduced the Akaike information cri-
terion, attesting for an incremental predictive value, in women (p = 0.006) but not in men (p = 0.41). Bootstrap
internal validation confirmed the added value of CDKN1C in women. The female-specific predictive value of

CDKN1C was validated in the independent cohort.
Conclusion: CDKN1C is a novel female-specific biomarker of LV function after AMI.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cardiovascular disease is the first cause of death in men and women
worldwide, among which acute myocardial infarction (AMI) plays a
major role [1,2]. Despite known sex disparities towards the risk of AMI
and of developing an adverse outcome after AMI [3-5], diagnosis, treat-
ment and management of AMI are still lacking sex specificity.

Abbreviations: AMI, acute myocardial infarction; CDKN1C, cyclin dependent kinase
inhibitor 1C; CPK, creatine phosphokinase; cTn, cardiac troponins; EF, ejection fraction;
HF, heart failure; KCNQ10TT1, KQT-like subfamily, member 1 opposite strand/antisense
transcript 1; LV, left ventricular; Nt-proBNP, N-terminal pro brain natriuretic peptide;
STEMI, ST-segment elevation myocardial infarction; NSTEMI, non-ST-segment elevation
myocardial infarction.

% This author takes responsibility for all aspects of the reliability and freedom from bias
of the data presented and their discussed interpretation.
* Corresponding author at: Cardiovascular Research Unit, Luxembourg Institute of
Health, L1445, Luxembourg.
E-mail address: yvan.devaux@lih.lu (Y. Devaux).

https://doi.org/10.1016/j.ijcard.2018.07.042
0167-5273/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

Left ventricular (LV) remodeling leading to heart failure (HF) occurs
in 28% of patients with AMI [6]. Infarct size, history of MI, age, female
sex, LV ejection fraction (EF), diabetes and renal failure are mostly asso-
ciated with HF after AMI [7,8]. HF can be potentially prevented through
changing life style habits, control of risk factors and pharmacological
treatment [9]. Inhibition of the renin-angiotensin and 3-adrenergic sys-
tems is the standard treatment to reduce the risk of LV remodeling after
MI. Simultaneous inhibition of angiotensin and the natriuretic peptides
degradation emerged as a novel mechanism to prevent HF [10]. Being
able to identify patients at risk of HF after AMI would allow tailoring
healthcare, in a sex-specific manner, to reduce the socio-economic bur-
den of HF and to improve the quality of life of AMI patients. However, to
date, risk stratification after AMI remains a challenge which would ben-
efit from novel biomarkers. Since women and men are not equal to-
wards the risk of developing HF after AMI [4], these novel biomarkers
should allow a sex-specific risk stratification.

In our search for novel prognostic biomarkers after AMI, we showed
that transcriptomic profiles of blood cells represent a reservoir of novel

Please cite this article as: T. Lalem, et al., Cyclin dependent kinase inhibitor 1 C is a female-specific marker of left ventricular function after acute
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biomarkers [11]. In a past study, we identified the long noncoding RNA
KQT-like subfamily, member 1 opposite strand/antisense transcript 1
(KCNQ10T1) whose expression levels in blood cells predicted LV
function after AMI [12]. KCNQ10T1 belongs to an imprinted cluster of
9 genes located on the human chromosome 11p15.5 [13]. While
KCNQ1OT1 is exclusively expressed from the paternal allele, the other
genes are preferentially expressed from the maternal allele. KCNQ10T1
plays a prominent role in the imprinting of the cluster by recruiting re-
pressive histone and DNA modifications [13]. The most extensively
studied genes of the cluster are KCNQ1 and CDKN1C. Defects in
KCNQI1, which encodes for a potassium channel, is responsible for the
congenital QT syndrome, a cardiac disorder that can result in potentially
lethal arrhythmias [14]. CDKN1C encodes for the inhibitor of cell prolif-
eration p57¥'*2 [15]. CDKN1C was found to be involved in the develop-
ment of the atherosclerotic plaque through modulation of vascular
smooth muscle cells proliferation [16,17]. Interestingly, polymorphisms
in functional regions of CDKN1C are associated with the risk of AMI in
patients with atherosclerotic vessels [ 18]. Furthermore, CDKN1C is asso-
ciated with female-specific malignancies [19-22] and is downregulated
by estrogens through an epigenetic mechanism involving KCNQ10T1
[23]. As KCNQ10T1 was found to be associated with LV function after
an AMI [12], we hypothesized that CDKN1C would as well be associated
with LV function, specifically in women.

2. Methods
2.1. Test cohort

We enrolled 447 patients from the Luxembourg AMI registry in the present study. Pa-
tients were recruited at the Institut National de Chirurgie Cardiaque et de Cardiologie
Interventionnelle and the Department of Cardiology of the Centre Hospitalier de
Luxembourg between February 2006 and December 2012. All patients had an AMI and
were treated with percutaneous coronary intervention. Demographic and clinical data of
the patients were collected at admission. 351 patients had a STEMI and 96 had a NSTEMI.
STEMI and NSTEMI were defined as previously [24].Arterial blood samples were recovered
at the time of reperfusion in PAXgene™ blood RNA tubes (BD Biosciences, Erembodegem,
Belgium). In order to assess the LV function at 4-month follow-up, the LV ejection fraction
(EF) was determined by echocardiography. The protocol has been approved by the ethics
committee and the national committee for data protection of Luxembourg and complies
with Helsinki declaration. All patients signed a written informed consent.

2.2. Measurement of CDKN1C expression in the test cohort

Expression levels of CDKN1C in blood samples of the test cohort were assessed using
quantitative PCR as described in details elsewhere [12] and as summarized in the Online
Supplement.

2.3. Independent validation cohort

Two hundred and ninety four AMI patients from the German Leipzig LIFE- Heart study
were enrolled in the validation cohort. The LIFE-Heart study was designed to analyze ge-
netic and non-genetic risk factors of atherosclerosis and related vascular and metabolic
phenotypes [25]. All patients were admitted for an AMI as the first manifestation of the
coronary heart disease. 75% of the patients were classified as STEMI. Peripheral venous
blood samples were collected in PAXgene™ blood RNA tubes (BD Biosciences) at median
balloon-to-blood time 0.87 days (IQR 0.65-1.24) after angiographic reperfusion. Gene ex-
pression of CDKN1C was analyzed in available microarray data from Illumina HT-12 v4 Ex-
pression BeadChips (Illumina, San Diego, CA, USA) [26] and quality control was performed
as described elsewhere [27]. Illumina-ID 1718565 was used for that purpose. The follow-
up echocardiography was performed at median of 99 days after the AMI. The recruitment
phase was conducted at a single tertiary care centre between July 2008 and October 2012.
All patients signed a written informed consent and the study was approved by the Ethics
Committee of the Medical Faculty of the University of Leipzig, Germany (Reg. No 276-
2005) and is registered at ClinicalTrials.gov (NCT00497887).

2.4, Statistical analysis

t-Test or Mann-Whitney test were used to compare two groups of continuous vari-
ables following normal or non-normal distribution, respectively. Three-group compari-
sons were performed using one-way ANOVA for normally distributed data or Kruskal-
Wallis one-way ANOVA on ranks for non-normally distributed data. Fisher's exact test
was used for qualitative data. All tests were two-tailed and a p value <0.05 was considered
significant. The SigmaPlot v12.0 software was used for these analyses.

The association between CDKN1C and LV function was assessed using logistic
regression. First, missing data were replaced using 100-fold multiple imputation. Right

skewed continuous variables were log2-transformed, and then all continuous variables
were scaled to mean = 0 and standard deviation = 1. Both univariate and multivariable
analyses were conducted. Ordinal logistic regression was used in the test cohort in
which patients were divided into 3 groups of EF (rEF: reduced EF; mrEF: mid-range EF;
PEF: preserved EF), and logistic regression was used in the validation cohort in which pa-
tients were divided into 2 groups of EF (rEF and pEF). Odds ratios (OR) with 95% confi-
dence intervals (CI) were calculated. The Akaike information criterion (AIC) was used to
evaluate models fit. The Wald chi-square test was used to assess the overall significance
of each model and the likelihood ratio test was used to compare two models. Bootstrap in-
ternal validation was used to identify markers providing the best improvement of predic-
tion. For each of 150 bootstrap samples, the best model was selected based on the AIC. All
prediction analyses were performed on the R version 3.3.1 statistical platform using the
packages Hmisc, PredictABEL, Imtest, rms and bootStepAIC.

3. Results
3.1. Characteristics of the test cohort

Supplementary Table 1 displays the clinical and demographic char-
acteristics of the test cohort of 447 AMI patients. Median age was 61
and 75% of patients were men. According to the latest guidelines of
the European Society of Cardiology for the classification of HF, the test
cohort comprised 59% of patients with a preserved EF at 4-month
(pEF, EF > 50%), 31% with a mid-range EF (mrEF, EF = 40-49%),
and 10% with a reduced EF (rEF, EF < 40%). Patients with rEF were
older than patients with mrEF or pEF. The proportion of men was
similar in the EF groups. When patients were divided according to
their gender (Table 1), we observed that women were older than men
(70 vs. 58 years-old, respectively, p <0.001), although age was not asso-
ciated with the EF group in women, as it was the case in men for whom
the elderly were at higher risk of rEF.

3.2. Expression of CDKN1C according to sex and EF group

Expression levels of CDKN1C were measured by quantitative PCR in
blood samples obtained at reperfusion in the 447 AMI patients of the
test cohort. As shown in Fig. 1A for all patients, CDKN1C expression
was lower in rEF patients compared to pEF patients. Patients with
mrEF had comparable levels of CDKN1C to patients with rEF and pEF.
CDKN1C levels were comparable between men and women (Fig. 1B).
Interestingly, while CDKN1C expression was similar between the 3 EF
groups in men, women with rEF had reduced CDKN1C expression com-
pared to the mrEF and pEF groups (Fig. 1C).

3.3. Association of CDKN1C with LV function after AMI

Both univariate and multivariable analyses were conducted to assess
the association between CDKN1C and LV function measured 4 months
after AML The 3-group classification (rEF, mrEF, pEF) was used as end-
point in these analyses. We first observed that CDKN1C was a significant
univariate predictor of LV function in all patients (OR [95% CI]
0.82 [0.68-0.98]) (Supplementary Fig. 1A). When this association was
assessed separately in men and women, we found that it failed to
reach significance in men (OR [95% CI], 0.91 [0.73-1.12]) while it was
stronger in women (OR [95% CI] 0.56 [0.37-0.83]) (Supplementary
Fig. 2 B, C).

The following parameters were included in multivariable analyses:
age, body mass index (BMI), sex, diabetes, hypertension, hypercholes-
terolemia, prior MI, smoking, type of MI (STEMI vs NSTEMI), white
blood cells count, ischemic time (i.e. delay between chest pain onset
and reperfusion), Nt-proBNP, CPK and cTnT levels. In all patients, prior
AMI, CPK and Nt-proBNP were significantly associated with LV function
(Fig. 2A). The association between CDKN1C and LV function was of
borderline significance (p = 0.054). In men, CPK and Nt-proBNP, not
CDKN1C, were significantly associated with LV function (Fig. 2B). In
women, CDKN1C showed the strongest association with LV function
(OR [95% CI] 0.44 [0.23-0.82] (Fig. 2C). Importantly, adding the interac-
tion between CDKN1C and sex in the multivariable model was
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Table 1
Demographic and clinical features of MI male and female patients of the test cohort.
Men PEF mrEF rEF p Value Women pEF mrEF rEF p Value
(N = 339, 75%) (N =197, 58%) (N =113, 33%) (N = 28,9%) (PEFvs mrEF (N = 109, 25%) (N = 69, 63%) (N = 28, 26%) (N=12,11%) (pEF vs mrEF
vs rEF) vs rEF)

Age, median (range), y 58 (30-88) 56 (30-86) 58 (30-88) 66 (47-86) 0.002 70 (35-91) 69 (35-91) 62 (37-89) 73 (37-83) 0.795
Body mass index, median (range) 27 (18-51) 28 (19-47) 27 (18-51) 28 (21-35) 0.124 26 (19-47) 25 (19-47) 26 (20-43) 28 (19-34) 0.93
Blood cell counts at admission, median (range)
White blood cells, x109/L 10.76 (1.1-29) 10.5 (1.1-29) 11.32 (5.8-29) 11.6 (4.8-21.7) 0.087 104 (3.1-94.7) 9.2 (3.1-22.8) 11.3 (4.9-19.48) 14.1 (8.12-19.91) 0.004
Neutrophils, % 74 (23.9-93.7) 72.4 (23.9-89.2) 75.1 (53.8-93.7) 79.7 (56.8-93.1) <0.001 75 (45.6-93.5) 75 (56.7-93.5) 74.4 (50.9-91) 91.6 (45.6-91.8) 0.463
Lymphocytes, % 16 (3.1-29.5) 17.9 (5.4-69.5) 15.05 (3.1-34.9) 12.9 (3.7-27) <0.001 15 (3.6-42) 16 (3.6-37.6) 14.8 (5.2-34.4) 11.2 (61-42) 0.255
Monocytes, % 6.3 (1.1-22) 6.45 (2.1-16.2) 6.25 (2.2-22) 5.89 (1.1-13.1) 0.673 5.6 (0.8-12.7) 55 (1.1-11.5) 5.7 (3.4-12.7) 5.7 (0.8-7.4) 0.458
Platelets, x109/L 230 (117-724) 228 (12-724) 239.5 (117-377) 195 (157-404) 0.35 245 (76-502) 246 (76-481) 234.5 (156-502) 274 (147-399) 0.809
Biomarkersmedian (range)
CK, U/L 1631 (34-13,038) 1248 (76-9574) 2254.5 (34-13,038) 3796 (105-9363) <0.001 1368 (82-6799) 1111.5 (82-4078) 3122.5 (201-6799) 3129 (981-5627) <0.001
cTnT, pg/L 3.74 (0.02-25.66)  2.76 (0.02-25.6) 5.36 (0.03-24.7) 7.81(0.19-24.3) <0.001 4.09 (0.01-26.9) 291 (0.01-24.7) 5.84 (0.83-26.9) 6.4 (1.04-24) <0.001
High-sensitivity CRP, mg/L 8.5 (0.3-333.4) 5(0.3-251.2) 15.6 (0.69-3334)  17.2(2.26-301) <0.001 9.1 (0.91-292) 7.7 (0.91-292) 9.8 (2.87-128) 28 (2.7-71) 0.03
Nt-proBNP, pg/mL 156 (5-35,000) 113.9 (10.55-12,746)  220.5 (5-35,000) 745.4 (41.8-12,894)  <0.001 526 (35.7-15,679)  502.2 (60.3-15,679) 289 (45.2-5014) 7747 (35.7-13,977)  0.157
4-month EF, median (range), % 50 (15-89) 55 (50-89) 45 (40-49) 34.5 (15-38) <0.001 50 (20-81) 55 (50-81) 45 (40-49) 32.5 (20-39) <0.001
Medical history, n (%)

Previous MI 43 (13) 21 (11) 16 (14) 6(21) 0.24 6(6) 2(3) 3(11) 1(8) 0.164
Diabetes mellitus 70 (21) 39 (20) 22 (19) 9(32) 031 27 (25) 11 (16) 10 (36) 6 (50) 0.011
Hypertension 159 (47) 98 (50) 45 (40) 16 (57) 0.13 56 (51) 32 (46) 15 (54) 9 (75) 0.41
Hypercholesterolemia 141 (42) 88 (45) 40 (35) 13 (46) 0.24 56 (51) 37 (54) 11 (39) 8 (67) 0.25
Smoking 159 (47) 73 (37) 60 (53) 7(25) 0.027 45 (41) 27 (39) 14 (50) 4(33) 0.56

Left ventricular function was determined by the 4-month ejection fraction (EF). pEF indicates preserved EF (EF > 50%), mrEF indicates mid-range EF (40% < EF < 49%), rEF indicates reduced EF (EF < 40%). White blood cell count and N-terminal pro-
brain natriuretic peptide (Nt-proBNP) were determined at reperfusion. Creatine phosphokinase (CPK), cardiac troponin T (cTnT) and high-sensitivity C-reactive protein (CRP) are peak values.

P values < 0.05 are indicated in bold.
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Fig. 1. Expression of CDKN1C in AMI patients. CDKN1C was measured by quantitative PCR in blood samples recovered at reperfusion in 447 AMI patients. (A) Boxplots show the expression
of CDKN1C in all patients according to their 4-month EF. Patients with EF > 50% were considered as having a pEF, 40% < EF < 49% was considered as mrEF, and EF < 40% was considered as
rEF. (B) Expression levels of CDKN1C in men and women. (C) Expression levels of CDKN1C in the three EF groups separately in men and women. mrEF: mid-range ejection fraction; pEF:

preserved ejection fraction; rEF: reduced ejection fraction.

significant (p = 0.005, likelihood ratio test), thus confirming that the
predictive value of CDKN1C is dependent on sex.

To determine whether CDKN1C could increase the prediction of LV
function by a clinical model including all the variables listed above, we
calculated the AIC of the clinical model alone and after addition of
CDKNI1C. A lower AIC reflects a better model fit and therefore an
improvement of prediction. As shown in Supplementary Table 2, adding
CDKN1C resulted in a significant reduction of AIC in women (p =
0.006), but not in all patients (p = 0.053) and men (p = 0.41). Thus,
CDKN1C improves the prediction of LV function in women only.

Then we used bootstrap internal validation to determine which bio-
marker(s) among Nt-proBNP, CPK, cTnT and CDKN1C were necessary to
reach the best improvement of prediction by a clinical model including
age, BMI, sex, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, prior MI,
smoking, type of MI (STEMI vs NSTEMI), leucocytes level, and ischemic
time. In all patients, 53 models (35% of 150 bootstrap iterations) con-
taining CPK and CDKN1C were selected to generate the best improve-
ment of prediction (Supplementary Fig. 2A). In men, 63 models (42%
of 150 bootstrap iterations) containing Nt-proBNP and CPK provided
the best improvement of prediction (Supplementary Fig. 2B). In
women, 63 models (42% of 150 bootstrap iterations) providing the
best improvement of prediction contained CDKN1C with either CPK or
cTnT (Supplementary Fig. 2C). Most importantly, in women, CDKN1C
was selected 126 times (84%) over the 150 bootstrap iterations as gen-
erating the best model improvement, while Nt-proBNP was selected
only 56 times (37%) (Supplementary Fig. 2C). These results show that,
while Nt-proBNP and CPK are useful predictors of LV function in men,
CDKN1C is the best predictor in women.

3.4. Independent validation

The association between CDKN1C and LV function was indepen-
dently assessed in patients from the German LIFE-Leipzig Heart study.
294 AMI patients having blood samples at admission and follow-up
echocardiographic data within 6 months (median 99 days, IQR
85-141 days) were enrolled. Characteristics of patients are shown in
Tables 3-5 in the Online Supplement. Median age of these patients
was 60 years, 72% were men and 40% had LV dysfunction assessed
by an EF < 50%. An EF < 50% was considered as a criterion for LV dysfunc-
tion in this cohort in order to compensate the low number of rEF pa-
tients (EF < 40%, n = 29), especially in women (n = 5). Univariate
and multivariable analyses were conducted with logistic regression to
address the association between CDKN1C and LV dysfunction, in all pa-
tients and in men and women separately (Table 2). CDKN1C was a sig-
nificant univariate predictor in all patients but not in men. In women,
the association had a borderline significance (p = 0.068). In multivari-
able analyses including age, sex, white blood cells count and Nt-
proBNP, the association between CDKN1C and LV dysfunction was sig-
nificant in all patients as well as in women, but not in men (Table 2).
These data independently validate the association between CDKN1C
and LV function after AMI, especially in women.

4. Discussion

We report a sex-specific association between the CDKN1C gene and
LV function after AMI. The blood expression pattern of this gene may
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A) All patients
OR 95% Cl P value
Age —_— 1.09 0.83-1.43 0.520
Gender 1.44 0.87-2.37 0.148
BMI _— 091 0.72-1.13  0.372
Previous MI 220 1.15-419 0.016
Diabetes 148 0.89-244 0.125
Hypertension 093 0.6-1.43 0.732
Hypercholesterolemia 0.88 0.57-1.33 0.535
Smoking 1.00 0.61-1.63 0.988
Ml type 0.54 0.23-1.22 0.140
Ischemic time —_— 098 0.78-1.21 0.818
Leucocytes _— 112 0.9-1.39 0.307
Nt-proBNP _— 1.70 1.3-2.21  <0.001
CPK 1.91 1.2-296 0.004
Troponin T 1.19 0.82-1.71 0.359
CDKN1C —_— 0.80 0.64-1 0.054
0.10 1.00 10.00
C’Women
OR 95% Cl P value
Age —t 0.66 0.34-1.25 0.201
BMI P 0.76 0.44-1.31 0.331
Previous M| 10.39 1.27-84.32 0.028
Diabetes 3.27 0.83-12.83 0.089
Hypertension 3.29 1.03-10.47 0.044
Hypercholesterolemia 1.00 0.34-2.85 0.994
Smoking 0.38 0.1-1.46  0.159
MI type 3.56 0.2-61.04 0.381
Ischemic time JRE D 1.18 0.63-2.18 0.600
Leucocytes — e 1.15 0.64-2.07 0.632
Nt-proBNP _ 1.06 0.55-2 0.867
CPK 191 0.7-5.18  0.206
Troponin T 1.75 0.73-4.15 0.206
CDKN1C _— 0.44 0.23-0.82  0.009
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00

B> Men

OR 95% Cl P value

Age —_ 1.18 0.87-1.59 0.279

BMI — 0.96 0.74-1.23 0.730

Previous MI 1.70 0.84-3.43 0.140

Diabetes 1.25 0.69-2.25 0.454

Hypertension 0.70 0.42-1.14 0.151

Hypercholesterolemia 0.83 0.51-1.34 0.442

Smoking 1.06 0.61-1.82 0.827

MI type 0.42 0.16-1.05 0.062

Ischemic time —_— 0.88 0.69-1.11 0.282

Leucocytes —_— 1.07 0.83-1.37 0.578

Nt-proBNP _— 1.85 1.37-247  <0.001

CPK 1.79 1.08-2.95 0.023

Troponin T 1.27 0.83-1.95 0.266

CDKN1C —_ 090 0.7-1.16 0.410
0.10 1.00 10.00

Fig. 2. Multivariable analyses. Ordinal regression was used to evaluate the association of CDKN1C and the demographic and clinical parameters of patients with LV dysfunction at 4 months,
in all patients (A), and in men (B) and women separately (C). Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (CI) are shown. X axis is in log scale. BMI: body mass index; CI: confidence
intervals; CPK: creatine phosphokinase; MI: myocardial infarction; Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide; OR: adds ratios.

help to risk stratify AMI patients for a more personalized healthcare
approach.

Risk stratification at an early stage after AMI is necessary to start ag-
gressive treatments as soon as possible to prevent HF development.
Neurohumoral blockade through inhibition of the renin-angiotensin
system and beta-blockers represent the standard treatment approach
to prevent HF development after AMI [9]. However, predicting outcome
shortly after AMI is challenging, notably due to fluctuating levels of cur-
rent biomarkers such as Nt-proBNP [28]. Blood samples of the test co-
hort were collected at the time of reperfusion (i.e. within 12 h of chest
pain onset) and at median balloon-to-blood time 0.87 days in the vali-
dation cohort. Hence, CDKN1C, combined with clinical and demo-
graphic parameters of patients, provides an early (<1 day) prediction
of outcome which would allow adapting healthcare depending on risk
category.

Table 2
Independent validation.

Group Univariate analysis Multivariable analysis

OR (95% CI) p Value OR (95% CI) p Value
All patients (N =294) 0.50 (0.27-0.92) 0.027  0.46 (0.23-0.97) 0.040
Men (N = 212) 0.58 (0.28-1.19)  0.140  0.67 (0.29-1.58)  0.360
Women (N = 82) 0.31 (0.090-1.09) 0.068  0.18 (0.038-0.90) 0.037

Odds ratio are for the association of CDKN1C with LV dysfunction as assessed by an EF
< 50% at follow-up of 99 days in median. The univariate analysis assessed the prediction
value of CDKN1C alone. Variables included in multivariable analysis were age, sex,
leucocytes level, and Nt-proBNP. CI: confidence interval; OR: odds ratio.

P values < 0.05 are indicated in bold.

Few biomarkers have been shown to be women-specific. Plasma
levels of proneurotensin are higher in women than men and are associ-
ated with the risk of diabetes, cardiovascular disease, breast cancer, and
all-cause mortality in women, but not in men [29]. In women with
HFpEF, thymosin beta 4 is upregulated and predicts mortality indepen-
dently of Nt-proBNP and other risk factors [30]. To our knowledge, no
sex-specific biomarker may serve as outcome predictor after AMI. We
observed a lower expression of CDKN1C in blood samples from AMI
women with rEF at 4-month follow-up as compared to women with
mrEF and pEF. This difference was absent in men. Accordingly,
CDKN1C displayed a significant association with LV function only in fe-
male patients. Therefore, CDKN1C may be useful to aid in risk stratifica-
tion of women suffering an AMIL

The end-point used in the test cohort was LV function at 4 months as
classified into 3 groups of EF according to European Society of Cardiol-
ogy guidelines for the management of HF patients [31]. Although this
classification is not dedicated to the post-AMI setting but to acute and
chronic HF, it was selected for the present study to refine the analyses
of the prediction value of CDKN1C. In past studies [12, 32, 33], LV func-
tion after AMI was determined using a dichotomized EF with a cut-off
value of 40%. In the validation cohort, we opted for this dichotomized
classification and a cut-off EF of 50% was chosen to compensate the
low number of women in the low to moderate EF groups. This strategy
has been adopted previously [33].

For prediction analyses, we calculated the AIC instead of the more
widely used area under the curve to take into account the multiplication
of variables entered into prediction models. This approach, used in past
studies [34, 35], allows to avoid model overfitting. In addition, bootstrap
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internal validation was conducted to confirm the association between
CDKN1C and LV function. This approach was chosen for its suitability
to small sample size [36], as it was the case for women in the rEF
group of the test cohort.

In bootstrap internal validation analyses, we observed that signifi-
cant markers of LV function differed between men and women. In
men, Nt-proBNP and CPK appeared to be the best predictors while in
women, CDKN1C, along with cTnT or CPK, showed the highest predic-
tive value. In women, Nt-proBNP had a poor if no incremental predictive
value, consistent with an insignificant OR in multivariable analyses (OR
95% CI 1.06 [0.55-2]). Accordingly to previous studies [37-39], levels of
Nt-proBNP were higher in women compared to men (Supplementary
Table 1, p < 0.001). This difference was observed only in the pEF
group. Furthermore, NT-proBNP was correlated with EF in men (r =
—0.26, p = 1.7 x 10 - 6) but not in women, which is consistent with
the weakness of this biomarker to predict LV function in women. The
absence of predictive value of Nt-proBNP in women in this cohort,
while significant in men (OR 95% CI 1.85 [1.37-2.47]), firstly speaks
against a general (i.e. equally in men and women) use of this biomarker
for risk stratification after AMI and secondly illustrates the need for
novel women-specific biomarkers. As biomarkers reflect the underlying
pathogenesis of the LV remodeling process which is significantly af-
fected by sex [40, 41], using sex-specific biomarkers would allow a
more accurate risk-stratification of the patients. From our data, it can
be suggested that CDKN1C might be one of these novel biomarkers.

From a clinical perspective, being able to accurately identify high risk
patients after AMI in a sex-specific manner would certainly represent a
step forward towards personalized medicine and would allow reducing
the economic burden of HF which is still expected to raise continuously
over the next decade [42].

From a technological perspective, utilization of CDKN1C in clinical
practice will require the development of in vitro diagnostic kits based
on the measurement of gene expression in blood samples. This is feasi-
ble, as shown for the Corus® CAD test which measures gene expression
levels in blood samples to evaluate the likelihood of obstructive coro-
nary artery disease in symptomatic non-diabetic patients [43]. Further
developments are required to achieve robust, accurate, fast and cost-
effective in vitro diagnostic kits. However, before engaging into
in vitro diagnostics development, the predictive value of CDKN1C will
have to be thoroughly validated in independent and adequately-sized
patient cohorts.

From a mechanistic perspective, sudden death of cardiomyocytes
after AMI triggers an inflammatory response which is essential for
healing [44]. If dysregulated, this inflammatory response contributes
to the development of LV dysfunction and HF. The lower expression of
CDKN1C - a cell cycle inhibitor [15] - in blood cells from patients with
rEF observed in the present study is consistent with blood cell prolifer-
ation and activation of inflammation, which may be excessive and may
induce LV remodeling leading to a rEF. Lower levels of CDKN1C in
rEF patients are also consistent with the higher levels of KCNQ10T1
levels observed in our previous study [12], since KCNQ10T1 silences
CDKN1C [45]. It could be argued that CDKN1C expression in blood sam-
ples may be a mere indication of the extent of inflammation and would
not provide any additional predictive information than blood cells
count. The absence of predictive value of leukocytes in multivariable
analyses and the unmodified association between CDKN1C and out-
come in females after adjustment with leukocytes count (multivariate
OR 0.31 [0.13-0.74]) compared to the unadjusted OR of 0.44 [0.23-
0.82] (Fig. 2C) argue against this possibility. The exact contribution of
CDKN1C in the impairment of LV function after AMI remains to be
fully characterized.

The main strength of our study relies on the confirmation of the sex-
specific predictive value of CDKN1C in two independent cohorts. Most
of presumed novel biomarkers did not reach clinical application due
to lack of proper validation. Nevertheless, further large-scale testing of
the predictive value of CDKN1C is needed. As far as limitations are

concerned, the low number of women, especially women with impaired
EF, certainly affected the statistical power of our study. The use of boot-
strap internal validation and validation in an independent cohort
allowed, to some extent, to compensate this hurdle. Furthermore,
changing the EF cut-off for patient classification in the validation cohort
is another drawback of the study. The selection of CDKN1C as a candi-
date sex-specific marker for this study was based on previous findings
of an association with the clustered gene KCNQ10T1 and LV function
after AMI [12], as well as its known association with gynecological
cancers [19-22] and AMI risk [18]. The other maternally-expressed
genes of the cluster (e.g. KCNQ1, SLC22A18 or PHLDA2) represent addi-
tional potential sex-specific markers that deserve to be investigated. It is
conceivable that other genes than CDKN1C may possess a predictive
value as well. It will be interesting in future studies to evaluate the in-
cremental value of panels of genes and not only single genes. Finally, se-
rial blood samples would be desirable to determine the evolution of the
expression levels of CDKN1C in the few hours and days following AMI.

5. Conclusion

We identified CDKN1C as a female-specific biomarker of LV function
after AMI. Further validation in independent patient cohorts is war-
ranted before engaging into the development of an in vitro diagnostic
test for risk stratification after AMI.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.ijcard.2018.07.042.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary table 1. Demographic and clinical features of all Ml patients of the test cohort

All Men Women P value pEF mrEF rEF P value
(N=447) (N=339, 75%) (N=109, 25%)  (Men vs women) (N=266, 59%) (N=141, 31%) (N=40, 10%) (PEF vs mrEF vs rEF)
Age, median (range), y 61 (30-91) 58 (30-88) 70 (35-91) <0.001 59 (30-91) 60 (30-89) 69 (37-86) 0.005
Sex, male, n (%) 338 (75) 197 (74) 113 (80) 28 (70) 0.259
Body mass index, median (range) 27 (18-51) 27 (18-51) 26 (19-47) 0.036 27 (19-47) 27 (18-51) 28 (19-35) 0.243
Blood cell counts at admission, median
(range)
White blood cells, x109/L 10.7 (1.1-29) 10.76 (1.1-29) 10.4 (3.1-94.7) 0,126 10.29 (1.1-29) 11.33 (4.9-29) 11.8 (4.8-21.7) <0.001
Neutrophils, % 74 (23.9-93.7) 74 (23.9-93.7) 75 (45.6-93.5) 0,086 73.2(23.9-935)  75.1(50.9-93.7)  79.7 (45.6-93.1) <0.001
Lymphocytes, % 16 (3.1-69.5) 16 (3.1-29.5) 15 (3.6-42) 0,429 17.8 (3.6-69.5) 15.05 (3.1-34.9) 12.9 (3.7-42) <0.001
Monocytes, % 6 (0.8-22) 6.3 (1.1-22) 5.6 (0.8-12.7) 0.002 6.2 (1.1-16.22) 6.05 (2.2-22) 5.8 (0.8-13.12) 0.313
Platelets, x109/L 234 (76-724) 230 (117-724) 245 (76-502) 0,043 234 (76-724) 239 (117-502) 231 (147-407) 0.68
Biomarkers, median (range)
CK, U/L 1497 (34-13038) 1631 (34-13038) 1368 (82-6799) 0.303 1206.5 (76-9574) 2402 (34-13038) 3339 (105-9363) <0.001
cTnT, ug/L 3.8 (0.01-26.9) 3.74 (0.02-25.66) 4.09 (0.01-26.9) 0.555 2.7 (0.01-25.6) 5.59 (0.03-26.9) 6.53 (0.19-24.3) <0.001
High-sensitivity CRP, mg/L 8.8 (0.3-333.4) 8.5 (0.3-333.4) 9.1 (0.91-292) 0,52 5.2 (0.3-292) 12.6 (.69-333) 18 (2.26-301) <0.001
Nt-proBNP, pg/mL 209 (5-35000) 156 (5-35000) 526 (35.7-15679) <0.001 161.9 (10.55-15679)  22.44 (5-35000)  745.4 (35.7-13977) <0.001
4-month EF, median (range), % 50 (15-89) 50 (15-89) 50 (20-81) 0.732 55 (50-89) 45 (40-49) 34.5 (15-39) <0.001
Medical history, n (%)
Previous Ml 49 (11) 43 (13) 6 (6) 0.035 23(9) 19 (13) 7(18) 0.108
Diabetes mellitus 97 (22) 70 (21) 27 (25) 0.422 50 (19) 32 (23) 15 (38) 0.031
Hypertension 215 (48) 159 (47) 56 (51) 0.442 130 (49) 60 (43) 25 (63) 0.07
Hypercholesterolemia 197 (44) 141 (42) 56 (51) 0.095 125 (47) 51 (36) 21 (53) 0.058
Smoking 205 (46) 159 (47) 45 (41) 0.32 120 (45) 74 (53) 11 (28) 0.017

Left ventricular function was determined by the 4-month ejection fraction (EF. pEF indicates preserved EF (EF>50%), mrEF indicates mid-range EF
(40%<EF<49%), rEF indicates reduced EF (EF<40%). White blood cell count and N-terminal pro-brain natriuretic peptide (Nt-proBNP) were determined

at reperfusion. Creatine phosphokinase (CPK), cardiac troponin T (cTnT) and high-sensitivity C-reactive protein (CRP) are peak values.



Supplementary table 2. Incremental predictive value of CDKNL1C in the test cohort

Group Combination AIC Wald Chi-square Likelihood ratio test

test (p value)
vs. clinical (p value)

All patients Clinical 748 7.07E-09
Clinical + CDKN1C 746 6.20E-09 0.053
Men Clinical 570 2.96E-06
Clinical + CDKN1C 571 5.01E-06 0.41
Women Clinical 174 7.95E-03
Clinical + CDKN1C 169 4.56E-03 0.006

The Akaike information criterion (AIC) is based on the estimation of the quality and the fit of each model. A
lower AIC reflects a better model, thereby, an improvement of prediction. The AIC has been calculated for
the clinical model (age, BMI, previous MI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, smoking, Ml type
(STEMI vs NSTEMI), ischemic time, leucocytes, N-terminal pro-brain natriuretic peptide, creatine
phosphokinase and cardiac troponin T) alone and after the addition of CDKN1C. The overall significance of
each model was assessed using the Wald Chi-square test and the two models were compared using the

likelihood ratio test. Analyses were performed in all patients, and in men and women separately.



Supplementary table 3: Demographic and clinical features of all M1 patients from the validation cohort.

All EF<50% EF>50% P value
(N=294) (N=118, 40%0) (N=176, 60%0)) (EF<50% vs EF>50%)
Age, median (range), y 60 (26-84) 63 (26-84) 58.5 (37-82) 0.061
Sex, male, n (%) 212 (72%) 87 (74%) 125 (71%) 0.69
Body mass index, median (range) 27.8 (20-50.6) 27.2 (20-50.6) 27.9 (21.5-46.8) 0.23
Blood cell counts at admission, median (range)
White blood cells, x109/L 10 (4.7-22.9) 10.8 (4.7-22.9) 9.6 (4.72-19.7) 1.2x10*
Neutrophils, % 72.7 (48.3-92.9) 74.2 (56.6-88.4) 71.3 (48.3-92.9) 7.3x10*
Lymphocytes, %o 17.2 (4-37) 16 (4.5-36) 18.3 (4-37) 6.1x10*
Monocytes, % 8.7 (2.5-16) 8.85 (3-16) 8.7 (2.5-15.1) 0.47
Platelets, x109/L 226 (3-542) 224 (56-542) 230 (3-453) 0.94
Biomarkers, median (range)
CPK, U/L 640 (37.7-16900 1010 (47.2-16900) 522 (37.7-7350) 2.7x10*
cTnT, pg/L 1.95(0.0075-17.8)  3.26 (0.0075-17.8)  1.43 (0.00968-8.78) 1.6x10*
hsCRP, mg/L 22.5 (0.63-422) 41 (0.97-422) 16.2 (0.63-226) 5.3x10”
Nt-proBNP, pg/mL 1710 (36.8-33700) 2620 (121-33700) 1300 (36.8-12900) 9.2x10°8
EF, median (range) 55 (18-71) 45 (18-50) 60 (51-71) 5.0x-104
Medical history, n (%0)
Previous Ml 8 (2.7%) 6 (5.1%) 2 (1.1%) 0.064
Diabetes mellitus 63 (21%) 36 (31%) 27 (15%) 2.3x10°®
Hypertension 153 (52%) 64 (54%) 89 (51%) 0.55
Hypercholesterolemia 40 (14%) 19 (16%) 21 (12%) 0.39
Smoking 202 (69%) 76 (64%) 126 (72%) 0.20

cTnT: cardiac troponin T; hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein.

Left ventricular function was determined by the ejection fraction (EF). Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide; CPK: creatine phosphokinase;



Supplementary table 4: Demographic and clinical features of male Ml patients from the validation cohort

All EF<50% EF>50% P value
(N=212) (N=87, 41%) (N=125, 59%)) (EF<50% vs EF>50%)
Age, median (range), y 57 (26-84) 57 (26-84) 57 (37-82) 0.46
Body mass index, median (range) 27.8 (20-48) 27.4 (20-48) 28.2 (22.1-46.8) 0.21
Blood cell counts at admission, median (range)
White blood cells, x109/L 10 (4.7-22.5) 10.5 (4.7-22.5) 9.6 (4.72-19.7) 2.3x10°8
Neutrophils, % 72.4 (48.3-90.4) 73.8 (56.6-88.4) 70.6 (48.3-90.4) 5.9x10°3
Lymphocytes, % 17.2 (4.3-37) 16.2 (4.5-36) 18.1 (4.3-37) 6.2x10°3
Monocytes, % 9.1 (2.5-16) 9.2 (3-16) 9(2.5-15.1) 0.32
Platelets, x109/L 221 (3-538) 220 (56-538) 225 (3-444) 0.43
Biomarkers, median (range)
CPK, U/L 640 (37.7-16900) 1130 (92.7-16900) 465 (37.7-7350) 4.9x10*
cTnT, ug/L 2.39 (0.0205-17.8) 3.4 (0.0205-17.8) 1.21 (0.0226-8.78) 2.4x10°
hsCRP, mg/L 23.6 (0.63-422) 40.9 (1.03-422) 17.1 (0.63-226) 3.7x10°
Nt-proBNP, pg/mL 1380 (36.8-33700) 2190 (121-33700) 1130 (36.8-12000) 1.0x10°
EF median (range) 54 (18-70) 45 (18-50) 60 (51-70) 2.8x10%
Medical history, n (%0)
Previous Ml 7 (3.3%) 5 (5.7%) 2 (1.6%) 0.13
Diabetes mellitus 39 (18%) 21 (24%) 18 (14%) 0.10
Hypertension 107 (50%) 47 (54%) 60 (48%) 0.41
Hypercholesterolemia 29 (14%) 15 (17%) 14 (11%) 0.23
Smoking 163 (77%) 67 (77%) 96 (77%) 1.00

cTnT: cardiac troponin T; hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein.

Left ventricular function was determined by the ejection fraction (EF). Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide; CPK: creatine phosphokinase;



Supplementary table 5: Demographic and clinical features of female MI patients from the validation cohort

All EF<50% EF>50% P value
(N=82) (N=31, 38%0) (N=51, 62%)) (EF<50% vs EF>50%)
Age, median (range), y 67 (40-84) 71 (42-84) 63 (40-81) 6.4x10-3
Body mass index, median (range) 27.3 (20.4-50.6) 27.1 (20.4-50.6) 27.6 (21.5-43.6) 0.65
Blood cell counts at admission, median (range)
White blood cells, x109/L 10.1 (5.9-22.9) 11.4 (5.9-22.9) 9.6 (6.02-18.6) 0.016
Neutrophils, % 73.2 (56.2-92.9) 76.2 (63-87.9) 72.9 (56.2-92.9) 0.033
Lymphocytes, % 17.2 (4-33.6) 13.8 (6-25.6) 18.9 (4-33.6) 0.036
Monocytes, % 8.2 (3.1-12.6) 7.8 (4.7-10.4) 8.3 (3.1-12.6) 0.80
Platelets, x109/L 256 (86-542) 282 (177-542) 243 (86-453) 0.20
Biomarkers, median (range)
CPK, U/L 614 (47.2-4030) 965 (47.2-4030) 562 (52-3230) 0.22
cTnT, ug/L 1.56 (0.0075-6.08)  0.488 (0.0075-5.13)  1.65 (0.00968-6.08) 0.44
hsCRP, mg/L 19.7 (0.97-203) 44.8 (0.97-203) 14.6 (1.65-174) 0.038
Nt-proBNP, pg/mL 2390 (41.3-22700) 4850 (292-22700) 1770 (41.3-12900) 2.2x10*
EF, median (range) 55.5 (20-71) 45 (20-50) 60 (52-71) 3.5x10%4
Medical history, n (%0)
Previous Ml 1 (1.2%) 1(3.2%) 0 (0%) 0.38
Diabetes mellitus 24 (29%) 15 (48%) 9 (18%) 5.3x10°%
Hypertension 46 (56%) 17 (55%) 29 (57%) 1.00
Hypercholesterolemia 11 (13%) 4 (13%) 7 (14%) 1.00
Smoking 39 (48%) 9 (29%) 30 (59%) 0.012

Left ventricular function was determined by the ejection fraction (EF). Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide; CPK: creatine phosphokinase;

cTnT: cardiac troponin T; hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein



Supplementary Methods

Measurement of CDKN1C expression in the test cohort

Total RNA extraction. Total RNA was extracted from PAXgene™ blood RNA tubes using the PAXgene™
blood RNA kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) according to the manufacturer’s instructions. All RNA samples
underwent a purification and concentration step using the RNeasy® MinElute™ kit (Qiagen). In order to avoid
contamination with genomic DNA, the extraction process included a DNase | treatment. RNA concentration
was determined using the spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop® Technologies, Wilmington, USA), and
RNA integrity was checked with the 2100 Bioanalyzer® apparatus (Agilent Technologies, Massy, France)

using the RNA 6000 Nano chips.

Reverse transcription. 1pug of RNA was reverse transcribed to complementary DNA using the Superscript 11
reverse transcription kit (Life technologies, Belgium). To check a potential contamination with genomic DNA,

a control containing RNA and lacking the reverse transcriptase was performed.

Quantitative PCR. The primers amplifying CDKN1C were designed using the Beacon Designer software
(Premier Biosoft, USA) and their specificity was checked through melting curve analysis and sequencing of
the PCR product. The quantitative PCR was run in a CFX96 thermocycler with the IQ™ SYBR® Green
Supermix (BioRad, Nazareth, Belgium). CDKN1C expression was normalized using the splicing factor 3a
subunit 1 (SF3A1) as a housekeeping gene with the AACt method using the CFX manager 2.1 software which

takes into account primers efficiency.



Supplementary Figures

Supplementary figure 1. Univariate analyses. The association between demographic and clinical parameters
of patients, and expression levels of CDKN1C, with LV dysfunction at 4 months was assessed with univariate
ordinal regression in all patients (A), and in men (B) and women (C) separately. Odds ratios (OR) with 95%
confidence intervals (CI) are shown. X axis is in log scale. BMI: body mass index; CI: confidence intervals;
CPK: creatine phosphokinase; MI: myocardial infarction; Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic

peptide; OR: adds ratios.
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Supplementary figure 2. Bootstrap internal validation showing the percentage of times, over 150 bootstrap
samples, that a cardiac biomarker or CDKN1C has been selected as providing the best improvement of the
prediction of the clinical model, based on decreased Akaike information criterion (AIC). The variables
included in the clinical model were age, BMI, previous MI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia,
smoking, Ml type (STEMI vs NSTEMI), ischemic time, and leucocytes. The bootstrap was conducted in all
patients (A), and in men (B) and women (C) separately. CPK: creatine phosphokinase; cTnT: cardiac Troponin

T; Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide.
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Etude N°1 : Identification d’une combinaison de trois génes capables d’améliorer la

prédiction de la fonction ventriculaire aprés un IDM

L’objectif de cette étude était de valider la capacité de cing génes, exprimés par les
cellules sanguines, a prédire la FV aprés un IDM. Nous avons identifié une combinaison de 3
génes (TNXB, TGFBR1 et LTBP4) améliorant la valeur prédictive des marqueurs actuels.
L’association de ces genes avec la FV a été observée dans des études préalables montrant le
potentiel des cellules sanguines comme réservoir de biomarqueurs transcriptomiques [232-
236, 264]. La limite principale de ces études était le nombre réduit de patients. Nous avons
validé cette association dans un grand nombre de patients.

Les cellules sanguines représentent une source non-invasive et facilement accessible
de biomarqueurs transcriptomiques. De plus, le développement des systémes de prélévement
de sang permettant la stabilisation des ARNs tels que les tubes PAXgene® a rendu pratique
I’utilisation des échantillons sanguins pour des études transcriptomiques, méme quand ces
derniers ne peuvent pas étre traités dans I’immédiat. Et plus important encore, les cellules
sanguines seraient capables de refléter ce qui se passe dans le cceur. Dans un modéle
d’hypertension, les cellules sanguines subissaient les mémes modifications transcriptomiques
que les cardiomyocytes [230]. De plus, Wingrove et ses collegues ont montré que
I’expression génique des PBMC corrélait avec la sévérité de la coronaropathie [231]. Aprés
un IDM, les cellules immunitaires s’infiltrent dans le site ischémique et contribuent
activement au processus de cicatrisation. La réception des signaux du stress par les cellules
sanguines aboutirait probablement a des modifications transcriptomiques requises pour
optimiser la contribution de ces dernieres a la cicatrisation. Toute dérégulation conduisant a
un RVG délétére telle qu’une inflammation exagérée ou un dépot excessif de MEC, pourrait
étre tres precocement révélée par les cellules sanguines. Dans cette étude, nous avons observé
une modulation des genes, principalement impliqués dans la fibrose. Cette modulation était
en faveur d’un dépot excessif de MEC chez les patients ayant développé une dysfonction

ventriculaire.

LTBP4 code pour la protéine LTBP4 (latent TGFp protein 4) qui a comme fonction

principale de sequestrer TGFf sous sa forme inactive au niveau de la MEC [273]. La
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protéolyse de LTBP4 engendre la libération de TGF et I’induction des voies de signalisation
notamment celles associées a la fibrose [273]. Un taux d’expression réduit de LTBP4 chez les
patients avec une dysfonction ventriculaire pourrait suggerer une activation exagéree de
TGFp et par conséquent une fibrose excessive. D’un autre co6té, une surexpression dans le
géne codant pour le récepteur du TGFB (TGFBR1) a été observée chez ces patients,
renforgant ainsi le réle pro-fibrotique du TGFp dans le RVG. TNXB code pour la ténascine
XB, un membre de la famille des ténascines qui sont des protéines de la MEC [274]. Une
déficience au niveau de cette protéine semble étre cardio-protectrice en inhibant la rigidité
vasculaire [275]. De plus, I’inhibition de cette protéine dans un modele de cardiomyopathie a
amelioré la FV [276]. Malgré que ce géne ne soit pas différentiellement exprimé entre les
deux groupes de FE, il était positivement associé avec la dysfonction ventriculaire ce qui
serait en concordance avec la fonction de cette protéine. Une surexpression de ce géne serait

responsable d’un dépdt excessif de MEC induisant une fibrose ventriculaire.

Nous avons utilisé dans cette étude des méthodes statistiques permettant 1’isolation
des combinaisons de biomarqueurs avec la meilleure valeur prédictive. Dans cette étude, nous
avons utilis¢ I’AIC a la place de ’AUC, comme I’AIC est mieux adapté aux analyses
multivariées en pénalisant le modele suivant le nombre de variables explicatives. De plus,
nous avons utilisé le bootstrap comme méthode de validation interne. Cette méthode permet
de déterminer la combinaison incluant le nombre le plus faible de genes avec la meilleure
valeur prédictive. Cette technique est basée sur la comparaison des AIC. L’addition des trois
génes LTBP4, TNXB et TGFBR1 au modéle clinique était suffisante et nécessaire pour

obtenir la meilleure prédiction.

Le biomarqueur idéal permettant I’identification des patients a risque de développer
un RVG n’a pas encore été découvert. Les peptides natriurétiqgues BNP et NT-proBNP, qui
représentent les biomarqueurs pronostics préférentiels apres un IDM, ont montre de
nombreuses failles. Ces derniers sont affectés par plusieurs facteurs tels que 1’age, le sexe,
I’obésité et la fonction rénale [186-189, 277] altérant la précision de leur capacité
pronostique. D’un autre coté, le temps de dosage permettant la meilleure prédiction du RVG
reste encore a déterminer pour ces biomarqueurs, étant donné les fluctuations importantes des
taux circulants de BNP apres un IDM [185].
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La découverte de biomarqueurs permettant d’identifier les patients a risque du RVG
suffisamment précocement permettrait de réduire I’incidence de I’IC, qui représente une des
premiéres causes de mortalité et d’hospitalisation, notamment parmi les personnes agees
[278]. Les patients & risque recevraient une prise en charge plus personnalisée, en leur offrant
un suivi plus intensif, en s’assurant de leur adhérence aux thérapies, au programme de

réadaptation cardiaque, ainsi que 1’adoption d’un mode de vie adapté.

Dans notre laboratoire, nous étudions le potentiel des entités d’ARN aussi bien
codantes que non-codantes pour prédire le risque de MCV. L’amélioration de la prédiction de
ces pathologies nécessite une meilleure compréhension des leurs mécanismes. L’émergence
des techniques de transcriptomique a haut débit plus robustes et plus fiables telles que le
séquencage de nouvelle génération et la puce @ ARN a permis une meilleure compréhension
des MCV au niveau moléculaire et la découverte de biomarqueurs transcriptomiques qui
pourraient représenter de futurs biomarqueurs CV [279]. En supplément des biomarqueurs de
nature protéique, les biomarqueurs transcriptomiques ajoutent un niveau d’information

complémentaire permettant une meilleure caractérisation des MCV [279].

La validation des 3 génes prédicteurs dans d’autres cohortes pourrait mener au
développement d’un kit diagnostic. Il est a reconnaitre qu’un nombre trés limité de
biomarqueurs transcriptomiques a évolué vers la clinique [280]. Deux tests utilisés en
clinique ont montré 1’utilité des biomarqueurs transcriptomiques dans la prise en charge des
MCV. Le test Corus® CAD a déja été adopté pour le diagnostic de la coronaropathie et la
détermination des différents stades de cette maladie [281, 282]. Ce test est basé sur la mesure
de 23 genes dans le sang total des patients soupgonnés d’avoir une coronaropathie [281, 282].
Un autre test baptisé AlloMap® est utilisé pour la détection des patients a risque de rejet
apres transplantation cardiaque [283, 284]. Ce test, basé sur la mesure de 11 génes exprimés
par les cellules sanguines, a permis de réduire la procédure invasive de biopsies

endomyocardiques.

Le facteur majeur empéchant 1’aboutissement des biomarqueurs transcriptomiques en

clinique est le manque de validation indépendante de ces biomarqueurs [280]. La mesure de
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ces biomarqueurs par gPCR est conditionnée par des étapes d’extraction d’ARN et de
transcription inverse nécessitant des réactifs et des machines qui pourraient induire des biais
et des variabilités inter-laboratoires. D’autres limitations de la qPCR sont la conception des
amorces ainsi que 1’étape de normalisation [247]. Pour une utilisation optimale des
biomarqueurs transcriptomiques, il est important de standardiser les étapes de prélevement
des échantillons, de préparation d’ARN et de mesure de 1’expression génique. Il serait ideal
d’utiliser des techniques de quantification absolue indépendante des étapes de préparation

d’ ARN et de normalisation.
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Etude N°2 : Différences hommes-femmes au niveau de la valeur prédictive post-IDM

des biomarqueurs cardiaques

Nous avons étudié 1’effet du sexe sur la capacité des biomarqueurs cardiaques NT-

proBNP, CK et cTnT a prédire la dysfonction ventriculaire et la mortalité post-IDM.

Les résultats obtenus doivent étre interprétés avec précaution pour plusieurs raisons :
1) le faible nombre de femmes, notamment dans le groupe avec une FEr (N=28), 2)
I’association des biomarqueurs n’a été étudiée que pour un seul temps de prélévement
sanguin (revascularisation pour NT-proBNP et valeurs maximales pour cTnT et CK) ce qui
n’exclurait pas 1’obtention de résultats différents a d’autres temps, 3) nous n’avons pas utilisé

la fraction cardio-spécifique de la CK (CK-MB) pour cette analyse.

Conformément aux études préalables, les niveaux de NT-proBNP étaient plus élevés
chez les femmes par rapport aux hommes [3, 10, 189]. Cette différence serait expliquée par
I’effet stimulateur des estrogénes sur les peptides natriurétiques ainsi que le faible taux
d’hémoglobine chez les femmes [3, 189]. De nombreuses études ont montré la capacité du
BNP et NT-proBNP a prédire le RVG aprés un IDM [2]. Cependant, la majorité de ces études
incluait moins de 100 patients et aucune n’a analysé cette capacité prédictive distinctement
chez les femmes et les hommes. Nous avons trouvé dans notre cohorte que les taux de NT-
proBNP, mesurés au moment de 1’angioplastie coronaire, étaient capables de prédire la
dysfonction ventriculaire chez les hommes mais pas les femmes. Le test d’interaction entre le
NT-proBNP et le sexe ne s’est pas révélé significatif, ce qui suggére que la capacité
prédictive du NT-proBNP n’est pas spécifique des hommes mais serait plus forte dans ce
groupe. Néanmoins, les leucocytes comptés au moment de la revascularisation étaient un
prédicteur indépendant de la dysfonction ventriculaire specifiqguement chez les hommes.
Cette observation a été confirmée par un test d’interaction avec le sexe significatif. Les
leucocytes étaient associés avec le risque d’IC chez les hommes mais pas les femmes dans

une étude de population générale [285].

La capacité pronostique du NT-proBNP et de son peptide actif BNP a été comparée

entre les femmes et les hommes souffrant d’IC et a montré des résultats controversés. Dans
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I’étude Get With The Guidelines-Heart Failure incluant presque 100 000 patients [10], le
BNP était capable de prédire la mortalité hospitaliére similairement chez les femmes et les
hommes. Dans une autre cohorte japonaise incluant 800 patients, la capacité du BNP a
prédire la mortalité CV ou le risque de survenue d’un événement CV a été spécifique des
hommes [286]. Similairement, le NT-proBNP était capable de prédire la mortalité ainsi que le
risque d’hospitalisation spécifiquement chez les hommes, et ce dans une cohorte coréenne de
14000 patients [287].

Les taux de cTns et de CK sont connus pour étre plus faibles chez les femmes [11,
85]. Dans notre étude, les valeurs maximales de ces biomarqueurs étaient comparables entre
les deux sexes. De plus, dans le modele multivarié, CK était associée avec la dysfonction
ventriculaire chez les hommes alors que cTnT présentait une association significative chez les
femmes. L’association de CK et ¢cTn avec le RVG a été 1’objectif de plusieurs études sauf que
la différence entre les deux sexes n’a pas été analysée [197, 198, 288]. Néanmoins, d’autres
études ont montré une association spécifique de cTns chez les femmes. Dans une étude de
population générale incluant 4400 individus, la capacité de hs-Tnl a prédire la mortalité CV
était plus importante chez les femmes [289]. Cette valeur pronostique de la cTnl serait
attribuée a sa capacité a prédire le risque d’IDM, plus que I’IC [290]. Comme le RVG est une
des conséquences majeures de 1I’IDM, la cTnl pourrait partiellement refléter le risque du
RVG. En outre, dans I’é¢tude TACTICS-TIMI 18 (Treat Angina with Aggrastat and determine
Cost of Therapy with an Invasive or Conservative Strategy—Thrombolysis In Myocardial
Infarction 18) incluant des patients avec IDM [84], la cTn était capable de prédire le risque de
récidive d’IDM chez les femmes mais pas les hommes. Ces études pourraient suggérer que
I’association de c¢Tn avec I’IDM est plus importante chez les femmes et corroborent 1’utilité

de ce biomarqueur pour prédire la FV spécifiguement chez les femmes.

L’association de la cTnT avec la dysfonction ventriculaire dans notre étude a
uniquement était observée pour la ¢cTnT mesurée par 1’ancienne technique (= non ultra-
sensible). Aucune association n’a été observée avec la hs-TnT aprés ajustement avec les
facteurs de risque, aussi bien chez tous les patients que chez les femmes. Etant donné que la
hs-TnT n’a été mesurée que chez la moitié des patients (N = 315), cette absence d’association

pourrait étre justifiée par une altération de la puissance statistigue notamment chez les
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femmes (N = 75). Néanmoins, le diabete était associé avec la dysfonction ventriculaire
specifiquement chez les femmes. Des études préalables ont montré que les femmes souffrant
de diabete et de maladies coronariennes avaient plus de risque de mortalité et d’IC par
rapport aux hommes [291-293]. Cette observation suggere que les femmes diabétiques avec

IDM nécessitent une prise en charge plus rapprochee.

Nous avons egalement analysé la capacité de ces biomarqueurs cardiaques a prédire le
risque de mortalité apres un IDM distinctement chez les femmes et les hommes. Tout
d’abord, nous avons trouvé dans 1’analyse univariée que le sexe était significativement
associé avec la mortalité aprés un IDM. L’ajustement avec 1’age seul suffisait pour supprimer
cette association, ce qui est en accord avec les études préalablement réalisées [92, 93].
Aucune association n’a été observée entre les trois biomarqueurs et la mortalité post-IDM
dans I’analyse multivariée aussi bien chez les femmes que les hommes. Dans 1’étude
TACTICS-TIMI 18, les trois marqueurs étaient capables de prédire le risque de mortalité post-
IDM chez les deux sexes [84]. L’absence d’association dans notre cohorte pourrait étre
justifiée par le nombre plus faible de patients (608 versus 1800 dans 1’étude TACTICS-TIMI
18).

Nous reconnaissons que notre étude a inclus un nombre réduit de patients, notamment
parmi les femmes, ce qui implique la nécessité de valider ces résultats dans un groupe plus
grand de patients. Néanmoins, elle renforce 1’idée que les biomarqueurs cardiaques devraient
étre utilisés de facon différente chez les hommes et les femmes. Malgré les nombreuses
études publiées sur la capacité de ces biomarqueurs a prédire le RVG, aucune n’a évalué la
différence entre les femmes et les hommes. Notre étude suggere alors que le NT-proBNP
serait probablement moins associé avec la dysfonction ventriculaire chez les femmes et que la

cTn serait un meilleur prédicteur chez ce groupe.
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Etude N°3 : Identification du géne CDKN1C comme un biomarqueur de la fonction

ventriculaire apres un IDM spécifiguement chez les femmes

Cette étude a montré I’association du gene CDKN1C mesuré au moment de la
revascularisation avec la FV évaluée lors du suivi (4 mois). Cette association était spécifique
des femmes. A notre connaissance, CDKN1C représente le premier biomarqueur féminin de
la FV aprés un IDM. Néanmoins, quelques biomarqueurs féminins des MCV ont été mis en
évidence, dont le plus connu est la proneurotensine qui était capable de prédire la mortalité

CV spécifiquement chez les femmes [257, 259].

Aprés un IDM, des différences ont été observées entre les deux sexes au niveau des
processus associés avec le RVG tels que I’inflammation, la dégradation et le depot de la MEC
ainsi que I’hypertrophie des cardiomyocytes [9, 125, 126, 134, 135], aboutissant a des
différences au niveau de la morphologie et de la fonction cardiaque. Etant donné que les
biomarqueurs reflétent les mécanismes sous-jacents du RVG, une meilleure prédiction
nécessite la prise en considération de ces différences et la découverte de biomarqueurs dotés
de capacité prédictive comparable entre les deux sexes, ou idéalement, des biomarqueurs
spécifiques a chaque sexe. Les différences observées au niveau du RVG entre les femmes et
les hommes seraient originaires d’une modulation différente de 1’expression génique [154],
suggérant ainsi [’utilit¢ des biomarqueurs transcriptomiques comme biomarqueurs

spécifiques a chaque sexe.

La dichotomisation des patients en fonction de leur FE n’a pas été la méme dans la
cohorte LUCKY et celle de validation. Dans la cohorte LUCKY, nous avons adopté la
derniére classification mise en place par la Société Européenne de Cardiologie [138], qui
divise les patients en trois groupes. Nous reconnaissons que cette classification est dédiée aux
patients avec une IC aigue ou chronique non pas a ceux souffrant d’'un RVG ou d’une
dysfonction ventriculaire. Nous avons adopté cette classification afin de raffiner I’analyse de
I’association de CDKNI1C avec la FV. Quant & la cohorte de validation, les patients ont été
répartis en seulement deux groupes. La répartition de cette cohorte en 3 groupes aurait géneré
un nombre trés faible de patients dans le groupe de FEr (EF<40%), notamment parmi les

femmes (N =5), ce qui aurait significativement altéré la puissance statistique de 1’analyse.
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Conformément a ce qui a été observé dans 1’étude précédente, le NT-proBNP n’était
pas capable de prédire la dysfonction ventriculaire chez les femmes, imposant le besoin de
découvrir un biomarqueur capable de prédire la FV équitablement chez les femmes et les
hommes ou des biomarqueurs spécifiques a chaque sexe. D’aprés cette étude, CDKN1C

pourrait constituer un tel marqueur pour les femmes.

Nous reconnaissons [’absence d’étude mécanistique ¢lucidant I’implication de
CDKNU1C dans le processus du RVG. Comme la modulation de CDKN1C dans le sang a éte
observée en phase aigie aprés un IDM, nous postulons que CDKN1C aurait un role dans la
réponse inflammatoire succédant I’IDM. CDKNI1C, en tant que gene codant pour un
inhibiteur du cycle cellulaire, aurait probablement un réle dans la prolifération des cellules
inflammatoires. Les femmes ayant une expression réduite de CDKN1C auraient une
prolifération plus importante des cellules immunitaires aboutissant a une réponse
inflammatoire exagérée et donc a un RVG délétere. L’ajustement de 1’expression de
CDKNI1C avec le nombre de leucocytes n’a pas modifié¢ I’association de ce géne avec la FV,
ce qui n’est pas en accord avec cette hypothése. Néanmoins, CDKNI1C pourrait moduler la
prolifération d’un seul sous-type de cellules immunitaires. La mesure de 1’expression de
CDKNL1C dans les différents sous-types de cellules immunitaires a montré que ce gene était
principalement exprimé par les monocytes (résultats non publiés). L’ajustement de
I’expression de CDKNIC par le nombre de monocytes pourrait probablement masquer
I’association spécifique chez les femmes, suggérant que ce géne contribuerait au processus du
RVG chez les femmes a travers I’induction de I’immunité innée et ce en favorisant la

prolifération des monocytes.

Le nombre faible de femmes, notamment dans le groupe avec FEr, représente une
limitation majeure de notre étude. L’utilisation de la méthode de validation interne bootstrap
ainsi que la validation indépendante ont permis de compenser, au moins en partie et de
maniere tout a fait mathématique, cette limitation. De plus, la sélection de CDKN1C basée
sur I’étude préalable montrant I’association du IncARN KCNQ1OT]1 avec le RVG [254] ainsi
que I’association de CDKNIC avec le risque d’IDM [269] et sa modulation par les estrogénes

[272], constitue en elle-méme un biais pour cette étude. L’association des autres génes du
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cluster avec la FV et leur capacité a stratifier les patients d’une maniere spécifique a chaque

sexe méritent d’étre également étudiées.
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L’identification des patients a risque du RVG aprés in IDM permettrait une prise en
charge plus personnalisee ainsi qu’une meilleure adaptation du suivi et des thérapies.
Néanmoins, le (ou les) biomarqueur idéal capable de prédire le risque du RVG apres un IDM
n’a pas encore été découvert. Les avancées des technologies transcriptomiques ont permis
une meilleure compréhension des MCV au niveau moléculaire ainsi que la caractérisation de
signatures d’expression génique pouvant étre utilisées comme biomarqueurs CV. Malgré le
nombre tres faible de biomarqueurs transcriptomiques ayant atteint la clinique, le potentiel de

cette famille de biomarqueurs ne peut pas étre néglige.

Le développement des kits de diagnostic basés sur I’expression génique nécessiterait
tout d’abord une validation des biomarqueurs transcriptomiques dans des cohortes
indépendantes incluant un nombre conséquent de patients. Cette validation n’est garantie que
par la standardisation des protocoles de prélevement d’échantillons, des techniques de
préparation d’ARN et de mesure de I’expression génique. De plus, il est important de prendre
en considération les variables capables de modifier I’expression génique indépendamment de
la pathologie en question telles que 1’age, le sexe, le tabagisme, les médicaments et les agents
polluants [280]. D’un autre coté, I’empreinte transcriptomique change en fonction du temps,
ce qui fait que la capacité prédictive ou diagnostique d’un biomarqueur transcriptomique est
impactée par le moment de sa mesure. Les cellules sanguines représentent une source
pratique et non-invasive de biomarqueurs transcriptomiques et sont applicables au

développement de Kits de diagnostic moléculaire utilisables en clinique.

Pour la majorité des biomarqueurs du RVG post-IDM, la comparaison de la valeur
prédictive entre les femmes et les hommes n’a pas été effectuée. Cela pourrait étre expliqué
par la faible incidence d’IDM chez les femmes par rapport aux hommes (ratio femmes :
hommes 1:3) ce qui engendre une sous-représentation des femmes dans les études.
Néanmoins, les maladies coronariennes tuent autant de femmes que d’hommes [1], ce qui
confirme le besoin de biomarqueurs qui fonctionnent équitablement chez les deux sexes, ou

idéalement, des biomarqueurs spécifiques a chaque sexe.

La caractérisation de D’effet du sexe sur les MCV permettrait une meilleure

compréhension de ces pathologies ainsi qu’une prise en charge plus efficace et personnalisée
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des deux sexes. Le sexe doit étre pris en considération lors du développement de nouveaux
médicaments, dans la définition de nouvelles directives et la découverte de nouveaux
biomarqueurs. Plusieurs organisations et journaux scientifiques reconnaissent I’importance et
la nécessité¢ d’étudier I’effet du sexe et requierent I’inclusion de cette variable dans la
conception des études. Depuis 2014, le NIH (National Institutes of Health) a développé une
politique requérant le respect de la parité dans les études précliniques incluant aussi bien des
animaux que des cellules [294]. L’inclusion du sexe dans les travaux de recherche et
d’innovation représente un des objectifs du programme de recherche européen Horizon 2020

[295].

Ce travail de these s’est alors penché sur 1’étude des biomarqueurs capables de prédire
la dysfonction ventriculaire aprés un IDM. Il a renforcé le concept que les biomarqueurs
cardiaques, notamment NT-proBNP et c¢Tns, doivent étre utilisés différemment chez les
femmes et les hommes. Nous avons également mis en évidence un nouveau biomarqueur
potentiellement capable de prédire la dysfonction ventriculaire spécifiquement chez les

femmes.

Dans la premiére étude, nous avons mis en évidence une combinaison de trois genes
(LTBP4, TGFBR1 et TXNBI) capables d’améliorer la valeur prédictive d’un modele clinique

incluant les facteurs de risque et marqueurs traditionnels.

Avant de pouvoir considérer ['utilisation de ces biomarqueurs en clinique, il faut
procéder a leur validation dans d’autres cohortes de patients indépendantes. Bien que les
fonctions de ces genes permettent d’émettre des hypotheses quant a leurs roles potentiels
dans le processus du RVG délétere, il serait intéressant de mener des expériences in vitro et
in vivo permettant de clarifier leur contribution a ce processus. La sélection des cing genes
était basée sur des criteres bien précis. Dans le futur, nous souhaiterions valider d’autres

genes qui s étaient avérés associés avec le FV lors d’études préliminaires.
Dans la seconde étude, nous avons montré que les biomarqueurs cardiaques NT-

proBNP, cTnT et CK ne prédisaient pas le risque de dysfonction ventriculaire de maniére

équitable chez les deux sexes. NT-proBNP était associé avec la dysfonction ventriculaire plus
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chez les hommes alors que la ¢TnT était le seul biomarqueur cardiaque associ¢ avec la FV

chez les femmes.

Ici encore, si ces observations sont validées dans d’autres cohortes de patients, il
serait envisageable de sensibiliser les cliniciens sur la capacité des marqueurs cardiaques a
prédire la dysfonction ventriculaire post IDM chez les hommes et les femmes séparéement. 11
sera imperatif de tester plusieurs temps de mesure de ces biomarqueurs, étant donné que leur
capacité prédictive est considérablement affectée par le temps. Dans cette étude,
[’association de la cTnT, mesurée par la technique hypersensible, avec le RVG n’a pas été
observée, ce qui pourrait étre expliqué par le relativement faible nombre de patients pour
lesquels la hs-TnT a été mesurée. 1l serait intéressant de comparer la capacité prédictive de

la hs-TnT dans une cohorte incluant un plus grand nombre de patients.

La derniére étude a permis la mise en évidence d’un nouveau biomarqueur appelé
CDKNIC qui est associé¢ a la dysfonction ventriculaire post-IDM, spécifiquement chez les

femmes.

Bien que [’association entre CDKNIC et la dysfonction ventriculaire post IDM ait été
validée dans deux cohortes indépendantes, le nombre faible de femmes dans les deux
cohortes impose d’autres validations incluant un nombre plus conséquent de patients, et donc
de femmes. Des expériences complémentaires sont requises afin d’évaluer la contribution de
ce gene dans le RVG délétere, ce qui permettrait peut-étre de comprendre la différence
d’association avec le RVG entre les deux sexes. Nous avons émis [’hypothese que CDKNIC
régulerait la prolifération des cellules immunitaires, en réponse a I'IDM, différemment chez
les hommes et les femmes. Des expériences vérifiant cette hypothése ont été initiées dans le
laboratoire. D’un autre coté, CDKNIC a été sélectionné parmi les autres genes de son
cluster en se basant sur son association avec I’IDM et sa modulation par les estrogenes. Il
serait intéressant de mesurer les autres genes du cluster et d’analyser leur association avec

la FV.
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RESUME

Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de mortalité dans le monde. Les coronaropathies
ischémiques dont I’infarctus du myocarde (IDM) sont responsables de la moitié de ces déces. Aprés un
IDM, le cceur met en place un processus de cicatrisation afin de pallier la mort des cardiomyocytes et la
perte de contractilité. S’il est dérégulé, ce processus peut conduire a un remodelage ventriculaire gauche
(RVG) deletere qui altére la fonction ventriculaire (FV) et prédispose a I’insuffisance cardiaque. La
découverte de nouveaux biomarqueurs capables de predire le risque du RVG pourrait permettre
d’améliorer la prise en charge des patients a risque et ainsi de réduire 1’incidence de I’insuffisance
cardiaque. De nombreuses différences ont été mises en évidence entre les hommes et les femmes avec
IDM, et ce au niveau de la pathophysiologie, des symptomes, des biomarqueurs et méme du processus du
RVG. Ces differences impliquent le besoin de découvrir des biomarqueurs spécifiques a chaque sexe ou
d’utiliser les biomarqueurs actuels difféeremment chez les femmes et les hommes. L’objectif de ce travail
de thése a été de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs de la FV apres un IDM. Nous nous
sommes particulierement intéressés aux différences homme-femme dans les capacités prédictives de ces
biomarqueurs.

La premiére étude a eu pour objectif de valider I’association de cing génes avec la FV apres un IDM
¢tablie lors d’études préliminaires. Une combinaison de trois génes (LTBP4, TGFBR1 et TNXB) a été
identifiée comme étant capable d’améliorer la prédiction de la dysfonction ventriculaire par les marqueurs
actuels. Dans un second temps, nous avons montré dans une cohorte nationale d’IDM que le peptide
natriurétique NT-proBNP n’était pas capable de prédire la FV chez les femmes alors que la troponine
cardiaque était associée avec la dysfonction ventriculaire dans ce groupe. Dans une troisiéme étude, nous
avons mis en évidence I’association entre le géne CDKNI1C et la dysfonction ventriculaire spécifiquement
chez les femmes.

En conclusion, nos études contribuent a la découverte de nouveaux biomarqueurs du RVG post-IDM et
attirent I’attention sur les différences hommes-femmes pour 1’utilisation de ces biomarqueurs vers une
médecine personnalisée.

Mots clés : infarctus du myocarde — biomarqueur — gene - sexe — remodelage ventriculaire gauche

ABSTRACT

Cardiovascular disease is the first cause of mortality worldwide. Ischemic heart diseases among which
myocardial infarction (Ml), are responsible for half of these deaths. In order to cope with the loss of
cardiomyocytes after MI and to attenuate the alteration of contractility, a repair process is implemented
in the heart. If this repair process is dysregulated, it could lead to a maladaptive left ventricular remodeling
(LVR) altering LV function and leading to heart failure. The discovery of novel biomarkers able to predict
accurately the risk of LVR could lead to a better management of the patients at risk and reduce the
incidence of heart failure. Many differences have been highlighted between men and women with MI,
regarding the pathophysiology, the symptoms, levels of cardiac biomarkers and the process of LVR. These
differences imply the discovery of novel sex-specific biomarkers for LVR prediction or the use of the
known biomarkers in a sex-specific manner. The aim of this work was to discover novel biomarkers of
left ventricular function (LVF) after an AMI, focusing on sex-differences.

First, we aimed to validate the association between five genes previously found to be associated with LVF
in small-scale studies. A panel of three genes (LTBP4, TGFBR1 and TNXB) was able to improve the
ability of a clinical model to predict LVF. Second, we observed that the cardiac biomarker NT-proBNP
was not predictor of LVF in women, whereas cardiac troponin was associated with LVF in this sex-group.
A third study showed the association of the gene CDKN1C with LVF post-Ml in a female-specific
manner.

In conclusion, our studies contribute to the discovery of novel biomarkers of LVF and draw the attention
to sex differences in the clinical use of biomarkers towards the implementation of personalized medicine.
Key words: myocardial infarction — biomarker — gene - sex — left ventricular remodelling
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